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Farmaceutski razvoj gastrorezistentnih peleta primenom koncepta
dizajna kvaliteta i tehnika veStacke inteligencije

Sazetak

Cilj ovog istrazivanja je postizanje viSeg stepena znanja o proizvodnji
gastrorezistentnih peleta i unapredenje farmaceutskog razvoja gastrorezistentnih peleta
primenom koncepta dizajna kvaliteta i razlicitih tehnika vesStacke inteligencije.
Istrazivanje se sastoji iz tri dela. U prvom delu istrazivanja je postavljen ciljani profil
kvaliteta gastrorezistentnih peleta kao meduproizvoda koji se koristi za punjenje tvrdih
zelatinskih kapsula i identifikovani su njegovi kriti¢ni atributi kvaliteta. Tehnikom
preliminarne analize opasnosti izvrSena je analiza rizika za ispitivanje uticaja razliitih
tehnika proizvodnje peleta na kriticne atribute kvaliteta gastrorezistentnih peleta sa
duloksetin hidrohloridom kao model supstancom. Ispitane su sledece tehnike
oblaganja inaktivnih peleta duloksetin hidrohloridom: oblaganje peleta praskom (suvo
oblaganje), oblaganje aktivhom supstancom iz rastvora i oblaganje iz supstancom.
Tehnike oblaganja peleta gastrorezistentnim filmom koje su ispitane su: oblaganje
praskom i oblaganje suspenzijom za oblaganje u kojoj je gastrorezistentni polimer
rastvoren. Rezultati analize slika peleta sa optickog mikroskopa i skenirajuéeg
elektronskog mikroskopa pokazale su da pelete proizvedene tehnikom suvog oblaganja
poseduju losije morfoloske karakteristike u odnosu na pelete proizvedene tehnikama u
kojima je te¢nost koriS¢ena kao vehikulum za aktivnu supstancu jer doziranje praska
na pelete nije tako uniformno kao doziranje te¢nosti. Obe ispitane tehnike oblaganja
peleta gastrorezistentnim  filmom omogucile se postizanje specificirane
gastrorezistencije od ne vise od 10% oslobodenog duloksetina u kiseloj fazi testa
ispitivanja brzine rastvaranja. Za postizanje slicne gastrorezistencije bio je potreban
20% veéi nanos filma kada se film nanosio suvim oblaganjem zbog veée
permeabilnosti ovog filma. Sve tri ispitane formulacije su pokazale potpuno
oslobadanje duloksetima u fazi testa ispitivanja brzine rastvaranja koja se izvodi u
fosfatnom puferu pH 6.8, ali su postojale razlike u obliku kriva brzine rastvaranja
izmedu formulacija. Najsporije oslobadanje imala je formulacija proizvedena
tehnikom suvog oblaganja S§to je uslovljeno prisustvom lipofilnog plastifikatora —
ricinusovog ulja u formulaciji i ve¢om debljinom gastrorezistentnog filma. Dugoro¢na
stabilnost gastrorezistentnih peleta pracena je odredivanjem sadrZaja srodnih supstanci
duloksetina nakon 12, 24 i 36 meseci ¢uvanja u ambijentalnim uslovima. Nakon 36
meseci, u formulaciji proizvedenoj tehnikom oblaganja rastvorenog duloksetina
zabelezen je sadrzaj degradacionog proizvoda 1-naftol od 0.57% S§to je iznad gornje
dozvoljene granice za specificirane identifikovane necisto¢e od 0.2%. Porast
proizvoda hidrolize duloksetina je uzrokovan prisustvom amorfnog duloksetina u ovoj
formulaciji ¢iji je nastanak u toku proizvodnog procesa dokazan DSC analizama u
drugom delu istrazivanja.

Cilj drugog dela istrazivanja je ispitivanje uticaja formulacijskih 1 procesnih
parametara oblaganja peleta aktivnom supstancom na efikasnost procesa i koristan
prinos proizvodnog procesa i definisanje prostora za dizajn u kome je omoguceno
istovremeno postizanje postavljenih kriterijuma za izlaze koji su praceni. U skrining
fazi je koris¢enjem frakcionog faktorijalnog dizajna tipa 284 jspitan uticaj
karakteristika formulacije i parametara proizvodnog procesa na efikasnost i koristan
prinos procesa oblaganja peleta duloksetin hidrohloridom. Rezultati skrining faze su
objasnjeni DSC analizama koje su pokazale da u toku oblaganja peleta rastvorenim



duloksetin hidrohloridom nastaje amorfni duloksetin sa temperaturom bliskoj
temperaturama proizvoda u toku procesa proizvodnje. U fazi optimizacije pomoc¢u
centralnog kompozitnog dizajna i metodologije povrSine odgovora ispitan je uticaj
udela hidroksipropil metilceluloze 6 cp i koncentracije suvih supstancu na efikasnost
procesa, koristan prinos, viskozitet suspenzije za oblaganje i trajanje proizvodnog
procesa. Razvijeni su statisticki znacajni modeli (p-vrednost<0.05) drugog reda sa
slede¢im koeficijentima determinacije R* za efikasnost procesa R? = 0.9571, za
koristan prinos R? = 0.9851, za viskozitet suspenzije za oblaganje R® = 0.9928 i za
vreme trajanja procesa R® = 0.9584. Pomoéu funkcije pozeljnosti softvera za
eksperimentalni dizajn definisan je opseg koncentracija suspenzije za oblaganje i udela
hidroksipropil metilceluloze koji omogucavaju postizanje maksimalne moguée
efikasnosti procesa i prinosa.

Tre¢i deo istrazivanja je imao za cilj da ispita moguénost primene razliitih soft
computing tehnika vestacke inteligencije za razvijanje modela koji mogu da se koriste
za predvidanje gastrorezistencije 1 profila brzine rastvaranja duloksetina iz
gastrorezistentnih peleta u zavisnosti od karakteristika formulacije peleta. Oslobadanje
duloksetina iz gastrorezistentnih peleta je okarakterisano gastrorezistencijom i
profilom oslobadanja duloksetina koji je sadrzao podatke o procentu oslobodenog
duloksetina nakon: 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 i 90 minuta. Za razvoj modela koris¢eni su
istorijski podataci dobijeni u probama izvedenim po principu proba — greska. Ispitane
su tehnike: multipla linearna regresija, stepwise regresija, grebenasta regresija, laso
regresija, elasticne mreZe, regresiona stabla, ansambl regresionih stabala dobijenih
tehnikom "boosting" i vestacke neuronske mreze. Elasticna mreza je predvidela profile
oslobadanja duloksetina sa najvis§im faktorom sli¢nosti sa eksperimentalno dobijenim
profilima oslobadanja (68.3 za formulaciju test 1 i 70.3 za formulaciju test 2.
Medutim, one nemaju najnize vrednosti RMSE za sve tacke profila oslobadanja
duloksetina te je zaklju¢eno da se najbolja slicnost eksperimentalno dobijenih i
predvidenih profila oslobadanja postize kombinovanjem tehnika koje su imale najnize
vrednosti RMSE za pojedinacne tacke profila oslobadanja. Kombinovanjem ispitanih
tehnika na ovaj nacin postize se faktor sli¢nosti, f; = 82.3 za formulaciju test 1 i f, =
74.6 za formulaciju test 2. Razvijeni modeli mogu se koristiti prilikom planiranja
buducih laboratorijskih proba ili se mogu koristiti u razvoju drugih proizvoda.

Kljucne reci: gastrorezistentne pelete, oblaganje, dizajn kvaliteta, soft computing,
elasticna mreza, modelovanje, profil oslobadanja, duloksetin hidrohlorid
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Pharmaceutical development of enteric-coated pellets by application of
quality by design concept and artificial intelligence techniques

Abstract

The aim of this research was to enhance the knowledge of production of enteric-coated
pellets and to improve the pharmaceutical development of enteric-coated pellets by
using quality by design concept and different techniques of artificial intelligence. The
research comprises three parts. In the first part of the research, quality target product
profile of enteric-coated pellets, as an intermediate to be filled in hard gelatine
capsules, was set and critical quality attributes were identified. Preliminary hazard
analysis technique was applied for analyzing the risk of using different techniques of
production of coated pellets with respect to critical quality attributes of enteric-coated
pellets that contain duloxetine hydrochloride as a model substance. Following drug
layering techniques were examined: powder layering, solution layering and suspension
layering. Following enteric-coating techniques were examined: dry coating and spray
coating of suspension containing dissolved enteric-coating polymer. Results of
analyses of images made by optical microscope and scanning electron microscope
showed that pellets produced by dry coating have worse morphological features in
comparison with pellets whose production involved using liquid as a vehicle for
transportation of drug to pellets because dosing of powder during the coating was not
as uniform as the dosing of liquids. Both examined techniques of enteric-coating of
pellets enabled achieving specified gastric-resistance of not more than 10% of
duloxetine being released in the acid stage of the dissolution test. Owing to higher
permeability of films obtained by dry coating, 20% higher weight gain of enteric-
coating was required to achieve gastric-resistance that was similar to the gastric-
resistance of spray coated pellets. All of the three examined formulation showed
complete release of duloxetine in the buffer stage of the dissolution test, but there were
differences in the shape of the release curves. Dry coated pellets showed the slowest
release rate that was caused by the presence of lipofilic plasticizer — castor oil in the
formulation and thickness of the enteric-coating. Long term stability of enteric-coated
pellets was assessed on account of level of impurities in pellets after 12, 24 and 36
months. After 36 months, solution layered pellets contained 0.57% of 1-naphthol
which was above the upper qualification limit for specified identified impurities of
0.2%. Increase in the level of this product of duloxetine hydrolysis was caused by the
presence of amorphous duloxetine in this formulation which was confirmed by DSC
analyses in the second part of the research.

The aim of the second part of the research was to evaluate effects of formulation
characteristics and process parameters of drug layering process and to set the design
space which allows for achieving all the criteria set for the predifined responses.
Fractional factorial design 2% was used in the screening phase to evaluate the effect of
formulation and process factors on efficiency and useful yield of pellets layering by
duloxetine hydrochloride. Some of the results of the screening phase were explained
by DSC analyses that showed that during the solution layering process amorphous
duloxetine is formed and that its Tg is close to the product temperature during the
coating process. In the optimization phase, central composite design and the response
surface methodology were employed to examine the effect of level of hypromellose 6
cp and level of dry substances in the coating suspension on coating efficiency, useful
yield, viscosity of coating suspension and process time. Statisticaly significant second



order models (p-value<0.05) with following coefficients of determination R?: process
efficiency R? = 0.9571, useful yield R? = 0.9851, viscosity of coating suspension R? =
0.9928 and process time R® = 0.9584, were obtained. Desirability function of
experimental design software was used to define the range of levels of hypromellose 6
cp and levels of solids in the coating suspension that enable attaining maximum
possible process efficiency and useful yield.

The aim of the third part of the reasearch was to examine the possibility of application
of soft computing artificial intelligence techniques to develop models for predicting
gastric-resistance and release profile of duloxetine with respect to characteristic of
formulation of enteric-coated pellets. The release of duloxetine from enteric-coated
pellets was characterized by gastric-resistance and percent of duloxetine released after
5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 and 90 minutes of dissolution test. Historical data obtained in
laboratory trials conducted according to trial and error concept were used. Techniques
evaluated in this part of the research were: multiple linear regression, stepwise
regression, ridge regression, lasso regression, elastic net, regression trees, ensemble of
regression trees obtained by "boosting" technique and artificial neural networks.
Models developed by the elastic net predicted release profiles of duloxetine that had
the greatest similarity factor, f,, with experimentally obtained profiles (f,=68.3 for the
formulation test 1 and f,=70.3 for the formulation test 2). However, RMSE values for
single points of release profile were not the lowest for the elastic net models for all the
points of the profile. It was, therefore, concluded that the greatest similarity between
experimentally obtained and predicted release profiles would be achieved if techniques
with the lowest RMSE values for single points of release profiles would be combined.
By combining different techniques to predict single values of release profile similarity
factor of experimentally obtained and predicted profiles increased to f, = 82.3 for
formulation test 1 and f, = 74.6 for formulation test 2. Developed models can be used
when planning future laboratory trials or they can be used in the development of other
products.

Key words: enteric-coated pellets, coating techniques, quality by design, soft
computing, elastic net, modelling, release profile, duloxetine hydrochloride

Scientific field: Pharmacy
Specific scientific field: Pharmaceutical technology
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1.0 Opsti deo

1.1 Pelete - Kkarakteristike, primena u farmaciji i tehnike
proizvodnje

U farmaciji, pelete se definisu kao proto¢ne Cestice sfericnog oblika, uske raspodele
veli¢ine Cestica od 0.5 do 2 mm, u kojima je lekovita supstanca nanesena na povrsinu
ili distribuirana kroz masu pelete (Heng i Wong, 2007; Porter i Ghebre-Sellassie,
1994). Nakon proizvodnje, pelete se mogu napuniti u tvrde Zzelatinske ili HPMC
kapsule, komprimovati u tablete, suspendovati u tecnostima ili spakovati u kesice
(Bodmeier i Paeratakul, 1994).

lako su pelete dugo u upotrebi u farmaciji, tek je sa razvojem prvih preparata sa
kontrolisanim oslobadanjem krajem sedamdesetih godina proslog veka shvaceno
koliko su velike prednosti peleta kao visecesticnih farmaceutskih oblika (engl.
multiparticulate dosage forms) u odnosu na pojedina¢ne farmaceutske oblike (engl.
monolithic dosage forms) zbog fleksibilnosti koja postoji u razvoju formulacije
ovakvih preparata i terapeutske koristi za pacijenta. Fleksibilnost u dizajnu preparata
zasnovanim na peletama sastoji se u tome S$to se razli¢ite doze preparata mogu
proizvoditi od istih peleta, prostim menjanjem mase punjenja kapsule, tablete ili
kesice. Dalje, pelete koje sadrze razlicite i/ili inkompatibilne lekovite supstance se
mogu pomesati 1 na taj nacin se istovremeno isporucivati na iste ili razlicite lokacije u
gastrointestinalnom traktu. Takode se mogu pomesati 1 zajedno primeniti pelete koje
sadrze istu lekovitu supstancu, ali sa razli¢itim profilima brzine rastvaranja lekovite
supstance 1 na taj nain posti¢i Zeljeni profil oslobadanja lekovite supstance duz
gastrointestinalnog trakta (Ghebre-Sellasie i Knoch, 2007).

Druga prednost farmaceutskih oblika zasnovanih na peletama, 1 svih viSeCesti¢nih
sistema uopSte, zasniva se na cinjenici da bioraspolozivost lekovite supstance
primenjene u ovakvim farmaceutskim oblicima ne zavisi u velikoj meri od
pokretljivosti  gastrointestinalnog trakta kao Sto je slu¢aj sa pojedina¢nim
farmaceutskim oblicima. Kada se rastvori tvrda zelatinska kapsula napunjena
peletama oslobode se stotine peleta koje su zbog svog malog prec¢nika sposobne da

produ kroz pilori¢ni sfinkter ¢ak i kada je on kontrahovan, a pelete se slobodno



rasporeduju duz gastrointestinalnog trakta ¢ime se smanjuje efekat gastrointestinalnog
motiliteta na bioraspolozivost (Bodmeier i1 Paeratakul, 1994).

Verovatnoca pojavljivanja velikih oscilacija u oslobadanju doze (engl. dose dumping)
je minimalna zato §to je ukupna doza lekovite supstance rasporedena na mnogo peleta
te 1 ako postoji nekoliko peleta koje su van specifikacije za brzinu oslobadanja
lekovite supstance to nema uticaja na ucinak farmaceutskog oblika u celini Sto ne bi
bio slu¢aj sa pojedinacnim farmaceutskim oblicima. Komplijansa pacijenata je visoka
posto je sa ovakvim farmaceutskim oblicima moguce posti¢i profile oslobadanja koji
ne zahtevaju Cestu primenu leka. Jedina prednost pojedinacnih lekovitih oblika u
odnosu na viseCestiéne je moguénost postizanja veéeg udela lekovite supstance u
farmaceutskom obliku, mada ako se pelete proizvode tehnikom ekstruzije i
sferonizacije ni to ne mora da bude problem (Lee i Yang, 2001; Shah, 2009).

Pelete se osim u proizvodnji preparata sa trenutnim oslobadanjem koriste u
proizvodnji preparata sa odlozenim, produzenim, pulsnim 1 oslobadanjem specificnim
za odgovarajucu regiju gastrointestinalnog trakta. Aktivna supstanca se moze naneti
na pelete tehnikama oblaganja rastvorima, suspenzijama i praskovima ili se moze
inkorporirati u jezgro pelete nekom od tehnika direktne peletizacije kao S$to je
ekstruzija i sferonizacija. Tehnika ekstruzije i sferonizacije takode omogucava i
proizvodnju matriks peleta sa produzenim oslobadanjem u jednom koraku bez potrebe
za dodatnim oblaganjem. U slucaju da se pelete koje sadrze aktivnu supstancu oblazu
funkcionalnim filmom mogu se primeniti tehnike oblaganja rastvorenim ili
suspendovanim funkcionalnim polimerom ili oblaganje praskovima. Optimalna
tehnika nanoSenja aktivne supstance, odnosno funkcionalnog filma bira se na osnovu
fizickohemijskih osobina leka i gotovog proizvoda. Koja god tehnika oblaganja peleta
da se koristi, cilj proizvodnog procesa je da broj peleta u proizvodnoj $arzi bude isti
na pocetku i na kraju procesa, ali da pre¢nik peleta bude povecan, a njihova povrSina
glatka $to ih ¢ini pogodnim za dalje oblaganje (Ghebre-Sellasie i Knoch, 2007).
Razumevanje veza izmedu promene formulacijskih i procesnih parametara oblaganja
peleta i fizickohemijskih osobina gotovog proizvoda posebno je vazno u proizvodnji
¢vrstih doziranih oblika koja ima za cilj obezbedenje predvidanja i kontrole

performansi preparata.



1.1.1 Oblaganje peleta rastvorenom ili suspendovanom aktivnom
supstancom

Ove tehnike nanoSenja aktivne supstance na pelete primenjuju se onda kada
koncentracija lekovite supstance u peletama nije jako velika posto proizvodnja visoko
doznih preparata ovim tehnikama nije ekonomski isplativa. U sastav teCnosti za
oblaganje osim aktivne supstance obi¢no ulazi i vezivno sredstvo — polimer niske
molekulske mase, koji ima ulogu da obezbedi adekvatnu adheziju lekovite supstance
na inaktivne pelete i odgovaraju¢e mehanicke karakteristike tog sloja koje ¢e da
onemoguce gubitak aktivne supstance usled habanja peleta u toku procesa. U sastav
te€nosti za oblaganje mogu u¢i i1 drugi ekscipijensi, ali se njihovo kori§¢enje izbegava
ako je moguce jer se uvodenjem dodatnih ekscipijenasa u formulaciju snizava nivo
aktivne supstance u te¢nosti za oblaganje i time produzava trajanje procesa oblaganja.
Ukoliko je aktivna supstancu rastvorena u tecnosti za oblaganje nije vazno kolika je
njena veli¢ina Cestica, medutim, ako je aktivna supstanca suspendovana pozeljno je da
bude mikronizirana poSto je za adekvatnu adheziju vecéih Cestica potrebno vise
vezivnog sredstva, a jako krupne Cestice aktivne supstance mogu da dovedu do

stvaranje neravne povrSine peleta koja je krajnje nepozeljna u slucaju da se u

narednim fazama proizvodnje na te pelete nanosi funkcionalni film (Ghebre-Sellassie
i Knoch, 2007).

Slika 1. Pelete lansoprazola proizvedene oblaganjem suspenzijom (He i autori, 2010)
Figure 1. Lansoprazole pellets produced by suspension layering (He et al., 2010)

Ovi procesi proizvodnje peleta podrazumevaju koris¢enje velikih koli¢ina rastvaraca
Sto moze da dovede do fizickohemijskih promena aktivne supstance kao Sto su
promena polimorfnog oblika ili nastanak amorfnog oblika (Lust i autori., 2013,
Nikowitz i autori, 2013, Zhang i autori, 2003). Rastvaranje ili suspendovanje aktivne
supstance u nekom rastvarau povecava potencijal nastanka faznih prelaza usled

rastvaranja ili po rastvaranjem posredovanom mehanizmu. Vazno je napomenuti da



samo rastvorena frakcija lekovite supstance moze da pretrpi promenu kristalnog
oblika. U slu¢aju kada je aktivna supstanca rastvorena u rastvaracu, po uklanjanju
rastvaraca opet se izdvaja lekovita supstanca u ¢vrstom stanju. Medutim, taj izdvojeni
Cvrsti oblik ne mora da bude iste kristalne forme kao prvobitni oblik i moze se
sastojati od smese razli¢itih kristalnih oblika i amorfne forme. Mehanizam po kome se
ova promena odigrala se oznafava kao mehanizam rastvaranja. Promena koja se
desava po ovom mehanizmu moze biti od metastabilne u stabilnu fazu ili od stabilne
faze u jednu ili viSe metastabilnuh faza. Promene koje se odvijaju po rastvorom
posredovanom mehanizmu samo mogu i¢i od metastabilnog do stabilnog oblika i
posledica su razlike u rastvorljivosti izmedu dve faze. Za razliku od mehanizma
rastvaranja kod koga do promene ¢vrstog oblika dolazi u toku susSenja, ovaj
mehanizam zahteva kontakt metastabilne faze 1 zasiCenog rastvora. Tada se
metastabilna faza rastvara u meri koja prevazilazi rastvorljivost stabilne faze usled
Cega dolazi do kristalisanja stabilne faze uz istovremeno rastvaranje metastabilne
faze. (Zhang i autori, 2004). U poslednje vreme je prepoznat znacaj karakterizacije i
kontrole kristalnog oblika lekovite supstance u farmaceutskim preparatima jer razliciti
polimorfni oblici mogu imati razli¢ite fizickohemijske osobine, kao $to su
rastvorljivost, brzina rastvaranja, stabilnost, higroskopnost, ali i bioraspoloZivost,
efikasnost i toksicnost (Taday i autori, 2003, US Department of Human Services,
FDA, 2004). Pored toga, promene polimorfnog oblika, odnosno nastanak amorfnih
supstanci sa niskom temperaturom staklastog prelaza (Tg), mogu znatno da otezaju
proces oblaganja peleta i smanje proizvodni prinos usled nastanka aglomerata, a zbog
velike lepljivosti koja je karakteristicna za supstance koje imaju nisku Tg (RooS i
Silalai, 2011).

Ve¢ je spomenuto da je za obezbedivanje odgovarajuce adhezije lekovite supstance za
pelete u procesu oblaganja neophodno da tecnost za oblaganje sadrzi i vezivno
sredstvo u vidu odgovarajuceg polimera (Suhrenbrock i autori, 2011). S obzirom da
su polimeri poznati inhibitori kristalizacije, prilikom rasprsivanja rastvora koji sadrzi
polimer i lekovitu supstancu postoji rizik za prelazak lekovite supstance u amorfni
oblik (Tajarobi i autori, 2011). Mogucnost pojave ovakvih promena zavisi od
karakteristika aktivne supstance, formulacijskih karakteristika kao i parametara
proizvodnog procesa (Zhao i autori, 2012; Zhang i autori, 2004). 1z navedenih razloga

je vazno da se u toku razvoja proizvoda kristalni oblik lekovite supstance odredi



odgovaraju¢om metodom kao Sto je diferencijalna skenirajuca kalorimetrija, Raman

spektroskopija ili difrakcija X zraka (Taylor i Zografi, 1998; Hao i autori, 2010).

1.1.2 NanoSenje aktivne supstance na pelete tehnikom oblaganja
praskovima

Tehnika oblaganja inaktivnih peleta praskovima koji sadrze aktivhu supstancu
podrazumeva rasprsivanje rastvora vezivnog sredstva na pelete uz istovremeno ili
naizmeni¢no uvodenje praska koji sadrzi aktivnu supstancu. U pocetnim fazama
procesa Cestice praska se vezuju za pelete zahvaljujuci te¢nim mostovima koji poticu
od rasprSenog rastvora vezivnog sredstva. Tecni mostovi bivaju zamenjeni ¢vrstim
mostovima koji poti¢u od vezivnog sredstva ili bilo koje druge supstance koja je
rastvorna u rastvaracu koji je koriS¢en za pripremu vezivnog sredstva. Za postizanje
zadovoljavaju¢e efikasnosti procesa neophodno je da komponente praska budu
mikronizirane. Medutim, mikronizacija u vecini slu¢ajeva negativno uti¢e na
proto¢nost praska i onemoguéava odgovarajuc¢e doziranje praska u toku procesa. Iz
tog razloga se u sastav praska koji se nanosi na pelete ukljucuje i sredstvo za klizanje,
kao $to su talk i koloidni silicijum-dioksid (Ghebre-Sellassie i Knoch, 2007; Nastruzzi
i autori, 2000).

Na osnovu potencijala za fizickohemijske promene, za proizvodnju lekovitih
preparata se obi¢no bira najstabilniji kristalni oblik, kao i proces proizvodnje koji nosi
najmanji rizik za nastanak polimorfnih prelaza, a kristalni oblik lekovite supstance se
u fazi razvoja kontroliSe odgovaraju¢om metodom (US Department of Human
Services, FDA, 2007). U slucaju da u toku roka trajanja preparata ipak dolazi do
promene kristalnog oblika lekovite supstance potrebno je dokazati bioloSku
ekvivalentnost preparata na pocetku i na kraju roka trajanja (EMEA, 2011). U tom
smislu, tehnika oblaganja inaktivnih peleta praskovima nosi manji rizik za promenu
polimorfnog oblika lekovite supstance u odnosu na proces koji podrazumeva
nanoSenje suspendovane ili rastvorene lekovite supstance zato Sto podrazumeva
koris¢enje znatno manjih koli¢ina rastvaraca (Zhang et al, 2004). U toku procesa
proizvodnje nije potrebno ukloniti velike koli¢ine rastvaraca tako da oblaganje peleta
praSkovima traje kra¢e u odnosu na procese koje koriste te€nost kao vehikulum za
nanoSenje aktivne supstance. S druge strane, povrSina peleta proizvedenih ovom

tehnikom nije tako glatka kao $to je to slucaj sa peletama koje su proizvedene



oblaganjem tecnoS¢u za oblaganje §to moze da oteza kasnije oblaganje ovakvih peleta
funkcionalnim filmom jer je potrebna veca debljina filma da bi se postigla njegova

funkcionalnost (Nastruzzi i autori, 2000; Zhang i autori, 2004).
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Slika 2. levo: pelete ibuprofena proizvedene tehnikom suvog oblaganja (Nastruzzi i autori,
2000); desno: pelete lansoprazola proizvedene tehnikom suvog oblaganja (Young i autori,
2006)

Figure 2. left: ibuprofen pellets produced by powder layering (Nastruzzi et al., 2000); right:
lansoprazole pellets produced by powder layering (Youg et al., 2006)

1.1.3 Oblaganje peleta gastrorezistentnim filmovima

Preparati sa modifikovanim oslobadanjem oslobadaju lekovitu supstancu drugaéijom
brzinom 1i/ili na drugacijoj lokaciji gastrointestinalnog trakta nego preparati sa
trenutnim oslobadanjem i dele se na tri glavne grupe: preparate sa produZenim
oslobadanjem, preparate sa odlozenim oslobadanjem i preparate sa viSefaznim
oslobadanjem. Gastrorezistentni preparati pripadaju grupi preparata sa odlozenim
oslobadanjem i zahvaljujuéi gastrorezistentnom filmu ostaju intaktni u kiseloj sredini
zeluca. Gastrorezistentni film se brzo rastvarara u uslovima koji vladaju u duodenumu
i tako omogucava oslobadanje aktivne supstance. Razlozi za oblaganje preparata
gastrorezistentnim filmom su brojni: prevencija degradacije leka od strane Zeluda¢nih
enzima ili kisele pH u Zelucu, spreCavanje iritacije gastricne mukoze od strane
lekovite supstance, isporucivanje leka na mesto lokalnog delovanja u tankom crevu,
odlaganje delovanja leka, isporucivanje leka u najvecoj mogucoj koncentraciji na
mesto na kome se najbolje apsorbuje. Gastrorezistencija preparata postize se
oblaganjem preparata polimerom koji sadrzi slobodnu karboksilnu grupu koja moze
da jonizuje. RavnoteZa izmedu nejonizovanog, nerastvornog polimera i jonizovanog,
rastvornog polimera zavisi od pH medijuma i pK; polimera. Odnos koncentracija
izmedu nejonizovanog i jonizovanog polimera na odredenoj pH vrednosti medijuma

moze se izracunati pomoc¢u Henderson-Hasselbach-ove jednacine:

pH _ pKa _ lOg [[jonizovani oblik] (1)

nejonizovani oblik]



Razne formulacijske karakteristike gastrorezistentnog filma mogu, medutim, da
zakomplikuju ovu pojednostavljenu sliku pH zavisnog rastvaranja gastrorezistentnog
polimera. Tako ¢e, na primer, prisustvo plastifikatora ili pigmenata znatno uticati na

mehanicke karakteristike, odnosno permeabilnost filma (Hogan, 1995).

1.1.4 Gastrorezistentni filmovi dobijeni iz rastvora polimera

Mehanizam formiranja filma iz rastvora gastrorezistentnog polimera je prili¢no
jednostavan proces posSto su lanci rastvorenog polimera medusobno jako izme$ani |
prakazan je na Slici 3. U toku procesa oblaganja, rasprSene kapljice teCnosti za
oblaganje dolaze u kontakt sa supstratom (peletama), Sire se po njegovoj povrsini, a
usled isparavanja rastvaraca polimerni lanci se preplicu i prelaze iz sol u gel stanje i
konacno formiraju homogen film sa velikim stepenom isprepletanosti polimernih

lanaca (Felton, 2013).
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Slika 3. Sematski prikaz formiranja filma (Felton, 2013)
Figure 3. Overview of film formation process (Felton, 2013)

Gastrorezistentni polimeri nisu rastvorljivi u vodi te je za njihovo rastvaranje
potrebno koristiti organske rastvarace ili ih prevesti u rastvoran oblik dodavanjem
baznih supstanci u vodeni medijum. Agensi koji se najéesce koriste za neutralizaciju
prilikom pripreme vodenih rastvora gastrorezistentnih polimera su: amonijak,
natrijum-hidroksid, trietanolamin i amonijum hidrogen karbonat (Miller i McGinity,
2008).



1.1.5 Gastrorezistentni filmovi nastali iz polimernih disperzija

U nekoliko poslednjih decenija tehnologija oblaganja filmovima za modifikovano
oslobadanje lekovite supstance se usmerila od organskih rastvora funkcionalnih
polimera ka vodenim disperzijama funkcionalnih polimera u cilju smanjenja upotrebe
skupih, toksi¢nih i zapaljivih organskih rastvaraca. Mehanizam formiranja filma iz
vodenih disperzija je drugaciji nego u sluc¢aju kada se film formira iz rastvora
polimera jer podrazumeva sjedinjavanje pojedinacnih polimernih sfera i medusobno
umetanje polimernih lanaca da bi se dobio kontinuirani film. Formiranje filma iz
ovakvih disperzija podrazumeva vise faza (Slika 4): fino rasprSene kapi disperzije za
oblaganje udaraju o supstrat i u fazi I, isparavanje vode dovodi do nastanka
povrsinskog napona i kapilarnih sila usled kojih se ¢estice polimera gusto pakuju, a
potom u fazi Il, deformiSu da bi ispunile prazan prostor koji je nastao usled
isparavanja vode. Temperatura na kojoj dolazi do formiranja glatkog transparentnog
filma je oznaCena kao minimalna temperatura formiranja filma i procese oblaganja
polimernim disperzijama je potrebno voditi na temperaturama viSim od nje. Vecina
polimera zahteva fazu Il - dodatni korak suSenja nakon oblaganja koji se oznacava
kao sazrevanje (engl. curing). Ono se izvodi na temperaturama vis§im od temperature
staklastog prelaza polimera (Tg) na kojoj polimer prelazi iz staklastog u
viskoelasti¢no stanje u kome je pokretljivost polimernih lanaca mnogo veéa. Usled
vece pokretljivosti polimernih lanaca, u fazi sazrevanja dolazi do potpune
koalscencije filma zbog medusobnog preplitanja lanaca susednih Cestica polimera te

nestanka granica izmedu pojedinacnih Cestica polimera (Felton 1 autori, 2008).
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Slika 4. Formiranje filma iz vodenih disperzija polimera (Kablitz, 2007)
Figure 4. Film formation from aqueous polymer dispersions (Kablitz, 2007)

Koris¢enje vodenih disperzija za oblaganja podrazumeva uklanjanje velikih koli¢ina
vode u toku procesa Sto zahteva mnogo energije i produzava, odnosno poskupljuje
proces. Zapusavanje mlaznice za rasprSivanje te¢nosti za oblaganje je cest problem u
radu sa vodenim disperzijama polimera $to znatno otezava proces tako da se za

polimer hidroksipropilmetil celululozu acetat sukcinat preporucuje koris¢enje



posebnih mlaznica dizajniranih da preveniraju prevremenu aglomeraciju polimera
(Kablitz, 2007 ).

1.1.6 Gastrorezistentni filmovi dobijeni tehnikom suvog oblaganja

Tehnika nanoSenja gastrorezistentnog filma suvim oblaganjem podrazumeva
oblaganje supstrata praskastim polimerom wuz naizmeni¢no ili istovremeno
rasprSivanje jednog ili viSe teCnih plastifikatora. U prvoj fazi procesa se obezbeduje
adhezija Cestica polimera za supstrat dok se funkcionalnost filma obezbeduje u drugoj
fazi procesa — sazrevanju (Slika 5). Adhezija u prvoj fazi se postize zahvajujuci
prisustvu plastifikatora. Plastifikator ima ulogu promotera adhezije ¢estica polimera
za supstrat i za druge Cestice polimera jer ih kvasi 1 stvara te€ne mostove medu njima.
On snizava Tg polimera, omekSava njegovu povrsinu, ¢ineéi je lepljivom te 1 na taj
nacin utice na adheziju. Kapilarne sile potpomazu adheziju dokle god plastifikator u
potpunosti ne prodre u polimer. Da bi se produzilo trajanje dejstva kapilarnih sila
plastifikatoru se dodaju supstance koje usporavaju prodiranje plastifikatora u polimer.
Kada prestane dejstvo kapilarnih sila Van der Waals-ove i elektrostaticke sile postaju
vazne. Na kraju ove faze film nije funkcionalan, odnosno ne zadovoljava
farmakopejske zahteve za gastrorezistenciju (Kablitz i autori, 2008). Funkcionalnost
filma se postiZe u fazi sazrevanja filma kada se na poviSenim temperaturama bliskim
temperaturi staklastog prelaza filma postize potpuna koalescencija filma usled
medusobnog uklapanja lanaca razli¢itih polimernih Cestica 1 nestanka granica izmedu
Cestica. Vazno je napomenuti da na datoj temperaturi dolazi do potpune koalescencije
Cestica polimera samo do odredene veli€ine Cestica polimera (Pearnchob i Bodmeier,
2003). Nekoliko autora je potvrdilo da je za postizanje gastrorezistencije ovom
tehnikom potreban veci nanos gastrorezistentnog polimera nego ako se polimer nanosi
u formi rastvora ili disperzije tako da se prednost tehnike suvog oblaganja u odnosu
na njih sastoji u kraéem vremenu trajanja procesa i izbegavanju koriS¢enja vode koja
moze da narusi stabilnost aktivne supstance ili organskih rastvaraca koji mogu biti
toksi¢ni za operatere 1 zagaditi Zivotnu sredinu (Obara 1 autori, 1999; Pearnchob i

Bodmeier, 2003).
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Slika 5. Formiranje filma nanesenog tehnikom suvog oblaganja (Kablitz, 2007)
Figure 5. Formation of film applied by dry coating technique (Kablitz, 2007)

1.1.7 Proizvodna oprema za oblaganje peleta

Oblaganje peleta moze da se izvodi u konvencionalnim uredajima za oblaganje (Slika
6) kao i u uredajima sa fluidiziraju¢im kretanjem vazduha. Efikasnost procesa i
kvalitet proizvedenih peleta ¢e delom zavisiti i od opreme koja se koristi za
proizvodnju (Ghebre-Sellassie i Knoch, 2007). Konvencionalni uredaji za oblaganje
koji su opisani u literaturi da su kori$¢eni za oblaganje peleta su uredaji sa imerzionim
macevima. Za oblaganje peleta koriste se posebni imerzioni macevi (drugaciji od onih
koji se koriste za oblaganje tableta) kroz koje se vazduh za suSenje uvodi u masu

peleta u uredaju. Ovakva konfiguracija uredaja se moze koristiti za oblaganje peleta

rastvorima i suspenzijama.

mlaznica za rasprsivanje
tenosti za oblaganje

pelete

imerzioni macevi

Slika 6. Oblaganje peleta rastvorima i suspenzijama u konvencionalnom uredaju za oblaganje
sa imerzionim macevima (IMA, 2016)

Figure 6. Spray coating of pellets in a conventional coating machine with immersion swords
(IMA, 2016)

Za oblaganje peleta praskom postoji poseban dodatak u vidu sistema za doziranje
praska koji je prikazan na Slici 7. NanoSenje praska na pelete u ovom tipu proizvodne
opreme se izvodi u ciklusima. Jedan ciklus sastoji se od pet faza: rasprSivanje sredstva
koje ¢e da obezbedi adheziju praska na pelete, pauza koja obezbeduje homogenizaciju
nakvasenih peleta, doziranje praSka, pauza za homogenizaciju peleta 1 suSenje koje je
jedina faza ciklusa kada su imerzioni macevi uronjeni u pelete. Ciklusi se ponavljaju

dokle god se na pelete ne nanese predvidena koli¢ina praSka. Proces je u potpunosti
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automatizovan i kontroliSe se preko digitalnog kontrolnog panela (Nastruzzi i autori

2000).

| kontejner za

puzni _
i prah

transporter

pelete

jedinica za
doziranje praska

Slika 7. levo: Sematski prikaz sistema za oblaganje peleta prahom (Nastruzzi i autori, 2000);
desno: oblaganje peleta praskom (IMA, 2016)

Figure 7. left: Overview of dry coating system in a conventional pan with immersion swords;
right: dry coating of pellets (IMA, 2016)

Nedostatak konvencionalnih uredaja za oblaganje je manji kapacitet susenja usled
¢ega procesi oblaganja u ovom tipu uredaja traju duze nego kada se za proizvodnju
koriste uredaji sa fluidiziraju¢im kretanjem vazduha. Dodatno, zbog nacina kretanja
peleta u konvencionalnim uredajima lakse dolazi do nepozeljne aglomeracije nego u
uredajima sa fluidiziraju¢im Kretanjem vazduha usled ¢ega se procesi izvode na
manjim protocima tec¢nosti za oblaganje te traju duZe nego Sto je slucaj sa uredajima
sa fludiziraju¢im kretanjem vazduha.

Postoji vise tipova uredaja sa fluidizirajuéim kretanjem vazduha koji se koriste za
oblaganje peleta. Jedan od najpoznatijih je Wurster uredaj koji je prikazan na Slici 8.
On se razlikuje od ostalih uredaja sa fluidiziraju¢im kretanjem vazduha po prisustvu
jedne ili viSe cilindriénih particija tzv. Wurster kolona u komori u kojoj se nalazi
proizvod kao i po specificnom dizajnu podloske kroz koju vazduh ulazi u komoru.
Izmedu kolone i podloske postoji prazan prostor. Mlaznica za rasprsivanje te¢nosti za
oblaganje se nalazi na dnu uredaja tako da se proizvod u komori i rasprSena te¢nost za
oblaganje krecu u istom smeru. Perforacije na podlosci na kojoj se nalaze pelete su
dizajnirane tako da najveci deo ulaznog vazduha velikom brzinom ulazi u kontejner u
regionu oko mlaznice za rasprSivanje te¢nosti za oblaganje, odnosno prolazi kroz
Waurster kolonu noseci sa sobom i pelete koje se oblazu. Pelete bivaju oblozene

rasprSenom tecnos¢u za oblaganje, a njihovo kretanje naviSe biva potpomognuto i
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vazduhom za atomizaciju. Po izlasku iz kolone pelete ulaze u prosireni deo komore u
kome brzina ulaznog vazduha pada na vrednost nizu od minimalne fluidizirajuce
brzine tako da se pelete jos neko vreme krecu navise dok ne po¢nu da padaju ka delu
komore izvan kolone. Perforacije na podloSci su u ovom delu manjeg precnika i
manje gustine nego u delu unutar kolone tako da je brzina vazduha u ovom delu
uredaja manja od minimalne fluidizirajuce brzine. Ovaj vazduh koji se kre¢e u pravcu
suprotnom od kretanja peleta omogucava da se pelete po izlasku iz kolone nezno
spuste na podlosku. Tada, usled velikih brzina vazduha u regionu oko mlaznice i
neposredno ispod kolone, bivaju usisane kroz otvor izmedu podloske 1 kolone unutar
kolone. Ovakav naCin kretanja proizvoda u uredaju se oznaCava kao cirkuliSuce
fluidizirajuée kretanje. Ova tehnika oblaganja omoguc¢ava uniformno nanosenje filma
na pelete i ima veliku primenu u oblaganju peleta rastvorima i suspenzijama
(Christensen i Bertelsen, 1997). U literaturi postoje podaci da je laboratorijska oprema
ovog tipa koriS¢ena za oblaganje praskovima, ali generalno ovaj tip opreme Se ne
koristi za oblaganje peleta praskovima (Pearnchob i Bodmeier, 2003; Ghebre-
Sellassie i Knoch, 2007).

nacin kretanja proizvoda
u toku procesa

komora

Waurster kolona

mlaznica ———————

perforiana podloska

ulazni vazduh

Slika 8. levo: Sematski prikaz uredaja sa fluidizirajuéim kretanjem vazduha sa Wurster
kolonom; desno: perforirana podloska sa mlaznicom za rasprsivanje (Glatt, 2006)

Figure 8. left: Overview of fluid-bed device equipped with Wurster insert; right: perforated
bottom plate with spraying nozzle (Glatt, 2006)

Za oblaganje peleta praskovima se mogu koristiti uredaji koji spadaju u grupu
centrifugalnih granulatora sa fluidiziraju¢éim kretanjem vazduha. U uredaju koji se
zove rotor procesor i koji je prikazan na Slici 9, te¢nost koja omogucava adheziju
praha na pelete prska tangencijalno na i paralelno sa kretanjem peleta. Mlaznica je

posebno dizajnirana tako da omogucéava istovremeno nanosenje tecnosti i praha na
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pelete i ulazi u kontejner kroz zid suda pri dnu uredaja, tako da je u toku procesa
uronjena u pelete usled ¢ega su gubici u procesu minimalni. Podloska na kojoj se
nalaze pelete nije perforirana i naziva se jos i rotirajuci disk. Ona nije pri¢vr$éena za
zid kontejnera i u toku procesa rotira stvarajuci tako centrifugalnu silu koja gura
pelete ka zidu uredaja. Vazduh za fluidizaciju ulazi u komoru uredaja kroz prorez
izmedu ivice diska i zida komore i dize pelete do proSirenog dela komore u kome one
gube brzinu i pod dejstvom sile gravitacije padaju na centralni deo diska. Pri
adekvatno podeSenim procesnim parametrima, pelete imaju spiralan nain kretanja
koji obezbeduje jako dobro mesanje peleta i uniforman nanos obloge (Ghebre-Sellasie
i Knoch, 2007).

pelete —

mlaznica za
nanosenje praska 1
rotirajuéi disk rasprsivanje tecnosti

Slika 9. Sematski prikaz rotor procesora (Ghebre-Sellasie i Knoch, 2007)
Figure 9. Schematic overview of rotor processor (Ghebre-Sellasie and Knoch, 2007)

prorez
vazduh za

fluidizaciju

U literaturi je opisano i suvo oblaganje peleta u modifikovanim uredajima tipa
sferonizera. Modifikacija se sastoji u tome $to je standardnom uredaju pridodat sistem
za rasprSivanje te¢nosti 1 sistem za doziranje praska. Po zavrSetku procesa oblaganja
pelete se vade iz uredaja i suSe u komornoj susnici ili suSnici sa fluidizirajuéim

kretanjem vazduha (Cao i autori, 2012).

1.2 Pristupi za postizanje viSeg stepena znanja o proizvodu i
procesu u toku razvoja proizvoda

U toku razvoja farmaceutskog proizvoda potrebno je ste¢i §to viSe znanja o proizvodu
I proizvodnom procesu. To znanje se Koristi u slede¢im fazama zivotnog ciklusa
proizvoda, a moZe da se primeni i u razvoju drugih proizvoda. Jedan pristup ka

postizanju boljeg poznavanja proizvoda i procesa je primena koncepta dizajna
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kvaliteta, odnosno eksperimentalnog dizajna i analize rizika kao njegovih glavnih
alatki. Drugi pristup bi bila primena tehnika vestacke inteligencije koje se od
eksperimentalnog dizajna razlikuju, pre svega, po nacinu na koji su podaci u fazi

razvoja prikupljeni (Ronowicz i autori, 2015).

