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Roviditések jegyzéke

ATR — gyengitett totalreflexio

BCS — Biofarméaciai Osztalyozasi Rendszer

BR — Britton-Robinson

DMSO — dimetil-szulfoxid

DTGS — deuterizalt triglicin-szulfat

FaSSIF — étkezés eldtti szimulalt bélnedv

FDM — facilitalt kioldodas modszer

FeSSIF — étkezés utani szimulalt bélnedv

FTIR — Fourier transzformacios infravords (spektroszkopia)
FUR — furoszemid

HH — Henderson-Hasselbalch

HPLC — nagyhatékonysagt folyadékkromatografia

HTS — nagy ateresztoképességli vizsgalat

IR — infravoros (spektroszkopia)

LADME - liberaci6, abszorpcid, disztribicid, metabolizmus, exkrécid
MS — tdmegspektrometria

nanoPVA — PVA segédanyaggal nanonizalt minta
nanoPVPK — PVP-K25 segédanyaggal nanonizalt minta
NIF — nifluminsav

OTC - oxitetraciklin

PAP — papaverin

PES — poliéterszulfon

PTFE — politetrafluoretilén

PVA — polivinilalkohol

PVDF — polivinilidén-fluorid

PVP-K25 — polivinilpirrolidon K25

SEM — pasztazo elektronmikroszkop
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SGF — szimulalt gyomornedv

SIF — szimulalt bélnedv

SSF — telitéses razotdlceséres (eljaras)
UV — ultraibolya (spektroszkopia)
XRPD — porrontgen-diffrakciod

ZIM — zero intercept mddszer
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1. Bevezetés

Egy gyogyszer a szervezetbe keriilés soran szamos folyamaton megy keresztiil,
melyek mind befolyasoljak a készitmény biohasznosuldsat. Ezen folyamatokat
Osszegzéen a LADME néven emlithetjiik, ez magaban foglalja a gyogyszerforméabol
torténd hatdanyagfelszabaduldst, a membranon keresztiil torténd abszorpcidt, a

szervezetben torténd eloszlast, vagyis disztribliciot, a metabolizmust és az eliminaciot(1).

Ordlis gyogyszeralkalmazas esetén, amely a leggyakrabban alkalmazott
gyogyszerbeviteli mod, mindezen folyamatok kritikusak a biohasznosulas
szempontjabol, mig mas adagolasi modokkal egyes Iépések korlatozd szerepe
kikiiszobolhetd — példaként emlithetd az intravénas gyogyszeralkalmazas, mely esetében
a membranon keresztiil torténd abszorpcio a hatébanyag kozvetlen véraramba juttatdsanak
koszonhetden nem limitdld tényezd. Az oralis adagolasi gyogyszerformdbdl torténd
felszabadulas soran a hatéanyag oldott allapotba keriil, mely egyrészrdl elengedhetetlen
a megfeleld felszivodashoz, masrészrél a hatds kifejtéséhez sziikséges a receptor
kornyezetében a megfeleld koncentracio elérése. A felszivodas a szervezetben
leggyakrabban passziv diffazioval torténik, igy ebben a Iépésben a molekula

oldhatésagan tilmenden annak lipofilitasa is kulcsszerepet jatszik(2, 3).

Ezen ismeretek alapjan megallapithato, hogy a szervezetben torténd
biohasznosuldst nagyban befolyasoljadk a hatéanyag fizikai-kémiai tulajdonséagai,
ugymint vizoldhatdsaga és oralis alkalmazas esetén membranpermeabilitdsa. Az emlitett
paraméterek ismerete a gyogyszerkutatas korai fazisaban nagyban segitheti a molekula
szervezetbeni viselkedésének eldrejelzését, melynek segitségével csokkenthetd a nem
megfeleld biohasznosulast molekuldk kés6i kutatdsi fazisba keriilése, jelentdsen
csokkentve ezzel a gyogyszerfejlesztés koltségeit(4, 5). Az emlitett paraméterek
ismeretének jelentdségét mutatja, hogy ezek képezik a gyogyszermolekuldk Biofarmaciai
Osztalyozési Rendszerbe (BCS) torténd besoroldsanak alapjat. Oldhatosaguk és
permeabilitasuk alapjan négy osztalyba sorolhatjuk a hat6anyagokat. Az 1. osztalyba
tartozd vegyiileteket jo oldhatosag és permeabilitds, mig a II. osztilyba tartozo
hatéanyagokat a jo permeabilitds mellett, rossz vizoldhatdsag jellemzi. A III. osztaly
tagjai jO vizoldhatosag mellett rossz permeabilitassal rendelkeznek, végiil a IV. osztalyba

a rossz vizoldhatdsaggal €s permeabilitassal jellemezhetd vegyiiletek tartoznak. Egy
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vegyiiletet akkor tekinthetiink a BCS alapjan jo oldhatosdggal rendelkezének, ha a
legmagasabb elérhet6 dozis teljes mennyisége feloldodik 250 mL pufferoldatban, a pH
1,2-6,8 tartomanyban(6). Napjainkban az 0j gyogyszerjelolt molekulak donté tobbsége a
II. vagy IV. osztalyba tartozik, amely komoly kihivast jelent a megfeleld készitmények
eléallitasanak szempontjabol(7, 8). Kiilonb6z6é formulacids technikakkal javithatd a
molekulak oldhatésaga illetve permeabilitdsa, mivel azonban ezek konszekutiv
folyamatok, fontos, hogy az egyik paraméter javitdsa ne eredményezze a masik
romlasat(9). Nagy jelent0sége van tehat a gyogyszerfejlesztés soran annak, hogy
pontosan ismerjiik mind a hatéanyag oldhatosagat, mind pedig permeabilitasat, valamint
az ezeket befolyasolo tényezoket, hogy ezek valtoztatasaval optimalis szervezetbeni

hasznosulast érhesstink el.

1.1. Az oldhatésag fogalma

azonban az oldhatosdg megnevezés tobbféle fogalmat is takarhat, ezek a kdvetkezok:

1.1.1. Termodinamikai oldhatésag (S)

Egy adott anyag termodinamikai oldhatésaganak egy heterogén rendszer (oldat és
termodinamikai egyensulyban van. Telitett oldatrol akkor beszélhetiink, ha egységnyi 1d6
alatt ugyanannyi anyag oldodik be, mint amennyi kivalik, tehat a koncentracié idében
allando. A termodinamikai oldhatosag értéke adott nyomason és hdmérsékleten konstans,

anyagi mindségre jellemzd.

1.1.2. Intrinsic oldhatésag (So)

Az intrinsic oldhatosag fogalma szorosan kapcsolodik a termodinamikai oldhatosag
fogalméahoz. Azon molekuldk egyensulyi oldhatdsaga, melyek rendelkeznek ionizalhato
funkcids csoporttal, pH fliggd. Intrinsic oldhatdsagnak egy adott vegyiilet azon pH-n mért
egyensulyi oldhatosagat nevezziik, ahol a molekula makroszkopikus szinten semleges

(toltésmentes vagy ikerionos) formaban van jelen.
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1.1.3. Kinetikai oldhatésag (S”"P)

A kinetikai oldhatosag az egyensulyi oldhatosagtol eltéréen, egy termodinamikai
egyensulyban nem 1év6 rendszerben mérhetd oldatkoncentracid, abban az iddpillanatban,
amikor elészor torténik csapadékkivalas. Definicidjabdl is kovetkezik, hogy egy adott
vegyiilet kinetikai oldhatdsaga altalaban magasabb, mint egyensulyi oldhatésaga, mivel

egy termodinamikai egyensulyban nem 1évo rendszerrdl beszéliink.

1.2. Az oldhatésag meghatarozasanak modszerei

Az oldhatésag meghatarozasidra szdmos modszer alkalmazhatd, kivélasztaskor
azonban figyelembe kell venni, hogy az adott vegyiilet kinetikai vagy termodinamikai
oldhatésaga a meghatarozni kivant paraméter. A gyogyszerkutatast és —fejlesztést
tekintve az a tendencia figyelhetd meg, hogy a korai kutatasi szakaszban a kinetikai
oldhat6sag megismerése elegendd lehet, mivel jo kozelitést ad a molekula oldhatosdgarol
kiilonbozé  kozegekben, illetve meghatarozasdra viszonylag gyors ¢és nagy
ateresztOképességli (HTS) modszerek allnak rendelkezésre. Tekintettel arra, hogy
ilyenkor akér tobb szaz gydgyszerjelolt molekula karakterizaldsa valhat sziikségessé, a
mérési id6 és a modszer kapacitasa kritikus paraméternek tekinthetd. Amennyiben a
molekula a gyogyszerkutatas korai szakaszain tiljutva a fejlesztési szakaszba keriil, a
pontos termodinamikai oldhatosdg ismerete elengedhetetlenné valik a megfeleld
formulacio kifejlesztésének szempontjabol, mivel ez segiti a végleges gyogyszerforma és
a dozis kivalasztasat(10, 11). A kinetikai illetve egyensulyi oldhatésag meghatarozasara

leggyakrabban alkalmazott modszereket az 1. tablazat tartalmazza(12-14).

10
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1. tablazat. Oldhatosdag meghatarozasara alkalmas modszerek és ateresztokepességiik

Oldhatésag tipusa Modszer Ateresztéképesség
UV-spektrofotometria nagy
HPLC kozepes
Kinetikai Turbidimetrias eljaras kozepes
,»Zero intercept” modszer (ZIM) alacsony
Nefelometrias eljaras nagy
Telitéses razotolcséres modszer alacsony
Miniatiirizalt telitéses razotolcséres eljaras alacsony/kozepes
,,aenerator column” modszer kozepes
Termodinamikai  Kjoldodas alapu — pDISS alacsony/kozepes
Kioldédas alapu — facilitalt kioldodas alacsony
Potenciometrias modszer — DTT alacsony
Potenciometrias modszer — CheqSol alacsony

1.2.1. Kinetikai oldhat6sag meghatarozasara alkalmas modszerek

A kinetikai oldhatosdg meghatdrozasara alkalmas modszerek kozos jellemzdje,
hogy a kérdéses vegyiiletet nem szilard formaban keverik az olddszerhez, hanem egy
vizzel elegyedd szerves oldoszerrel — leggyakrabban dimetil-szulfoxid (DMSO) — késziilt
torzsoldat részleteit adagoljdk a kozeghez, melyben a kinetikai oldhatosagot

meghatarozni kivanjak. Az eljarasokat a detektalasi mod szerint csoportosithatjuk.

1.2.1.1. UV-spektrofotometrias médszer

UV-spektrofotometrias modszer esetén a mar emlitett moédon, DMSO-ban oldott
hatbanyag meghatarozott részleteit juttatjuk az oldoszerhez. Ahhoz, hogy a modszer nagy
ateresztOképességlinek mindsiiljon, a mérést 96-lyuku plate-eken, kis térfogatok
alkalmazasaval kell végrehajtani. Mivel ezen detektalasi modhoz tiszta oldatra van
sziikség, az anyagkivalas utan a szilard anyag felesleg sztiréssel kertil eltavolitasra, majd
a tiszta oldat abszorbanciajat hatarozzuk meg. Ahhoz, hogy az abszorbanciabol pontos
koncentracioértéket kapjunk, elézetes kalibracio sziikséges. Ennek soran a meghatarozni
kivant hatdanyag ismert koncentracioji torzsoldatanak részleteit adagoljuk az oldhatosagi
vizsgélatban hasznalt oldoszerhez, a kapott koncentracid-abszorbancia adatparok kozotti

linearis Osszefliggés segitségével pedig kiszamithato a szlirt mintak koncentracioja.

11
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1.2.1.2. Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC)

A HPLC segitségével torténd detektalas esetén az oldatkészités megegyezik az UV-
spektrofotometrids modszernél leirtakkal. A mérés forditott fazisti rendszerben torténik,
¢s az eldzoekhez hasonldan a pontos koncentraciomeghatarozashoz elézetes kalibracio
szlikséges, a linedris korrelacio a kromatogramon megjelend csticsok gorbe alatti teriilete
és a koncentracio kozott allithato fel. Osszehasonlitva az UV-spekrofotometrias
mérésekkel, a modszer nem tekinthetd nagy ateresztoképességlinek, mivel az eliicié miatt

hosszabb mérési idore van sziikség(10, 15, 16).

1.2.1.3. Turbidimetrias eljaras

A turbidimetrids eljaras szintén UV detektalason alapuld modszer, azonban ebben
az esetben nincs szilikség eldzetes kalibraciora. A mérés soran az UV-spektrofotometrias
vizsgélni kivant kozeghez. Amikor az anyag eléri a maximalis koncentraciot,
megjelennek a szildrd részecskék az oldatban, ez pedig fényszorddast eredményez, ami
az UV spektrum alapvonalanak megemelkedésében jelentkezik. Bar a moddszer
egyszerien kivitelezhetd, a nehéz standardizalas és a DMSO limitalt térfogata (max. 1%)

miatt kevéssé elterjedt(3).

1.2.1.4. ,,Zero intercept” modszer (ZIM)

A ZIM egy viszonylag U detektalasi lehetdség a kinetikai oldhatosag
meghatarozasara. Turbidimetrids eljardson alapul, azonban az egyszeri alapvonal
emelkedésen tilmenden pontosabb detektalast tesz lehetdve. A mérés soran UV-szondak
segitségével detektaljuk a minta spektrumat az egyes torzsoldatrészletek hozzdadasa utan,
ezutan szamitogépes program segitségével a mintdk spektrumanak masodik derivaltjat
elemezziikk. A maésodik derivalt spektrum anyagra jellemzéen egy bizonyos
hullamhossznal 0 értéket vesz fel (Azim), mely a koncentraciotol fuggetlen. A szilard
anyag megjelenése a rendszerben a Azim megvaltozasat eredményezi, ez tekinthetd tehat

a mérés végpontjanak(13).

1.2.1.5. Nefelometrias eljaras
Ezen mddszer is az oldatban megjelend szilard fazis detektalasan alapul, azonban
itt nem UV abszorpcidt, illetve az UV spektrum megvaltozasat mérjiik, hanem a 1ézer

nefelométer segitségével az oldatban megjelend szilard részecskék fényszorodasat. A
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modszer gyors ¢és jol reprodukalhatd, azonban kisméretli részecskék esetében az

érzékenysége romlik(15, 16).

1.2.2. Termodinamikai oldhatésag meghatarozasara alkalmas modszerek
1.2.2.1. Hagyomanyos telitéses razotolcséres eljaras

A telitéses razotolcséres eljaras (saturation shake-flask method, SSF) az egyensulyi
oldhatosag meghatarozasanak klasszikus eszkoze, az jabb modszereket ezzel az
eljarassal szemben validaljak. A mérés soran el6szor a vizsgalni kivant anyagot
feleslegben adjuk a kozegként valasztott pufferoldathoz, majd az igy eldallitott
szuszpenziot az egyensuly bedllasaig kevertetjiik vagy razatjuk. A hatéanyagok
tobbségénél az egyensuly elérése 24 oran beliil bekovetkezik, azonban eléfordul, hogy
tobb napra vagy akdr hétre van sziikség ennek létrejottéhez. Ezt kdvetden a fazisok
szétvalasztasara van sziikség, melyre az elsddlegesen ajanlott mddszer a szuszpenzid
iilepitése, amennyiben ez nem lehetséges, gy centrifugadlast vagy sziirést kell
méréssel hatarozzak meg, de HPLC vagy tomegspektrometria (MS) is alkalmas lehet erre
a célra. Bar maga a mddszer id6- és anyagigényes, azonban egyszerl €s pontos, igy jol
reprodukélhaté eredményeket kapunk. Tovabba a hatranyként felrohato nagy anyagigény
pozitivumaként emlithetd, hogy a jelentdsebb szildrd anyag felesleg lehetdvé teszi a
szilard fazis analizisét a mérés végén, ami szintén fontos informdacidkat hordozhat

magaban(17-19).

1.2.2.2. Miniatiirizalt telitéses razotolcséres eljaras

Ahogy a moddszer neve is mutatja, ezen eljards a hagyomanyos telitéses
razotolcséres eljaras miniatiirizalt valtozata. Az egyensuly elérése iddigényes folyamat,
igy a mérési 1d0 nem csokken, emiatt a moddszer nem tekinthetd nagy
ateresztoképességiinek, azonban a kis térfogat jelentsen javitja a modszer anyagigényét.
Ennek koszonhetéen a moddszer jol alkalmazhatd tobbek kozott a kiilonbozo
segédanyagok oldhatosagra gyakorolt hatasanak vizsgalatara. A nehézséget a stabil pH
beallitasa jelentheti a kis térfogat miatt, féleg jol oldodo anyagok esetében(17, 20, 21).

1.2.2.3. ,,Generator column” modszer
Ezen eljaras soran a szilard anyag €s az oldoszer érintkeztetése merdben mas moédon

torténik, mint a razotolcséres mérések esetében. A hatdéanyag szerves olddszerrel késziilt
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oldataval bevonjak egy szilard hordozo6 (pl. liveggyongy) felszinét, majd az oldoszert
elparologtatjak. Ezutan az oszlopba toltott hordozon vizet dramoltatnak keresztiil. A nagy
¢érintkezési feliiletnek koszonhetden az aramlé oldoszer gyorsan telitédik a hatdanyaggal,
ezutan a koncentracio HPLC segitségével hatdrozhaté meg. A moddszer gyors és jol
alkalmazhaté nemionizalhaté vegyiiletek oldhatésaganak meghatarozédséara, azonban az

esetleges oldoszermaradvanyok hibat okozhatnak a mérésben(14).

1.2.2.4. nuDISS médszer

Egy vegyiilet oldodasat valds idében nyomon kovetve megallapithatd, mikor éri el
a kioldodasi gorbe a platd szakaszt, vagyis all be az egyensuly a rendszerben — erre nytjt
lehetdséget a kis térfogatu kioldddasvizsgald rendszer, a puDISS Profiler (Pion Inc,
Billerica, USA). A késziilék in situ UV szondak segitségével valos idében képes kovetni
egy hatdéanyag oldodasat, amennyiben pedig a mérést anyagfelesleg jelenlétében
végezzik, ugy meghatarozhat6 az egyensulyi oldhatosag is. A szilard anyag jelenléte altal
okozott hibat a késziilék szoftvere matematikai korrekciokkal képes kikiiszob6lni. Mint
a korabbiakban targyalt UV-spektrofotometrias mérések esetében, igy itt is eldzetes
kalibracio sziikséges ahhoz, hogy a mérési eredményeinkbdl pontos koncentracid

adatokat kapjunk(22, 23).

1.2.2.5. Facilitalt kioldodas (FDM)

Ezen modszer jol alkalmazhaté olyan anyagok esetében, melyek rosszul
nedvesednek, lassan érik el az egyensulyt vagy rendkiviil rossz oldhatosaggal
rendelkeznek. A modszer alapja, hogy a szilard anyag felesleg mellett kis mennyiségben
(maximum 2 v/v%) megjelenik a rendszerben egy harmadik fazis, egy vizzel nem
elegyedd szerves oldoszer (pl. izooktan). A rossz vizoldhatdsag anyagok jol oldodnak a
szerves oldoszerben, majd megoszlasi hanyadosuknak megfelelden telitik a vizes fazist.
Mindaddig, amig mindhdrom fazis jelen van a rendszerben, a szerves oldoszer jelenléte

nem befolyasolja az egyensulyi oldhatosagot(24).

1.2.2.6. ,,Dissolution template titration” (DTT)
Az emlitett eljaras potenciometrids titralason alapul, ebbdl is kideriil, hogy csak
ionizalhaté molekulak oldhatoésdganak meghatarozasara alkalmazhatd, azon belill is csak

intrinsic oldhatdsag meghatarozasara. Elsé 1épésként megadjuk az adott anyag pKa
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értékét, majd a logP értékének ismeretében kiszamithato egy becsiilt intrinsic oldhatdsag

az alabbi Osszefliggés alapjan (1. egyenlet):
logSo = 1,17 — 1,38*logP (D)

Ez alapjan szamithat6 egy teoretikus titralasi gorbe, mely tampontként szolgal a mérés
Kivitelezéséhez. A tényleges titralas soran csokken a molekula ionizaltsaga, amint elérjiik
azt a pH-t, ahol a molekula nemionizalt formaban van jelen, az anyag kicsapodik. A

kicsapodas torzulast okoz a titralasi gérbén, ezt tudjuk detektalni(25).

1.2.2.7. CheqgSol

A rovidités a ,,chasing equlibrium solubility”, vagyis az ,.egyensulyi oldhatdsag
kergetése” kifejezésbdl szarmazik. Az el6z6 modszerhez hasonloan itt is egy
potenciometrias titralast végziink, azonban a csapadék megjelenését egy UV-szonda
segitségével detektaljuk. A csapadékkivalast kdvetden a pH finom fel és le modositasaval
a rendszert a telitetlen és a tultelitett allapot kozott valtoztatjuk, kikényszeritve ezzel az
egyensuly beallasat. Az eljaras korlatai hasonléak a DTT modszerhez: csak ionizalhato

molekulak esetén alkalmazhaté ¢és kizardlag intrinsic oldhatésag meghatarozaséara

alkalmas(26).

1.3. Oldhatosagot befolyasolé tényezdok

Az oldhatésagot szamos tényezd befolyasolhatja, melyeket mind szadmitasba kell
venni a hatdanyag- és formulaciofejlesztés soran. A legfontosabb faktorokat a 2. tablazat

foglalja 0ssze(27).

2. tablazat. Az egyensulyi oldhatosdagot befolydsolo tényezdk

pH
Kozeg (puffer) dsszetétele

Hoémérséklet
Anyagszerkezet (kristalyos, amorf, polimorfia)
Részecskeméret

Ionerdsség
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1.3.1. pH

A gyogyszermolekuldk dontd tobbsége rendelkezik valamilyen ionizalhato
csoporttal, ami savi, bazikus vagy amfoter karaktert kdlcsonoz a vegyiileteknek. Ezen
molekuldk oldhatésaga szorosan Osszefligg a kozeg pH értékével, mivel ez utobbi a
molekula karakterének és pKa értékének fiiggvényében befolyasolja az ionizaltsagi
allapotot. A toltéssel rendelkezd, ionizalt részecskék polaritasa nagymértékben megné a
semleges részecskéhez képest, igy elobbi a ,,hasonlé hasonlét old” elv alapjan jobban
oldédik polaris oldoszerekben, mint amilyenek a vizes pufferek is. A semleges részecske
oldhatosaga vizes kdzegben nagysagrendekkel rosszabb, az oldhatdsag pH fiiggését az 1.
abra szemlélteti egy savi (A), egy bazikus (B) és egy amfoter karakterti (C) vegyiilet
példdjan. Az ionizalhato csoporttal nem rendelkezé molekuldk oldhatésdgat a pH nem

befolyasolja.

v

log S (mol/L)

S b A b N
log S (mol/L)

d» &h A b N
log S (mol/L)

h oA LD

PKa1 PKa2
A L
PKg PKa
3 4 5 6 7 6 3 4 56 7 8 5 6 7 8 9 10
pH pH pH
1. Abra. Az oldhatosag pH fiiggése savi (A), bazikus (B) és amfoter (C) vegyiilet

esetén(28)

Egy ionizalhat6 csoporttal rendelkezé molekula oldhatosaga adott pH-n az intrinsic
oldhatosag ¢és a vegylilet pKa értékének ismeretében a Henderson-Hasselbalch
Osszefliggés (HH) alapjan megbecsiilhet6, természetesen a molekula sav-bazis
karakterének figyelembevételével. Az alabbi Osszefliggések érvényesek egyértéki savi
karakteri vegyiiletek (2. egyenlet), egyértékii bazisok (3. egyenlet) és két ionizalhato
csoportos amfoter vegyiiletek (4. egyenlet) esetén:

SpH = So*(10PKa*PH 1+1) 2)
SpH = So*(10*PKaPH 11) ©)
SpH = SO*(lo-pKa2+pH + 10+pKa1-pH +l) (4)

A gyakorlatban el6fordulnak eltérések a HH 0Osszefliggés altal becsiilt értéktol, ez
altalaban so- vagy aggregatumképzodésnek koszonhet6(19, 28, 29).
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1.3.2. Pufferdsszetétel

A gyakorlatban szamos kiilonb6z6 pufferoldatot hasznalhatunk vizes kozegként
oldhatésag meghatarozasara attol fiiggden, hogy milyen pH-n szeretnénk végezni a
méréseket. A gyogyszerkutatas soran sziikség lehet egy hatoanyag teljes pH-oldhatdsag
profiljanak megismerésére, azonban leggyakrabban biorelevans, azaz az emésztorendszer
kiilonb6z6 szakaszait modellezd pufferek hasznalatosak — ilyen az éhomi gyomrot
szimulalo, pH 1,2 szimulalt gyomornedv (SGF), az éhomi vékonybelet modellez6 pH 6,5
foszfatpuffer vagy az étkezés utani vékonybélre jellemz6é pH 5,0 acetatpuffer. A
kiilonb6zé pufferek mas és mas pH tartomanyban alkalmazhatéak, érdemes tehat ugy
megvalasztani a kdzeget, hogy az adott puffer kapacitdsa a maximum kdzelében legyen
améréshez alkalmazott pH-n. Fontos tovabba megemliteni, hogy a szervezetben érvényes
viszonyokat legpontosabban modellez6 biomimetikus pufferek — az étkezés el6tti bél pH-
jat szimulaloé FaSSIF és az étkezés utani bél pH-janak megfeleltethetd FeSSIF — a pH
beallitasan tal a bélnedvre jellemz6 komponenseket, tobbek kozott epesavakat €s lecitint
tartalmaznak. Ezen feliiletaktiv anyagok mennyisége a pufferekben meghaladja a kritikus
micellaképzddési koncentracio értékét, a kialakult micellak belsO, hidrofob résziiknek

koszonhetden segithetik a lipofil anyagok oldhatosaganak novekedését(30, 31).

