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ANOTACE

Tato bakalafska prace je vénovana problematice vlivu teploty na uvolfiovani verapamil
hydrochloridu z lipofilnich matricovych tablet. Matricové tablety obsahujici kromé& verapamil
hydrochloridu také lipofilni retardant Compritol® 888 ATO, suché smé&sné pojivo Prosolv®
SMMC 90 a lubrikant stearat hotecnaty byly pfipraveny metodou ptimého lisovani. Poté byly
provedeny disolucni testy pfi teplotach 35, 37 a 40°C a disolu¢ni profily byly kvantitativné
vyhodnoceny na zakladé nelinedrni regrese.

Cilem prace je vyhodnotit vliv teploty na mechanismus a rychlost uvoliiovani verapamil
hydrochloridu z lipofilnich matricovych tablet obsahujicich rlizné mnozstvi retardujici

komponenty.

KLIiCOVA SLOVA

Verapamil hydrochlorid, Compritol® 888 ATO, excipienty pro fizené uvolfiovani, disoluéni test



ANNOTATION

This bachelor thesis is devoted to problematic of the effect of temperature on the release
of verapamil hydrochloride from lipophilic matrix tablets. Matrix tablets containing verapamil
hydrochloride, a lipophilic retardant Compritol® 888 ATO, a binder Prosolv® SMMC 90 and a
lubricant magnesium stearate were prepared by direct compression method. Dissolution tests
were performed at temperature 35, 37 and 40°C and dissolution profiles were quantified
evaluated based on non-linear regression.

The aim of the work is evaluated the effect of temperature on the mechanism and rate
of release of verapamil hydrochloride from lipophilic matrix tablets containing various amounts

of retarding components.

KEY WORDS

Verapamil hydrochloride, Compritol® 888 ATO, excipients for controlled release, dissolution

test



OBSAH

1.1

1.1.1
1.1.2
1.1.3
1.14
1.2

1.2.1
122
123
124
1.3

1.3.1
132
1.33
134
1.4

1.4.1

1.42

1.43

L5

1.5.1
1.52
1.53
1.54

SEZNAM ZKRATEK ..ot 12
SEZNAM OBRAZKU ...\ 13
SEZNAM TABULEK ..ot 14
UVOD ..o 15
TEORETICKA CAST ... 16
Utinna latka verapamil hydrochlorid ...............cocoooioooeoooeeeeeeeeeee . 16
INAIKACE ... 17
DAVKOVANT ... 19
NezAdouch UCINKY ..........ooooiiiii e 19
Mechanismus UEINKU ... 20
FarmakoKinetika ... 21
ADSOTPCE ..o 22
DIStITDUCE ... 22
EIMINACE ..o 23
Farmakokinetické vlastnosti verapamil hydrochloridu............................................ 23
Matricove tablety ... 24
Lipofilni matricové tablety.....................cooo i 24
Hydrofilni gelové matricové tablety.........................cco 24
Polymerni nerozpustné matricové tablety............................cooo 25
Smésné matricoveé tablety ... 25
Excipienty pro fizené uvoliiovani verapamil hydrochloridu................................... 26

Lipofilni latky pouzivané v matricovych tabletach s prodlouzenym uvoliiovanim
verapamil hydrochloridu......................... 28
Hydrofilni gelujici latky pouzivané v matricovych tabletach s prodlouzenym
uvolfiovanim verapamil hydrochloridu............................... 29

Polymerni nerozpustné latky pouzivané v matricovych tabletach s prodlouzenym

uvolfiovanim verapamil hydrochloridu............................... 30
DisOlUCnT STUAIE ... 30
Disolu¢ni pristroj s michadlem (padlem)...........................ooo 31
Disoluni piistroj s KOSICKem ... 31
Disoluni pfistroj s vratnym VAICEM..............c.oooiiiiiiiiiii e 31
Disolucni pfistroj s prutokovou celou..................o.ooiioiii 31

10



1.6
1.6.1
1.62

2.1
22
23
24
2.5
251
252
2.6
2.7

3.1
3.2
33

Matematické modely pouzité k vyhodnoceni disoluéniho profilu............................ 32

Kinetika I FadU. ... 32
WeibullGv model ... 33
EXPERIMETALNI CAST.......oooioooioiooeeeee 34
Pouzité laboratorni vybaveni...................cc....coiiii 34
Pouzité chemikalie. ... 34
POUZITE PrOGramy.........ccoooiiiii i 34
Priprava tablet...................ooi 35
DISOIUCHT TEST ... ... 37
Priprava disolu¢niho média............................coooi 37
Disolu€ni zKouSKa..............ooooii i 37
Stanoveni uvolnéného mnozstvi 1€€1va....................o 37
Vyhodnoceni disolucniho profilu......................... 38
VYSLEDKY A DISKUZE ........o.coiiiioioioiooeee oo, 39
Sestaveni kalibracni primKky ... 39
Formulace F1. ... 39
Formulace F2. ... 41
ZAVER oo 44
PRILOHY ..o 45
POUZITA LITERATURA...........oooooooooooeooee 48

11



SEZNAM ZKRATEK

VH verapamil hydrochlorid

API Active Pharmaceutical Ingredient

CAS Chemical Abstracts Service

AP Angina Pectoris

AUC Area Under the Curve

SR sustained release

GIT gastrointestinalni (zalude¢né¢ strevni) trakt
GMS glycerylmonostearat

KS kyselina stearova

HPMC hydroxypropylmethylceluléza

MC methylceluléza

CMC karboxymethylceluloza

EC ethylceluléza

F formulace

SD standard deviation (standardni odchylka)
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UvoD

Uz v davnych dobéach byli lidé schopni vypozorovat UcCinky latek rostlinného ¢i
zivocis$ného puvodu a védomé je vyuzivat pro 1é€bu nemoci. Pravéky ¢lovék si v§ak nedokazal
vysvétlit pii&iny chorob, a tudiz 16¢bu ¢asto doprovazely rlizné magické ritualy & predméty. !

Kvalita a G€innost 1€Civych pripravka vSak roste spole¢né€ s rozvojem lidské populace.
Nejstarsi znamou sbirkou 1ékai'skych predpisi je mezopotamska hlinéna tabulka, ktera uvadi
soupis lécivych latek rostlinného, zivocCisného €i mineralniho plvodu a zpusoby jejich
zpracovani. Tyto latky byly poté podavany s riznymi pomocnymi latkami upravujici vani ¢i
chut’, mezi tyto latky patiil naptiklad med, voda & vino.

Dal$im vyznamnym historickym pramenem je Ebersuv papyrus, ktery je pfiblizné
z obdobi 1900 let pied nasim letopoctem a pochazi z Egypta. Opét obsahuje soupis piedpisu,
které ale uz obsahuji i idaje o pouzivaném mnozstvi. Léky se podavaly v riznych formach jako
roztoky, masti, zasypy, ¢ipky apod. !l

Stejné jako v Mezopotamii ¢i v Egypté se o 1é¢ivé latky zajimali 1 v dalSich zemich jako
je Indie, Cina, Recko, kde se za nejvyznamné&jsiho predstavitele feckého 1éitelstvi povazuje
Hippokrates. Na starofeckée 1éCitelstvi navazuje fimské, kde mel pro rozvoj farmacie vyznam
Galenos z Pergamu. K praktickému a teoretickému zlomu doslo v obdobi renesance, kdy 1ékar
a alchymista Paracelsus vyuzil poznatkd z chemie k vysvétleni podstaty zivota, zdravi a
chorob. [

S rozvojem spolecnosti se vyvijely 1 technologické postupy a rozsifovaly moznosti
lékovych forem. Rozmach vyroby 1€kt a rozmanitost latek riznych pavodd nam umoziuje
vytvaret 1éky, jak je zname dnes, a presto se stale vzdalené podobaji pivodnimu schématu.
Léky mame v riznych podobach od pevnych Iékovych forem pies rdzné masti, sirupy Ci
naplasti az po injek¢ni roztoky a také kromé aktivni farmaceutické substance 1€k obsahuje
pomocné latky kuptikladu na upravu chuti, ale 1 dalsi, diky kterym jsme naptiklad schopni
dosahnout fizeného uvoliiovani 1€¢ivé latky v téle Clovéka. Diky modernim technologiim jsme
schopni pfiblizn¢ predpovédét chovani 1€kt v lidském organismu, jeho mnozstvi v uritém
Case, biologicky polocas atd. Pohybem a osudem I1€ékii v organismu se zabyva obor
farmakokinetika, ktera je znama od roku 1943 121

Cilem této prace je zjisténi vlivu teploty na uvoltiovani verapamil hydrochloridu

z matricovych tablet obsahujicich glyceroldibehenat jako retardujici komponentu.
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1 TEORETICKA CAST

Pevna Iékova forma, naptiklad matricova tableta, neobsahuje pouze latku, kterd ma dany
terapeuticky ucinek, ale 1 mnoho dalsich latek. Hlavni slozkou 1éku je aktivni farmaceuticka
substance (API), coz je latka, ktera ma pozadovany terapeuticky ucinek. Dale se ale v I¢ku
nachazeji pomocné latky tzv. excipienty, naptiklad to mohou byt lubrikanty, pojiva, povrchové
aktivni latky ¢&i riizné modifikatory. ¢!