1.2.1  Koncept dizajna kvaliteta u razvoju farmaceutskih proizvoda

Koncept dizajna kvaliteta, (engl. Quality by design - QbD), definisan u smernicama
ICH Q8 (,,Farmaceutski razvoj*), Q9 (,,Upravljanje rizicima kvaliteta“) i Q10
(,,Farmaceutski sistem kvaliteta®) se moze opisati kao sistematican, nau¢no zasnovan,
holisti¢ki i proaktivan pristup farmaceutskom razvoju i podrazumeva da kvalitet ne
treba da se utvrdi ispitivanjem proizvoda, ve¢ treba da se ugradi u proizvod. Uveden
je u farmaceutskoj industriji u cilju usmeravanja metodologije razvoja novih
proizvoda ka boljem razumevanju i demonstraciji veceg stepena znanja o svim
fazama zivotnog ciklusa farmaceutskog proizvoda. Znanja o stepenu kriti¢nosti
ulaznih promenljivih: karakteristikama materijala, parametrima proizvodnog procesa i
njihovim interakcijama, ste¢ena u toku farmaceutskog razvoja daju nau¢nu bazu za
definisanje prostora dizajna (engl. design space), specifikacija i kontrole proizvodnog
procesa. Alati koji omogucavaju primenu koncepta dizajna kvaliteta su: analiza rizika,
eksperimentalni dizajn i procesna analiticka tehnologija (engl. Process analytical
technology — PAT) (ICH, 2009; ICH, 2005; ICH, 2008; EMEA, 2014).

Farmaceutski razvoj bi, u skladu sa ovim konceptom, minimalno trebalo da

podrazumeva sledeée korake:

1. definisanje ciljnog profila kvaliteta proizvoda (engl. Quality target product
profile — QTTP)

2. identifikovanje potencijalnih kriticnih atributa kvaliteta proizvoda (engl.
Critical quality atributes — CQA) tako da one karakteristike proizvoda koje
imaju uticaj na kvalitet proizvoda mogu da budu proucene i kontrolisane

3. identifikovanje kriti¢inih atributa lekovite supstance i ekscipijenasa i
odabir vrste i koli¢ine ekscipijenasa neophodnih za postizanje Zzeljenog
kvaliteta proizvoda

4. definisanje kontrolne strategije

Ciljani profil kvaliteta (CPK) proizvoda definiSe one karakteristike preparata koje se
odnose na kvalitet, efikasnost i bezbednost, na primer: put primene, farmaceutski

oblik, jacinu, bioraspolozivost, ¢istocu, stabilnost i drugi. Kriti¢ni atributi kvaliteta
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(KAK) proizvoda su fizicke, hemijske, bioloske ili mikrobioloske karakteristike koje
treba da budu u okviru definisanih granica da bi se obezbedio Zeljeni kvalitet
proizvoda. Kriti¢ni atributi kvaliteta koji su tipi¢ni za Cvrste farmaceutske oblike za
peroralnu upotrebu su oni koji utiCu na jacinu, ¢istocu, brzinu oslobadanja lekovite
supstance i stabilnost preparata. Potencijalni KAK izvode se iz CPK proizvoda i
prethodno steenih znanja i vode razvoj proizvoda i procesa. Lista potencijalnih KAK
se moze promeniti sa sticanjem novih znanja o proizvodu i procesu. Relevantni KAK
proizvoda se mogu identifikovati pomocu procesa upravljanja rizikom kvaliteta i
izvodenjem eksperimenata koji se mogu ponavljati koliko god je to potrebno.
Unapreden pristup razvoju proizvoda u skladu sa konceptom dizajniranja kvaliteta
dodatno treba da sadrzi sledece elemente:

1. sistematicnu procenu, razumevanje i optimizaciju formulacije 1 proizvodnog
procesa ukljucujuéi:

e identifikaciju kriti¢nih atributa materijala (engl. Critical material atributes -
CMA) i kriti¢nih parametara procesa (eng. Critical process atributes — CPA)
pomocu prethodno steCenih znanja, analize rizika 1 eksperimentisanja,
odredivanje funkcionalnih odnosa koji povezuju kriticne atribute materijala i
procesne parametre sa kritinim atributima kvaliteta proizvoda,;

2. uspostavljanje odgovaraju¢e kontrolne strategije zasnovane na visokom
stepenu znanja o proizvodu i razumevanju proizvodnog procesa. Kontrolna
strategija moze da uklju¢i predlog prostora za dizajn i/ili testiranje i
oslobadanje proizvoda u realnom vremenu.

Kriti¢ni atributi materijala i kriti¢ni parametri procesa su oni ¢ije variranje utice
na KAK proizvoda te se zato moraju pratiti i kontrolisati. Identifikacija kriti¢nih
atributa materijala i procesa i njihovih optimalnih opsega na osnovu ustanovljenih
funkcionalnih veza sa KAK proizvoda omogucava definisanje prostora za dizajn.
Prostor za dizajn je viSedimenzionalna kombinacija i interakcija ulaznih
promenljivih (npr. atributa materijala) i procesnih parametara za koje je dokazano da

obezbeduju kvalitet. Rad u okviru prostora za dizajn se ne smatra promenom.
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1.2.2 Analizarizika

Upravljanje rizikom kvaliteta je sistematski proces procene, kontrole, komunikacije
I preispitivanja rizika za kvalitet proizvoda u toku zivotnog ciklusa proizvoda, gde se
rizik definiSe kao kombinacija verovatnoce pojavljivanja otkaza i ozbiljnosti otkaza.
Analiza rizika je znacajan deo procesa upravljanja rizikom kvaliteta i podrazumeva
identifikaciju opasnosti i analizu i evaluaciju rizika povezanih sa izlaganjem toj
opasnosti. To je QbD alatka koja daje odgovor na pitanje o tome koje je karakteristike
formulacije i parametre proizvodnog procesa potrebno detaljnije ispitati. Analiza
rizika se sprovodi viSe puta u toku razvoja proizvoda i modifikuje se na osnovu
eksperimentalnih rezultata. Postoje brojne metode analize rizika od kojih se izdvajaju
PHA analiza (engl. Preliminary hazard assesment, preliminirna analiza opasnosti)
koja se obi¢no koristi za inicijalnu analizu rizika kada ne postoji mnogo podataka o
proizvodu i procesu i FMEA analiza (engl. Failure mode effects analysis — FMEA,
analiza modaliteta ispada i efekata) koja se moze koristiti u kasnijim fazama razvoja
na primer za analizu rizika proizvodnog procesa ili za analizu rizika nakon
implementacije kontrolne strategije (ICH Q9, 2005; Sakura tablet case study, 2008).

Preliminarna analiza opasnosti podrazumeva identifikaciju verovatnoce deSavanja
rizicnog dogadaja, kvalitativnu procenu ozbiljnosti moguce Stete, relativnog
rangiranja opasnosti kombinovanjem ozbiljnosti 1 verovatnoce deSavanja rizi¢nog
dogadaja 1 identifikaciju mogucih korektivnih mera. Definicije ozbiljnosti 1

verovatnoc¢e deSavanja rizicnog dogadaja su prikazane u Tabelama 11 2.

Tabela 1. Definicije ozbiljnosti rizicnih dogadaja
Table 1. Definitions of severity of hazard

Tezina Ocena Definicija

Mala 1 Nema uticaja na kvalitet proizvoda
Veca 2 Proizvod odstupa od specifikacije
Kriti¢na 3 Zaustavljanje proizvodnje
Katastrofalna 4 Povlacenje proizvoda sa trZista
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Tabela 2. Definicije verovatno¢e deSavanja rizicnih dogadaja
Table 2. Definitions of probability of occurrence of hazardous events

Verovatnoca Ocena Definicija

Vrlo malo 1 Ucestalost pojavljivanja jednom u 100 godina ili
Retko 2 Ucestalost pojavljivanja oko jednom u 10 godina
Povremeno 3 Ucestalost pojavljivanja oko jednom godiSnje
Verovatno 4 Ucestalost pojavljivanja oko jednom mese¢no

Cesto 5 Ucestalost pojavljivanja ne manja od jednom mesecno

ako se godisnje proizvede 100 serija

Rizik se procenjuje na osnovu ozbiljnosti posledica i verovatnoc¢e desavanja rizi¢nog
dogadaja i oznacava kao visoko-rizican (H), srednje-rizican (M) i nisko-rizi¢an (L) na

nacin prikazan u Tabeli 3.

Tabela 3. Matrica rizika za PHA analizu
Table 3. Matrix of risk for PHA analysis
Verovatnoca 1 2 3 4 5

Tezina

Katastrofalna:4 M

Kriti¢na:3 L M M
Veca:2 L L MM
Mala:1 L L L MM

L - nizak nivo rizika; M - srednji nivo rizika; H — visok nivo rizika
L- low risk level; M — medium risk level; H — high risk level

1.2.3 Eksperimentalni dizajn

Eksperimentalni dizajn je skup matematickih i statistickih tehnika koji omogucava
sistematsku i istovremenu evaluaciju uticaja vise kontrolisanih ulaznih promenljivih
(procesnih ili formulacijskih) na odredene izlazne parametre. Podrazumeva izvodenje
eksperimenata po eksperimentalnom planu po kome se ulazne promenljive variraju na
organizovan nacin tako da se izracuna uticaj pojedina¢nih ulaznih promenljivih na
odgovore koji se prate. Upotreba statistickih metoda u planiranju eksperimenata
povecava efikasnost i dovodi do boljih 1 pouzdanijih zakljucaka te je svrha koris¢enja
metoda eksperimentalnog dizajna dobijanje $to vise informacija o ispitivanom sistemu
uz minimum eksperimentalnog i finansijskog angazmana (Ukrainczyk, 2010).
Osnovne prednosti primene eksperimentalnog dizajna u odnosu na klasi¢an pristup

kada se varira samo jedan faktor po eksperimentu su sledece:
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- omogucéava uocavanje zakonitosti ispitivanog fenomena u okviru celog
eksperimentalnog prostora te zakljucivanje na osnovu rezultata ima vecu
upotrebnu vrednost;

- daje vece moguénosti za testiranje efekata faktora, zato Sto se rezultati svih
eksperimenata koriste za rac¢unanje faktorskih efekata;

- omogucava odredivanje intenziteta faktorskih interakcija;

- pri istom broju eksperimenata daje kompletnije i preciznije informacije;

- konaéni cilj istrazivanja se postize na sistematian, dobro isplaniran i
organizovan nacin sa manjim brojem eksperimenata, odnosno uz manje
finansijske troskove;

- izlazni podaci su jasni i jednostavni za analizu;

- primena randomizacije eksperimenata sprec¢ava uticaj nekontrolisanih faktora
na rezultat;

- postoji osobina sukcesivnosti jer se svaka faza istrazivanja planira na osnovu
rezultata prethodne faze;

- menja se nacin razmisljanja istrazivaca u smislu da se vise koristi njegova
intuicija, empirijsko 1 nauc¢no predznanje poSto je neophodno aktivno
razmis$ljanje o kasnijim fazama istrazivanja.

Na osnovu rezultata eksperimenata razvijaju se matemati¢ki modeli koji pokazuju na
koji su nacin ulazi 1 izlazi povezani. Model je priblizno reSenje jer obi¢no nije
potpuno tacan opis predmeta istraZivanja Sto je sa jedne strane dobro jer model zato
nije previse komplikovan, ali sa druge strane zato smanjuje i pouzdanost reSenja. Da
bi eksperimentalni dizajn bio $to efikasniji, jednostavniji i uskladeniji sa zahtevima
problema potrebno je da cilj istrazivanja bude dobro definisan i potrebno je dobro
poznavanje teorije eksperimenata i teoretskih osnova objekta istrazivanja (Lazié,
2004). Eksperimente je najbolje izvoditi u fazama tako da se na osnovu rezultata
jedne fa

ze odlucuje kako pristupiti slede¢oj (Ukrainczyk, 2010).
1.2.3.1 Faza skrininga uz kori$¢enje dizajna prvog reda

Fisher (1935) je prelozio metodu faktorijalnog organizovanja eksperimenata.
Najpotpuniji uvid o ispitivanom sistemu omogucava potpuni faktorijalni plan

eksperimenata koji podrazumeva izvodenje eksperimenata sa svim moguéim
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kombinacijama ulaznih promenljivih. Ovakvi planovi eksperimenta omogucavaju
istovremeni ispitivanje uticaja neograni¢eno velikog broja ulaznih promenljivih na
ispitivane odgovore kao i njihove interakcije.

Najjednostavniji 1 u praksi najéesée primenjivan je faktorijalni plan sa variranjem
nivoa ulaznih promenljivih na dva nivoa. Broj eksperimenata u takvom planu iznosi
2%, gde je k broj ulaznih promenljivih (faktora) koji se ispituju. Matrica faktorijalnog
plana po kome se tri faktora variraju na dva nivoa se geometrijski moze predstaviti
kao kocka ¢iji rubovi predstavljaju setove uslova koje je potrebno primeniti u
eksperimentima (Slika 10a).

Eksperimenti unutar jednog plana se prikazuju standardnim redom radi preglednosti,
ali je redosled izvodenja eksperimenata potrebno odabrati na slucajan nacin
(randomizovati) da bi se obezbedila nasumic¢na distribucija greSke prisutne usled
nekontrolisanih faktora.

U pocetnoj fazi istraZivanja, koja se oznacava kao skrining faza, se obi¢no koriste
frakcioni faktorijalni planovi pomocu kojih se iz veéeg broja ulaznih promenljivih
odaberu one sa najve¢im uticajem na izlazne promenljive. Cilj ove faze nije razvoj
modela koji detaljno opisuju ispitivani sistem, ve¢ dobijanje preliminarnih informacija
na osnovu kojih se planiraju naredne faze istrazivanja. Ovakve preliminarne
informacije se mogu dobiti upotrebom jednog dela punog faktorijalnog dizajna pri
¢emu se pojedini eksperimenti iz punog faktorijalnog plana izostavljaju, a stiCe se
uvid samo u glavne faktorske efekte i eventualno interakcije prvog reda. Broj
eksperimenata u ovom sludaju je 2 gde je k broj faktora, a | broj koji ukazuje na
nepotpunost faktorijalnog plana (Ukrainczyk, 2010). Za | = 0, faktorijalni plan je
potpun. Obi¢no se bira 1/2, 1/4, 1/8 itd. punog faktorijalnog plana kao Sto je

ilustrovano na Slici 10.
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Slika 10. Graficki prikaz plana sa 3 faktora i dva nivoa: a) pun faktorijalni dizajn tipa 23 b)
frakcioni faktorijalni dizajn tipa 2°* (Ukrainczyk, 2010)

Figure 10. Graphical overview of plan with 3 factors varied at 2 levels: a) full factorial 2°
design; b) fractional factorial 2** (Ukrainczyk, 2010)

Rezolucija eksperimentalnog dizajna se oznac¢ava rimskim brojevima i govori u kojoj
meri je procena efekta interakcija onemogucena da bi mogao da se proceni efekat
glavnih faktora posSto su u ovakvom tipu dizajna izraCunate vrednosti efekata uvek
izmesSane. Pri rezoluciji III glavni faktorski efekti su izmeSani sa interakcijama prvog
reda. Rezolucija IV govori da su glavni efekti pomeSani samo sa interakcijama viSeg
reda, ali da su interakcije prvog reda medusobno izmesane. Rezolucija V znaci da
izraCunati efekat glavnih faktora nije izmeSan sa interakcijama drugog (i nizeg) reda,
interakcije prvog reda nisu medusobno izmeSane, ali su izmeSane sa interakcijama
treceg reda (Ukrainczyk, 2010).

Kada se faktori variraju na dva nivoa, nivoi se obi¢no predstavljaju kodiranim
vrednostima tako da -1 zamenjuje realnu vrednost za faktor na nizem nivou, a +1
zamenjuje realnu vrednost za faktor na viSem nivou. Koeficijenti jednacina se
racunaju koriS¢enjem kodiranih vrednosti te se na taj nacin razli¢ite promenljive
mogu porediti direktno bez obzira na njihovu veli¢inu. Koeficijenti modela se obi¢no
racunaju koris¢enjem multiple linearne regresije zasnovane na metodi najmanjih
kvadrata (Ibri¢, 2006). Na ovaj nain se razvijaju modeli prvog reda koji
podrazumevaju da ulazne promenljive imaju linearan uticaj na izlaze koji se prate.
Model prvog reda ima sledeci opsti izgled:

Y=80 +X5 . Bix + ¢ (2)

gde je Y izlazna promenljiva (odgovor), B je konstanta, B; je koeficijent povezan za i-
tom ulaznom promenljivom, X; je i-ta ulazna promenljiva, a € je sluCajna greska.

Koeficijent Bj predstavlja promenu u odgovoru Y usled jedini¢ne promene X; pri cemu
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su ostale ulazne promenljive konstantne. Pozitivan predznak koeficijenta za odredeni
faktor znaci da se sa povecanjem tog faktora povecava vrednost izlazne promenljive i
obrnuto. U mnogim slu¢ajevima postoje interakcije izmedu dve ulazne promenljive
kada efekat jedne ulazne promenljive na odgovor zavisi od nivoa druge ulazne

promenljive. Tada model prvog reda ukljucuje i lanove koji opisuju interakcije:

Y =Bo + X5, Bix + Xicj X Bijxixj + ¢ 3)

gde u odnosu na formulu (2) postoji dodatni ¢lan, koeficijent Bj koji predstavlja
interakciju izmedu ulaznih promenljivih x; i X;. Pogodnost frakcionog faktorijalnog
dizajna sastoji se u njegovoj fleksibilnosti jer se moze projektovati u pun faktorijalni
dizajn za neki podskup ulaznih promenljivih te se naj nac¢in moze dobiti detaljna slika

i 0 efektima interakcija (Myers, 2003).

1.2.3.2 Optimizacija primenom metodologije povrSine odgovora

Metodologija povrsine odgovora (engl. Response Surface Methodology - RSM)
najéeS¢e podrazumeva primenu modela drugog reda. Ovakvi modeli se koriste u
slucajevima kada efekti ulaznih parametara na izlazne promenljive nisu linearni, kada
je opseg od interesa Sirok i kada je potrebno sprovesti detaljnu kvantitativnu studiju
uticaja manjeg broja faktora od znacaja (obi¢no ne vise od 3). Modeli drugog reda
pretpostavljaju da ulazne promenljive imaju kvadratni efekat (zakrivljenost) na

odgovore koji se prate tako da je opsti izgled modela drugog reda sledeci:
Y =fo + X, fix + XS Bixi® + Tic; T Bixixg + € (4)

gde u odnosu na formulu (3) postoji dodatni ¢lan, Bj koeficijent koji opisuje kvadratni

efekat i-te ulazne promenljive. Primer povrsine odgovora je prikazan na Slici 11.

x1

Slika 11. Primer povrSine odgovora (Myers, 2003)
Figure 11. An example of response surface (Myers, 2003)
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Modeli drugog reda su vrlo fleksibilni jer mogu da aproksimiraju razliCite
funkcionalne oblike. Iskustva iz prakse potvrduju da su modeli drugog reda vrlo
pogodni za reSavanje realnih problema (Mihajlovi¢ i autori, 2011; Parhi i Suresh,
2016).

Eksperimentalni dizajn koji se najcesce koristi u metodologiji povrSine odgovora je
centralni kompozitni dizajn (engl. Central Composite Design, CCD). Centralni
kompozitni dizajn sadrzi pun faktorijalni ili frakcioni faktorijalni dizajn rezolucije V,
centralne tacke i aksijalne (osovinske tacke). Aksijalne tacke predstavljaju nove
ekstremne nivoe (niske i visoke) ulaznih promenljivih. U zavisnosti od oblasti
operabilnosti aksijalne tacke se mogu nalaziti na stranama kuboidalne regije Sto
omogucava ispitivanje 3 nivoa ulaza, odnosno mogu se nalaziti van ove oblasti §to
omogucava ispitivanje 5 nivoa ulaznih promenljivih. Lokacija aksijalnih tacaka utice
na moguénost rotacije dizajna. Dizajn moze da se rotira ako je varijansa predvidanja
konstantna za sve tacke koje se nalaze na istom rastojanju od centra eksperimentalnog
regiona. PoZeljno je da dizajn moZe da se rotira posto istraziva¢ obi¢no ne zna u kojoj
oblasti eksperimentalnog regiona ¢e se vrsiti predvidanje te zahvaljujuéi ovoj osobini
dizajna moze da vrSi kvalitetna predvidanja u okviru celog prostora za dizajn.
Centralni kompozitni dizajn koji poseduje ovu karakteristiku se oznacava kao sferni
jer tacke njegovog dizajna opisuju sferu oko faktorijalne kocke. Broj eksperimenata
izvedenih na centralnoj tacki takode ima uticaj u dostizanju stabilnosti varijanse
predvidenja u celokupnom regionu dizajna. Ako je oblast operabilnosti kuboidnog
oblika, onda se aksijalne tacke nalaze na stranama kocke tako da ovakav dizajn ne
moze da se rotira (Myers, 2003).

Centralni  kompozitni dizajn  takode omogucava sekvencijalno izvodenje
eksperimenata tako da moze da se krene od frakcionog faktorijalnog dizajna i da se od
k ulaza izabere r onih koji imaju znacajan uticaj na izlazne varijable. Zatim se izvedu
dodatni eksperimenti prema 2" faktorijalnom planu da bi se utvrdilo prisustvo i
veli¢ina dvofaktorskih interakcija. Dodatno se ukljue 1 centralne tatke da bi se
odredila eksperimentalna greSka i prisustvo zakrivljenosti. Ako se utvrdi da je
zakrivljenost znacajna uvede se 2r aksijalnih tacaka 1 na taj na¢in formira CCD za r
faktora (Lebed et. al, 2014; Myers, 2003). Sekvencijalno izvodenje eksperimenata za

tri ispitivana ulazna faktora je Sematski prikazano na slici 12.
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Slika 12. Eksperimentalni dizajni: a) frakcioni faktorijalni dizajn tipa 2**; b) pun faktorijalni
dizajn 2% c) centralni kompozitni dizajn sferni; d) centralni kompozitni kubni (Lebed i autori,
2014)

Figure 12. Experimental designs: a) fractional factorial 2** design; b) full factorial 2° design;
c) central composite design spherical; d) central composite face-centered (Lebed et al, 2014)

Za procenu pogodnosti modela Kkoristi se tzv. Lack of fit test koji utvrduje da li se
razlike izmedu realno dobijenih vrednosti i onih predvidenim modelom mogu
objasniti eksperimentalnom greskom. Da bi ovaj test mogao da se primeni potrebno je
da postoji ponovljeni eksperiment u centralnoj tacki. Izracunata F vrednost za ovaj
test mora biti manja od teorijske da bi model mogao da bude prihvacen jer se tada
neuskladenost izmedu realno dobijenih rezultata i rezultata predvidenih modelom
moze objasniti eksperimentalnom greskom.

Za svaki izlaz koji se ispituje se razvija poseban model. U industriji se prilikom
optimizacije procesa sa vise odgovora (izlaza) ¢esto koristi funkcija pozeljnosti. Ona
se zasniva na Cinjenici da je kvalitet proizvoda ili procesa sa vise karakteristika
kvaliteta neprihvatljiv, ako je jedna od karakteristika kvaliteta izvan definisanih
granica. Ovaj metod pronalazi uslove pri kojima se dobijaju najpozeljnije moguce
vrednosti svih ispitivanih odgovora. Za svaki odgovor se definise idealna vrednost
odgovora koja se oznacava sa 1 1 neprihvatljiva vrednost odgovora koja se oznafava
sa 0. U zavisnosti od toga da li je za odredeni odgovor cilj da ima najvecu ili najmanju
vrednost, odnosno neku konkretnu vrednost mogu da se primenjuju razlicite funkcije
pozeljnosti. Pojedinane pozeljnosti se zatim kombinuju koriS¢enjem geometrijske
srednje vrednosti 1 izraCunava se ukupna pozeljnost koja je mera stepena postizanja

ciljeva za sve izlaze (E-handbook of statistical methods, 2016).

23



1.2.4 Modelovanje primenom tehnika vestacke inteligencije

Relativno je lako analizirati podatke dobijene u dobro osmisljenom eksperimentalnom
dizajnu i kada je moguce opisati ispitivani sistem modelima prvog ili drugog reda.
Medutim, kada su potrebni modeli viSeg reda da opiSu nelinearnost sistema ili kada
podaci ne potiCu iz statistickog dizajna eksperimenata, za modelovanje je prakticnije
koristiti neku od tehnika vestacke inteligencije. VeStaCka inteligencija (VI) je
podoblast raCunarstva koja za cilj ima razvijanje softvera koji raCunarima
omogucavaju da se ponasaju na nacin koji se moze okarakterisati inteligentnim gde se
pod inteligencijom podrazumeva sposobnost prepoznavanja korisnih informacija
(znanja) u trenucima donoSenja odluke. Soft computing je oblast veStacke
inteligencije kojoj pripadaju tehnike koje namerno ukljucuju nepreciznost u proracune
na jednom ili vise nivoa da bi reSile problem. Ove tehnike toleriSu nepreciznost,
neodredenost, delimi¢nu istinu i aproksimaciju i dovode do prihvatljivog reSenja
trazenjem aproksimiranog reSenja za problem koji moze biti precizno ili neprecizno
formulisan. One koriste sposobnost ra¢unara da brzo i efikasno pretrazuju ogromne
koli¢ine podataka koji mogu biti neprecizni i u kojima su obrasci i veze od interesa
nisu u potpunosti jasne. Ideje za neke od tehnika koje pripadaju ovoj oblasti su
potekle od bioloskih modela 1 uzora, na primer: vestacke neuronske mreze, regresiona
i klasifikaciona stabla, genetski algoritni i fazi sistemi (engl. fuzzy — nejasan). Soft
computing metodologije imaju $iroku primenu u fazi istrazivanja podataka u okviru

procesa otkrivanja znanja u bazama podataka (Magdalena, 2010; Mitra i autori, 2002;

).
1.2.5 Istrazivanje i analize podataka

Istrazivanja i analize podataka (engl. Data Mining) (Ronowich i autori 2015).
Istrazivanje i analiza podataka (IstraZivanje podataka - IP) je grana informatke koja se
bavi netrivijalnim izdvajanjem implicitnih, prethodno nepoznatih i potencijalno
korisnih informacija iz baza podataka. Kombinuje tehnike masinskog ucenja, vestacke
inteligencije, prepoznavanja obrazaca i statistike i naziva se jos i istrazivacka analiza
podataka i podacima vodeno otkrivanje. IP je integralni i esencijalni deo otkrivanja
znanja u bazama podataka (engl. Knowledge Discovery in Databases - KDD) koje
oznacava celokupan proces pretvaranja podataka u korisne informacije (Maimon i

Rokach, 2009). Proces otkrivanja znanja je iterativan i interaktivan i sastoji se od 9
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koraka: definisanja cilja KDD, selekcije i kreiranje seta podataka na kojima ¢e se
primeniti KDD, preprocesiranja i ¢iS¢enja podataka, transformacije podataka, odabira
vrste istrazivanja podataka koja ¢e se primeniti (deskriptivno ili prediktivno), odabira
algortma istrazivanja podataka, njegove primena, evaluacije i primene Otkrivenog

znanja (Slika 13).
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Slika 13. Sematski prikaz koraka u procesu otkrivanja znanja u bazama podataka (Maimon i
Rokach, 2009)
Figure 13. Schematic overview of steps of knowledge discovery in data bases (Maimon and
Rokach, 2009)

Tehnike istrazivanja podataka se koriste u optimizaciji formulacije lekova
(Chansanroy i autori, 2011; Ibri¢ i autori, 2002), optimizaciji proizvodnog procesa
(Mihajlovi¢ 1 autori, 2011, Mansa 1 autori, 2008), za analizu istorijskih podataka u
cilju boljeg razumevanja procesa, (Ranowicz i autori, 2015; Mendyk i autori, 2010),
za uspostavljanje in-vitro in-vivo korelacije (Paroj¢i¢ i autori 2007) i za ispitivanje
stabilnosti lekovitih preparata (Ibri¢ 1 autori 2007).

Dva glavna tipa IP su ono koje je orijentisano ka verifikaciji, kada sistem potvrduje
korisnikovu hipotezu, i ono koje je orijentisano ka otkrivanju, kada sistem autonomno
pronalazi nova pravila i obrasce (Slika 14). Metode koji su orijentisani ka verifikaciji
su neki od uobicajenih statistickih metoda kao Sto su analiza varijanse (ANOVA),
testiranje hipoteze (npr. t-test srednjih vrednosti) ili testiranje ponaSanja po
distribuciji. Ove metode se rede povezuju sa IP nego one koje su orijentisane ka

otkrivanju jer se vecina problema kojima sa bavi IP zasniva na otkrivanju, a ne na
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testiranju hipoteze. Grana IP koja je orijentisana ka otkrivanju obuhvata opisne

(deskriptivne) metode i metode za predvidanja (prediktivne metode). Opisne metode

pronalaze obrasce izmedu podataka i omogucavaju bolje razumevanje nac¢ina na koji

su ispitivani podaci povezani. Metode predvidanja automatski grade modele pomocéu

koga predvidaju vrednosti podataka na osnovu poznatih rezultata (Maimon 1 Rokach,

2010).

t Istrazivanje podataka ]

11

Y

[\'erifika('ija ]

Otkrivanje

Opisivanje

Slika 14. Taksonomija istrazivanja podataka
Figure 14. Data mining taxonomy

Istrazivanje podataka podrazumeva reSavanje slede¢ih zadataka (Fayyad i autori 1996,
Sondwale, 2015):

Detekcija devijacija (engl. Anomaly detection) — deskriptivni zadatak koji
podrazumeva pronalaZenje neobi¢nih podataka koje je potrebno detaljnije
ispitati

PronalaZenje asocijativnih pravila (engl. — Association rule learning) —
deskriptivni zadatak koji podrazumeva pronalazenje veza izmedu varijabli

Klasterovanje (engl. Clustering) — deskriptivni zadatak koji podrazumeva
pronalaZenje sli¢nih grupa 1 struktura u podacima.

Klasifikacija (engl. Classification) — zadatak predvidanja koji
podrazumeva pronalazenje kategorije (subpopulacija) kojoj pripada novi
slu¢aj, a na osnovu seta podataka za trening koji sadrzi sluc¢ajeve poznatih
kategorija.

Regresija — zadatak predvidanja koji podrazumeva pronalazenje funkcije
koja modeluje podatke sa najmanjom greSkom, odnosno pronalazi veze
izmedu izlazne promenljive 1 jedne ili viSe ulaznih promenljivih

(prediktora). Razlika izmedu regresije i klasifikacije je u prirodi izlaza koji
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se prate. Regresija se koristi u reSavanju problema koji za izlaz imaju
kontinuirane vrednosti, dok se Kklasifikacija koristi kada su izlazi neke
kategoricke vrednosti.

e Sumarizacija (engl. Summarization) — deskriptivni zadatak Kkoji

podrazumeva izvodenje opisa za skup (ili podskup) podataka.

1.2.5.1 Metode koje se primenjuju u reSavanju regresionih problema

Tip najpogodnije metode za reSavanje nekog regresionog problema zavisi od podataka
sa kojima se radi, odnosno od broja prediktora (ulaza), broja odgovora koji se prate
izlaza i efekta koji prediktori imaju na izlaze koji se prate. Efekat prediktora na izlaze
se a priori ne zna te je potrebno na podacima primeniti razli¢ite tehnike i prakti¢no
utvrditi koja je tehnika optimalna za date podatke. Tehniku modelovanja i njene
parametre treba odabrati tako da odgovaraju podacima. U suprotnom bi model mogao
biti podnaucen (imao bi lose performanse na skupu podataka za obucavanje tj. sistem
bi bio neprecizno opisan modelom pa ne bi dobro predvidao ni sa potpuno novim
podacima) ili prenaucen (imao bi “previse” dobre performanse sa podacima
predstavljenim za razvoj modela tj. sistem bi bio previse precizno opisan modelom pa
ne bi ta¢no predvidao sa potpuno novim podacima), odnosno model ne bi imao

adekvatnu sposobnost predvidanja.

1.2.5.1.1 Multipla linearna regresija

Multipla linearna regresija modeluje veze izmedu dve ili vise ulaznih promenljivih i
izlazne promenljive uklapanjem linearne jednacine u posmatrane podatke. Izgled
osnovnog visestrukog linearnog regresionog modela je sledeci:

y=Po+ PXia + PXiz + ... BrXin T & (5)

zai=1,2 ...n, gde je:

y - izlazna promenljiva

Bo - slobodni ¢lan, pokazuje vrednost izlaza kada su sve vrednosti x=0

B1- Bn - regresioni koeficijenti, pokazuju za koliko se u proseku menja zavisna varijabla
ako se nezavisna varijabla promeni za jedan, a ostale nezavisne varijable se ne
menjaju

¢_slucajna greska

27



Regresioni koeficijenti i slobodni ¢lan su nepoznati i racunaju se metodom najmanjih
kvadrata tako da se suma kvadriranih razlika (SKR) izmedu eksperimentalno

dobijenih i vrednosti y predvidenih regresijom minimizira (James i autori, 2013):

SKR = XL, (yi— $)? (6)
SKR = Y1y (vi— Bo—Bixin— Bzxiz — - — Bpxip)? ()
gde je:

yi — eksperimentalno dobijena vrednost
Vi - predvidena vrednost

—_

Bo - izraunati slobodan ¢lan

A

p — izracunati koeficijenti regresije

Kod modela sa mnogo parametara postoji veca verovatnoca da ¢e biti prenaucen.
Prenauceni linearni modeli imaju:

1. veliki broj parametara (varijabli) i/ili

2. prevelike vrednosti pojedinacnih koeficijenata regresije
Prenaucenost modela moze da se spreCi eliminisanjem varijabli iz modela i
ograniavanjem rasta vrednosti koeficijenata ¢ime se ostvaruje kompromis izmedu
tacnosti 1 jednostavnosti modela. Cilj je razvijanje modela koji koji pored toga sto
imaju dobre performanse na nepoznatim podacima su i laki za interpretaciju (engl.

sparse models).

1.2.5.1.2 Stepwise regresija (engl. stepwise — postepeno)

Ova vrsta regresije omogucava da se iz modela automatski eliminiSu varijable koje
malo ili uopste ne doprinose ta¢nosti modela jer usled velike mulikolinearnosti mnoge
varijable nose sli¢ne informacije. Metod zapoc¢inje sa modelom Kkoji ima samo jednu
promenljivu i redom dodaje jednu po jednu novu. Da li ce neka promenljiva biti
dodata u model zavisi od toga da li je eksplanatorna sposobnost modela veca ili manja
sa tom promenljivom. Softver moze da razvija modele i obrnutim redosledom,
odnosno da zapocne modelom koji ima sve promenljive pa da oduzima jednu po
jednu. Upotrebna vrednost promenljive se konkretno odreduje pomocu t-testa (tj. p-
vednosti). Kao rezultat ovog pristupa moze se razviti model sa manjim brojem

nezavisnih varijabli (Matlab documentation, 2016).
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1.2.5.1.3 Grebenasta regresija (engl. ridge regression)

Grebenasta regresija pokusava da resi problem sloZenih, prenaucenih modela koji su
okarakterisani prevelikim vrednostima koeficijenata regresije tako S$to priguSuje
vrednost koeficijenata proporcionalno njihovom iznosu, ali ne iskljucuje prediktore iz
modela. Ova tehnika je pogodna za okruzenje u kome je odgovor funkcija veceg broja
prediktora sli¢nih vrednosti regresionih koeficijenata kao 1 kada postoji
multikolinearnost zato Sto su podaci prikupljeni bez eksperimentalnog dizajna.
Koeficijenti regresije se racunaju tako da se na najmanju meru svede korigovana suma
kvadriranih razlika:

SKR + 2 X5_, B (8)

gde je:

A — faktor regularizacije koji je vecéi ili jednak sa 0 i odreduje se posebno

Kao i1 kod metode najmanjeg kvadrata racunaju se koeficijenti koji ¢e svesti SKR na
minimum, ali postoji i drugi ¢lan A4 Z’;:lﬁjz koji se oznacava kao regularizacijski
izraz. Regularizacijski izraz ima malu vrednost kada su vrednosti B4, ..., Bp bliske nuli
tako da pokazuje efekat smanjenja izra¢unatih vrednosti fj. Kada je 1= 0 grebenasta
regresija daje izraCunate vrednosti koeficijenata metodom najmanjeg kvadrata. Za
razli¢ite vrednosti A dobijaju se razli¢ite izracunate vrednosti koeficijenata (Slika 15).
Faktor regularizacije se ne primenjuje na slobodan ¢lan. U praktiénom radu se zadaje
opseg faktora regularizacije A i za svaku vrednost opsega ra¢una greSka unakrsne
validacije. Bira se ona vrednost A za koju je vrednost greske unakrsne validacije
najmanja. Greska unakrsne validacije izraZzava se kao kvadrirana razlika izmedu ta¢ne
vrednosti i vrednosti predvidene modelom (engl. Mean squared error — MSE) (James
i autori, 2013).

_N\2
E=3Y (yi-) €)
yi — eksperimentalno dobijena vrednost

yi - predvidena vrednost
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Slika 15. Promena vrednosti koeficijenata grebenaste regresije usled promene vrednosti
faktora regularizacije, 1 (James i autori, 2013)

Figure 15. Change of values of ridge regression coefficients due to the change of
regularization factor, A (James et al., 2013)

1.2.5.1.4 Laso regresija (engl. Least Absolute Shrinkage and Selection
Operator — Operator najmanjeg apsolutnog suzavanja i selekcije)

Koeficijenti u laso regresiji se racunaju tako da se na najmanju meru svede sledeci
izraz:

SKR + 1 X0_,1Bil (10)

u kome je B,-Z u regularizacionom izrazu iz grebenaste regresije zamenjeno sa |5j| tako
da laso regresija ne samo da smanjuje vrednost koeficijenata, ve¢ nekima od njih daje
vrednost 0 kada je faktor regularizacije A dovoljno veliki (Slika 16). Na taj na¢in se
vrsi selekcija varijabli i razvijaju se modeli koji su laksi za interpretaciju. Laso
regresija je pogodna za modelovanje podataka kod kojih manji broj prediktora ima
znatno velike regresione koeficijente, a ostatak prediktora koeficijente koji su vrlo
mali ili jednaki 0. Kada postoji viSe prediktora nego posmatranih eksperimenata, laso
regresija moZe da smanji broj prediktora najvise do broja posmatranih eksperimenata.
Ako postoje prediktori sa velikom medusobnom korelacijom, laso bira bilo koji iz
grupe jer ne moze da ih odabere vise. Ovo moze da bude problem kod genetskih
ispitivanja gde obi¢no postoji hiljade prediktora (gena) i manje od 100 uzoraka.
Korelacija izmedu gena koji imaju istu biolosku funkciju moze biti vrlo velika 1 te

gene posmatramo kao grupu. Idealan metod za selekciju gena bi trebalo da moze da
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eliminiSe trivijalne gene 1 automatski ukljuc¢i grupe gena u model kada je jedan gen iz
grupe odabran (grupna selekcija). Laso regresija nije idealan metod za reSavanje ovog
problema jer moze da smanji broj prediktora samo do broja uzoraka i ne moze da

uradi grupnu selekciju (James i autori, 2013; Zou i Hastie, 2005).
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Slika 16. Promena vrednosti koeficijenata laso regresije usled promene vrednosti faktora
regularizacije, A (James i autori, 2013)

Figure 16. Change of values of lasso regression coefficients due to change of regularization
factor, A (James et. al, 2013)

1.2.5.1.5 Elasti¢ne mreze

Elasticna mreZa prevazilazi ogranicenja laso regresije uvodenjem kvadratnog dela,

?zlﬁjz, u izraz regularizacije za laso regresiju tako da metod elasticnih mreza

prakticno kombinuje laso i1 grebenastu regresiju. Regularizacioni izraz ima sledeci

oblik:

AYP_ (@B? +(1- @)l (11)

gde su 4 i o faktori regularizacije koji se posebno podesavaju. Kada je a = 1 elasti¢na
mreza je ista kao i laso regresija, a priblizava se grebenastoj regresiji kada se o
priblizava 0. Elasticna mreza vrSi selekciju varijabli, smanjenje vrednosti
koeficijenata, a moze da selektuje i grupe varijabli koje su u korelaciji (Slika 17).
Pogodna je za modelovanje podataka koji su takvi da broj odgovora koji se prati
nadmasuje broj prediktora (ulaznih varijabli) (Zou i Hastie, 2005; Hastie i autori, 2008).
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Slika 17. Resenja koje je dala a) laso regresija; b) elasti¢ne mreze (oo = 0.5): laso reSenja su
nestabilna, dok su reSenja koja su dala elasticne mreze konzistentnija i vidi se grupna
selekcija varijabli X3, X, 1 X3 u jednu znaéajnu grupu, odnosno varijabli x4, Xs I X U jednu
trivijalnu grupu (Zou i Hastie, 2005)

Figure 17. Solutions obtained by a) lasso regression; b) elastic net (a = 0.5): lasso solutions
are unstable, the elastic net has much smoother solution paths while clearly showing the
grouped selection of varijables X, X, i X3 in one significant group and selection of variables
X4, X5 1 Xg in 0One trivial group

Pozeljno je da prediktori koji ¢e biti analizirani nekom od regresionih tehnika budu

standardizovani pomocu slede¢e formule:

7z =22 (12)

g

gde je:

z- transformisana vrednost promenljive

X - originalna vrednost

x- srednja vrednost promenljive

o — standardna devijacija

Tako da se slobodni ¢lan intepretira kao predvidena vrednost y kada ostali prediktori
imaju svoju srednju vrednost. Ova tehnika se koristi kada prediktori nisu dati u istoj
skali pa bi bez standardizacije slucaj bio da neki faktor ima ve¢i uticaj na odgovor

samo zbog druge skale. Kod tehnika koje koriste regularizaciju izraunate vrednost
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nekog regresionih koeficijenata ne zavisi samo od razmere tog prediktora ve¢ 1 od
razmere drugih prediktora pa se standardizacijom prediktori tretiraju na

ravnopravnijoj osnovi (James i autori, 2013).

1.2.5.1.6 Regresiona stabla

Regresiona stabla predstavljaju metodu IP koja se koristi za razvijanje modela za
predvidanje numerickih izlaznih varijabli. Model nastaje procesom rekurzivnog
particioniranja koji predstavlja ponavljano deljenje podataka na particije, odnosno
grane (Slika 18). Particije se dele na manje grupe tako da zavr$ni ¢vor sadrzi
predvidenu vrednost izlazne varijable. Na pocetku su svi podaci iz skupa za trening u
istoj particiji koja se oznacava kao koren. Algoritam onda deli podatke u dve particije,
odnosno grane koriste¢i svaku mogucu binarnu podelu. Algoritam bira onu podelu u
kojoj je suma kvadrata razlika od srednje vrednosti najmanja u obe particije. Particije
se na ovaj nacin dele dalje dok svi ¢vorovi ne dostignu veli¢inu (u smislu broja
primera/eksperimenata) koju je definisao korisnik ili dok suma kvadrata razlika od
srednjih vrednosti ne dobije vrednost 0. Mehanizam deljenja je transparentan tako da
se pra¢enjem strukture drveta jasno vidi kako je napravljena podela (Hastie i autori,
2008).

Najcesce se koriste binarna regresiona stabla kod kojih se svaki ¢vor grana na dve

grane zato $to su najjednostavnija za interpretaciju (Jang, 1997).

4 Regression tree viewer = |[= [ &=

File Tools Desktop Tree ‘Window Halp ~
BN R AT

Click to display: Identity ~| Magnification: |100% ~| Pruning level: (0of4 =

x2 < 3085.5

2 >=3085.5

1>=115

®2 < 2162 2 >= 2162

14.375

33.3056 29

Slika 18. Primer regresionog stabla (Matlab documentation, 2016)
Figure 18. An axample of a regression tree (Matlab documentation, 2016)

1.2.5.1.7 Tehnike ansambla
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Tehnike ansambla podrazumevaju koris¢enje vise slabijih modela koje zajedno daju
novi, ta¢niji model. Postoji viSe tehnika ansambla koje se razlikuju po odabiru skupa
za trening slabih modela, nacinu generisanja slabih modela i nacinu kombinovanja
izlaza. Tehnika ansambla "boosting” podrazumeva postepeno formiranje ansambla
treniranjem svakog novog modela tako da se koncentriSe na podatke koje su prethodni

modeli lose predvideli (Hastie 1 autori, 2008).

1.2.5.2 Vestacke neuronske mreze

Vestacke neuronske mreze spadaju u grupu standardnih alata istrazivanja podataka i
koriste se za Kklasifikaciju obrazaca, analizu vremenskih serija, predvidanje i
klasterovanje. To su kompjuterski modeli za obradu informacija koji su narocito
korisni za identifikovanje fundamentalnih veza izmedu seta promenljivih. Nastale su
kao rezultat pokuSaja imitacije bioloskih neuronskih mreza, pre svega onih u
ljudskom mozgu. lako su vestacke neuronske mreze mnogo jednostavnije od
bioloskih poseduju dve vazne zajednicke karakteristike — paralelnu obradu podataka i
ucenje 1 generalizaciju iz iskustva. Popularnost su stekle zahvalju¢i velikim
sposobnostima modelovanja prepoznavanja obrazaca. One ne zahtevaju postojanje a
priori pretpostavki o obrazcima izmedu podataka jer je proces modelovanja izuzetno
adaptivan i model u velikoj meri zavisi od karakteristika koje je mreza naucila iz
podataka. One imaju sposobnost da matematicki aproksimiraju ili predstave vrlo
kompleksne 1 nelinearne veze. Mogu da rade i sa podacima koji sadrze jako puno
varijabli kao 1 sa nekompletnim podacima, §to nije slucaj sa statistickim modelima
(Zhang, 2010).
Neuronske mreze se prema arhitekturi, odnosno vrstama veza dele na (Ili¢, 1996):

e slojevite gde su neuroni rasporedeni po slojevima tako da se na izlaz jednog

neurona dovode svi izlazi iz prethodnog sloja, a njegov izlaz se vodi do ulaza svih

neurona narednog sloja

e potpuno povezane gde se izlaz jednog neurona vodi ka ulazu svih neurona u

mrezi

e celularne gde su medusobno povezani samo susedni neuroni
Prema smeru prostiranja podataka dele se na:

e nerekurentne ili nerekurzivne, nepovratne (engl. feedforward) gde signal

prostire samo u jednom smeru od ulaza prema izlazu
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e rekurentne ili rekurzivne, povratne (engl. feedback) gde visi slojevi vracaju
informacije u nize slojeve ili u isti sloj

Prema tipu ucenja u mrezi dele sa na:
e mreze sa nadgledanim ucenjem (engl. supervised learning) kada su
vrednosti izlaznih varijabli skupa za uc¢enje poznati i prikazuju se mrezi
e mreZze sa nenadgledanim ucenjem (engl. unsupervised learning) kada

vrednosti izlaznih varijabli skupa za ucenje nepoznati

U praksi je najces¢e korisS¢en model neuronskih mreza viSeslojna mreza sa
prostiranjem signala unapred (nerekurzivna ili nerekurentna mreza), poznata i kao
viseslojni perceptron (engl. Multilayer Perceptron- MLP) koja je Sematski prikazana
na Slici 19.