1.3.3. Homérséklet

Az oldédas homérsékletfiiggése a termodinamikai torvényszeriiségek segitségével
magyarazhatd. Az oldodas, mint termodinamikai folyamat, akkor megy onként végbe, ha
a rendszerben a szabadentalpia-valtozas (AG) < 0. A szabadentalpia-valtozast a Gibbs-
egyenlet (5. egyenlet) alapjan a rendszer entalpiavaltozasa (AH), entropiavaltozasa (AS)

¢s a hdmérséklet (T) befolyasolja.
AG=AH-T* AS (5)

Az oldodas folyaman az entropia altalaban ndvekszik, mivel a szilard anyagot sszetartd
kotések felszakadasaval né a rendszer rendezetlensége. Ahhoz, hogy a szilard anyag
részecskéi kozti kotéseket felszakitsuk, energia sziikséges. Ha a szolvatacios energia
kisebb, mint a kristalyszerkezetet Osszetartd racsenergia, akkor az olddédas endoterm
folyamat, vagyis hét von el a kornyezetétdl. Forditott esetben, amikor a szolvataciods
energia nagyobb, mint a racsenergia, akkor az oldédas exoterm folyamat, vagyis hé

szabadul fel az oldddas soran. Ezen ismeretek fényében értelmezhetd a hémérséklet
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hatdsa az oldhatosagra: endoterm oldodéas esetén a hdmérséklet novelése segiti az
oldodast, noveli az oldhatésagot. Exoterm oldodas esetén a homérséklet novelése
hatranyosan hat a vegyiilet oldhatosagara. Azon vegyiiletek oldhatosagat a hdmérséklet
novelése nem valtoztatja, amelyek esetében a oldodds nem jar hoémérséklet-

valtozassal(32).

1.3.4. Anyagszerkezet

Az adott hatéanyag kristalyszerkezete is nagymértékben képes befolyasolni egy
vegyiilet oldhatdsagat. Az elézdekben mar ismertettem az exoterm és az endoterm
oldodas fogalmat, melyek sordn a racsszerkezet, valamint az olddszer molekulai kozti
kotések felbontasahoz sziikséges energia (endoterm folyamatok) és a szolvatacios energia
(exoterm folyamat) nagysaga ¢s ezek egymashoz val6 aranya adja meg az oldodas tipusat.
A rossz oldhatosag fakadhat a magas racsenergiabol, a gyenge szolvatacids készségbol
vagy ezen két tényezd egyiittesébdl. Egyazon anyag létezhet kristalyos vagy amorf
formaban, s6t, a kristdlyos forma esetében is eléfordulhatnak kiilonb6z6 polimorf
modosulatok. A polimorf moddosulatok eltérd kristalyracsuknak koszonhetden eltérd
racsenergiaval rendelkeznek, igy oldhatosdguk is kiillonbozd lesz. Fontos azonban
figyelembe venni, hogy az egyes modosulatok olddszer jelenlétében gyakran mennek
keresztiil atalakulasokon: az instabilabb mddosulat atalakulhat a stabilabba, vagy kozos
hidrat illetve szolvat forma is keletkezhet. El6fordulnak azonban olyan esetek, amikor
nem torténik atalakulas, ilyenkor a két polimorf moddosulat oldhatésaga akar egy
nagysagrenddel is eltérhet. Mivel az oldhatosag szoros 6sszefliggést mutat a hatéanyagok
biohasznosuldsaval, igy ma mar eldirds a hatdanyagfejlesztés soran a polimorf
modosulatok felderitése és jellemzése. Amorf mddosulatok esetén nem beszélhetiink
szabalyos kristalyszerkezetrdl, igy a racsenergia szerepe kikeriil a valtozok koziil. Ez
megnovekedett oldhatdsagot eredményez, azonban a rendezettség hianya miatt az amorf
rendszerek nagyfoku termodinamikai instabilitassal rendelkeznek, ami oldatban
stabilizalodni igyekszik, igy az anyag kikristalyosodik. Amennyiben azonban kiilonb6z6
segédanyagok segitségével sikeriil megakadalyozni a kristalyosodast, ugy az amorf

rendszerek magasabb egyenstlyi oldhatésaggal rendelkezhetnek(33-35).

1.3.5.Részecskeméret
Egy adott hatdéanyag oldhatdsaganak illetve kioldodasanak részecskeméret-fiiggése

azon az ismereten alapul, hogy a részecskeméret-csokkentés soran nd az olddszerrel
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érintkez0 anyag feliilete, igy gyorsabb lesz az anyag oldodasa. Ezt a jelenséget irja le a

Noyes-Whitney 0sszefiiggés (6. egyenlet),

Ac Ccs—C
— = D*A(u
At h

) (6)

Ac ., . ; . TR .
ahol Tt iddegység alatt bekdvetkezd koncentraciovaltozas, D a diffuzios allando, A a

részecske feliilete, ¢s az egyenstlyi oldhatosag, cx a koncentracié adott idépillanatban, h
pedig a diffuzids tavolsag, Ez alapjan kijelenthetjiik, hogy a kioldodas javulasa mellett
az egyensulyi oldhatosdg 4lland6 marad, ez azonban megvaltozik, amikor a
részecskeméretet a nano mérettartomdnyig csokkentjiik. Ekkor az oldhatésag nem
tekinthetd tobbé termodinamikai paraméternek, €s korreldl a részecskemérettel, ezt irja le

az Ostwald-Freundlich 6sszefiiggés (7. egyenlet).

Cg 20V
log—==——— 7
gcoo 2,303RTpr ( )

A fentiekbdl lathato, hogy az egyensulyi oldhatdsag (Cs) és egy végteleniil nagy részecske
oldhatosaganak (c«») ardnya Osszefliggést mutat a nanorészecske sugaranak nagysagaval

(r)(36-38).

1.3.6. Ionerdsség, ellenion-hatas

A pufferoldatok ionerdssége, iondsszetétele befolyasolhatja mind a semleges
molekuldk, mind a so tipust gyogyszerhatoanyagok oldhatdsagat. Semleges karakterti
vegyliletek esetén a magasabb ionkoncentracid sok esetben rosszabb oldhatosagot
eredményez, ez az ugynevezett ,,kisdzas” jelensége. A polaris vizmolekuldk kdnnyebben
létesitenek kolcsonhatdsokat a pufferben jelenlévd ionokkal, igy magas ionerdsség
mellett a semleges molekuldk oldhatosdga csdkken, mivel csokken azon vizmolekulak
szdma, amelyekkel kolcsonhatasba Iéphetnek. Kisebb ionerdsség viszont éppen
ellenkezdleg, segitheti a semleges molekulak oldodasat, mivel csokkenti a zeta potencial
értekét, de még nem olyan mértékben, hogy az a hidrofob kdlcsonhatasoknak kedvezzen.
So tipusu vegyiiletek esetén az ellenion jelenléte befolyasolhatja az oldhatdsagot. Mivel
mennyiségét az oldatban, akkor a reakcié a szilard s6 forma felé tolodik el (bazisok

esetén: 8. egyenlet), igy csokken a vegyiilet oldhatosaga(32, 39, 40).
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[BH"XJszitira = [BH*]ag + [Xaq (8)

1.4. Oldhatosag novelésének lehetdségei

Korabban mar emlitésre kertilt, hogy az 0j hatoanyagok dont6 tobbsége a BCS II.
vagy BCS IV. osztalyba tartozik, igy az oldhat6sag novelése a gyogyszerfejlesztés egyik
segitségével novelhetd az ezen csoportokba tartozd vegyiiletek oldhatosaga. Ezeket
harom {6 csoportra oszthatjuk: fizikai, kémiai, és egyéb modszerek. Ezeken beliil szamos
kiilonb6z6 oldhatosagnovelésre alkalmas technika all rendelkezésre. A leggyakrabban

alkalmazott modszereket a 3. tablazatban foglaltam 6ssze(41, 42).

3. tablazat. Oldhatosag névelésére alkalmazott technikak

. , . _ mikronizalas
részecskeméret-csokkentés —
nanoszuszpenziok
kristalyszerkezet polimorf médosulat
s amorfizalas
o modositasa — —
Fizikai modszerek kokristaly képzés

eutektikum képzés
diszpergélas hordozoban szilard diszperzié

szilard oldat

komplexképzés
Kémiai médszerek szarmazékképzés prodrug eldallitas
soképzés
feliiletaktiv anyagok
Egyéb modszerek segédanyagok alkalmazasa koszolvensek
hidrotropizalas

1.4.1.Részecskeméret-csokkentés

Ugyan a név arra utalhat, hogy ebben az esetben nagyobb szemcseméretii anyagbol
allitunk el6 kisebb részecskéket, azonban ez csak az egyik lehetdség — az ide sorolhato
technikakat nevezziik top-down modszereknek. A masik kategoriaba a bottom-up

modszerek tartoznak, ebben az esetben altalaban kicsapassal allitjuk el a kivant méreta
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részecskéket. Mérettartomanytol fiiggden mikro- vagy nanoméretli szemesék allithatok

eld.

1.4.1.1. Top-down technikak
1.4.1.1.1. Mechanikus részecskeméret csokkentés

Mechanikus részecskeméret csokkentés alatt a kiilonbozo Orlési technikakat értjiik.
Ezek alkalmasak lehetnek mind mikro-, mind nanoméretii szemcsék eldallitasara. Attol
fliggden, hogy az Orlés olddszer jelenlétében torténik-e, beszélhetiink szaraz és nedves
Orlésrol. A szaraz 6rlés az egyszeri és gyakran alkalmazott technikdk kozé tartozik,
altalaban késes, sugar- vagy golyosmalomban torténik. A folyamat soran az anyag
részecskéinek mérete csokken, igy nd a feliilet, amely javitja az anyag €és az oldoszer
kolesonhatéasat. Fontos azonban kiemelni, hogy a feliilet novekedésével nd a részecskék
feliileti energidja is, ami az aggregacio kialakuldsanak kedvez, ezzel pedig pont az
orléssel elérni kivant eredményt veszitjiik el. Eppen ezért egy bizonyos mérettartomany
alatt, mely fiigg az adott hatéanyag karakterisztikajatol is, a kisebb, stabilan fennmarad6
részecskeméret csak az Orlés soran a hatdéanyaghoz adott segédanyagok segitségével
mondhatjuk, hogy mikro mérettartomanyu részecskék eldallitisa megvalosithato
segédanyag alkalmazisa nélkiil, azonban a szubmikron tartomanyba tartozo
nanorészecskék eléallitasahoz sziikség van segédanyagra. Ezek leggyakrabban hidrofil
polimerek, feliiletaktiv anyagok vagy kiilonboz6 szervetlen vegyiiletek (pl. szilikatok).
Mivel azonban ezek a segédanyagok is hatdssal lehetnek az adott vegyiilet oldhatosagara,
igy ezt a tényezdt kiilon figyelembe kell venniink. A segédanyag jelenlétén tulmenden az
adott malom tulajdonsagai és bedllitasai is befolyasoljak az Orlés hatékonysagat és a
végsd részecskeméretet. Golyosmalom esetén a golyok nagysaga, slriisége ¢&s
keménysége, valamint a malom fordulatszama is hatéssal van a termék tulajdonsagaira.
Sugarmalom esetén, mely elsOsorban mikro mérettartomanyu részecskék eldallitdsara
alkalmas, a bearamlo levegd nyomasa €s sebessége lehet a meghatarozo tényezd. Mind a
golyds, mind pedig a sugarmalom alkalmas lehet nedves Orlésre is, ennek elonye, hogy
az oldoszer jelenléte még kisebb részecskeméret elérését teszi lehetdve, igy ezt a technikat
altalaban nanorészecskék eldallitdsara hasznaljadk. Kiilonosen jol alkalmazhatd ez a

modszer nagy nedvességtartalmu anyagok esetében(43, 44).
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1.4.1.1.2. Nagynyomasi homogenizalas

Ezen technika elsdsorban nanoszuszpenzidk eldallitasara alkalmas. Mint mar
korabban emlitettem, nanorészecskék eldallitasahoz sziikség van stabilizatorokra, igy az
erre a célra alkalmas segédanyagok ¢s a hatoanyag szuszpenzidja szolgél kiindulasi
formulacioként. A homogenizator  kialakitasatol — fliggben  beszélhetiink
mikrofluidizatorokrol, ahol a részecskék egymassal torténd nagy sebességii litkozése
okozza a részecskeméret csokkenést, illetve ugynevezett szoréfejes homogenizalasrol,
amikor a szuszpenziot nagy nyomassal kényszeritik at egy kis favokan, emiatt kovetkezik
be a toredezés. Mikrofluidizacid esetén a késziilék celldjanak alakja hatdrozza meg a
méretcsokkenéshez vezetd erdket: Z alaka cella esetén a részecskék az oda-vissza
iranyvaltasnak koszonhetden egymasnak iitkoznek. Ez az iitk6zés, valamint a fellépd
nyiréerd okozza a szemcsék aprozddasat. Y alaku cella esetén a két sugarra osztodott,
nagy sebességli részecskék frontalis iitkozése vezet ugyanerre az eredményre. Hatranya
ennek a modszernek, hogy nagyszamu ismétlés sziikséges a megfeleld méret eléréséhez,
igy meglehetésen idéigényes. A szorofejes eljarasnal a méretcsokkenés oka a
nyomasvaltozasban rejlik: amikor a szuszpenzidt nagy sebességgel egy kis nyilason
kényszeritjiik at, a statikus nyomas lecsokken, ennek kovetkeztében a szuszpenzid
forraspontja is alacsonyabb lesz, a forras kovetkeztében pedig gazbuborékok képzddnek.
A résen tljutva a hirtelen megndvekedett nyomésnak koszonhetden ezek a gazbuborékok
felrobbannak, az igy felszabadul6 energia okozza a részecskeméret-csokkenést. A végsd
részecskeméret fligg az alkalmazott nyomastol és a homogenizalési ciklusok szamatol. A
modszer elonye, hogy egy meghatdrozott ciklus utan a részecskeméret nem csokken
tovabb, igy nagy homogenitasu részecskehalmaz érhet6 el a modszer alkalmazasaval(37,
45).
1.4.1.2. Bottom-up technikak

Ebbe a csoportba olyan technikdk tartoznak, melyek soran a részecskék
szabalyozott koriilmények kozott képzodnek oldat fazisbol altalaban kicsapassal vagy
oldoszer elparologtatassal.
1.4.1.2.1. Hidroszolos technika

A hidroszoloknak, vagyis a rosszul oldodé hatéanyagok vizes szuszpenzidinak
eldallitasa a legrégebb oOta alkalmazott és legegyszeriibb moddszer nanoszuszpenziok

gyartasara, habar ez a médszer elsdsorban laboratdriumi méretben és koriilmények kozott
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alkalmazhat6. Eldallitisuk harom f6 1épésre bonthatd: elsé 1épésként oldjuk a
hatéanyagot a megfelel6 oldoszerben (altalaban vizben), majd egy masik oldoszerrel, ami
lecsokkenti a molekula oldhatosagat, kicsapjuk az oldatbol. Harmadik 1épésként
stabilizal6 anyagok hozzaadasa sziikséges, amelyek megakadalyozzak az aggregaciot. Az
els6 hidroszolok esetében erre a célra makromolekulakat valasztottak, mint a zselatin
vagy a celulléz, ma mar azonban szdmos mas segédanyag is rendelkezésre all. A
hidroszolokat lehetséges szilard allapotban 1is tarolni, ehhez az eldallitott

nanoszuszpenziok oldoszereit liofilizalassal vagy porlasztva szaritassal tavolitjak el(46).

1.4.1.2.2. Kicsapas olvadékbol

Az olvadékbdl torténd kicsapds egy gyors modszer nanoszuszpenzidk eldallitaséra.
Ebben az esetben a hatdéanyag egy megfeleld segédanyaggal eldallitott olvadéka szolgal
kiinduldsi formulacioként. Az olvadék ultraszonikaltatasa kozben torténd hiités
szubmikron méreti, sziik mérettartomanyba es6 részecskéket eredményez. Fontos, hogy
szonikaltatas nélkiili hiités esetében nem nanoméretli, hanem akar mm nagysaga
kristalyok keletkeznek, igy ez a lépés kritikus a modszer esetében. Tovabbi kritikus
paraméter a rovid eldallitasi id6, ugyanis a hosszabb reakcidid6 lehetdséget ad a nagyobb
kristalyok kialakulasara. E technologia fontos eldnye, hogy konnyen folyamatossa tehetd,

ami jelentds tényez6 a modern gyartasi technologiak esetén(47).

1.4.1.2.3. Kicsapas szuperkritikus fluid technologiaval

Szuperkritikus folyadék allapotban a hdmérséklet és a nyomas is meghaladja adott
anyag esetében a kritikus értéket, igy egy olyan olddszer all rendelkezésre, melynek
fizikai-kémiai tulajdonsagai atmenetet képeznek a folyadékok és a gazok tulajdonsagai
kozott. Elonyiik, hogy eltavolitasuk a nyomas valtoztatasaval egyszeriien megvaldsithato,
igy nem maradnak oldoszermaradvanyok a formulacidban. Leggyakrabban
szuperkritikus szén-dioxidot haszndlnak az ilyen eljardsok soran. A szuperkritikus
folyadék lehet olddszer, ebben az esetben a hatdanyag feloldasat kdvetden egy kis résen
keresztiil levegdbe vagy egy masik folyadek fazisba engedik az elegyet. A hdmérséklet
¢s a nyomds megvaltozasa a szuperkritikus folyadék gaz halmazéllapotuva valasat
eredményezi, igy a hatéanyag kicsapddik. A részecskeméretet az emlitett két paraméter
valtoztatasaval lehet befolyasolni. A masik folyadékban torténd kicsapas azért
eldnydsebb, mint a levegdben torténd, mert meggatolja a kicsapodoé részecskék titkozését

¢és igy esetleges aggregaciojukat. Mas esetben a szuperkritikus folyadék lehet kicsaposzer
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is: ekkor a szerves oldoszerben oldott hatdanyagot elegyitjiikk szuperkritikus szén-
dioxiddal nagy nyomason, melynek hatdsara az addig oldott allapotban 1évé hatdéanyag

kicsapodik(37, 48).

1.4.1.2.4. Kicsapas oldészer eltavolitassal

A két leggyakrabban alkalmazott modszer ezen a kategoérian beliil a porlasztva
illetve a fagyasztva szaritas. Ezen modszerek a 3. tdblazatban talalhaté csoportositast
alapul véve atmeneti modszereknek tekinthetdek, mivel az eljarasok soran altalaban
nemcsak nanoméretli részecskék keletkezése a jellemzd, hanem a kristalyszerkezet is
modosul, a termékek amorf karakterrel rendelkeznek. A porlasztva szaritds soran
altalaban szerves oldoszerben oldjuk a hatéanyagot, majd ezt magas hdmérsékletii térbe
porlasztjuk, ahol az oldészer elparolgasaval visszamarad a szilard anyag. Az
elparologtatas sebességével befolydsolhaté a részecskeméret: a gyorsabb olddszer
eltavolitas a nagyobb, mig a lassabb, egyenletesebb elparologtatas a kisebb részecskék
kialakuldsdnak kedvez. A fagyasztva szaritds vagy liofilizalas is alkalmas modszer
nanorészecskék eldallitdsdra. Ezt a modszert gyakran alkalmazzak szilard diszperzidok
eléallitasara is (Isd.: 1.4.3.1. fejezet), amelyek abban kiilonboznek a nanorészecskéktol,
hogy segédanyagot is tartalmaznak. A gyakorlatban ez a szigori megkiilonboztetés a két
termék kozott elmosodni latszik az utdbbi iddben. Liofilizalas sordn a lefagyasztott
oldatbol az olddszert a nyomas csokkentésével szublimaljak, igy szilard termék marad

vissza. Ezen eljaras soran is gyakran megfigyelhet6 a hatéanyag amorfizalodasa(46, 49).

1.4.2. Kristalyszerkezet médositasa
Ebbe a csoportba azon technikak sorolhatok, melyek soran a hatéanyag kémiai
Osszetétele nem valtozik, csak annak kristalyszerkezete. A megvaltozott kristalyszerkezet

megvaltozott kotderdket jelent, ez pedig befolyasolhatja a vegytilet oldhatosagat.

1.4.2.1. Polimorf modosulatok eléallitasa

Egy adott anyag polimorf moddosulatai olyan anyagok, amelyek szabalyos
kristalyszerkezettel rendelkeznek, de ezen kristalyszerkezetek eltérdek. Altalanos
szabaly, hogy a termodinamikailag legstabilabb médosulat rendelkezik a legmagasabb
racsenergiaval, ebbdl kovetkezéen ennek lesz a legalacsonyabb az egyensulyi
oldhatosaga, beldle az egyes polimorf mddosulatok atkristalyositassal alakithatok ki.

Ezek kisebb racsenergidval rendelkeznek, metastabil allapotiiak. Az 1.3.4 fejezetben
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leirasra keriilt, milyen atalakuldsokon mehetnek keresztiil a polimorfok oldoszerrel
¢érintkezve. A leggyakrabban el6forduld esetekben, amikor az egyik moédosulat a
stabilabba alakul, vagy ko6zos stabil moédosulat képzddik, az atalakulds sebessége
befolyasolhatd lehet kiilonboz6 segédanyagok alkalmazasaval, ami elénydsen hathat a
formulacié biohasznosulasara. Atalakulast nem szenvedd polimorf modosulatok esetén
az alacsonyabb racsenergiaval rendelkezd moddosulat magasabb oldhatésaga keriilhet
kihasznalasra a gyogyszerfejlesztés soran, ez a kiilonbség akar tizszeres is lehet. Ma mar
eldiras a hatoanyagfejlesztés soran a polimorf modosulatok sziirése a ritonavir elhiresiilt
esete Ota, amely a piacrol torténd visszavonast eredményezett, mivel kideriilt, hogy a
forgalomban 1év6é készitményben 1évé modosulat atalakulhat az addig ismeretlen,
stabilabb modosulatta, és igy mar nem lesz megfelelé a biohasznosulasa. A modern
technikdknak koszonhetden ma mar megvalosithatd a folyamatos, szabalyozott
kristalyositas, amely kivaléan alkalmas polimorf médosulatok eldallitasara. Ennek soran
az oldatbol torténd kristalyositas sebességét, amely befolyasolhatja a termék szerkezetét,
a hiités mértékének valtoztatdsival lehet kontrollalni. Az oldat fazist a kristalyositas soran
leggyakrabban UV-spektrofotometrias vagy FTIR modszerrel lehet monitorozni, mig a
szilard fazisban bekovetkezd valtozasok kovetésére tobbek kozott a rontgen-
spektroszkopia alkalmas. Komoly szerepe van a folyamatos kristalyositas esetén a Raman
spektroszkopianak, mivel ennek segitségével az oldat és a szilard fazis is

monitorozhato(50-53).