Mezi excipienty se fadi také nosné pomocné latky tzv. retardanty, které mohou byt
razného charakteru (nerozpustné polymery, hydrofilni polymery nebo latky lipofilni povahy).
Tyto latky ovliviiyji uvolfiovani aktivni farmaceutické substance z pevné lékové formy a

umozZfuji tak vyrobu 1éki s fizenym uvolfiovanim. [

1.1  Utinna litka verapamil hydrochlorid

Verapamil hydrochlorid je aktivni farmaceuticka substance pouzivana pievazné€ jako
antihypertenzivum a antiarytmikum. Jeji registracni ¢islo CAS, neboli mezinarodné uznavany
Ciselny kod, pod kterym lze tuto chemickou latku vyhledat, je 152-11-4. Chemicky nézev
slouCeniny vychazejici zjeji struktury je 5-[(3,4-dimethoxyfenylethyl)methylamin]-2-(3,4-
dimethoxyfenyl)-2-isopropylvaleronitril hydrochlorid. Chemicka struktura této latky je

zobrazena na obrazku 1.1.1%°)

H,C._ _CH,
CH,
NC [
H,CO N OCH,;
H,CO OCH,;
Obrazek 1.1 — Verapamil hydrochlorid

Na ¢eském trhu se s touto t€innou latkou prodavaji pod rozmanitymi komerénimi nazvy
piipravky ruznych farmaceutickych firem. Tyto pfipravky se lisi obsahem verapamil
hydrochloridu, pomocnymi latkami a I€kovou formou. VSechny tyto komeréné dostupné
ptipravky obsahuji stejnou APL, a tudiz maji stejny terapeuticky ucinek a vSechna tato 1éCiva
jsou vazana na lékafsky predpis. V nasledujici tabulce 1.1 je zobrazen piehled 1ékti s uvedenym

mnozstvim G¢inné latky VH a typem lékové formy.[1%
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Tabulka 1.1 — Piehled komer&nich 1é¢iv s API verapamil hydrochlorid dostupnych v CR

Komer¢ni nazev Mnozstvi VH Lékova forma
40 mg
Isoptin Potahované tablety
80 mg
Isoptin SR 240 mg Tablety s prodlouzenym
uvolfiovanim
Isocor 2,5 mg/ml Injekéni roztok
Lekoptin retard 240 mg Tabletyv s fizenym
uvolfiovanim
40 mg
80 mg Obalené tablety
Lekoptin
120 mg
2,5 mg/ml Injekéni roztok
180 mg o
Tarka Tabletyv s fizenym
uvolfiovanim
240 mg
Verogalid ER 240 mg Tablety s Bro@lquzenym
uvolfiovanim
Verapamil AR retard 240 mg Tabletyv s fizenym
uvolfiovanim
Verahexal RR 240 mg Tablety s prodlouzenym
uvolfiovanim

1.1.1 Indikace

Léky obsahuji aktivni farmaceutickou substanci verapamil hydrochlorid se vyuzivaji
k 1écbeé kardiovaskularnich onemocnéni jako je hypertenze, angina pectoris nebo srdecni

arytmie. [11-13]
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Hypertenze
Hypertenze neboli dlouhodobé zvySeny krevni tlak je dulezity faktor, ktery
onemocnénim srdce Casto predchazi. Optimalni krevni tlak je okolo hodnot 120/80 a vysoky

krevni tlak je definovan okolo hodnot 140/90. [14-16]

Angina Pectoris

Angina pectoris (AP) patii do skupiny ischemickych srde¢nich chorob a je popisovana
jako svirava bolest na hrudi zpusobena nedostateCnym zasobenim srdeCni svaloviny
kyslikem.!!> 161 Mezi faktory zpdsobujici tuto nemoc patfi vysoky cholesterol, koufeni,
hypertenze & cukrovka. '

VH se pouziva k 1éCbé stabilni AP zptisobené kornaténim (aterosklerozou) koronarnich
cév, nestabilni AP (stupnovani intenzity bolesti) zpisobené kornaténim cév a jejich ucpanim

tromby a Prinzmetalovy AP zplisobené koronarnimi spazmy, viz obrazek 1.2 11113131

S

Normalni koronarni céva

Ateroskleroza koronarnich cév
stabilni AP

Ateroskler6za s tromby
nestabilni AP

Koronarni spazmy
Prinzmetalova AP

el e |
-

Obrazek 1.2 — Rozdil mezi jednotlivymi formami AP

Srdeéni arytmie

Srde¢ni arytmie je porucha srde¢niho rytmu (zména tepové frekvence) a muze
zplisobovat bolest na hrudi, dusnost, bueni srdce ¢&i jeho selhani. ¥ Verapamil se pouziva
k 1écbe paroxysmalni supraventrikularni tachykardie a také flutter a/nebo fibrilace sini

s rychlym vedenim vzruchu v atrioventrikularnim uzlu. '1-13]
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1.1.2 Davkovani

Dévka lé¢iva je zakladni faktor pro ovlivnéni terapeutického ucinku. Jeji velikost se
muze pohybovat od hodnot minimalni efektivni davky po maximalni koncentraci, coz je takové
podané mnozstvi, které nevyvola toxicky ucinek lé€iva. Krome dodrzovani tohoto rozmezi
zalezi také na individualité pacienta jako je hmotnost, vék, pohlavi ¢i mozna pfitomnost dalSich
onemocnéni. [17]

Déavka verapamil hydrochloridu se musi stanovit kazdému pacientovi individualné,
presto by vsak pfi dlouhodobém uzivani méla byt primérna davka mezi 240 az 360 mg za den
a neméla by byt prekro¢ena davka 480 mg za den. Pti kratkodobé 1€Ebe je vSak mozné tuto
hranici prekrogit. [1-131

Déti s poruchou srdec¢niho rytmu do Sesti let pak mohou uzivat 80 az 120 mg za den ve
dvou az tfech davkach a ve véku od Sesti do ¢trnacti let je to pak 80 az 360 mg za den ve dvou
az Styfech davkach 113

Dospéli a dospivajici nad 50 kg uzivaji pii 1é¢b€ tachykardie a hypertenze 120 az
480 mg za den ve dvou az Ctyfech davkach. Léky s prodlouzenym uvoliiovanim staci brat
jednou az dvakrat denng. 11-13]

Omezeni nastava pii poruse jater, kdy dochazi ke zpomaleni odbouravani verapamil
hydrochloridu, a tudiz je zesilen a prodlouzen jeho G¢inek. Lécba pak zacind na nizSich davkach
odpovidajici 80 az 120 mg za den ve dvou az tfech davkach. [11-13]