1zlazi (y)

Izlazni sloj

Tezinski
koeficijenti (w,)

Skriveni sloj

Tezinski
\  koeficijenti (w;)

‘\}[

e ™
Ulazni sloj | }
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T Ulazi (x)

Slika 19. Sematski prikaz viseslojne mreZe sa prostiranjem signala u napred (Zhang, 2010)
Figure 19. Schematic overview of multilayer feedforward network (Zhang, 2010)

Ovakva mreza sastoji se 0d velikog broja medusobno povezanih obradujucih jedinica
koje se jo§ nazivaju i neuroni, ¢vorovi ili ¢elije 1 koji su organizovani u slojeve.
Postoje ulazni 1 izlazni sloj 1 jedan ili viSe skrivenih slojeva. Neuroni su medusobno
povezani vezama koje sadrZe teZinske koeficijente. Svaki neuron obraduje informacije

tako Sto pretvara primljene ulaze u obradene izlaze (Slika 20).
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Slika 20. Sematski prikaz pojedina¢nog neurona - x:ulazni podaci, w:teZinski koeficijenti

(Zhang, 2010)
Figure 20. Schematic overview of a single neuron — x: input data, w: weights (Zhang, 2010)

Znanje se stvara i ¢uva kroz tezinske koeficijente veza koji zavise od veza izmedu
razli¢itih ¢vorova. Neuroni u ulaznim ¢vorovima odgovaraju ulaznim promenljivima,
a oni u izlaznim ¢vorovima odgovaraju izlaznim promenljivima. Neuroni u ulaznim
¢vorovima ne obraduju informacije ve¢ ih samo prenose neuronima u skrivenom
sloju. Neuroni iz skrivenog sloja su kljuéni za ucenje obrazaca iz podataka.
Zahvaljujuéi nelinearnim funkcijama prenosa neuroni iz skrivenog sloja mogu da
obrade kompleksne informacije koje su dobili od ulaznih neurona i proslede ih u
slede¢i sloj na dalju obradu i generisanje izlaza.

Arhitektura nerekurentne mreze je okarakterisana brojem slojeva, brojem ¢vorova u
svakom sloju, funkcijom prenosa svakog sloja, kao 1 na¢inom na koji su neuroni iz
jednog sloja povezani sa neuronima iz susednih slojeva. Najces¢i je slucaj da su
¢vorovi jednog sloja u potpunosti povezani sa svim ¢vorovima iz susednih slojeva.
Obrada informacija u neuronu sastoji se iz dva koraka: u prvom koraku svi ulazi se
kombinuju 1 daju ponderisanu sumu ulaza i tezinske koeficijente veza. U drugom
koraku se suma pretvara u izlaz pomocu funkcije prenosa.

OUtn:f(Zi Wixi) (13)

gde je Out, izlaz iz odredenog neurona, a f je nelinearna funkcija prenosa. Najcesce
koris¢ena funkcija prenosa je logisticka (sigmoidalna) funkcija.

Treniranje mreZe je proces koji podrazumeva odredivanje tezinskih koeficijenata.
Predstavlja ponavljano prikazivanje mrezi primera za trening koji se sastoje od seta
ulaznih parametara i eventualno izlaza koje oni daju (Dalbelo Basi¢ 1 autori, 2008). Za
svaki primer se ulazne vrednosti ponderiSu i sumiraju u svakom ¢voru skrivenog

sloja, ponderisana suma se prenosi pomocu odgovarajuce funkcije i daje izlaznu
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vrednost skrivenog ¢vora koja predstavlja ulazne vrednosti za ¢vor u slede¢em sloju.
Racunaju se izlazne vrednosti mreze 1 uporeduju sa realnim vrednostima, a tezinski
koeficijenti se menjaju tako da omoguce bolju aproksimaciju zeljenih izlaza. Ovaj
proces se obi¢no ponovi puno puta dok se razlike izmedu izlaznih vrednosti koje
ra¢una mreZza i ciljnih vrednosti ne svedu na unapred zadatu meru. Skup primera za
ucenje se deli na: skup za ucenje, skup za testiranje i skup za validaciju. Primeri iz
prvog skupa sluze za ucenje u uzem smislu (podeSavanje tezinskih koeficijenata).
Primeri iz drugog skupa sluze da se u toku ucenja proveri rad mreze sa trenutnim
tezinskim faktorima kako bi se u¢enje zaustavilo u trenutku degradacije performanse
mreze, odnosno da se spre¢i da se mreza prenauci. Tada mreza toliko dobro nauci
podatke iz skupa podataka za trening da joj opadne sposobnost da predvidi vrednosti
za podatke koji joj nisu predstavljeni u fazi treninga. Stalnim pra¢enjem izlaza iz
mreze dobijenog pomocu skupa za testiranje moguce je otkriti iteraciju u kojoj
dobijeni izlaz najmanje odstupa od Zeljenog. Ta¢nost i preciznost obrade podataka
proverava se pomocu skupa za validaciju koji treba da sadrzi primere koji nisu
prikazani mrezi u fazi treninga. Najbolji model je onaj koji daje najbolje rezultate na

primerima za test i validaciju (Statistica Help, 2016).

1.2.5.3 Procena kvaliteta modela

GreSka aproksimacije modela se najceS¢e procenjuje na osnovu korena kvadrata
srednje greske (engl. Root Mean Squared Error — RMSE) koji se ra¢una po sledecoj
formuli:

RMSE = [X (yip — yim)z/n]l/2 (14)

gde je y, realno dobijeni odgovor, y, odgovor koji je predvideo model, a n je broj
primera koji su koriS¢eni za treniranje mreZe (Mihajlovi¢ i1 autori, 2011).

Za procenu modela moze da se koristi i koeficijent korelacije (R?), ali je RMSE bolja
mera korelacije eksperimentalnih i predvidenih podataka zato §to je izraZena u istim
jedinicama kao 1 izlazi koji se prate pa je stoga moguce njeno direktno tumacenje

(Tech info library, 2016).
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2.0 Cilj istrazivanja

Cilj istrazivanja je unapredenje farmaceutskog razvoja gastrorezistentnih peleta

primenom koncepta dizajna kvaliteta i razli¢itih tehnika vestacke inteligencije.
Istrazivanje se sastoji iz tri dela koja imaju za cilj:

1. Ispitivanje uticaja razliCitih tehnika oblaganja peleta aktivnom
supstancom i gastrorezistentnim filmom na kriticne atribute kvaliteta
farmaceutskog preparata i to: gastrorezistenciju, profil brzine oslobadanja lekovite
supstance, jacinu i stabilnost. Tehnike nanoSenja aktivne supstance koje se ispituju
su: oblaganje praskovima, oblaganje rastvorenom i oblaganje suspendovanom
aktivnom supstancom. Tehnike nanoSenja gastrorezistentnog filma koje se ispituju
su oblaganje praskom (suvo oblaganje) i oblaganje suspenzijom u kojoj je

gastrorezistentni polimer rastvoren.

2. Ispitivanje uticaja formulacijskih i procesnih parametara oblaganja
peleta aktivnom supstancom na efikasnost procesa i koristan prinos proizvodnog
procesa. Ispitivanje interakcije lekovite supstance i polimera niske molekulske
mase koji je imao ulogu vezivnog sredstva u formulaciji te¢nosti za oblaganje.
Definisanje prostora dizajna u kom je omoguéeno postizanje maksimalne
efikasnosti, odnosno korisnog prinosa u proizvodnom procesu, kao i adekvatnog

oslobadanja lekovite supstance.

3. Ispitivanje  mogucnosti  primene razli¢itth  tehnika  veStacke
inteligencije, odnosno istraZivanja i analize podataka u optimizaciji formulacije
gastrorezistentnih peleta u cilju razvijanja modela koji mogu da se koriste za
predvidanje kritiénih atributa kvaliteta: gastrorezistencije i profila brzine

rastvaranja lekovite supstance na osnovu formulacijskih karakteristika.
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3.0Prvi deo istrazivanja

3.1 Uvod

U skladu sa principima koncepta dizajna kvaliteta u farmaceutskom razvoju prvo se
definise ciljani profil kvaliteta meduproizvoda (u ovom slucaju gastrorezistentnih
peleta) u skladu sa zahtevima kvaliteta za gastrorezistentne preparate i u skladu sa
fizickohemijskim karakteristikama model supstance tako da se meduproizvod moze
koristiti u proizvodnji gotovog proizvoda koji ¢e da odgovara zahtevima za
enterosolventne farmaceutske oblike. Na osnovu ciljanog profila kvaliteta
gastrorezistentnih peleta definiSu se vazni atributi kvaliteta, a analizom rizika definisu
se formulacijske karakteristike i procesni parametri koji mogu biti kriticni u
proizvodnji gastrorezistentnih peleta. U ovom delu istrazivanja ispituje se uticaj
razli¢itih tehnika nanoSenja aktivne supstance i gastrorezistentnog filma na odabrane

kriti¢ne atribute kvaliteta gastrorezistentnih peleta.

3.1.1 Fizi¢kohemijske karakteristike duloksetin-hidrohlorida

Duloksetin-hidrohlorid je novija lekovita supstanca iz grupe selektivnih inhibitora
preuzimanja serotonina 1 noradrenalina i indikovana je za leCenje depresije,
anksioznosti, dijabetesnih perifernin neuropatija i stresne urinarne inkotinencije
(Taita, Summary of product characteristics, 2015; Duloxetine 20 mg MHRA

Assessment report). Hemijska struktura leka prikazana je na slici 21.

S NH,* CrF

\ S CH,

Slika 21. Duloksetin-hidrohlorid ((S)-(+)-N-Methyl-3-(1-naphthalenyloxy)-3-(2-
thienyl)propanamine hydrochloride, molekulska formula C,gH;sNOS.HCI, Mr 333.88)
Figure 21. Duloxetine hydrochloride, ((S)-(+)-N-Methyl-3-(1-naphthalenyloxy)-3-(2-
thienyl)propanamine hydrochloride, molecular formula C;gH;sNOS.HCI, Mr 333.88)
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Duloksetin-hidrohlorid je beo, do skoro beo prasak sa tatkom topljenja od oko 173°C.
Ispoljava polimorfizam, a u literaturi je opisan i amorfni oblik (Marjo i autori, 2011;
Ini 1 autori, 2006). Spada u grupu slabih organskih baza sa pKa vrednosc¢u od 9,34.
Lako se rastvara u metanolu i smesi izopropanola i vode (1:1), rastvoran je u etanolu,
teSko rastvoran u izopropanolu, gotovo nerastvoran u heksanu, a u vodi pokazuje pH
zavisnu rastvorljivost koja se ogleda u tome da mu je rastvorljivost bolja u kiselom
pH, s tim S§to se u jako kiseloj sredini degradira. U prvom delu istraZivanja ispituju se
razli¢ite tehnike nanoSenja aktivne supstance na pelete i pri tom koriste razliciti
vehikulumi: za nanosSenje aktivne supstance u rastvorenom obliku koriste se smesSa
izopropanola i vode, za nanoSenje suspendovane aktivne supstance koristi se Cist
izopropanol, za nanoSenje aktivne supstance u obliku praska koristi se etanol.

Rezultati ispitivanja rastvorljivosti model supstance na razli¢itim pH vrednostima
rastvora prikazani su u Tabeli 4 (in-house metoda, Hemofarm A.D.) Rastvorljivost je

ispitana standardnom shake-flask (engl.) metodom za ispitivanje rastvorljivosti.

Tabela 4. Rastvorljivost duloksetin-hidrohlorida na razli¢itim vrednostima pH na
37°C
Table 4. Solubility of duloxetine hydrochloride at different pH values at 37°C

Rastvor Rastvor Rastvor
0.1M HClI, acetatnog Voda, fosfatnog fosfatnog
pH 1.2 pufera,pH4.5 pH5.8 pufera, pH 6.8 pufera, pH 7.5
Degradacija 75.9 mg/mi 53.9 mg/mi 2.8 mg/ml 2.1 mg/ml
supstance

Prema definicijama rastvorljivosti Evropske farmakopeje model supstanca je
rastvorna u opsegu pH od 4.5 do 5.8, a sa porastom pH opada joj rastvorljivost tako
da je u opsegu pH od 6.8 do 7.5 tesko rastvorna. Pripada grupi 2 Biofarmaceutskog
sistema klasifikacije (BCS) $to znaci da mu je rastvorljivost niska, a permeabilnost
visoka (Pandya i autori, 2015; EMEA, 2010). Resorpcija lekova BCS klase 2 je
ograni¢ena brzinom rastvaranja in-vivo i obi¢no je sporija nego kod lekova BCS klase
1 koji imaju visoku rastvorljivost i visoku permeabilnost. Iz tog razloga profil brzine
rastvaranja kod BCS klase 2 mora biti okarakterisan ve¢im brojem vremenskih tacaka
(Rinaki i autori, 2004).

Studije rastvorljivosti i forsirane degradacije su pokazale da je model supstanca
izuzetno nestabilna u jako kiseloj sredini u kojoj dolazi do znatne degradacije

(Chhalotiya 1 autori, 2010). Posto je model supstanca nestabilna u rastvoru ¢iji pH je
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nizi od 2.5 potrebno je formulisati je u obliku gastrorezistentnog preparata da bi se
sprecila njena razgradnja u kiseloj sredini Zeluca, a omogucilo oslobadanje u tankom
crevu. Gastrorezistencija se postize oblaganjem farmaceutskog oblika polimerom koji
sadrzi kisele grupe te na taj nacin sprecava rastvaranje preparata u zelucu. U prvom
delu istrazivanja ispituju se dve tehnike nanoSenja gastrorezistentnog filma na pelete:
nanosenje rastvorenog gastrorezistentnog polimera i nanoSenje polimera u suvom
obliku (suvo oblaganje). Duloksetin-hidrohlorid je inkompatibilan sa kiselim
gastrorezistentnim polimerima tako da njihov kontakt dovodi do porasta
degradacionih proizvoda duloksetina. Da bi se sprecila reakcija model supstance i
kiselih grupa polimera potrebno je odvojiti aktivnu supstancu od gastrorezistentnog
filma izolacionim slojem koji treba da bude dovoljno debeo da onemoguéi migraciju
slobodne kiseline ili njenog anhidrida, odnosno duloksetin hidrohlorida kroz

formulaciju (Jansen i autori, 1998).

3.1.2 Ciljani profil kvaliteta meduproizvoda (CPK)

Ciljani profil kvaliteta meduproizvoda (gastrorezistentnih peleta) je prikazan u Tabeli
5. Definisan je na osnovu fizickohemijskih, klini¢kih i farmakokinetickih osobina
originalnog proizvoda Cymbalta 60 datith u saZetku karakteristika proizvoda
Cymbalta® 60 i 30 mg kapsule i Yentreve® 40 i 20 mg kapsule napunjene
gastrorezistentnim peletama (Cymbalta® SMPC), kao i farmakopejskih zahteva za
Duloksetin kapsule sa odlozenim oslobadanjem (USP 36, 2013).
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Tabela 5. Ciljani profil kvaliteta meduproizvoda gastrorezistentnih peleta duloksetina
Table 5. Quality target product profile of enteric-coated pellets of duloxetine

Elementi kvaliteta Cilj

Meduproizvod Gastrorezistentne pelete

Put primene Oralni

Profil oslobadanja leka OdloZeno oslobadanje — ni jedna jedinica ne

oslobodi vise od 10% deklarisanog sadrzaja
duloksetina nakon dva sata u kiselom
medijumu (0.1 M HCI), ne manje od 75% (Q)
deklarisanog sadrzaja duloksetina se oslobodi
za 60 minuta u fosfatnom puferu pH 6.8.

Farmakokineti¢ke osobine Apsorpcija pocinje nakon lag faze od 2h, a
Cmax je 6h nakon primene doze. Hrana ne
utiCe na Cmax, ali produzava vreme
dostizanja Cmax od 6 do 10 sati

Koncentracija leka 14 mg duloksetina/100 mg peleta — 21 mg
duloksetina/peleta?

Stabilnost Omoguéava rok trajanja gotovog proizvoda
od bar tri godine na temperaturi nizoj od
30°C.

Primarna ambalaza Odgovarajuceg kvaliteta, da pruzi zastitu leka

i obezbedi trazenu stabilnost
Fizicki atributi
Identifikacija
Sadrzaj
Uniformnost sadrzaja
Atributi kvaliteta Brzina rastvaranja
Hemijska stabilnost (proizvodi degradacije)
Zaostali rastvaraci
Sadrzaj vode
Mikrobioloska Cistoc¢a

! Specifikacija za oslobadanje lekovite supstance je preuzeta iz USP 36

’Ciljna koncentracija leka je definisana tako da doza od 60 mg moze da se napuni u kapsule
veli¢ine 0 ili 1, doza 40 mg u kapsule velicine 1 ili 2, doza 30 mg u kapsule veli¢ine 2 ili 3, a
doza 20 mg u kapsule veli¢ine 3 ili 4

! Specification for dissolution was aquired from USP 36

Aimed concentration of duloxetine was defined so as to enable filling of pellets for 60 mg
dose into capsules of size 0 or 1, 40 mg dose into capsules of sizes 1 or 2, 30 mg dose into
capsules of sizes 2 or 3 and 20 mg dose into capsules of sizes 3 or 4

3.1.3 Kiriti¢ni atributi kvaliteta meduproizvoda

Tabela 6 sumira atribute kvaliteta meduproizvoda duloksetin gastrorezistentnih peleta
1 ukazuje na one atribute kvaliteta koji su oznaceni kao kriti¢ni. Atributi kvaliteta koji
su oznaceni kao kriti€ni za ovaj proizvod su: veliina peleta, identifikacija aktivne
supstance, sadrzaj aktivne supstance, ujednaCenost sadrzaja aktivne supstance,
gastrorezistencija, profil oslobadanja lekovite supstance, rezidualni rastvaraci, gubitak

susenjem, hemijska stabilnost i mikrobioloski kvalitet. Smatra se da je mali rizik da
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postoji uticaj formulacijskih i procesnih parametara na identifikaciju duloksetina kao i
mikrobioloSke karakteristike proizvoda te ovi atributi kvaliteta nece biti detaljno
razmatrani iako spadaju u vazne atribute kvaliteta meduproizvoda.

Kao kriti¢ni atributi kvaliteta posebno se izdvajaju gastrorezistencija, oslobadanje
lekovite supstance iz peleta i hemijska stabilnost posto na njih u velikoj meri uticu
formulacijske karakteristike i procesni parametri. Formulacija gastrorezistentnih
peleta treba da bude takva da spre¢i degradaciju lekovite supstance u zelucu i da
omoguci kompletno oslobadanje u intestinumu. Osim toga treba da spre¢i hemijsku
degradaciju, odnosno polimorfnu konverziju lekovite supstance. Vazan aspekt
kvaliteta je 1 sadrzaj duloksetina u peletama jer od njega zavisi da li ¢e odgovarajuca
doza mo¢i da se napuni u kapsule odgovarajuce veli¢ine. Premali sadrzaj duloksetina
u peletama doveo bi do toga da se pelete pune u jako velike kapsule Sto bi otezalo
gutanje preparata, odnosno smanjilo bi komplijansu pacijenata. Dalje, velike razlike u
sadrzaju duloksetin sa razli¢itih pozicija u masi peleta bi ukazale na postojanje velikih

problema u procesu oblaganja (Sun i autori, 2010).
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Tabela 6. Kriti¢ni atributi kvaliteta gastrorezistentnih peleta duloksetina
Table 6. Critical quality attributes of enteric-coated pellets of duloxetine

Atribut kvaliteta Cilj Kriti¢nost ~ Opravdanost

Izgled peleta Bele do skoro bele pelete Ne Nije direktno povezan sa bezbedno$cu i efikasnoscu leka

Veli¢ina peleta <2 mm Da Pelete manje od 2 mm se slobodno rasporeduju po gastrointestinalnom traktu

Identifikacija Pozitivna na lekovitu supstancu Da* Kriticna za bezbednost i efikasnost, ali se moze efikasno kontrolisati u

zavr$noj kontroli.

Sadrzaj 90% - 110% u odnosu na deklarisanu Da Varijabilnost sadrzaja utiCe na bezbednost i efikasnost. Formulacijski i
vrednost procesni paramteri mogu da uticu na sadrzaj.

Ujednacenost 90% - 110%, RSD < 5% Da Varijabilnost u ujednaCenosti sadrZaja utiCe na bezbednost i efikasnost.

sadrzaja Formulacijski i procesni parametri mogu uticati na ovaj atribut.

Gastrorezistencija Ni jedna jedinica ne oslobodi vise od Da Neusaglasenost sa zahtevom za gastrorezistenciju moze negativno da utice na
10% deklarisanog sadrzaja bioraspolozivost usled degradacije leka u Zelucu.

duloksetina nakon dva sata u kiselom
medijumu (0.1 M HCI)
Brzina  rastvaranja ne manje od 75% (Q) deklarisanog Da
lekovite supstance sadrzaja duloksetina se oslobodi za
60 minuta u fosfatnom puferu pH 6.8
Hemijska stabilnost ~ Nivo degradacionih proizvoda u Da
skladu sa oficinalnim/ICH zahtevima

Rezidualni rastvara¢i  Nivol rezidualnih rastvaraca u skladu Da
sa ICH limitima

Gubitak susenjem Pratiti Da
Mikrobioloski U skladu sa EP 2.6.12 i EP 2.6.13 Da*
kvalitet

NeusaglasSenost sa zahtevom za brzinu rastvaranja moze da utiCe na
bioraspolozivost. Formulacijske i procesne promenljive mogu da uti¢u na ovaj
atribut.

Degradacioni proizvodi mogu da uticu na bezbednost i efikasnost te moraju
biti kontrolisani. Formulacijske i procesne promenljive mogu da uti¢u na ovaj
atribut kvaliteta.

Rezidualni rastvara¢i mogu da uticu na bezbednost. Moraju se pratiti i
kontrolisati.

Sadrzaj vlage mozZe uticati na degradaciju u lekovitom proizvodu
Neusaglasenost sa specifikacijom moze da utiCe na bezbednost. Rizik od
mikrobiolo$kog rasta je mali kod ¢vrstih doziranih oblika.

*Formulacijske i procesne karakteristike ne uti¢u na ove kriti¢ne atribute kvaliteta te se oni nece razmatrati iako su vazni elementi kvaliteta
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3.1.4 Definisanje potencijalno kriti¢nih atributa kvaliteta polaznih materijala 1
procesnih parametara

3.1.4.1 Analizarizika za atribute kvaliteta duloksetin hidrohlorida

Imajuéi u vidu fizickohemijske osobine duloksetin-hidrohlorida i odabrane tehnologije izrade
(nanoSenje aktivne supstance u obliku praska, rastvora i suspenzije), tehnikom preliminarne
analize opasnosti izvrSena je analiza rizika karakteristika lekovite model supstance za kriticne
atribute kvaliteta meduproizvoda: sadrzaj, gastrorezistencija, oslobadanje lekovite supstance,
hemijska stabilnost. Osobine lekovite supstance koje potencijalno mogu da uti¢u na izdvojene
kriticne atribute kvaliteta su: oblik CEvrstog stanja (amorfno ili kristalno), veli¢ina Ccestica,
hemijska stabilnost, protocnost. Na osnovu ozbiljnosti rizika i verovatnoc¢e deSavanja za svaku od
tih osobina procenjen je nivo rizika.

Rezultati rangiranja rizika prikazani su u tabeli 7.

Oblik ¢vrstog stanja moze da ima uticaj na brzinu rastvaranja lekovite supstance iz peleta kao i na
hemijsku stabilnost preparata. Uticaj na brzinu rastvaranja potice od cinjenice da razliCiti
polimorfni oblici mogu imati razli¢itu rastvorljivost, a amorfne forme imaju bolju rastvorljivost
od kristalnih oblika. Razli¢iti polimorfi, odnosno amorfni oblici mogu imati razli¢itu hemijsku
stabilnost te odatle uticaj kristalnog oblika na stabilnost lekovitog proizvoda (Hancock i Zografi,
1996; Taday i autori, 2003).
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Tabela 7. Analiza rizika za kriti¢ne atribute kvaliteta gastrorezistentnih peleta u odnosu atribute
kvaliteta duloksetin-hidrohlorida

Table 7. Risk analysis of critical quality attributes of enteric-coated pellets with respect to
attributes quality of duloxetine hydrochloride

Rizik KAK Tezina Verovatnoéa  Ocena rizika

Oblik ¢vrstog stanja Sadrzaj
Ujednacenost sadrzaja
Gastrorezistencija
Brzina rastvaranja
Hemijska stabilnost

Velicina Cestica Sadrzaj*
Ujednacenost sadrzaja
Gastrorezistencija
Brzina rastvaranja*
Hemijska stabilnost

Hemijska stabilnost Sadrzaj
Ujednacenost sadrzaja
Gastr-rezistencija
Brzina rastvaranja
Hemijska stabilnost 3 3

NEFRERPNRPRWRFRONW®WR R
NP RPNRPWOWRRPRPNNARRRPR

KAK - kriti¢ni atribut kvaliteta; L - nizak nivo rizika; M - srednji nivo rizika; H - visok nivo rizika
*Veli¢ina Cestica model supstance nema uticaja na sadrzaj i brzinu rastvaranja kada se supstanca nanosi na
pelete u rastvorenom obliku

KAK — critical quality attribute; L — low risk level; M — medium risk level; H- high risk level

*Particle size of model substance has low risk level concerning assay and dissolution if drug is applied to
pellets by solution layering

3.1.4.2 Analiza rizika za razlicite tehnike nanosenje aktivne supstance

U Tabeli 8 prikazana je analiza rizika za tehnike nanoSenja aktivne supstance koje Se ispituju u
prvom delu istraZivanja u odnosu na izdvojene kriti¢ne atribute kvaliteta preparata. NanoSenje
aktivne supstance u formi praSka i1 suspenzije nosi veci rizik od dobijanja sadrzaja van
specifikacije jer adhezija lekovite supstance na pelete u velikoj meri zavisi od veli¢ine Cestica
lekovite supstance tako da krupnije Cestice imaju loSiju adheziju. NanoSenje aktivne supstance u
formi praSka takode nosi ve¢i rizik od dobijanja gastrorezistencije i brzine rastvaranja van
specifikacije jer pelete proizvedene ovom tehnikom cesto imaju neravnu povrSinu Sto moze
povecati nanos gastrorezistentnog filma potrebnog za postizanje specificirane gastrorezistencije.
Visi nanos gastrorezistentnog filma moze usporiti oslobadanje lekovite supstance u fazi testa
ispitivanja brzine rastvaranja koja se izvodi u fosfathom puferu te iz tog razloga ova tehnika ima
vedi rizik od oslobadanja lekovite supstance van specifikacije od preostale dve tehnike. Zbog

neravne povrsine koje mogu imati pelete proizvedene ovom tehnikom moguce je da veci nanos,
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odnosno debljina izolacionog sloja bude potreban za postizanje odgovarajuée stabilnosti, a sa
druge strane ova tehnika nosi sa sobom najmanji rizik za polimorfnu konverziju ili nastanak
amorfnog oblika jer podrazumeva kori§¢enje malih koli¢ina rastvaraca. Ako se aktivna supstanca
nanosi rastvorena na pelete postoji znacajan rizik od polimorfne konverzije, odnosno nastanka
amorfnog oblika leka jer se rastvorena lekovita supstanca rasprsuje zajedno sa polimerom koji
inhibira kristalizaciju. Posto su amorfni oblici reaktivniji od kristalnih, ve¢i je rizik od hemijske
stabilnosti lekovite supstance van specifikacije. Prednost ove tehnike je §to ne zahteva kori$éenje

mikronizirane aktivne supstance $to znatno olakSava rad.

Tabela 8. Analiza rizika za kriti¢ne atribute kvaliteta gastrorezistentnih pelete u odnosu na
razli¢ite tehnike nanoSenja aktivne supstance

Table 8. Risk analysis for critical quality attributes of enteric-coated pellets with respect to
different layering techniques

Rizik KAK Tezina Verovatnoa  Ocena rizika
NanoSenje  aktivne Sadrzaj 3 2 M
supstance suvim Ujednacenost sadrzaja 1 1 L
oblaganjem Gastrorezistencija 3 4 H
Brzina rastvaranja 3 3 M
Hemijska stabilnost 2 2 M
NanoSenje rastvorene Sadrzaj 1 1 L
aktivne supstance Ujednacéenost sadrzaja 3 1 L
Gastrorezistencija 1 1 L
Brzina rastvaranja 1 1 L
Hemijska stabilnost 3 4 H
Nanosenje Sadrzaj 3 2 M
suspendovane aktivne Ujednacenost sadrzaja 1 1 L
supstance Gastrorezistencija 1 1 L
Brzina rastvaranja 3 2 M
Hemijska stabilnost 1 1 L

KAK - kriti¢ni atribut kvaliteta; L - nizak nivo rizika; M - srednji nivo rizika; H - visok nivo rizika
KAK - critical quality attribute; L — low risk level; M — medium risk level; H- high risk level

3.1.4.3 Odabir ekscipijenasa za fazu nanoSenja aktivne supstance na pelete

Semtatski prikaz formulacije primenjenih u fazi nanosenja aktivne supstance prikazan je na Slici
22.
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Pelete oblozene praskom Pelete obloZzene rastvorom Pelete obloZene suspenzijom

/ Inaktivne pelete \

NanoSenje API suvim NanosSenje API iz NanoSenje APT iz
oblaganjem rastvora suspenzije
duloksetin hidrohlorid + duloksetin hidrohlorid, duloksetin hidrohlorid.
talk etanol + povidon K-30 HPMC 6 cp. izopropanol. povidon K-30. izopropanol
1 voda
Nanosenje izolacionog l l
sloja rasprsivanjem
suspenzije
HPMC 3 cp. talk. triacetin. Nanosenje izolacionog sloja rasprsivanjem
voda. etanol suspenzije
1 HPMC 6 cp. HPC EXF. talk, voda, etanol
NanoSenje GR filma l

suvim oblaganjem
HPMCAS MF + talk
Trietil citrat + polisorbat
80 + ricinusovo ulje +
etanol

NanoSenje GR filma rasprsivanjem suspenzije
HPMCAS LF. talk. trietil citrat, voda. etanol

Slika 22. Sematski prikaz ekscipijenasa koriséenih u prvom delu istraZivanja
Figure 22. Schematic overview of excipients used in the first part of the research

Rastvaraci koji su odabrani za ispitivane tehnike su sledec¢i: smesa vode 1 izopropanola u odnosu
1:1 za tehniku nanoSenja rastvorene aktivne supstance i izopropanol za nanoSenje suspendovane
aktivne supstance zato $to se model supstanca lako rastvara u smesi vode 1 izopropanola, a teSko
je rastvorna u Cistom izopropanolu. Za tehniku suvog nanoSenja aktivne supstance odabran
rastvaraC za vezivno sredstvo je etanol zbog lakSe procesibilnosti. Prilikom odabira ekscipijenasa
tezilo se da nivo ekscipijenasa bude sveden na minimum da bi se povecala efikasnost procesa
posto je cilj procesa nanoSenje aktivne supstance, a ne ekscipijenasa. Polimeri koji imaju ulogu
vezivnog sredstva u nanoSenju rastvorene ili suspendovane aktivne supstance su odabrani na
osnovu rastvorljivosti u rastvaracu koji se koristi u datoj tehnici kao i na osnovu procesibilnosti
tako da je za tehniku nanoSenja rastvorene model supstance odabrana hidroksipropil
metilceluloza 6 cp, a za tehniku nanoSenja suspendovane model supstance je odabran povidon K-

30. Povidon K-30 je odabran i za tehniku suvog nanosenja. U tehnici suvog oblaganja se koristi i
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talk koji se meSa sa aktivnom supstancom, ima ulogu lubrikansa i sprecava aglomeraciju peleta u

toku procesa (Nastruzzi i autori, 2000).

3.1.4.4 Nanosenje izolacionog sloja na pelete oblozene aktivnom supstancom

Izolacioni sloj ima klju¢nu ulogu u postizanju adekvatne hemijske stabilnosti preparata jer treba
da sprec¢i kontakt, odnosno reakciju izmedu aktivne supstance i gastrorezistentnog polimera
(Jansen i autori, 1998). Sematski prikaz formulacija primenjenih u fazi nano$enja izolacionog
sloja je prikazan na Slici 22. Literaturni podaci ukazuju da suviSe tanak izolacioni sloj
omogucéava migraciju model supstance ili anhidrida sukcinatne kiseline te da kao rezultat njihove
reakcije dolazi do porasta srodne supstance oznacene kao duloksetin sukcinamid. Da bi bio
efikasan potrebno je da izolacioni sloj ima odgovarajuéu debljinu i da bude $to manje porozan te
je odluceno da se ovaj sloj na pelete nanese tehnikom oblaganja suspenzijom. Minimalna debljina
izolacionog sloja od 30 pum je definisana na osnovu analize peleta originalnog proizvoda
skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom, a odabrana je formulacija na bazi hidroksipropil

metilceluloze.

3.1.45 Analizarizika za tehnike nanosSenja gastrorezistentnog filma

U Tabeli 9 prikazana je analiza rizika za tehnike nanoSenja gastrorezistentnog filma koje se

ispituju u prvom delu istrazivanja.

Tabela 9. Analiza rizika za kriticne atribute kvaliteta gastrorezistentnih peleta u odnosu na
razli¢ite tehnike nanosenja gastrorezistentnog filma

Table 9. Risk analysis for critical quality attributes of enteric-coated pellets with respect to
different techniques of application of enteric-coating

Rizik KAK Tezina Verovatno¢a  Ocena rizika
NanoSenje Sadrzaj 1 1 L
gastrorezistentnog Ujednacenost sadrzaja 1 1 L
filma suvim  Gastrorezistencija 3 4 H
oblaganjem Brzina rastvaranja 3 3 M

Hemijska stabilnost 1 1 L
Nanosenje Sadrzaj 1 1 L
gastrorezistentnog Ujednacenost sadrzaja 1 1 L
filma iz suspenzije u Gastrorezistencija 2 1 L
kojoj je polimer Brzina rastvaranja 2 1 L
rastvoren Hemijska stabilnost 1 1 L

KAK - kriti¢ni atribut kvaliteta; L - nizak nivo rizika; M - srednji nivo rizika; H - visok nivo rizika
KAK — critical quality attribute; L — low risk level; M — medium risk level; H- high risk level
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U odnosu na oblaganje peleta rastvorenim polimerom, nanoSenje gastrorezistentnog filma
tehnikom suvog oblaganja nosi veéi rizik od pojave rezultata gastrorezistencije i brzine
rastvaranja van specifikacije zato $to nanos filma nije ujednacen kao kada se polimer nanosi na

pelete u rastvorenon obliku.

3.1.4.6 Odabir ekscipijenasa za fazu nanosSenja gastrorezistentnog filma

Formulacije primenjene u fazi nanoSenja gastrorezistentnog filma na pelete obloZene izolacionim
slojem su Sematski prikazane na Slici 22. Za obe ispitane tehnike oblaganja odabrani polimer je
hipromeloza acetat sukcinat ¢ija je hemijska struktura prikazana na Slici 23. Temperatura
staklastog prelaza ovog polimera je 130 °C, a zahvaljujuéi prisustvu karboksilnih grupa ovaj
enterosolventni polimer je rastvoran u vodenim rastvorima sa pH vi§im od 5.5. Spada u grupu
stabilnijih gastrorezistentnih polimera. Hemijska stabilnost enterosolventnih polimera je mera
nivoa slobodne kiseline koja nastaje u toku ispitivanja stabilnosti, a koji je za ovaj polimer niza
nego kod drugih ispitivanih polimera. Postoji viSe tipova ovog polimera koji se razlikuju po pH
vrednosti na kojoj se rastvaraju (L tip — nizak pH, M tip — srednji pH i H tip — visok pH) kao i po
veli¢ini Cestica polimera (F tip - fini kohezivni prah srednje veli¢ine Cestica 5 um i G tip-proto¢ne
granule srednje veli¢ine Cestica 1 mm). Razli¢ita pH na kojoj se rastvaraju tipovi ovog polimera
posledica je razli¢itih nivoa sukcinatnih i acetatnih grupa u polimeru tako da se L tip kod koga je
nivo sukcinatnih grupa najvec¢i u odnosu na acetil grupe rastvara na najnizem pH (oko 5.5), dok

se H tip kod koga je nivo sukcinatnih grupa najniZi u odnosu na acetil grupe rastvara na najviSem

pH (oko 6.5 - 7) (Tajarobi i autori 2011; Obara i Kokubo, 2008).

R CH.OR
—o0
OR _—-
o
o
CH,OR OR

n

R= -H, -CHs, -CH,CH(CH3)OH,
-COCHa, -COCH,CH,COOH,
-CH,CH(CH3)OCOCHs, o -CH;CH(CH3)OCOCH,CH,COOH

Slika 23. Hemijska struktura polimera hipromeloza acetat sukcinat (Obara i Kokubo, 2008)
Figure 23. Chemical structure of the polymer hypromellose acetate succinate (Obara and Kokubo, 2008)
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Ovaj polimer se moze primeniti u obliku vodene disperzije, rastvoren u smesi etanola i vode ili
rastvoren u vodi pomocu neke bazne supstance, amonijum hidroksida ili amonijum karbonata i
moze se primeniti bez teCnosti kao vehikuluma za prenos do supstrata, odnosno moze se
primeniti za tehniku suvog oblaganja. Za suvo oblaganje i primenu u formi disperzije preporuka
je da se koristi mikronizirani, F tip polimera dok u slu¢aju rastvaranja nije vazna veli¢ina Cestica
polimera. Za primenu ovog polimera u obliku disperzije neophodno je koristiti posebnu mlaznicu
za rasprSivanje disperzije koja omogucava odvojeno rasprSivanje disperzije polimera i
plastifikatora posto postoji velika tendencija ka zapuSavanju mlaznice u slucaju kada se polimer i

plastifikator primenjuju u smesi (Obara i Kokubo, 2009).

3.2 Materijali i metode

3.2.1 Materijali

Duloksetin-hidrohlorid veli¢ine Cestica d (90) < 10 um (JiuZhou, Kina), inaktivne pelete od
saharoze i skroba, 20 — 25 mesh (JRS Pharma, Nemacka), povidon K-30 (ISP, Svajcarska),
hidroksipropil metilceluloza 3 cp (Taian Ruitai Cellulose Co. Ltd., Kina), triacetin (Eastman
Chemical B.V., Svajcarska), talk (Imerys Talc, Italija), hipromeloza acetat sukcinat tip MF (Shin-
Etsu, Japan), hipromeloza acetat sukcinat tip LF (Shin-Etsu, Japan), trietil citrat (Jungbunzlauer,
Nemacka), polisorbat 80 (Oleon, Belgija), ulje ricinusa (Henry Lamotte Oils, Nemacka),
hidroksipropilmetil celuloza 6 cp (The Dow Chemical Company, Velika Britanija),
hidroksipropil celuloza EXF (Ashland, Holandija), izopropanol (Brenntag-CEE, Nemacka) i
etanol koncentrovani (Swan Lake, Srbija) su kori§¢eni u eksperimentima. Svi ostali reagensi su

bili analitickog kvaliteta.

322 Metode

3221 Proizvodnja oblozenih peleta
Sematski prikaz procesnih koraka proizvodnje peleta prezentovan je na Slici 24. Formulacije su

oznacene prema tehnici oblaganja kori§¢enoj za nanosenje sloja sa aktivnom supstancom.
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Pelete oblozene praskom Pelete obloZene rastvorom Pelete obloZene suspenzijom

/ Inaktivne pelete \

Nanosenje API suvim NanoSenje API iz Nanosenje APT iz
oblaganjem rastvora suspenzije
(konvencionalni uredaj za (fluid-bed. konfiguracija sa (fluid-bed, konfiguracija sa
oblaganje, konfiguracija za Wurster kolonom i Wurster kolonom 1
oblaganje peleta praskom ) mlaznicom za raspriivanje mlaznicom za raspriivanje
1 postavljenoj na dnu uredaja) postavljenoj na dnu uredaja)
Nano$enje izolacionog l l
sloja raspriivanjem — - - — -
suspenzije .\auoselll!e izolacionog sloja rasprsivanjem
(konvencionalni uredaj za suspenzije
oblaganje. konfiguracija za (fluid-bed. konfiguracija sa Wurster kolonom i
oblaganje peleta suspenzijom) mlaznicom za raspriivanje postavljenoj na dou
1 uredaja)
Nanoenje GR filma l

suvim oblaganjem
(konvencionalni uredaj,
konfiguracija za oblaganje
peleta praskom )

Nanodenje GR filma rasprsivanjem suspenzija
(fluid-bed, konfiguracija sa Wurster kolonom i
mlaznicom za raspréivanje postavljenoj na dnu uredaja

Slika 24. Sematski prikaz eksperimenata izvedenih u prvoj fazi istraZivanja
Figure 24. Schematic overview of experiments performed in the first part of the research

Svi eksperimenti koji su podrazumevali kori§¢enje tehnike suvog oblaganja su izvedeni na
uredaju za oblaganje GS 25 HT/PRA/M (IMA, Italija) u konfiguraciji sa perforiranim imerzionim
macevima za oblaganje peleta prasSkovima (Slika 25). Ovaj sistem su detaljno opisali Nastruzzi i
autori (2000). Izolacioni sloj je na pelete oblozene aktivhom supstancom tehnikom suvog
oblaganja nanesen takode u uredaju GS 25 HT/PRA/M tehnikom rasprSivanja suspenzije za
oblaganje. Svi ostali eksperimenti koji su podrazumevali oblaganje peleta rasprSivanjem te¢nosti
za oblaganje su izvedeni na uredaju sa fluidiziraju¢im kretanjem vazduha Glatt GPCG2 (Glatt
GmbH, Nemacka) u konfiguraciji sa Wurster kolonom 1 mlaznim 1.2 mm rasprSivacem za dva
fluida postavljenim na dnu uredaja.

U svim eksperimentima ciljni udeo duloksetina u fazi nanosenja aktivne supstance je bio 31%, a
ciljni nanos izolacionog sloja je bio 25% u odnosu na masu peleta oblozenih slojem aktivne
supstance. Nanos duloksetin hidrohlorida je definisan tako da se postigne dovoljno veliki udeo
leka koji ¢e omoguditi da se gotove pelete pune u kapsule zeljene veli¢ine. Nanos izolacionog
sloja je definisan tako da se smanji rizik kontakta duoksetin hidrohlorida i hipromeloze acetat
skucinata. Ciljani nanos gastrorezistentnog sloja je bio 60% u odnosu na masu izolovanih peleta

kada se film nanosio tehnikom suvog oblaganja i 40% kada se film nanosio tehnikom
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rasprSivanja tecnosti za oblaganje, a definisan je tako da se postigne specificirana

gastrorezistencija i oslobadanje duloksetina.

Slika 25. Uredaj za oblaganje tableta i peleta GS 25 HT/PRA/M
Figure 25. Automatic coating machine for tablets and pellets GS 25 HT/PRA/M

Procesni parametri u svim prikazanim eksperimentima su postavljeni na osnovu preliminarnih
proba i imajuci u vidu osnovne principe oblaganja peleta - da treba §to vise smanjiti aglomeraciju

peleta u toku procesa, bez narusavanja adhezivnosti filma na pelete.
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3.2.2.1.1 Oblaganje peleta tehnikom suvog oblaganja

Kvalitativni i kvantitativni sastav praskova i tecnosti za oblaganje koje su kori§¢ene za oblaganje
peleta duloksetin hidrohloridom, izolacionim i gastrorezistentnim slojem su prikazani u Tabeli
10.