1.4.2.2. Amorf médosulatok alkalmazasa

Az amorf modosulatok szabalyos kristalyraccsal nem rendelkezd anyagok, ennek
kovetkeztében oldhatosaguk sokkal magasabb, mint a kristalyos modosulatoké. Ennek
koszonhetden az amorfizalas egy hatékony oldhatosagnoveld technika lehet, azonban a
kristalyosodas megeldzésének érdekében ezeket a rendszereket stabilizalni sziikséges. A
legrégebben ismert amorf rendszerek az amorf szilard diszperziok, ezeket részletesen az
1.4.3.1 fejezet targyalja. Rendelkezésre allnak azonban egyéb technikdk is amorf

hatdéanyagok eldallitasara.

1.4.2.2.1. Amorfizalas kis molekulatomegii anyagokkal
Ez a mddszer abban kiilonbozik a késébbiekben 1.4.3.1. fejezetben bemutatasra
keriil6 szilard diszperzioktol, hogy nem egy nagy molekulatomegii matrixban oszlatjuk

el a hatéanyagot, hanem kis molekulatomegli segédanyagokkal (vagy masik
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hatéanyaggal) torténik az amorfizacid. Elonye ennek a technikdnak, hogy a rendszert tobb
intermolekularis kotéerd stabilizalja, mint a szilard diszperziokat, igy kisebb az esélye a
kristalyosodasnak. Eldallitasuk torténhet Orléssel, oldoszer elparologtatassal vagy

szuperkritikus folyadék technologia alkalmazasaval(54).

1.4.2.2.2. In situ amorfizacio

Az in situ amorfizacié egy 0j technoldogia amorf hatéanyagot tartalmazo
készitmények eldallitasara. Az eljards lépéseinek sorrendje modosul az eddigiekhez
képest: nem az eldzetesen eldallitott amorf hatéanyagbol  készitiink
gyogyszerformulacidt, hanem a kristalyos hatdéanyagbol eldallitott készitményen beliil
amorfizaljuk a hatdanyagot kiils6 behatdsok segitségével. Az elsé ilyen eljaras
mikrohulldmu besugarzas segitségével tortént, indometacin és polimer tartalmu tablettak
esetében. Sikeriilt teljesen amorf hatéanyagtartalmi készitményt eldallitani, azonban
ehhez az eljarashoz sziikség van olyan lagyitd segédanyagra a tablettan beliil, amely képes
elnyelni a mikrohulldmu sugarzast. Mivel ez leggyakrabban viz alkalmazasat jelenti,
melynek jelenléte megnoveli a hidrolitikus reakciok veszélyét, igy igény meriilt fel egy
olyan eljaras kidolgozasara, mely vizmentes kozegben torténik. Igy keriilt kifejlesztésre
a lézersugarzas altal kozvetitett amorfizacid. Ezt a moddszert celekoxib tartalmu
tablettadkon fejlesztették ki. Az amorfizacié elérésének érdekében a tablettdk
segédanyagként fototermikus nanorészecskéket tartalmaznak, melyek képesek elnyelni a
1ézerfényt. Megfeleld ideig tartd besugarzas és nanorészecske-koncentracio esetén teljes

amorfizacio volt elérhetd a tablettan beliil(55, 56).

1.4.2.3. Kokristalyok kialakitasa

A kokristalyok Osszetétele hasonld a kis molekulatomegii vegyiiletekkel torténd
amorfizalas soran eldallitott formuldcio Gsszetételéhez. A hatdanyag és a segédanyag
vagy masik hatdanyag szabalyos kristalyszerkezetli terméket képez, amelyet masodlagos
kotéerdk stabilizalnak. Emiatt nem minden vegyiilet alkalmas kokristaly képzésre.
Altalanossagban elmondhaté, hogy a molekulanak rendelkeznie kell legalabb egy H-hid
kialakitasara alkalmas csoporttal, illetve a kokristalyt képez6 anyagok pKa értékének
hasonlonak kell lennie. Eldallitasukra szdmos modszer alkalmazhato, ezeket két nagy
csoportra oszthatjuk: oldészer-alap és szilard fazisu technikdk. Az elsd csoportba
tartozik az olddszer elparologtatassal torténd eldallitas, az oldatbol torténd kicsapas mas

olddszerrel, illetve a hiitéses kristalyositasi technikak. Szilard fazisbol torténd eldallitasuk
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torténhet a hatdéanyag és a segédanyag egylitt drlésével, vagy pedig olvadékbol torténd
kikristalyositassal(57).

1.4.3. Hordozéban torténé diszpergalas

Az ide sorolhatd médszerek sordn a hatdanyagot kiilonb6z6é modszerekkel nagyobb
mennyiségli hordozoban oszlatjdk el, mely karakterének koszonhet6en javithatja a
molekula oldhatésagat (szilard diszperziok, oldatok), vagy olyan kolcsonhatasok
alakulhatnak ki a segédanyag €s a hatdéanyag kozott, melyek csokkentik az elegy
olvadaspontjat, ezaltal szobahOmérsékleten valtozik a formulacié halmazallapota

(eutektikumok).

1.4.3.1. Szilard diszperziok

A szilard diszperziok abban kiilonboznek a késobbiekben ismertetésre keriild
szilard oldatoktol, hogy a hatdéanyag a hordozéban nem molekularis, vagyis oldott
allapotban talalhato, hanem amorf vagy kristalyos részecskék forméjaban. Az elsd szilard
diszperziok esetében kristalyos hatéanyagot diszpergéltak kristalyos hordozé kdzegben,
ma mar azonban az amorf hato- illetve segédanyag kombinaciok is ismertek. Eldallitasuk
leggyakrabban olddszer eltavolitassal torténik: a hatéanyagot és a segédanyagot, melyben
azt eloszlatni kivanjuk, oldjuk a valasztott olddszerben, majd valamilyen modszerrel ez
utdbbit eltavolitjuk. Kordbban mar emlitésre keriiltek olyan, erre a célra alkalmas
technikak, mint a liofilizalas vagy a porlasztva szaritds. Ezek a modszerek ebben az
esetben is alkalmazhatok, és gyakran eredményezik azt, hogy amorf karakterti termék
képzddik. A karakter fiigg az alkalmazott segédanyag jellegétdl is, amorf polimerek
alkalmazasa esetén varhatoan amorf terméket kapunk. Gyakran alkalmazott technika
szilard diszperziok eldallitasara az elektrosztatikus szalképzés. Ekkor a nagyfesziiltség
ald helyezett oldatban a polimer segédanyag pozitiv toltésli lesz és potencialkiilonbség
alakul ki kozte és a semleges gytjtofeliilet kozott. Amennyiben ez a potencialkiilonbség
elér egy kritikus értéket, megindul a szalképzés gy, hogy a szalképzd berendezés
hegyébdl egy vékony folyadéksugar képzddik, és a termék az olddszer elparolgasa
kozben vékony szalként gylilik 6ssze a gyljtofeliileten. Elonye ennek a mddszernek, hogy

amorf, nanoszalas terméket lehet vele eldallitani(58, 59).
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1.4.3.2. Szilard oldatok

Szilard oldatok esetében a hatdanyag oldott allapotban taldlhaté meg a hidrofil
karakterrel rendelkez6, igy jo vizoldhatdésagu hordozoban. A klasszikus szilard oldatok
kristalyos szerkezettel rendelkeznek. Ebben az esetben a hatbanyag molekulai a kristalyos
hordozd racskozotti terében helyezkednek el, vagy pedig egyes molekuldk
helyettesithetik az oldészermolekulékat a kristalyracsban. Amorf szilard oldatok esetében
a hatéanyagmolekulak rendszerteleniil helyezkednek el az amorf hordozon beliil.
Eléallitasuk a szilard diszperiokhoz hasonldan torténhet oldoszerben torténéd oldassal,
majd annak eltavolitdsadval, vagy pedig olvadék extrizids eljarassal, amennyiben a
hatdéanyag és a segédanyag olvadék formaban elegyedik egymassal. Ekkor az anyagok
olvasztasat és elegyitését kovetden az extruder a kivant forméra (granulatum, tabletta,

por, stb.) alakitja a terméket(60, 61).

1.4.3.3. Eutektikumok

Az eutektikus elegyek legismertebb definicidja szerint az eutektikumok olyan
keverékek, amelyek olvadaspontja alacsonyabb, mint az 6t alkotdé komponensek
olvadaspontja. Ez a gyakorlatban sokszor olyan szinten latvanyosan jelentkezik, hogy két
anyag keveréke szobahdmérsékleten elfolydsodik. Eldallitasukhoz altaldban hidrofil
hordozoval elegyitik a hatéanyagot, de lathatunk példat az irodalomban hatéanyag-
hatéanyag eutektikum képzésére is. A tapasztalatok azt mutatjak, hogy az eutektikumok
jobb oldhatosaggal rendelkeznek, mint a kristalyos hatéanyag 6nmagaban. Ennek oka
nem tisztazott teljes mértékben, a hidrofil segédanyag jelenlétén tul szerepet jatszhat a
jobb nedvesithetdség, a kisebb részecskeméret vagy a megvaltozott termodinamikai
tulajdonsagok is(62, 63).

1.4.4. Komplexképzés

Komplexnek nevezziik kettd vagy tobb anyag meghatarozott sztochiometriajh
tekintetében azonban az ugynevezett halmozott komplexeknek, illetve a
ciklodextrinekkel alkotott kettds és harmas komplexeknek van jelentdsége.
1.4.4.1. Halmozott komplexek

Az elnevezés arra utal, hogy az ilyen tipust komplexek kialakuldsakor a molekulak
hidrofob régioi atfednek (,,halmozdodnak™), igy kevésbé érintkeznek a vizmolekulakkal.

Mivel a molekulak polaris részei konnyebben kdlcsonhatasba Iépnek a vizzel, igy javul a
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vegyiilet oldhatésaga. Az ilyen komplexek kialakuldsa gyakran passziv folyamat,
nemvizes kozegben a molekuldk kézott nem jon létre kdlcsonhatds, azonban viz
kozvetitésével megtorténik a komplexalodas. Sanghvi és munkatarsai a nikotinamid
komplexképzd készségét vizsgaltak kiillonbozo gyogyszerhatdbanyagokkal, és igazoltak a

komplexek szerkezetét, valamint a komplexképz6dés oldhatosagnoveld hatasat(64, 65).

1.4.4.2. Inklaziés komplexek

Inkluzios komplexeknek a kiilonbozé hatdanyagok ciklodextrinekkel alkotott
komplexeit nevezziik. A ciklodextrinek olyan gytirlis oligoszacharidok, melyek kiilso,
poléris felsziniiknek koszonhetden jol oldodnak vizben, belsd, apolarisabb iiregiik pedig
képes a lipofil karakter(i molekuldkkal kdlcsonhatasba 1épni. Az igy kialakult komplex,
¢s ezaltal a molekula vizoldhatdsaga akar nagysagrendekkel is javulhat. Fontos azonban,
hogy a hatdéanyag és a ciklodextrin kozotti stabilitasi allando is befolyasolja a készitmény
biohasznosuldsat. Ha erds a kolcsonhatas, és a molekula nem szabadul fel a komplexbdl,
az nehezitheti a passziv diffazidval torténd felszivodast. A harom természetes eredetii (o,
B ¢és y) ciklodextrinen kiviill ma mar szdmos modositott szarmazék is elérhetd, igy
konnyen ki lehet valasztani az adott molekula fizikai-kémiai tulajdonsagaihoz leginkabb
megfeleld ciklodextrint. A komplexek eldallitdsdra szamos moddszer all rendelkezésre.
Legegyszerlibb esetben a két anyagot szilard formaban szérazon, vagy minimalis olddszer
jelenlétében pasztaként elegyitjiik, majd utobbi esetben az olddszer eltavolitasa utan
granulaljuk a terméket. Més esetben a ciklodextrin oldataban oldjuk a hatéanyagot, majd
valamilyen valasztott modszerrel (porlasztva vagy fagyasztva szaritas, elparologtatas)
eltavolitjuk az olddszert az elegybdl. Szintén oldatbol torténd eldallitdsi modszer, ha
kicsaposzer hozzaadéasaval csapadékként levalasztjuk a komplexet(66-68).
1.4.4.3. Harmas komplexek

A harmas komplexek szerkezete hasonlo az inkluzios komplexek szerkezetéhez,
azonban egy harmadik segédanyag segit a tovabbi stabilizacioban. Bazikus karakter(i
hatéanyagok esetében altaldban savas karakterli segédanyagot, pl. citromsavat vagy
borkdsavat, savas karakter(i hatdanyagok esetében pedig valamilyen bazikus karakteri
segédanyagot (pl. trietanolamin) alkalmaznak. Elterjedt tovabba az aminosavak, valamint
a kiilonboz6 vizoldékony polimerek (Soluplus, PVP) hig oldatanak ilyen célra torténd

alkalmazésa is. Eldéallitasukra az inklizids komplexek eldallitasanak ismertetésekor
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bemutatott technikdk alkalmasak, az egyetlen kiilonbség a harmadik segédanyag

alkalmazasa a stabilabb komplex 1étrejottének érdekében(69, 70).

1.4.5.Szarmazékképzés
1.4.5.1. Prodrug eléallitasa

Prodrugnak nevezziik az olyan molekuldkat, melyeknek ©6nallé farmakologiai
hatasuk nincs, azonban a szervezetben atalakulnak az aktiv, hatas kifejtésére képes
formava. Tény, hogy a prodrug technoldgiat leggyakrabban rosszul felszivodo polaris
vegyiiletek lipofilitasanak, ezaltal felszivodasanak javitasara alkalmazzak, de lehet cél a
first-pass metabolizmus elkeriilése is. Ugyanakkor fontos technika lehet az oldhatdsag
novelésére is rosszul oldddo, lipofil molekuldk esetében. Ezen stratégia esetén a
molekulara olyan funkcios csoportokat kapcsolnak, amelyek polaritasuknal fogva névelik
a vegylilet oldhatosagat, a szervezetben azonban valamilyen enzimatikus vagy egyéb
modon eltavolitasra illetve atalakitasra keriilnek. Ez nem feltétlentil jelenti ionizalhatod
funkcios csoport kapcsolasat: példaul a szulinddk molekulaban talalhatd szulfoxid
csoport polaritdsanak koszonhetden nagyban megnodveli a molekula oldhatosagat, a
szervezetben ez a funkcido pedig a hatékony, szulfid formava alakul. Ionizalhatd
csoportokat tekintve igen gyakori a foszforsav-észterek vagy —amidok alkalmazasa
prodrugként oldhatosagnovelés céljabol: elébbire példaként emlitheté a fozempranevir
vagy a foszfenitoin, mig utdbbira egy kozismert példa a foszaprepitant. Ezen vegyiiletek
alkalmazasa a vizoldhatosagot kb. tizszeresére képes ndvelni, ugyanakkor a
felszivodasuk csokkenhet. A szervezetben azonban a foszfatdz enzimek lehasitjak a
foszfat csoportot, az igy keletkezd aktiv molekula felszivodasa pedig mar sokkal
kedvezObb. Foszfatésztereken tal egyéb észter tipusu funkcids csoportokat is
alkalmazhatunk oldhatdsag novelésére, példaul cukor-, cukoralkohol- vagy aminosav-

észtereket. llyen hatdanyag a valaciklovir, mely az aciklovir valin-észtere(71-73).

1.4.5.2. Soéképzés

Ionizalhato csoportokkal rendelkez6 molekuldk esetén lehetdéség van sok
képzésére: bazikus karakteri hatdanyagok savakkal, savas karakterii hatdanyagok pedig
bazisokkal képesek sot kialakitani. Ezen sok oldhatdsdga a pH fliggvényében vizsgalva
eltérést mutat a HH 0sszefiiggéshez képest: egy anyagra jellemz6 pH érték felett (savak),
vagy alatt (bazisok) a rendszerben a s6 forma jelenléte dominal, a telitett oldat a so szilard

formajaval tart egyenstlyt. Ez a jellemz06 pH érték a pHmax. Ezen a pH-n éri el a vegytilet
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a maximalis oldhatosagat. A bazisok illetve savak oldhatosaganak pH fliggését a 2. abra
szemlélteti: az A panelen egy bazis és sojanak pH fiiggd oldhatosaga lathatod, a pHmax
alatti pH értékeknél a s6 forméaval tart egyensulyt a rendszer, ez okozza a HH egyenlet
altal becstilt értékektol valo eltérést, a platdo szakasz megjelenését. Savak esetében az
ionizaltsagi allapotnak koszonhetden ez a tendencia ellentétesen valtozik a pH

fiiggvényében (B panel).

pH pH

2. abra. Bazis és sojanak (A) illetve savnak és séjanak (B) pH fiiggd oldhatosaga(74)
A pHmax értéke fligg az adott vegylilet pKa értékétdl, az adott szabad sav vagy bazis
oldhat6sagatol, illetve a képzddo s6 oldhatosagatol. Ez utdbbi a sotdl fliggden valtozhat,
igy az egyes hatdanyagok esetén megvalaszthato a megfelel6 biohasznosulds és a
formulaci6 tekintetében legjobb s6 forma. Eldallitasuk leggyakrabban kicsapassal
torténik: a szabad sav vagy bazis oldatat elegyitik a soképzdé oldatdval, majd vagy
elparologtatjak az oldodszert, hogy visszamaradjanak a sokristalyok, vagy kicsapdszert

adnak az oldathoz, a kicsap6do kristalyokat pedig elvalasztjak a folyadék fazistol(74-76).

1.4.6. Segédanyagok alkalmazasa
Az eddig felsorolt modszereken tal lehetdség van kiilonbozd szolubilizald
agenseket adni az oldoszerhez, ami igy novelheti a vegyiiletek oldhatosagat. Ilyenek

lehetnek a feliiletaktiv anyagok, koszolvensek vagy a hidrotropizalé anyagok.

1.4.6.1. Feliiletaktiv anyagok

A feliiletaktiv anyagok olyan molekulék, amelyek hidroféb és hidrofil régidkkal is
rendelkeznek, vizes kozegbe keriilve pedig a kritikus micellaképzési koncentracio felett
— amely a monomerek telitett oldatanak koncentracidja — micellaképzésre hajlamosak.
Ezen micelldk belsd, apoléaris része magdba zarja a lipofil molekuldkat, ennek

koszonhetden azok koncentracioja az oldat fazisban megndvekszik. Gyakorlatban
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alkalmaznak nemionos anyagokat (pl. szorbitol, poliszorbat), illetve anionos (pl. natrium-
laurilszulfat) vagy kationos (pl. cetrimonium-bromid) tenzideket is ilyen célra. Az
oldhatosag novelési képességiiket tekintve nincs altalanos sorrend ezen anyagok kozott,

ezen tulajdonsag nagyban fligg az alkalmazott hatéanyag tulajdonsagaitol(77, 78).

1.4.6.2. Koszolvensek

Koszolvenseknek nevezziikk a vizzel elegyedd szerves oldoszereket, amelyek a
vizhez képest apolarisabb karakterrel rendelkeznek. A vizes oldészer és a koszolvens
elegyitése soran megbomlanak a vizes kozegben jellemzd stabil hidrogénkotések, igy
Osszességében egy kevésbé polaris oldoszerelegy jon l1étre, melyben a ,,hasonld hasonlot
old elv” alapjan javul a lipofil vegyliletek oldhatosaga. Koszolvensként a leggyakrabban
glicerint, etanolt, polietilén-glikolt vagy propilén-glikolt alkalmaznak. Komoly hatranya
azonban a koszolvensek alkalmazasanak, hogy toxikusak lehetnek, igy mennyiségiik
limitalt egy adott gydgyszerkészitményben. Ezen tilmenden egy vizes olddszer-
koszolvens rendszerben oldott vegyiilet vizes kozegii oldoszerrel térténd higitasa soran
konnyen kicsapodhat az anyag, ez a kicsapodas pedig egyrészrdl kontrollalatlan, igy nem
befolyasolhat6, hogy milyen lesz a termék részecskemérete illetve kristalyszerkezete,
masrészrol egy parenteralis gyogyszerkészitmény esetén sulyos emboliakockazatot jelent

a szilard anyag megjelenése a véraramban(65, 79).

1.4.6.3. Hidrotropizalas

A hidrotrop anyagok hasonléan novelik az oldhatosagot, mint a koszolvensek,
azonban ebben az esetben nem szerves oldoszereket alkalmazunk erre a célra,
kikiiszobolve ezzel az el6z0 fejezetben emlitett problémakat. A hidrotrop anyagok
valtozatos szerkezeti csoportokba sorolhatok, szerves sok (pl. natrium-benzoat, natrium-
szalicilat), aromas vegyiiletek (pl. rezorcin, pirogallol, para-amino-benzoesav) és
alkaloidok (pl. koffein, nikotin) egyarant megtalalhatéak koztiikk. Az oldhatésagnoveld
hatdanyaggal torténd kolcsonhatasan alapszik. A feliiletaktiv anyagokhoz hasonloan itt is
van egy minimalis koncentracio (a minimalis hidrotrép koncentracid), amely felett
megindul az aggregécio és ezzel megjelenik a szolubilizald hatds. Ez a koncentracio az
adott anyagra jellemzé mennyiség. Ezen tilmenden egyes hidrotropok segithetnek
megakadalyozni az olddszermolekuldk kozotti hidrogénkotések kialakulasat, ezzel

megvaltoztatva az oldoszer tulajdonsagait. Az ilyen hidrotrépokat nevezzik
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kaotropoknak. Mas esetben a hidrotropok az apolaris kdlcsonhatasok kialakulasat segitik,
csokkentve ezzel a minimalis hidrotrép koncentraciot. Ezeket nevezziik kozmotropoknak,

az optimalis hatas elérésének érdekében gyakran alkalmazzak ezek kombinaciojat.(80,
81).
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2. Célkitizés

Doktori munkam célja volt az egyensulyi oldhatésagot befolyasold tényezék
szisztematikus vizsgalata, és ezen valtozok figyelembevételével olyan helyes mérési
gyakorlatok (good practice) fejlesztése kiilonboz6 modellvegyiiletek segitségével,

amelyek alkalmazasa segiti és javitja a pontos és reprodukalhatd eredmények elérését.

Munkédm elsé részében a telitéses razotdlcséres modszer gyakorlatat vizsgaltuk
feliil. Ezen eljaras régota ismert és széles korben alkalmazott modszer az egyensulyi
oldhatosag meghatarozasara, validalt protokolljat Baka és munkatarsai 2008-ban
meghatarozasa el6tt az oldat és a szilard fazis elvalasztdsa sziikséges, melyre a
szedimentacid a javasolt eljaras. Ez azonban nem minden esetben kivitelezhetd, ekkor
centrifugalast vagy szlirést alkalmazhatunk fazisszeparacio céljabol. A gyakorlatban ez
utobbi a leggyakrabban alkalmazott eljaras. Anyagat, porusatmérdjét, felépitését tekintve
szamos kiilonb6z6 sziird érhetd el a kereskedelmi forgalomban, azonban kevés iranyelv
all rendelkezésre a megfeleld szlir kivalasztasahoz. Munkam egyik célja éppen ezért
annak vizsgalata volt, hogy a kiilonb6z0 karakterisztikajh sziirok alkalmazasa mennyiben
befolyasolhatja az egyenstlyi oldhatdsadg értékét ionizalt és nem ionizalt allapotu

molekuléak esetén(18, 82, 83).

Munkam folytatdsdban kiilonboz6, az egyensulyi oldhatdsdgot befolyasolo
tényezOk ¢és az oldhatosdg novelésére alkalmazott modszerek esetében kivantunk
attekintést nytjtani az oldhatdsagi mérés helyes gyakorlatarol. Els6ként harom kiilonb6zo
hatdbanyag — venlafaxin, oxitetraciklin és karvedilol — polimorf mddosulatainak
oldhatosagat hataroztuk meg. Annak ismeretében, hogy a polimorf mddosulatok oldatba
keriilve 4talakulasokon mehetnek keresztiil, a méréseket kiegészitettiik szilard fazisu
analizissel, valamint annak érdekében, hogy megallapitsuk az adott hatdanyag esetén az
egyensuly eléréséhez szlikséges 1d6t, az oldhatosagi mérés kezdetétdl valos idoben tortént
a koncentraciovaltozas kovetése, amennyiben az oldat koncentricidja ezt lehetdvé

tette.(35, 84).