Délka uzivani 1ékt s API verapamil hydrochloridem neni nijak omezena, ov§em po
dlouhodobém uzivani nesmi byt podavani ukonceno nahle, ale doporucuje se snizovat davku

postupng. [11-131

1.1.3 Nezadouci ucinky

Kazdy 1€k ma krome pozadovaného terapeutického ucinku i1 spoustu dalSich
nezadoucich u¢inka, se kterymi je potieba béhem uzivani daného 1éku pocitat. Problém obvykle
muze nastat, pokud l1éCivo ovliviiuje schopnost obsluhovat tézké stroje, komplikace zptsobené
jinym onemocnénim ¢i uzivani jinych 1éka anebo teratogenni G¢inek v piipadé, kdy by 1ék méla
uZivat téhotna Zena. Piehled nezadoucich i¢ink( je zobrazen v tabulce 1.2. 11-13]
Léky uvedené v tabulce 1.1 by se nemély uzivat v t€hotenstvi, pokud to neni nezbytne

nutné, prestoze studie na zvitratech neukéazaly zadné teratogenni uCinky. Studie také ukazaly, ze

verapamil hydrochlorid se dostava do matetského mléka, avSak davka podana ditéti odpovida
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0,1-1 % mnozstvi davky, kterou matka uzila peroralné, tudiz je uzivani 1€kt béhem kojeni
mozné, ale z divodti moznych nezadoucich G¢inki se to nedoporuduje. [11-13]

V dusledku antihypertenzniho efektu verapamilu a individualité pacienta muze dojit
k ovlivnéni schopnosti fizeni dopravnich prostfedkd, obsluhy tézkych stroju ¢i prace za
zvysenych bezpe€nostnich podminek, a to zejména z pocatku 1é¢by nebo pii zmeéné davky VH.
Pti soubézné konzumaci téchto 1éka s touto ucinnou slozkou a alkoholickych napoju miaze dojit

ke zvy$eni hladiny alkoholu v krvi, coZ je zplisobeno snizenou schopnosti jeho eliminace.!'!"13]

Tabulka 1.2 — Nezadouci Gginky VH P-11-13]

Casté Méneé Casté Vzacné

Bolesti hlavy, zavraté, ‘
Ttes, parestézie,
bradykardie, hypotenze, Palpitace tachykardie, o
somnolence, tinnitus,
zCervenani kize, nausea, bolesti biicha, inava )
‘ zvraceni, hyperhidroza
zacpa, periferni edém

1.1.4 Mechanismus ucinku

Verapamil hydrochlorid patii do skupiny blokatord vapnikovych kanald, je to tedy
antagonista t&chto kanalg. [11-13]

Léciva obsahujici tuto aktivni farmaceutickou substanci pusobi primarn€ na srdecni
sval, srde¢ni pfevodni systém a na hladké svalstvo cév. Jako antagonista kalciovych kanala
snizuje prinik Ca*" iontd do cytoplazmy a tim dochazi také k oslabeni kontrakci hladkého
svalstva. Na myokard ma obdobné uCinky, snizenim vapenatych ionti dochézi ke snizeni
srde¢nich kontrakei a tim i k poklesu srde¢ni frekvence.['’!

Snizeni kontrakci arterialniho hladkého svalstva zpisobuje jejich relaxaci a vazodilataci
(rozsifeni cév), coz vede ke zvySeni prutoku krve a tim snizeni krevniho tlaku a zatéze
myokardu. VH ma také pfimé ucinky na srdce, které redukuji pozadavky srdce na kyslik. Jako
blokator vapnikovych kanall snizuje koncentraci Ca?" iontli v cytoplazmé a tim dochazi ke
zpomaleni vzniku depolarizace v sinoatrialnim uzlu a také dochazi ke zpomaleni vedeni

vzruchu v atrioventrikularnim uzluy. [*!
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1.2 Farmakokinetika
Farmakokinetika je jednim ze dvou zékladnich odvétvi védniho oboru farmakologie a

zkouma, ,,co dela organismus s Iékem®. Tato oblast farmakologie se zabyva fyziologickymi

procesy ovlivilyjicimi mnozstvi lé¢iva v organismu od absorpce pies distribuci az po eliminaci
1é¢iva. Tyto procesy jsou popsany vhodnymi farmakokinetickymi parametry jako biologicka
dostupnost, distribu¢ni objem &i clearance.!® '* 1 Na obrazku 1.3 je zobrazeno schéma osudu

1é¢iva v organismu.

FARMAKODYNAMIKA MISTO 4
UCINKU
ABSORPCE DISTRIBUCE
(biologicka dostupnost) (distribucni objem) BIOTRANSFORMACE

ﬁ ELIMINACE

; (clearance)
MISTO
PODANI EXKRECE

[ ]
VYLOUCENI

Obrazek 1.3 — Osud 1é¢iva v organismu

Na obrazku 1.4 je teoreticky Casovy profil 1éCiva po peroralnim podani, jednd se o
zavislost koncentrace 1éCiva v organismu na Case (cylindrickd kfivka). Tento obrazek také
zobrazuje, jak farmakokinetické procesy tuto kfivku ovliviiuji. AUC je celkova plocha
koncentrace 1éCiva pod cCasovou kiivkou a jeji hodnota se wvyuzivda k vypoctu

farmakokinetickych parametr(i (biologicka dostupnost, clearance a distribu¢ni objem).!*]
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Maximalni davka bez toxického uc¢inku

N
Nastup G¢inku Odeznivani uéinku

< ..

>| (absorpce) N\ (absorpce + eliminace) Q
8 ' 5
Q ] ] &
‘é Bez efektivniho ucinku g
= \ (eliminace) =
S =
54 =
=

o)

2

Cas

Obrazek 1.4 — Teoreticky Casovy profil 1é€iva po peroralnim podani (ptevzato z [19]
a upraveno)

1.2.1 Absorpce

Absorpce neboli vstfebavani 1é¢iva je dano rychlosti, kterou se 1é¢ivo dostane z mista
podani do krevniho obéhu a zavisi na absorpcni konstanté. Rychlost absorpce ovliviiuje rychlost
nastupu terapeutického téinku. [ 1]

Dulezitym parametrem je tzv. biologicka dostupnost, ktera udava, kolik 1éCiva se
dostane do krevniho ob&hu. Mimo jiné je zavisla na miste, kde dochazi k absorpci 1€Civa, proto

je dlilezity vybér zplisobu podani 1é¢iva (peroralni, intravendzni, inhalaéni, rektalni atd.)!® 13- 191

1.2.2 Distribuce

Absorbované 1éCivo se v téle rozdeluje nerovnomérné do rtznych tkani a tekutin.
Distribuce je ovlivnéna vazbou lé€Civa na proteiny, lokdlnim pH ¢i propustnosti membran.
Z celkové pocateéni davky 1éCiva se jista ¢ast vylouci v nezméneéné formé nebo ve forme
metabolitd a k mistu u¢inku tak nikdy nedojde sto procent davky ! *]

Dulezitym farmakokinetickym parametrem pro posuzovani distribuce 1éCiva
v organismu je distribu¢ni objem. Je to teoreticky objem, ve kterém by se musela rozpustit
celkova davka 1éCiva, aby bylo dosazeno stejné koncentrace jako v krvi ¢i v plazmé. Tento
objem muze mit i véts§i hodnotu nez je objem télesné vody jedince. Jeho klinicky vyznam je
v umoznéni stanoveni pocateCni narazové davky IléCiva nebo ke stanoveni strategie

davkovani ['% 1]
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1.2.3 Eliminace

Eliminace je d€j zahrnujici vyluCovani 1éCiv at’ uz v nezmé&néné forme nebo jako
metabolity 1é¢iv, jedna se tedy o dva procesy, biotransformace a eliminace.!'% 1

Pii biotransformaci dochazi raznymi chemickymi reakcemi nebo pomoci raznych
enzymu k pfeméné 1éCiva na jeho metabolit. Z farmakologického hlediska muze dojit ke dvéma
typiim premény: % 18]

e Dbioaktivace — metabolit ma ptivodni, nebo toxicky ucinek,
e biodekativace — metabolit nema farmakologicky ucinek, nebo ho mé pouze
nepatrny.