Tabela 10. Kvalitativni i kvantitativni sastav te¢nosti za oblaganje i praskova koriS¢enih za
oblaganje aktivhom supstancom, izolacionim i gastrorezistentnim slojem peleta proizvedenih
tehnikom suvog oblaganja

Table 10. Qualitative and quantitative composition of coating liquids and powders used for drug
layering, isolation and enteric coating of pellets produced by drug layering

Materijal (%) Nanosenje API Nanos$enje izolacije =~ NanoSenje GR filma
suvim oblaganjem raspriivanjem suvim oblaganjem
teCnosti za oblaganje

Tecna faza

Povidon K-30 5 / /
HPMC 3 cp / 7 /
Talk / 8 /
Triacetin / 1 /
Trietil citrat 35
Polisorbat 80 / / 4.5
Ulje ricinusa / / 75
Voda* / 42 /
Etanol koncentrovani* 95 42 53
Praskasta faza

Model supstanca 85 / /
Talk 15 / 20
Hipromeloza acetat / / 80

sukcinat

API — aktivna supstanca; GR — gastrorezistentni

*Rastvaraci koji nestaju u toku proizvodnog procesa

API — active pharmaceutical ingredient; GR — enteric-coating
* Solvents that disappear during the coating process

NanosSenje aktivne supstance na pelete. Oblaganje inaktivnih peleta aktivnom supstancom
tehnikom suvog oblaganja je izvedeno sa 13.6 kg inaktivnih peleta. Materijali za smeSu praSkova
su prositani na situ 1.00 mm, izmesani i prositani opet kroz sito 1.00 mm. Rastvor vezivnog
sredstva pripremljen je rastvaranjem povidona u koncentrovanom etanolu pomocu propelerske
mesalice (IKA Eurostar Power control visc, IKA-Werke GmbH, Nemacka). Parametri procesa
nanoSenja aktivne supstance su prikazani u Tabeli 11. Pre pocetka nanoSenja rastvora vezivnog
sredstva i smeSe praskova pelete su zagrejane na temperaturu od 26°C i pri brzini rotiranja bubnja
od 5 rpm. NanoSenje prasSka na pelete se izvodilo u ciklusima. Svaki ciklus se sastojao od pet

faza: rasprSivanje tecnosti za vezivanje da bi se pelete ucinile lepljivim, pauza za homogenizaciju
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peleta, nanoSenje praska, pauza i suSenje da bi se uklonio rastvara¢. U toku svih faza ciklusa
bubanj za oblaganje rotira maksimalnom brzinom. Proces je u potpunosti automatizovan i
kontrolise se preko digitalnog panela. Oblozene pelete su Osusene pri brzini rotiranja bubnja od 5

rpm i temperaturi ulaznog vazduha od 45°C dok nije postignuta temperatura peleta od 35°C.

Tabela 11. Parametri procesa nanosenja aktivne supstance, izolacionog i gastrorezistentnog filma
na pelete u konvencionalnom uredaju za oblaganje sa imerzionim macevima

Table 11. Parameters of processes of drug powder layering, spray coating of isolating layer and
application of enteric-coating by dry coating in a conventional coating pan with immersion
swords

Procesni parametri Oblaganje model  Oblaganje Oblaganje
supstancom izolacionim filmom  gastrorezistentnim

Temperatura ulaznog vazduha (°C) 40 57 40

Temperatura peleta (°C) 26 - 28 37 26 — 30

Pritisak ulaznog vazduha (mmH,0) 5-6 5-6 5-6

Negativni pritisak u bubnju 2 2 2

(mm H,0)

Brzina rotiranja bubnja (rpm) 19 19 19

Vreme prskanja (s) 4-3 Nije primenljivo 3-2

Pauza nakon prskanja (s) 3 Nije primenljivo

Trajanje doziranja praska (S) 2 Nije primenljivo 2

Pauza nakon doziranja praska (5) 10 Nije primenljivo 10

Susenje (S) 12 Nije primenljivo 12

Pritisak recirkulacije (bar) 0.4 Nije primenljivo 0.4

Pritisak rasprsivanja (bar) 0.5 Nije primenljivo 0.5

Brzina puznog transportera (rpm) 40 Nije primenljivo 40

Protok suspenzije (ml/min)
Pritisak atomizacije (bar)
Brzina rotiranja bubnja (rpm)

Nije primenljivo
Nije primenljivo
19

22
1
19

Nije primenljivo
Nije primenljivo
19

Nanosenje izolacionog sloja na pelete oblozene model supstancom. Pelete oblozene duloksetin
hidrohloridom tehnikom suvog oblaganja su oblozene izolacionim slojem tehnikom rasprSivanja
suspenzije. Izolacionim slojem je obloZeno 11 kg peleta oblozenih aktivnom supstancom. Pre
pocetka nanoSenja suspenzije za oblaganje pelete su zagrejane do temperature od 40°C pri
temperaturi ulaznog vazduha od 60°C, koli¢ini ulaznog vazduha od 5 mm H,O i brzini rotiranja
bubnja od 3 rpm. Parametri pri kojima je vrSeno oblaganje peleta suspenzijom su prikazani u
Tabeli 11. Nakon nanoSenja suspenzije za oblaganje oblozene pelete su suSene 15 minuta na
temperaturi ulaznog vazduha od 60°C, pritisku ulaznog vazduha od 5 mm H,O stuba, brzini

rotiranja bubnja od 3 rpm i sa negativnim pritiskom od 1 mm H,O.
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NanoSenje gastrorezistentnog filma na izolovane pelete. Parametri procesa nanoSenja
gastrorezistentnog filma tehnikom suvog oblaganja su prikazani u Tabeli 11. Pre pocetka
nano$enja te¢nosti za plastifikaciju i smese praskova, pelete su zagrejane do temperature od 26°C
pri brzini rotiranja bubnja od 5 rpm. Materijali za pripremu smese praskova su prositani na situ
otvora 1.00 mm, izmeSani, a smeSa je ponovo prositana na situ otvora 1.00 mm. Plastifikatori su
izmeSani pomocu propelerske mesalice (IKA Eurostar Power control visc, IKA-Werke GmbH,
Nemacka). Da bi doslo do formiranja koherentnog filma oblozene pelete su povrgnute procesu

sazrevanja (engl. curing) u trajanju od 15 sati na temperaturi proizvoda od 57°C.

3.2.2.1.2 Proizvodnja obloZenih peleta tehnikom oblaganja rasprSivanjem u uredaju sa
fluidiziraju¢im kretanjem vazduha

Kvalitativni i kvantitativni sastav suspenzija za oblaganje peleta u uredaju sa fluidiziraju¢im
kretanjem vazduha je prikazan u Tabeli 12. Priprema te¢nosti za oblaganje sastojala se od
rastvaranja rastvornih supstanci u rastvaracu ili smesi rastvara¢a pomoc¢u propelerske mesalice
Ika Werke RW20 (Ika Werke, Nemacka), dispergovanju i homogenizaciji (Ultra-Turrax® T-50,
Ika-Werke, Nemacka) nerastvornih sirovina u vehikulumu u drugom sudu i dodavanju disperzije
rastvoru. U svim eksperimentima oblaganja peleta u uredaju sa fluidiziraju¢im kretanjem
vazduha pelete su prvo zagrejane, zatim je vrSeno oblaganje 1 obloZene pelete su OsuSene.
Parametri procesa oblaganja peleta u uredaju sa fluidiziraju¢im kretanjem vazduha su prikazani u
Tabeli 13. Svi eksperimenti su radeni sa 750 g peleta na pocetku procesa i visinom Wurster-ove

kolone od 2.5 cm.
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Slika 26. Uredaj sa fluidiziraju¢im kretanjem vazduha Glatt GPCG2 (Glatt, 2016)

Figure 26. Fluid-bed device Glatt GPCG2 (Glatt, 2016)

Tabela 12. Formulacije te¢nosti za oblaganje koriS¢enih za oblaganje peleta aktivnom
supstancom, izolacionim slojem i gastrorezistentnim filmom
Table 12. Formulations of coating liquids used for drug layering and application of isolating and

enteric-coating

Materijal (%) Nanosenje model ~ NanosSenje model = NanoSenje Nanosenje
supstance iz supstance iz izolacionog gastrorezistentnog
suspenzije rastvora filma filma

Duloksetin HCI 10 5.7 / /

Povidone K-30 5 / / /

Hipromeloza6cp  / 6.3 2 /

Hidroksipropil / / 2 /

celuloza EXF

Hipromeloza acetat / / / 5

sukcinat LF

Talk / / 8 15

Trietil citrat / / / 0.5

Voda* / 22 44 18.6

Etanol / / 44 74.4

koncentrovani*

Izopropanol* 85 66 / /

*Rastvarac koji nestaje u toku procesa proizvodnje

* Solvent that disappears during the production process
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Tabela 13. Parametri procesa oblaganja peleta u uredaju sa fluidiziraju¢im kretanjem vazduha
Table 13. Coating parameters of experiments performed in a fluid-bed device

Nanosenje model NanoSenje model NanoSenje Nanosenje
supstance iz supstance iz izolacionog gastrorezistentnog
suspenzije rastvora filma Filma
Zagrevanje peleta
Protok ulaznog 40 40 50 50
vazduha (m*/h)
Temperatura ulaznog 60 60 60 60
vazduha (°C)
Temperatura proizvoda 39 40 40 39
(°C)
Rasprsivanje tecnosti za oblaganje
Temperatura ulaznog 51+3 523 53+3 52+3
vazduha (°C)
Protok ulaznog 50 -75 50 — 100 m*h 65— 75 65- 75
vazduha (m%h)
Protok te¢nosti za 6-14¢ 4-11 5-11 6-15
oblaganje (g/min)
Pritisak atomizacije 1.8 2.0 1.8 2.0
(bar)
Temperatura proizvoda 381 40+1 39+1 371
(°C)
SuSenje peleta
Protok ulaznog 60 60 60 60
vazduha (m*/h)
Temperatura ulaznog 55 55 55 55
vazduha (°C)
Vreme susenja 10 10 10 10
(minuti)

3.2.2.2 Karakterizacija obloZenih peleta
3.2.2.2.1 Sadrzaj duloksetina

Sadrzaj duloksetina u obloZenim peletama odredivan je odgovaraju¢om HPLC metodom. Analize
su izvrSene na uredaju Agilent HPLC system, 1100 series (Agilent Technologies, SAD).
Koriséena je kolona 4.6 mm x 15 cm Zorbax XDB C-18, 3.5um (Agilent Technologies, SAD).
Koris¢en je UV detektor na 225 nm. Mobilna faza se sastojala od filtrirane 1 degazirane smese
pufera, acetonitrila HPLC kvaliteta i tetrahidrofurana HPLC kvaliteta u odnosu 65:20:15. Pufer je
pripremljen rastvaranjem 7.4 g natrijum perhlorat monohidrata u 1000 ml precis¢ene vode,
dodavanjem 3 ml trietilamina i podeSavanjem pH rastvora perhlornom kiselinom do 2.0.
Hromatografija je izvodena na sobnoj temperaturu na protoku 1.5 ml/min. Podaci su belezeni

pomocu softvera OpenLabCDS Ezchrom (Agilent Technologies, SAD).
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3.2.2.2.2 Brzina rastvaranja peleta oblozenih aktivnom supstancom i izolacionim slojem

Brzina rastvaranja je ispitana na uredaju DT800 Dissolution Tester (Erweka, Nemacka) pomocu
aparature sa rotiraju¢im korpicama, na brzini rotiranja od 100 rpm, u 1000 ml fosfatnog pufera
pH vrednosti 6.8 £ 0.5 1 temperaturi medijuma od 37 + 0.5 °C. U odredenim vremenskim tackama
uzorkovano je 4 ml medijuma, filtrirano kroz filter od staklenih vlakana od 1.0 um, a prva 2 ml
filtrata su odbacena. Uzorkovana koli¢ina medijuma nije nadoknadena. Koncentracija duloksetina
je odredena validiranom HPLC metodom opisanom u prethodnoj tacki. Oslobadanje duloksetina

je ispitano u najmanje tri uzorka.

3.2.2.2.3 Brzina rastvaranja peleta oblozenih gastrorezistentnih filmom

Brzina rastvaranja je ispitana na uredaju DT800 Dissolution Tester (Erweka, Nemacka) prema EP
monografiji 2.9.3, metoda B. Kori$¢ena je aparatura sa rotitaju¢im korpicama, na brzini rotiranja
od 100 rpm i 1000 ml medijuma za ispitivanje brzine rastvaranja na 37+ 0.5 °C. U prvih 120
minuta testa medijum za ispitivanje brzine rastvaranje je 0.1M hlorovodonic¢na kiselina (pH 1.2),
a u slede¢ih 120 minuta testa brzina rastvaranja se ispituje u fosfathom puferu pH 6.8. U
odredenim vremenskim ta¢kama uzorkuje se 4 ml medijuma, filtrira kroz filter od staklenih
vlakana otvora pora od 1.0 um, a prva dva ml filtrata se odbacuju. Zapremina uzorkovanog
medijuma se ne nadoknaduje. Koncentracija duloksetina u uzorku se odreduje validiranom HPLC

metodom opisanom u tacki 3.2.2.2.1. Oslobadanje duloksetina je ispitano u najmanje tri uzorka.

3.2.2.2.4 Obrada podataka

Rezultati ispitivanja profila brzine rastvaranja duloksetina su prikazani kao srednja vrednost +
standardna devijacija. Sli¢nost profila oslobadanja ispitana je pomocu testa sli¢nost (FDA, 1997).
Faktor sli¢nosti, fp, je raCunat prema jednacini 15 i koriS¢en za poredenje profila brzine

rastvaranja model supstance iz peleta:
f,=50-log{[1+(1/n) i="(Rt - Tt)2]~%5 -100} (15)

gde su Rt i Tt procenti od deklarisane vrednosti rastvorene lekovite supstance iz ispitivanih Sarzi
u vremenu t, a n je broj vremenskih tacaka ukljucenih u kalkulaciju. Za racunanje faktora
sli¢nosti f; koriS¢ene su sve vremenske tacke pre nego $to je otpuSteno 85% model supstance 1

samo jedna tacka na kojoj je otpusteno vise od 85% lekovite supstance.
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3.2.2.2.5 Odredivanje necistoca duloksetina u gastrorezistentnim peletama

U gastrorezistentnim peletama pracene su sledece necistoce: Necistoca 1 (1-naftol) i Necistoca 2
(4-[-Metil[(3S)-3-(1-naftaleniloksi)-3-(2-tienil)propil]amino]-4-oksobutanoi¢na kiselina) koje su
degradacioni proizvodi i Necisto¢a 3 ((3S)-N-metil-3-(naftalen-1-iloksi)-3-(tiofen-3-il)propan-1-
amin) i Necisto¢a 4 ((S)-(+)-N,N-Dimetil-3-(1-nafthiloksi)-3-(2-tienil)propanamin 2-hidroksi-
sukcinat) koje nisu proizvod degradacije duloksetina, ve¢ poti¢u od procesa sinteze. Necistoce
koje su proizvodi degradacije duloksetina su prikazane na slici 27. Necisto¢e su odredene
odgovaraju¢om HPLC metodom. Analize su radene na uredaju Agilent HPLC sistem, 1100
Series (Agilent Technologies, SAD). Za hromatografiju je koriS¢ena kolona C-18, 250 x 4.16 mm
napunjena hemijski modifikovanim silika cesticama (5um) (Luna, Phenomenex Inc, SAD).
Mobilna faza A je pripremljena rastvaranjem 0.69 g natrijum dihidrogen fosfat monohidrata u
300 ml vode i razblazivanjem tog rastvora do 1000 ml. Dodato je 1.0 ml trietanol amina i pH
rastvora podesen na 2.5 razblazenom fosfatnom kiselinom. Rastvor je filtriran kroz 0.45 pm filter
od regenerisane celuloze (RC 55 0.45 um membrana, Schleicher & Schuell BioScience GmbH,
Nemacka) 1 degaziran. Mobilna faza B sastojala se od vode i acetonitrila u odnosu 10:90. Diluent
se sastojao od vode i acetonitrila u odnosu 55:45. Primenjen je protok od 1.0 ml/min, injekciona
zapremina od 10 pl, temperatura kolone 25°C, a UV detektor je podeSen na 215 nm. Za
razdvajanje necisto¢a moze da se koristi gradijent. Standardni rastvori su pripremljeni pomocu
model supstance, referentnih standarda necistoca, acetonitrila i diluenata. Test rastvori su
pripremljeni od fino usitnjenih peleta. Pomocu jednacine 16 izraCunat je sadrZaj necisto¢a u

odnosu na deklarisani sadrzaj duloksetina:

PaxWstxcx AxCF
WaxD x Pstx5

% pojedina¢ne necistoce = (16)

gde je Pa povrsina necistoce pojedinacne u test rastvoru date u mAUXs, Pst je povrsina pika
referentnog rastvora u mAUXxs, Wst je masa test supstance u mg, D je deklarisani sadrzaj u mg, A
je prose¢na masa punjenja u mg, ¢ je sadrzaj internog standarda u mg duloksetina/mg i CF je

faktor korekcije koji je bezdimenzioni parametar.
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Slika 27. a) Necistoca 1 (1-naftol); b) Necistoca 2 (4-[-Metil[(3S)-3-(1-naftaleniloksi)-3-(2-

tienil)propil]amino]-4-oksobutanoi¢na kiselina) b)

Figure 27. @) Impurity 1 (1-naphthol); b) Impurity 2 (: 4-[-Methyl[(3S)-3-(1-naphtalenyloxy)-3-(2-
thienyl)propylJamino]-4-oxobutanoic acid
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3.2.2.2.6 Vizuelizacija Cestica

Vizuelizacija peleta sa ciljem opisivanja morfoloskih karakteristika peleta i odredivanja debljine
pojedinih slojeva izvrSena je pomocu skenirajuceg elektronskog mikroskopa (SEM) Phenom G2
Pro (Phenom-World, Holandija). Uzorci su fiksirani na aluminijumski drza¢ pomocu podloge
koja je sa obe strane oblozena karbonskim adhezivom. Aluminijumski drza¢ je postavljen u
vakuumsku komoru, a uzorak je posmatran pri naponu od 5 kV na uvecanjima od 290 do 295

puta.

3.2.2.2.7 Odredivanje veli¢ine peleta, oblika i karakteristika povrSine

Parametri koji karakteriSu veli¢inu 1 oblik peleta su odredeni pomocu optickog mikroskopa
(Leica DM3000, Wetzlar, Nemacka) sa kamerom (Clemex L, Clemex, Kanada) povezanog sa
raGunarom opremljenim softverom za analizu slika (engl. image analysis) (Clemex Vision PE,
Clemex, Kanada). Uzorak peleta bio je rasporeden na transparentni plasti¢ni nosa¢ i sniman na
uvecanju od 25 puta. VeliCina, oblik i karakteristike povrSine peleta su izracunate pomocu
softvera za analizu slike. Iz dvodimenzionalne projekcije su odredeni slede¢i parametri: kruzni
precnik, stepen izduzenosti (engl. aspect ratio — AR), sferi¢nost projekcije i hrapavost. Kruzni

precnik se racuna za dvodimenzionalni objekat po slede¢oj formuli:

R = 2\/’pom:ina (17)
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Stepen izduzenosti je jedan od najstarijih i najceS¢e primenjivanih parametara za procenu
sferi¢nosti Cestice i predstavlja odnos najduze dimenzije i na nju upravne dimenzije objekta.
Idealno sferni objekti imaju stepen izduzenosti 1.

Sferi¢nost projekcije (engl. roundness) je karakteristika oblika koja kvantifikuje zaobljenost ivica

objekta i racuna se po formuli 18, a graficki je prikazana na slici 28:

4 x povrsina

Sferi¢nost projekcije = (18)

mxLxXL

gde je L maksimalni Feretov precnik Cestice. Za idealno sferne Cestice sferi¢nost projekcije ima
vrednost 1.

Hrapavost (engl. roughness) je rac¢unata po formuli 19 i graficki je prikazana na slici 28:

konveksni perimetar

Hrapavost = (19)

perimetar

konveksni perimetar i perimetar su prikazani na slici 28.

Slika 28. Levo: Sferi¢nost projekcije, sredina:konveksni perimetar, desno: hrapavost (Clemex, User guide)
Figure 28. Left: roundness; middle: convex perimeter; right: roughness (Clemex, user guide)

3.2.2.2.8 Gubitak susenjem peleta

Gubitak suSenjem se odreduje iz spraSenih peleta, termogravimetrijskom metodom na 2.5 mg
uzorka i uredaju Mettler-Toledo HR 83 (Mettler-Toledo, Svajcarska). Analize su radene na
temperaturi od 105°C i u trajanju testa do postizanja pada mase manjeg od 1 mg za 50 s.

3.2.2.29 Nasipna gustina

Nasipna gustina peleta je odredena pomoc¢u graduisane menzure tako Sto su pelete sipane u

menzuru do 100 ml i zapremina koju se pelete zauzele je ocitan do najblizeg mililitra. Nasipna
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gustina je izracunata kao odnos mase i zapremine peleta. Prikazani rezultati predstavljaju prosek

od tri merenja.

3.2.2.2.10 Viskozitet te¢nosti za oblaganje

Viskozitet tecnosti za oblaganje je meren na temperaturi od 25 °C na rotacionom reometru
Malvern Kinexus KNX 2100 (Malvern Instruments, Velika Britanija) u konfiguraciji sa
geometrijom celi¢na kupa-ploca (engl. steel cone plate geometry). Pre¢nik kupe je bio 60 mm sa
uglom od 1°, a pre¢nik plode 65 mm. Brzina smicanja se pove¢avala od 0.1 do 100 s*, faze
merenja su bile podeljene logaritamski tako da svaka dekada sadrzi deset izmerenih vrednosti
viskoziteta. Svaki uzorak je analiziran tri puta, a prikazane su srednje vrednosti viskoziteta na

brzini smicanja 100 s™

3.2.2.2.11 Studija stabilnosti

Gastrorezistentne pelete su ¢uvane 36 meseci u polietilenskim kesama na sobnoj temperaturi (24
+ 2 °C) i 60% relativne vlage vazduha. Stabilnost peleta nakon 12, 24 i 36 meseci ¢uvanja je

procenjena odredivanjem nivoa necisto¢a duloksetina u gastrorezistentnim peletama.

3.3 Rezultati i diskusija
3.3.1 Priprema peleta oblozenih aktivnom supstancom

Fotografije dobijene pomocu optickog mikroskopa (Slika 29 a, ¢, e) kao i mikrografije sa
skenirajuceg elektronskog mikroskopa (Slika 29 b, d, f) pokazuju da postoje znacajne razlike
izmedu karakteristika povrSine peleta oblozenih tehnikom suvog oblaganja i onih koje su

oblozene duloksetin hidrohloridom tehnikama oblaganja rastvorom i suspenzijom.

63



f.
Slika 29. Slike peleta oblozenih lekovitom supstancom sa opti¢kog mikroskopa proizvedene tehnikom a)
suvog oblaganja; c¢) oblaganjem rastvorom; e) oblaganjem suspenzijom; SEM mikrografije peleta
proizvedenih tehnikom b) suvog oblaganja; d) oblaganjem rastvorom; f) oblaganjem suspenzijom

Figure 29. Photographs of drug layered pellets made by optical microscope produced by a) powder
layering; c) solution layering; e) suspension layering; SEM micrographs of pellets produced by b) powder
layering; d) solution layering; ) suspension layering
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Te razlike su kvantifikovane pomocu softvera za analizu slika (engl. image analysis) i prikazane
u Tabeli 14. Vidimo da su vrednosti parametara oblika peleta kod kojih je za nanoSenje aktivne
supstance tecnost koriS¢ena kao vehikulum sliéne i mnogo blize vrednosti 1 koja oznacava
idealno sferan oblik i1 glatku povrSinu nego S§to je sluCaj sa peletama koje su oblozene suvom
aktivnom supstancom i kod kojih je vrednost stepena izduZenosti 1.17, sferi¢nosti projekcije 0.77
i hrapavosti povrsine 0.84. SEM mikrografije dodatno potvrduju rezultate dobijene pomocu
softvera za analizu slike. PovrSina peleta oblozenih aktivnom supstancom tehnikom suvog
oblaganja je vrlo gruba sa debljinom sloja aktivne supstance koji varira od oko 60 pum do oko 140
pm. Uzrok je nejednako nanoSenje smeSe praskova na povrsinu peleta. Nisu pronadeni literaturni
podaci o parametrima oblika peleta proizvedenih tehnikom suvog oblaganja, ali postoji nekoliko
primera SEM mikrografija objavljenih od strane Nastruzzi i autora (2000) koji su tehnikom suvog

oblaganja nanosili ibuprofen na inaktivne pelete i dobili oblozene pelete hrapave povrSine.
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Tabela 14. Rezultati sadrzaja duloksetina, gubitka suSenjem, nasipne gustine, veliine i karakteristika oblika i povrSine peleta

Table 14. Results of assay of duloxetine, loss on drying and bulk density of pellets and parameters of shape of pellets

Faza proizvodnje Uzorak Sadrzaj duloksetina Gubitak Nasipna Kruzni pre¢nik ~ Stepen Steri¢nost Hrapavost
(mg duloksetina/ 100 mg  suSenjem gustina (g/ml)  (um) izduzenosti projekcije
peleta) (%)

Suvo oblaganje 28.0 1.2 0.63 1084.4 £141.1 1.17 +£0.09 0.77 £0.06 0.84 £0.04
Oblaganje peleta
aktivnom Oblaganje rastvorom 27.3 24 0.61 1270.0 £52.3 1.09 £ 0.06 0.90 £ 0.04 0.97 £0.01
supstancom

Oblaganje suspenzijom 28.2 2.8 0.67 1086.2 + 54.5 1.11+£0.07 0.89 £ 0.06 0.97 £0.01

Pelete oblozene praskom 225 11 0.75 1163.6+ 80.6 1.17 £0.09 0.79 £ 0.06 0.88 £ 0.00
Oblaganje peleta ~ Pelete obloZene rastvorenom 215 2.1 0.71 1309.6 + 55.0 1.09 +0.06 0.91 +0.05 0.98 +£0.01
izolacionim s|0jem aktivnom SUpStancom

Pelete oblozene 23.7 2.4 0.75 113834585  1.10+0.07 090£005  097+001

suspendovanom aktivnom

supstancom

Pelete oblozene praskom 14.0 1.2 0.83 1386.5+151.7 1.16+0.07 0.82 £0.05 0.95+0.01
Oblaganje peleta  pelete oblozene rastvorenom 155 25 0.75 1469.7+69.5  1.08 +0.06 092+0.04 097001
gastro rezistentnim  aktivnom supstancom
filmom

Pelete oblozene

16.4 2.8 0.80 12419 +60.9 1.09 +0.07 0.91 £0.05 0.97 £0.01

suspendovanom aktivnom
supstancom
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Terebesi 1 Bodmeier (2010) su ispitivali proces suvog oblaganja peleta u uredaju sa
fluidiziraju¢im kretanjem vazduha i1 dobili sli¢ne rezultate u smislu morfoloskih
karakteristika povrsine peleta. Sloj aktivne supstance je debeo od oko 180 um do oko
220 um u slucaju peleta obloZenih rastvorenom supstancom dok je debljina sloja u
slucaju oblaganja peleta suspendovanom aktivhom supstancom od oko 110 pm do
oko 130 um. Rezultati sadrzaja duloksetina, gubitka suSenjem i nasipne gustine peleta
prikazani su takode u Tabeli 14. Iz njih vidimo da proces oblaganja rastvorenom
aktivnom supstancom ima nesto nizu efikasnost od druga dva ispitana procesa, da
pelete proizvedene tehnikom suvog oblaganja imaju najnizi gubitak suSenjem od
1.2% u odnosu na pelete proizvedene oblaganjem suspenzijom (2.8%) i rastvorom
(2.4%), a da pelete proizvedene oblaganjem suspenzijom imaju najniZu nasipnu
gustinu od 0.67 g/ml. Iako je sadrZzaj duloksetina sliCan u sve tri ispitivane Sarze
postoje razlike u debljini sloja aktivne supstance. Ove razlike su posledica razlicite
formulacije slojeva proizvedenih razli¢itim tehnikama. Prve probe oblaganja peleta
rastvorenom 1 suspendovanom model supstancom u uredaju sa fluidizirajuéim
kretanjem vazduha su uradene sa istim udelom povidona K-30, samo sa razli¢itim
rastvaracima. tj. sa smeSom vode 1 izopropanola kada je model supstanca rastvorena i
sa izopropanolom kada je duloksetin hidrohlorid suspendovan. Povidon je izabran
zato S§to je $to je rastvoran i u izopropanolu i u smesi vode i izopropanola. Medutim,
sve probe sa rastvorenim duloksetin hidrohloridom i povidonom K-30 kao sredstvom
za vezivanje nisu bile uspesne zbog jako izraZzenog formiranja aglomerata koji bi u
potpunosti blokirali Wurster-ovu kolonu. Analize diferencijalnom skeniraju¢om
kalorimetrijom izvedene u drugom delu istraZivanja su pokazala da je uzrok izrazene
aglomeracije nastanak amorfne forme duloksetina ¢iji je Tg nizak. Formiranje
aglomerata je bilo manje izrazeno kada je kao vezivno sredstvo koriS¢ena
hidroksipropil metilceluloza 6 cp, najverovatnije zbog veceg viskoziteta tecnosti za
oblaganje pripremljene sa hidroksipropil metilcelulozom (Zhao i autori, 2012).
Viskozitet rastvora za oblaganje pripremljenog sa povidonom K-30 iznosila je 0.008
Pa s, a viskozitet rastvora za oblaganje pripremljenog sa istim udelom hidroksipropil
metilceluloze iznosila je 0.07 Pa s. Da bi se aglomeracija peleta prilikom oblaganja
rastvorenom model supstancom svela na minimum udeo hidroksipropil metilceluloze
u rastvoru za oblaganje je povec¢an na 110% u odnosu na udeo duloksetin hidrohlorida
tako da je sloj aktivne supstance proizveden ovom tehnikom najdeblji i ove pelete

imaju najve¢i pre¢nik od 1270.0 um + 52.3 um u odnosu na pelete proizvedene
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tehnikom suvog oblaganja ¢ije je pre¢nik 1084.4 pum £141.1 pum, odnosno pelete
proizvedene oblaganjem suspenzijom ¢iji je pre¢nik 1086.2 um + 54.5 um. Prosecna
vrednost precnika peleta proizvedenih suvim oblaganjem i oblaganjem suspenzijom je
slican, ali je standardna devijacija skoro tri puta veéa kod peleta proizvedenih suvim
oblaganjem S§to je posledica nacina kretanja peleta u uredaju za oblaganje i Cinjenice
da se prasak ne moze dozirati jednako ravnomerno kao tecnost za oblaganje.

Jasno je sa Slike 30 da je oslobadanje duloksetina potpuno u svim ispitanim uzorcima
posle 120 minuta u fosfatnom puferu pH 6.8. Postoje, medutim, razlike u obliku
profila oslobadanja. Pelete obloZene rastvorenim duloksetin hidrohloridom pokazuju
sporije oslobadanje u prve Cetiri tacke profila brzine rastvaranja. Ovo se moze
pripisati veéem viskozitetu polimera koji je koris¢en u formulaciji i ve¢em udelu
polimera u odnosu na druge ispitane formulacije jer rastvaranje lekovite supstance
zavisi od brzine difuzije molekula vode u polimer i od difuzije rastvorenog leka iz
polimera (Suhrenbrock i autori, 2011, Lust i autori, 2013). Zbog velike koncentracije
polimera pelete oblozene rastvorenim duloksetin hidrohloridom imaju najveci
precnik, odnosno imaju najmanju kontaktnu povrSinu sa medijumom za ispitivanje
brzine rastvaranja. Kedzierwich i autori (1999) su zakljucili da su pelete sa manjim
pre¢nikom (najve¢om kontaktnom povr§inom sa medijumom za ispitivanje brzine
rastvaranja) one sa najbrzim profilom oslobadanja lekovite supstance. U naredne tri
tacke profila (30., 45., i 60. minut) koli¢ina oslobodenog duloksetina je za nekoliko
procenata veca nego u druge dve formulacije. Ovo se mozZe objasniti prisustvom bolje
rastvorne amorfne forme duloksetina u formulaciji. U poslednje dve tacke profila
brzine rastvaranja sve ispitivane formulacije su pokazale potpuno oslobadanje od
100%. Standardne devijacije su relativno niske za sve ispitivane uzorke, sa nesto
vis$im vrednostima kod peleta oblozenih rastvorenim duloksetin hidrohloridom u
petnaestom i dvadesetom minutu. Na osnovu izra¢unatih faktora sli¢nosti, f, profili
oslobadanja peleta obloZenih praskom i suspendovanom aktivhom supstancom se
mogu smatrati sliénim (f2=69.8). Suprotno tome, izracunati faktori sli€nosti izmedu
profila oslobadanja peleta oblozenih suspendovanom i rastvorenom model
supstancom (f;=34.4) i izmedu peleta oblozenih praskom i rastvorenom model

supstancom (f,=32.5) ukazuju da se ovi profili oslobadanja ne mogu smatrati sli¢nim.
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Slika 30. Profili oslobadanja duloksetina iz peleta oblozenih lekovitom supstancom u
fosfatnom puferu pH 6.8 za pelete: proizvedene suvim oblaganjem (e), oblaganjem rastvorom
(A) 1 oblaganjem suspenzijom (m)

Figure 30. Release profiles of duloxetine from drug layered pellets in phosphate buffer pH
6.8: powder layered pellets (®), solution layered pellets( A ), suspension layered pellets (m)

Moze se zakljuciti da se pelete oblozene model supstancom sa zadovoljavajué¢im
oslobadanjem mogu izraditi tehnikom oblaganja praskom, oblaganjem rastvorom i
suspenzijom. Pelete proizvedene tehnikom suvog oblaganja imaju jako grubu
povrSinu §to moze kasnije da utiCe na fazu nanoSenja gastrorezistentnog filma.
Oblaganje peleta rastvorenom aktivnom supstancom zahteva vece koli¢ine polimera u
odnosu na druge dve tehnike $to produzava vreme trajanja procesa. S druge strane,
ova tehnika ne zahteva koriS¢enje aktivne supstance odredene i uske raspodele
veli¢ine Cestica §to je slucaj sa druge dve tehnike (Suhrenbrock i autori, 2011,
Pearchnob i Bodmeier, 2003).

3.3.2 Priprema peleta oblozenih izolacionom slojem

Sprecavanje kontakta model supstance 1 enterosolventnog polimera postize se
nanoSenjem izolacionog filma na pelete obloZzene duloksetin hidrohloridom.
Formulacijske razlike u izolacionim filmovima nanesenim na pelete oblozene model
supstancom poti¢u od razlika u proizvodnoj opremi koja je koriS¢ena za oblaganje.
Glavni problem prilikom oblaganja peleta izolacionom film suspenzijom u
konvencionalnom uredaju za oblaganje jeste aglomeracija peleta usled nacina na koji
se pelete krecu u uredaju. Iz tog razloga je u toj formulaciji koriS¢en nizi viskozitet
hidroksipropil metilceluloze, 3 cp. Formulacija koja je ukljucivala hidroksipropil

metilcelulozu 6 cp je dovodila da izraZzene aglomeracije peleta u toku procesa
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oblaganja. Kod procesa oblaganja peleta u uredajima sa fluidizirajuéim kretanjem
vazduha kretanje peleta u uredaju je znatno bolje nego u konvencionalnom uredaju za
oblaganje tako da prilikom oblaganje peleta izolacionim filmom u ovom uredaju
glavni problem nije bila aglomeracija peleta ve¢ staticko nalektrisanje peleta. Udeo
talka u formulaciji je morao da bude podignut na 200% u odnosu na nivo polimera da
bi se sprecilo prekomerno naclektrisanje peleta. Da bi dobijeni film imao bolje
mehanicke karakteristike koriS¢en je tip hidroksipropil metil celuloze viSeg
viskoziteta nego za oblaganje u konvencionalnom uredaju za oblaganje i to
hidroksipropil metilceluloza 6 cp. Slike sa opti¢kog i mikrografije sa skenirajuceg
elektronskog mikroskopa prikazane na Slici 31 pokazuju da je oblaganje izolacionim
slojem donelo manje poboljsanje u smislu oblika i glatko¢e povrSine peleta oblozenih
duloksetinom tehnikom suvog oblaganja, ali da nije u potpunosti moglo da smanji
nepravilnosti povrsine peleta koje poti¢u od faze suvog oblaganja (Slika 31).

Rezultati analize slike prikazani u Tabeli 14 su u skladu sa vizuelnim opaZanjima na
fotografijama i mikrografijama. Stepen izduzenosti peleta oblozenih prahom se nije
promenio nakon nanoSenja izolacionog sloja i dalje je iznosio 1.17, a sferi¢nost
projekcije 1 hrapavost su se povecale, sa 0.77 1 0.84 na 0.79 i1 0.88. Ove pelete su i
dalje imale loSije parametre oblika od peleta obloZenih rastvorom i suspenzijom koje
su nakon ove faze imale stepen izduzenosti 1.09 i 1.10, feri¢nost projekcije 0.91 i 0.90
i hrapavost 0.98 i 0.97. Standardna devijacija izmerenog pre¢nika peleta oblozenih
praskom se nakon faze nanoSenja izolacionog sloja smanjila sa 141.1 pm na 80.6 um
Sto ukazuje na uniformnij nanos izolacionog filma u odnosu na sloj sa aktivnom
supstancom. Standardna devijacija izmerenih precnika peleta oblozenih rastvorenim 1
suspendovanim duloksetin hidrohloridom imala je sli€éne vrednosti kao i1 nakon
nanoSenja sloja aktivne supstance i1 iznosila je 55.0 um za pelete obloZene

rastvorenom supstancom i 58.5 pm za pelete obloZene suspendovanom supstancom.
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e. f.

Slika 31. Slike peleta obloZenih izolacionim filmom sa opti¢kog mikroskopa - pelete
proizvedene tehnikom suvog oblaganja (a), oblaganjem suspenzijom (c), oblaganjem
rastvorom (e); SEM mikrografije izolovanih peleta proizvedenih tehnikom suvog oblaganja
(b), oblaganjem suspenzijom (d) i oblaganjem rastvorom (f)

Figure 31. Photographs of pellets coated by isolation layer made by optical microscope
produced by a) powder layering; c) solution layering; e) suspension layering; SEM
micrographs of pellets produced by b) powder layering; d) solution layering; f) suspension
layering
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Na Slici 32 se vidi da je iz svih ispitanih uzoraka postignuto potpuno oslobadanje
model supstance nakon 120 minuta u medijumu za ispitivanje brzine rastvaranja pH
vrednosti 6.8. Razlike u brzini oslobadanja u prvim tac¢kama izmedu peleta oblozenih
rastvorenim model supstancom, suspendovanim i praskastim duloksetin
hidrohloridom, porasle su i dovele do jo§ veéih razlika u obliku krive oslobadanja.
Tek nakon 45 minuta pelete obloZene rastvorenom model supstancom oslobode istu
koli¢inu duloksetina kao druge dve ispitane formulacije. Standardne devijacije za
pelete oblozene rastvorenim duloksetinom su veée nego za druge dve formulacije za
vremenske tacke 15, 20 i 30 minuta. Na osnovu izraunatog faktora sli¢nosti f, profili
oslobadanja peleta obloZenih suspendovanim duloksetin hidrohloridom i praskom se
mogu smatrati sliénim (f,=55.7), dok to nije slu¢aj sa peletama oblozenim
suspendovanim i rastvorenim duloksetin hidrohloridom (f,=25.5) i rastvorenim i

praskastim duloksetin hidrohloridom (f,=20.7).
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Slika 32. Uporedni profili oslobadanja peleta obloZenih izolacionim filmom: pelete obloZene
praskom (e), pelete oblozene rastvorom (A) i pelete oblozene suspendovanim duloksetin
hidrohloridom(m)

Figure 32. Comparative release profiles of isolation coated pellets: powder layered pellets (e),
solution layered pellets (A) and suspension layered pellets(m)

Uticaj izolacionog sloja na profil oslobadanja ocenjen je i1 raCunanjem faktora
slicnosti f, za pojedinacne formulacije nakon oblaganja aktivhom supstancom i
nakom oblaganja izolacionim slojem. Samo je za pelete oblozene praskom faktor
sli¢nosti za sloj aktivne supstance i izolacioni sloj ve¢i od 50 i iznosi 59.6. Izolacioni

sloj je usporio profil oslobadanja peleta oblozenih rastvorenim i suspendovanim
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duloksetin hidrohloridom toliko da viSe nije postojala sli¢nost izmedu peleta
oblozenih aktivnom supstancom i izolacionim slojem. Izracunata f, vrednost za pelete
oblozene rastvorenim duloksetin-hidrohloridom iznosila je 36.2, dok je za pelete

oblozene suspendovanim duloksetin-hidrohloridom iznosila 45.2.

3.3.3 Priprema peleta oblozenih gastrorezistentnim filmom

Mikrografije preseka peleta oblozenih gastrorezistentnim filmom sa skenirajuceg
elektronskog mikroskopa pokazuju tri sloja koji se medusobno tesko razlikuju i ¢ija
debljina varira u slucaju peleta oblozenih tehnikom suvog oblaganja i tri razlicita,
glatka, homogena sloja bez pora u slucaju peleta proizvedenih na opremi sa
fluidiziraju¢im kretanjem vazduha (Slika 33). Parametri povrSine i oblika peleta
izracunati pomocu softvera za analizu slika takode pokazuju da postoje velike razlike
u stepenu izduzenosti, sferi¢nosti projekcije i hrapavosti peleta proizvedenih
razli¢itim tehnikama.

Stepen izduzenosti peleta obloZenih suvim oblaganjem iznosio je 1.16 £ 0.07 i nije se
znacajno promenio u odnosu na fazu nanosenja izolacionog sloja kada mu je vrednost
bila 1.17 + 0.09. Isto vazi i za druge dve ispitane formulacije kod kojih stepen
izduzenosti nije znacajno promenjen u odnosu na fazu nanosenja izolacionog sloja i
iznosi 1.08 + 0.06 za pelete oblozene rastvorenim duloksetin hidrohloridom i 1.09
0.07 za pelete obloZene suspendovanim duloksetin hidrohloridom. Doslo je do manjeg
poboljSanja vrednosti parametra sferinost projekcije peleta obloZzenih praskom sa
0.79 £ 0.06 na 0.82 £ 0.05 i veceg poboljsanja vrednosti parametra hrapavost sa 0.88
na 95 + 0.01. Standardna devijacija izmerenog precnika peleta obloZenih praskom se
usled neuniformnog nanosenja gastrorezistentnog filma povec¢ala na 151.7 um tako da
je nakon ove faze viSe nego dvostruko veca od standardne devijacije izmerenog
precnika peleta obloZenih rastvorenim duloksetin hidrohloridom (69.5 pm) 1

suspendovanim duloksetin hidrohloridom (60.9 um).
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Slika 33. Slike peleta oblozenih gastrorezistentnim filmom sa opti¢kog mikroskopa - pelete
proizvedene tehnikom suvog oblaganja (a), oblaganjem model supstancom iz suspenzije (c),
oblaganjem model supstancom iz rastvora (e); SEM mikrografije GR peleta proizvedenih
tehnikom suvog oblaganja (b) i oblaganjem rasprsivanjem suspenzije za oblaganje (d)

Figure 33. Photographs of enteric-coated pellets made by optical microscope produced by a)
powder layering; c) solution layering; e) suspension layering; SEM micrographs of pellets
produced by b) powder layering; d) suspension layering

84



Oblaganje gastrorezistentnim filmom u konvencionalnom uredaju za oblaganje i u
uredaju sa fluidiziraju¢im kretanjem vazduha nije moglo da bude izvedeno sa istim
nanosom gastrorezistentnog filma. Za postizanje gastrorezistencije od 1.97%
duloksetina oslobodenog iz peleta proizvedenih suvim oblaganjem nakon 2 sata u
medijumu za ispitivanje brzine rastvaranja pH vrednosti 1.2, bilo je potrebno naneti
61% nanosa gastrorezistentnog filma, odnosno oko 35% nanosa polimera u odnosu na
masu izolovanih peleta. Ovi rezultati su uporedivi sa rezultatima koje su objavili
Obara i autori (1999) koji su optimizovali formulaciju sa hipromeloza acetat
sukcinatom za suvo oblaganje peleta pankreatina u centrifugalnom granulatoru i
uredaju sa fluidiziraju¢im kretanjem vazduha 1 zakljucili da je potrebno 30% nanosa
gastrorezistentnog polimera da bi se obezbedila gastrorezistencija od 1.2% aktivne
supstance oslobodene u kiseloj fazi testa za ispitivanje brzine rastvaranja. Za
postizanje sli¢ne gastrorezistencije, u nasim eksperimentima je bilo potrebno da nanos
gastrorezistentnog filma bude 20% visi kada se film nanosi tehnikom suvog oblaganja
nego kad se nanosi raspSivanjem suspenzije za oblaganje. Cak i tada je
gastrorezistencija peleta proizvedenih u uredaju sa fluidiziraju¢im kretanjem vazduha
bolja jer svi uzorci obloZeni tehnikom rasprSivanja film suspenzije oslobode manje od
0.20% duloksetina u kiseloj fazi testa ispitivanja brzine rastvaranja. Uzrok ovome
moze da bude relativno visoka temperatura staklastog prelaza (Tg) hipromeloza acetat
sukcinata od 113°C + 2 °C (Chen i autori, 2009) jer polimeri sa viSom Ty zahtevaju
veci nanos kada se nanose u suvoj formi nego kada se nanose u vidu disperzije. Drugi
razlog lo$ije gastrorezistencije peleta kod kojih je enterosolventni film nanesen suvim
oblaganjem je sama tehnika oblaganja usled koje je nanos filma neuniforman te film
ne moze izdrzi izlaganje kiseloj sredini u trajanju od dva sata (Pearnchob i Bodmeier,
2003). Neravna povrSina peleta dobijena suvim oblaganjem u fazi nanoSenja
duloksetin hidrohlorida i enterosolventnog filma dovodi do neuniformne debljine
filma tako da je potreban veci nanos da bi se postigla zahtevana debljina filma duz
cele povrSine peleta. Da bi se to proverilo, pelete proizvedene u konvencionalnom
uredaju za oblaganje su oblozene gastrorezistentnim filmom u uredaju sa
fluidiziraju¢im kretanjem vazduha sa istim sastavom i nanosom filma kao u ostalim
Sarzama proizvedenim u ovoj opremi. Promenom tehnike oblaganja
gastrorezistentnim filmom je uprkos neravnoj povrsini peleta bio dovoljan manji
nanos (40%) za postizanje gastrorezistencije od 0.1%. Ovi zakljucci su u skladu sa

rezultatima koje su objavili Nastruzzi i autori (2000) koji su proizveli pelete oblozene
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ibuprofenom tehnikom suvog oblaganja i potom ih oblozili gastrorezistentnim filmom
raspiivanjem suspenzije za oblaganje na bazi Eudragit®-a L30D-55. Uprkos hrapavoj
i nejednakoj povsini peleta oblozenih model supstancom tehnikom suvog oblaganja,
gastrorezistentne pelete su imale vreme dezintegracije duze od tri sata u 0.1M
rastvoru hlorovodonic¢ne kiseline.