Ezt kovetden egy oldhatosag novelésére alkalmazott modszer, a részecskeméret-
csokkentés egyensulyi oldhatosagra gyakorolt hatasat tanulméanyoztuk. Kiilonb6zé sav-

bazis karakterii modellanyagok mikronizalt és nanonizalt formainak eldallitasa utan
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vizsgaltuk azok pH-fiiggé oldhatosagat. Mivel a nanonizalt mintak eléallitasdhoz sziikség
volt polimer segédanyagokra, igy munkdm ezen része egy komplex vizsgdlat volt a
részecskeméret, pH, biomimetikus kozeg ¢€és formulédcidos polimerek oldhatosagot
befolyasolo hatasarol. Ezen ismeretek fényében pedig javaslatot kivantunk tenni a helyes

mérési gyakorlatra és a sziikséges kiegészitd miiszeres technikék alkalmazasara.
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3. Modszerek
3.1. Felhasznalt anyagok

3.1.1. Felhasznalt anyagok sziirok vizsgalatahoz

A modell hatéanyagként hasznalt diklofenak-natriumot, papaverin-hidrokloridot,
hidroklorotiazidot és progeszteront a Sigma-Aldrich gyartotol szereztik be. Az
oldhatosagi mérésekhez hasznalt Britton-Robinson (BR) pufferek el6allitisdhoz a
Gyobgyszerkonyv eldirdsainak megfeleld0 mindségli desztillalt vizet hasznaltunk. A
tovabbi, pufferkészitéshez sziikséges vegyszerek — tomény ecetsav, foszforsav, borsav és
natrium-hidroxid — mind analitikai mindségiiek voltak. A vizsgalat soran hasznalt sziirék
kiilonb6z6 forgalmazoktol szarmaztak: a hidrofil karakteri poliéterszulfon (PES)
membranszirét (Millex-GP, porusatmérd: 0,22 um, sziird atméréje: 2,5 cm) és a
polivinilidén-fluorid (PVDF) membransziirét (Millex-GV, poérusatméré: 0,22 um, szird
atméréje: 2,5 cm) a Millipore gyartotta, a nylon sziir6k (Millex-GV, poérusatméré: 0,45
pm, sziré atmérdje: 2,5 cm) a VWR villalattdl szadrmaztak. A hidrofob
politetrafluoretilén (PTFE) membranszirét (FilterBio, poérusatméré: 0,45 pm, sziird
atméréje: 2,5 cm) a Labex Kft.-t6l vasaroltuk, mig az analitikai szlir6papirt (MN-640dd,

pérusatmérd: 0,45 um, sziiré atmérdje: 5,0 cm) a Macherey-Nagel gyartotol szereztiik be.

3.1.2. Felhasznalt anyagok polimorf médosulatok vizsgalatahoz

A munka soran a vizsgalt hatdoanyagok — venlafaxin-hidroklorid, oxitetraciklin-
hidroklorid ¢és karvedilol — kereskedelmi forgalomban elérheté moddosulatait a Sigma-
Aldrich gyart6tol vasaroltuk. A hatéanyagok polimorf modosulatait szabadalmi illetve
irodalmi adatok alapjan allitottuk eld. A venlafaxin-hidroklorid esetén az US6924393B2
szabadalom, az oxitetraciklin-hidroklorid esetén Burger és munkatarsainak munkaja
(1986), mig a karvedilol esetén Pataki és munkatirsainak munkdja (2012 és 2013)
szolgalt itmutatasként az eléallitashoz(85-88). Minden esetben igazoltuk a modosulatok
szerkezetét porrontgen-diffrakcios (XRPD) mérésekkel. Az oldhatosagi méréseket BR
tompitooldatok alkalmazasaval végeztiik, az ezekhez sziikséges vegyszerek analitikai

mindségliek voltak, az oldashoz hasznalt desztillalt viz gydgyszerkonyvi mindségii volt.

3.1.3. Felhasznalt anyagok mikronizalt és nanonizalt mintak vizsgalatihoz
A modell hatébanyagként szolgald nifluminsavat a Sigma-Aldrich gyartotol, a
papaverin-hidrokloridot a Molar Chemicals Kft.-t6l, a furoszemidet pedig a TCI Europe
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forgalmazotol — szereztik be. Ezekbél a kereskedelmi forgalomban kaphat6
hatéanyagokbol a részecskeméret-csokkentett mintdkat a Szegedi Tudomanyegyetem
Gyobgyszertechnologiai és Gyogyszerfeliigyeleti Intézetében allitottdk eld szamunkra,
szaraz Orléses technikaval, golyosmalomban (Retsch Ball Mill). A fordulatszam 400 rpm,
az Orlési id6 2 ora volt mind a mikronizalt, mind a nanonizalt hatéanyagok esetében. A
kiilonbséget a nanonizalt mintak eldallitasanal alkalmazott polimer segédanyag jelentette,
amely az aggregacido megeldzésére szolgalt. Az erre a célra hasznalt polivinilalkoholt
(PVA) és polivinilpirrolidon K25-6t (PVP-K25) a Sigma-Aldrich szolgaltatta szamunkra.
A biomimetikus kozegek eldallitasahoz hasznalt SIF (simulated intestinal fluid, szimulalt
bélnedv) port a biorelevant.com-rél rendeltiik. Az egyéb, pufferkészitéshez alkalmazott
vegyszerek — sosav, natrium-hidroxid pellet, natrium-klorid, tomény ecetsav, natrium-

dihidrogén-foszfat — analitikai mindségliek voltak.

3.2. Egyensulyi oldhatésag meghatarozasa
3.2.1. Egyensulyi oldhatésag meghatarozasa sziirék vizsgalatihoz

A mintak egyensulyi oldhatosagdnak meghatarozasa a Baka és munkatarsai altal
standardizalt SSF moédszert kovetve tortént, minden esetben legalabb 3 parhuzamos
mérés kivitelezésével(18). A mintak oldasara BR tompitooldatokat hasznaltunk, 2-11
kozottt pH tartomanyban. Minden ionizalhato hatéanyag esetén 3 kiilonb6zd pH-n
végeztiik el az oldhatdsagi méréseket, melyek az alabbi szempontok szerint valasztottunk
meg. Az els6 puffer pH értékénél kozel 100%-ban az adott molekula ionizalt formaja volt
jelen. A masodik puffer pH-ja megegyezett az adott vegyiilet pKa értékével, vagyis a
molekulak 50%-a volt ionizalt allapotban. A harmadik esetben pedig a molekulak kozel
100%-a nemionizalt forméaban volt jelen a rendszerben. Az egyes hatébanyagok esetén
alkalmazott pontos pH értékeket a 4. tablazat tartalmazza. Az ionizalhat6 csoporttal nem
rendelkezd progeszteron esetében a méréseket kizarélag pH=7,4 BR pufferben végeztiik
el, mivel esetében a pH valtoztatdsa nem befolyasolja az egyensulyi oldhatosagot. A BR
pufferek eléallitasdhoz eldszor egy alapoldatot készitettiink, mely borsavat, foszforsavat
¢s ecetsavat tartalmaz egyarant 0,04 M koncentracioban. A mérésekhez hasznalt pufferek

pH-jat 0,2 M NaOH hozzaadasaval allitottuk be.
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4. tablazat. Az ionizalhato csoporttal rendelkezo modellanyagok egyensulyi
oldhatésaganak meghatarozasara alkalmazott BR tompitéoldatok pH-ja

pH
100% nemionizalt 50% ionizalt, 50% 100% ionizalt
forma nemionizalt forma forma
diklofendk-Na 2,0 4,0 10,0
hidroklorotiazid 6,0 8,8 11,0
papaverin-HCI 10,0 6,4 3,0

A szilard anyagot feleslegben adtuk az olddszerhez, majd a kapott szuszpenziot
Heidolph MR 1000 magneses keverén 6 6ran at kevertettiik, ezt kovetéen pedig 18 éran
at iilepitettiik, amig a rendszer elérte az egyensulyi allapotot. A szuszpenzidkat a mérés
teljes idOtartama alatt 25 + 0,1°C-on termosztaltuk. A kevertetés elsd Ordja utdn
ellendriztiik a rendszer pH-jat, és amennyiben az eltért a kiindulési értéktél, 0,02 M
NaOH vagy HCI hozzdadasaval visszaallitottuk azt az eredeti értékre. Az iilepités letelte
utdn mintat vettiink az oldat tisztdjabol, majd sziikség esetén higitast kovetden felvettiik
az UV-abszorpcids spektrumat. Ahhoz, hogy a kiilonb6z6 sziirék esetleges befolydsolo
hatasat vizsgélni tudjuk, ugyanezen oldatokat sztirtiik a kiilonb6z6 membransziir6kon és
az analitikai sziir6papiron keresztiil. A vizsgalt membransziirék kozott volt hidrofil
karakterti (PVDF, PES), hidrofob tulajdonsagu (PTFE) és nylonbdl késziilt szlrd is.
Hatszor 600 pL oldatrészletet szlirtlink 4t a membranszlir6kon, az elsd és az utolsd
részletbdl végeztiik a koncentracidmeghatarozast. Az analitikai sziir6papirt elézetesen a

méréshez alkalmazott puffer 5 mL részletével nedvesitettiik at.

crer

spektrofotometrias modszerrel tortént, Jasco V-550 spektrofotométer segitségével.

Ahhoz, hogy a mért abszorbancia értékekbdl ki tudjuk szamitani az oldatok

fényathossznal adott hullaimhosszon ¢€s hdmérsékleten) a molekula elnyelési
maximumanak hullamhosszan. Ehhez ismert koncentracioju toérzsoldatbol higitasi sort
készitettiink, majd 12-18 ponton mértiik az oldatok abszorbanciajat. Az abszorbancia-

koncentraci6 adatparokra illesztett egyenes meredekségébdl megkaptuk a vegyiilet
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fajlagos abszorbanciajanak értékét adott pH-n és hullamhosszon a Lambert-Beer

Osszefliggés alapjan (9. egyenlet),

A= AT, *c*| 9)

1lcm

ahol A a mért abszorbancia, Ai%’m a vegylilet fajlagos abszorpciés koefficiense, ¢ a

koncentracio6 (g/100 mL), | a fényuthossz.

3.2.2. Polimorf médosulatok egyenstilyi oldhatésaganak meghatirozasa

A harom modellvegyiilet kiilonb6zé polimorf moddosulatainak oldhatosagi
vizsgalatait szintén BR pufferoldatokban végeztiik, széles pH tartomanyban, minimum 3
parhuzamos méréssel. A venlafaxin-hidroklorid két modosulatanak egyenstlyi
oldhatosag mérése 7,5-12 kozotti pH tartomanyban zajlott, az oxitetraciklin-hidroklorid
modosulatok esetében a vizsgalt tartomany pH 4 és 7,4 kozott volt. A karvedilol
oldhatosaganak meghatarozasat pH 3 és 10 kozotti intervallumban végeztiik el, a savas
pH tartomanyban nemcsak a korabban ismertetett BR pufferekben, hanem olyan
modositott dsszetételli BR tompitdoldatokban is, melyek ioner6sségét kalium-Kloriddal
0,15 M-ra Adllitottuk be. Mindhdrom hatdéanyag egyensulyi oldhatosdganak

meghatarozasat 25 + 0,1°C-on termosztalt koriilmények kozott végeztiik.

Mivel ismert, hogy a polimorf moédosulatok oldoszer jelenlétében atalakulasokon
mehetnek keresztiil, amely megnyujthatja az egyenstly elérésének idejét, igy a
venlafaxin-hidroklorid és a karvedilol esetében az egyensuly beallasat valos id6ben
kovettiik in situ UV-szondak segitségével, pDISS Profiler™ késziiléken. Az emlitett
atalakulasok miatt a mintakat szilard fazisu analitikai modszerekkel is elemeztiik, ezek
bemutatasira a 3.3. fejezetben keriil sor. A uDISS Profiler™ késziilék egy
spektrofotométerhez optikai szalakon csatlakoz6 UV szondakbdl all, melyek kozvetlentil
az oldatba meriilnek, igy megvaldsithat6 a valos idejli spektrumfelvétel. A szondak végén
talalhato fejek cseréjével valtoztathatd a fényuthossz (2-5-10-20 mm), igy azt a varhato
koncentracionak megfelelden tudjuk megvalasztani. A miiszerhez tartozo szamitogépes
program (AUPRO™) segitségével bedllithatd a spektrumfelvétel gyakorisaga, illetve
mivel az oldhatosagi mérések soran tiszta oldatok helyett szuszpenzidkkal dolgozunk, a
részecskék jelenlétének koszonhetd alapvonal-emelkedés kikiiszobolésének érdekében
lehetéség van a spektrumok masodik derivaltjainak segitségével torténd kiértékelésére,

igy mi is ezt valasztottuk munkank soran. Ahhoz, hogy a felvett spektrumokbol
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koncentracio adatokat kapjunk, ebben az esetben is elézetes kalibracio sziikséges,

amelyet a mérésre alkalmazott kozegben és a méréshez haszndlt szondafejjel kell

crer

crer

mennyisége a kalibracio teljes tartomanydban 1% alatt maradjon a vizes pufferben.
Venlafaxin esetében a mérési protokoll a hagyomanyos SSF moddszerhez hasonldéan
alakult: a mintdkat 6 oran at kevertettiilk, majd ezt kovette a 18 o6ras szedimentacios
periddus. Ez alatt az id6 alatt a kovetkezd idokozonként vettiik fel az anyag oldatanak
spektrumat: 0 és 2 ora kozott 1 percenként, 2 és 6 6ra kozott 10 percenként, ezt kdvetden
pedig a mérés végéig fél oranként. A karvedilol esetében az egyensuly eléréséhez
hosszabb mérési id6 volt sziikséges, igy a mintakat 60 orés kevertetést kdvetden 6 6ran
keresztiil tilepitettiik, a spektrumokat pedig a kdvetkezo protokoll szerint vettiik fel: 0 és
1 ora kozott 30 masodpercenként, 1 és 6 ora kdzott 1 percenként, ezt kdvetden pedig 24
oraig 2 percenként. A tovabbiakban 12 6rdnként tortént mérési pont felvétele egészen az

egyensuly beéllasaig.

Az oxitetraciklin-hidroklorid esetében a vegyiilet rendkiviil magas oldhatosaga
miatt az UV szondakkal torténd valds idejii kovetés nem volt lehetséges, igy az
egyensulyi oldhatosdg meghatarozasa a 3.2.1. fejezetben leirt SSF protokoll szerint
tortént. Az oldddas valos idejii kdvetését az izoelektromos pontnak megfeleld, pH 5,0
kozegben ATR-UV szonda segitségével tudtuk megvaldsitani, amelynek a végén egy
zafirkristaly talalhatd, miikodése pedig a gyengitett totalreflexié elvén alapul. Ez a
felépités lehetévé teszi az UV szonddkkal nem mérhetd, tomény oldatok
koncentraciomeghatarozasat, mivel a mintanak csak nagyon vékony, par um vastag
rétegén halad at a fény(89). A spektrumfelvételek gyakorisaga megegyezett a venlafaxin-

hidroklorid mintak mérése esetén alkalmazott mérési protokollal.

3.2.3. Mikronizalt és nanonizalt mintak egyensilyi oldhatésaganak meghatarozasa

A mintdk egyensulyi oldhatosagat a kevertetési €és szedimentacids 1d6 tekintetében
a3.2.1. fejezetben ismertetett SSF modszer szerint hataroztuk meg, a fajlagos abszorpcios
koefficiens meghatarozésa adott kozegben és hulldimhosszon szintén az itt leirtak szerint
zajlott. Az egyensuly beallasat ismételt mintavételekkel ellendriztiik, ennek koszénhetéen

néhany esetben, amikor sziikséges volt, 24 6ranal hosszabb mérési idot alkalmaztunk. A
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méréseket 37 £ 0,1°C-on termosztalt koriilmények kozott végeztiik, modellezve ezzel a
testhomérsékletet. A mintdk oldhatdosdganak meghatdrozasat kétféle kozegben végeztiik
el. El6szor kizarélag a pH beallitasaval modelleztiik a gyomor-bél traktusban uralkodé
viszonyokat, mig a masodik esetben mar a bélnedv komponenseinek szolubilizalo hatasat
is szimulaltuk(22, 90, 91). Ehhez eldallitottuk a pH 6,5 foszfatpuffert (FaSSIF blank),
amelynek pH-ja megfeleltethetd az étkezés eldtti vékonybél pH értékének, valamint a pH
5,0 acetatpuffert (FeSSIF blank), amely az étkezés utani vékonybél pH értékét szimulalja.
Ezekbdl a pufferekbdl a gyartod eldirdsai alapjan SIF por hozzdadasaval allitottuk eld a

biomimetikus kdzegeket (FaSSIF és FeSSIF full).

Mivel a nanonizalt mintak eléallitasahoz sziikség volt polimer segédanyagok
alkalmazdséra, igy a mikronizalt és kereskedelmi forgalomban kaphaté mintdk
egyensulyi oldhatésaganak meghatarozasat elvégeztiikk ezen segédanyagok jelenlétében
is, mert a segédanyagok szintén befolyasolhatjak a vegyiiletek oldhatosagat(92). Minden
minta esetében segédanyag jelenlétében illetve anélkiil is legaldbb 3 parhuzamos mérést
végeztiink. A mintak vizsgdlatdnak részét képezte a szilard fazisu analizis az esetleges
atalakulasok nyomon kdvetésének érdekében, illetve az oldhatosagi mérések végén a
szuszpenziok részecskeméret-analizise, ezek a 3.3. és 3.4. fejezetekben keriilnek

ismertetésre.

3.3. Szilard fazisu analizis

A szilard fazisu analizist a Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem
Szerves Kémia és Technologia Tanszékén, valamint a Szervetlen és Analitikai Kémia
Tanszékén végeztiik.

3.3.1. Porrontgen-diffrakcié (XRPD)

XRPD méréseket alkalmaztunk a polimorf modosulatok vizsgalatakor a
kereskedelmi forgalomban kaphatd hatdanyagbol eldallitott maésik modosulat
szerkezetének igazolasara, valamint az oldhatdsagi mérések végén a szilard fazis
szerkezetének felderitésére €s ezzel az esetleges atalakuldsok nyomon kdvetésére. Ez
utobbihoz az iilepitett mintdk szildrd fazisanak kis részletét egy targylemezre
cseppentettiik, majd szobahémérsékleten megszaritottuk. A részecskeméret-csokkentett

mintdk esetében is ezzel a mddszerrel vizsgaltuk a kereskedelmi forgalomban kaphato
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anyaghoz viszonyitva a mikronizalt és a nanonizalt mintékat, felderitve ezzel, hogy az
Orlés okozott-e valtozast a mintak kristalyszerkezetében. Tovabba ezen mintdk esetében
is vizsgaltuk az oldhatdsag végén a szilard fazisban bekovetkezo esetleges valtozasokat.
A mintavétel a polimorf modosulatok mérésénél bemutatott modon tortént. A mérések
egy PANalytical X Pert ProMDP rontgen-diffraktométer segitségével torténtek, Cu-Ka
sugarzas (1.524 2\) ¢s nikkel sziir6 alkalmazasaval. Az alkalmazott fesziiltség 40 kV, az
aramerdsség 30 mA volt. A mintak analizise jellemzden minden vizsgalt anyag esetén
olyan 26 tartomanyban tortént, ahol az adott anyagra jellemz6 karakterisztikus csticsok
megfigyelhetdk voltak.
3.3.2. Raman-spektroszkopia

A polimorf modosulatok vizsgalatara a porrontgen-diffrakcios mérések mellett
Raman-analizist is végeztiink. Ehhez egy Horiba Jobin-Yvon LabRAM Raman
spektrométert hasznaltunk, amelyet egy Olympus 97 BX-40 optikai mikroszkdphoz
kapcsolva tudtuk a mintdkat analizalni. A besugarzas egy 785 nm hullamhosszl
diddalézerrel tortént, 10-szeres nagyitasu objektiv alkalmazasa mellett. A 1ézersugarat az
objektiven keresztiil a mintira fokuszéltuk, majd a mintdn szoérddott fénysugarakat
ugyanezen objektiv gylijtotte Ossze. Az Osszegylljtott sugarzas eldszor egy szlirdhoz
keriilt, amely eltavolitotta a Rayleigh-fotonokat, ezt kovetéen pedig egy konfokalis
lyukon (500 pm) és a bemeneti résen (100 pum) vezettik at. Végil egy racsos
monokromator eloszlatta a Rayleigh-fotonokat, mieldtt a sugarzas elérte volna a
detektort. Minden egyes spektrumot a 300-1600 cm™ tartoméanyban gyiijtottiink dssze, a
késobbiekben pedig ennek a spektrumnak azt a részletét dbrazoltuk, ahol az anyagra
jellemz6 karakterisztikus cstucsok megjelennek. Az XRPD mérésekhez hasonldan itt is
Osszehasonlitottuk az oldhatdsagi mérések végén vett szilard mintdk Raman-spektrumat
a kiindulasi modosulatok Raman-spektrumaival, igy nyilvanvaldva valtak a mérés soran
tortént atalakuldsok.
3.3.3. IR-spektroszkopia

Infravords tartomanyban (4000 — 400 cm™) térténd analizist alkalmaztunk az
oxitetraciklin-hidroklorid polimorfok esetében a kiindulasi modosulatok vizsgalatara.
Burger ¢s munkatéarsai (1986) ezt a modszert alkalmaztdk a mintdk analizisére, igy
nekiink is szlikségiink volt erre a moddszerre, hogy bizonyitsuk a pontos

reprodukélhatésagot. A mérésekhez egy Bruker Tensor 37-es tipusi Fourier
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transzformécios infravords (FTIR) spektrofotométert hasznaltunk, amely egy DTGS
(deuterizalt triglicin-szulfat) detektorral rendelkezett, melynek felbontasa 4 cm™. A
mérésekhez a mintdkat kiszaritott kalium-bromiddal poritottuk, majd pasztillava

préseltiik.

3.4. Részecskeméret-eloszlas analizise

A mikronizalt és nanonizalt mintak vizsgalatakor elvégeztiik mind az eldallitott
mintdk, mind pedig az oldhatdsdgi mérések végén a szuszpenziok részecskeméret-
analizisét. A lézerdiffrakcios mérések a Semmelweis Egyetem Gyogyszerészeti
Intézetében, a pasztdzd elektronmikroszkopos mérések pedig a Szegedi
Tudoméanyegyetem Gyodgyszertechnologiai ¢és Gyodgyszerfeliigyeleti  Intézetében
zajlottak.

3.4.1. Lézerdiffrakcio

A kereskedelmi forgalomban elérheté és mikronizalt mintdk, valamint az
oldhatosagi mérések végén a szuszpenzidok atlagos részecskeméretét illetve
részecskeméret-eloszlasat lézerdiffrakcids mérésekkel hatdroztuk meg. Ehhez a
Mastersizer 2000 késziiléket hasznaltuk, valamint a hozza tartoz6 Mastersizer Hydro
2000 SM kistérfogatu diszpergald egységet. A mérés soran a mintdkat 100 mL desztillalt
vizet tartalmaz6 diszpergéld egységbe juttattuk, ahol 1500 rpm fordulatszamu kevertetést
alkalmaztunk. Ez az egység juttatta a mintdkat a lézer-diffraktométerbe, ahol minden
mintarél 3 parhuzamos mérés késziilt, egyenként 20 masodperces mérési idével. Ez a
részecskék is biztosan a detektor latoterébe keriilnek. Altalanos mérési modban
megnovelt érzékenység mellett torténtek a mérések, ez a beallitas alkalmas ugyanis olyan
rendszerek mérésére, amelyek nem szabélyos alaku részecskéket is tartalmaznak.