Pro eliminaci je podstatny farmakokineticky parametr zvany clearance, ktery udava,
jaky objem té€lnich tekutin (krev nebo plazma) bude mit nulovou koncentraci 1é¢iva za jednotku
Casu. Tento parametr zavisi na rychlosti eliminace, kterd je déna elimina¢ni konstantou.
Clearance lze rozdélit podle raznych kritérii, napiiklad podle exkrecnich organa (jatra, ledviny,
plice atd.), druhu eliminace (metabolit nebo exkrece) nebo podle referenéni tekutiny (krev nebo
plazma). Tato veli¢ina je aditivni, coz znamen4, Ze celkova (totalni) clearance je dana souctem

v8ech druht eliminace ['% 1°]

1.2.4 Farmakokinetické vlastnosti verapamil hydrochloridu

Po peroralnim podéni se verapamil z vice nez 90 % celkem rychle absorbuje v tenkém
stfeve, piicemz pii opakovaném podani se biologicka dostupnost zdvojnasobi. Maximalni
hladiny koncentrace VH v plazmé se dosahne za jednu az dvé hodiny po podani 1é¢iva. [11-13]

Verapamil je zna¢né distribuovan do tkani a jeho vazba na plazmatické bilkoviny je asi
90%. Distribu¢ni objem se pohybuje okolo hodnot 1,8 — 6,8 L/kg. Tato latka se metabolizuje
prevazne v jatrech pomoci n€kolika cytochromt P450 na dvanact metabolitd, z nichz ma
vyznam norverapamil, ktery ma asi 20% Gcinek puvodni latky. Maximalni koncentrace tohoto
metabolitu v plazmé se dosahne asi Ctyfi hodiny po podani 1é¢iva a u 1éCiva s prodlouzenim
uvoltiovanim az po péti hodinach. 11131 Z obrazku 1.5, kde je zobrazena chemicka struktura
norverapamilu vyplyva, Ze ma téméf totoznou strukturu jako verapamil hydrochlorid, ktery je
znazornén na obrazku 1.1.

Po intraven6znim podani je poloc€as eliminace dvé az pét hodin, po peroralnim podani
pak tfi az sedm hodin. Asi 50 % podaného mnozstvi 1éCiva se vylouci béhem 24 hodin

ledvinami a po péti dnech je to asi 70 % davky. Priblizn€ 16 % se vylou¢i stolici a 3—4 % se
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vyloudi v nezménéné forme. Celkova clearance VH je 0,7 — 1,3 L/h/kg, coz odpovida rychlosti

pritoku krve jatry. [11-13]

H,C._ _CH,
NC
H,CO NH OCH,
H,CO OCH,;
Obrazek 1.5 — Norverapamil hydrochlorid

1.3 Matricové tablety
Zakladem matricovych tablet je API a nosna pomocna latka, jedné se o nejjednodussi

formu pevnych 1ékovych forem pro fizené uvolriovani 1éCiva. Vlastnosti t€chto tablet jsou dany
pfedev§im nosnou a léCivou latkou. VSechny latky, které tableta obsahuje, musi byt
homogenizovany, aby tableta fungovala jako jeden celek. Matricové tablety mohou byt bud’
obalené nebo neobalené a muzeme je rozdélit dle typu nosné pomocné latky (retardantu)
na: [4, 20-23]

e lipofilni,

e hydrofilni gelové,

e polymerni nerozpustné

e smeésne.

1.3.1 Lipofilni matricové tablety

U tohoto typu matricovych tablet jsou retardujici latky lipofilniho charakteru, mohou to
byt tuky nebo vosky, jako naptiklad estery, cetylalkoholy nebo montaglykolovy vosk. U téchto
typu matricovych tablet dochazi k uvolfiovani 1éCiva na zakladé eroze, postupného zmensovani
tablety zpisobené obrusovanim tablety zptsobené peristaltikou stiev a proudem zaludeCnich

§f4v nebo rozpousténim tukd a voskd vlivem enzymi a zménou pH v GIT. [+ 20-22.24. 251

1.3.2 Hydrofilni gelové matricové tablety
Nosna pomocnéd latka tohoto typu tablet je hydrofilniho charakteru, napftiklad
celulézové derivaty nebo piirodni polysacharidy. Tyto latky pfi kontaktu s vodnym prostredim

zaCinaji bobtnat a vytvofi tak na svém povrchu vrstvu gelu, kterd umoziiuje nepfetrzity vstup
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vody do tablety a také zaruCuje, ze se tableta nerozpadne. V pfipadé, Ze je u€inna latka dobfie
rozpustna ve vodé¢, uvoliiuje se pres gelovitou vrstvu difuzi, v opaéném pripade se APT uvolfiuje
erozi, tedy postupnym rozpousténim gelu na povrchu.?*?°! Vlivem bobtnani dojde také ke
zvétSeni povrchu na uvolfiovani [é¢iva a pii dostatené velikosti se tableta vlivem povrchového

napéti rozitipne na dvé poloviny, ¢imz dojde ke zvétSeni povrchu, viz obrazek 1.6.14

Rozpad na dvé poloviny vlivem vysokého
povrchového napéti

. ) Nabobtnani
Puvodni tableta
s I e

Obrazek 1.6 — Tableta s hydrofilni nosnou pomocnou latkou

1.3.3 Polymerni nerozpustné matricové tablety

Do této skupiny polymerd patii aminoalkylmethakrylatové kopolymery nebo
etylceluloza. Zakladem pro vytvoreni tablety je homogenizovand smes, kde nerozpustny
polymer vytvoii skelet (pevna porovitd sktruktura), ze kterého se difuzi postupné uvoliluje
1é¢ivo. Tato tablety projda organismem v takika nezménéné podobné a ztéla pak vyhazi

vyluhovany skelet, viz obrazek 1.7, [420-22.24.23]

8) homagsnni ialrice b) ¢aste¢né vyluhovany skelet

—

Obrazek 1.7 — Tableta s nerozpustnym polymerem [2!]

1.3.4 Smésné matricové tablety
Smésné matricové tablety kombinuji typy pomocnych nosnych latek, které jsou
uvedeny v kap. 1.3.1-1.3.3. K uvoliiovani 1é¢iva pak dochazi také kombinaci efektd uvoliiovani

téchto pomocnych latek.[*l
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1.4 Excipienty pro Fizené uvolnovani verapamil hydrochloridu

Tablety s fizenym uvolfiovanim 1éCiva maji oproti béznym Iékim fadu vyhod jako
moznost posunuti uvoltiovani 1é¢iva nebo uvoliiovani 1éCiva po delsi dobu a snizeni frekvence
davkovani. Mezi vyhody patii také snizeni vykyvl plazmatické koncentrace 1éCiva a snizeni
vyskytu nezadoucich ucinkd. Hlavnim davodem pro vyvoj lékovych forem s fizenym
uvoltiovanim je tedy zvySeni pohodli pacienta, [ 21-26-28]

Lékové formy s fizenym uvolfiovanim uréené pro peroralni podani maji také nekolik
nevyhod jako naklady na vyvoj téchto 1ékd, rychlost uvolfiovani miZze byt ovlivnéna napf.
jidlem a tim se tak zméni rychlost uvolfiovani 1é€iva mezi jednotlivymi davkami a takto
piipravené tablety nesmé&ji byt zZvykéany ani drceny, protoze by v takovém piipade doslo
k poruse mechanismu fizené¢ho uvoliovani a pfipadné i toxicité vyvolané ndhlym uvolnénim
celkovym mnozstvim 1é&iva.l?>6!

Rizené uvoliiovani miizeme rozddlit podle &asového profilu plazmatické koncentrace na
zpozdéné, prodlouzené anebo pulsni uvoltiovani. Hlavni rozdil mezi jednotlivymi typy je tedy
v dob& uvoliiovani a uginku aktivni farmaceutické substance. Casové profily jednotlivych
druhti uvolfiovani jsou zobrazeny na obrazku 1.8.21 28l

Zpusoby znaleni 1€Civ s fizenym (zejména prodlouzenym) uvolfiovanim mohou mit
raznou podobu a vét§inou jiz z nazvu vyplyva, ze jde o pfipravek s fizenym uvolfiovanim.
Sougasti nazvi pak mize byt jedna z nasledujicich &tyt nejéastéjsich moznosti: 4!

e LONG EFFECT - prodlouzené uvolfiovani,

e RETARD - prodlouzené uvoliiovani,

e SR - prodlouzené uvolfiovani (sustained release),

e s prodlouzenym/fizenym uvolfiovanim.