Profili oslobadanja lekovite supstance iz peleta u fazi testa ispitivanja brzine
rastvaranja koji se izvodi u medijumu pH vrednosti 6.8 su prikazani na Slici 34.
Razli¢iti uzorci imaju krive oslobadanja razli¢itog oblika. Visi nanos
gastrorezistentnog filma i prisustvo ricinusovog ulja u formulaciji dovodi do sporijeg
oslobadanja lekovite supstance u fosfatnom puferu pH 6.8. Preliminarne probe suvog
nanos$enja enterosolventnog filma su izvedene u skladu sa preporukama proizvodaca
enterosolventnog polimera tako da je tenost za plastifikaciju sadrzala samo trietil
citrat koji je imao ulogu plastifikatora i ulje ricinusa koje je imalo ulogu promotera
adhezije. Koncentrovani etanol i polisorbat 80 su u formulaciju ukljuceni kasnije da
smanje lepljivost teCnosti i da povecaju brzinu rastvaranja lekovite supstance.
Medutim, ¢ak i sa tim formulacijskim promenama profil brzine rastvaranja peleta
proizvedenih tehnikom suvog oblaganja je u fosfatnom puferu pH 6.8 sporiji u odnosu
na probe u kojima je gastrorezistentni film nanesen rasprSivanjem rastvorenog

polimera na pelete.
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oslobadjanje lekovite supstance (%)

0 5 10 15 20 30 45 60 90 105 120
vreme (min)

Slika 34. Profili oslobadanja dulosketina iz gastrorezistentnih peleta u fosfathom puferu pH
6.8, pelete oblozene suvim oblaganjem(e), pelete oblozene rastvorenim duloksetin
hidrohloridom (A) pelete oblozene suspendovanim duloksetin hidrohloridom(m), pelete
oblozene praskom i rasprSivanjem gastrorezistentne suspenzije za oblaganje (#)
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Figure 34. Release profiles of duloxetine from enteric-coated pellets in phosphate buffer pH
6.8: powder layered pellets (e), solution layered pellets (A) suspension layered pellets m),
powder layered pellets spray coated with enteric-caoting (¢)

Pelete oblozene model supstancom tehnikom suvog oblaganja i gastrorezistentnim
filmom u uredaju sa fludiziraju¢im kretanjem vazduha nisu imale potpuno
oslobadanje, odnosno 88% model supstance oslobodeno je nakon dva sata u
fosfatnom puferu. Usled manje debljine gastrorezistentnog filma brzina rastvaranja
lekovite supstance iz ovih peleta je do Cetrdesetpetog minuta testa veca nego u slucaju
peleta obloZenih gastrorezistentnim filmom tehnikom suvog oblaganja. Imajuéi u vidu
da je oslobadanje iz peleta oblozenih samo lekovitom supstancom, i peleta oblozenih i
izolacionim slojem bilo kompletno, moze se zakljuciti da formulacija i debljina
(nanos) gastrorezistentnog filma treba da se optimizuju da bi se postiglo potpuno
oslobadanje iz peleta koje su dobijene oblaganjem aktivnom supstancom tehnikom
suvog oblaganja, a u fazi oblaganja gastrorezistentnim filmom tehnikom rasprsivanja
suspenzije za oblaganje. Dalje, dokazano je da je gastrorezistentni film nanesen na
pelete tehnikom suvog oblaganja u kiseloj fazi testa ispitivanja brzine rastvaranja
permeabilniji od filma Kkoji je na pelete nanesen rasprsivanjem suspenzije za oblaganje
I za Kkoji je bio dovoljan nizi nanos za postizanje sli¢ne gastrorezistencije. Terebesi i
Bodmeier (2003) su zakljucili da je za postizanje funkcionalnosti filmova na bazi
Eudragit-a® RS, etil celuloze i Selaka potreban veci nanos, ako se filmovi na pelete
nanose tehnikom suvog oblaganja.

Pelete obloZene rastvorenom 1 suspendovanom model supstancom imaju profile
oslobadanja koji prate profile oslobadana izolovanih peleta, ali su od njih sporiji.
Brzina oslobadanja iz peleta oblozenih model supstancom iz suspenzije je veca u
prvim tackama profila. Uzrok tome moze biti manja debljina gastrorezistentnog filma
ovih peleta i manji pre¢nik ovih peleta zbog ¢ega one imaju vecu kontaktnu povrSinu
sa medijumom za ispitivanje brzine rastvaranja. Posle Cetrdesetpetog minuta koli¢ina
model supstance koja je oslobodena iz peleta obloZenih lekovitom supstancom iz
rastvora, veca je od peleta obloZzenih model supstancom iz suspenzije. Pretpostavlja se
da je to posledica prisustva amorfnog oblika lekovite supstance u peletama oblozenim
rastvorenom supstancom. Oblik krive brzine rastvaranja lekovite supstance ne zavisi
samo od karakteristika gastrorezistentnog filma, ve¢ i od slojeva ispod njega. Na

osnovu izracunatih vrednosti f; nijedan par profila oslobadanja ne moZe se smatrati
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slicnim jer je izraCunati faktor sli¢nosti f, za pelete oblozene rastvorenim i
suspendovanim duloksetin hidrohloridom 32.5, za pelete obloZene suspendovanom i
praskastom lekovitom supstancom 35.3, a 46.3 za pelete obloZzene model supstancom
iz rastvora i tehnikom suvog oblaganja.

Poredenjem profila oslobadanja gastrorezistentnih peleta 1 iste probe peleta oblozene
izolacionim slojem zakljuCuje se da je u svim ispitanim probama gastrorezistentni
film usporio oslobadanje duloksetina u fosfatnom puferu pH 6.8 toliko da je
izraCunati faktor sli¢nosti f, za sve ispitane formulacije nizi od 50 i za pelete oblozene
suvim oblaganjem iznosi 18.9, za pelete obloZzene rastvorenim duloksetin
hidrohloridom iznosi 42.5, a za pelete oblozene suspendovanim duloksetin

hidrohloridom iznosi 32.3.

3.3.4 Dugoroc¢na stabilnost gastrorezistentnih peleta

Dugorocna stabilnost gastrorezistentnih peleta je procenjena na osnovu rezultata

necisto¢a duloksetina nakon ¢uvanja peleta u ambijentalnim uslovima nakon 12, 24 i

36 meseci (Tabela 15).

Tabela 15. Rezultati ne¢isto¢a duloksetina u gastrorezistentnim peletama nakon
cuvanja 12, 24 i 36 meseci u ambijentalnim uslovima

Table 15. Levels of impurities of duloxetine in enteric-coated pellets after 12, 24 and
36 months of storage in ambient conditions

Pelete oblozene suvim Pelete oblozene rastvorom Pelete oblozene suspenzijom
oblaganjem
12mes. 24mes. 36mes. 12mes. 24mes. 36mes. 12mes. 24 mes. 36 mes.

Il‘ﬂeéis“’éa 003%  0.04%  006%  0.09%  017%  057%  0.04%  005%  0.06%
g{?é‘“"ca 001%  0.02%  006%  ND® ND ND 001%  ND 0.06%
gﬂ“‘“"ca 007%  0.08%  008%  006%  007%  006%  0.08%  008%  0.13%
I;ﬂ“‘s“’ca ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Bilo koja

nepoznata 003%  005%  004%  008%  011%  011%  005%  007%  0.06%
Ukupne

Lo 0.14%  019%  0.30%  023%  035%  109%  0.8%  020%  0.37%

& Netisto¢al:1-naftol

b Negistoca 2: 4-[-Metil[(3S)-3-(1-naftaleniloksi)-3-(2-tienil)propilJamino]-4-oksobutanoi¢na kiselina
¢ Negistoéa 3: (3S)-N-metil-3-(naftalen-1-iloksi)-3-(tiofen-3-il)propan-1-amin

Y Negistoéa 4: (S)-(+)-N,N-Dimetil-3-(1-naftiloksi)-3-(2-tienil)propanamin 2-hidroksi-sukcinat

*Nije detektovana

2 Impurity1:1-naphthol

Y |mpurity 2: 4-[-Methyl[(3S)-3-(1-naphtalenyloxy)-3-(2-thienyl)propylJamino]-4-oxobutanoic acid

¢ Impurity 3: (3S)-N-methyl-3-(naphthalen-1-yloxy)-3-(thiophen-3-yl)propan-1-amine

¢ Impurity 4: (S)-(+)-N,N-Dimethyl-3-(1-naphthyloxy)-3-(2-thienyl)propanamine 2-hydroxy-succinate
*Not detected
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Necistoca koja je proizvod reakcije model supstance i gastrorezistentnog polimera
nije uopste detektovana ili je prisutna u vrlo niskim koncentracijama u svim ispitanim
uzorcima. To ukazuje na izostanak hemijske reakcije izmedu model supstance i
gastrorezistentnog polimera na osnovu ¢ega mozemo da zaklju¢imo da izolacioni sloj
efikasno sprecava kontakt ovih inkompatibilnih supstanci. Necisto¢a 1 je u nesto
vecoj koncentraciji prisutna u uzorcima peleta na koje je model supstanca nanesena iz
rastvora u taCkama 12 meseci 1 24 meseca dok je iznad gornje specificirane granice od
0.2 % u tacki 36 meseci.

Odredene koncentracije procesne necisto¢e 3 su slicne i niske u svim ispitanim
uzorcima. Ostale procesne necisto¢e nisu uopste detektovane ni u jednom testiranom
uzorku. Koncentracija neidentifikovane necistoce je bila najvisa u peletama na koje je
model supstanca nanesena iz rastvora, dok su koncentracije ove necistoce bile nize i
slicne u ostalim uzorcima. U tacki 36 meseci, koncentracija ukupnih necisto¢a u
gastrorezistentnim peletama se kretala od 0.30% u peletama proizvedenim tehnikom
suvog oblaganja i 0.37% u peletama proizvedenih oblaganjem iz suspenzije do 1.09%
u peletama obloZenih model supstancom iz rastvora.

Grani¢ne vrednosti koncentracija necistoa za prijavljivanje i kvalifikaciju su
izraCunate prema vodicu Medunarodne konferencije za harmonizaciju Q3B (ICH,
2006). Na osnovu maksimalne dnevne doze od 120 mg proizvoda izraCunata je
granica od 0.2% za specificirane identifikovane (poznate) necistoce. Na osnovu iste
maksimalne dnevne doze izraCunat je 1 limit od 0.2% za neidentifikovane (nepoznate)
necistoce. Rezultati srodnih supstanci dobijenih u toku ispitivanja stabilnosti ukazuju
da je hemijska stabilnost peleta oblozenih rastvorenom model supstancom losija od
druge dve ispitane formulacije tako da je nakon 36 meseci u ovoj formulaciji srodna
supstanca 1-naftol porasla iznad gornje granice postavljene na osnovu ICH preporuka.
Ove razlike u stabilnosti se mogu objasniti razlikama u kristalnoj formi model
supstance u ispitanim formulacijama koje su potvrdene analizama diferencijalne
skeniraju¢e kalorimetrije u drugoj fazi istrazivanja. Formulacije u kojima je model
supstanca zadrzala svoj kristalni oblik imaju zadovoljavaju¢u hemijsku stabilnost dok
se formulacija koja sadrzi amorfnu fazu model supstance pokazala manje stabilnom
usled znacajnog porasta srodne supstance koja je proizvod hidrolize. Zna se da
amorfne supstance pokazuju vecu reaktivnost usled vece pokretljivosti molekula i da

u vec¢oj meri adsorbuju vodu prisutnu u formulaciji. Adsorbovana voda se rasporeduje
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u amorfnoj supstanci i snizava joj Tg te tako dodatno povecava njenu reaktivnost i
ucestvuje u hemijskim reakcijama ne samo kao reaktant (u reakcijama hidrolize 1

oksidacije na primer) ve¢ i kao plastifikator (Ahlneck i Zografi, 1990; Gerhardt, 2009)

U prvom delu istrazivanja je dokazano da gastrorezistentne pelete model supstance
mogu biti izradene razliCitim tehnikama oblaganja. Pelete oblozene model
supstancom je moguce proizvesti suvim oblaganjem, oblaganjem iz rastvora i iz
suspenzije. Svim isprobanim tehnikama proizvodnje peleta bilo je moguce proizvesti
pelete koje odgovaraju ciljnom profilu kvaliteta proizvoda u smislu, ali postoje bitne
razlike u formulacijskim karakteristikama 1 karakteristikama povrSine proizvedenih
peleta na osnovu kojih je moguée odabrati tehniku izbora. Pelete oblozene aktivhom
supstancom tehnikom suvog oblaganja imaju vrlo neravnu povrsinu §to ih ¢ini manje
pogodnim za dalje oblaganje funkcionalnim filmom. lIzolacioni sloj je nanesen na sve
tri vrste peleta oblozenih model supstancom tehnikom rasprSivanja suspenzije za
oblaganje. Njena efikasnost u sprecavanju kontakta izmedu model supstance i
gastrorezistentnog polimera je potvrdena na osnovu rezultata studije stabilnosti u
periodu od 36 meseci u ambijentalnim uslovima. Gastrorezistencija peleta je mogla
biti postignuta oblaganjem peleta tehnikom suvog oblaganja gastrorezistentnim
filmom 1 oblaganjem peleta rasprSivanjem suspenzije za oblaganje. Film dobijen
suvim oblaganjem se u Kkiseloj fazi testa ispitivanja brzine rastvaranja pokazao
permeabilnijim od filma dobijenog oblaganjem rasprsivanjem film suspenzije te ova
tehnika zahteva vec¢i nanos gastrorezistentnog filma za postizanje gastrorezistencije.
Profil oslobadanja enterosolventnih peleta u najvec¢oj meri zavisi od formulacije
gastrorezistentnog filma, ali i slojevi ispod njega imaju uticaj. Obe tehnike nanoSenja
gastrorezistentnog filma omogucavaju potpuno oslobadanje model supstance u
fosfatnom puferu ¢ija je pH vrednost 6.8 tako da zadovoljavaju kriterijum za
ispitivanje brzine rastvaranja od ne manje od 75%(Q) nakon 60 minuta. Ni jedan par
ispitanih formulacija gastrorezistentnih peleta nema sli¢ne profile oslobadanja jer je
izraCunati faktor slicnosti f; za pelete oblozene rastvorenim i suspendovanim
duloksetin hidrohloridom 32.5, za pelete obloZene suspendovanom i praSkastom
lekovitom supstancom 35.3, a 46.3 za pelete obloZene model supstancom iz rastvora i
tehnikom suvog oblaganja.

Rezultati ispitivanja stabilnosti sve tri formulacije na ambijentalnim uslovima

pokazali su da postoje razlike u fizickohemijskoj stabilnosti formulacija. U peletama
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proizvedenim oblaganjem rastvorenom model supstancom, proizvod hidrolize, 1-
naftol, porastao je iznad gornje granice koja je dozvoljena prema ICH smernici Q3B.

1z daljih eksperimenata je iskljuc¢ena tehnika suvog oblaganja aktivnom supstancom i
gastrorezistentnim filmom jer se pokazala pokazala suviSe zahtevnom i manje
robusnom od druge dve ispitane tehnike i jer nudi manje moguc¢nosti (fleksibilnosti) u

razvoju proizvoda.
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4.0 Drugi deo istrazivanja

4.1 Uvod

Oblaganje peleta tehnikama rasprsivanja rastvorene i suspendovane model supstance
u uredaju sa fluidiziraju¢im kretanjem vazduha daje glatke, sfericne pelete pogodne za
dalje oblaganja te su ove tehnike odabrane za optimizaciju u drugom delu istrazivanja.

Ciljevi drugog dela istrazivanja su bili sledeci:

odabir optimalne tehnike za nanosenje model supstance na inaktivne pelete od

dve ispitane tehnike: oblaganje rastvorenom i suspendovanom aktivnom

supstancom

- odredivanje odgovarajué¢eg vezivnog sredstva kao i optimalne koncentracije
vezivnog sredstva, lubrikansa i suvih supstanci u tecnosti za oblaganje peleta

- odredivanje optimalnih parametara procesa oblaganja

- koriS¢enjem eksperimentalnog dizajna objasniti statisticki interakcije model

supstance, ekscipijenasa i procesnih parametara

4.1.1 Ciljani profil kvaliteta meduproizvoda

Ciljani profil kvaliteta medurpoizvoda (peleta oblozenih aktivnom supstancom)
prikazan je u Tabeli 16. Definisan je na oshovu ciljanog profila kvaliteta
gastrorezistentnih peleta datih u Tabeli 5.

Tabela 16. Ciljani profil kvaliteta meduproizvoda peleta oblozenih aktivnom

supstancom

Table 16. Quality target product profile of drug layered pellets

Elementi kvaliteta Cilj

Meduproizvod Pelete oblozene aktivnom supstancom

Profil oslobadanja leka Ne manje od 90% deklarisanog sadrzaja

duloksetina se oslobodi za 60 minuta u
fosfatnom puferu pH 6.8.*
Koncentracija leka 31.0 mg duloksetina/100 mg peleta + 10 %

! Specifikacija je postavljena tako da gastrorezistentne pelete ispune zahtev za oslobadanje
lekovite supstance iz USP 36

’Ciljna koncentracija leka je definisana tako da doza od 60 mg moze da se napuni u kapsule
veli¢ine 1, doza 40 mg u kapsule veli¢ine 2, doza 30 mg u kapsule veli¢ine 3, a doza 20 mg u
kapsule veli¢ine 4

! Dissolution specification is set in order to ensure complience of enteric-coated pellets with
the dissolution specification given in USP 36

2 Assay of duloxetine is specified so as to enable filling of 60 mg dose to capsules size 1, 40
mg dose to capsules size 2, 30 mg dose to capsules size 3, 20 mg dose to capsules size 4.
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4.1.2 Kriti¢ni atributi kvaliteta meduproizvoda

Tabela 17 sumira atribute kvaliteta meduproizvoda peleta oblozenih slojem duloksetin
hidrohlorida. Kriticni atributi kvaliteta peleta oblozenih slojem model supstance su:
precnik peleta, identifikacija aktivne supstance, sadrzaj i ujednaCenost sadrzaja
duloksetin hidrohlorida, brzina rastvaranja lekovite supstance, zaostali rastvaraci,
gubitak susenjem, hemijska stabilnost i mikrobioloski kvalitet. Posto je u prvom delu
istrazivanja pokazano da je sa obe tehnike oblaganja moguce proizvesti proizvod sa
potrebnim sadrzajem aktivne supstance 1 sa oslobadanjem koje odgovara
farmakopejskim zahtevima, zakljuceno je da se u ovom delu istrazivanja treba
fokusirati na optimizaciju formulacije i procesnih parametara tako da se dobije §to
efikasniji proces proizvodnje, odnosno $to veéi koristan prinos. U tom smisli izvrSena
je analiza rizika uticaja ekscipijenasa u formulaciji kao i parametara proizvodnog
procesa na kriti¢ne atribute kvaliteta meduproizvoda i dato je obrazlozenje za odabir

ekscipijenasa i opsega procesnih parametara.
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Tabela 17. Kriti¢ni atributi kvaliteta meduproizvoda peleta obloZenih model supstancom

Table 17. Critical quality attributes of drug layered pellets

Atribut kvaliteta Cilj Kriti¢nost ~ Opravdanost

Izgled peleta Bele do skoro bele pelete Ne Nije direktno povezan sa bezbednoscu i efikasnoscu leka

Velicina peleta <l.Imm Da Obezbedivanje pre¢nika manjeg od 2 mm nakon nanoSenja svih slojeva

Identifikacija Pozitivna na lekovitu supstancu Da* Kriticna za bezbednost i efikasnost, ali se moze efikasno kontrolisati u

zavrs$noj kontroli.

Sadrzaj 90% - 110% u odnosu na deklarisanu Da Varijabilnost sadrzaja utiCe na bezbednost i efikasnost. Formulacijski i
vrednost procesni paramteri mogu da uticu na sadrzaj.

Ujednacenost 90% - 110%, RSD < 5% Da Varijabilnost u ujednaCenosti sadrZaja utiCe na bezbednost i efikasnost.

sadrzaja Formulacijski i procesni parametri mogu uticati na ovaj atribut.

Brzina  rastvaranja ne manje od 90% deklarisanog Da Specificirano oslobadanje duloksetina omoguéava da se nakon nanoSenja

lekovite supstance sadrzaja duloksetina se oslobodi za izolacionog i gastrorezistentnog sloja obezbedi oslobadanje od ne manje od
60 minuta u fosfatnom puferu pH 6.8 75%(Q) za 60 minuta u fosfatnom puferu pH 6.8

Hemijska stabilnost ~ Nivo degradacionih proizvoda u Da Degradacioni proizvodi mogu da uti¢u na bezbednost i efikasnost te moraju
skladu sa oficinalnim/ICH zahtevima biti kontrolisani. Formulacijske i procesne promenljive mogu da uti¢u na ovaj

atribut kvaliteta.

Rezidualni rastvarac¢i  Nivoi rezidualnih rastvaraca u skladu Da Rezidualni rastvara¢i mogu da uticu na bezbednost. Moraju se pratiti i
sa ICH limitima kontrolisati.

Gubitak suSenjem Pratiti Da Sadrzaj vlage moze uticati na degradaciju u lekovitom proizvodu

Mikrobioloski U skladu sa EP 2.6.12 i EP 2.6.13 Da* NeusaglaSenost sa specifikacijom moze da utiCe na bezbednost. Rizik od

kvalitet mikrobioloskog rasta je mali kod ¢vrstih doziranih oblika.

*Formulacijske i procesne karakteristike ne uti¢u na ove kriti¢ne atribute kvaliteta te se oni nece razmatrati iako su vazni elementi kvaliteta
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4.1.3 Analiza rizika uticaja ekscipijenasa na efikasnost procesa i
koristan prinos

U Tabeli 18 prikazana je analiza rizika uticaja ekscipijenasa na atribute kvaliteta
meduproizvoda, uzimaju¢i u obzir potencijalni uticaj osobina ekscipijenasa na

efikasnost procesa i koristan prinos.

Tabela 18. Analiza rizika uticaja ekscipijenasa na atribute kvaliteta peleta oblozenih
aktivnom supstancom

Table 18. Risk analysis for critical quality attributes of drug layered pellets with
respect to quality of excipients used

Rizik KAK Tezina Verovatno¢a  Ocena rizika
Rastvarac Sadrzaj 1 1 L
Ujednacenost sadrzaja 1 1 L
Brzina rastvaranja 1 1 L
Hemijska stabilnost 4 3 H
Vezivno sredstvo Sadrzaj 2 2 M
Ujednacenost sadrzaja 3 1 L
Brzina rastvaranja 2 1 L
Hemijska stabilnost 1 1 L
Lubrikans Sadrzaj 2 2 M
Ujednacenost sadrzaja 1 1 L
Brzina rastvaranja 1 1 L
Hemijska stabilnost 1 1 L

KAK - kriti¢ni atribut kvaliteta; L - nizak nivo rizika; M - srednji nivo rizika; H — visok nivo
[3\‘:2— critical quality attribute; L — low risk level; M — medium risk level; H- high risk level

Rastvara¢ moZe da uti¢e na hemijsku stabilnost preparata zbog mogucénosti promene
kristalnog oblika lekovite supstance i potencijala za nastanak manje stabilnih formi.
Viskozitet vezivnog sredstva moze imati uticaj na sadrzaj lekovite supstance jer
vezivno sredstvo suviSe niskog viskoziteta moze imati nedovoljnu mo¢ vezivanja te
dovesti do sadrzaja lekovite supstance ispod donje specificirane granice. Suprotno,
ako je viskozitet vezivnog sredstva preveliki moZe do¢i do stvaranja aglomerata u
toku procesa oblaganja Sto potencijalno moze ugroziti uniformnost sadrzaja aktivne
supstance. Preveliki viskozitet vezivnog sredstva moze imati 1 negativan uticaj na
brzinu oslobadanja model supstance. Lubrikans u formulaciji moZe imati povoljan
uticaj na koristan prinos usled smanjenja adhezivnosti filma, odnosno aglomeracije u
toku procesa oblaganja, ali moze ukoliko je prisutan u prevelikoj koncentraciji toliko
da smanji adhezivnost filma da sadrzaj aktivne supstance bude ispod donje

specificirane granice.
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4.1.4 Odabir ekscipijenasa

U funkciji vezivnog sredstva ispitana je hidroksipropil metilceluloza viskoziteta 3 cp i
6 cp zato $to je rastvorna u rastvaracima koji se koriste u planiranim eksperimentima i
zato Sto ne postoje literaturni podaci o primeni ovih tipova hidroksipropil
metilceluloze zajedno sa duloksetin hidrohloridom. Hidroksipropil metilceluloza 3 cp,
pri istoj koncentraciji, daje rastvore nizeg viskoziteta od tipa 6 cp Sto omogucava
pripremu koncentrovanijih rastvora 1 skracuje trajanje procesa oblaganja.
Hidroksipropil metil celuloza 6 cp daje mehanicki jace filmove od tipa 3 cp. Talk je
najSire primenjivani lubrikans te je zato odabran da bude ukljucen u ispitivane
formulacije. Koncentracije ekscipijenasa koje su ispitane u ovom delu istrazivanja
odabrane su na osnovu literaturnih podataka i prethodnog znanja (Obara i Kokubo,
2008; Kallai i autori, 2010).

Rastvaraci koji su ispitani u ovoj fazi su voda (V) i smesa vode i izopropanola (IPA) u
odnosu 1:1. Duloksetin hidrohlorid je suspendovan u te¢nosti za oblaganje ako se kao
rastvaraC koristi voda, a rastvorena je ako se koristi smeSa vode i izopropanola
(European Pharmacopeia, 2010; Kolatkar i Zisman, 2007). Voda je rastvara¢ izbora
zbog prednosti koje ima u odnosu na izopropanol u smislu zagadenja Zivotne sredine 1
cene. Prednost koriS¢enja smeSe vode i izopropanola se sastoji u tome da u slucaju
kada je model supstanca rastvorena veli¢ina Cestica ne mora da se kontroliSe i uzima u

obzir prilikom nabavke sirovine.
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4.1.5 Analiza rizika za procesne parametre oblaganja peleta model
supstancom

Analiza rizika za kriti¢ne atribute kvaliteta peleta obloZenih aktivnom supstancom u
odnosu na parametre proizvodnog procesa prikazana je u Tabeli 19.

Tabela 19. Analiza rizika za kriti¢ne atribute kvaliteta u odnosu na procesne
parametre oblaganja inaktivnih peleta duloksetin hidrohloridom

Table 19. Risk analysis for critical quality attributes of drug layered pellets with
respect to parameters of drug layering process

Rizik KAK Tezina Verovatnoca  Ocena rizika
Protok ulaznog Sadrzaj 2 3 M
vazduha Ujednacenost sadrzaja 1 1 L
Brzina rastvaranja 1 1 L
Hemijska stabilnost 2 3 M
Temperatura Sadrzaj 1 1 M
proizvoda Ujednacenost sadrzaja 3 1 L
Brzina rastvaranja 1 1 M
Hemijska stabilnost 3 2 M
Brzina pumpe Sadrzaj 2 1 L
Ujednacenost sadrzaja 3 3 M
Brzina rastvaranja 1 1 L
Hemijska stabilnost 4 2 H

KAK - kriti¢ni atribut kvaliteta; L - nizak nivo rizika; M - srednji nivo rizika; H — visok nivo
%Olﬁl— critical quality attribute; L — low risk level; M — medium risk level; H — high risk level
Protok ulaznog vazduha mozZe imati uticaja na sadrzaj model supstance jer pri suvise
velikom protoku moze do¢i do gubitka proizvoda, a sa druge strane pri suviSe malom
protoku suSenje proizvoda mozZe biti nedovoljno Sto moze da izazozove probleme sa
hemijskom stabilno$¢u proizvoda. Suvise niska temperatura proizvoda u toku procesa
oblaganja moZe dovesti do aglomeracije i problema sa uniformno$¢u sadrzaja kao i1 do
problema sa hemijskom stabilnoS¢u proizvoda. SuviSe visoka brzina pumpe moze
dovesti do aglomeracije peleta kao i do problema sa stabilno$¢u zbog suvise velike
vlage u proizvodu. Opsezi procesnih parametara koji su ispitani u fazi skrininga su
odabrani tako da se proces usmeri u cilju postizanja maksimalne efikasnosti za
najkra¢e vreme. Nizi nivo protoka ulaznog vazduha dovoljan je tek da obezbedi
fluidizaciju proizvoda, a vi$i nivo je nesto nizi od protoka vazduha pri kom dolazi do
zaostajanja proizvoda u filterima. Opsezi za temperaturu proizvoda u toku procesa
kao i protok suspenzije su odabrani na osnovu prethodnog iskustva i literaturnih

podataka (Shravani i autori, 2011).
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4.2 Materijali i metode
4.2.1 Materijali

Duloksetin hidrohlorid veli¢ine ¢estica d(90) < 10 um (JiuZhou, Kina), inaktivne
pelete od saharoze i skroba, veli¢ine 20 — 25 mesh (JRS Pharma, Nemacka),
hidroksipropil metilceluloza (HPMC) 3 cp (Taian Ruitai Cellulose Co. Ltd., Kina),
HPMC 6 cp (Dow Chemical Company, SAD), talk (Imerys Talc, Italija) i izopropanol
(Brenntag-CEE, Austrija) su kori$¢eni u eksperimentima. Svi ostali reagensi su bili

analitickog kvaliteta.

4.2.2 Metode

4.2.2.1 Priprema peleta oblozenih model supstancom

Svi eksperimenti su izvedeni na laboratorijskoj opremi. Tecnosti za oblaganje u
kojima je duloksetin hidrohlorid rastvoren su pripremljene prema sledecoj proceduri:
1. rastvaranje polimera u vodi, 2. dodavanje izopropanola, 3. rastvaranje duloksetin
hidrohlorida, 4. dodavanje talka u suspenziji pripremljenoj pomo¢u homogenizatora
Ultra Turrax® T-25 (Ika-Werke, Nemadka). Tecnosti za oblaganje u kojoj je model
supstanca suspendovana su pripremljene prema sledecoj proceduri: 1. rastvaranje
polimera u vodi, 2. suspendovanje model supstance ili model supstance i talka i
homogenizacija pomoéu homogenizatora Ultra-Turrax® T-25 u trajanju od 1 — 2
minuta. Oblaganje peleta je izvrSeno na uredaju sa fluidizirajué¢im kretanjem vazduha
Glatt GPCG-2 (Glatt GmbH, Nemacka) u konfiguraciji sa Wurster kolonom i
mlaznicom za rasprSivanje veli¢ine otvora 1.2 mm postavljenoj na dnu uredaja. Svi
eksperimenti su izvedeni sa 700 g inaktivnih peleta. Ciljani sadrzaj model supstance
je u fazi screening-a bio 5 %, a u fazi optimizacije je bio 10%. Procesni parametri su
postavljeni u skladu sa zahtevima za pojedinacne eksperimente u frakcionom
faktorijalnom i centralnom kompozitnom planu eksperimenata. Brzina pumpe je
podesena tako da se postigne Zeljeni protok tecnosti za oblaganje. Pritisak atomizacije
je u svim eksperimentima bio 2.0 bar. ObloZene pelete su suSene 5 minuta na protoku

ulaznog vazduha od 40 m*h i temperaturi ulaznog vazduha od 55°C
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4.2.2.2 Kvantifikovanje efikasnosti procesa oblaganja i korisnog prinosa

Oblozene pelete su razdvojene u tri frakcije sitanom analizom uz kori$éenje sita od
710 um i 1000 um i uredaja "KS 500" (lka-Werke, Nemacka) koristec¢i 300 oscilacija
u minuti u trajanju od 3 minuta. Cestice model susptance i ekscipijenasa manje od 710
um koje nisu vezane za povrSinu peleta se ne uzimaju u obzir prilikom preracuna
efikasnosti procesa oblaganja. Efikasnost procesa (CE) je racunata prema formuli g, u
kojoj se realno postignut nanos filma, wg,, deli sa teoretskim nanosom, wg;, i mnozi
sa 100 (Suhrenbrock i autori, 2011):

CE(%) = wg, - 100 (20)
W0
Frakcija peleta koja je prosla kroz sito 1000 um, a zadrzala se na situ 710 pm je
oznatena kao koristan prinos. Cestice koje su se zadrzale na situ 1000 pm su

aglomerati.

4.2.2.3 Viskozitet tecnosti za oblaganje

Viskozitet tecnosti za oblaganje je meren na temperaturi od 25 °C na rotacionom
reometru Malvern Kinexus KNX 2100 (Malvern Instruments, Velika Britanija) u
konfiguraciji sa geometrijom celi¢na kupa-ploca (engl. steel cone plate geometry).
Pre¢nik kupe je bio 60 mm sa uglom od 1°, a pre¢nik plo¢e 65 mm. Brzina smicanja
se povecavala od 0.1 do 100 s, faze merenja su bile podeljene logaritamski tako da
svaka dekada sadrzi deset izmerenih vrednosti viskoziteta. Svaki uzorak je analiziran

tri puta, a prikazane su srednje vrednosti viskoziteta na brzini smicanja 100 s™

4.2.2.4 Priprema slobodnih filmova

Rastvori i suspenzije za oblaganje su pripremljeni prema proceduri opisanoj u tacci
4.2.2.1 i izliveni na foliju za izlivanje koja je pomoc¢u vakuuma fiksirana na uredaj za
aplikaciju filmova (Erichsen, Nemacka) pomoc¢u koga je obezbedena da debljina
vlaznih filmova bude 250 um. Filmovi su suSeni na sobnoj temperaturi u trajanju od
48 sati. Uzorci osuSenih filmova su analizirani tehnikom diferencijalne skenirajuce
kalorimetrije. Pripremani su filmovi sa duloksetin hidrohloridom i placebo filmovi.

Odnosi duloksetin hidrohlorida i hidroksipropil metilceluloze u pripremljenim
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filmovima je slede¢i: 2:1, 2:1.1, 2:1.3, 2:1.52, 2:2.52. Odnos duloksetin hidrohlorida i

povidona K-30 u pripremljenim filmovima je slede¢i: 1:11 1:2.6.

4.2.2.5 Diferencijalna skenirajuc¢a kalorimetrija

Termicka karakterizacija filmova vrSena je pomocu diferencijalnog skenirajuceg
kalorimetra Mettler Toledo DSC-1 (Mettler Toledo, Nemacka). Masa analiziranih
uzoraka je bila u opsegu od 3 mg do 10 mg. Slepa proba je bila prazna aluminijumska
posudica. Model supstanca (amorfna i kristalna) je analizirana zagrevanjem od 0 °C
do 200 °C pri brzini od 10 °C u minutu. Slobodni filmovi su prvo zagrevani od 20 °C
do 120 °C pri brzini od 10 °C u minuti da bi se uklonili zaostali rastvaraci pa su zatim
hladeni od 120 °C do 20 °C pri brzini od 20 °C u minuti i zagrejani ponovo od 20 °C
do 200 °C pri brzini od 10 °C u minuti.

4.2.2.5.1 Raman spektroskopija

Raman spektroskopija je koris¢ena za spektroskopsku karakterizaciju oblozenih peleta
u cilju uvocavanja potencijalnih promena polimorfnog oblika. Za snimanje Raman
spektara koriS¢en je Raman Analyzer RXN2 Hybrid (Kaiser optical system, Ann
Arbour SAD) u konfiguraciji sa PHAT sondom za beskontaktnu analizu uzorka.

Talasna duzina lasera je 785 nm.

4.2.2.6 Proizvodnja amorfne model supstance tehnikom suSenja rasprsivanjem

Amorfna model supstanca je proizvedena tehnikom suSenja rasprSivanjem iz
metanolnog rastvora na uredaju za suSenje rasprSivanjem Biichi 290 — Mini Spray
Dryer (Biichi Laboratoriums-Technik AG, Svajcarska) opremljenim standardnim
raspr§ivatem za dva fluida veli¢ine otvora 0.7 mm. Za suSenje rasprSivanjem
koriS¢eno je 50 g 10% metanolnog rastvora model supstance. Primenjeni su sledeci
procesni parametri: aspirator 100%, brzina pumpe 10%, temperatura ulaznog
vazduha 40 °C , atomizacija 40 mm (oko 600 L/h), a temperatura izlaznog vazduha je
bila 30 °C. Formulacija i procesni parametri su odabrani na osnovu podataka iz
literature (Parthasardhi i autori, 2005).
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4.2.2.7 Dizajn eksperimenata

Efekti formulacije i procesnih parametara na efikasnost procesa, koristan prinos i
karakteristike model supstance su ispitani pomocu dizajna eksperimenata. Za analizu
podataka koris¢en je softver Design-Expert® 7.0.0 (Stat-Ease Inc., SAD).
Eksperimentalni dizajn je sproveden u dve faze. U prvoj fazi je primenjen frakcioni
faktorijalni dizajn, a u drugoj fazi je za optimizaciju formulacije primenjen centralni
kompozitni dizajn. Za definisanje optimalnih karakteristika formulacije koris¢en je i
softver Modde Pro® ver. 11 (Umetrix, Svedska).

4.2.2.7.1 Faza skrininga

U fazi skrininga je pomocu frakcionog faktorijalnog dizajna 2®* ispitan uticaj 8
formulacijskih i procesnih faktora na efikasnost procesa i koristan prinos nakon
proizvodnje peleta. Faktori su ispitani na dva nivoa tako da je u fazi skrininga
izvrSeno 16 eksperimenata sa razliitim kombinacijama nivoa varijabli. Realne i
kodirane vrednosti ispitanih promenljivih zajedno sa pradenim odgovorima i
matricom eksperimenata su prikazane u Tabeli 20. Za raCunanje regresionih
koeficijenata koriS¢ene su kodirane vrednosti $to omogucava direktno poredenje
ulaznih promenljivih bez uticaja njihove veli¢ine (skale). Rezultati frakcionog
faktorijalnog dizajna su procenjeni koriS€enjem linearnog modela ¢ija je opsta

formula:
Y = BO + lel + BzXz + B3X3 + B4X4 + B5X5 + B6X6 + B7X7 + Bng (21)

Gde je Y odgovor, o konstanta, B; — Bg Su regresioni koeficijenti koji karakterisu
glavne efekte, a X; — Xg su ulazne promenljive ¢iji se uticaj ispituje.
Opsezi ispitanth promenljivih su odabrani tako da se postigne najviSa moguca

efikasnost procesa i koristan prinos, za najkra¢e vreme i sa $to manje ekscipijenasa.
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Tabela 20. Nezavisne formulacijske i procesne promenljive u 2 * frakcionom faktorijalnom dizajnu (realne i kodirane vrednosti) i dobijeni

odgovori

Table 20. Independent process and formulation variables in 2 8 fractional factorial design (real and coded values) and obtained responses

Odgovori
Xs = protok X7 = temperatura
EKs. br. X; = HPMC tip X, = udeo HPMC* Xz = udeo talka** Xy = tip rastvaraca’ Xs = kon_c. suvih ula3znog vazduha proizvoda Xg = brzina pumpe Y_1,
(cp) (%) (%) supstanci (%) (m°/h) (°C) (%) Efikasnost procesa Y,
kodirano realno kodirano realno kodirano realno kodirano realno kodirano realno kodirano realno kodirano realno kodirano realno (%) Koristan prinos (%)

1 -1 3 -1 55 +1 40 -1 \Y% +1 16 +111 52 +1 42 -1 3 29.6 97.7
2 +1 6 +1 75 -1 0 +1 VI/IPA -1 11 -1 45 -1 38 +1 5 45.3 95.8
3 -1 3 +1 75 -1 0 +1 VI/IPA +1 16 -1 45 +1 42 -1 3 15.2 93.1
4 +1 6 -1 55 -1 0 -1 \Y% +1 16 -1 45 +1 42 “+1 5 64.6 99.4
5 +1 6 -1 55 +1 40 -1 \% -1 11 +1 52 -1 38 +1 5 34.8 98.1
6 +1 6 +1 75 -1 0 -1 \% -1 11 +1 52 +1 42 -1 3 70.2 99.9
7 +1 6 +1 75 +1 40 +1 VIIPA +1 16 +1 52 +1 42 +1 5 46.4 89.0
8 -1 3 -1 55 -1 0 +1 VIIPA - 11 +1 52 +1 42 +1 5 13.8 75.5
9 +1 6 +1 75 +1 40 -1 \% +1 16 -1 45 -1 38 +1 5 81.2 96.0
10 +1 6 -1 55 +1 40 +1 VIIPA -1 11 -1 45 + 42 -1 3 58.5 95.3
11 -1 3 -1 55 +1 40 +1 VIIPA +1 16 -1 45 -1 38 +1 5 20.3 72.8
12 -1 3 +1 75 -1 0 -1 \Y% +1 16 +1 52 -1 38 +1 5 75.3 97.7
13 +1 6 -1 55 -1 0 +1 VIIPA +1 16 +1 52 -1 38 -1 3 79.8 86.4
14 -1 3 -1 55 -1 0 -1 \Y% -1 11 -1 45 -1 38 -1 3 47.8 96.8
15 -1 3 +1 75 +1 40 +1 V/IPA -1 11 +1 52 -1 38 -1 3 11.9 92.5
16 1 3 +1 75 1 0 1 Y -1 11 1 45 +1 42 +1 5 57.4 97.0

*Koncentracija hidroksipropil metilceluloze je data u odnosu na koli¢inu duloksetin-hidrohlorida; **Koncentracija talka je data u odnosu na koli¢inu model supstance;# V — voda; IPA — izopropanol

*Concentration of hypromellose is given as a percentage of the amount of duloxetine hydrochloride; ** Concentration of talc is given as a percentage of duloxetine hydrochloride; ;# V — water; IPA — isopropanol
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Formulacijske promenljive koje su bile ispitane su: tip i udeo hidroksipropil metil
celuloze, udeo talka i koncentracija suvih supstanci u te¢nosti za oblaganje. Opsezi
ispitanih procesnih parametara: protok ulaznog vazduha, temperatura proizvoda i
brzina pumpe su odabrani tako da se postigne maksimalni proizvodni prinos za
najkrace vreme, imajué¢i u vidu osnovne principe oblaganja peleta u uredaju sa

Wursterovom kolonom (Christensen and Bertelsen, 1997; Shravani et al., 2011).

4.2.2.7.2 Faza optimizacije

Nakon skrining studije, cilj je bio da se detaljnije ispitaju odabrani parametri i njihove
interakcije pomocu centralnog kompozitnog dizajna. Prema centralnom kompozitnom
eksperimentalnom planu izvedeno je 13 eksperimenata u kojima su varirane dve
formulacijske promenljive — nivo hidroksipropil metilceluloze i koncentracija suvih
supstanci u te¢nosti za oblaganje). Realne i kodirane vrednosti zajedno sa odgovorima

koji su praceni i matricom eksperimenata su prikazane u Tabeli 21.

Tabela 21. Nezavisne formulacijske promenljive u centralnom kompozitnom dizajnu
ekpserimenata (realne i kodirane vrednosti) i dobijeni odgovori

Table 21. Independent formulation variables in the central composite design (real and
coded values) and obtained responses

_ Odgovori
Xz -

Xy = Koncentracija Rs, viskozitet

Udeo HPMC* suvih supstanci Ry, R,, te¢nosti za Ry,
Eks. (%) (%) Efikasnost Koristan prinos  oblaganje Trajanje
br. kodirano realno  kodirano realno  procesa (%) (%) (mPa*s) procesa (min)
1 +1 75 -1 11 81.4 99.7 57 231
2 -1414 5086 O 135 83.8 63.9 67 172
3 0 65 +1.41 17.04 90.5 94.0 214 162
4 +1.41 79.14 0 135 90.5 97.1 122 210
5 0 65 0 135 89.8 99.5 90 191
6 -1 55 +1 16 90.9 75.1 121 155
7 0 65 0 135 91.6 99.9 93 192
8 -1 55 -1 11 79.9 73.2 43 215
9 +1 75 +1 16 90.6 94.2 215 167
10 0 65 0 135 91.2 99.9 101 191
11 0 65 -1.414  9.96 725 99.4 35 272
12 0 65 0 135 92.3 97.4 91 191
13 0 65 0 135 914 97.6 86 191

*udeo hidroksipropil metilceluloze 6 cp je dat u odnosu na koli¢inu model supstance
* level of hypromellose 6 cp is given as a percentage of duloxetine hydrochloride
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Veze izmedu faktora i odgovora su opisane polinomnim jednaCinama. Znacajnost
svakog faktora je odredena analizom varijanse (ANOVA). Numericki izlaz ANOVA
testa ukljuuje 1 F vednost koja ukazuje na stepen efekta svakog faktora. Nivo
znacajnosti (p vrednost) je mera statisticke znacajnosti tako da manje vrednosti
ukazuju na vecu vaznost faktora na odabranom nivou znacajnosti. Odgovori koji su
praceni u fazi optimizacije su bili: R1, efikasnost procesa (%); Rz, koristan prinos (%)
I dodatno u odnosu na fazu skrininga Rs, viskozitet te¢nosti za oblaganje (mPa-s) i Ry,
vreme trajanja procesa (min). Optimalni nivoi ispitanih faktora su ispitani

metodologijom povrSine odgovora.