3.4.2. Pasztazé elektronmikroszkopos mérések

Az Orléssel eldallitott nanorészecskék méretét pasztazd elektronmikroszkopos
(SEM) mérésekkel tudtuk meghatarozni. Ehhez egy Hitachi S4700 tipust
elektronmikroszkoppal 10 kV fesziiltség mellett képeket készitettiink, majd a képeket az
Image J szoftverrel (1.50i; Java 1.6.0_20 [32-bit]; Windows NT) analizalva koriilbeliil

500 nanorészecske adataibdl megkaptuk a nanorészecskék atlagos méretét.
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4. Eredmények
4.1. Sziirok alkalmazasanak hatasa hatéanyagok egyenstlyi oldhatésagara

Ahhoz, hogy a szlir6k esetleges egyensulyi oldhatdsagra gyakorolt hatasat vizsgalni
tudjuk, elészor meghataroztuk az Osszes hatéanyag oldhatosagat a validalt SSF
modszerrel, vagyis iilepitést alkalmaztunk faziselvalasztasként. Az igy kapott értékek jol
reprodukalhatoak voltak alacsony szorassal, valamint jo egyezést mutattak az irodalmi
adatokkal(26, 93, 94). A késbébbickben az {lepitéses faziselvalasztassal nyert
referenciaértékekhez hasonlitottuk a sziiréssel kapott oldhatosagértékeket. A vizsgalathoz
valasztott négy modellvegyiilet — diklofendk-natrium, hidroklorotiazid, papaverin-

hidroklorid és progeszteron — szerkezeti képlete a 3. dbran lathato.
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3.abra. Sziirék vizsgalatahoz valasztott modellvegyiiletek szerkezete. 1: diklofendk-
natrium, 2: hidroklorotiazid, 3: papaverin-hidroklorid, 4: progeszteron
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4.1.1. Diklofenak-natrium

A diklofenak egy egyértékii savi karakteri molekula, pKa értéke 3,99, lipofilitasa
meglehetdsen magas (logP = 4,51)(95, 96). A mérésekhez a molekula natrium sojat
hasznaltuk kiinduldsi vegyliletként. A kiilonb6z6 pH-ju pufferoldatokban mért
egyensulyi oldhatosag értékeket az 5. tablazat tartalmazza. Ebben szerepel az tilepitéses
faziselvalasztassal meghatarozott referenciaadat, valamint a membransziirdk esetében az
elsé valamint az utolsd, hatodik sziirt oldatrészlet koncentracioja. Analitikai sziirGpapir

esetében hasznalat el6tt csak pufferrel atnedvesitettiik azt, tobb részletben torténd sziirés

nem tortént.

5. tablazat. A diklofendk egyensulyi oldhatosaga a kiilonbozo pH-ju pufferekben

pH 2.0 4,0 10,0
Spr lilepités 1,63£008 255+0,03 16152+ 757
= SD (pg/mL)
ipgsz(':g‘;l;m oVDE 1.részlet 152+0,05 1,63+0,11 8196+ 3092
6. részlet - - 10321 + 626
oES 1. részlet 0,82+0,05 120+0,08 13028 = 1254
6. részlet - - 13456 £ 616
oTEE 1. részlet 1,30+0,04 241+0,18 11505+ 532
6. részlet - - 11581 £ 206
| 1. részlet n.m. n.m. 13661 + 1829
Nylon = eszlet - - 16025 + 734
Analitikai
P 2,67+005 2,63+0,15 14929 + 649
szirOpapir

n.m.: nem mérhetd koncentraciod

A diklofenak oldhatosaga pH 2,0 kozegben, ahol a molekula kdzel 100%-ban
nemionizalt formdban van, illetve pH 4,0 kozegben, ahol a molekuldk 50%-a ionizalt,
rendkiviil alacsony. Ennek koszonhetéen ezekben az esetekben nem lehetett tobb
részletben torténd sziirést alkalmazni, mivel a teljes oldatmennyiségre sziikség volt a
koncentracid6 meghatarozasahoz. Lugos, pH 10,0 kozegben megfigyelhetd a tendencia,
hogy az elsé oldatrészletek koncentracidja a sziir6k adszorpcids képességének okéan
alacsonyabb, mint a 6. részlet szlirése utani koncentracio, igy a késébbiekben a 6. sziirés

utani mért koncentraciokat hasonlitottuk 6ssze a referenciaértékkel.
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4.1.2.Hidroklorotiazid

A hidroklorotiazid két ionizalhatd csoporttal rendelkezd, gyenge savi karakteri
molekula, melynek lipofilitasa rendkiviil alacsony (logP = -0,03), ebbdl kdvetkezben a
vegylilet intrinsic oldhatosdga meglehetdsen magas lesz. A savi funkcidt a molekulaban
talalhatdo két szulfonamid csoport szolgaltatja, ezek koziil a gyliribe zart csoport
rendelkezik az erdsebb savi karakterrel, mig a gytirithoz kapcsolodé némileg gyengébb
savnak mindsiil (pKa1 = 8,75 és pKa2 = 9,88)(96, 97). Ebbdl kdvetkezdéen a molekula
ionizaltsagi allapota lehet toltésmentes (H2A), egyszeresen negativ toltésii (HA) vagy
kétszeresen negativ toltési (A?). Az Aaltalunk vizsgalt 3 kiilonbozé pH érték
mindegyikénél eltérd a kiilonbozo ionizaltsagi allapotu részecskék aranya: amig a pH 6,0
tompitooldatban mért érték megfeleltetheté a molekula intrinsic oldhatosaganak, addig a
pH 8,8 kdzegben a molekulak 45%-a nemionizalt formaban van, az egyszeresen negativ
toltésti részecske aranya 51%, a kétszeresen negativ toltésti részecskéé 4%. A harmadik,
pH 11,0 pufferben a kétszeresen negativ toltésti forma jelenléte dominal (93%), kis
mértékben (7%) pedig az egyszeresen negativ toltésii részecske is jelen van az oldatban.
A hidroklorotiazid esetében mért egyensulyi oldhatosag értékeket a 6. tablazat foglalja
Ossze, a 4.1.1. fejezetben bemutatott diklofendkhoz hasonldéan kiilon részletezve a

kiilonboz6 sziirdk esetén kapott eredményeket.

6. tablazat. A hidroklorotiazid oldhatosaga kiilonbozo pH-ju pufferekben
pH 6,0 8,8 11,0

SpH iilepités

+ + +
+ SD (ug/mL) 556 £ 13 923 £20 59637+ 1139
SpH Sziirék

+ SD (ng/mL) PVDF

1. részlet 524 £2 781 +£11 35928 £ 1524

6. részlet 571 £ 12 878 £24 38650 £ 2235
- Ireszlet  428+10 828 £39 40449+ 2134

6. részlet 531 +4 921 +17 44971 + 3657
— I részlet  554+7 911417 58020 7638

6.részlet 56844 906+ 13 59816+ 781
Nylon 1. részlet n.m. 290+ 19 70195+ 2541

6.részlet 570432 822+30 70928 £3149
Analitikal 46244 71146 61662+ 673
szlir6papir

n.m.;: nem mérhetd koncentracio
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A vegyiilet j6 oldhatdsaganak koszonhetden ebben az esetben kiilon tudtuk mérni a
adszorpcios tulajdonsaga miatt az elsé sziirt részletben talalhaté hatéanyagmennyiség a
mérési hatar alatt volt. Az els0 és hatodik részlet kozotti koncentraciokiilonbség a
diklofendkhoz hasonldan itt is megfigyelhetd, igy az utobbit hasonlitottuk Ossze a

referenciaval.

4.1.3. Papaverin-hidroklorid

A papaverin egy egyértékii bazikus molekula (pKa = 6,36), amely magas
lipofilitassal rendelkezik (logP = 2,95)(96, 97). Ennck ellenére jo UV-abszorpcids
tulajdonsagénak koszonhetéen kiillon meg tudtuk hatirozni az elsé és a hatodik szirt
anyagként a vegyiilet hidroklorid s6jat hasznaltuk. Bazikus karakterébdl kifolyolag a
vegyiilet oldhatosaga pH 10 kozegben volt a legalacsonyabb, ahol a molekula nemionizalt
formaban van jelen az oldatban. Ahogy a pH csokkenésével né az ionizalt molekulak
aranya, ugy javul az anyag oldhatésidga is. A papaverin esetében mért egyensulyi

oldhatosag értékeket a 7. tdblazatban mutatom be.

7. tablazat. A papaverin egyensulyi oldhatésdaga kiilonbozé pH-ju pufferekben

pH 10,0 6,4 3,0
SpH lilepités
173+£14 2284+ + 1312
+ SD (ug/mL) 7,3 , ,8+0,8 39060+ 13
SpH sziirok ,
+ + +
+SD (ng/mL) PVDF 1. részlet 2,8+2.,6 0,4+0,1 35973 + 363
6.1részlet 164+19 21,7+03 36298 +1414
PES 1. részlet n.m n.m. 37110 £ 12533
6.1részlet  139+12 10,1+0,4 37291+ 3818
PTFE l1.részlet 10,4+04 20,8+0,7 38368+1116
6.részlet  142+04 24,1+0,3 36803+ 801
Nvlon 1. részlet n.m. 42 +0,7 33825 +212
y 6.1részlet 10.8+04 9,5+0,8 36633 + 566
Ar,],al,,ltlka,l 15,1+1,4 13,8+0,2 33352+1061
szlrdépapir

n.m.;: nem mérhetd koncentraciod

Ahogy az eldbbiekben targyalt két modellanyagnal, tigy a papaverin esetében is

crer

faziselvalasztassal kapott értékkel, ugyanazon okbdl kifolyolag.
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4.1.4.Progeszteron

Az ionizalhaté molekulakon kiviill meghataroztuk a sav-bazis szempontbodl
semleges, lipofil karakterti (logP = 3,48) progeszteron egyenstlyi oldhatosagat is(96).
Nemionizalhatdo molekularol 1évén szd, a pH nem befolyasolja a vegytilet oldhatosagat,
igy méréseinket kizarolag pH 7,4 kozegben végeztiik el, eredményeinket a 8. tablazat

tartalmazza.

8. tablazat. A progeszteron egyensulyi oldhatosaga pH = 7,4 BR pufferben

pH 7,4

SpH lilepités
+
+ SD (ug/mL) 7,95£0.21
SpH sziirok
+SD (ng/mL) PVDF

1. részlet n.m.

6. részlet 4,63 £0,53
PES 1. r?szlet -

6. részlet -

1. részlet 5,05 +0,20
PTFE 6. részlet 7,26 +£0,61
Nvion 1. részlet n.m.

y 6. részlet 437 £ 042

Arlal,,ltlka,l 7,77 £ 0,41
szlr6papir

n.m.: nem mérhetd koncentracio

ey

referencidhoz, az elsd részlet koncentracidja tobb esetben is a mérési hatar alatt volt a

membransziirékon adszorbealddott anyagmennyiség miatt.

4.2. Polimorfok egyensulyi oldhatésaganak vizsgalata

Ma mar ismert tény, hogy a hatéanyagok dontd tobbsége egynél tobb polimorf
modosulattal rendelkezik. Ezen polimorf modosulatok eltérd kristalyszerkezetiik miatt
eltéré fizikai-kémiai tulajdonsaggal rendelkezhetnek: kiilonbozhet tobbek kozott az
olvadaspontjuk vagy az oldhatésaguk is. Ez utobbi nagysagrendnyi kiilonbséget is
jelenthet abban az esetben, ha az egyes modosulatok olddszer jelenlétében nem mennek
keresztiil semmilyen atalakuldson, hanem megdrzik eredeti kristalyszerkezetiiket.

Amennyiben az anyag kristalyszerkezetében atalakulas kovetkezik be, gy nem latunk
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kiilonbséget az egyes polimorf modosulatok egyensulyi oldhatésagaban. Fontos azonban
megjegyezni, hogy ezekben az esetekben ténylegesen nem a kiindulasi anyag
soran harom kiilonb6zé hatéanyag polimorf modosulatainak oldhatdsagat vizsgaltuk,
megfigyelve a szilard fazisban esetlegesen bekovetkezd valtozasokat is. A harom
valasztott modellanyag — venlafaxin-hidroklorid, oxitetraciklin-hidroklorid és karvedilol

— szerkezete a 4. abran lathato.

-HCI

OH

4. abra. Polimorfok egyensulyi oldhatosaganak vizsgalatahoz valasztott modellanyagok
szerkezete. 1: venlafaxin-hidroklorid, 2: oxitetraciklin-hidroklorid, 3: karvedilol

4.2.1.Venlafaxin-hidroklorid

A venlafaxin-hidroklorid egy 2. generacios antidepresszans hatéanyag, amelyet a
készitmények racemat formaban tartalmaznak. Sav-bazis tulajdonsagat tekintve a
venlafaxin tercier aminocsoportja révén bazikus karakteri molekula (pKa = 9,63)(98). A
mérési pH tartomanyt ugy valasztottuk meg, hogy azon beliil a molekula ionizaltsagi
allapota nagymértékben valtozzon. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a vegyiilet két
polimorf modosulatban 1étezik. Ugyan a Form 1. a stabilabb mddosulat (olvadaspont:

210-212°C), de a jobb formulaciés tulajdonsagai (nagyobb részecskeméret, jobb
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szaradasi képesség) miatt a Form II. (olvadaspont: 208-210°C) alkalmazasa preferalt a
gyogyszeriparban(99). A modosulatok mért egyenstlyi oldhatosagi adatait a 9.
tablazatban foglaltam Gssze.

9. tablazat. A két venlafaxin-hidroklorid polimorf egyensulyi oldhatésaga kiilonbozo
pH-ju BR pufferoldatokban

Form I. Form II.
pH SpH £8D (mg/mL) | pH SpH £8D (mg/mL)
7,50 59,35+8,23 754 5432+443
7,70 32,08 £2,60 7,60 45,67+234
7,83 23,34+£0,45 7,67 38,35+2,99
8,30 8,655+0,267 7,78 26,79 £0,27
8,34 7,194 +£0,043 8,20 8,175+1,061
8,37 7,495+ 0,601 8,40 7,689+ 0,345
8,43 6,983 +0,103 8,52 5,506+0,104
8,47 6,364+0,071 8,58 4,985+ 0,053
9,30 0,948 £0,031 8,64 4,587+0,013
9,50 0,796 £ 0,094 8,70 3,809 +£0,104
9,72 0,574 +0,011 945 0,831+0,027
9,76 0,507 + 0,004 9,76  0,567+0,014
9,81 0,559+0,062 9,96 0,544 +0,011
9,96 0,570+0,013 10,06 0,495 +£0,052
10,34 0,521 £0,186 10,26 0,523 +£0,037
10,41 0,454 +£0,011 10,41 0,498 +£0,034
11,51 0,275+ 0,004 11,62 0,296 + 0,025
12,11 0,292 £ 0,007 12,01 0,285+ 0,004

A  mérések soran 24 oOran keresztil valdos 1d6ben monitoroztuk a
koncentraciovaltozast, amibdl megallapithatd volt, hogy az egyensuly beélldsa ezen
id6tartamon beliil bekdvetkezik. Mivel a valds idejli kovetés miatt a pH utdlagos
modositasara a mérés 1. o0rdja utan nincs lehetdség, igy a tablazatban a mérések végén

mért tényleges pH értékeket tiintettiik fel.

4.2.2. Oxitetraciklin-hidroklorid

Az oxitetraciklin-hidroklorid egy régéta ismert antibiotikum, melynek alkalmazasa
arezisztencia elterjedése miatt visszaszoruldban van, bar a fejlédd orszagokban illetve az
allatgyogyaszatban ma is alkalmazzak. A vegyiilet harom ionizalhat6 csoportos amfoter

molekula: két savi (pKar = 3,23 és pKaz = 7,22), valamint egy bazikus (pKas = 8,82)
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funkcios csoportja van(100). A molekula izoelektromos pontja pH 5,2-nél talalhato, itt
mérhetjiik a vegylilet intrinsic oldhatosagat. Az irodalomban szdmos oxitetraciklin
polimorf ismert, ezek koziil azonban csak kett6 — Form A és B — talalhaté meg a
gyogyszerkészitményekben(101). Ezek mar kiillemiikben is eltérnek egymastol: a Form
A barnassarga, mig a Form B egy élénk sarga szinii szilard anyag. A kettd koziil a Form
A tekinthetd a termodinamikailag stabil mdédosulatnak (olvadaspont: 204°C), a Form B
egy higroszkopos, metastabil polimorf (olvadaspont: 180-195°C). A vizsgalatainkhoz
igazolnunk kellett a modosulatok szerkezetét, ehhez az eredeti, Burger és munkatarsai
(1986) altal leirt IR spektroszkopias azonositast alkalmaztuk(85). A kiilonbség a két
modosulat kozott a Form B higroszkopos tulajdonsdga miatt annak spektrumaban
megjelend, intenziv vizjel 3400-3600 cm™ kozott. Az IR spektrumokat az 5. 4bran

tiintettem fel.

= Form A

= Form B

Transzmittancia (%)

3800 3300 2800 2300 1800 1300 800 300
Hullimszam (cm)

5. abra. A két vizsgalt oxitetraciklin polimorf IR spektruma

Burger és munkatarsainak munkaja utan szamos jelentOs attekintés sziiletett az
oxitetraciklin polimorfok vizsgalataval kapcsolatban, melyekben megjelenik az az idézet
az eredeti kozleménybdl, mely szerint ,,a Form A oldhatosaga 28-szor alacsonyabb a
Form B oldhatésaganal”(51, 85, 102). Fontos kiemelni, hogy az eredeti, 1986-0s
kozleményben ez az oldhatosagbeli kiilonbség izopropil-alkoholban volt mérhetd,
azonban a késObbiekben ezt a kiilonbséget mint vizes kdzegli oldhatdsagkiilonbséget
idéztek, igy megvizsgaltuk, hogy vizes kozegll pufferek alkalmazasanal is fennall-e ez a

jelenség. Az oxitetraciklin-hidroklorid egyenstlyi oldhatésaganak meghatarozasat a
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venlafaxinhoz hasonléan olyan pH tartomanyban végeztiik el, ahol a molekula
ionizaltsagi allapota szignifikansan valtozik a pH valtoztatasaval. Az eredményeket a 10.
tablazat tartalmazza.

10. tablazat. Oxitetraciklin polimorfok egyensulyi oldhatosaga kiilonbozo pH-ju BR
pufferoldatokban

pH SpH £8D (ug/mL)
Form A Form B
4,0 345+ 7 325+22
50 328+5 208+ 5
6,5 668 + 36 693 + 10
7,4 1721 £ 40 1816 + 60

A mintdk egyensulyi oldhatésaganak meghatarozasa a kordbban ismertetett SSF
protokoll szerint tortént. E mellett pH 5,0 kozegben ATR-UV szonda segitségével valos
idében kovettiik a koncentraciovaltozast, ami igazolta, hogy az egyensuly beallasa

mindkét modosulat esetében 24 o6ran beliil bekdvetkezik.

4.2.3.Karvedilol

A karvedilol egy nem szelektiv B-receptor-blokkolé hatdéanyag, melyet széles
korben hasznélnak, legfOképpen magas vérnyomas kezelésére. Sav-bazis tulajdonsagat
tekintve egyértékili bazis (pKa = 8,06), igy a biorelevans pH tartomanyban ionizalodik a
pH valtozasaval(103). Az irodalomban szamos polimorf modosulata ismert, munkank
soran a termodinamikailag stabil Form I.-et (olvadaspont: 123-126°C) és a forgalomban
1évé készitményekben taldlhaté Form II.-t (olvadaspont: 114-115°C) vizsgaltuk
(elnevezés: Pataki és munkatarsai, 2012)(86). A mintak egyensutlyi oldhatosagat széles
pH tartoményban hataroztuk meg BR tompitdoldatokban. A savas pH tartoméanyban, ahol
a molekula ionizalodik ¢és soképzésre hajlamos, kalium-kloridot tartalmazé BR
pufferekben (BR + KCl) is elvégeztiik a méréseket. Eredményeinket a 11. tablazatban
foglaltam Ossze. Mivel a BR tompitdoldat nem tartalmaz kloridionokat, csak foszfat-,
borat- és acetationokat, igy vizsgalni tudtuk a puffer ellenion tartalmanak hatasat a
vegylilet oldhatosdgara és sOképzési hajlamara. A koncentraciovaltozast a molekula
oldhatosaganak koszonhetéen minden pH-n valés idében tudtuk kdvetni, igy biztositva,
hogy valoban azt a koncentraciot kozoljiik egyensulyi oldhatdsagként, ahol a rendszer

mar elérte azt.
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11. tablazat. Karvedilol polimorfok egyensilyi oldhatésdga BR és BR + KCI
pufferekben, kiilonbozé pH értékeknél

Minta  ph S sg Fgug/mL) S iB%E f(ucgllmL)

338 4378443264 308 13.542 045
416 34237268 409 1454+ 1.22
508  16549+854 505 12,76+ 1.34
605 7106+ 2.45 6,06 18,05+ 1,84

FOIF.QM 657 3563+ 184
699  11.75+0.20
8,02 2,59+ 0.19
8,95 1234015
9.98 1214006
330 4914241879 312 13.01 = 1.10
417 334771696 410 14,09+ 0.71
512 158224734 508 15.19+ 1,96
612  63.19+250 6,06 18.01 = 1.82

FORM

1 6,62 46,91 = 0,68

6,99 22,04 £0,21

8,06 4,61 £0,55
8,96 2,38 +0,85
9,84 2,23 +0,38

A mintak tobbségének tobb mint 24 6rara volt szliksége az egyensuly eléréséhez,
igy ezen vegyiilet esetében a hagyomanyos 24 Ords SSF protokoll alkalmazéisa

szignifikans hibat okozott volna az egyensulyi oldhatosag értékekben.

4.3. Mikronizalt és nanonizalt mintak egyensilyi oldhatésaganak vizsgalata

A részecskeméret-csokkentés az egyik leggyakrabban alkalmazott modszer a
hatéanyagok kioldodasanak és oldhatosaganak javitasara. Korabban ismertettem, hogy
szdmos modszer all rendelkezésre méretcsokkentett mintak eldallitdsdra. Munkank soran
mi az egyik legegyszeriibb és leggyorsabb modszerrel, a szaraz 6rléssel allitottuk el6 a
vizsgalt hatéanyagok mikronizalt és nanonizalt formait, és vizsgaltuk ezt kdvetden azok
egyensulyi oldhatésagat. A nanonizalashoz PVA illetve PVP-K25 polimer
segédanyagokat alkalmaztunk, modellhatéanyagként pedig papaverin-hidrokloridot,

furoszemidet és nifluminsavat valasztottunk, eltéré sav-bazis tulajdonsagaik miatt.

53



DOI:10.14753/SE.2023.2828

Utobbi két vegyiilet szerkezete a 6. abran lathato, a papaverin szerkezete a kordbbiakban

mar feltiintetésre keriilt a 3. abran. O 5
0O 0 X OH
HzN\s// " |
P
o// OH N NH
O
Cl N
H \ /
CF,

6. abra. A furoszemid (1.) és a nifluminsav (2.) szerkezeti képlete

Mindharom vegyiilet esetében rendelkezésiinkre allt a kereskedelmi forgalomban
kaphato hatdéanyag, valamint annak mikronizalt, illetve PVA-val és PVP-K25
segédanyaggal nanonizalt formaja. Ezen segédanyagokat a kereskedelmi forgalomban
kaphat6 és a mikronizalt mintdkhoz is hozzaadtuk, és mint 1:1 tomegaranyu fizikai
keveréket vizsgaltuk annak érdekében, hogy esetleges oldhatosagra gyakorolt hatasukat
feltarni tudjuk. A jobb érthetdség érdekében a vizsgalt formulacidkat és a tovabbiakban

a szovegben hasznalt megnevezésiiket a 12. tablazatban tiintettem fel.

12. tablazat. A vizsgalt formulaciok és dolgozatban haszndlt megnevezésiik

Vizsgalt formulaciok osszetétele Megnevezés
kereskedelmi forgalomban elérhetd hatdéanyag, segédanyag kiindulési
hozzaadasa nélkiil

kereskedelmi forgalomban elérheté hatdanyag és PVA kiindulasi+PVA
segédanyag 1:1 aranyl keveréke

kereskedelmi forgalomban elérhetd hatéanyag és PVP-K25 kiindulasi+PVPK
segédanyag 1:1 ardnyl keveréke

mikronizalt minta, segédanyag hozzaadasa nélkiil mikronizalt
mikronizalt minta és PVA segédanyag 1:1 aranyu keveréke mikronizalt+PVA
mikronizalt minta és PVP-K25 segédanyag 1:1 ardnyt keveréke mikronizalt+PVPK
PVA segédanyaggal nanonizalt minta nanoPVA
PVP-K25 segédanyaggal nanonizalt minta nanoPVPK

A mintak eléallitasa utan lézerdiffrakcios mérésekkel vizsgaltuk a kereskedelmi
forgalomban kaphatd ¢€s a mikronizalt mintdk részecskeméret eloszlasat. Ennek

eredménye azt mutatta, hogy mar a kereskedelmi forgalomban kaphat6 mintdk
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részecskemérete is az 1 mm alatti tartomanyba esett, azonban Orléssel szignifikans
részecskeméret-csokkenést lehetett elérni. A papaverin (PAP), furoszemid (FUR) és
nifluminsav (NIF) mintak részecskeméret eloszlasat a 13. tablazat tartalmazza, a d = 0,1;
0,5 és 0,9 értékek feltiintetésével. Ezen értékek megmutatjdk um-ben kifejezve a
részecskeméret-tartomanynak azon fels6 hatarat, amely alé a részecskék 10%-a (d = 0,1),

50%-a (d = 0,5) illetve 90%-a (d = 0,9) esik.