Nejcastejsi 1ékovou formou s fizenym uvolfiovanim je matricova tableta obsahujici

retardanty hydrofilniho nebo lipofilniho charakteru, piip. oba typy retardantd.! 2%
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A OKAMZITE UVOLNOVANI

Koncentrace 1é¢iva

v

>l
-

»

Doba trvani uéinku Cas

A PRODLOUZENE UVOLNOVANI

Koncentrace 1é¢iva

A

Doba trvani G¢inku Cas

A PULSNI UVOLNOVANI

Koncentrace 1é¢iva

Doba trvani u¢inku Cas

A ZPOZDENE UVOLNOVANI

Koncentrace 1é¢iva

> »
| Ll

Doba trvani u¢inku Cas

v

Obrazek 1.8 — Casovy profil po peroralnim podani 1é¢iva s okamzitym a fizenym
uvolfiovanim (pfevzato z [21] a upraveno)
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1.4.1 Lipofilni liatky pouzivané v matricovych tabletich s prodlouzenym

uvoliiovianim verapamil hydrochloridu

Prikladem lipofilnich retardanti pouzivanych pro fizené uvoliovani verapamil
hydrochloridu je glycerylmonostearat (GMS) nebo kyselina stearova (KS).[”!

GMS je slozen asi z 90 % z monoglyceridt, hlavné z glyceryl monostearatu (C21H4204)
a glyceryl monopalmitatu (C1oHzsO4), strukturni vzorce téchto latek jsou zobrazeny na obrazku
1.9. Je to bila az krémova voskovita pevnad latka ve forme kuli¢ek, vlocek anebo prasku. GMS

je lubrikant ale miize byt pouzit jako matrice pro tablety s prodlouzenym uvoliiovanim.[?!

o CH,

o} glyceryl monostearat

OH
HO

o CH,

o glyceryl monopalmitat
Ji/ OH
HO

Obrazek 1.9 — Strukturni vzorec glyceryl monostearatu a glyceryl monopalmitatu

Pouzita KS je smés kyseliny stearové (CisHzsO2) a palmitové (CisHz202), jejich
strukturni vzorce jsou zobrazeny na obrazku 1.10, je pouzivana hlavng v peroralnich formach
(tobolky, tablety) jako lubrikant, ale muze byt pouzita i jako nosi¢ 1éCiva s prodlouzenym

uvoliiovanim.[*!

OY\/\/\/\/\/\/\/\/CH:&
kyselina stearova

OH
0 CH,
On kyselina palmitova

Obrazek 1.10 — Struktura vzorec kyseliny stearové a palmitové
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Bhagwat a kol. ([29]) studovali disolu¢ni chovani tablet na bazi GMS a KS, které byly
piipraveny metodou termoplastické granulace (granulace tavenim) v riznych pomérech a
kombinacich s VH. Nejslibnéjs§i formulace byla kombinace VH a GMS v poméru 1:2, kde
uvolfiovani 1éCiva je ekvivalentni pfipravku na trhu. Kombinaci GMS a KS se dosahlo vétsi
retardace nezli pfi pouziti jednotlivych nosi¢li samostatn€, coz muze byt zpusobeno vyssi
lipofilitou zptisobenou kombinaci vosk.!*!

V experimentalni &asti prace byl pouzit Compritol® ATO 888 (Gattefossé, France).
Compritol ATO® 888 je jemny bily prasek sloeny z glyceryl mono-, di- a tri- behenatu,
pfiCemz ptevazuje glyceryl dibehenat (40-60 %), jehoz strukturni vzorec je zobrazen na
obrazku 1.11. Glyceryl dibehenat je pouzivan v pevnych lékovych formach v mnozstvi 1-3 %

jako lubrikant a v mnozstvi 10 % a vétSim jako lipofilni nosna pomocna latka v matricovych

tabletach pro fizené uvolfiovani (SR).[3% 31

Obrazek 1.11 — Strukturni vzorec glyceryl dibehenatu

1.4.2 Hydrofilni gelujici latky pouzivané v matricovych tabletiach s prodlouzenym
uvoliiovianim verapamil hydrochloridu

Ptikladem hydrofilnich nosnych latek pouzivanych pro fizené uvoliovani verapamil
hydrochloridu je hydroxypropylmethylceluléza (HPMC), methylceluléza (MC) nebo
karboxymethylceluléza (CMC).B?

Mathur a kol. ([32]) studovali disolu¢ni chovani tablet na bazi HPMC, MC a CMC,
které byly pfipraveny metodou mokré granulace. Tablety obsahovaly 60 mg VH, 20 mg nosné
pomocné latky HPMC, MC, CMC a tfi kombinace HPMC a CMC v poméru 1:1, 3:1 a 1:3.
Kromé& API a nosného polymeru tableta obsahovala také Avicel® PH 101 (114 mg) jako pojivo
a stearat hote¢naty jako lubrikant. Vysledna hmotnost tablet byla 200 mg.*?!

Tablety s 20 mg HPMC jako nosné pomocné latky vykazovaly delsi uvoliiovani VH nez
tablety na trhu, kdezto kombinace HPMC a CMC v poméru 3:1 vykazovaly stejny disolucni

profil jako komer¢ni tablety.[*?!
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1.4.3 Polymerni nerozpustné Ilatky pouzivané v matricovych tabletach

s prodlouZenym uvoliiovanim verapamil hydrochloridu

Prikladem nerozpustnych polymerl pouzivanych pro fizené uvolfiovani verapamil
hydrochloridu je ethylcelul6za (EC) nebo Eudragit® RS 100.1%2

Mathur a kol. ( [32]) studovali disolu&ni chovani tablet na bazi EC a Eudragitu® RS 100,
které byly pripraveny metodou mokré granulace. Tablety obsahovaly 60 mg VH a 20 mg EC
nebo Eudragitu. Kromé& API a nosného polymeru tableta obsahovala také Avicel® PH 101 (114
mg) jako pojivo a stearat hofednaty jako lubrikant. Vysledna hmotnost tablet byla 200 mg. 13?1

Tablety s 20 mg Eudragitu® RS 100 vykazovaly zpozdé&né uvoliiovani 1é¢iva. Obé Sarze
prodlouzily uvolfiovani a nevykazovaly uvolnéni celé davky API, coz muze byt zpisobeno

pomalou erozi téchto polymert.?

1.5 Disolu¢ni studie

Disolu¢ni (rozpoustéci) studie je proces, ktery umoziiuje stanoveni uvolfiovani aktivni
farmaceutické substance z pevné 1ékové formy (tablety, Cipky, tobolky apod.) v podminkach in
vitro. Piesné provedeni disoluéniho testu je dano Ceskym lékopisem ([33]). Disoluéni test je
jedna ze zakladnich charakteristik 1ékovych forem s fizenym uvoltiovanim. Tato studie se
pouziva zejména k hodnoceni kvality 1éka, v pfipadé novych 1éCivych pripravkd k odhadu
chovani 1éku v organismu, anebo k odhadu biologické dostupnosti u¢inné latky in vivo 3% 31

Dalsi moznosti vyuziti disoluénich testli je stanoveni bioekvivalence generika®, tj.
shody origindlnitho a generického léCiva na zaklad€¢ porovnani AUC (viz obrazek 1.4)
jednotlivych disolucnich profilt. Originalni 1éCivo je prvni registrovany lék s danou API.
Generické 1éCivo je ekvivalent origindlu, obsahuje stejné mnozstvi konkrétni API a ma tutéz
1ékovou formu jako original, ale lisi se naptiklad excipienty. !