4.3 Rezultati i diskusija
4.3.1 Skrining studija

Preliminarni eksperimenti u okviru skrining studije bili su potrebni da bi se odredili
adekvatni procesni uslovi kao i formulacijski pravac. Rezultati eksperimenata koji su
izvedeni prema 2% frakcionom faktorijalnom planu su uklopljeni u linearni model i
dobijene su sledec¢e jednacine (u obliku kodiranih faktora):

Y (efikasnost procesa) = 47.0 + 13.1 x X3+ 3.4 X X5 — 4.5 X X3 —10.6 X X4

+46XXs—1.8XXg—25%xX7;-2.3%XXg (22)
Y, (koristan prinos) =92.7 + 23 x X3 + 24X X, — 04X X3—-5.1Xx X4 —1.2 X X5 —
0.6 X Xg+0.7x X7—-2.0x Xg (23)
gde je:

X1 — tip hidroksipropil metilceluloze

Xz — udeo hidroksipropil metilceluloze dat u procentima u odnosu na aktivnu
supstancu

X3 — udeo talka dat u procentima u odnosu na aktivnu supstancu
Xy — tip rastvaraca

Xs — koncentracije suvih supstanci u suspenziji za oblaganje

Xe — protok ulaznog vazduha

X7 — temperatura proizvoda

Xg —protok suspenzije za oblaganje
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Vrednosti koeficijenata u obe jednaCine ukazuje da je formulacija kriticna za
postizanje visoke efikasnosti procesa i korisnog prinosa u ispitanom ospegu procesnih
parametara. Proces se pokazao robusnim u ispitanom opsegu procesnih parametara
posto rezultati ukazuju da nema statisticki znacajnog uticaja ovih faktora na ispitivane
odgovore.

Visi viskozitet hidroksipropil metilceluloze kao i vece koncentracije hidroksipropil
metilceluloze u te¢nosti za oblaganje omogucavaju vecu efikasnost procesa zato §to se
manje materijala gubi usled trenja i habanja peleta. Ovi rezultati su u skladi sa radom
Suhrenbrock 1 autora (2011). Vise koncentracije suvih supstanci u tec¢nosti za
oblaganje su omogucavale bolju efikasnost procesa u ispitanom opsegu brzina pumpe
1 temperatura proizvoda. Potrebno je viSe energije za prevazilazenje viskoznih sila
prilikom rasprSivanja tecnosti vec¢ih koncentracija te dolazi do formiranja vecih kapi.
RastvaraC teze isparava iz vecih kapi tako da se manje tecnosti gubi usled suSenja
te¢nosti pre nego $to dode u kontakt sa supstratom (Aulton i Twitchel, 2002). Talk i
smesa rastvaraca vode i izopropanola su imali negativan efekat na efikasnost procesa.
Poznato je da talk moze da smanji adheziju filma za supstrat usled povecanja
unutraSnjeg stresa filma. Manja efikasnost procesa kod formulacija koje sadrze smesu
vode i izopropanola pripisuje se slabijim adhezionim karakteristikama filmova na bazi
hidroksipropil metilceluloze rasprsenih iz vodeno-izopropanolnih suspenzija u odnosu
na one koji su rasprSeni iz vodenih suspenzija (Pheiff i autori, 2015).

Faktori sa najve¢im pozitivnim efektom na koristan prinos su bili tip 1 koncentracija
hidroksipropil metil celuloze u te¢nosti za oblaganje. Talk nije pokazao da ima
pozitivan efekat na koristan prinos u ispitanom opsegu koncentracija. Na osnovu ovih
rezultata je odlueno da se eksperimenti nastave sa hidroksipropil metilcelulozom
viSeg viskoziteta 1 bez talka u formulaciji. Tip koriS¢enog rastvaraca je imao najveci
negativan uticaj na koristan prinos jer je smeSa vode i1 izopropanola izazivala mnogo
izraZzeniju aglomeraciju peleta u toku procesa oblaganja u odnosu na eksperimente u
kojima je koris¢ena samo voda odnosno model supstanca je nanoSena u
suspendovanom obliku. Prvobitni plan je bio da se i eksperimenti u fazi skrininga i
eksperimenti u fazi optimizacije izvode to postizanja 10% nanosa model supstance.
Medutim, zbog vrlo izraZzene aglomeracije u toku pojedinih skrining eksperimenata
proces nije mogao da se izvede do postizanja 10% nanosa, ve¢ samo do postizanja
5%. 1z tog razloga je ciljani nanos model supstance u fazi skrininga promenjen na 5%.

Primeceno je i da pelete obloZene rastvorenom model supstancom (gde je koriS¢ena
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smeSa vode 1 izopropanola) pokazuju tendenciju ka formiranju ¢vrstih aglomerata
tokom cuvanja meduproizvoda. Zbog ovih razloga je odluceno da se dalji
eksperimenti nastave sa vodom kao rastvara¢em za pripremu suspenzije za oblaganje.
Oblaganje peleta rastvorenim aktivnim supstancama je ¢esto opisivano u literaturi i
nije oznacavano kao "problematican" proces te je odluceno da se proba da se
identifikuje uzrok izrazene aglomeracije do koje dolazi u toku oblaganja peleta
rastvorenom model supstancom (Nikowitz i autori, 2013; Sovany i autori, 2009).

U cilju razumevanja fenomena koji se deSavaju tokom oblaganja peleta rastvorenom
model supstancom pripremljene su suspenzije i1 rastvori koji su koriS¢eni u
eksperimentima oblaganja kao i placebo rastvori i suspenzije koji su iskori§¢eni za
pripremu izlivenih slobodnih filmova. Cilj je bio da se filmovi podvrgnu analizi
diferncijalnom skeniraju¢om kalorimetrijom da bi se videlo da li prisustvo model
supstance utice na Tg polimera. SuviSe niska Tg materijala koji se koriste za
oblaganje moze da izazove povecanu lepljivost filma i aglomeraciju u toku oblaganja
i ¢uvanja proizvoda. Zato je neophodno da proizvod u svim fazama procesa i cuvanja
bude na temperaturama nizim od Tg filma (Baird i Taylor, 2012; Harris i Ghebre-
Sellassie, 2008). Duloksetin hidrohlorid je takode analiziran, a rezultati su prikazani u
Tabeli 22 1 na Slici 35 . Temperature oznacene kao Tg su one koje su zabelezene u
fazi drugog zagrevanja. Tm je temperatura topljenja evidentirana na DSC

termogramu.

Tabela 22. Rezultati DSC analiza duloksetin hidrohlorida i slobodnih filmova
Table 22. Results of DSC analysis of duloxetine hydrochloride and free films

Temperature evidentirane na DSC termogramima

Uzorak Tg (°C)* Tm (°C)
Duloksetin hidrohlorid ! 170

. 167 /
Placebo film FFD Eksper. 4

. / 168

FFD Eksper. 4 film
Placebo film FFD Eksper. 13 167 /
FFD Eksper. 13 film 54 163

Tg — temperatura staklastog prelaza, prikazana kao sredi$nja tacka; Tm — temperatura topljenja; FFD — frakcioni
faktorijalni dizajn

Tg — glass transition temperature presented as midpoint; Tm — melting temperature; FFD — fractional factorial
design

Znacajne promene stanja duloksetin hidrohlorida i hidroksipropil metilceluloze se na
DSC termogramima pojavljuju na vrlo slicnim temperaturama. DSC analiza

duloksetin hidrohlorida pokazuje samo jedan endotermni (pozitivni) pik na
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temperaturi od 170 °C usled topljenja supstance koji je pracen egzotermnim pikom sa
pocetkom na 174 °C i poti¢e od degradacije leka (Slika 35). DSC termogrami placebo
filmova pripremljenih iz vodenih rastvora (placebo film FFD Eksperiment 4) i iz
vodeno/izopropanolnih rastvora (placebo film FFD Eksperiment 13) pokazuju Tg na
temperaturi od 167 °C i prkazani su na Slici 36. Na DSC krivoj filma pripremljenog sa
suspendovanom model supstancom (FFD Eksperiment 4) vidi se samo jedna promena
stanja i to topljenje model supstance na temperaturi od 168 °C. Smatra se da topljenje
leka maskira Tg hidroksipropil metilceluloze. Medutim, analiza filma pripremljenog
sa rastvorenom model supstancom pokazuje Tg na temperaturi od 54 °C (Slika 36).
Imajuéi u vidu ¢injenicu da je u toku oblaganja u sistemu prisutna fina magla koja
sadrzi kapljice rastvaraca, a da se rastvaraci ponasaju kao plastifikatori, Tg ovog filma
je u toku procesa oblaganja bila dosta niza i izazvala povecanu lepljivost filma i

aglomeraciju peleta (Dereymaker i Van Den Mooter, 2015).

endo A

0 50 100 150 200
temperatura (°C)

Slika 35. DSC termogrami kristalnog duloksetin hidrohlorida (—), filma koji sadrzi
suspendovani duloksetin hidrohlorid i 55% HPMC-a u odonosu na model supstancu (=),film
koji sadrzi suspendovani duloksetin hidrohlorid i 75% HPMC-a u odnosu na model susptancu
(...), duloksetin hidrohlorid proizveden suSenjem rasprSivanjem (- - - ) Sa zumiranim
regionom Tg

Figure 35.DSC thermograms of crystalline duloxetine hydrochloride (—),film containing
suspended duloxetine hydrochloride and 55% HPMC in relation to the drug (=),film
containing suspended duloxetine hydrochloride and 75% of HPMC in relation to the drug
(...),spray dried duloxetine hydrochloride (- - - ) with zoomed region of Tg
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Slika 36. DSC termogrami ¢istog HPMC (a), rastvorene model susptance sa 75% HPMC (b),
rastvorene model supstance sa 51% HPMC (c), rastvorene model supstance i 126% HPMC
(d), rastvorene model supstance i 55% HPMC (e), faze prvog zagrevanja DSC analize filma
pripremljenog sa rastvorenom model supstancom i 51% HPMC (f)

Figure 36. DSC thermograms of pure HPMC (a), dissolved duloxetine hydrochloride with
75% of HPMC in relation to the drug (b), dissolved duloxetine hydrochloride with 51% of
HPMC in relation to the drug (c), dissolved duloxetine hydrochloride with 126% of HPMC in
relation to the drug (d), dissolved duloxetine hydrochloride with 55% of HPMC in relation to
the drug (e), phase of the first heating of DSC analysis of duloxetine hydrochloride with 51%
of HPMC in relation to the drug (f)

Postoje literaturni podaci da neke lekovite supstance mogu da budu plastifikatori za
odredene polimere pa je posumnjano da je to sluaj sa naSom model supstancom i
hidroksipropil metilcelulozom (Wu i McGinity, 1999). Da bi se proverila ova
hipoteza pripremljeno je jo§ filmova sa razliitim odnosima hidroksipropil
metilceluloze i rastvorene, odnosno suspendovane model supstance i izvrSena je
analiza diferencijalnom skeniraju¢om kalorimetrijom. Neki odnosi model supstance 1
polimera su bili isti kao u eksperimentima frakcionog faktorijalnog dizajna, ali su
pripremljene i neke razlicite koncentracije polimera i model supstance tako da su
testirani nivoi polimera od 51% do 126% u odnosu na model supstancu. Rezultati
ovih analiza su prikazani u Tabeli 23 i na Slici 36. Temperatura staklastog prelaza
oznacena kao Tg; je ona koja je zabelezena u fazi prvog zagrevanja filma koje sluzi
da se ukloni zaostali rastvara¢ iz filma. Ovakav sistem u kome je prisutna izvesna
koli¢ina rastvaraca je sli¢nija realnom sistemu u toku oblaganja nego S$to je to slucaj

sa filmom 1z koga je sav rastvara¢ uklonjen.
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Tabela 23. Temperature zabelezene na DSC termogramima slobodnih filmova koji su
sadrzali duloksetin-hidrohlord i hidroksipropil metilcelulozu

Table 23. Events observed in DSC thermograms of cast films of duloxetine
hydrochloride and hypromellose

Oblik leka u tecnosti Udeo HPMC u Temperature zabelezene na DSC termogramima
za oblaganja odnosu na model
gan Supstancu (%) 71 (°C) Tg (°C) Tm (°C)

Rastvoren 51 34 51 164
Suspendovan 51 / / 168
Rastvoren 65 37 51 163
Suspendovan 65 / / 168
Rastvoren 75 38 51 163
Suspendovan 75 / / 168
Rastvoren 84 nije detektovana 51 163
Rastvoren 105 nije detektovana 51 162
Rastvoren 120 37 51 163

Tg — temperatura staklastog prelaza, predstavljena kao sredi$nja tacka; Tm — temperatura topljenja
Tg — glass transition temperature presented as midpoint; Tm — melting temperature; FFD — fractional factorial
design

Svi filmovi koji su pripremljeni sa suspendovanom model supstancom pokazuju tacku
topljenja na temperaturi od 168 °C, a Tg hidroksipropil metilceluloze ne moze da se
vidi jer se pojavljuje na istoj temperaturi kao i topljenje model supstance. Tg svih
filmova pripremljenih sa rastvorenom model supstancom i razli¢itim udelima
polimera je ista i iznosi 51 °C. U fazi DSC analize tokom koje se uklanja rastvarac iz
filma evidentirane su i nize vrednosti Tg u opsegu od 34 °C do 38 °C koje su nize ili
sli¢ne temperaturama proizvoda na kojima su izvedeni eksperimenti u fazi skrininga
(Slika 36). Znaju¢i da proces oblaganja treba voditi na temperaturama nizim od Tg
filma da bi se izbegla njegova prekomerna lepljivost jo$ jednom je potvrdeno da je
razlog izrazene aglomeracije peleta u toku procesa oblaganja peleta rastvorenom
model supstancom jako niska Tg filma. Medutim, hipoteza da model supstanca ima
efekat plastifikatora na polimer nije potvrdena jer je Tg svih filmova pripremljenih sa
razli¢itim odnosima polimera i rastvorene model supstance ista. Da model supstanca
ima efekat plastifikatora na polimer, Tg filmova pripremljenih sa razi¢itim masenim
odnosima rastvorene model supstance i polimera bi bila razli¢ita u skladu sa Gordon-

Tejlorovom jednacinom:

[ (WITgl) + (Kw2Tg2) |

1O s (kw2) |

(24)

gde su w; i w, masene frakcije komponente 1 i 2, Tg; i Tg, njihove temperature
staklastog prelaza, a K konstanta koja zavisi od stvarne gustine svake komponente i

promena u njihovoj termalnoj ekspanzivnosti na temperaturi staklastog prelaza. Ova
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jednacina predvida da ¢e se Tg smeSe dve amorfne supstance povecati proporcionalno
povecanju masenog udela komponente sa viSom temperaturom staklastog prelaza.
Ako se Tg smese amorfnih supstanci moze predvideti Gordon-Tejlor-ovom
jedna¢inom smatra se da su komponente smeSe u potpunosti izmeSane na
molekularnom nivou i ¢ine jednofazni sistem cije su karakteristike drugacije od
karakteristika pojedina¢nih komponenti (Dereymaker and Van Den Mooter, 2015).
Ovo nije bio slucaj u ispitanim smeSama model supstance i polimera ukazujuci da se
ne radi o jednofaznom sistemu, ve¢ o sistemu koji se sastoji od viSe faza. Smatra se da
je Tg evidentiran na temperaturi od 51°C u stvari Tg amorfne frakcije model
supstance dok je Tg hidroksipropil metilceluloze na 167 °C maskiran topljenjem
kristalne frakcije model supstance na 163 °C i njenom degradacijom koja zapocinje na
temperaturi od oko 170 °C. Hidroksipropil metilceluloza je poznati inhibitor
kristalizacije te moZze biti odgovorna za pojavljivanje amorfnog oblika model
supstance u filmovima pripremljenim sa rastvorenim duloksetin hidrohloridom.

Usled izostanka meSanja model supstance i polimera na molekularnom nivou,
inhibicija kristalizacije model supstance od strane polimera nije bila potpuna te je u
sistemu bila prisutna i kristalna faza model supstance. Da bi se ovo dokazalo,
pripremljeni su filmovi sa rastvorenom model supstancom i drugim polimerom, a sa
razli¢itim masenim odnosima model supstance i polimera. Koriséen je polimer
povidon K-30 (PVP), a rastvara¢ je Cinila smesa vode i izopropanola u odnosu 1:1.
Filmovi su analizirani diferencijalnom skeniraju¢om kalorimetrijom. Placebo filmovi
koji su sadrzali samo PVP su takode pripremljeni. Temperature evidentirane na DSC

termogramima su prikazane u Tabeli 24.

Tabela 24. Temperature evidentirane na DSC termogramima slobodnih filmova koji
su sadrzali duloksetin hidrohlorid i povidon K-30

Table 24. Events observed in DSC thermograms of cast films of duloxetine
hydrochloride and povidone K-30

Udeo model supstance  Udeo PVP-au Evidentirane temperature na DSC termogramima
u uzorku uzorku Tg (C) Tm (°C)

0 1 165 /

1 1 89 /

1 1.3 96 /

Tg — temperatura staklastog prelaza, prikazana kao sredi$nja tacka; Tm — temperatura topljenja
Tg — glass transition temperature presented as midpoint; Tm — melting temperature; FFD — fractional factorial
design
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Na DSC termogramu placebo filma koji sadrzi samo povidon K-30 evidentirana je
jedino Tg polimera na 165 °C. Na termogramima filmova koji su sadrzali model
supstancu i PVP takode je evidentirana samo jedna temperatura i to Tg $to ukazuje da
se radi o jednofaznom sistemu, odnosno da je nastao ¢vrsti rastvor. Evidentirana Tg se
nalazila izmedu temperatura staklastog prelaza polimera i pretpostavljene temperature
staklastog prelaza model supstance. Tg filma sa vise povidona K-30 je visa od Tg
filma pripremljenog sa manje polimera $to ukazuje da su supstance izmeSane na
molekularnom nivou.

Da bi se dodatno potvrdilo da u toku procesa oblaganja peleta rasprSivanjem tecnosti
za oblaganje koja sadrzi rastvorenu model supstancu nastaje amorfna model supstanca
sa niskom Tg, pripremljena je amorfna model supstanca suSenjem rasprSivanjem i
podvrgnuta DSC analizi. DSC termogram supstance proizvedene susenjem
raspr§ivanjem prikazan je na Slici 35. Na njemu se vidi da je Tg ovako proizvedene
amorfne model supstance oko 24°C §to je niZe od ocekivane vrednosti od 51 °C koje
su zabelezene za filmove koji su sadrzali hidroksipropil metilcelulozu i rastvorenu
model supstancu. Pretpostavlja se da je niza Tg od ocekivane posledica prisustva
izvesne koli¢ine plastificirajuceg rastvaraca u uzorku posto suSenje rasprSivanjem nije
izvr§eno na temperaturama dovoljno visokim da se rastvara¢ efikasnije ukloni da bi se
sprecila kristalizacija. Na DSC termogramu se dalje vidi egzotermni pik na 100 °C
koji potiCe od kristalizacije model supstance 1 topljenje kristalne faze na oko 170°C.
Razlike u kristalnom obliku model supstance u peletama pripremljenim sa
suspendovanim 1 rastvorenim duloksetin hidrohloridom potvrdene su i1 Raman
spektroskopijom. Obe vrste peleta kao i svi materijali koji su koriS¢eni za njihovu

pripremu su ispitani ovom metodom i dobijeni spektri su prikazani na Slici 37.
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Slika 37. Raman spektri peleta oblozenih suspendovanom i rastvorenom model
supstancom kao 1 spektri materijala koji su koriS¢eni za pripremu peleta.

Figure 38. Raman spectra of suspension and solution layered pellets together with
spectra of materials used for the preparation of pellets

Spektri model supstance i peleta pripremljenih sa suspendovanom model supstancom
su okarakterisani oStrim pikovima velikog intenziteta koji su karakteristicni za
kristalne supstance. S druge strane, pikovi spektra peleta pripremljenih sa
rastvorenom model supstancom su mnogo manje ostri i mnogo manjeg intenziteta $to
je karakteristicno za amorfne supstance tako 1 da na osnovu Raman spektara moze da
se zakljuci da je kristalni oblik model supstance u peletama pripremljenih oblaganjem

rastvorenom i suspendovanom model supstancom razli¢it (Raman FAQs, 2016).

4.3.2 Optimizaciona studija (Metodologija povrsine odgovora)

Na osnovu rezultata skrining studije odluc¢eno je da se studija optimizacije izvede sa
hidroksipropil metilcelulozom 6 cp kao vezivnim sredstvom i vodom kao
rastvarac¢em. U fazi optimizacije ispitan je efekat nezavisnih varijabli: koncentracija
vezivnog sredstva i koncentracija suvih supstanci u suspenziji za oblaganje na
odabrane odgovore. Razvijeni su modeli koji pomocu polinomnih jednac¢ina opisuju
vezu izmedu ispitanih ulaznih promenljivih i izlaza koji se prate. Opsti oblik

jednacine je sledeci:

R = Bo + P1X1 + P2X2 + P12X1 Xz + Bllxlz + Bzzxzz (25)

112



gde je X ulazna promenljiva ( X; — nivo hidroksipropil metil celuloze 6 cp u
suspenziji za oblaganje, X, — koncentracija suvih supstanci u suspenziji za oblaganje),
Bo je konstanta, a ostali f parametri oznacavaju koeficijente koji karakteriSu glavne
efekte (B and B2), efekte interakcija (P12) 1 kvadratne efekte (B11122).

Svi razvijeni kvadratni modeli se na osnovu p vrednosti mogu smatrati statisticki
znacajnim. Koeficijenti polinomnih jednadina koji povezuju odgovore sa
eksperimentalnim varijablama i interakcijama su prikazani u Tabeli 25. Promenljive
sa najviSe uticaja su izdvojene na osnovu izraunatih p vrednosti i diskutovane.
Grafici povrsine odgovora koji pokazuju uticaj ispitivanih ulaznih promenljivih na
izlaze koji su praceni su prikazani na Slici 38.

Koncentracija suvih supstanci je faktor sa najveéim uticajem na efikasnost procesa te
su eksperimenti broj 3 i broj 6 sa najve¢om koncentracijom suvih supstanci i
najkraé¢im trajanjem procesa imali najbolju efikasnost procesa od 90.5%, odnosno
90.9%. Za efikasnost procesa su znacajni bili 1 kvadratni efekti koncentracije suvih
supstanci i koncentracije vezivnog sredstva. lako je izra¢unata p-vrednost od 0.0565
za efekat koncentracije hidroksipropil metilceluloze visa od 0.05 moze se zakljuciti da
ovaj faktor ima znacajan uticaj na efikasnost procesa zato $to je izracunata p-vrednost
vrlo bliska grani¢noj p-vrednosti od 0.05 i zato S§to kvadratni efekat udela
hidroksipropil metilceluloze ima statisticki znacajan efekat.

Rezultati eksperimenata su pokazali da veée koncentracije hidroksipropil
metilceluloze u suspenziji za oblaganje smanjuju tendenciju ka aglomeraciji peleta.
Suhrenbrock i autori (2011) su proucavali uticaj veli¢ine Cestica suspendovanog leka
u teCnosti za oblaganje na aglomeraciju peleta i1 zakljucili da tendencija ka
aglomeraciji raste sa smanjenjem veliCine Cestica lekovite supstance usled vece
ukupne povrsine Cestica u slucaju Cestica manjeg precnika. Pri viS§im koncentracijama
hidroksipropil metilceluloze u nasim eksperimentima manji je udeo unutraSnje faze
(duloksetin hidrohlorida) u suspenziji za oblaganje te se usled toga smanjuje preterano
kvaSenje 1 nastanak aglomerata u toku oblaganja peleta. Znacajni za koristan prinos su
bili i kvadratni efekat hidroksipropil metilceluloze i kvadratni efekat koncentracije
suvih supstanci u suspenziji za oblaganje.

Viskozitet suspenzija primenjenih u optimizacionoj studiji kretao se od 43 mPa-s do
215 mPa-s. Prema literaturnim podacima odgovarajuca atomizacija se moze posti¢i do
viskoziteta te€nosti za oblaganje od 250 mPa-s $to je prilicno iznad najvisih vrednosti

viskoziteta suspenzija ispitanih u naSoj studiji (Kolter, 2004). Medutim, postoji mali
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pad u korisnom prinosu u eksperimentima broj 3 i broj 9 koje su bile one sa najviSim

viskozitetom suspenzije za oblaganje.

To ukazuje da primenjen pritisak vazduha za atomizaciju nije optimalan za
rasprsivanje tecnosti za oblaganje ¢iji je viskozitet veéi od 200 mPa-s Najznacajniji
uticaj na viskozitet suspenzija za oblaganje je imala koncentracija suspenzije Sto se

moze objasniti Ajnstajnovom jednacinom za viskozitet razblazenih suspenzija:

ns=mno[1 +2.5 9] (26)

gde je ms viskozitet suspenzije, no je viskozitet spoljasnje faze, a ¢ je sadrzaj
unutraS$nje faze izrazen kao odnos zapremina unutras$nje faze i suspenzije (Nguyen i

autori, 2007).
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Tabela 25. Koeficijenti kvadratnih jednacina koji povezuju ulazne promenljive sa odgovorima
Table 25. Coefficients of the quadratic equations linking independent variables with responses

R, Efikasnost procesa R,, Koristan prinos Rs, Viskozitet suspenzije R, Trajanje procesa
Koeficijent F-vrednost Koeficijent F-vrednost Koeficijent F-vrednost Koeficijent F-vrednost
(p-vrednost) (p-vrednost) (p-vrednost) (p-vrednost)
Model 31.27 (0.0001) - 92.26 (<0.0001) - 192.07 - 32.24 (0.0001)
) (<0.0001)
Konstanta 91.0 - 98.9 - 92.2 - 191.2 -
A, udeo HPMC 6 +1.3 5.21 +11.6 275.94 23.2 110.15 +10.2 11.78 (0.0109)
cp (0.0565) (<0.0001) (<0.0001)
B, koncentracija +5.7 95.26 -1.4 4.07 (0.0835) 61.1 763.56 -35.0 137.83 (<0.0001)
suvih supstanci (<0.0001) (<0.0001)
AB, interakcija -0.4 0.30 -1.8 3.53 (0.1024) 20.0 40.85 (0.0004) -1.0 0.056
izmedu nivoa (0.6032) (0.8190)
HPMC6 cp i
koncentracije
suvih supstanci
A?, kvadratni -1.7 7.45 -9.9 177.22 1.0 0.19 (0.6788) -3.1 0.94
efekat nivoa (0.0294) (<0.0001) (0.3638)
HPMC 6 cp
B2, Kvadratni -4.5 52.34 -1.8 6.09 (0.0430) 16.0 45.61 (0.0003) +9.9 9.62
efekat (0.0002) (0.0173)
koncentracije
suvih supstanci
R? 0.9571 0.9851 0.9928 0.9584

Znacajni efekti (na osnovu p-vrednosti) su prikazani u tamnijoj Stampi
Significant influences (based on p-value) are shown in bold
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Slika 38. Grafici povrsine odgovora koji pokazuju efekte ulaznih varijabli na ispitivane

odgovore:(a) efikasnost procesa, (b) koristan prinos, (c) viskozitet suspenzije za oblaganje i
(d) vreme oblaganja

Figure 38. Response surface plots showing the effects of independent variables on
investigated responses: (a) coating efficiency, (b) useful yield, (c) viscosity of coating liquid

and (d) spraying time.

Statisticki znaCajni modeli sa R? veéim od 0.90 (Tabela 25) su dobijeni pomocu
metodologije povrSine odgovora i iskoriS¢eni su za definisanje faktorskog prostora
koji istovremeno zadovoljava kriterijume postavljene za viSe odgovora. Cilj ovog dela
istrazivanja je bio da se postigne maksimalna efikasnost procesa oblaganja i koristan
prinos sa Sto je moguce manje vezivnog sredstva i za Sto krace vreme. Da bi se
pronasli uslovi pri kojima su svi od ciljeva u najve¢oj mogucoj meri ispunjeni
koris¢ena je funkcija pozeljnosti koja je deo softvera za eksperimentalni dizajn. U
softveru korisnik definiSe Zeljene vrednosti za izlaze i znacajnost faktora. Posto je
viskozitet svih testiranih suspenzija bila ispod kriticne vrednosti za postizanje

adekvatne atomizacije, nije postavljena ciljna vrednost za ovaj izlazni parametar.
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Promenljivima: udeo hidroksipropil metilceluloze, efikasnost procesa i koristan prinos
data je ocena znacaja 5 od 5, dok je promenljivima: vreme trajanja procesa i
koncentracija suspenzije za oblaganje dodeljena ocena znacaja 3 od 5. Numericka
optimizacija je dala dva reSenja sa istim nivoom pozeljnosti od 0.738. Vrednost nivoa
pozeljnosti ukazuje na to u kojoj su meri postignuti zadati ciljevi tako da viSe
vrednosti nivoa znacajnosti znace bolje slaganje sa zadatim ciljevima. Dobijena
reSenja su ukazivala da je optimalni nivo hipromeloze u tecnosti za oblaganje izmedu
60% 1 61% u odnosu na model supstancu, dok je u oba reSenja optimalna
koncentracija suspenzije za oblaganje 16%.

U softveru za eksperimentalni dizajn Modde®, maksimalne vrednosti su odabrane kao
zeljeni kriterijumi za efikasnost procesa i koristan prinos. Minimalne vrednosti su
odabrane kao Zzeljeni kriterijumi za nivo vezivnog sredstva u formulaciji i vreme
trajanja procesa, a ciljna vrednost viskoziteta nije odabrana. Na Slici 39 je graficki
prikazan rezultat numeri¢ke optimizacije. koji je slican onima koje je dala funkcija
pozeljnosti softvera Design Expert®. Zeleno polje na slici predstavlja kombinacije
koncentracije suspenzije i udela hidroksipropil metilceluloze pri kojima su zadati

kriterijumi zadovoljeni.
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Sweet spot = Efikasnost procesa(87 - 92.3), Koristan prinos(92 - 99.9),

Trajanje procesa(iss - 250)

Slika 39. Dijagram opsega udela hidroksipropil metilceluloze i koncentracije suspenzije za
oblaganje pri kojima su ispunjeni zadati kriterijumi za efikasnost procesa, koristan prinos i
trajanje procesa.

Figure 39. Diagram showing the range of hypromellose 6 cp and level of solids in the coating
suspension within which set criteria for process efficiency, useful yield and process time are
fulfilled
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Na osnovu rezultata studije optimizacije pripremljene su pelete oblozene aktivnom
supstancom oblaganjem iz suspenzije ¢ija je koncentracija bila 16% 1 koja je sadrzala
61% hidroksipropil metilceluloze u odnosu na koli¢inu duloksetin hidrohlorida.
Oblaganje je vrSeno do postizanja teoretskog sadrzaja od 31% duloksetina u peletama.
Efikasnost procesa i koristan prinos za datu Sarzu iznosili su 92.2% 1 91.2%, a sadrZaj
duloksetina u obloZenim peletama je bio 28.19 mg duloksetina/100 mg peleta.
Oslobadanje duloksetina ispitano je u fosfatnom puferu pH 6.8 i profil oslobadanja je
prikazan na Slici 40. Potpuno oslobadanje je postignuto nakon 30 minuta.
Proizvedene pelete odgovaraju zahtevima kvaliteta u smislu sadrzaja i oslobadanja
aktivne supstance te se zakljuCuje da su pogodne za dalje procesiranje (oblaganje

izolacionim i gastrorezistentnim filmom).
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Slika 40. Profil brzine rastvaranja duloksetina iz peleta oblozenih slojem aktivne supstance u
fosfatnom puferu pH 6.8
Figure 40. Release profile of duloxetine layered pellets in phosphate buffer pH 6.8

Na osnovu rezultata skrining studije zakljueno je da je adekvatna tehnika za
oblaganje inaktivnih peleta model supstancom tehnika oblaganja suspendovanom
model supstancom jer omogucéava ocuvanje kristalnog oblika lekovite supstance u
toku procesa oblaganja. Ispitivanjem interakcija model supstance i polimera koji je
koris¢en kao vezivno sredstvo zakljuceno je da u toku oblaganja peleta rastvorenom
model supstancom dolazi do nastajanja amorfne faze model supstance koja ima nisku
tacku staklastog prelaza, izmedu 24 °C i1 51 °C, §to izaziva izraZenu aglomeraciju

peleta. Kada se model supstanca rastvori u te¢nosti za oblaganje, u zavisnosti od
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polimera koji se koristi, u toku oblaganja nastaje jednofazni ili dvofazni sistem.
Rezultati skrining studije su takode ukazali da formulacija ima najveéi uticaj na
efikasnost procesa i koristan prinos, a proces se pokazao robusnim u okviru ispitanih
opsega procesnih parametara. Faktori sa najveéim pozitivnim efektom na koristan
prinos u skrining studiji su bili nivo i viskozitet hidroksipropil metilceluloze.
Prisustvo talka nije pokazalo da ima pozitivan efekat ni na efikasnost procesa ni na
koristan prinos te je talk iskljucen iz formulacije.

Studija optimizacije je izvedena sa hidroksipropil metilcelulozom viseg viskoziteta.
Koncentracija suspenzije i nivo vezivnog sredstva u suspenziji su optimizovani tako
da se postigne maksimalna efikasnost procesa i koristan prinos. U ovoj fazi su
dodatno praceni i viskozitet tecnosti za oblaganje i vreme trajanja procesa. Parametar
sa najveéim uticajem na efikasnost procesa je bio koncentracija suspenzije, dok je
nivo veziva u formulaciji imao najveci uticaj na koristan prinos. Metodologijom
povrsine odgovora su dobijeni statisticki znac¢ajni modeli pomocu kojih su definisani
optimalna koncentracija suspenzije za oblaganje kao i nivo vezivnog sredstva u

formulaciji potrebni za postizanje efikasnog procesa.
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5.0 Treci deo istrazivanja

5.1 Uvod

U trecem delu istrazivanja ispitana je mogucnost primene razlicitih tehnika vestacke
inteligencije, odnosno istrazivanja i analize podataka u modelovanju formulacije
gastrorezistentnih peleta. Cilj ovog dela istrazivanja bio je da se na osnovu istorijskih
podataka koji su dobijeni u laboratorijskim probama izvodenim po principu proba —
greska, razviju modeli za predvidanje gastrorezistencije 1 oslobadanja model
supstance u zavisnosti od karakteristika formulacije. Obzirom da je duloksetin
hidrohlorid slabo rastvorna supstanca, bilo je potrebno razviti modele ne samo za
predvidanje gastrorezistencije i oslobadanja lekovite supstance u jednoj tacki, ve¢ da
se predvidi oslobadanje u osam tacaka profila oslobadanja. Zadatak predvidanja
gastrorezistencije 1 procenta oslobodene model supstance u odredenim vremenskim
intervalima je formalizovan kao regresioni problem i ispitana je pogodnost primene
razli¢itih regresionih tehnika za njegovo reSavanje. U skladu sa principima
dizajniranja kvaliteta u farmaceutskom razvoju proizvoda (QbD), na osnovu
fizickohemijskih karakteristika model supstance 1 kritiénih atributa kvaliteta
gastrorezistentnih peleta datih u tacki 3.1.3 izvrSena je analiza rizika u cilju
definisanja potencijalnih kriticnih formulacijskih promenljivih za gastrorezistenciju i

profil brzine rastvaranja model supstance iz gastrorezistentnih peleta.

5.1.1 Analiza rizika za formulacijske karakteristike gastrorezistentnih peleta

Analizom rizika (Tabela 26) je oznadeno 16 kvalitativnih i kvantitativnih
karakteristika formulacije koji potencijalno mogu imati uticaj na gastrorezistenciju i
profil brzine oslobadanja model supstance iz gastrorezistentnih peleta. Ocekivano je
da formulacija gastrorezistentnog sloja nije jedina koja utie na gastrorezistenciju i
profil brzine rastvaranja model supstance iz peleta, ve¢ 1 da formulacija oba sloja koja
se nalaze ispod njega mogu uticati na ove kriticne atribute kvaliteta, ali uglavnom u
manjoj meri. Karakteristike model supstance koje mogu da imaju uticaj na ova dva
kritina atributa kvaliteta gastrorezistentnih peleta nisu diskutovane jer su svi
eksperimenti radeni sa istim kvalitetom model supstance u smislu fizickohemijskih

karakteristika 1 raspodele veliCine Cestica.
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Tabela 26. Analiza rizika za kriti¢ne atribute kvaliteta gastrorezistentnih peleta u
odnosu na karakteristike formulacije gastrorezistentnih peleta
Table 26. Risk analysis for critical quality attributes of enteric-coated pellets with
respect to formulation characteristics of enteric-coated pellets

Rizik KAK TeZina Verovatnoca | Ocena rizika
Kristalni oblik model | Gastrorezistencija 2

supstance Profil brzine rastvaranja

Nivo inaktivnih | Gastrorezistencija

peleta Profil brzine rastvaranja

Veli¢ina  inaktivnih | Gastrorezistencija

peleta Profil brzine rastvaranja

Tip polimera u API
sloju*

Gastrorezistencija

Profil brzine rastvaranja

Nivo polimera u API

Gastrorezistencija

sloju* Profil brzine rastvaranja
Rastvara¢ u  API | Gastrorezistencija
sloju* Profil brzine rastvaranja
Nanos izolacionog | Gastrorezistencija
sloja Profil brzine rastvaranja
Nivo polimera u | Gastrorezistencija
izolacionom sloju Profil brzine rastvaranja
Nivo talka u | Gastrorezistencija
izolacionom sloju Profil brzine rastvaranja
Nivo rastvornog | Gastrorezistencija

punioca u izolaciji

Profil brzine rastvaranja

Tip  polimera u
izolacionom sloju

Gastrorezistencija

Profil brzine rastvaranja

Nanos
gastrorezistentnog

Gastrorezistencija

Profil brzine rastvaranja

WIPARIWWWIRNININWINIWINIWIFRIWIN WININININININ

HOITWOINEININRFP|ARWWERLINRFP|IARPRPWERLINWWW W[~

sloja
Nivo polimera u | Gastrorezistencija 4 5
gastrorezistentnom Profil brzine rastvaranja | 4 4
sloju
Nivo talka u | Gastrorezistencija 3 4
gastrorezistentnom Profil brzine rastvaranja | 2 2
sloju
Nivo plastifikatora u | Gastrorezistencija 3 4
gastrorezistentnom Profil brzine rastvaranja | 3 3
sloju
Tip  polimera  u | Gastrorezistencija 3 4
gastrorezistentnom Profil brzine rastvaranja | 4 4
sloju
Rastvarac u | Gastrorezistencija 2 1
gastrorezistentnom Profil brzine rastvaranja | 3 3

sloju

KAK - kriti¢ni atribut kvaliteta; L - nizak nivo rizika; M - srednji nivo rizika; H - visok nivo
rizika; API sloj — sloj sa lekovitom supstancom
KAK — critical quality attribute; L- low risk level; M — medium risk level; H — high risk level
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5.1.2 Modelovanje oslobadanja duloksetina iz gastrorezistentnih peleta

Da bi se uticaj 16 promenljivih ispitao punim faktorijalnim dizajnom na dva nivoa
bilo bi potrebno 256 eksperimenata, a za ispitivanje frakcionim faktorijalnim
dizajnom rezolucije IV bilo bi potrebno bar 32 eksperimenta. Izvodenje tako velikog
broja eksperimenata zahtevalo bi previSe vremena 1 materijala tako da je odluceno da
se za modelovanje formulacije gastrorezistentnih peleta ne izvode novi eksperimenti
prema frakcionom faktorijalnom planu, ve¢ da se iskoriste rezultati preliminarnih
proba, a da se za modelovanje koriste soft computing tehnike istrazivanja podataka
koje ne zahtevaju izvodenje eksperimenata prema ta¢no definisanom
eksperimentalnom planu. U literaturi postoje podaci o primeni veStackih neuronskih
mreza i regresionih stabala u optimizaciji formulacije i procesa (Mihajlovi¢ i autori
2011; Mendyk i autori, 2010; Ronowicz i autori, 2015) tako da je odluc¢eno da se
ispita mogucnost primene ove dve tehnike istrazivanja podataka, ali 1 da se dodatno
ispita mogucénost primene drugih regresionih tehnika koje do sada nisu koriS¢ene u
modelovanju formulacije i to: laso regresija, grebenasta (engl. ridge — greben)
regresija, elastiCna mreza, stepwise regresija i ansambl regresionih stabala dobijen

tehnikom "boosting” (engl. boost — pojacati).

5.1.3 Ekscipijensi

Pregled ispitanih formulacija gastrorezistentnih peleta sa pripadaju¢im rezultatima
gastrorezistencije 1 profilima oslobadanja duloksetina u fosfatnom puferu pH 6.8 dat
je u Tabeli 27. Prilikom odabira ekscipijenasa koji ¢e biti ispitani u ovoj fazi
istrazivanja uzete su obzir fizickohemijske osobine model supstance i rezultati analize
rizika. Ispitano je ukupno 6 kvalitativnih i 10 kvantitativnih promenljivih. Ispitane su
dve veli¢ine inaktivnih peleta i to inaktivne pelete veli¢ine 20-25 mesh i inaktivne
pelete veli¢ine 25-30 mesh jer se u zavisnosti od veli¢ine inaktivnih peleta menja i
ukupna povrsina peleta koja je u kontaktu sa medijumom za ispitivanje brzine
rastvaranja. PoSto inaktivne pelete sadrze saharozu koja je osmotski aktivna
supstanca, inaktivne pelete mogu da uticu 1 na brzinu oslobadanja model supstance
tako da je i nivo inaktivnih peleta u formulaciji uzet u obzir. U formulaciji sloja sa
aktivnom supstancom ispitan je uticaj polimera koji mogu da utiCu na brzinu
rastvaranja slabo rastvorne model supstance i to: hidroksipropil metilceluloze 6 cp,

povidona K-30, hidroksipropil celuloze LF i hidroksipropil celuloze EF. Ispitana su i
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tri rastvaraca koja se koriste za pripremu te¢nosti za oblaganje u API sloju: voda,
izopropanol, 1 smesa vode 1 izopropanola. U formulaciji izolacionog sloja ispitane su
Cetiri varijante polimera: hidroksipropil metilceluloza 6 cp, kombinacija
hidroksipropil metilceluloze 6 cp 1 hidroksipropil celuloze EF, kombinacija
hidroksipropil metilceluloze 6 cp i hidroksipropil celuloze LF i kombinacije
hidroksipropil metilceluloze 6 cp i etil celuloze koje mogu razli¢ito da uti¢u na profil
brzine oslobadanja model supstance iz peleta. U formulaciji izolacionog sloja ispitano
je 1 prisustvo razli¢itih nivoa talka i razlicitih nivoa punioca (saharoze). U formulaciji
gastrorezistentnog filma ispitana su dva gastrorezistentna polimera: hipromeloza
acetat sukcinat MF 1 hipromeloza acetat sukcinat LF. U ovom sloju je takode ispitano
1 prisustvo razliitih nivoa talka koji ima funkciju lubrikansa, trietil citrata koji ima

ulogu plastifikatora, kao i vrsta rastvaraca koris¢enog za pripremu suspenzije.

5.2 Materijali i metode

5.2.1 Materijali

U istrazivanju su kori$¢eni slede¢i materijali: duloksetin hidrohlorid (JiuZhou, Kina),
inaktivne pelete od saharoze i skroba, veli¢ine 25-30 mesh i 20-25 mesh (JRS
Pharma, Nemacka), povidon K-30 (ISP, Svajcarska), hidroksipropil celuloza EF i LF
(Ashland, SAD), hidroksipripil metilceluloza 6 cp (The Dow Chemical Company,
Velika Britanija), etil celuloza (Ashland, SAD), hipromeloza acetat sukcinat LF i MF
(Shin-Etsu, Japan), saharoza (Sunoko, Srbija), talk (Imerys Talc, Italija),
koncentrovani amonijak (Merck, Nemacka), izopropanol (Brenntag-CEE, Nemacka) i
etanol koncentrovani (Swan Lake, Srbija).

5.2.2 Metode

5.2.2.1 Proizvodnja gastrorezistentnih peleta

Sve probe oblaganja su izvrSene u laboratorijskom uredaju sa fluidiziraju¢im
kretanjem vazduha Glatt GPCG2 (Glatt GmbH, Nemacka) u konfiguraciji sa Wurster
kolonom i mlaznim 1.2 mm rasprSivacem za dva fluida postavljenim na dnu uredaja.

Parametri proizvodnog procesa su podeSeni imajué¢i u vidu osnovne principe
oblaganja peleta ovom tehnikom tako da se spreci aglomeracija peleta 1 spreci uticaj
procesnih parametara na izlaze koji se prate. Sve tecnosti za oblaganje su

pripremljene tako $to su rastvorni materijali rastvoreni u predvidenom rastvaracu, a
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nerastvorni (ako ih ima u formulaciji) su dispergovani i homogenizovani odvojeno pa

su dodati rastvorenim materijalima u formi suspenzije.

5.2.2.2 Gastrorezistencija i profil brzine rastvaranja

Metode ispitivanja gastrorezistencije i profila brzine rastvaranja su opisane u tackama
3.2.2.2.3.

5.2.2.3 Set podataka

Pregled ulaznih i izlaznih promenljivih koje su uklju¢ene u razvoj modela prikazan je

u Tabeli 27.