13. tablazat. Kiindulasi és mikronizalt mintak részecskemeéret-eloszlasa

d=0,1 d=0,5 d=0,9

_ (um) (um) (um)

PAP k_11ndu12’1s1 153,97 488,62 887,93
mikronizalt 101,71 263,70 596,47

FUR k_iindulaisi 7,36 62,46 294,13
mikronizalt 14,97 58,94 148,10

NIE k_iindulaisi 71,45 183,25 579,83
mikronizalt 38,91 110,46 224,97

A nanonizalt mintdk méretanalizise SEM mikroszkopos felvételek szamitogépes
analizisével tortént, az atlagos részecskeméret és annak szorasa a 14. tablazatban lathato,

a hatoanyag és a nanonizalashoz hasznalt segédanyag megnevezésével.

14. tablazat. Nanonizalt mintak atlagos részecskemérete

Hatéanyag PAP PAP FUR FUR NIF NIF
Segédanyag PVPK PVA PVPK PVA PVPK PVA
Atlagos részecskeméret (nm) 288,3 2254 3058 229,8 2122 7433
Szoras +116,1 496,99 +104,7 +67,3 +47,2 +720,9

Ahhoz, hogy meggydzddjiink réla, hogy az eldallitas soran nem valtozott meg a
modellanyagok kristalyszerkezete, mind a kereskedelmi forgalomban kaphato
hatéanyagokat, mind pedig a mikronizalt és a nanonizalt mintdkat XRPD mérésekkel
analizaltuk (papaverin és nifluminsav: 4° és 45° 20 kozott, furoszemid: 2° és 45° 20

kozott), ennek eredménye lathato a 7. abran.
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A B C
@
£ 2 J g
= = 2
£ g 2 Kiindulasi
E R, £
= ——nanoPVA
I nanoPVPK
——mikronizilt

4 14 2 34 w4 2 12 22 2 2 4 14 24 34 44
20 (fok) 26 (fok) 20 (fok)

7. abra. Kereskedelmi forgalomban kaphato, mikronizalt és nanonizalt papaverin-
hidroklorid (A), furoszemid (B) és nifluminsav (C) XRPD diffraktogramjai
Mindharom hatdéanyag esetében hasonld tendencia figyelhetdé meg: az abran
rozsaszinnel jelolt mikronizalt minta diffraktogramjan ugyanazon karakterisztikus
csucsok jelennek meg, mint a kékkel jelolt kereskedelmi forgalomban kaphaté mintak
diffraktogramjan, ez alapjan megéllapithat6, hogy a mikronizalas hatdsdra nem tortént
atalakulds. A polimer segédanyaggal tOrténd nanonizalds viszont minden esetben
amorfizaciot idézett eld, ezt az alapvonal-emelkedés jelzi. Mivel azonban a fobb
karakterisztikus csticsok igy is megjelennek a mintakban, igy nem jelenthetjiik ki, hogy

amorf terméket eredményezett a nanonizalas, csak részleges amorfizaciordl beszélhetiink.

A formuléciok oldhatosagat pH 6,5 FaSSIF blank és FaSSIF full, valamint pH 5,0
FeSSIF blank és FeSSIF full kozegekben hatdroztuk meg, ezek eredményeit
hatéanyagonkénti bontasban ismertetem.
4.3.1.Papaverin-hidroklorid

A papaverin, mint egyértekli bazis, jobb oldhatosaggal rendelkezik savas pH-n.
Ebbdl kovetkezik, hogy pH 5,0 FeSSIF blank és full pufferekben, ahol a molekuldk
95,8%-a protonalt formaban van jelen az oldatban, a vegytilet oldhatésdga magasabb lesz,
mint pH 6,5 kdzegben, ahol a molekuldknak csak kb. 50%-a protonalt. Az altalunk mért
egyensulyi oldhatosag értékeket a 15. tablazat mutatja be.
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15. tablazat. Papaverin-hidroklorid mintak oldhatésaga pH 6,5 FaSSIF blank/full és
pH 5,0 FeSSIF blank/full kozegekben

SpH = SD (pg/mL)

FaSSIF

blank FaSSIF full  FeSSIF blank FeSSIF full
Kiinduldsi 2607021 5422+040 43354+235 111%‘8,%‘?
KiindulasitPVA 2613+ 051 5345+ 154 42366+2.04 115900 % 74.96
Kiindulasi+PVPK 57 661 0,35 55,07 + 0,68 42‘(‘)”%? 1295,25 + 80,20
mikronizalt 2662+ 0,70 5528+0.19 402,70+ 7.13 1176,00 % 37.00
mikronizalthPVA - 5525 1 011 54,11+ 0,67 431%,%811 1259,50 + 8,50
mikronizalttPVPK 2824 =041 5551+ 1,93 47447+ 554 142550 < 41.60
nanoPVA 2018+ 1,04 5650+ 047 504.63=5.77 1273.50 = 66.26
nanoPVPK 3566+ 0,06 61,24 = 0,49 7‘2’1%’9272* 1456,75 + 72,44

4.3.2. Furoszemid

A furoszemid egy kétértéki savi karakterli molekula, amely egy karboxilcsoporttal

(pKaz = 3,53) és egy szulfonamid csoporttal (pKa2 = 10,15) rendelkezik(97). Mivel ez

utobbi rendkiviil gyenge sav, az altalunk vizsgalt kozegekben nem ionizalddik, az

oldhatosagbeli kiilonbséget a két vizsgalt pH-n kizardlag a karboxilcsoport ionizéacidja

okozza. Ez a csoport pH 6,5 kdzegben 100%-ban disszocialt allapotban van, mig pH 5,0

esetén még a molekulak 3,3%-a teljesen nemionizalt formaban van jelen. Ahogy lathato

az eredményeket bemutato 16. tablazatbol, ez nagysagrendbeli kiillonbséget eredményez

a furoszemid egyensulyi oldhatosagaban.

16. tablazat. Furoszemid mintak oldhatosaga pH 6,5 FaSSIF blank/full és pH 5,0
FeSSIF blank/full kézegekben

SpH £ SD (mg/mL)
th‘li‘:LF FaSSIFfull  FeSSIFblank  FeSSIF full
Kiindulasi 1213+082 1070022 0384+0016 05390007
KiindulisiePVA 9204031 11544052 0540£0012 0533+ 0006
KiindulasitPVPK  1154+122 12684064 0420<0,011 0,561+ 0,002
mikronizalt 1767+038 1377074 0569%0024 06320010
mikronizalttPVA 1179+ 036 1577+0.72 05490027 0606~ 0,011
mikronizalttPVPK 1458+ 049 2092+0.13 05680012 0687 % 0.006
nanoPVA 2036+070 2240+0.79 0602+0022 0761+0016
nanoPVPK 10231093 2402:063 1535%0010 2007 % 0,025
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4.3.3.Nifluminsav

A nifluminsav egy amfoter molekula, ezen karakterét a savas karboxil és a gyengén
bazikus aminopiridinil csoportjanak kdszonheti (pKa1 = 2,26 és pKa2 =4,44). A molekulak
mikroallandoinak ismeretében kiszdmithato, hogy az altalunk alkalmazott kézegek pH
értékeinél milyen aranyban fordulnak eld a kiilonb6z6 t6ltésti mikrorészecskék(104).
FeSSIF blank és full pufferekben a molekulak 75,8%-a anionios, 20,6%-a ikerionos,
1,2%-a pedig semleges formaban van jelen. Ezzel szemben pH 6,5 kozegben a
nifluminsav fOként anionos formaban van jelen (99,1%), ez a magyardzata a pH
novekedésével megnovekvd egyensulyi oldhatdésagnak. Mért eredményeinket a 17.
tablazat tartalmazza.

17. tablazat. Nifluminsav mintak oldhatosdaga pH 6,5 FaSSIF blank/full és pH 5,0
FeSSIF blank/full kézegekben

SpH £ SD (mg/mL) SpH £ SD (ug/mL)
FaSSIF blank FaSSIF full FeSSIF blank FeSSIF full
kiindulasi 1,31+0,07 1,80+0,13 6958+040 655,91+7,59

kiindulasi+PVA 1,12+0,056 154+0,17 70,86+208 530,50+ 28,32
kiindulasi+PVPK 138+0,10 245+0,18 7457+1,20 629,00+ 7,00
mikronizalt 1,41+0,07 183+0,06 80,97+3,05 574,74+28,65
mikronizalt+PVA 1,46+004 169+0,06 7787+0,65 573,86+27,59
mikronizalt+PVPK  2,12+0,06 2,15+0,04 92,05+0,31 629,37+ 13,58
nanoPVA 157+0,07 187+0,16 87,40+3,40 650,94+ 13,85
nanoPVPK 256+0,13 349+0,11 170,50+8,50 813,45+7,55

A jelentés oldhatosagkiilonbség miatt a FaSSIF blank/full pufferekben a
koncentraciot mg/mL, mig a FeSSIF blank/full pufferekben pg/mL mértékegységben

fejeztem ki,
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5. Megbeszélés
5.1. Sziirok alkalmazasanak hatasa az egyensilyi oldhatésagra

Azt, hogy a kiilonb6z6 szlir6k alkalmazasanak van-e hatasa a mért egyenstlyi
oldhatoésagra ugy vizsgaltuk, hogy a szlirés utdn mért koncentraciét dsszehasonlitottuk a
referenciaként megjeldlt, szedimentacids faziselvalasztast kovetdé mérés soran kapott

koncentracioval. A kiilonbséget %-ban adtuk meg, a 10. egyenlet alapjan:
Sszﬁrés/ Sﬁlepl’tés*loo (10)

Eredményeink azt mutatjak, hogy a nem megfelelden kivalasztott szlirok alkalmazasa
szignifikans hibat jelenthet az egyensulyi oldhatosdg meghatarozasa soran.

Tapasztalatainkat hatdbanyagonkénti bontasban ismertetem.

5.1.1.Diklofenak-natrium

A diklofenak oldhatésaga pH 2,0 kdzegben volt a legalacsonyabb, itt a molekula
intrinsic  oldhatosagat tudtuk meghatarozni, ami szedimentaciot alkalmazva
faziselvalasztasként 1,63 + 0,08 pg/mL-nek adodott. Ehhez hasonlitottuk a kiilonb6zd

szir6k hasznalata utan mért koncentracidértékeket, ezt szemlélteti a 8. abra.
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8. abra. Sziirck alkalmazasanak hatasa a diklofendk egyensulyi oldhatosagara pH 2,0
oldatban

Ebben az esetben kizardlag a hidrofil PVDF sziird alkalmazasa eredményezett
elfogadhaté eredményt, a PES ¢és PTFE szlirdk esetében szignifikans

koncentraciocsokkenést figyelhetiink meg — eldbbi esetében a koncentracio a felére
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csokken. A nylon sztrd alkalmazasa még ennél is nagyobb hibat okozott: gyakorlatilag
analitikai szlirépapir alkalmazasa utdn mért egyensulyi oldhatdsag értéke tObb mint
masfélszerese a referencianak. Erre az lehet a magyarazat, hogy a savas pH-ju oldatban
oldédnak a sziirdpapir egyes komponensei, amelyek szintén rendelkeznek UV

abszorpcidval, igy a ténylegesnél magasabb koncentracidértéket mériink.

A molekula pKa értékének megfelelé pH 4,0 oldatban, ahol a molekula mar csak
50%-ban van nemionizalt formdban, a referenciaként szolgdld egyenstlyi oldhatosag
2,55 £ 0,30 pg/mL. Ahogy az a 9. abran latszik, az el6zdekkel ellentétben a PVDF sziird
alkalmazasa szignifikans hibat okozott az eredményben, 36%-kal alacsonyabb
koncentraciot mértiink alkalmazasa utan. A hidrofil PES sziiré ebben az esetben is olyan
nagy mennyiségli hatébanyagot adszorbealt, hogy a mért oldhatosag a felére csokkent, a
nylon sziiré pedig ismét megkototte a teljes anyagmennyiséget. A hidrofob PTFE és a

szlrdpapir alkalmazasa megfeleldonek bizonyult.
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9. abra. Sziirck alkalmazasanak hatasa a diklofendak egyensulyi oldhatosagara pH 4,0
oldatban

Lagos, pH 10,0 kozegben a diklofenak egyenstlyi oldhatosaga drasztikusan megnd,
ami a molekulak deprotonalédasanak koszonhetd. A referencia érték ebben a kozegben
négy nagysagrenddel magasabb a kordbbiakhoz képest, 16,15 + 0,76 mg/mL, az ehhez

hasonlitott sziirés utani oldhatosagértékeket a 10. abra mutatja be.
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10. abra. Sziirck alkalmazasanak hatasa a diklofendk egyensulyi oldhatosagara pH
10,0 oldatban

Meglepd mddon ebben az esetben, a koradbbiakban a teljes anyagmennyiséget
adszorbeald nylon sziiré miikodott a legjobban. Ennek magyarazata lehet, hogy a masik
két pH-n az alacsony koncentracié miatt nem volt lehetdség kiilon oldatrészletek
mérésére (csak 1. részlet), valamint nem értiikk el a membransziirdk telitését. Ebben a
kozegben viszont, ahol magas az oldatkoncentréacid, telitddni tud a membran, és mintat
tudunk venni olyan oldatrészletbdl is (6. részlet), amelyet a mar telitett membranon
szlrlink keresztiil, igy nem adszorbealddik tobb anyag. A szlir@papir alkalmazasa szintén
megfeleldnek bizonyult, igy feltehetden a mérést zavaré komponensek csak savas pH-n
oldédnak ki a papirbol. A tovabbi, hidrofil és hidroféb membransziirokon egyarant
kevesebb hatdanyag jutott at, igy szignifikansan alacsonyabb koncentraciot mértiink.

Legkevésbé megfelelének a PVDF sziird bizonyult, itt 36% volt az anyagveszteség.

5.1.2.Hidroklorotiazid

A hidroklorotiazid gyenge savi karakterének kdszonhetden a molekula intrinsic
oldhatosagat pH 6,0 pufferben hataroztuk meg, a referenciaérték 556 + 13 pg/mL-nek
adddott, ehhez hasonlitottuk a sziirés utan kapott értékeket (11. abra).
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11. abra. Sziirok alkalmazasanak hatasa a hidroklorotiazid egyensulyi oldhatosdagara
pH 6,0 oldatban

A 11. abra szerint ebben az esetben az 6sszes membransziird, hidrofil vagy hidrofob
jellegétol fiiggetleniil megfelelének bizonyult, mint faziselvalasztasi technika, néhany
szazalék kiilonbség volt csak megfigyelhetd a referencidhoz képest. A szlirOpapir
meglehetdésen nagy anyagmennyiséget adszorbealt, igy 17%-kal alacsonyabb

koncentraciot mértiink a tényleges egyensulyi oldhatosaghoz képest.

A pH 8,8 BR pufferben a molekulak kézel 50%-a van ionizalt formaban, ennek
kovetkeztében a vegyiilet oldhatosaga javul, referenciaértékként 923 + 20 pg/mL-es
egyensulyi oldhatosagot hataroztunk meg. A szlirés utani értékek és a referencia
Osszehasonlitdsa a 12. abran lathato. A sziirdpapir a pH 6,0 kdzegben tapasztaltakhoz
hasonldan ebben az esetben is nagy adszorpcios hajlanddsagot mutatott, valamint a nylon
szird is megkototte a hatdéanyagmolekuldk egy részét, 11%-kal alacsonyabb mért
egyensulyi oldhatosdgot eredményezve. A PVDF, PES és PTFE sziirdk alkalmazasa nem

okozott szignifikans hibat az oldhatésagi mérés eredményében.
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12. abra. Sziirok alkalmazasanak hatasa a hidroklorotiazid egyensulyi oldhatosdagara
pH 8,8 oldatban

A molekula teljes mértékben ionizalt formajanak oldhatosagat pH 11 kdzegben
hataroztuk meg (93% A%, 7% HA"), a referencia 59,64 + 1,14 mg/mL volt, ami ebben az
esetben két nagysagrenddel magasabb, mint az el6z6 két kdzegben mért oldhatésag. A
sziir6k Osszehasonlitasabol, amely a 13. abran lathat6, megallapithato, hogy a hidrofil
PVDF ¢és PES sziirék alkalmazéasa szignifikans hibat eredményezett a mérési

eredményekben — 35 illetve 25%-kal alacsonyabb oldhatosagot mértiink.
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13. abra. Sziirok alkalmazasanak hatasa a hidroklorotiazid egyensulyi oldhatosagara
pH 11,0 oldatban
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Ezzel szemben a nylon sziir6 hasznalataval a mért koncentracio 19%-kal volt
magasabb. Erre a magyarazat hasonlo lehet, mint amit a diklofenak pH 2,0 oldatanak
szlir6papiron torténd sziirésénél tapasztaltunk: a pufferoldat kioldja a sziird egyes
komponenseit illetve szennyezddéseket, melyek abszorbancidja zavarja a
spektrofotometrids koncentraciomeghatarozast. A hidrofob PTFE membransziiré és a
szlr@papir alkalmazasa ebben az esetben nem jart szignifikdns hibaval.
5.1.3.Papaverin-hidroklorid

A papaverin bazikus molekula 1évén pH 10,0 kdzegben szabad bazis forméban van
jelen, igy kozvetleniil mérhet6 az intrinsic oldhatdsaga, ami 17,3 £+ 1,4 ug/mL-nek adodott
a szedimentacioval torténd faziselvalasztas esetén. A sziirt oldatok koncentracidinak

ezzel torténd Osszehasonlitasat illusztralja a 14. dbra.
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14. abra. Sziiréok alkalmazasanak hatasa a papaverin egyensulyi oldhatosagara
pH 10,0 oldatban

Mint azt mar kordbban tobbszor is megfigyelhettiik, a nylon membransziiré ebben
az esetben is szignifikans adszorpcids képességgel rendelkezett, 38%-kal alacsonyabb
egyensulyi oldhatdsagot mértiink alkalmazasa utan. Ha nem is ilyen nagy mértékben, de
a hidrofil PES, a hidroféob PTFE és az analitikai sz{irGpapir IS koncentraciocsokkenést

eredményezett, egyediil a PVDF sziiré bizonyult megfelelének a vizsgélat soran.
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A molekula pKa értékének megfeleldé pH-ju pufferben is meghataroztuk
szedimentacios elvalasztassal a referencia egyensulyi oldhatésagot, ez 22,8 + 0,8 pg/mL
volt. A 15. abran lathatjuk, hogy a sziir6k koziil haromnal is — PES, nylon és sziirépapir
— kozel felére csokkent a mért egyensulyi oldhatosag értéke. A PTFE és a PVDF sziir0k
alkalmazésa kismértékben valtoztatta csak meg a mért egyenstlyi koncentraciot, igy

alkalmazéasuk megfelelonek tekinthetd ebben az esetben.

pH 6.4
120
100
80
X 60
40
0
Ulepités Nylon Sziirépapir

15. abra. Sziirok alkalmazasanak hatasa a papaverin egyensulyi oldhatosagara

pH 6,4 oldatban

A papaverin pH 3,0 kozegben teljesen ionizalt formaban van jelen, a referenciaként
hasznalt egyensulyi oldhatosaga, 39,06 £ 1,31 mg/mL. Ehhez hasonlitva a szlirés utan
kapott értékeket, egyik membransziird esetében sem tapasztalhatunk 5%-nal nagyobb
eltérést. A hidrofil szlir6k meglepden kis adszorpciods készsége az ionizalt molekula irant
a papaverin magas lipofilitdsaval magyarazhatd. A sziir6papir, mint mar tobb esetben is,
adszorbedlta az oldott anyag egy részét, igy 15%-kal alacsonyabb egyensulyi

oldhatosagot mértiink hasznalata utdn. Az dsszehasonlitas a 16. dbran lathato.
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16. abra. Sziirok alkalmazasanak hatasa a papaverin egyensulyi oldhatosagara

pH 3,0 oldatban

5.1.4.Progeszteron

A progeszteron egy lipofil, ionizélhat6 csoporttal nem rendelkezé molekula,
egyensulyi oldhatosagként {ilepitéses faziselvalasztassal 7,95 + 0,21 pg/mL-es
koncentraciot mértiink. Lipofil karakterét ismerve meglepd, hogy a hidrofob PTFE sziiré
kevéssé adszorbedlta a hatdanyagot, 10% alatt maradt a hiba mértéke. Szintén
varakozason feliili eredményt sikeriilt elérni az analitikai sziirépapir alkalmazasaval,
minddssze 2%-kal volt alacsonyabb a szlirés utan mért egyensulyi oldhatésag a
referenciahoz képest. PVDF és nylon szlir6 alkalmazasa esetén azonban majdnem a felére
csokkent a mért koncentracio, ami szignifikans adszorpciora utal. Ezeket a kiillonbségeket

a 17. abra mutatja be.
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17. abra. Sziirék alkalmazasanak hatasa a progeszteron egyensulyi oldhatosagara
pH 7,4 oldatban

Eredményeink bizonyitjdk, hogy a szlrék alkalmazdsa nagymértékben
befolyasolhatja az egyensulyi oldhatosag mért értékét. Munkank ugyanakkor segithet a
megfeleld szird kivalasztdsdban adott hatéanyag ¢s kozeg esetén. A részletes

kovetkeztetéseket a 6. fejezetben irom le.

5.2. Polimorfok egyensiilyi oldhatésaganak vizsgalata

A polimorfok egyensulyi oldhatésaganak meghatarozdsa szamos kihivast rejt
magaban, elsdsorban az oldat fazis jelenlétében torténd atalakulasok és ezen atalakulasok
meghatarozasa, szamos kiegészitd mérés sziikséges. Munkank soran harom modellanyag
irodalomban mar ismert polimorf modosulatanak egyensulyi oldhatésag-pH profiljat

vizsgaltuk, ezek eredményét ismertetem a kovetkezdkben.

5.2.1.Venlafaxin-hidroklorid

A bazikus karakteri venlafaxin hidroklorid s6janak oldhatosadga pH-fiiggd, a pKa
értékének megfeleld pH 9,6 kdzegben 50-50%-ban van jelen az oldatban a protonalt és a
semleges forma, ezen érték felett a toltés nélkiili, alatta pedig a protonalt molekulak
lesznek talsulyban. A két modosulat oldhatosdg-pH profiljat a 18. abra szemlélteti olyan

modon, hogy a mérési adatainkat raillesztettiik a vegyiilet szamolt HH gorbéjére annak
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érdekében, hogy lassuk, van-e eltérés a szamitott értékektdl. A HH 6sszefiiggést az egyes
pH értékeknél a vegyiilet intrinsic oldhatdsdganak és pKa értékének ismeretében

szamitottuk ki a 3. egyenlet alapjan.

3
2 .
‘1 _
— HH
0 1 ¢ Forml.

A Form Il

5 6 7 8 9 10 11 12 13
pH

18. abra. Venlafaxin-hidroklorid polimorfok pH-oldhatosag dsszefiiggése a szamitott
HH gorbéhez viszonyitva

A molekula oldhatosagat pH 7,5 — 12 tartoméanyban vizsgaltuk. 7,5-nél alacsonyabb
pH-n, ahol a s6 jelenléte jellemzd az oldatban, az oldhatdsagot nem vizsgaltuk, mivel
olyan magas érték (> 500 mg/mL), hogy a telitett oldat nemidedlis oldatnak tekinthetd.
Lathatd, hogy a mérési adatok jol illeszkednek az elméleti HH gorbére, valamint az is
megfigyelhetd, hogy ez a parhuzam a kiindulasi modosulattol fliggetlen. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy az oldhatosdgi mérés sordn atalakulds torténik a hatdanyag
kristalyszerkezetében, és vagy a termodinamikailag kevésbé stabil Form II. alakul at a
stabilabb Form I. mddosulattd, vagy pedig egy kozds moédosulat képzédik mindkét
polimorfbdl. Ahhoz, hogy a keletkezd terméket azonositani tudjuk, felvettik az
oldhatosagi mérés végén vett szilird mintdk Raman-spektrumat illetve XRPD

diffraktogramjat (4° és 42° 20 kozott), ezeket a 19. és 20. dbra szemlélteti.
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19. abra. A venlafaxin-hidroklorid kiinduldsi Form I. és Form II. médosulatanak,
valamint az oldhatosdagi mérések végén izolalt szilard mintdk Raman-spektrumai
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20. abra. A venlafaxin-hidroklorid kiindulasi Form I. és Form II. mddosulatanak,
valamint az oldhatosagi mérések végeén izolalt szilard mintak XRPD-diffraktogramjai

Mind a Raman, mind pedig a XRPD mérések eredményeibdl lathatd, hogy az
oldhatosagi mérések végére a kiindulasi modosulatok kristalyszerkezete megvaltozik, és
a pH-tdl fiiggden kiilonbozo termék keletkezik. A pH 7,5 — 8 kozott keletkezd termék
szerkezetét (19. illetve 20. abran narancssarga szinnel jeldlve) a Cambridge szerkezeti
adatbazisa (Cambridge Structural Database) alapjan nem tudtuk azonositani, azonban az
US20030114536A1 szabadalomban kozdlt spektrummal egyezést mutatott a termék. Ez
alapjan ebben a pH tartomdnyban mindkét vizsgalt polimorf modosulatbdl ugyanaz a
kozos termék, venlafaxin-hidroklorid monohidrat keletkezik. Magasabb pH

tartomdnyban (19. illetve 20. abran zolddel jelolve) szintén mindkét kiindulési
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modosulatbol ugyanaz a termék keletkezik. Ezt az adatbazisban megtalalhato
karakterisztikus csucsok helye alapjan a szabad venlafaxin bazis Form I. polimorf
modosulataként azonositottuk. Ezen megfigyelések segitségével megmagyarazhato, hogy
a két kiindulasi venlafaxin polimorf egyensulyi oldhatosdga azért egyezik meg, mert a
mérés ideje alatt oldoszer jelenlétében pH-t6l fliggden kiilonbozo, de adott pH-n azonos
kozos termék képzddik beldlik, igy a mérés végén ugyanannak a terméknek az

egyensulyi oldhatosagat hatarozzuk meg.