Disoluce v podminkach in vitro umoziuje predikci uvoliiovani u€inné latky z pevnych
1ékovych forem v gastrointestinalnim traktu (GIT). Lékopisn€ urenymi disolu¢nimi metodami
jsou disolu¢ni pfristroje s ko§ickem nebo michadlem ¢&i pfistroje s vratnym valcem anebo
pritokovou celou. 3¢

Prvni zminka o disolu¢ni studii byla jiz roku 1897 (Noyes a Whitney). Brunner a
Tolloczko roku 1900 publikovali zavislost disoluce na rychlosti michani a teploté roztoku,

disolu¢nim médiu a usporadani disolu¢niho pfistroje. Roku 1970 byla do amerického Iékopisu

pfidana metoda rotujictho kosi¢ku a 1978 UPS zvetejtiuje podminky pro disolu¢ni zkousky
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provadéné u tablet s prodlouzenym uvolfiovanim. Je zavedena disolu¢ni metoda s michadlem,

ktera je nejpouzivanéj$i metodou pro peroralni a transdermalni lékové formy. 1!

1.5.1 Disolu¢ni pristroj s michadlem (padlem) C .

U

Toto zafizeni se sklada z véalcovité nadoby s pulkulatym St
dnem o objemu jeden litr vyrobené ze skla nebo jiného inertniho
pruhledného materialu, motoru a hnaci hfidele s lopatkovym
michadlem, viz obrazek 1.12. Nadoba je umisténa bud’ ve vodni U
lazni nebo je vybavena vhodnym zafizenim k zahiivani, napft. \@/

vyhfivany plast. Hriidel smichadlem zkovu nebo jiného Obrazek 1.12 — Disolu&ni

inertniho materialu je vystfedéna smaximalni povolenou pfistroj s michadlem

odchylkou 2 mm 13!

1.5.2 Disolucni pristroj s koSickem i de i
Toto zatizeni se sklada stejné jako v predchozim ptipadé T

(kap. 1.5.1) z nadoby, motoru, hfidele ale misto michadla je zde

kosic¢ek valcovitého tvaru, viz obrazek 2.1. Hridel a kosicek jsou

vyrobeny z nerezové oceli a umistény jsou ve stfedu s maximalni giEdiis

povolenou odchylkou 2 mm !

Obrazek 1.13 — Disolu¢ni
ptistroj s kosickem
1.5.3 Disolu¢ni pristroj s vratnym valcem
Toto zarizeni se sklada ze sady sklenénych valcovitych nadob s plochym dnem, sady
sklenénych vratnych valcl, inertnich uchytek z nerezové oceli a sit€ék z neadsorbujiciho
materialu, které jsou na hornich a dolnich ¢asti vratnych valct, motoru a hnaciho zafizeni, které
zajistuje svisly vratny pohyb valci. Nadoby jsou béhem zkousky umisténé ve vodni lazni.

Nadoby jsou opatieny odpafovacim vikem.[*!

1.5.4 Disolucni pristroj s prutokovou celou

Toto zafizeni se sklada ze zasobni nadoby, pumpy na disolu¢ni médium, pratokové cely
a vodni lazné€. Pumpa vytlaCuje disolu¢ni médium vzhuru pies prutokovou celu, ktera je
vyrobena z pruhledného inertniho materialu, ktera je spojena svisle s filtracnim systémem.

Dolni kuzelovita Cast je obvykle zaplnéna malymi sklenénymi kulickami o priméru asi 1 mm
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a jednou o pruméru asi 5 mm, ktera zabrariuje vstupu kapaliny do pratokové cely. Prutokova

cela je umisténa ve vodni 1azni .1’

1.6 Matematické modely pouzité k vyhodnoceni disolu¢niho profilu
Matematické modely se pouzivaji k vyhodnoceni disolu¢niho profilu a umoziuji
stanovit rychlost a mechanismus uvolflovani lé¢iva. Disolu¢ni profil 1éCiv byva obvykle
nelinearni, vyjimkou je kinetika 0. fadu. U nelineédrnich kfivek je mozné provést k vyhodnoceni
linearizaci pomoci mocninné nebo logaritmické transformace, ale tato metoda byva Casto
zatizena chybou, z tohoto divodu je lepsi vyuzivat puvodni naméfena data a pouZzit nelinearni
regresi. Matematickych modelt pro vyhodnoceni nelinearnich disolu¢nich profila je spousta,
napt. kinetika I. fadu, Weibulliv model, Higuchiho model, Korsmeyeruv-Peppasiv model
atd.B”1'V nasledujicich kapitolach jsou popsany modely pouzité k vyhodnoceni namétenych dat

v experimentalni Casti prace.

1.6.1 Kinetika L. radu

Tento model byl poprvé navrzen Gibaldim a Feldmanem roku 1967 a pozdé&ji upraven
Wagnerem roku 1969. Matematicky model kinetiky 1. fadu byl také roku 1982 pouzit pro popis
absorpce a/nebo eliminace n&kterych 1é¢iv.[27- 38l

U tohoto modelu je rychlost uvoliiovani 1é¢iva zavisla na jeho mnozstvi v 1ékové formé,
které v zavislosti na Case klesa, a tudiz klesa i rychlost uvoliiovani. Tento model uvolfiovani
nebyva vhodny pro 1ékové formy s prodlouzenym uvolfiovanim 1€¢iv, kde je pro 1é€bu nutné
udrzovat konstantni koncentraci 1é¢iva v plazmée (napt. antibiotika), ovSem byva vhodny pro
1é&bu napt. akutnich stavi.”

Kineticky model 1. fadu je mozné popsat diferencialni rovnici (1), ktera popisuje

rychlost uvolfiovani 1é&iva v zavislosti na mnozstvi 1é¢iva v 1ékové formé My v Ease £:37-3°]

AMq(s
=k My 1

Po separaci proménnych a integraci rovnice (1) lze dostat vztah pro linearni zavislost

mnozstvi 1é&iva v tablet& na &ase (2):7!

In Mt(s) =—-kt+1n Moo (2)
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kde My je mnozstvi 1éCiva v tableté v Case 7, & je rychlostni konstanta s jednotkou
das! a M., je maximalni mnozstvi lé¢iva, které miize byt uvolnéno (po&atedni mnozstvi).[ "]
Po upravéch ziskame rovnici (3) vyjadiujici zavislost uvolnéného mnozstvi 1é¢iva na

Case ve tvaru: 7!

Myy = Moo - (1 — e7*F) (3)

kde M,y je uvolnéné mnozstvi léCiva v Case 7. Rovnice (3) byla pouzita pro

vyhodnocovani namétrenych dat v experimentalni ¢asti prace.

1.6.2 Weibulliv model
Tento empiricky model distribucni funkce byl popsan Weibullem v roce 1951 a poté byl
upraven v roce 1972 Langebucherem pro popis disolu¢niho profilu Ié¢iva. Matematicky popis

Weibullova modelu je nasledujici (4):1”]

My = Mo, - (1 — e 7Fwt™) 4)

kde M,z je mnozstvi uvolnéného 1éCiva v Case 7, M., je maximalni mnozstvi 1éCiva, které
se muze uvolnit (poCateCni mnozstvi), &, je konstanta modelu s rozmérem Cas™ a parametr »
charakterizuje tvar exponencialni kiivky.

Pro n=1 odpovida Weibulllv model matematickému modelu kinetiky 1. fadu. Tuto
rovnici lze pouzit pro vyhodnoceni témér vsech druht kfivek a byva v téchto studiich Casto
pouzivan.*® Tento matematicky model je vhodny pro porovnavani disoluénich profilt

matricovych tablet.["]
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2 EXPERIMETALNI CAST

2.1 Pouzité laboratorni vybaveni

Analytické vahy AA-200 — Denver Instrument Company, Colorado USA
Homogenizator RETSCH MM200 — Retsch, Haan, Némecko

Rucni lis H-62 — TRYSTOM spol. s.r.0., Olomouc, CR

Manualni pevnostroj MT50 — SOTAX Pharmaceutical Testing s.r.o., Allschvil,
Svycarsko

Disolu¢ni aparatura SOTAX AT 7 Smart — SOTAX Pharmaceutical Testing s.r.o.,
Allschvil, Svycarsko

UV-VIS spektrofotometr Agilent 8453 — Agilent Technologies Deutschland,
Waldbronn, Némecko

Poloautomaticka pipeta

Kyvety o §ifce S mm

Bézné laboratorni sklo (I€kovky, 1zi¢ky apod.)