Tabela 27. Ulazne i izlazne varijable koje su uklju¢ene u modelovanje oslobadanja
duloksetina iz gastrorezistentnih peleta

Table 27. Input and output variables included in the modelling of release of
duloxetine from enteric-coated pellets

Kvalitativne ulazne varijable
Precnik inaktivnih peleta 20 — 25 mesh, 25 — 30 mesh

Polimer u API sloju HPMC 6 cp, PVP K-30, HPC EF, HPC LF

Rastvara¢ u API sloju voda, izopropanol, smesa vode i izopropanola

Polimer u izolaciji HPMC 6 cp, HPMC 6 cp + HPC EF, HPMC 6 cp + HPC LF,
HPMC 6 cp + EC

Polimer u GR sloju HPMCAS LF, HPMCAS MF

Rastvara¢ u GR sloju voda, smesa vode i etanola (20:80)

Kvantitativne ulazne varijable Minimum (%) Maksimum (%)

Udeo inaktivnih peleta 20 36

Udeo polimera u API sloju 20 52

Nanos izolacionog sloja 18 47

Udeo polimera u izolacionom sloju 10 41

Udeo talka u izolacionom sloju 10 67

Udeo punioca u izolacionom sloju 0 80

Nanos gastrorezistentnog filma 20 66

Udeo polimera u gastrorezistentnom filmu 37 100

Udeo lubrikansa u gastrorezistentnom filmu 0 56

Udeo plastifikatora u gastrorezistentnom filmu 0 20

Izlazne varijable

Gastrorezistencija 0.01 18.10
% oslobodene supstance posle 5 minuta 0.2 4.3
% oslobodene supstance posle 10 minuta 2.5 26.5
% oslobodene supstance posle 15 minuta 13.9 51.8
% oslobodene supstance posle 20 minuta 31.9 72.4
% oslobodene supstance posle 30 minuta 46.5 82.3
% oslobodene supstance posle 45 minuta 57.5 95.5
% oslobodene supstance posle 60 minuta 64.9 1014
% oslobodene supstance posle 90 minuta 73.7 102.1
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Za modelovanje formulacije koriS¢en je set istorijskih podataka iz 19 eksperimenata
koji nisu izvedeni prema nekom faktorijalnom ili frakcionom faktorijalnom
eksperimentalnom planu. Set podataka je sadrzao sve raspolozive informacije o
kvalitativnom i kvantitativnom sastavu gastrorezistentnih peleta. Priprema podataka
za obradu je podrazumevala prevodenje kvalitativnih podataka u kodirane numericke
vrednosti. Kada god je bilo mogucée kodirane numericke vrednosti su logicki
dodeljivane kvalitativnim promenljivima. Tako su pelete 20-25 mesh su dobile
oznaku 0 zato §to imaju manju povrsinu od peleta 25-30 mesh koje imaju oznaku 1.
Isto tako polimer hipromeloza acetat sukcinat MF koji se rastvara na nizoj pH
vrednosti rastvora je dobio oznaku 0, a LF tip je dobio oznaku 1 jer se rastvara na
viSoj pH vrednosti rastvora. Ostalim kvalitativnim promenljivima su numericke
vrednosti dodeljene nasumi¢no. Za sve modele, osim za regresiona stabla i ansambl
regresionih stabala dobijen tehnikom "boosting", su kategoricki atributi transformisani
tako da mogu imati vrednosti O ili 1. Na primer, ako kategoricki atribut "polimer u
sloju aktivne supstance" ima vrednosti 0, 1, 2 i 3, atribut se transformise u Cetiri
kategoricka atributa: polimer 0, polimer 1, polimer 2 i polimer 3 od kojih svaki moze
da ima vrednost O ili 1 tako da je nakon transformacije bilo ukupno 27 ulaznih
promenljivih. To se radi jer bi regresija tretirala 0, 1, 2 i 3 kao brojeve izmedu kojih je
razlika ta¢no 1, a realno to nije tako jer su to u stvari kodirani kategoricki atributi.
Regresiona stabla su modeli koji mogu da funkcionisu sa kategori¢kim atributima koji
imaju ne-numeric¢ke vrednosti, a ostale ispitane tehnike to ne mogu te se zato vrsi
transformacija kategori¢kih atributa tako da imaju vrednosti 0 ili 1. Vrednosti
kvantitativnih promenljivih su za sve modele, osim za regresiona stabla i ansambl
regresionih stabala dobijen tehnikom "boosting™ standardizovane/normalizovane
upotrebom z-transoformacije.

Odgovori koji su praceni su gastrorezisitencija i koli¢ina oslobodenog duloksetina
nakon 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 i 90 minuta testa ispitivanja brzine rastvaranja. Podaci
o kvalitativnom i kvantitativnom sastavu ispitanih formulacija prkazani su u Tabeli
28, a gastrorezistencija i profili oslobadanja duloksetina iz tih formulacija prikazani su

u Tabeli 29.
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5.2.2.4 Metode modelovanja oslobadanja duloksetina iz gastrorezistentnih peleta

Razmotreno je viSe pristupa modelovanju oslobadanja duloksetina iz
gastrorezistentnih peleta i to: multipla linearna regresija, stepwise regresija, laso
regresija, grebenasta regresija (engl. ridge regression), elasticna mreza, regresiona
stabla, ansambl regresionih stabla dobijen tehnikom "boosting" i vestacke neuronske
mreze.

Za modelovanje multiplom linearnom regresijom, stepenastom regresijom, laso
regresijom, grebenastom regresijom, elasticnim mrezama, regresionim stablima i
ansamblom regresionih stabala dobijenih tehnikom "boosting" koriS¢en je softver
Matlab® 2013b (MathWorks, SAD). U softveru Matlab koris¢ena su podrazumevana
(engl. default) podesavanja softvera. Podaci su podeljeni na skup za trening i test skup
tako da je 17 primera koriS¢eno za trening, a 2 primera (odnosno 10% ukupnih
primera) su metodom slucajnog izbora odabrani za testiranje modela.

Za modelovanje vestatkim neuronskim mrezama koridéen je softver Statistica® 8.0
(StatSoft, SAD). Podaci su podeljeni u tri grupe: set za trening, test set i set za
validaciju. Od rezultata 19 eksperimenata, 15 je koriS¢eno za trening, 2 za testiranje i
2 za validaciju mreze. Primeri za testiranje su isti kao i primeri koji su koriS¢eni u
softveru Matlab®. Validacioni skup primera je metodom sludajnog izbora odabrao
softver od preostalin primera trening skupa. Za modelovanje formulacije
gastrorezistentnih peleta koriS¢ene su neuronske mreze tipa viSeslojnog perceptrona
(MLP — engl. Multilayer Perceptron). Implementirane su razliite aktivacione
funkcije skrivenih 1 izlaznih neurona: linearna, logistiCka, tangencijalna 1
eksponencijalna. Arhitektura mreza je varirana tako da sadrzi od 5 do 27 skrivenih
slojeva. Trening mreze trajao je dok nije postignuta najmanja greska na validacionim
podacima. GreSka je predstavljena sumom kvadrata razlika izmedu predvidenih i

ta¢nih vrednosti u okviru seta podataka:

2
E=3"(y-t) (27)
gde je N broj slucajeva koji se koriste u datoj fazi, y; je vrednost koje je predvidela

mreZza, a tj realna vrednost za i-ti podatak.
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5.2.2.5 Evaluacija modela

Evaluacija modela razvijenih razli¢itim tehnikama vrSena je poredenjem vrednosti
RMSE za test skupove podataka primenjenih na date modele. RMSE se racuna po

sledec¢oj formuli:

RMSE = [% (yip — ym)? /n]l/2 (28)

gde je RMSE koren srednje vrednosti kvadrata greske, yp tacna vrednost odgovora,
ym vrednost odgovora koji je predvideo model, a n je broj primera koji su kori$éeni za
treniranje modela.

Ibri¢ i autori (2002) su modelovali formulaciju matriks tableta aspirina sa produzenim
oslobadanjem koriS¢enjem vestackih neuronskih mreza. Podaci su prikupljenu u
eksperimentalnom dizajnu, a RMSE za procenat oslobodene supstance koju su
postigli u fazi treninga iznosila je 1.04%. RMSE za test podatke se kretao od 1.85%
za procenat oslobodenog aspirina nakon 2 h do 5.19% za procenat oslobodenog
aspirina nakon 8h.

Eksperimentalno dobijeni i profili oslobadanja duloksetina koje su predvideli modeli
su poredeni pomocu faktora slicnosti f; koji je racunat po sledecoj formuli (FDA,

1997):

f=50-log{[1+(1/n) T=}(Rt - Tt)2]~%5 -100} (29)

gde su Rt i Tt procenti od deklarisane vrednosti rastvorene lekovite supstance iz
ispitivanih proba u vremenu t, a n je broj vremenskih tacaka uklju¢enih u kalkulaciju.
Za raCunanje faktora sli¢nosti f; koriS¢ene su sve vremenske tacke pre nego Sto je
otpusteno 85% model supstance 1 samo jedna tacka na kojoj je otpusteno vise od 85%
lekovite supstance. Ako je izracunat faktor sli¢nosti za eksperimentalne rezultate i
rezultate predvidene modelom (za test skup podataka) veci od 50 zakljucuje se da
model moZe da se koristi za predvidanje oslobadanja duloksetina iz peleta u zavisnosti

od karakteristika njihove formulacije
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Tabela 28. Ispitane ulazne promenljive
Table 28. Evaluated input variables

Inaktivne Sloj aktivne supstance Izolacioni sloj Gastrorezistentni sloj
pelete
Eksp. = Pre¢nik® Udeo Polimer’ Udeo  Rastvarat® Nanos Polimer* Udeo Udeo Udeo  Nanos Polimer® Rastvarac® Udeo Udeo Udeo
(%) polimera (%) polimera lubrikansa punioca (%) polimera lubrikansa plastifikatora
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

1 0 29 0 40 0 20.3 0 41 39 20 34.0 0 0 71 21 7
2 0 30 0 40 0 20.3 0 41 39 20 316 1 1 63 19 18
3 1 24 0 44 0 25.0 0 33 67 0 66.0 1 1 53 32 15
4 1 23 0 44 0 35.5 0 40 20 40 424 0 1 53 32 15
5 0 27 1 35 1 217 0 33 67 0 59.3 1 0 72 22 6
6 0 30 1 35 1 18.8 1 33 67 0 443 1 0 71 21 7
7 0 22 0 52 2 234 0 33 67 0 31.6 1 0 71 21 7
8 0 20 0 52 2 27.0 1 33 67 0 39.0 1 0 71 21 7
9 0 26 1 35 1 215 1 33 67 0 30.2 1 0 40 40 20
10 0 26 1 35 1 31.1 2 33 67 0 20.6 1 0 40 40 20
11 0 24 1 35 1 46.6 2 33 67 0 19.8 1 0 37 56 7
12 0 25 1 35 1 46.6 2 33 67 0 154 1 0 37 56 7
13 0 30 1 35 1 174 3 33 67 0 21.8 1 1 100 0 0
14 0 28 1 35 1 21.3 3 33 67 0 23.6 1 1 100 0 0
15 0 28 1 35 1 21.3 3 33 67 0 24.2 1 1 50 50 0
16 0 36 2 20 1 17.6 0 40 20 40 23.8 1 1 100 0 0
17 0 31 2 20 1 38.6 0 40 20 40 23.2 1 1 100 0 0
18 0 34 3 20 1 22.7 0 10 10 80 26.8 1 1 100 0 0
19 0 32 3 20 1 34.3 0 10 10 80 204 1 1 100 0 0

10— inaktivne pelete 20 — 25 mesh; 1- inaktivne pelete 25-30 mesh; 2 0 — Hidroksipropil metilceluloza 6 cp; 1 — Povidon K-30; 2-Hidroksipropil celuloza LF; 3-Hidroksipropil celuloza EF;
% 0 — voda; 1-izopropanol; 2- voda + izopropanol; * 0 — Hidroksipropil metilceluloza 6 cp; 1- Hidroksipropil metilceluloza 6 cp + Hidroksipropil celuloza EF; 2- Hidroksipropil
metilceluloza 6 cp + Hidroksipropil celuloza LF; 3- Hidroksipropil metilceluloza 6 cp + Etil celuloza;® 0- Hipromeloza acetat sukcinat MF; 1 — Hipromeloza acetat sukcinat LF; ® 0 — voda
+ etanol (20:80), 1 — voda;

10 — inactive pellets 20 — 25 mesh; 1- inactive pellets 25-30 mesh; 2 0 — Hypromellose 6 cp; 1 — Povidone K-30; 2-Hydroxypropycellulose LF; 3-Hydroxypropylcellulose EF; ° 0 — water;
1-isopropanol; 2- water + isopropanol;* 0 — Hypromellose 6 cp; 1- Hypromellose 6 cp + Hydroxypropycellulose EF; 2- Hypromellose 6 cp + Hydroxypropylcellulose LF; 3- Hypromellose
6 cp + Ethylcellulose; ® 0- Hypromellose acetate succinate MF; 1 — Hypromellose acetate succinate LF; ® 0 — water + ethanol (20:80), 1 — water
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Tabela 29. Gastrorezistencija i profil brzine rastvaranja duloksetina iz gastrorezistentnih peleta koji su modelovani tehnikama istrazivanja podataka

Table 29. Gastric-resistance and release profiles of duloxetine from enteric-coated pellets that were modelled by data mining techniques

Eksperiment Gastrorezistencija 5. minut 10. minut 15. minut 20. minut 30. minut 45. minut 60. minut 90. minut
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 0.2 0.2 6.5 28.1 50.3 77.1 93.8 99.0 100.4
2 0.1 0.4 5.4 23.1 42.8 66.0 87.0 96.9 100.2
3 0.9 2.4 9.4 34.1 55.9 77.5 92.8 98.6 100.6
4 0.1 1.6 12.4 37.9 60.0 82.3 95.5 99.4 100.0
5 0.2 2.3 5.5 35.8 60.4 77.1 87.0 92.7 97.5
6 0.1 1.3 22 50.7 65.4 76.7 85.2 90.4 95.0
7 0.2 0.2 4.1 16.7 33.2 64.3 91.1 98.0 98.8
8 0.2 0.9 2.5 13.9 31.9 66.1 95.4 101.4 102.1
9 0.3 1.9 26.5 55.0 68.6 78.8 86.7 91.5 96.3
10 0.4 3.8 23.2 51.8 69.5 82.2 90.8 94.9 98.0
11 0.3 2.1 16.7 45.7 65.4 80.0 89.9 94.6 97.6
12 3.0 3.2 25.7 57.1 72.4 83.5 90.8 94.2 96.2
13 0.3 2.2 23.2 43.5 56.1 69.7 82.5 91.2 97.3
14 0.1 1.7 24.0 44.6 56.7 70.7 83.0 92.3 99.4
15 18.1 1.7 12.2 24.6 34.5 46.5 57.5 64.9 73.7
16 0.4 3.9 9.0 19.1 32.2 52.2 70.4 82.1 93.6
17 0.9 4.3 9.9 20.0 32.1 49.6 66.2 77.9 89.8
18 0.0 2.8 10.4 27.3 445 64.3 80.0 89.0 96.2
19 0.1 2.1 9.3 27.1 44.4 63.8 80.3 90.6 98.0
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5.2.3 Rezultati i diskusija

5.2.3.1 Modelovanje oslobadanja gastrorezistentnih peleta primenom multiple
linearne regresije

[zracunata vrednost RMSE u fazi treninga krece se od 0.09% za procenat oslobodene
supstance posle 5 minuta do 1.36% za procenat oslobodene supstance nakon 15
minuta. Izracunate vrednosti RMSE za test formulacije su znatno vise u svim tackama
profila oslobadanja, za oslobadanje nakom 10 i 15 minuta izracunata vrednost RMSE
iznosi 12.78, odnosno 15.11. Vrednosti RMSE izraCunate za test i trening skup
podataka prikazane su u Tabeli 30. Eksperimentalno dobijeni rezultati i vrednosti
predvidene modelom su prikazani u Tabeli 31. Uporedni prikaz eksperimentalno
dobijenih profila oslobadanja i profila oslobadanja koje je prodvideo model za test

skup podataka prikazan je na slici 40.
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Slika 40. Uporedni profili oslobadanja test formulacija — eksperimentalni rezultati vs. rezultati
predvideni modelom multiple linearne regresije

Figure 41. Comparative release profiles of test formulations — experimentally obtained results
vs. results predicted by multiple regression model

Izracunati faktori sli¢nosti f, za test formulacije 1 i 2 iznose: 48.8 za formulaciju test 1
154.6 za formulaciju test 2. Posto nije postignut faktori sli¢nosti veci od 50 za obe test
formulacije zakljucuje se da ova tehnika nije pogodna za predvidanje oslobadanja

duloksetina iz gastrorezistentnih peleta.
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Tabela 30. RMSE vrednosti za modele dobijene tehnikom multiple linearne regresije
Table 30. RMSE values for models developed by multiple linear regression technique

Odgovor GR 5. min 10.min 15.min 20. min 30. min 45. min 60. min 90. min
RMSE 0.50 0.09 1.09 1.36 0.74 0.30 0.14 0.26 0.25
trening

RMSE test 4.53 1.86 12.78 15.11 8.58 6.24 8.09 8.93 9.56

Tabela 31. Eksperimentalno dobijene i vrednosti predvidene tehnikom multiple linearne regresije za trening i test* skup podataka
Table 31. Experimentally obtained and values predicted by multiple linear regression technique for training set and test* set of data

GR (%) 5. minut (%) 10 minut (%)  15. minut (%)  20. minut (%) 30 minut (%)  45. minut (%)  60. minut (%) 90. minut (%)

Eksp.  Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno  Eksp.  Predvideno  Eksp.  Predvideno
0.2 0.2 0.2 0.2 6.5 6.5 28.1 28.1 50.3 50.3 77.1 77.1 93.8 93.8 99.0 99.0 100.4 100.4

0.1 0.1 0.4 0.4 54 5.4 23.1 231 428 428 660 660 870 87.0 96.9 96.9 100.2 100.2
0.9 0.9 24 2.4 94 9.4 341 341 559 559 775 775 928 928 98.6 98.6 100.6 100.6
0.1 0.1 1.6 1.6 124 124 379 379 600 600 823 823 955 955 99.4 994  100.0 100.0
0.2 0.2 2.3 2.3 5.5 5.5 358 357 604 604 771 771 870 870 92.7 92.7 97.5 97.5
0.1 -0.1 13 1.3 22.0 21.6 50.7 503 654 652 767 766 852 852 90.4 90.5 95.0 95.1
0.2 0.2 0.9 0.9 25 2.5 13.9 139 319 319 661 661 954 954 1014 1014 1021 102.1
0.3 0.4 1.9 1.9 26.5 26.8 55.0 554 686 688 788 789 86.7 86.7 915 91.4 96.3 96.2
0.4 0.2 3.8 3.8 23.2 22.9 51.8 514 695 693 822 821 908 9038 94.9 95.0 98.0 98.1
0.3 1.5 2.1 2.3 16.7 193 457 489 654 671 800 807 899 896 94.6 94.0 97.6 97.0
3.0 1.9 3.2 3.0 25.7 234 57.1 543 724 709 835 829 908 911 94.2 94.7 96.2 96.7
0.3 1.3 2.2 2.4 23.2 253 435 461 561 575 697 703 825 822 91.2 90.7 97.3 96.8
0.1 -0.8 1.7 1.5 24.0 221 446 422 567 554 707 702 830 832 92.3 92.8 99.4 99.8
18.1 18.0 1.7 1.7 12.2 120 246 243 345 344 465 464 575 575 64.9 65.0 73.7 73.8
0.9 0.9 4.3 4.3 9.9 9.9 20.0 200 321 321 496 496 66.2 66.2 77.9 77.9 89.8 89.8
0.0 0.0 2.8 2.8 104 10.3 27.3 272 445 445 643 643 800 80.0 89.0 89.0 96.2 96.2
0.1 0.1 2.1 2.1 9.3 94 27.1 272 444 444 638 638 803 803 90.6 90.6 98.0 98.0
0.2 0.2 0.2 1.0 4.1 20.7 167 367 332 450 643 720 911 986 98.0 1032 98.8 1022
0.4 6.8 3.9 6.4 9.0 15.9 19.1 26.7 322 350 522 479 704 617 82.1 70.6 93.6 80.5

*Test primeri su prikazani u tamnijoj Stampi; * Test data are given in bold print
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Tabela 32. RMSE vrednosti za modele dobijene tehnikom stepwise regresije

Table 32. RMSE values for models developed by stepwise regression technique

Odgovor GR 5. min 10.min 15.min 20. min 30. min 45. min 60. min 90. min
RMSE 4.21 0.64 5.93 11.08 11.01 8.50 7.84 7.23 6.28
trening

RMSE test 1.18 1.35 4.02 18.13 16.35 9.88 5.05 2.37 2.59

Tabela 33. Eksperimentalno dobijene i vrednosti predvidene tehnikom stepwise regresije za trening i test* skup podataka
Table 33. Experimentally obtained and values predicted by stepwise regression for training set and test* set of data

GR (%) 5. minut (%) 10 minut (%)  15. minut (%)  20. minut (%) 30 minut (%)  45. minut (%)  60. minut (%) 90. minut (%)
Eksp.  Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno  Eksp.  Predvideno  Eksp.  Predvideno
0.2 1.5 0.2 0.7 6.5 9.7 28.1 33.1 50.3 52.7 77.1 70.9 93.8 88.6 99.0 94.5 100.4 96.4
0.1 1.5 0.4 0.6 5.4 9.7 23.1 331 428 550 66.0 802 87.0 886 96.9 94.5 100.2  96.4
0.9 1.5 24 1.5 94 9.7 34.1 40.9 55.9 57.8 77.5 7.7 92.8 91.5 98.6 96.7 100.6 96.4
0.1 1.5 1.6 1.7 12.4 9.7 37.9 27.6 60.0 57.8 82.3 7.7 95.5 91.5 99.4 96.7 100.0 96.4
0.2 1.5 2.3 24 5.5 9.7 35.8 40.9 60.4 52.5 77.1 69.9 87.0 84.7 92.7 91.6 97.5 96.4
0.1 1.5 1.3 14 22.0 14.1 50.7 40.9 65.4 52.7 76.7 70.9 85.2 84.7 90.4 91.6 95.0 96.4
0.2 1.5 0.9 1.3 2.5 141 13.9 40.9 31.9 52.7 66.1 70.9 95.4 96.9 1014 100.8 102.1 96.4
0.3 1.5 19 24 26.5 141 55.0 40.9 68.6 61.5 78.8 82.2 86.7 84.9 91.5 91.7 96.3 96.4
0.4 1.5 3.8 24 23.2 18.6 51.8 40.9 69.5 61.5 82.2 82.2 90.8 84.9 94.9 91.7 98.0 96.4
0.3 1.5 2.1 3.1 16.7 18.6 45.7 40.9 65.4 62.4 80.0 71.1 89.9 84.9 94.6 91.7 97.6 96.4
3.0 1.5 3.2 2.8 25.7 18.6 57.1 40.9 72.4 62.4 83.5 71.1 90.8 84.9 94.2 91.7 96.2 96.4
0.3 1.5 2.2 14 23.2 23.0 43.5 40.9 56.1 44.6 69.7 64.5 82.5 84.9 91.2 91.7 97.3 96.4
0.1 1.5 1.7 1.9 24.0 23.0 44.6 40.9 56.7 44.6 70.7 64.5 83.0 84.9 92.3 91.7 99.4 96.4
18.1 1.5 1.7 2.0 12.2 23.0 24.6 40.9 34.5 58.7 46.5 64.5 57.5 84.9 64.9 91.7 73.7 96.4
0.9 1.5 4.3 3.6 9.9 9.7 20.0 27.6 32.1 44.6 49.6 64.5 66.2 74.5 77.9 83.8 89.8 96.4
0.0 15 2.8 2.6 104 9.7 27.3 24.7 44.5 44.6 64.3 64.5 80.0 74.5 89.0 83.8 96.2 96.4
0.1 1.5 21 3.1 9.3 9.7 27.1 24.7 44.4 44.6 63.8 64.5 80.3 74.5 90.6 83.8 98.0 96.4
0.2 1.5 0.2 0.8 4.1 9.7 16.7 40.9 33.2 52.7 64.3 70.9 91.1 96.9 98.0 100.8 98.8 96.4
0.4 1.5 3.9 2.1 9.0 9.7 19.1 27.6 32.2 44.6 52.2 64.5 70.4 74.5 82.1 83.8 93.6 96.4

*Test primeri su prikazani u tamnijoj Stampi; * Test data are given in bold print
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5232 Mode!ovanje os_!obadanja gastrorezistentnih peleta primenom tehnike
stepwise regresije

Izracunate vrednosti RMSE 1 za trening i1 za test skup podataka su vise od vrednosti
RMSE za test skup podataka modela razvijenih tehnikom multiple linearne regresije.
Raspon izracunatih vrednosti RMSE za test skup podataka kreée se od 0.64 za
procenat oslobodenog duloksetina posle 5 minuta do 11.08 za procenat oslobodenog
duloksetina posle 15 minuta. Izracunate vrednosti RMSE za test skup podataka su
nesto vise 1 krecu se od 1.18 za gastrorezistenciju do 18.13 za procenat oslobodenog
duloksetina posle 15 minuta. VVrednosti RMSE za skup podataka za trening i testiranje
za sve ispitivane izlaze prikazani su u Tabeli 32, a predvidene i eksperimentalno
dobijene vrednosti za prikazane u Tabeli 33. Uporedni prikaz eksperimentalno
dobijenih profila oslobadanja i profila oslobadanja koje je prodvideo model za test
skup podataka prikazan je na slici 41.
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Slika 41. Uporedni profili oslobadanja test formulacija — eksperimentalni rezultati vs. rezultati
predvideni modelom razvijenim tehnikom stepwise regresije

Figure 41. Comparative release profiles of test formulations — experimentally obtained results
vs. results predicted by stepwise regression model

Izracunati faktori sli¢nosti f, za test formulacije 1 i 2 iznose: 43.9 za formulaciju test 1
i 57.1 za formulaciju test 2. Posto nije postignut faktori slicnosti ve¢i od 50 za obe test
formulacije zakljucuje se da ova tehnika nije pogodna za predvidanje oslobadanja

duloksetina iz gastrorezistentnih peleta.
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Tabela 34. RMSE vrednosti za modele dobijene tehnikom laso regresije
Table 34. RMSE values for models developed by lasso regression technique

Odgovor GR 5. min 10.min 15.min 20. min 30. min 45. min 60. min 90. min
RMSE 4.21 0.45 1.18 10.09 5.46 541 6.32 3.78 6.29
trening

RMSE test 1.18 0.66 3.46 14.36 3.42 4.51 3.13 2.51 2.59

Tabela 35. Eksperimentalno dobijene i vrednosti predvidene tehnikom laso regresije za trening i test* skup podataka
Table 35. Experimentally obtained and values predicted by lasso regression model for training and test* set of data

GR (%) 5. minut (%) 10 minut (%)  15. minut (%)  20. minut (%) 30 minut (%)  45. minut (%)  60. minut (%) 90. minut (%)
Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno  Eksp.  Predvideno  Eksp.  Predvideno
0.2 1.5 0.2 0.7 6.5 6.5 28.1 32.2 50.3 52.8 77.1 75.3 93.8 91.7 99.0 96.4 100.4 98.0
0.1 1.5 0.4 1.0 54 5.5 23.1 32.2 42.8 47.9 66.0 69.8 87.0 86.7 96.9 94.0 100.2 97.3
0.9 1.5 24 1.9 9.4 9.3 34.1 32.2 55.9 55.2 77.5 75.3 92.8 91.1 98.6 96.3 100.6 98.0
0.1 1.5 1.6 1.6 12.4 12.4 37.9 32.2 60.0 55.2 82.3 77.0 95.5 92.9 99.4 97.3 100.0 98.3
0.2 1.5 2.3 2.0 55 5.4 35.8 40.3 60.4 60.7 77.1 73.8 87.0 86.0 92.7 91.9 97.5 96.4
0.1 1.5 1.3 1.9 22.0 22.1 50.7 40.3 65.4 61.0 76.7 73.4 85.2 85.5 90.4 91.5 95.0 96.2
0.2 1.5 0.9 1.0 2.5 2.6 13.9 32.2 31.9 36.0 66.1 71.9 95.4 92.8 1014 97.1 102.1 98.0
0.3 1.5 19 19 26.5 26.2 55.0 40.3 68.6 64.0 78.8 75.7 86.7 86.9 91.5 92.1 96.3 96.3
0.4 1.5 3.8 2.8 23.2 23.6 51.8 403 695 689 822 778 908 883 94.9 92.6 98.0 96.2
0.3 1.5 2.1 2.8 16.7 19.7 45.7 40.3 65.4 65.9 80.0 76.8 89.9 87.1 94.6 91.8 97.6 95.9
3.0 1.5 3.2 2.8 25.7 22.3 57.1 40.3 72.4 65.9 83.5 76.6 90.8 86.8 94.2 91.6 96.2 95.8
0.3 1.5 2.2 2.0 23.2 24.2 43.5 40.3 56.1 51.3 69.7 65.9 82.5 78.4 91.2 87.6 97.3 95.0
0.1 1.5 1.7 2.0 24.0 22.7 44.6 40.3 56.7 51.3 70.7 66.3 83.0 78.9 92.3 87.9 99.4 95.1
18.1 1.5 1.7 2.0 12.2 12.6 24.6 40.3 34.5 51.3 46.5 67.1 57.5 7.7 64.9 86.9 73.7 94.6
0.9 1.5 4.3 4.0 9.9 9.8 20.0 32.2 32.1 36.2 49.6 60.7 66.2 74.9 77.9 86.5 89.8 95.3
0.0 15 2.8 2.3 104 10.0 27.3 32.2 44.5 43.7 64.3 63.9 80.0 79.1 89.0 88.8 96.2 95.9
0.1 1.5 21 2.3 9.3 9.8 27.1 32.2 44.4 43.7 63.8 64.6 80.3 79.8 90.6 89.1 98.0 96.0
0.2 1.5 0.2 11 4.1 0.2 16.7 32.2 33.2 36.0 64.3 71.1 91.1 91.9 98.0 96.8 98.8 98.0
0.4 1.5 3.9 4.0 9.0 12.0 19.1 32.2 32.2 36.2 52.2 59.7 70.4 73.6 82.1 85.9 93.6 95.1

*Test primeri su prikazani u tamnijoj Stampi; *Test data are given in bold print
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5.2.33 Model_(_)vanje oslobadanja gastrorezistentnih peleta primenom tehnike laso
regresije

Izracunate vrednosti RMSE za trening 1 test skup podataka za modele razvijene
tehnikom laso regresije prikazane su u Tabeli 34. Vrednosti RMSE za trening skup
podataka krecu se u opsegu od 0.45 za oslobadanje posle 5 minuta do 10.09 za
procenat oslobodene supstance nakon 15 minuta i, uopSteno gledano, su vise od
vrednosti RMSE za isti skup podataka modela razvijenih tehnikom multiple linearne
regresije. Vrednosti RMSE za test skup podataka se krecu od 0.66 za oslobadanje
posle 5 minuta do 14.36 za oslobadanje nakon 15 minuta. Vrednosti RMSE za test
skup podataka za sve tacke profila oslobadanja osim oslobadanja posle 15 minuta se
mogu smatrati niskima jer su manje od 5. Predvideni i eksperimentalno dobijeni
rezultati za trening i test skup primera su prikazani u Tabeli 35. Uporedni prikaz
eksperimentalno dobijenih profila oslobadanja i profila oslobadanja koje je prodvideo

model za test skup podataka prikazan je naslici 41.
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Slika 41. Uporedni profili oslobadanja test formulacija — eksperimentalni rezultati vs. rezultati
predvideni modelom razvijenim tehnikom laso regresije

Figure 41. Comparative release profiles of test formulations — experimentally obtained results
vs. results predicted by lasso regression model

Izracunati faktori sli¢nosti f; za test formulacije 1 i 2 iznose: 56.9 za formulaciju test 1
1 60.2 za formulaciju test 2. IzraCunat je faktori sli¢nosti f> ve¢i od 50 za obe test
formulacije te se zakljuCuje da je ova tehnika pogodna za predvidanje oslobadanja

duloksetina iz gastrorezistentnih peleta.

135



5.2.3.4 Modelovanje oslobadanja tehnikom grebenaste regresije

IzraCunate vrednosti RMSE za trening i test skup podataka za modele razvijene
tehnikom grebenaste regresije prikazane su u Tabeli 36. Vrednosti RMSE za trening
skup podataka kre¢u se u opsegu od 0.61 za oslobadanje posle 5 minuta do 8.59 za
procenat oslobodene supstance nakon 20 minuta, uopsteno gledano, su vise od
vrednosti RMSE za isti skup podataka modela razvijenih tehnikom multiple linearne
regresije. Vrednosti RMSE za test skup podataka prate trend vrednosti za trening set
tako da je najniza izracunata vrednost RMSE za test podatke 1.03 za oslobadanje
posle 5 minuta do 12.88 za oslobadanje nakon 20 minuta. RMSE za procenat
oslobodene supstance nakon 15 minuta je isto prili¢no visoka, $to je bio slucaj sa svim
do sada prikazanim tehnikama, i iznosi 10.68. Eksperimentalno dobijene i vrednosti
predvidene tehnikom grebenaste regresije za trening i test skup podataka prikazani su
u Tabeli 37. Uporedni prikaz eksperimentalno dobijenih profila oslobadanja i profila

oslobadanja koje je prodvideo model za test skup podataka prikazan je na slici 42.
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Slika 42. Uporedni profili oslobadanja test formulacija — eksperimentalni rezultati vs. rezultati
predvideni modelom razvijenim tehnikom grebenaste regresije

Figure 42. Comparative release profiles of test formulations — experimentally obtained results
—vs. results predicted by ridge regression model

Izracunati faktori sli¢nosti f, za test formulacije 1 i 2 iznose: 54.4 za formulaciju test 1
1 59.9 za formulaciju test 2. IzraCunati su faktori sli¢nosti f> veéi od 50 za obe test
formulacije te se zakljucuje da je ova tehnika pogodna za predvidanje oslobadanja

duloksetina iz gastrorezistentnih peleta.
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Tabela 36. RMSE vrednosti za modele dobijene tehnikom grebenaste regresije

Table 36. RMSE values for models developed by ridge regression technique

Odgovor GR 5. min 10.min 15.min 20. min 30. min 45. min 60. min 90. min
RMSE 4.20 0.61 3.37 8.37 8.59 6.75 5.78 6.22 5.65
trening

RMSE test 1.18 1.03 2.83 10.68 12.88 7.17 2.34 2.79 1.23

Tabela 37. Eksperimentalno dobijene i vrednosti predvidene tehnikom grebenaste regresije za trening i test* skup podataka

Table 37. Experimenatlly obtained and values predicted by ridge regression model for training and test* set of data

GR (%) 5. minut (%) 10 minut (%)  15. minut (%)  20. minut (%) 30 minut (%)  45. minut (%)  60. minut (%) 90. minut (%)
Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp.  Predvideno Eksp.  Predvideno
0.2 1.5 0.2 0.9 6.5 7.5 28.1 32.1 50.3 52.3 77.1 75.3 93.8 91.7 99.0 96.4 100.4  98.0
0.1 1.5 0.4 14 5.4 7.9 23.1 30.8 42.8 49.3 66.0 69.8 87.0 86.7 96.9 94.0 100.2 97.3
0.9 1.5 24 18 9.4 8.6 34.1 334 559 538 775 753 928 911 98.6 96.3 1006  98.0
0.1 1.5 1.6 15 124 10.7 37.9 32.5 60.0 53.5 82.3 77.0 95.5 92.9 99.4 97.3 100.0 98.3
0.2 1.5 2.3 2.2 55 115 35.8 38.8 60.4 56.8 77.1 73.8 87.0 86.0 92.7 91.9 97.5 96.4
0.1 1.5 1.3 19 22.0 195 50.7 41.1 65.4 574  76.7 734 852 85.5 90.4 91.5 95.0 96.2
0.2 1.5 0.9 11 2.5 5.8 13.9 30.3 31.9 48.3 66.1 71.9 954 928 1014 971 102.1 98.0
0.3 1.5 1.9 2.0 26.5 21.8 550 436 686 601 788 757 867 869 91.5 92.1 96.3 96.3
0.4 1.5 3.8 2.6 23.2 22.2 51.8 45.6 69.5 62.6 82.2 77.8 90.8 88.3 94.9 92.6 98.0 96.2
0.3 1.5 2.1 2.6 16.7 20.0 45.7 45.1 65.4 61.9 80.0 76.8 89.9 87.1 94.6 91.8 97.6 95.9
3.0 1.5 3.2 2.6 25.7 20.5 57.1 45.2 72.4 61.9 83.5 76.6 90.8 86.8 94.2 91.6 96.2 95.8
0.3 1.5 2.2 2.0 23.2 19.9 43.5 37.0 56.1 51.2 69.7 65.9 82.5 78.4 91.2 87.6 97.3 95.0
0.1 1.5 1.7 21 24.0 19.6 44.6 37.1 56.7 514  70.7 66.3 83.0 78.9 92.3 87.9 99.4 95.1
18.1 1.5 1.7 2.1 12.2 18.1 24.6 39.1 34.5 53.6 46.5 67.1 57.5 777 64.9 86.9 73.7 94.6
0.9 1.5 4.3 3.2 9.9 10.6 20.0 29.2 32.1 444  49.6 60.7 66.2 74.9 77.9 86.5 89.8 95.3
0.0 1.5 2.8 2.3 10.4 10.0 27.3 29.3 445 458 64.3 63.9 80.0 79.1 89.0 88.8 96.2 95.9
0.1 1.5 21 25 9.3 10.7 27.1 301 444 466 638 646 803 7938 90.6 89.1 98.0 96.0
0.2 15 0.2 14 4.1 0.6 16.7 28.3 33.2 47.3 64.3 71.1 91.1 91.9 98.0 96.8 98.8 98.0
0.4 1.5 3.9 3.1 9.0 11.0 19.1 28.7 32.2 43.8 52.2 59.7 704  73.6 82.1 85.9 93.6 95.1

*Test primeri su prikazani u tamnijoj Stampi; *Test data are presented in bold print
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Tabela 38. RMSE vrednosti za modele dobijene tehnikom elasti¢énih mreza
Table 38. RMSE values for models developed by elastic net

Odgovor GR 5. min 10.min 15.min 20. min 30. min 45. min 60. min 90. min
RMSE 4.21 0.43 5.30 591 6.07 5.84 4.00 3.90 6.09
trening

RMSE test 1.18 0.72 3.64 3.62 6.40 5.58 2.41 2.21 2.31

Tabela 39. Eksperimentalno dobijene i vrednosti predvidene tehnikom elasti¢nih mreza za trening i test* skup podataka
Table 39. Experimentally obtained and values predicted by elastic net model for training and test* set of data

GR (%) 5.minut (%) 10 minut (%)  15. minut (%)  20. minut (%) 30 minut (%)  45. minut (%)  60. minut (%) 90. minut (%)
Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno  Eksp.  Predvideno  Eksp.  Predvideno
0.2 1.5 0.2 0.6 6.5 10.2 28.1 29.6 50.3 51.8 77.1 76.0 93.8 93.2 99.0 98.5 100.4 96.9
0.1 1.5 0.4 1.0 5.4 104 23.1 28.0 42.8 47.5 66.0 69.2 87.0 87.3 96.9 96.2 100.2 96.9
0.9 1.5 24 2.0 9.4 9.6 34.1 335 559 545 775 751 928 916 98.6 97.6 100.6  96.9
0.1 1.5 1.6 1.6 12.4 9.9 37.9 33.1 60.0 54.6 82.3 7.7 95.5 93.9 99.4 98.3 100.0 96.9
0.2 1.5 2.3 2.0 55 142 35.8 39.9 60.4 59.1 77.1 74.4 87.0 87.0 92.7 92.8 97.5 96.3
0.1 1.5 1.3 1.8 22.0 17.1 50.7 44.7 65.4 60.0 76.7 74.2 85.2 86.1 90.4 92.1 95.0 96.3
0.2 1.5 0.9 0.9 2.5 10.2 13.9 22.1 31.9 40.5 66.1 70.8 95.4 94.5 1014 1004 102.1 96.9
0.3 1.5 19 1.8 26.5 17.6 55.0 47.7 68.6 63.2 78.8 76.8 86.7 86.4 91.5 91.2 96.3 96.3
0.4 1.5 3.8 29 23.2 18.6 51.8 505 695 677 822 801 908 910 94.9 95.3 98.0 96.3
0.3 1.5 2.1 2.8 16.7 18.5 45.7 47.7 65.4 64.7 80.0 77.8 89.9 87.8 94.6 92.0 97.6 96.3
3.0 1.5 3.2 2.8 25.7 18.6 57.1 47.7 72.4 64.7 83.5 7.7 90.8 87.5 94.2 91.8 96.2 96.3
0.3 1.5 2.2 2.0 23.2 17.6 43.5 38.3 56.1 51.0 69.7 64.9 82.5 78.1 91.2 87.2 97.3 95.8
0.1 1.5 1.7 2.0 24.0 17.6 44.6 38.3 56.7 51.1 70.7 65.0 83.0 78.7 92.3 87.7 99.4 95.8
18.1 1.5 1.7 2.0 12.2 17.6 24.6 38.3 34.5 51.1 46.5 65.0 57.5 71.5 64.9 78.6 73.7 95.8
0.9 1.5 4.3 3.9 9.9 125 20.0 24.4 32.1 38.5 49.6 57.3 66.2 70.3 77.9 81.5 89.8 96.3
0.0 15 2.8 2.3 104 12.2 27.3 28.1 445 45.2 64.3 64.9 80.0 79.2 89.0 88.5 96.2 96.3
0.1 1.5 2.1 2.3 9.3 124 27.1 285 444 455 638 649 803 80.2 90.6 89.9 98.0 96.3
0.2 1.5 0.2 1.2 4.1 7.9 16.7 17.5 33.2 39.9 64.3 70.6 91.1 93.9 98.0 99.9 98.8 96.9
0.4 1.5 3.9 3.9 9.0 12.5 19.1 24.2 32.2 38.3 52.2 57.0 70.4 68.5 82.1 79.7 93.6 96.3

*Test primeri su prikazani u tamnijoj Stampi; Test data are given in bold print
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5.2.3.5 Modelovanje oslobadanja tehnikom elasti¢nih mreza

IzraCunate vrednosti RMSE za trening i test skup podataka za modele razvijene
tehnikom elasti¢nih mreza prikazane su u Tabeli 38. Vrednosti RMSE za trening skup
podataka kre¢u se u opsegu od 0.43 za oslobadanje posle 5 minuta do 6.07 za
procenat oslobodene supstance nakon 20 minuta i, uopsteno gledano, su nize od
vrednosti RMSE za isti skup podataka modela razvijenih tehnikom multiple linearne
regresije. Vrednosti RMSE za test skup podataka prate trend vrednosti za trening set
tako da je najniza izracunata vrednost RMSE za test podatke 0.72 za oslobadanje
posle 5 minuta do 6.40 za oslobadanje nakon 20 minuta iz kojih vidimo da za nju
predvidanje oslobadanja dulosketina posle 15 i 20 minuta nije toliko problemati¢no
kao $to je bio slucaj sa prethodno ispitanim tehnikama koje su imale vrednosti RMSE
u jednoj ili obe ove tacke preko 10.

Tehnika elasti¢énih mreza se pokazala najboljom od svih do sada opisanih tehnika jer
ima najnize vrednosti RMSE za test skup podataka. To je posledica sposobnosti ove
tehnike da razvija jednostavne modele tako $to smanjuje veli¢inu koeficijenata
regresije, eliminiSe nevazne faktore iz modela, a moze da uradi grupnu selekciju
medusobno koreliranih faktora. Eksperimentalno dobijene i vrednosti predvidene
tehnikom elasti¢nih mreza za trening i test skup podataka prikazan je u Tabeli 39.
Uporedni prikaz eksperimentalno dobijenih profila oslobadanja i profila oslobadanja

koje je prodvideo model za test skup podataka prikazan je na Slici 43.
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Slika 43. Uporedni profili oslobadanja test formulacija — eksperimentalni rezultati vs. rezultati
predvideni modelom razvijenim tehnikom elasticnih mreza

Figure 43. Comparative release profiles of test formulations — experimentally obtained results
vs. results predicted by elastic net model
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Izracunati faktori sli¢nosti f, za test formulacije 1 i 2 iznose: 68.3 za formulaciju test 1
i 70.3 za formulaciju test 2 i u skladu su sa niskim izra¢unatim vrednostima RMSE za
modele razvijene ovom tehnikom. Izracunati su faktori sli¢nosti f; ve¢i od 50 za obe
test formulacije te se zakljucuje da je ova tehnika pogodna za predvidanje oslobadanja

duloksetina iz gastrorezistentnih peleta.