5.2.2. Oxitetraciklin-hidroklorid

Az oxitetraciklin-hidroklorid oldhatosaganak pH-fiiggése a vegyiilet amfoter
jellegébol adodik, izoelektromos pontja, ahol a molekula intrinsic oldhatdsagat tudjuk
meghatarozni, pH 5,2-nél talalhatd. Ennél alacsonyabb illetve magasabb pH-k felé n6 az
oldhatosag, a sav-bazis funkcios csoportok ionizacidjanak kdszonhetéen. A pH 4,0 és 7,4
kozott kapott eredményeink nem tiikrézik a korabbiakban irodalombol idézett 28-szoros
kiilonbséget, a két modosulat oldhatéosdga kozott nem volt szignifikans kiillonbség, ezt

szemlélteti a 21. abra.
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1600
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1200
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600
400
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21. abra. Oxitetraciklin-hidroklorid polimorfok (Form A és Form B) egyensulyi
oldhatosaganak osszehasonlitasa pH 4,0 — 7,4 tartomdnyban

Ezen eredmény a venlafaxin-hidroklorid esetében tapasztaltakhoz hasonloan arra
enged kovetkeztetni, hogy a két polimorf az oldhatosagi mérés végére atalakul, és egy
kozos modosulat keletkezik beldliik. Ennek bizonyitasara elvégeztik a kiindulasi

modosulatok és az oldhatosagi mérések végén vett szildrd mintdk XRPD analizisét (4° és
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20° 20 kozott), ennek eredménye a 22. abran lathat6. Megfigyelhetjiik, hogy az
oldhatosagi mérések végén vett mintak karakterisztikus csticsai nem mutatnak egyezést
sem az abran pirossal jelolt Form A, sem a sotétkékkel jelolt Form B cstcsaival.
Megallapithato viszont, hogy minden vizsgalt pH esetében ugyanaz a termék képzodik.
Ezt az adatbazis alapjan oxitetraciklin (OTC) dihidratként azonositottuk, diffraktogramja

vilagoskék szinnel szerepel az dbran.

— Form A

—— Form B

A ‘ —— pHS5,0
L — pH 6,5

pH 7.4

Intenzitas

w OTC dihidrat

é 7 9 l'l I'3 1‘5
20 (fok)

22. abra. A kiinduldsi OTC-HCI Form A és Form B, az oldhatosagi mérések végén vett
szilard mintak, valamint az OTC dihidrat rontgen diffraktogramjai

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a venlafaxin-hidrokloridhoz hasonldan
ebben az esetben is az olddszer jelenlétében bekovetkezd kristalyszerkezetbeli valtozasok
miatt a kiinduldsi médosulattdl fiiggetlen az egyenstlyi oldhatdsag értéke, ugyanis

mindkét esetben az oxitetraciklin-dihidrat egyensulyi oldhatosagat mérjiik.

5.2.3.Karvedilol

A két kiilonboz6 karvedilol polimorf egyenstlyi oldhatdésdganak meghatarozasat 3-
tol 10-ig terjedd pH tartoméanyban végeztiik el. A karvedilol, mint bazikus molekula (pKa
= 8,06), pH 6 alatt dont6 tobbségében protonalt formaban lesz jelen az oldatban, igy

soképzésre hajlamos, mig pH 8 felett dontden a szabad karvedilol bazis jelenléte dominal.
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A két vizsgalt modosulat (Form I. és Form I1.) oldhatosag — pH 0sszefiiggését illusztralja
a 23. abra, melyen a két modosulat kiilonbozd pufferoldatokban mért egyensulyi

oldhatosaga van feltiintetve az elméleti HH gérbéhez hasonlitva.

-2,5
3 - a - —HH Form L
—HH Form II.
55 ] a
g B Form II. BR
% 4 - B Form II. BR+KCI
= ) [ A FormI. BR
-495 7 J _‘ g
Form 1. BR+KCl
-5
-5,5
-6 T T T T 1
6 8 10 12
2 4 pH

23. abra. Vizsgalt karvedilol polimorfok oldhatosag-pH osszefiiggése BR és BR+KCI
pufferekben (a pontok a mérési eredményeket jelzik, a vonalak az elméleti HH gorbéket)

Ahogy az mar korabban az egyensulyi oldhatosag adataibdl is kideriilt, a soképzési
tartomany eléréséig a két modosulat egyenstlyi oldhatdsadgaban szignifikans kiilonbség
mutatkozik. Mivel a két vegylilet intrinsic oldhatosaga is kiillonboz6, igy a két
modosulatot két kiilonbozo elméleti HH gorbével tudjuk jellemezni: az dbran a pirossal
jeloltet a Form I. intrinsic oldhatosagaval, a kéket pedig a Form II. adataival szamoltuk.
Ez azt vetiti eldre, hogy a kordbban vizsgalt két hatdéanyag polimorf mdédosulaitdl eltéréen
a karvedilol polimorfok nem alakulnak at oldoszer jelenlétében, hanem megdrzik eredeti
kristalyszerkezetiiket az oldhatdsagi mérés végéig. Ezzel szemben, ha a pH 6,0 ala es6
soképzési tartomanyt vizsgaljuk, lathato, hogy ugyanazon pufferekben a két mdodosulat
egyensulyi oldhatdsaga megegyezik, viszont az eltérd osszetételli pufferekben tapasztalt
kiilonbség arra utal, hogy mindkét kiindulasi modosulatbdl kozos so képzodik, amely
figg a tompitéoldat ellenion Osszetételétdl. Ahhoz, hogy ezen feltevéseinket
alatdmasszuk, Raman és XRPD méréseket (4° és 42° 20 kozott) végeztiink az oldhatosagi

mérések végén izolalt szilard fazisbol. A bazikus tartomanyban (pH 7,0 — 10,0), ahol a
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modosulatok egyensulyi oldhatosaga kozott kiilonbség mutatkozott, a szildrd fazist

Raman mérések eredményeit a 24. dbra szemlélteti.

Form 1.
L.pH7

I.pH10

Intenzitas

Form I1.

g ¢

L. pH7

1L pH 10

300 500 700 900 1100 1300
Raman eltolddas (cm™)

24. abra. A karvedilol kiinduldsi Form 1. és Form II. modosulatok, valamint az
oldhatosdagi mérések (pH 7,0 — 10,0) végén izolalt szildrd fazis Raman spektruma

A Raman mérések eredményei egyértelmiien alatdmasztjak azt a feltevésiinket,
hogy a polimorfok nem szenvednek atalakulast oldoszer jelenlétében, ugyanis az
oldhatosagi mérés végén vett mintadk Raman spektrumai megegyeznek a kiindulasi

modosulatok spektrumaval.

Savas (pH 3,0 — 5,0) tartomanyban a mért egyensulyi oldhatdsag értékek eltérnek a
HH o6sszefliggés altal becsiilt értékektdl, ennek oka a sokivalas. A két kiilonb6zo
pufferben az oldhatésdgi eredmények alapjan két kiillonb6zé s6 képzddik, ezek
azonositasa szintén szilard fazist analizissel tortént meg. Nem meglepd modon a kélium-

kloridot is tartalmaz6 pufferbdl karvedilol-hidroklorid s6 valt ki, ez lathato a 25. abran.
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Form 1.
I.pH3
L. pHS

Form II.
IL.pHS

r T T T T T T T T T 1 HCl
300 500 700 900 1100 1300
Raman eltolodas (em'l)

Intenzitas

25. abra. A4 kiinduldsi Form 1. és Form [I. mddosulatok, a karvedilol-hidroklorid so,
valamint az oldhatésagi mérések (pH 3,0 — 5,0; BR+KCI) végén izolalt szilard fazis
Raman spektruma

A kalium-klorid nélkiil késziilt BR puffer esetén nem talaltunk ilyen egyértelmii
magyarazatot a so szerkezetére. A Raman mérések annyi informéaciot szolgaltattak, hogy
a kivalt s6 karvedilol-foszfat, azonban a foszfat sok sokfélesége miatt XRPD analizist is
végeztiink (4° és 42° 20 kozott), hogy pontosan meg tudjuk allapitani a s6 szerkezetét.
Ezen eredmények alapjan mar azonositani tudtuk a terméket, mivel a mintdink
karakterisztikus csucsai megegyeztek a WO2008093350A1 szabadalomban leirt
karvedilol-dihidrogénfoszfat-anhidrat (késobbieckben ezt emlitjik foszfat soként)
diffraktogramjanak karakterisztikus csucsaival(105). A Raman és XRPD mérések

eredményei a 26. abran lathatoak.
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26. abra. A kiindulasi Form 1. és Form II. modosulatok, a karvedilol-dihidrogénfoszfat-
anhidrat so, valamint az oldhatosagi mérések (pH 3,0 — 5,0; BR) végén izolalt szilard
fazis Raman spektruma és XRPD diffraktogramja

Nem beszéltiink még a koztes pH 6,0 — 6,5 pH tartomanyban végzett mérésekrol és
tapasztalataikrol. A pH 6,5 BR pufferben végzett mérések végén vett mintak eltérd
mértékli dtalakulason mentek keresztiil a szilard fazis mérések alapjan. Lathaté a 27.
abran, hogy a Form II. modosulat és a mérés végén vett minta spektruma teljesen eltéro,
utobbi a foszfat s6 spektrumaval mutat egyezést. Ezzel szemben a Form I. modosulat
oldhatosagi mérésének végén vett minta Raman spektruman a foszfat sora jellemzd
karakterisztikus csucsokon kiviil megjelenik egy, a kiinduldsi moédosulatra jellemzd

karakterisztikus cstcs is. Ugyanez a jelenség figyelhetd meg a mintdk XRPD

diffraktogramjan is.
Form I. Form L

2 LpHG6S | LpH 6,5
= £

8 AJ\_/JL\,‘/\,W § foszfat 56
@ - .

= foszfat s &

= E IL.pH 6.5

M—ﬂm II.pH 6,5 Form IT.
Form II. r T T T T T T 1

11 13 15 17 19 21 23 25
20 (fok)

600 630 T00 TS0 800 850 900 930 1000
Raman eltolodas (1/cm)

27. abra. A kiindulasi Form 1. és Form I1. modosulatok, a karvedilol-dihidrogénfoszfat-
anhidrat so, valamint az oldhatosagi mérések (pH 6,5, BR) végén izoldlt szilard fazis
Raman spektruma és XRPD diffraktogramja
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Ez a jelenség azzal magyardzhatd, hogy a Form I. modosulat és a foszfat s
oldhatésaga ezen a pH-n olyannyira kozel esik egymashoz, hogy a Form 1. nem tud 100%-
ban atalakulni s6 formava, igy egy keverékként van jelen az oldhat6sagi mérés végén. Ez

egyuttal azt is jelenti, hogy a pHmax €értéke kismértékben eltérd a két polimorf esetében.

Emlitettiik korabban, hogy az oldhatdsadgi méréseket valos idejii kdvetés mellett
végeztiik. Ennek a karvedilol esetében kiemelt jelent0sége volt, ugyanis csak a savas pH
tartomanyban (3,0 — 5,0) érte el a rendszer az egyensulyi koncentraciot 24 ora alatt. A
bazikus tartomanyra jellemz6 pH 8,0 kézegben a Form I1. esetében allt be gyorsabban az
egyensuly, de ez is tobb mint két napot vett igénybe. Form 1. esetében ugyanez az
id6tartam tébb mint 6 nap volt. Kalium-kloridot nem tartalmaz6 pH 6,0 BR pufferben
mindkét modosulatnak tobb mint két napra volt sziiksége az egyensuly eléréséhez. Ez az
id6tartam kalium-klorid tartalmt pH 6,0 BR pufferoldatban még hosszabbnak bizonyult:
a Form I. esetében 6 napra, a Form II. esetében még ennél is tobb, kdzel két hétre volt

sziikség az egyensuly bedllasdhoz. Az egyensuly beallasat és az ahhoz sziikséges 1dot a

28. abra szemlélteti.
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28. abra. Karvedilol polimorfok koncentracio-ido diagramja pH 8,0 és pH 6,0 (BR és
BR+KCI) kozegekben

A karvedilol hatéanyag esetén tehat a hagyomdnyos 24 6rds mérési protokoll
alkalmazasa szignifikans hibat okozott volna: pH 8,0 kozegben a Form 1. esetében 14%-
kal, a Form II. esetében 30%-kal mértiink volna magasabb egyensulyi oldhatdsagot, ha a
koncentracio leolvasasat 24 ora utan végezziik el. A kalium-kloridot nem tartalmazo, pH
6,0 BR pufferben ez a hiba 20,9% lett volna a Form 1. és ,,mindossze” 7,6% a Form 11.
esetében. Ha azonban kalium-klorid is jelen van a rendszerben, ez az érték még nagyobb:

tobb mint 500%-kal magasabb a koncentraci6 a Form II. esetében 24 o6ra utan, mint a
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tényleges egyensulyi oldhatdsag, a Form 1. esetében pedig még ennél is tobb, 600% ez a

kiilonbség.

A fenti vizsgalatok eredményei jol szemléltetik a polimorf mdédosulatok egyenstlyi
oldhatosaganak meghatarozasa kozben fellépd nehézségeket. Modellvegyiileteink koziil
kett6 atalakulast szenvedett olddszer jelenlétében, a harmadik esetben azonban nem
tortént valtozas a kiinduldsi modosulatok kristalyszerkezetében. Megallapithato tehat,
hogy az atalakulas anyagfiiggd. Ahhoz azonban, hogy tudjuk, bekovetkezik-e valtozas,
ki kell egésziteni az oldhatdsagi méréseket szilard fazisu analizissel. Bemutattuk tovabba,
hogy az atalakulasok iddigényes folyamatok lehetnek, igy az egyensuly elérésének

detektalasat nagyban segiti az in situ UV-szondakkal torténd valds ideji kovetés.

5.3. Mikronizalt és nanonizalt mintak egyensilyi oldhatésaganak vizsgalata
Munkam harmadik részében szaraz Orléssel eldallitott, mikronizalt és nanonizalt
mintdk egyensulyi oldhatosaganak vizsgalataval foglalkoztam. Ahhoz, hogy minél
jobban modellezziik a szervezetbeni fiziologias koriilményeket, a méréseket tobbféle
biorelevans kozegben végeztiikk, 37°C-on. Mivel a nanonizalt mintdk segédanyagai
befolyasolhatjdk az egyensulyi oldhatosagot, igy azok hatasat is vizsgaltuk. Ennek
koszonhetden ez a fejezet az emlitett faktorok (részecskeméret-csokkentés, pH,
szolubilizal6 agensek, polimer segédanyagok) komplex vizsgalatat ismerteti

hatéanyagonkénti bontasban.
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5.3.1.Papaverin-hidroklorid
A vizsgalt papaverin-hidroklorid formulédciok kiilonbozé kozegekben mért

egyensulyi oldhatosdgainak 0sszehasonlitasa a 29. abran lathato.

FaSSIF blank B FaSSIF full B FeSSIF blank M FeSSIF full
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29. abra. A4 vizsgalt papaverin-hidroklorid formulaciok egyensulyi oldhatosaga pH 6,5
FaSSIF blank/full és pH 5,0 FeSSIF blank/full kozegekben

Bazikus jellegének kdszonhetden a papaverin-hidroklorid oldhatdésaga magasabb
lesz pH 5,0 kozegekben, a molekulak nagyobb mértékii ionizacioja kovetkeztében. Az
eredményekbdl megallapithatd, hogy a mikronizalas a vartnak megfeleléen nem
valtoztatta meg a molekula egyensulyi oldhatésagat. A PVA-val nanonizalt minta
esetében sem nott az egyensulyi oldhatosag. Ezzel szemben a PVP-K25-tel nanonizalt
minta oldhatésaga szignifikdnsan megnétt az Osszes vizsgélt kozegben a tobbi
formulacidhoz képest. Ennek magyaréazata feltételezhetden a PVP-K25 segédanyag ¢és a
nanonizalas egylittes hatasanak koszonhetd, elobbi ugyanis a kiindulasi és a mikronizalt
mintdhoz hozzékeverve is képes volt kismértékben megndvelni az egyensulyi
oldhatosagot. A FaSSIF illetve FeSSIF kozeg szolubilizal6 hatasat tekintve lathato, hogy
ezen pufferek alkalmazasa a blank kozegekhez képest szignifikans oldhatosagnovekedést

eredményez.

Az oldhatosagi mérések végén elvégeztiik a mintdk XRPD analizisét (4° és 45° 20

kozott), ennek eredménye a 30. abran lathato.
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30. abra. Az oldhatdsagi mérések végén vett mintdk, valamint a papaverin bazis és a
papaverin-hidroklorid XRPD diffraktogramja

A diffraktogramok azt mutatjak, hogy mig pH 6,5 kozegben a kiindulési papaverin-
hidroklorid teljesen atalakul papaverin bazissd, addig pH 5,0 pufferekbdl vett mintak
szilard fazisaban még megjelennek a hidroklorid sora jellemz6 karakterisztikus cstcsok
is, igy ebben az esetben a s6 és a szabad bazis keveréke van jelen a mérés végén. A
nanonizalt mintdk az oldhatdsdgi mérések végére elvesztették a kezdetben jellemzd
részlegesen amorf karakteriiket, igy diffraktogramjuk megegyezett a kiindulasi illetve a
mikronizalt mintak diffraktogramjaival, emiatt minden pH-rol csak egy diffraktogramot

tiintettem fel a jobb attekinthetdség érdekében.

Azért, hogy lassuk, a vizsgalt formulaciok részecskeméret-eloszlasa valtozik-e az
egyensulyi oldhatdésag mérésének végére, elvégeztik a mérés végén a szuszpenzidk
részecskeméret-analizisét 1ézerdiffrakcio segitségével, ennek eredményét a 13.
tablazathoz hasonldoan a d = 0,1; 0,5 és 0,9 értékek felhasznalasaval ismertetem, ezt

tartalmazza a 18. tablazat.
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18. tablazat. 4 vizsgalt papaverin-hidroklorid formulaciok részecskeméret-eloszldsa az
oldhatosagi mérések végen

pH 6,5 pH 5,0

d=0,1 d=0,5 d=0,9 d=0,1 d=0,5 d=0,9
(Lm) (Lm) (Lm) (Lm) (Lm) (Lm)

kiindulési 7,96 33,39 98,40 4,60 49,42 189,96

kiindulasi+PVA 6,75 23,57 85,95 5,40 34,02 126,18

kiindulasi+PVPK 10,92 28,29 57,42 21,55 53,25 98,98

PAP mikronizalt 13,22 38,17 76,99 8,22 66,08 129,94

mikronizalt+PVA 7,14 21,37 46,42 8,35 40,53 91,06

mikronizalt+PVPK 10,43 217,87 57,36 18,90 47,35 88,34

nanoPVA 12,56 55,80 143553 23,90 80,71 160,25

nanoPVPK 1,77 37,98 113,67 29,73 62,00 120,43

A részecskeméret-analizis szerint a nanonizalt részecskék a mérés végére nem
maradnak a szubmikron tartomanyban, aggregaci6 figyelheté meg, ami néhany esetben
nagyobb végsé részecskeméretet eredményez, mint ami a kiindulasi vagy mikronizalt
mintak esetében jellemzd. A kiinduldsi és mikronizalt mintdk esetében a mérés végére
kisebb atlagos részecskeméret jellemz0d, mint a mérés eldtt megfigyelhetd volt. Tovabba
esetiikben a segédanyag fizikai keverékként torténd hozzaadasa gatolja az aggregaciot,
igy PVA vagy PVP-K25 jelenlétében kisebb részecskeméret figyelheté meg, mint ezek
hianyaban. Az ionizaltsagi allapot is befolyasolhatja a végso részecskeméretet: pH 5,0
kozegben, ahol a molekuldk nagyobb része van protonalt formaban, nagyobb atlagos
részecskeméret figyelhetd meg.
5.3.2.Furoszemid

A furoszemid formulaciok esetében mért egyensulyi oldhatésag értékek

Osszehasonlitasa a 31. dbran lathato.

FaSSIF blank  ® FaSSIF full M FeSSIF blank 8 FeSSIF full
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31. abra. A vizsgalt furoszemid formuldciok egyensulyi oldhatosaga pH 6,5 FaSSIF
blank/full és pH 5,0 FeSSIF blank/full kézegekben
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Korabban mar emlitettiik, hogy a furoszemid molekula gyenge savi karakterének
¢s ionizaltsagi allapotanak koszonhetéen a pH 5,0 és pH 6,5 kozegben mért oldhatosagi
eredmények kozott egy nagysagrendnyi kiilonbség van, ez jol megfigyelhetd a fenti
Osszehasonlito abran. Ha a biomimetikus k6zeg szolubilizald hatasat vizsgaljuk, lathato,
hogy FaSSIF kozegben, ahol a molekula egyébként is rendkiviil magas oldhat6saggal
rendelkezik, a SIF por szolubilizalé hatdsa nem érvényesiil. FeSSIF kozegben, ahol a
molekuldk egy része semleges formaban van jelen, mar megfigyelhetiink
oldhatosagnoveld hatast. A polimer segédanyagok tekintetében FaSSIF blank/full
kozegekben nem lattunk jelent0s oldhatosagra gyakorolt befolyasolo hatast, ezzel
szemben FeSSIF full kozegben a PVP-K25 kismértékben ndvelte a kiindulasi €és a
mikronizalt minta oldhatosagat. A nanonizalas FaSSIF kozegekben mindkét segédanyag
alkalmazdsa mellett novelte a furoszemid egyenstlyi oldhat6sagat, azonban kozel sem
annyira kiemelkedden, mint az a PVP-K25-tel nanonizalt minta esetében FeSSIF
kozegekben megfigyelhetd: itt négyszeres oldhatosagndvekedést tapasztaltunk.

A szilard fazisban bekovetkez6 valtozasok kovetésének érdekében ebben az esetben
is végeztiink XRPD méréseket (2° és 42° 20 kozott), ennek eredményét a 32. abra

szemlélteti.

furoszemid pH=6,5 nanoPVYPK
l — furoszemid pH=6,5 nanoPVA
LMM—.\_- ~——furoszemid pH=6,5

furoszemid pH=5,0 nanoPVPK

1
f_

furoszemid pH=5,0 nanoPVA

—furoszemid pH=5,0

— furoszemid
12 22 32 42

20 (fok)

3%

32. abra. Az oldhatosagi mérések végén vett mintdk, valamint a furoszemid XRPD
diffraktogramja
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A kiindulasi és mikronizalt mintdk segédanyag jelenlétében és anélkiil is
megOrizték kristalyos szerkezetiiket, €s a mérés végén ugyanazon karakterisztikus
csucsok voltak megfigyelhetok a diffraktogramjaikon, igy ezeket a papaverin-
hidrokloridhoz hasonlé6 modon mindkét pH esetén egy kozos diffraktogrammal
jellemeztiik a 32. dbran. A nanonizalt mintak diffraktogramjait kiilon tiintettiik fel, mivel
lathato, hogy megdrizték részlegesen amorf karakteriiket az oldhatosagi mérés végére is.
Emiatt, az esetiikben tapasztalt oldhatosagnovekedés nem tulajdonithat6 kizarolagosan a
nanonizalasnak, mivel ismert tény, hogy az amorfizalds is noveli a vegyiiletek
oldhat6sagat(106). Ezen tulmenden lathaté az abran, hogy mindkét pH-nal a kiindulasi
szabad sav natrium séva alakul, ezt jelzi a 8,8 20-nal megjelend és 5,9 26-nal eltiing

karakterisztikus csucs(107).