2.2 Pouzité chemikalie

Destilované a redestilovana voda

Prosolv® SMCC 90 — JRS PHARMA, GmbH & Co. KG, Germany
Stearat hoteCnaty Sigma Aldrich, Germany

Verapamil hydrochlorid — Sigma Aldrich, Germany

Compritol® 888 ATO — Gattefossé, France

Kyselina chlorovodikova p. a.

Chlorid sodny

2.3 Pouzité programy

MS Excel 2016
GraphPad Prism 7.05

34



2.4 Priprava tablet

Tablety byly pfipraveny metodou pifimého lisovani a obsahovaly retardujici
komponentu lipofilniho charakteru Compritol® 888 ATO (glycerol dibehenat) a 20 % aktivni
farmaceutické substance verapamil hydrochlorid, dale smésné suché pojivo Prosolv® SMMC
90 (98 % mikrokrystalicka celuldza + 2 % koloidni oxid kiemi&ity!®!) a 1 % lubrikantu stearatu
hotecnatého (MgSt). Mnozstvi Compritolu a Prosolvu se u jednotlivych formulaci lisilo, viz
tabulka 2.1. Celkova hmotnost tablety ¢inila 500 + 5 mg.

Jednotlivé slozky byly navazeny ve vySe uvedeném potadi na analytickych vahach.
Vznikla smes byla homogenizovana v homogenizatoru (obrazek 2.1) nejdiive 10, 13 a nakonec
15 kmitd/s vzdy po dobu jedné minuty.

Homogenizovand smés byla pievedena do ru¢niho lisu, kde byly tablety lisovany pii
zatizeni 8 kN po dobu péti minut. Dale byly na manudlnim pevnostroji (obrazek 2.2) zmetreny
parametry jako pramér a Sifka tablety a také sila potiebna k prasknuti tablety (pevnost tablety).

Celkem byly pfipraveny z kazdé formulace tfi tablety s piislusnym slozenim a navic tzv.
slepy vzorek (blank sample), coz je tableta, kde je u€inna farmaceutickd substance, v tomto
pripadé verapamil hydrochlorid, nahrazena sm&snym suchym pojivem Prosolv® SMMC 90.

Slozeni a vlastnosti vyslednych tablet jsou zobrazeny v tabulce 2.1.

Tabulka 2.1 — Vlastnosti a slozeni jednotlivych formulaci

Fl F2
Tableta Blank Tableta Blank
Hmotnost 500 £S5 mg
Prameér 13,07 £ 0,03 mm
Sitka 3,42+ 0,1 mm
Pevnost tablet
(sila pottebna k prasknuti 11I3+£1N 140+ 1N 84+ 1N 103,5+ 0,5 N
tablety)
Compritol ATO 888 30% 30% 50 % 50 %
VH 20 % 0% 20 % 0%
Prosolv SMMC 90 49 % 69 % 29 % 49 %
MgSt 1% 1% 1% 1%
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Obrazek 2.2 — Manualni pevnostroj MTS50
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2.5 Disoluéni test

2.5.1 Priprava disolu¢niho média

Pro provedeni disolu¢ni zkousky bylo ptipraveno kyselé disolu¢ni médium o pH = 1,2.
Toto médium bylo piipraveno podle Ceského Iékopisu ([33]) smichanim 500 ml 0,2 M roztoku
NaCl a 850 ml 0,2 M roztoku HCl a doplnéno redestilovanou vodou na objem 2000 ml.

0,2M roztok NaCl byl ptipraven z 23,38 g NaCl rozpusténého v redestilované vode a
doplnénim stejnym rozpoustédlem na objem 2000 ml. 0,2M roztok HCI byl pfipraven z 35,3 ml

35% kyseliny chlorovodikové a roztok byl doplnén redestilovanou vodou na objem 2000 ml.[**]

2.5.2 Disoluéni zkouska

Samotny disolu¢ni test probihal padelkovou metodou v disolu¢ni aparatuie SOTAX,
kde do kazdé nadoby bylo predlozeno 900 ml kyselého disolucniho média. Test probihal po
dobu 24 hodin a celkem bylo udélano 29 odbéra v pravidelnych ¢asovych intervalech (24krat
po 15 minutach, poté 4krat po 60 minutach, a nakonec lkrat po 24 hodinach). Zkousky byly
provedeny pro kazdou formulaci pfi teplotach 35, 37 a 40°C. Na obrazku 2.3 je vyfocena

pouzitéa disolu¢ni aparatura.

Obrazek 2.3 — Disolu¢ni aparatura SOTAX AT 7 Smart

2.6 Stanoveni uvolnéného mnozstvi lé¢iva

Pro vyhodnoceni disolu¢ni zkousky a stanoveni mnozstvi uvolnéného léCiva byla
pouzita analyticka metoda UV/VIS spektroskopie. Hodnota absorbance byla odecitana

metodou fixni vinové délky (278 nm) s tfibodovou korekci pozadi v rozmezi 251-294 nm.
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Absorbance vzorki odebranych béhem disoluc¢niho testu byla métena proti slepému vzorku

(blank), ktery byl odebiran pii disolu¢nim testu ve stejnych Casovych intervalech jako vzorky

tablet. Pouzita vinova délka odpovida absorpénimu maximu verapamil hydrochloridu. Na

obrazku 2.4 je zobrazeno vzorové spektrum VH.

absorbance

2,5

1,5

0,5

190 210 230 250 270 290 310 330 350

vinova délka [nm]

Obrazek 2.4 — Vzorové spektrum VH

2.7 Vyhodnoceni disolu¢niho profilu

Jednotlivé odebrané vzorky byly analyzovany metodou UV/VIS spektroskopie (viz kap.

2.6) a nameéfené absorbance byly pomoci kalibra¢ni ptimky prepocitdny na mnozstvi 1éCiva.

Nasledn¢ byly pomoci programu GraphPad Prism sestaveny grafy zavislosti mnozstvi 1éCiva

(%) na ¢ase (min), ¢imz byly ziskany disolucni profily pro kazdou formulaci pti dané teplote.

Data byla poté vyhodnocovana matematickymi modely, kinetika I. fadu a Weibulliv model.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Sestaveni kalibrac¢ni primky

Pro stanoveni kalibraéni pfimky bylo pfipraveno 100 ml zasobniho roztoku VH, ktery
byl pfipraven z 20 mg verapamil hydrochloridu a kyselého disolu¢niho média (viz kap. 2.5.1).
Jednotlivé vzorky kalibracni fady byly pfipraveny dvojkovym fedénim. Kazdy pfiipraveny
vzorek byl méfen pii vinové délce 278 nm s tfibodovou korekei pozadi v rozmezi 251-294 nm
proti slepému vzorku (Cisté kyselé disolu¢ni médium). Po prométeni byl sestaven graf zavislosti
absorbance na koncentraci (viz obrazek 3.1), z kterého byla pouzitim linearni regrese ziskana
rovnice piimky (5), kterd byla pouzita pro vypocet mnozstvi uvolnéného verapamil

hydrochloridu.
A =0,0531c — 0,0034 (5)
kde A je absorbance a ¢ je koncentrace VH v mg/100 ml.

1,2
y=0,0531x-0,0034 o
- el

0,8

0,4

0,2

0 5 10 15 20 25
¢ [mg/100ml]

Obrazek 3.1 — Kalibraéni ptimka (Zéavislost absorbance na koncentraci VH
ve vzorku)

3.2 Formulace F1

Tablety formulace F1 obsahujici 30 % retardujici komponenty Compritol® ATO 888
byly pfipraveny metodou ptimého lisovani dle postupu popsaného v kap. 2.4. Poté byl proveden
disolu¢ni test dle kap. 2.5.2 a mnozstvi uvolnéného 1é¢iva bylo stanoveno analytickou metodou

UV/VIS spektroskopie, viz kap. 2.6. Ziskana data byla pomoci kalibra¢ni ptimky pfepocitana
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na mnozstvi uvolnéného VH (%). Disolu¢ni profil F1 byl vyhodnocen pomoci matematického
modelu kinetiky I. fadu a modelem Weibull. Na obrazku 3.2 je zobrazen disolu¢ni profil

formulace F1 pro teploty 35, 37 a 40°C.