5.2.3.6 Modelovanje oslobadanja tehnikom regresionih stabala

Izracunate vrednosti RMSE za trening 1 test skup podataka za modele razvijene
tehnikom regresionih stabala prikazane su u Tabeli 40. Vrednosti RMSE za trening
skup podataka krecu se u opsegu od 0.66 za oslobadanje posle 5 minuta do 8.51 za
procenat oslobodene supstance nakon 15 minuta i, uopsteno gledano, su vise od
vrednosti RMSE za isti skup podataka modela razvijenih tehnikom multiple linearne
regresije. Vrednosti RMSE za test skup podataka krecu se u opsegu od 0.25 za
gastrorezistenciju do 11.01 za procenat oslobodenog duloksetina posle 20 minuta.
Eksperimentalno dobijene i vrednosti predvidene tehnikom regresionih stabala za
trening i test skup podataka prikazan je u Tabeli 41. Uporedni prikaz eksperimentalno
dobijenih profila oslobadanja i profila oslobadanja koje je prodvideo model za test

skup podataka prikazan je na Slici 44.
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Slika 44. Uporedni profili oslobadanja test formulacija — eksperimentalni rezultati vs. rezultati
predvideni modelom razvijenim tehnikom regresionih stabala

Figure 44. Comparative release profiles of test formulations — experimentally obtained results
vs. results predicted by regression trees model
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Izracunati faktori sli¢nosti f, za test formulacije 1 i 2 iznose: 58.9 za formulaciju test 1
1 59.9 za formulaciju test 2. Izracunati su faktori sli¢nosti f> ve¢i od 50 za obe test
formulacije te se zakljucuje da je ova tehnika pogodna za predvidanje oslobadanja

duloksetina iz gastrorezistentnih peleta.
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Tabela 40. RMSE vrednosti za modele dobijene tehnikom regresionih stabala
Table 40. RMSE values for models developed by regression trees

Odgovor GR 5. min 10.min 15.min 20. min 30. min 45. min 60. min 90. min
RMSE 3.29 0.66 5.25 8.51 6.85 6.18 6.04 6.03 4.70
trening

RMSE test 0.25 1.88 2.97 8.63 11.01 7.13 4.01 1.75 3.74

Tabela 41. Eksperimentalno dobijene i vrednosti predvidene tehnikom regresionih stabala za trening i test* skup podataka
Table 41. Experimentally obtained and values predicted by regression trees model for training and test* set of data

GR (%) 5. minut (%) 10 minut (%)  15. minut (%)  20. minut (%) 30 minut (%)  45. minut (%)

60. minut (%)

90. minut (%)

Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno
0.2 0.2 0.2 0.3 6.5 8.2 28.1 264  50.3 43.7 77.1 79.8 93.8 88.9

0.1 0.2 0.4 0.3 5.4 8.2 23.1 264 428 437 660 696 870 889
0.9 0.9 24 18 9.4 8.2 34.1 264 559 604 775 798 928 946
0.1 0.1 1.6 1.8 12.4 8.2 37.9 264 600 604 823 798 955 946
0.2 0.2 2.3 1.8 5.5 199 358 454 604 604 771 798 870 889
0.1 0.2 13 18 22.0 19.9 50.7 454 654 604 767 696 852 889
0.2 0.2 0.9 18 2.5 8.2 13.9 264 319 437 661 696 954 946
0.3 0.3 1.9 1.8 26.5 19.9 550 454 686 690 788 798 86.7 889
0.4 0.3 3.8 3.0 23.2 19.9 51.8 454 695 690 822 798 908 889
0.3 7.1 2.1 3.0 16.7 199 457 454 654 690 800 798 899 889
3.0 7.1 3.2 3.0 25.7 19.9 57.1 454 724 690 835 798 908 889
0.3 0.2 2.2 3.0 23.2 199 435 454 561 437 697 608 825 749
0.1 0.2 1.7 18 24.0 199 446 454 567 437 707 608 83.0 749
18.1 7.1 1.7 1.8 12.2 19.9 24.6 454 345 437 465 608 575 749
0.9 0.9 4.3 3.0 9.9 8.2 20.0 264 321 437 496 608 66.2 749
0.0 0.1 2.8 18 104 8.2 27.3 264 445 437 643 608 800 749
0.1 0.1 2.1 3.0 9.3 8.2 27.1 264 444 437 638 608 803 749
0.2 0.2 0.2 1.8 41 8.2 16.7 264 332 437 643 696 911 946
0.4 0.1 3.9 18 9.0 8.2 19.1 264 322 437 522 608 704 749

Eksp.
99.0
96.9
98.6
99.4
92.7
90.4
1014
91.5
94.9
94.6
94.2
91.2
92.3
64.9
77.9
89.0
90.6
98.0
82.1

Predvideno

99.1
99.1
99.1
99.1
93.1
93.1
99.1
931
93.1
93.1
931
84.3
84.3
84.3
84.3
84.3
84.3
99.1
84.3

Eksp.
100.4
100.2
100.6
100.0

97.5

95.0
102.1

96.3

98.0

97.6

96.2

97.3

99.4

73.7

89.8

96.2

98.0

98.8

93.6

Predvideno

100.7
100.7
100.7
100.7
97.2
97.2
100.7
97.2
97.2
89.2
89.2
97.2
97.2
89.2
89.8
97.2
97.2
100.7
98.5

*Test primeri su prikazani u tamnijoj Stampi; Test data are given in bold print
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Tabela 42. RMSE vrednosti za modele dobijene tehnikom ansambla regresionih stabala dobijenih tehnikom "boosting"
Table 42. RMSE values for models developed by an ensemble of regression trees obtained by "boosting”

Odgovor GR 5. min 10.min 15.min 20. min 30. min 45. min 60. min 90. min
RMSE 4.67x107 8.75x10° 4.57x107 0.00031 0.00011 0.00041 0.00024 0.00022 0.00018
trening

RMSE test 0.08 1.17 4.54 8.06 5.29 3.56 2.95 3.26 3.02

Tabela 43. Eksperimentalno dobijene i vrednosti predvidene tehnikom ansambla regresionih stabala dobijenih tehnikom "boosting™ za trening i

test* skup podataka
Table 43. Experimentally obtained and values predicted by an ensemble of regression trees model for training and test set* of data

GR (%) 5. minut (%) 10 minut (%)  15. minut (%)  20. minut (%) 30 minut (%)  45. minut (%)  60. minut (%) 90. minut (%)

Eksp.  Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp. Predvideno Eksp.  Predvideno Eksp.  Predvideno
0.2 0.2 0.2 0.2 6.5 6.5 28.1 28.1 50.3 50.3 77.1 77.1 93.8 93.8 99.0 99.0 100.4 100.4

0.1 0.1 0.4 0.4 54 5.4 23.1 231 428 428 660 660 870 870 96.9 96.9 100.2 100.2
0.9 0.9 2.4 2.4 9.4 9.4 341 341 559 559 775 775 928 9238 98.6 98.6  100.6 100.6
0.1 0.1 1.6 1.6 12.4 124 379 379 600 600 823 823 955 955 99.4 994  100.0 100.0
0.2 0.2 2.3 2.3 55 5.5 35.8 358 604 604 771 771 87.0 870 92.7 92.7 97.5 97.5
0.1 0.1 13 13 22.0 22.0 50.7 50.7 654 654 767 767 852 852 90.4 90.4 95.0 95.0
0.2 0.2 0.9 0.9 2.5 2.5 13.9 139 319 319 661 661 954 954 1014 1014 1021 102.1
0.3 0.3 19 19 26.5 26.5 55.0 550 686 686 788 788 867 86.7 91.5 91.5 96.3 96.3
0.4 0.4 3.8 3.8 23.2 23.2 51.8 518 695 695 822 822 908 908 94.9 94.9 98.0 98.0
0.3 0.3 2.1 2.1 16.7 16.7 457 457 654 654 800 800 899 899 94.6 94.6 97.6 97.6
3.0 3.0 3.2 3.2 25.7 25.7 57.1 571 724 724 835 835 908 9038 94.2 94.2 96.2 96.2
0.3 0.3 2.2 2.2 23.2 232 435 435 561 561 697 697 825 825 91.2 91.2 97.3 97.3
0.1 0.1 1.7 1.7 240 240 446 446 567 56.7 70.7 70.7 830 830 92.3 92.3 99.4 99.4
181 181 1.7 1.7 12.2 12.2 24.6 246 345 345 465 465 575 575 64.9 64.9 73.7 73.7
0.9 0.9 4.3 4.3 9.9 9.9 20.0 200 321 321 496 496 66.2 66.2 77.9 77.9 89.8 89.8
0.0 0.0 2.8 2.8 104 104 27.3 273 445 445 643 643 800 80.0 89.0 89.0 96.2 96.2
0.1 0.1 21 2.1 9.3 9.3 27.1 271 444 444 638 638 803 803 90.6 90.6 98.0 98.0
0.2 0.1 0.2 18 41 -1.3 16.7 8.8 332 337 643 660 911 953 98.0 1013 988 1022
0.4 0.4 3.9 35 9.0 124 19.1 274 322 397 522 569 704 708 82.1 85.3 93.6 91.0

*Test primeri su prikazani u tamnijoj Stampi; test data are given in bold print
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5.2.3.7 Modelovanje oslobadanja ansamblom regresionih stabala dobijenih tehnikom
"boosting”

Izracunate vrednosti RMSE za trening i test skup podataka za modele razvijene
ansamblom regresionih stabala dobijenih tehnikom "boosting” prikazane su u Tabeli
42. Vrednosti RMSE za trening skup podataka krecu su znatno nize od vrednosti
RMSE za bilo koju, do sada, opisanu tehniku i kreéu se u opsegu od 8.75x10°° za
oslobadanje posle 5 minuta do 0.00041 za procenat oslobodenog duloksetina nakon
30 minuta. Izracunate vrednosti RMSE za test skup podataka nisu tako dobre i krecu
se u opsegu od 0.08 za gastrorezistenciju do 8.06 za procenat oslobodenog
duloksetina posle 30 minuta. To ukazuje da je model jako dobro naucio podatke za
trening pa zato ne pokazuje sli¢ne rezultate na test skupu podataka. Bez obzira na to,
modeli dobijeni ovom tehnikom su upotrebljivi, ali uglavnom nisu dobri kao modeli
razvijeni tehnikom elasti¢nih mreza. Eksperimentalno dobijene i vrednosti predvidene
ansamblom regresionih stabala dobijenih tehnikom "boosting"” za trening i test skup
podataka prikazan je u Tabeli 43. Uporedni prikaz eksperimentalno dobijenih profila
oslobadanja i profila oslobadanja koje je prodvideo model za test skup podataka

prikazan je na Slici 45.
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Slika 45. Uporedni profili oslobadanja test formulacija — eksperimentalni rezultati vs. rezultati
predvideni modelom razvijenim tehnikom ansambla regresionih stabala dobijenih tehnikom
"boosting"

Figure 45. Comparative release profiles of test formulations — experimentally obtained results
vs. results predicted by ensemble of regression trees obtained by "boosting" technique
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Izracunati faktori sli¢nosti f, za test formulacije 1 i 2 iznose: 68.0 za formulaciju test 1
1 66.0 za formulaciju test 2. Izracunati su faktori sli¢nosti f> ve¢i od 50 za obe test
formulacije te se zakljucuje da je ova tehnika pogodna za predvidanje oslobadanja

duloksetina iz gastrorezistentnih peleta.

5.2.3.8 Modelovanje oslobadanja gastrorezistentnih peleta primenom vestackih
neuronskih mreza

Izracunate vrednosti RMSE za trening, test i validacioni skup podataka za modele
razvijene veStaCkim neuronskim mrezama prikazane su u Tabeli 44. Nije bilo
moguce dobiti jednako dobre modele za sve ispitivane izlaze pomocu samo jedne
mreze (rezultati nisu prikazani) tako da je za modelovanje svakog izlaza koris¢ena
posebna mreZa ¢iji su rezultati prikazani. To moze da bude posledica sloZenosti 1
dinamicnosti ispitanog sistema. Rastvaranje duloksetina iz peleta je dinamicki proces,
na koji razli¢iti faktori utiu u razli¢itim tackama profila oslobadanja tako da se
najmanje greske predvidanja postizu kada se koristi posebna neuronska mreza za
svaki ispitani izlaz .

Vrednosti RMSE za trening skup podataka nalaze se u opsegu od 0.17 za oslobadanje
posle 5 minuta do 6.41 za procenat oslobodenog duloksetina nakon 60 minuta.
Izracunate vrednosti RMSE za test skup podataka nalaze se u opsegu od 0.15 za
oslobadanje posle 20 minuta do 1.86 za oslobadanje nakon 60 minuta. Izraunate
vrednosti za validacioni skup podataka nalaze se u opsegu od 1.00 za oslobadanje
nakon 5 minuta do 16.59 za oslobadanje duloksetina nakon 20 minuta testa ispitivanja
brzine rastvaranja. Eksperimentalno dobijene i vrednosti predvidene tehnikom
vestackih neuronskih mreza za trening, test i validacioni skup podataka prikazan je u
Tabeli 45.

Uporedni prikaz eksperimentalno dobijenih profila oslobadanja i profila oslobadanja
koje je prodvideo model za test i validacioni skup podataka prikazan je na Slici 46.
Izracunati faktori slicnosti f, za test formulacije 1 i 2 iznose: 94.6 za formulaciju test 1
1 93.1 za formulaciju test 2. Medutim izracunati faktori slicnosti za skup podataka za

validaciju nisu tako dobri i iznose 47.6 i 60.3 za primere za validaciju 1 i 2.
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Slika 46. Uporedni profili oslobadanja test i validacionih formulacija — eksperimentalni
rezultati vs. rezultati predvideni modelom razvijenim tehnikom vestac¢kih neuronskih mreza
Figure 46. Comparative release profiles of test and validation formulations — experimentally

obtained results vs. results predicted by artificial neural networks model
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Tabela 44. Neuronske mreze koje su dale najbolje rezultate za pojedinaéne odgovore i pripadajuce vrednosti RMSE

Table 44. Neural network that had the best results for single responses and their belonging RMSE

Odgovor GR 5. min 10.min 15.min 20. min 30. min 45. min 60. min 90. min
Oznaka mreZe MLP 27-9-1 MLP 27-12-2 MLP 27-5-2 MLP 27-17-1 MLP 27-17-1 MLP 27-17-1 MLP 27-17-1 MLP 27-12-1 MLP 27-13-1
Aktivaciona Tangencijalna Linearna Logisticka Linearna Linearna Linearna Linearna Eksponencijalna  Tangencijalna
funkcija

skriveni sloj

Aktivaciona Eksponencijalna  Linearna Tangencijalna  Eksponencijalna  Eksponencijalna  Eksponencijalna  Eksponencijalna  Tangencijalna Tangencijalna
funckija

izlazni sloj

RMSE trening 0.31 0.17 3.34 1.38 0.36 2.93 5.18 6.41 5.34

RMSE test 0.28 0.54 1.20 0.42 0.15 0.65 0.94 1.86 0.72

RMSE valid. 1.90 1.00 4.98 7.40 16.59 10.70 1.98 2.28 1.61

Tabela 45. Eksperimentalno dobijene i predvidene vrednosti za trening, test* i validacioni** skup podataka za neuronske mreZze sa najboljim rezultatima za pojedinacne

Table 45. Experimentally obtained and predicted values for training, test and validation set of data for models developed by artificial neural network

5. minut (%)

10 minut (%)

15. minut (%)

20. minut (%)

30 minut (%)

45. minut (%)

60. minut (%)

90. minut (%)

odgovore
GR (%)

Eksp. Predvideno EKsp.
0.1 0.2
0.1 0.7
0.2 0.2
0.1 0.2
0.2 0.1
0.2 0.1
0.3 0.6
0.4 0.6
3.0 3.0
0.3 0.4
0.1 0.4
18.1 17.9
0.9 0.1
0.0 0.1
0.1 0.1
0.9 0.6
0.4 0.1
0.3 0.1
0.3 3.0

0.4
1.6
2.3
1.3
0.2
0.9
1.9
3.8
3.2
2.2
1.7
1.7
4.3
2.8
21
24
3.9
1.9
2.1

Predvideno
0.5
1.6
2.2
15
0.2
0.8
1.7
39
3.1
1.8
2.0
1.8
4.3
2.8
2.1
1.7
4.1

-0.5
3.4

Eksp.
6.5
5.4
9.4

124
55

22.0
25

23.2

16.7

25.7

23.2

24.0

12.2
9.9
9.3
4.1
9.0

26.5

104

Predvideno
6.4
5.1
9.4

125
5.6
22.0
25
23.1
15.8
25.1
23.7
234
12.4
10.1
9.4
4.2
8.7
195
3.1

Eksp.

28.1
231
34.1
37.9
35.8
50.7
13.9
51.8
45.7
57.1
435
44.6
24.6
20.0
27.1
16.7
19.1
55.0
27.3

Predvideno
295
23.1
35.2
374
355
49.7
15.6
51.6
47.0
535
45.7
43.6
24.9
21.0
26.9
16.1
19.3
49.4
18.6

Eksp.

50.3
42.8
55.9
60.0
60.4
65.4
31.9
69.5
65.4
724
56.1
56.7
34.5
321
444
33.2
32.2
68.6
445

Predvideno
50.5
42.8
55.9
60.0
60.4
65.4
32.6
69.4
65.6
72.2
56.7
55.8
34.3
32.6
44.4
33.1
324
47.2
35.0

Eksp.

77.1
66.0
775
82.3
77.1
76.7
66.1
82.2
80.0
83.5
69.7
70.7
46.5
49.6
63.8
64.3
522
78.8
64.3

Predvideno
76.7
61.8
81.2
80.3
76.6
74.6
64.9
83.2
79.9
79.5
69.0
70.6
53.9
53.3
65.1
63.7
515
64.8
58.5

Eksp.

93.8
87.0
92.8
95.5
87.0
85.2
954
90.8
89.9
90.8
825
83.0
57.5
66.2
80.3
911
70.4
86.7
80.0

Predvideno
92.8
84.0
94.7
93.6
88.6
86.2
92.2
97.0
914
90.9
74.6
75.1
70.8
715
79.3
925
70.2
87.7
77.4

Eksp.
99.0
96.9
98.6
99.4
92.7
90.4
101.4
94.9
94.6
94.2
91.2
92.3
64.9
77.9
90.6
98.0
82.1
91.5
89.0

Predvideno
100.0
97.1
99.3
100.0
91.6
90.8
98.8
91.8
90.9
90.8
82.7
82.8
83.3
84.9
86.0
98.8
84.6
92.2
85.9

Eksp.
100.4
100.2
100.6
100.0
97.5
95.0
102.1
98.0
97.6
96.2
97.3
99.4
73.7
89.8
98.0
98.8
93.6
96.3
96.2

Predvideno
100.0
99.2
99.6
99.9
96.1
94.7
99.3
95.2
94.0
93.9
89.3
89.5
87.9
93.4
94.3
99.7
93.1
95.2
94.2

*test primeri su prikazani u italic Stampi **validacioni primeri su prikazani u tamnijoj $tampi; test data are given in italic print; validation data are presented in bold print

147



Graficki prikaz izracunatih vrednosti RMSE za sve ispitane tacke i za sve ispitane
izlaze prikazan je u Slici 47. Sa slike mozemo da zaklju¢imo da, gledano pojedina¢no
po tehnikama, elasti¢ne mreze daju najbolje rezultate sa opsegom vrednosti RMSE za
test skup podataka od 0.72 do 6.40. U literaturi nema podataka o modelovanju
formulacije ovom tehnikom. Ibri¢ i autori (2002) su modelovali oslobadanje aspirina
iz tableta sa produzenim delovanjem koriS¢enjem tehnika veStackih neuronskih
mreza, podatke su prikupili na sistemati¢an nacin primenom eksperimentalnog dizajna
i dobili vrednosti RMSE za test skup podataka u opsegu od 1.85 do 5.19. Modeli
razvijeni elastiénim mrezama su omogucili razvijanje modela na osnovu istorijskih
podataka prikupljenih na nesistemati¢an nacin sa vrednostima RMSE slicnog reda
veli¢ina u odnosu na one koje su dobili Ibri¢ i autori (2002).

Poredem faktora sli¢nosti, f, za eksperimentalno dobijene i predvidene profile
oslobadanja duloksetina iz gastrorezistentnih peleta vidi se da najbolje rezultate imaju
takode elasticne mreze. Tabela sa prikazanim vrednostima faktora sli¢nosti f; za test
eksperimentalno dobijene i predvidene formulacija iz test skupa podataka su
prikazane u Tabeli 46.

Tabela 46. IzraCunate vrednosti faktora slicnosti, f, za test primere i za sve ispitane
tehnike modelovanja
Table 46. Calculated values of similarity factors, f, for test data for all examined

techniques
Multipla ~ Stepwise  Laso Grebenasta Elasticne Regresiona Ansambl VNN
linearna  regresija  regresija  regresija  mreze stabla reg.
resija stabala
Test1l 48.8 43.9 56.9 54.4 68.3 68.0 58.9 47.6
Test2 54.6 57.1 60.2 59.9 70.3 66.0 59.9 60.3

VNN — vestacke neuronske mreze; VNN — artificial neural networks

Petrovi¢ 1 autori (2012) su koristili razli¢ite tipove veStackih neuronskih mreza da bi
modelovali oslobadanje diklofenaka 1 kofeina iz matriks tableta i poredenjem sli¢nosti
eksperimentalno dobijenih 1 predvidenih profila oslobadanja dobili rezultate u opsegu
od 49.3 do 86.9, a podatke su prikupili na sistematican nacin. Chansanroj i autori
(2011) su modelovali oslobadanje iz matriks tableta primenom tehnika veStackih
neuronskih mreZa i samorganizujuc¢ih mapa 1 za poredenjem sli¢nosti eksperimentalno
dobijenih i predvidenih profila oslobadanja model supstance dobili f, vrednosti u
opsegu od 42.3 do 95.8.
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M Elasti¢ne mreze

@ Ansambl reg. stabala

W Regresona stabla

M Laso regresija

B Grebenasta regresija

1 Vestacke neuronske mreie

B Multipla linearna regresija

M Stepwise regresija

Slika 47. Uporedni prikaz svih vrednosti RMSE za sve ispitane tehnike modelovanja; GR — gastrorezistencija
Figure 47. Overview of RMSE values for all evaluated modelling techniques; GR — gastric-resistance
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Elasti¢ne mreze, medutim, nemaju najnize vrednosti RMSE za sve izlaze koje smo pratili pa se
zato najbolji rezultati predvidanja postizu kada se kombinuje vise tehnika. Tehnike koje su dale
najnize vrednosti izraCunate RMSE za ispitane izlaze prikazane su u Tabeli 47. Za sve odgovore

koji su prac¢eni dobijene su izraCunate vrednosti RMSE za test skup podataka manje od 4.

Tabela 47. Optimalne tehnike za predvidanje oslobadanja duloksetin-hidrohlorida iz
gastrorezistentnih peleta

Table 47. Optimal techniqus for predicting release of duloxetine hydrochloride from enteric-
coated pellets

Odgovor Tehnika RMSE za test skup podataka
Gastrorezistencija ~ Ansambl regresionih 0.08
stabala dobijen tehnikom
"boosting"
5. minut (%) Laso regresija 0.66
10. minut (%) Grebenasta regresija 2.83
15. minut (%) Elasti¢ne mreze 3.62
20. minut (%) Laso regresija 3.42
30. minut (%) Ansambl regresionih 3.56
stabala dobijen tehnikom
"boosting"
45. minut (%) Vestacke neuronske mreze 1.98
60. minut (%) Regresiona stabla 1.75
90. minut (%) Grebenasta regresija 1.23

Kombinovanjem svih ovih tehnika postiZe se bolja sli¢nost profila oslobadanja eksperimentalno
dobijenih 1 predvidenih profila. Prikaz eksperimentalno dobijenih profila oslobadanja 1 profila
oslobadanja predvidenih kombinovanjem tehnika istraZivanja podataka prezentovan je na Slici
48.

IzraCunate vrednosti faktora sli¢nosti za eksperimentalno dobijene profile oslobadanja i1 profile
oslobadanja predvidene kombinovanjem tehnika modelovanja iz Tabele 47 iznose 82.3 za
formulaciju test 1 i 74.6 za formulaciju test 2 $to je bolje od rezultata koji su postignuti bilo

kojom tehnikom pojedinacno.
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Slika 48. Uporedni profili oslobadanja test formulacija — eksperimentalni rezultati vs. rezultati predvideni
modelom razvijenim kombinovanjem razli¢itih tehnika

Figure 48. Comparative release profiles of test formulations — experimentally obtained results vs. results
predicted by combining different techniques

Razlog tome je ¢injenica da je oslobadanje duloksetina iz gastrorezistentnih peleta kompleksan
dinamicki proces. Ponasanje sistema se menja u toku vremena pa je zato tesko jednom tehnikom
izvrsiti predvidanja za sve vremenske tacke profila oslobadanja. Za svaku ispitanu vremensku
taku drugaciji uslovi su bili optimalni za modelovanje $to je uslovljeno sloZzenos¢u formulacije,
odnosno prisustvom viSe razliitih slojeva 1 njihove interakcije u kona¢nom proizvodu i u

medijumu za ispitivanje brzine rastvaranja.
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6.0 Zakljucak

Prvi deo istraZivanja odnosio se na ispitivanje uticaja razli¢itih tehnika oblaganja peleta
duloksetin hidrohloridom i gastrorezistentnim filmom na kriticne atribute kvaliteta farmaceutskog
preparata:

- jacinu, odnosno sadrzaj duloksetina u peletama

- gastrorezistenciju

- profil brzine rastvaranja duloksetina iz peleta

- stabilnost

Tehnike oblaganja inaktivnih peleta duloksetin hidrohloridom koje su ispitane su: oblaganje
praskom (suvo oblaganje), oblaganje rastvorenom aktivhom supstancom 1 oblaganje
suspendovanom aktivnom supstancom. Tehnike nanoSenja gastrorezistentnog filma na pelete
oblozene duloksetin hidrohloridom i izolacionim slojem koje su ispitane su oblaganje praskom
(suvo oblaganje) i oblaganje suspenzijom u kojoj je gastrorezistentni polimer rastvoren.

e [Evaluiranjem peleta obloZenih slojem aktivne supstance zakljuceno je sledece:

- Pelete proizvedene tehnikom suvog oblaganja imaju loSije parametre oblika od peleta
proizvedenim ostalim tehnikama t.j. $iru raspodelu veli¢ine sa pre¢nikom od 1084.4 pm +141.1
pm, neravniju povrsinu sa hrapavoscu od 0.84 + 0.04 1 loSiju sferi¢nost sa stepenom izduZenosti
od 1.17 + 0.09 i sferi¢nos¢u projekcije od 0.77 £ 0.06. Pelete proizvedene oblaganjem rastvorene
aktivne supstance bile su okarakterisane precnikom 1270.0 um + 52.3 um, hrapavos¢u od 0.97 +
0.01, stepenom izduZenosti od 1.09 + 0.06 1 sferi€nos¢u projekcije od 0.90 + 0.04. Pelete
proizvedene oblaganjem suspendovanom aktivnom supstancom su okarakterisane pre¢nikom od
1086.2 um + 54.5 um, hrapavoscu od 0.97 + 0.01, stepenom izduzenosti od 1.11 £ 0.07 i
sferi¢noscu projekcije od 0.89 + 0.06. Razlike u obliku peleta proizvedenih razli¢itim tehnikama
je posledica loSijeg doziranja praska prilikom suvog oblaganja u odnosu na doziranje te¢nosti za
oblaganje prilikom oblaganja rastvorenom i suspendovanom aktivnom supstancom.

- Oslobadanje duloksetina u fosfatnom puferu pH 6.8 je potpuno. Na osnovu izracunatog
faktora slicnosti f; profili oslobadanja duloksetina iz peleta obloZenih tehnikom suvog oblaganja i
tehnikom oblaganja suspendovanom aktivhom supstancom smatraju se slicnim (f,=69.8).
IzraCunati faktori slicnosti izmedu profila oslobadanja peleta oblozenih suspendovanom i

rastvorenom model supstancom (f,=34.4) i izmedu peleta oblozenih praskom i rastvorenom
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model supstancom (f,=32.5) ukazuju da se ovi profili oslobadanja ne mogu smatrati slicnim. To
je delimi¢no posledica ¢injenice da u toku oblaganja peleta rastvorenim duloksetin hidrohloridom
nastaje amorfni oblik leka Sto je dokazano analizama diferencijalne skenirajuée kalorimetrije u
drugom delu istrazivanja.

e [Evaluiranjem peleta oblozenih izolacionim slojem zakljuceno je sledece:

- Parametri oblika peleta obloZzenih suvim oblaganjem su poboljSani nakon nanoSenja
izolacionog sloja, ali 1 dalje losiji od druge dve ispitane formulacije. Njihov precnik je iznosio
1163.6 um + 80.6 um, hrapavost 0.88, stepen izduzenosti 1.17 £+ 0.09 i sferi¢nost projekcije 0.79
+ 0.06. Pelete proizvedene oblaganjem rastvorene aktivne supstance bile su okarakterisane
pre¢nikom 1309.6 pm % 55.0 um, hrapavoséu od 0.98 + 0.01, stepenom izduzenosti od 1.09 +
0.06 i sferi¢nos¢u projekcije od 0.91 + 0.05. Pelete proizvedene oblaganjem suspendovanom
aktivnom supstancom su okarakterisane pre¢nikom od 1138.3 + 58.5um, hrapavoséu od 0.97 +
0.01, stepenom izduzenosti od 1.10 £ 0.07 1 sferi¢nos¢u projekcije od 0.90 £ 0.05.

- Oslobadanje duloksetina u fosfatnom puferu pH 6.8 je potpuno. Na osnovu izracunatog
faktora slicnosti fp profili oslobadanja peleta obloZenih suspendovanim duloksetin hidrohloridom
1 praSkom se mogu smatrati slicnim (f,=55.7), dok to nije slufaj sa peletama obloZenim
suspendovanim i rastvorenim duloksetin hidrohloridom (f;=25.5) i rastvorenim i praskastim
duloksetin hidrohloridom (f,=20.7). Na osnovu izracunatog faktora sli¢nosti f, za pojedina¢ne
formulacije nakon oblaganja aktivnom supstancom i nakon oblaganja izolacionim slojem samo se
profili oslobadanja iz suvo oblozenih peleta mogu smatrati sli¢nim (£,=59.6). Izolacioni film je
usporio oslobadanje duloksetina iz preostale dve formulacije pa je izracunata f, vrednost za pelete
oblozene rastvorenim duloksetin hidrohloridom iznosila 36.2, dok je za pelete obloZene
suspendovanim duloksetin hidrohloridom iznosila 45.2. To moZze biti posledica koriS¢enja
hidroksipropil metilceluloze 3 cp u izolacionom sloju peleta oblozenih praskastom aktivnom
supstancom. Za druge dve formulacije koriS¢ena je kombinacija polimera viSeg viskoziteta —
hidroksipropil metilceluloze 6 cp 1 hidroksipropil celuloze EF. PovrSina peleta obloZenih
aktivnom supstancom tehnikom suvog oblaganja je mnogo neravnija od povrsine peleta druge
dve ispitane formulacije Sto joj povecava kontaktnu povrsinu sa medijumom za ispitivanje brzine
rastvaranje te je 1 na taj nacin smanjen uticaj izolacionog filma na brzinu oslobadanja duloksetina.

e Evaluiranjem peleta obloZenih gastrorezistentnim filmom zakljuceno je sledece:
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- Nanosenje gastrorezistentnog filma tehnikom suvog oblaganja je zbog neuniformnog
nanosenja filma dovelo do povecanja standardne devijacije u prose¢noj izmerenoj vrednosti
pre¢nika peleta koja je iznosila 1386.5 pm £ 151.7 um. Doslo je do blagog poboljsanja
parametara oblika stepen izduzenosti (1.16 = 0.07) 1 sferi¢nosti projekcije (0.82 = 0.05), ali se
jedino vrednost hrapavosti od 0.95 + 0.01 priblizila vrednosti od 0.97 = 0.01 koja je izmerena u
probama u kojima su pelete oblagane suspenzijom za oblaganje. ProseCan precnik peleta
oblozenih rastvorenom aktivhom supstancom iznosio je 1469.7 pm + 69.5 pum, stepen izduzenosti
iznosio je 1.08 + 0.06, a sferiCnost projekcije 0.92 + 0.04. ProsecCan precnik peleta oblozenih
suspendovanom aktivhom supstancom iznosio je 1241.9 pum + 60.9 pm, stepen izduzenosti
iznosio je 1.09 £ 0.07, a sferi¢nost projekcije 0.91 + 0.05.

- Permeabilnost filma nanesenog tehnikom suvog oblaganja je u Kiseloj fazi testa
ispitivanja brzine rastvaranja veca od permeabilnosti filma nanesenog iz suspenzije tako da je za
postizanje gastrorezistencije od 1.97% duloksetina oslobodenog u kiseloj fazi testa ovom
tehnikom bio potreban nanos od 61% filma, odnosno 35% gastrorezistenontog polimera. Za
postizanje gastrorezistencije od 0.17% za pelete oblozene rastvorenom aktivnom supstancom,
odnosno 0.11% za pelete obloZene suspendovanom aktivhom supstancom bio je potreban 20%
manji nanos gastrorezistentnog filma. Oslobadanje duloksetina u fosfatnom puferu pH 6.8 je
potpuno za sve tri ispitane formulacije. Proba proizvedena tehnikom suvog oblaganja koja je
imala najbrzi profil oslobadanja iz izolovanih peleta ima najsporiji profil oslobadanja iz
gastrorezistentnih peleta. Ova proba je imala najloSiju gastrorezistenciju te je bilo oéekivano da
zbog vece permeabilnosti filma ima najbrzi profil oslobadanja. Uzrok sporom profilu oslobadanja
suvo obloZenih peleta moZe biti ve¢i nanos (debljina) gastrorezistentnog filma kao i prisustvo
ricinusovog ulja u formulaciji. Na osnovu izra¢unatih vrednosti f, nijedan par profila oslobadanja
ne moze se smatrati sli¢nim jer je izracunati faktor slicnosti f, za pelete obloZene rastvorenim i
suspendovanim duloksetin hidrohloridom 32.5, za pelete obloZene suspendovanom i praskastom
lekovitom supstancom 35.3, a 46.3 za pelete obloZzene model supstancom iz rastvora i1 tehnikom
suvog oblaganja.

e Na osnovu rezultata odredivanja srodnih supstanci duloksetina posle 12, 24 1 36 meseci

cuvanja gastrorezistentnih peleta u ambijentalnim uslovima zakljuceno je sledece:
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- Izolacioni sloj efikasno sprecava kontak duloksetina i kiselog polimera jer je nivo
necisto¢e koja je proizvod njihove reakcije ispod granice od 0.2% koja je definisana na
osnovu vodi¢a za ne€isto¢e u novim lekovitim proizvodima.

- stabilnost formulacije koja je proizvedena sa rastvorenim duloksetin hidrohloridom je
loSija od preostale dve ispitane formulacije jer je kod nje nakon 36 meseci zabelezen porast
necistoce 1-naftol iznad gornje granice za specificirane identifikovane necistoc¢e od 0.2%.
Ova necisto¢a je proizvod hidrolize duloksetina. Njen porast u formulaciji proizvedenoj
tehnikom oblaganja rastvorenom aktivnom supstancom objasnjavaju se prisustvom amorfne
forme duloksetina u formulaciji. Amorfne forme pokazuju vecu hemijsku reaktivnost zbog
vecée pokretljivosti molekula i u vecoj mori adsorbuju vodu prisutnu u formulaciji.

e Iz daljih eksperimenata je iskljucena tehnika suvog oblaganja peleta aktivnom supstancom 1
gastrorezistentnim filmom jer se pokazala zahtevnijom i manje robusnom od oblaganja peleta
tehnikama koje podrazumevaju koris¢enje tecnosti kao vehikuluma.

Drugi deo istraZivanja odnosio se na ispitivanje uticaja formulacijskih i procesnih parametara

oblaganja peleta aktivnom supstancom na efikasnost procesa i koristan prinos proizvodnog

procesa primenom dizajna eksperimenata.

e Primenom frakcionog faktorijalnog dizajna tipa 2%* u fazi skrininga ispitan je uticaj
formulacijskih faktora (udeo i viskozitet hidroksipropil metilceluloze, prisustvo talka,
rastvara¢ za pripremu suspenzije 1 koncentracija te€nosti za oblaganje) i procesnih faktora
(protok ulaznog vazduha, temperatura proizvoda u toku prskanja i protok suspenzije za
oblaganje).

- Na osnovu rezultata eksperimenata u fazi skrininga procenjena je znacajnost ispitanih
parametara te su iz daljih istraZivanja iskljuceni svi procesni faktori formulacijski faktori:
viskozitet hidroksipropil metilceluloze, prisustvo talka i rastvara¢ za pripremu suspenzije, §to
je pojednostavilo dalji razvoj proizvoda.

- Rezultati faze skrininga su neocekivano pokazali da najve¢i negativan uticaj na koristan
prinos proizvodnog procesa ima prisustvo smeSe vode i izopropanola u formulaciji, odnosno
da najlosiji koristan prinos imaju probe izvedene sa rastvorenim duloksetinom. DSC analize
slobodnih filmova pripremljenih sa hidroksipropil metilcelulozom i suspendovanim i
rastvorenim duloksetinom su pokazale da u toku oblaganja peleta rastvorenim duloksetin

nastaje amorfni duloksetin Cija je Tg bliska temperaturama proizvoda u toku procesa
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proizvodnje te da je to uzrok izrazene aglomeracije. Usled izostanka meSanja amorfnog
duloksetina i hidroksipropil metilceluloze na molekularnom nivou u sistemu postoje dve faze.
Povidon K-30 se sa amorfnim duloksetinom me$a na molekulskom nivou tako da nastaje
jednofazni sistem.

Primenom centralnog kompozitnog dizajna i metodologije povrSine odgovora izvrSena je
optimizacija formulacije sloja peleta sa aktivnom supstancom. Razvijeni su znacajni modeli
(p-vrednost<0.05) sa R*>0.90.

- Koncentracija suvih supstanci je faktor sa najveéim efektom na efikasnost proizvodnog
procesa. Manji, ali znaCajan efekat na efikasnost procesa imali su i kvadratni efekat
koncentracije suvih supstanci, udeo hidroksipripil metilceluloze i njen kvadratni efekat. Udeo
hidroksipropil metilceluloze u formulaciji 1 njen kvadratni efekat imali su najveci efekat na
koristan prinos. Koncentracija suvih susptanci u suspenziji za oblaganje je imala najveci
efekat na viskozitet suspenzije za oblaganje i vreme trajanja procesa oblaganja.

- KoriS¢enjem modela razvijenih metodologijom povrsine odgovora i funkcije pozeljnosti u
softveru za obradu eksperimentalnih podataka definisani su optimalan udeo hidroksipropil
metilceluloze i koncentracije suvih supstanci koji su potrebni za postizanje maksimalne
efikasnosti 1 korisnog prinosa proizvodnog procesa uz koris¢enje Sto manje koli¢ine vezivnog
sredstva 1 za S§to krace vreme. Numericka optimizacija je dala opseg reSenja koja
zadovoljavaju unapred postavljene kriterijume za efikasnost procesa, koristan prinos, trajanje
procesa proizvodnje i udeo hidroksipropil metilceluloze u formulaciji. Kretanjem u okviru tog
opsega obezbeden je efikasan procesa proizvodnje peleta obloZenih aktivnom supstancom sa

sadrzajem duloksetina u okviru specificiranih granica.

Treéi deo istraZivanja se odnosio na ispitivanje moguénosti primene razli¢itih soft computing

tehnika veStacke inteligencije u optimizaciji formulacije gastrorezistentnih peleta u cilju

razvijanja modela koji mogu da se Koriste za predvidanje kriti¢nih atributa kvaliteta:

gastrorezistencije i profila brzine rastvaranja lekovite supstance na osnovu formulacijskih

karakteristika.

Sledece tehnike su ispitane: multipla linearna regresija, stepwise regresija, laso regresija,
grebenasta regresija, elasticne mreze, regresiona stabla, ansambl regresionih stabala dobijen
tehnikom "boosting" 1 veStacke neuronske mreZe. Za razvijanje modela koriS¢eni su istorijski

podaci prikupljeni u 19 nesistemati¢no izvedenih laboratorijskih proba po principu proba -
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greska. Ispitano je 6 kvalitativnih 1 10 kvantitativnih ulaznih promenljivih. Tehnike
modelovanja su procenjivane na osnovu izra¢unatih vrednosti RMSE za gastrorezistenciju i
svih 8 taCaka profila oslobodanja duloksetima i racunanjem faktora sli¢nosti izmedu
eksperimentalno dobijenih profila oslobadanja duloksetina i profila oslobadanja koje je
predvideo model.

- Elasti¢ne mreze su tehnika koja je imala najbolje faktore slicnosti izmedu eksperimentalno
dobijenih i1 predvidenih profila oslobadanja duloksetina za test formulacije (68.3 za
formulaciju test 1 i 70.3 za formulaciju test 2). Ova tehnika nije imala najmanje vrednosti
RMSE za sve ispitane tatke profila oslobadanja tako da je zakljueno da bi se najbolja
sli¢nost izmedu eksperimentalno dobijenih i predvidenih profila oslobadanja duloksetina
dobila kada bi se iskombinovale tehnike koje su imale najmanje greske predvidanja. Na ovaj
nacin se slicnost eksperimentalno dobijenih 1 predvidenih profila poveca Sto potvrduju i
izracunati faktori sli¢nosti od 82.3 za formulaciju test 1 1 74.6 za formulaciju test 2.
Oslobadanje duloksetina iz gastrorezistentnih peleta je kompleksan dinamicki proces.
Ponasanje sistema se menja u toku vremena te je teSko jednom tehnikom izvrsiti predvidanja
za sve vremenske taCke profila oslobadanja.Za svaku ispitanu vremensku tacku profila
oslobadanja duloksetina drugaciji su bili optimalni uslovi za modelovanje Sto je uslovljeno
sloZzenoS¢u formulacije, odnosno prisustvom viSe razli¢itih slojeva u peletama 1 njihovom

interakcijom u kona¢nom proizvodu 1 u medijumu za ispitivanje brzine rastvaranja.

Primenom dva razli¢ita koncepta za postizanje viSeg stepena znanja o farmaceutskom
proizvodu, alatki dizajna kvaliteta i tehnika vestacke inteligencije, razvijeni su modeli koji
mogu da se koriste u svim fazama Zivotnog ciklusa preparata kao 1 u razvoju drugih

preparata.
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W3jasmbyjem

£a je AOKTOpCKa AucepTaumja nog Hacnosom

(DZ\PMMLC\"YCY\M pas Bi.)j FACTPOPEINCTEHTHUX (ICICTA HPUMEHOM KOHI{CIITa ANn3a]Ha KB ela
N TCAHRRA BUITAY ke UH l'(’ﬂl’i!\"lil[l‘lic

e pe3ynTar ConcreeHOr NCTpaxuBayxkor paja,

°  [a npeanoxera fuceprauyvja y UennHn Hi y genosuma rnje buna npegnoxena
3a pobujarce Buno Koje gunnome npema CTYAWCKUM fporpamuma apyrux
BNCOKOLLIKOMCKMX YCTAHOBA,

° [la Cy pesynitaTty KOPeKTHO KaseleHn n

° [a HMCaM KpLIMO/MA ayTOPCKA NpPasa W KOPWCTNO VIHTENEKTyarHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc foKTOPaHaa
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M3jaBa 0 NICTOBETHOCTU WITaMMaHe U ENIeKTPOHCKe
Bep3uje JOKTOPCKOr paga

Ve v npesume aytopa _Josara Kosadesnh

bpoj ynuca 18/09

Cryavijckn nporpam _PapmaueyTtcka TexHonormja

HaCﬂOB pa,ﬂa WapMauCVTCKH paSBO) l‘aC'l‘pOpci}HCTL’HTHHX nenera IIBHMCHOM KoHIenra ,‘U‘l‘:}ﬂjlid KBa/ANTCTA
WM TCXHKRA BCUITAYKC MHT L’umummic
MeHTop npogp. pp CeeTnana NBpuh

Motnucann JosaHa Kosavesnh

u3jassrbyjeM fda je wramnaHa Beps3uja Mor AOKTOPCKOT paga WCTOBETHa eNeKTPOHCKO)
BEP3NjKM  KOJy cam npegao/na 3a objarouBare Ha noprtany [AururanHor
peno3nTopujyma YHusepsuTeTa y Beorpaay.

[lossorbasam pa ce objase MOM NWUYHW NOAAUM Be3aHn 3a Aobujame akagemckor
3Barba [OKTOPa Hayka, Kao LWTO Cy MMe 1 Npe3umMe, rouHa U MecTo pofjemwa u 4atym
oabpaxe paaa.

OBW nn4HM nogaun mory ce objaBnT Ha MpexHuMm CcTpaHuyama  aurutantHe
BubnuoTeke, y eNexTPOHCKOM KaTanory v y rybnvkauvjama YHvsepautera y beorpagy.
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Mpunor 3.
MU3jaBa o kopulwhery
Osnawhyjem YrusepanuteTcky owbnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y [ururarnu

penosutopujym YHueepsnuteta y beorpagy yHece Mojy JOKTOPCKYy AucepTauvjy nofd
HaCMOBOM:

LDJJ}M&U,L')"}CKH Piliili()j FAcTPOPE3NCTEHTHNUX 1IC/ICTA [IPUMEHOM KOBIICNITA AN34jHA KBa/rera
HTEXHUKA BCUITAYKE MH ICIII‘H'CHILHj@

KOja je Moje ayTopcKo Aeno.

[vncepTaumjy ca cBUM Npuno3vma npesao/na cam y enekTpoHcKoM (hopmary norogHom
3a TPajHO apxusupame.

Mojy aokropcky aucepTtaumjy noxpatweHy y Lurntaniy penosutopujym YHusepauTeTa
y beorpagy mory aa kopucre cBW Koju nowTyjy ogpeade cagpxade y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyuwo/na.
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4. AYTOpPCTBO — HEKOMEPLWjanHo — [ENNTU NOA NCTUM YCrioBUma
5. Aytopcteo — Bes npepaae
6. AyTOpPCTBO — AenUTW NOA UCTUM YCnoBUMa

(Morninmo fa 3aokpyxuTe camo jedHy o4 LWeCT NOHYReHUX NUUEHUW, KpaTak onuc
NMUEHYW AaT je Ha nonefunn nucra).

Motnuc goxTopanaa

Y beorpaay, _30.05.2016.
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