A részecskeméret-eloszlas vizsgalatat a furoszemid formulacidk esetében is
1ézerdiffrakcidval végeztiikk el az oldhatdsagi mérések végén kapott szuszpenzidokbol.
Ennek eredményeit foglaltam 6ssze a 19. tdblazatban.

19. tablazat. 4 vizsgalt furoszemid formulaciok részecskeméret-eloszlasa az
oldhatosagi mérések végen

pH 6,5 pH 5,0

d=0,1 d=05 d=0,9 d=0,1 d=0,5 d=0,9

(um)  (um)  (um)  (pm)  (pm)  (um)
kiindulési 472 1463 3504 1624 5123 110,56
kiindulasi+PVA 846 3598 9724 840 3178 83,27
kiindulasi+PVPK 6,04 3483 9475 953 3588 88,28
mikronizalt 305 10,16 2598 190 7,36 24,69
mikronizalt+PVA 191 510 11,12 341 1405 91,50
mikronizalt+PVPK 151 1,75 951 229 1692 50,15
nanoPVA 456 2261 66,78 7,18 3244 89,24
nanoPVPK 034 078 216 145 7581 30543

FUR

A két pH-n mért részecskeeloszlas értékeket vizsgalva elmondhato, hogy a
magasabb pH-ju kdzegben kisebb atlagos részecskeméret jellemz6. Ez feltételezhetden
az anionos részecskék aggregaciot csokkentd tulajdonsadganak kodszonhetd. Ugyanezen
kozegben a nanonizalt mintdk kozil a PVP-K25-tel nanonizalt minta részben a
szubmikron tartomanyban marad, azonban a részecskék kb. 40%-a ebben az esetben is
meghaladja az 1 pm-es méretet, ami aggregaciora utal. A PVA-val nanonizalt minta

esetén hasonld jelenség nem volt megfigyelhetd, a minta nem maradt a szubmikron

82



DOI:10.14753/SE.2023.2828

tartomanyban, ahogyan a pH 5,0 kdzegben vizsgalt nanonizalt mintak sem, segédanyagtol
figgetlentil. A mikronizalt ¢és a kiinduldsi mintdk részecskemérete csokkent az

oldhatosagi mérés végére, segédanyag jelenlétében illetve anélkiil is.

5.3.3.Nifluminsav

A nifluminsav formuldciok oldhatosagi eredményeinek Osszehasonlitdsa a 33.

abran lathato.

FaSSIF blank ™ FaSSIF full B FeSSIF blank B FeSSIF full
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33. abra. A vizsgalt nifluminsav formulaciok egyensulyi oldhatésaga pH 6,5 FaSSIF
blank/full és pH 5,0 FeSSIF blank/full kozegekben

A molekula ionizaltsagi allapotanak megfelelden pH 6,5 kdzegben a nifluminsav
oldhatosaga koriilbeliil hiiszszorosa a pH 5,0 kozegben mérhetdnek. Ez a j6 oldhatosag a
furoszemidhez hasonléan a SIF por szolubilizalé hatasanak csekély érvényesiilését
okozza. A polimer segédanyagok koziil a PVP-K25 mind a kiindulési, mind pedig a
mikronizalt minta egyenstlyi oldhatosagat szignifikdnsan megnovelte. Az ezzel a
segédanyaggal nanonizalt minta oldhatésidga FaSSIF blank és full kozegben is
kiemelked6en magas volt, erre ismét csak a segédanyag és a nanonizalas egyiittes hatasa
lehet a magyarazat. FeSSIF blank kozegben a segédanyagoknak nem volt szignifikans
hatasa a kiindulasi és a mikronizalt minta oldhatosagéara, a nanonizalt mintak koézil is
csak a PVP-K25-tel nanonizalt minta oldhatésaga mutatott novekedést. Szembetiind
viszont a FeSSIF full kdzegben 1évé SIF por szolubilizald hatasa: a molekulak

oldhatosaga drasztikusan megndtt a FeSSIF blank kdzegben mért értékekhez képest.

A szilard fazis analizisére szolgalé XRPD mérések (4° és 45° 20 kozott)
eredményei a 34. abran lathatoak. Ezen megfigyelhetd, hogy sem a FaSSIF, sem a FeSSIF
kozegekbdl vett szilard anyag esetében nem valtozik a mintdk diffraktogramja, igy

kijelenthetjiik, hogy a nifluminsav nem alakul at s6va vagy polimorf modosulatta a mérés
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végére. Mivel azt tapasztaltuk, hogy a nanonizalt mintak részben amorf karaktere a mérés
végére eltlinik, ¢és wugyanazon karakterisztikus csucsok figyelhetdk meg a
diffraktogramjukon, mint a kiindulasi vagy a mikronizalt mintak diffraktogramjain, igy

az abran ebben az esetben sem tiintettiik fel 6ket killon-kilon.

Intenzitas

j“ul —— nifluminsav pH=5,0
—nifluminsav pH=6,5

nifluminsav

4 14 24 34 44
20 (fok)

34. abra. Az oldhatésagi mérések végén vett mintak, valamint a nifluminsav XRPD
diffraktogramja

A nifluminsav formulaciok oldhatosagi méréseinek végén kapott részecskeméret-
eloszlas értekeket a 20. tablazat tartalmazza.

20. tablazat. A vizsgalt nifluminsav formuldciok részecskeméret-eloszlasa az
oldhatosagi mérések végen

pH 6,5 pH 5,0

d=0,1 d=05 d=0,9 d=0,1 d=0,5 d=0,9

(em)  (um)  (@pm)  (pm)  (um)  (um)
kiindulasi 19,07 58,55 128,24 56,21 151,25 488,95
kiindulasi+PVA 8,29 38,74 112,33 9,97 47,10 126,18
kiindulasi+PVPK 11,39 42,73 95,69 13,60 66,44 164,08
mikronizalt 8,59 32,98 96,05 16,57 71,37 164,93
mikronizalt+PVA 4,71 18,60 94,05 7,61 52,11 147,07
mikronizalt+PVPK 1,94 3,53 11,09 2,73 15,18 64,21
nanoPVA 10,52 47,76 121,88 10,71 50,03 137,71
nanoPVPK 1,98 3,34 9,48 1,33 5,26 17,26

NIF
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A furoszemidhez hasonléan pH 6,5 kdzegben a molekulak negativ toltése miatti
gatolt aggregacié okan kisebb az atlagos részecskeméret, mint pH 5,0 kdzegekben.
Ugyanez a gatolt aggregacid figyelhetd meg, ha a kiindulasi és a mikronizalt mintak
segédanyag jelenlétében ¢és anélkiil végzett oldhatosagi mérések eredményeit elemezziik:
a polimer segédanyag jelenléte gatolja az aggregaciot, igy jelenlétiik a rendszerben kisebb
atlagos részecskeméretet eredményez. Ahhoz azonban a nifluminsav esetén sem elég erds
ez a gatld hatéas, hogy a nanonizalt mintédkat a szubmikron tartomanyban tartsa, a mérés

végére felfedezhetdek az aggregacio jelei.

A harom modellvegyiilet kereskedelmi forgalomban kaphat6, mikronizalt és
nanonizalt formaival végzett mérések eredményei megmutatjadk, hogy mind a
részecskeméret-csokkentés, mind a polimer segédanyagok, mind pedig az olddszerként
alkalmazott kdzeg pH-ja és Osszetétele is befolyasolhatja egy hatoanyag egyensulyi
oldhatosagat. Ennek kovetkeztében mindenképpen sziikséges ezen paramétereket a mérés
céljanak megfeleléen megvalasztani, a valtozasokat pedig monitorozni. A részletes

kovetkeztetések a 6. fejezetben taldlhatok.
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6. Kovetkeztetések

Doktori munkam soréan attekintettem az egyensulyi oldhatosag mérésének szamos
olyan buktatojat, melyek figyelmen kiviil hagydsa a mérés megtervezése soran

szignifikans hibat eredményezhet az egyensulyi oldhatdsag értékében.

Munkam els6 részében a kiilonb6z6 sziir6k egyenstlyi oldhatosdgra gyakorolt
hatasat vizsgaltuk. Ennek soran négy modellanyag felhasznalasaval tobb, mint 250
oldhat6sagi mérést végeztiink el, melyek alapjan kijelenthetjiik, hogy a szlirés csak akkor
szolgaltat torzitatlan eredményt, amennyiben megfeleld sziir6t valasztunk az oldat és a
szilard fazis elvalasztdsira. Elsddlegesen valasztando faziselvalasztdsi modszerként
tovabbra is az iilepités javasolt, sziir6k alkalmazasa kizardlag abban az esetben ajanlott,
ha bizonyos okok miatt a szedimentacio nem kivitelezheté (pl. rosszul iilepedd
hatéanyagok). Amennyiben ez a helyzet all fenn, a sziir6 megvalasztasakor figyelembe
kell venniink az adott hatdanyag polaris/apoldris jellegét. Eredményeinkbdl 14thato, hogy
a membransziirdk ¢és az analitikai szlrdpapir is hajlamos az oldott molekuldk
adszorbealasara, ugyanakkor a szlir§ konnyen telithetd az adott anyaggal, és ebben az
esetben egy késobbi oldatrészletbdl végzett koncentracidomérés nem jar szignifikans
hatéanyagok esetében azonban ez a telités nem mindig kovetkezik be. Fontos kiemelni
azt is, hogy szlirés alkalmazasa esetén is ki kell varni az egyensuly bedllasahoz sziikséges
id6t, hogy elkeriiljiik a taltelitett oldatok képzédését. Osszességében arra a megallapitasra
jutottunk, hogy a semleges molekulakat vagy a molekula nemionizalt formajat tartalmazo
telitett oldatok sziirésekor hidrofil anyagu szlir6 alkalmazasa javasolt. Ezzel szemben, ha
az oldatban tulnyomoérészt a molekula ionizalt forméja van jelen, hidrofob sziiré a

megfeleld valasztas.

Munkdam folytatdsaként a kiilonb6z6 polimorf modosulatok egyensulyi
oldhatosaganak mérésekor felmeriilé problémakat vizsgaltuk. Mint ismeretes, a polimorf
modosulatok oldoszer jelenlétében atalakulasokon mehetnek keresztiil, éppen ezért
egyensulyi oldhatéosdguk meghatarozasat mindenképp ki kell egésziteni a szilard fazis
analizisével. Erre a célra a Raman-spektroszkopia, a porrontgen-diffrakcio vagy az IR-
spektroszkopia is alkalmas lehet. A vizsgalt modellanyagok koziill a venlafaxin-

hidroklorid két polimorf modosulatanak egyensulyi oldhatosagi analizisét pH 7,5 — 12,0
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tartomanyban végeztiik el. A szilard fazisi Raman és XRPD mérések segitségével
tudtunk magyarézatot talalni arra, hogy miért egyezik meg az egyensulyi oldhatdsag a
kiilonb6z6 kiindulasi modosulatok esetén. Megallapitottuk, hogy a Form 1. és Form I1. is
ugyanazon termékké alakul 4t az oldhatosagi mérés végére, a terméket pedig pH-tol
fiiggden szabad venlafaxin bazis Form 1. modosulataként, vagy venlafaxin-hidroklorid
monohidratként tudtuk azonositani a Cambridge szerkezet adatbazis illetve szabadalmi
adatok alapjan. A k6zos forma kialakulasa vizes kozegben magyarazatot adhat arra, miért
lehet a termodinamikailag kevésbé stabil Form II. modosulatot alkalmazni a
gyogyszerkészitmények eldallitasa soran, kihaszndlva 1igy annak technologiai
szempontbol kedvezd tulajdonsagait. Tovabba fontos kiemelni, hogy az oldhatésag
valtozasat UV-szondak segitségével valos iddben kovettiik, igy biztosan megallapithato
volt az egyensuly bedllashoz sziikséges id0. Az oxitetraciklin A és B polimorf
modosulatanak  vizsgédlatakor a venlafaxin-hidrokloridhoz hasonld viselkedést
tapasztaltunk, vagyis a két kiilonbozo kiinduldsi médosulatbol kozos termék keletkezett,
tehat azonos egyensulyi oldhatésagot mértiink mindkét kiindulési anyag esetén. A k6zos
terméket XRPD mérések ¢s adatbazis segitségével oxitetraciklin-dihidratként
azonositottuk. Eredményeink tovabba tisztaztak az eredeti, Burger és munkatarsai (1986)
altal kozolt 28-szoros oldhatdsagkiilonbség koriil kialakult hibas nézeteket:
munkacsoportjuk  ezeket az  oldhatosagkiilonbségeket nemvizes  kozegben,
izopropanolban mérte, vizes kdzegben az emlitett dihidrat forma kialakulasa miatt ez a
jelenség nem megfigyelhetd. Izopropanolban a metastabil forma sokkal jobban old6dik
és nem megy végbe atalakulds, ez lehet az oka a szokatlanul nagy kiilonbségnek.
Harmadik modellvegyiiletiink, a karvedilol az el6z0 két modosulathoz képest eltérd
viselkedést mutatott. Bazikus pH tartomanyban, ahol a molekula tilnyomorészt semleges
formaban van jelen, a két modosulat egyenstlyi oldhatosaga kozott jelentds, kétszeres
eltérést tapasztaltunk. Ez azt vetiti elére, hogy a mdédosulatok nem alakulnak at oldoszer
jelenlétében. Ezt a feltevést Raman és XRPD mérésekkel ald is tamasztottuk. Ez
magyarazatul szolgal arra, hogy miért alkalmazhaté a termodinamikailag instabilabb
Form II. modosulat a készitmények eldallitisara — mivel nem torténik atalakulas, a
magasabb oldhatosag miatt jobb biohasznosulas érheté el alkalmazasakor. Savas pH
tartomanyban, ahol a molekula protonalt allapotban van, soképzddés figyelhetdé meg, a s6

tipusa fligg az oldoszerként alkalmazott kozeg ellenion tartalmatol: amig Kloridionokat is
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tartalmaz6 kozegbdl karvedilol-hidroklorid, addig kloridionokat nem tartalmazo
kozegbdl karvedilol-dihidrogénfoszfat-anhidrat valik le mindkét kiindulasi modosulat
esetén. A harom molekula koziil ebben az esetben mutatkozott meg leginkabb az
oldhatosag valos idejii kovetésének jelentdsége: mind bazikus tartoméanyban, mind a
koztes, pH 6,0 — 6,5 tartomanyban hosszu idore van sziikség az egyensuly beallasdhoz.
Ahogy bemutattuk, sz¢élsdséges esetben akar 600%-os eltérés is lehet a 24 6ra utan mért
oldatkoncentracio és a tényleges egyensilyi oldhatosag kozott. Eppen ezért rosszul
oldodo, BCS 1I. osztalyt hatéanyagok esetében kiilondsképpen javasolt az egyensulyi

oldhatosag ilyen modon torténd meghatarozasa.

Munkdm harmadik, befejezd részében a részecskeméret-csokkentés, valamint
ehhez kapcsoléddéan a pH, biomimetikus kozeg és a nanonizdldshoz hasznalt
segédanyagok egyensulyi oldhatoésagra gyakorolt hatdsat vizsgaltuk harom
modellhatéanyag (papaverin-hidroklorid, furoszemid, nifluminsav) és a beldlik
eldallitott formuléaciok segitségével. Eredményeink igazoltdk, hogy a mikronizalas nem
valtoztatja meg a hatéanyagok egyensulyi oldhatosdgat, a nanonizéalds azonban képes
novelni azt, de ezt a hatast befolyasolja, hogy milyen polimer segédanyagot alkalmazunk
a nanoformulécio eldallitasdhoz. Az altalunk vizsgalt két segédanyag koziil jellemzden a
PVP-K25 hozzdadasaval nanonizalt forma oldhatdsdga ndvekedett meg szignifikans
mértékben. Ez a segédanyag kismértékben, a kereskedelmi forgalomban kaphato és a
mikronizalt mintak oldhatosagat is képes volt megndvelni, amennyiben fizikai
keverékként adtuk hozza az oldathoz, azonban soha nem olyan mértékben, mint amilyen
mértékben az ezen segédanyaggal torténd nanonizalds novelte azt. A masik vizsgalt
segédanyaggal, a PVA-val torténd nanonizalas a legtobb esetben nem gyakorolt pozitiv
hatast az egyensulyi oldhatésagra. Erre a magyarazat az, hogy a PVP-K25 tobbféle
kolesonhatas (H-hid és apolaris kotések) kialakitasara képes a modellanyaggal és az
oldoszerrel, mint a PVA, amely esetében csak H-hid kialakuldsa valdsziniisithetd. A
segédanyagoknak az oldhatosdgra gyakorolt hatdson kivill a részecskeméret
befolyasolasaban is szerepe volt: jelenlétiikk gatolta az aggregaciot, igy kisebb atlagos
részecskeméret volt megfigyelhetd a mérés végén a kiindulasi €és mikronizalt mintak
esetében is, amennyiben a polimerek jelen voltak az oldatban. A PVP-K25 ebbdl a
szempontbol is eldnydsebbnek bizonyult. Munkank soran vizsgaltuk még a biomimetikus

kozeg alkalmazéasanak hatasat a hatéanyagok egyensulyi oldhatosagara. Ezt a témat tobb
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ellentmondas &vezi, bizonyos tanulmanyok sziikségtelennek tartjak az alkalmazésat, mig
masok kifejezetten javasoljak. A mi eredményeink konkliizioja az, hogy a biomimetikus
kozeg alkalmazaséanak jelentds oldhatésagnoveld hatasa van, ez a hatds azonban kevésbé
kifejezett, ha egy molekula ionizalt formdja van jelen az oldatban, mivel ekkor a pH

hatasa erdsebb, mint a SIF por szolubilizal6 tulajdonsaga.
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7. Osszefoglalas

Doktori munkdm soran attekintést kivantam nyujtani az egyensulyi oldhatosagot
befolyasold tényezokrdl, mind a hagyomanyos razotolcséres modszer feliilvizsgalataval,
mind pedig olyan egyéb modszerek beiktatdsdval a mérési protokollokba, amelyek
bizonyos tényezok fennallasa esetén segitik, hogy pontos és reprodukalhatd eredményt
kapjunk.

A hagyomanyos razotdlcséres modszer feliilvizsgalata soran sor keriilt a szlirés
egyensulyi oldhat6sagra gyakorolt hatdsanak vizsgalatara. Ennek soran megallapitottuk,
hogy a szlir6 megvalasztasa kritikus lehet a pontos egyensulyi oldhatosagi adat
szempontjabol, és javaslatot tettiink a megfeleld sziird kivalasztasara. Szintén az SSF
modszerhez kapcsolodo vizsgalat volt az egyensuly beallashoz sziikséges 1d6 vizsgalata.
Megallapitottuk, hogy a korabbiakkal 6sszhangban leggyakrabban elegend a 24 6ra az
egyensuly elérésére, azonban a BCS II. osztalyt, rossz oldhatésadggal rendelkezd
hatéanyagok kivételt jelenthetnek, igy esetiikben javasolt az oldhatosag valos idejli
kovetése UV-szondak segitségével.

Polimorf modosulatok egyensulyi oldhatésaganak vizsgalata soran felhivtuk a
figyelmet a szilard fazist analizis fontossagara, mivel az atalakulasok kovetkeztében
ennek segitségével tudjuk megallapitani, hogy milyen polimorf médosulat oldhatdsagat
hataroztuk meg. Raman-spektroszkopia, XRPD mérések és IR-spektroszkopia egyarant
alkalmas lehet erre a célra.

A mikronizalt és nanonizalt hatbanyagok vizsgalata egy komplex vizsgalatot
eredményezett a részecskeméret-csokkentés, pH, szolubilizdldo szerek és polimer
segédanyagok oldhatésagra gyakorolt hatsaro6l. Javaslatot tettlink arra, mikor érdemes
mindenképpen biomimetikus kozeget alkalmazni az oldhatdsagi mérések kozegeként
ahhoz, hogy minél jobban megkozelitsiik a hatdéanyag gasztrointesztinalis rendszerbeni
oldhatosaganak értékét. Felhivtuk a figyelmet a megfeleld segédanyag kivalasztasanak
fontossagara a nanonizalt mintak eldallitasakor, kétféle, a gydgyszertechnoldgidban
gyakran hasznalt polimer segédanyag vizsgalatdval. Ezen tilmenden kijelenthetjiik azt,
hogy részecskeméret-csokkentés alkalmazasakor az oldhatdsagi méréseket mindenképp
ki kell egésziteni a mérés eldtt és utan végzett szilard fazist analizissel, valamint a
részecskeméret-eloszlas meghatarozasaval annak érdekében, hogy pontosan tudjuk

kovetni az oldhatosagi mérés alatt lejatszodo valtozasokat.
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8. Summary

In my PhD work | wanted to provide an overview about the factors affecting the
equilibrium solubility by reviewing the traditional SSF method and by incorporating other
methods into the measurement protocols, which help to obtain more accurate and
reproducible results in the presence of certain factors.

During the revision of the traditional SSF method, the effect of filtration as a phase
separation technique on equilibrium solubility was examined. We concluded that the
choice of the filter can be critical in terms of the exact concentration determination, and
we proposed the selection of the appropriate filter for molecules in different ionization
states. The study of the time needed to reach equilibrium was also related to the SSF
method. We found in accordance with the previous studies, that 24 hours is most often
enough to reach the equilibrium, however, BCS II. classified drugs with poor solubility
can be exceptions, so in their case it is recommended to follow the solubility in real time
with in situ UV probes, in order to determine the exact equilibrium solubility.

During the examination of the equilibrium solubility of polymorphic forms, we
drew attention to the importance of solid-phase analysis, because as a result of the
transformations, it helps to determine the identity of the exact compound which is present
in solution at the end of the solubility measurement. Raman spectroscopy, XRPD
measurements and IR spectroscopy can be suitable for this purpose.

The investigation of the equilibrium solubility of micronized and nanonized active
pharmaceutical ingredients in biorelevant and biomimetic media resulted in a complex
study about the effect of the particle size reduction, pH, solubilizing agents and polymer
excipients on solubility. We have made a recommendation for when it is worth using a
biomimetic medium as a solvent for solubility measurements to get the closest result to
the solubility of the compound in the gastrointestinal system. We drew attention to the
importance of choosing the right excipient for the production of nanonized samples by
examining two types of polymer excipients, which are often used in pharmaceutical
technology. In addition, we can state that when applying particle size reduction, the
solubility measurements must be complemented with solid phase and particle size
analysis before and after the measurement, in order to be able to accurately follow the

changes that take place during the solubility measurement.
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11. Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkoszonni témavezetdomnek, dr. Volgyi Gergely egyetemi docensnek azt,
hogy batoritott a Ph.D. munka megkezdésére, €s azt, hogy az évek soran végig tamogatott,
tanacsaival €és tuddsaval biztositotta munkam menetét, személyiségével pedig azt, hogy

mindezen munkat j6 hangulatban és szeretettel végezzem.

Koszonom Takéacsné Dr. Novak Krisztina professzorasszonynak, hogy tandcsaival
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Kosz6ndm dr. Schantzl Déra gyogyszerésznek és Teitelbaum Agnes technikusnak az

oldhatosagi mérések kivitelezésében nyujtott potolhatatlan segitségiiket.

Ko6szondm dr. Ambrus Ritanak, a Szegedi Tudoméanyegyetem docensének a mikronizalt

és nanonizalt mintak eloallitasat, valamint a SEM analizis kivitelezését.

Koszonettel tartozom Bertalanné dr. Balogh Emesének a lézerdiffrakcids mérésekben
nyujtott segitségeéert.
Ko6szondm Bardos Vivinek, hogy munkamnak csaknem a kezdetétdl biztositotta a jo

hangulatot és a tdmogatést, hogy ne veszitsem el a hitemet.

Koszonettel tartozom Istvannak, Esztinek, Tominak és a Gyogyszerészi Kémiai Intézet
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