100- : : ===
< 80 o}
I
>
ﬁ oo [ 9 g
=
S - F1 40 Weibull model
A\ ——o
- 0,65°° -=+ F1 37 Weibull model
§ © --+ F1 35 Weibull model
>
204 — F1 40 kinetika |. fadu
— F1 37 kinetika I. radu

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600 660
t (min)

Obrazek 3.2 — Disoluéni profily formulace F1 pro teploty 35, 37 a 40°C

Tabulka 3.1 shrnuje parametry modelu kinetiky I. fadu (rychlostni konstanta £ a
maximalni uvolnitelné mnozstvi lé¢iva M.,) pro jednotlivé teploty disolucni zkousky provedené
u této formulace. Jako kritérium pro posouzeni vhodnosti modelu byl zvolen koeficient
determinace R°. Z diivodi nizkého koeficientu determinace u teploty 35°C (viz tabulka 3.1)

nebyl model kinetiky I. fadu pro vyhodnoceni disolu¢niho profilu u této teploty dale pouzit.

Tabulka 3.1 — Parametry modelu kinetiky I. fadu pro formulaci F1

Teplota [°C] k + SD [min] M.+ SD [%] R?[-]
35 000339 = 2,410 86,78 £ 3.5 0.9627
37 0.00623 = 1,410 104.4 £ 0,95 0.9941
40 0.02214 = 4,510 99.28 £ 0.4 0.9939

Tabulka 3.2 shrnuje parametry Weibullova modelu pro jednotlivé teploty disolucni

zkousky provedené u této formulace. Vzhledem k nizkému mnozstvi uvolnéného lé€iva byly
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pomoci nelinedrni regrese stanovovany pouze dva parametry (konstanta 4, a parametr »
charakterizujici tvar disolu¢ni ktivky). Treti parametr (M. maximalni uvolnitelné mnozstvi
1é¢iva) byl zvolen jako konstanta (M. = 100 %). Jako kritérium pro posouzeni vhodnosti

modelu byl zvolen koeficient determinace R°.

Tabulka 3.2 — Parametry Weibullova modelu pro formulaci F1

Teplota [°C] kw = SD [min™] n+ SD [-] R2 [-]
35 0.00805 = 9,510 0.8020 £ 2.1-102 09809
37 0.00423 = 4,910 1.087 £ 2.6:102 0.9952
40 0.02657 £ 3-107 0.9519 £ 2.9-102 0,9943

Z obrazku 3.2 i z vysledkl nelinearni regrese (Tab. 3.1 a 3.2) vyplyva, Ze s rostouci
teplotou se zvySuje rychlost uvoliiovani VH z formulace F1. U teploty 40°C bylo dosazeno
maximalniho uvolnéného mnozstvi 1é¢iva cca po tfech hodinach, zatimco pti 37°C bylo této
hodnoty dosazeno az po cca sedmi hodinach. Pti teploté 35°C se po 10 hod. disolu¢niho testu
uvolnilo cca 80 % verapamil hydrochloridu.

Pti teploté 40°C se kiivky odpovidajici prolozeni disolu¢niho profilu modelem Weibull
a kinetickym modelem 1. fadu témef prekryvaji (viz obrazek 3.2). Parametr # (model Weibull)
pro teplotu 40°C je téméf roven jedné. V piipade€ n = 1 je Weibulliv model formaln€ shodny
s kinetikou prvniho tadu a rychlostni konstanta kinetiky 1. fadu & a konstanta Weibullova
modelu & se Ciseln€ téméf rovnaji (viz tabulka 3.1 a 3.2)

Jelikoz pii teploté 35°C dochézelo k rychlej§imu uvolfiovani 1€Civa, nez odpovida
kinetice 1. fadu, a to zejména na pocatku disolu¢niho testu, nebylo mozné ziskany disolucni
profil kvantitativn€ popsat kinetickym modelem I. fadu.

Vzhledem ktomu, Ze nebylo mozné disolu¢ni profily formulace F1 pfi vSech
sledovanych teplotach vyhodnotit modelem kinetiky prvniho fadu, nebylo mozné aplikovat

Arrheniovu rovnici a stanovit tak aktivacni energii uvolfiovani VH z dané formulace.

3.3 Formulace F2

Tablety formulace F2 obsahovaly 50 % retardujici komponenty Compritol® ATO 888 a
byly pfipraveny metodou pifimého lisovani (kap. 2.4.). Poté byl proveden disolucni test dle kap.
252 a mnozstvi uvolnéného 1éCiva bylo stanoveno analytickou metodou UV/VIS

spektroskopie, viz kap. 2.6. Ziskana data byla pomoci kalibra¢ni piimky piepocitana na
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mnozstvi uvolnéného VH (%). Ziskané disolu¢ni profily byly kvantitativné vyhodnoceny
pomoci kinetického modelu I. fadu a modelu Weibull. Na obrazku 3.3 je zobrazen disolu¢ni

profil 1é¢iva formulace F2 pro teploty 35, 37 a 40°C.

-
-
- -

==+ F2 40 Weibull model
--- F2 37 Weibull model
==- F2 35 Weibull model

uvolnéné mnozsvti VH (%)

— F2 40 kinetika 1. radu

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600 660
t (min)

Obrazek 3.3 — Disoluéni profily formulace F2 pro teploty 35, 37 a 40°C

Tabulka 3.3 shrnuje parametry modelu kinetiky 1. fadu (rychlostni konstanta 4 a
maximalni uvolnitelné mnozstvi lé¢iva M.,) pro jednotlivé teploty disolucni zkousky provedené
u této formulace. Jako kritérium pro posouzeni vhodnosti modelu byl zvolen koeficient
determinace R”. Z diivodli nizkého koeficientu determinace u teploty 35 a 37°C (viz tabulka

3.3) nebyl model kinetiky 1. fadu pro vyhodnoceni disolu¢nich profila u téchto teplot dale

pouzit.

Tabulka 3.3 — Parametry modelu kinetiky I. fadu pro formulaci F2

Teplota [°C] k + SD [min] Moo+ SD [%] R?[-]
35 0004643 = 3.3-10 6830 < 2.3 0.9453
37 0.004130 = 2.8-10 75.46 £ 2.6 0.9580
40 0.01492 = 4,710 90,64 = 0,85 0.9887
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Tabulka 3.4 zobrazuje parametry Weibullova modelu pro jednotlivé teploty disolu¢ni
zkousky provedené u této formulace. Vzhledem k nizkému mnozstvi uvolnéného lé€iva byly
pomoci nelinedrni regrese stanovovany pouze dva parametry (konstanta Weibullova modelu 4
a parametr n charakterizujici tvar disolu¢ni kiivky). Treti parametr (M.) byl zvolen jako
konstanta (M. = 100 %). Jako kritérium pro posouzeni vhodnosti modelu byl zvolen koeficient

determinace R°.

Tabulka 3.4 — Parametry Weibullova modelu pro formulaci F2

Teplota [°C] kw = SD [min™] n+ SD [-] R2 [-]
35 0.01541 = 1.2:107 0.6664 = 1,4-107 0.9871
37 0.01182 = 1-107 0.7249 = 1,5-10° 0.9876
40 0.01723 £ 3-107 0.9633 = 4.4-107 09889

Z obrazku 3.3 i z vysledkd nelinearni regrese (Tab. 3.3 a 3.4) vyplyva, Ze nejvyssi
rychlost uvoliiovani VH z formulace F2 bylo dosazeno pii teploté 40°C. Pti této teploté se cela
davka VH uvolnila cca po 3,5 hod od poc¢atku disoluce. Pii teploté 35 a 37°C se disolucni profily
témet prekryvaji a po 10 hod. od pocatku disolu¢niho testu se uvolnilo pouze cca 70 %
verapamil hydrochloridu.

Pti teploté 40°C se krivky kinetického modelu 1. fadu a modelu Weibull prekryvaji (viz
obrazek 3.3) a parametr n pro model Weibull je téméf roven jedné (Tab. 3.4), coz potvrzuje
skute¢nost, ze pro formulaci F2 je Weibulliv model formalné shodny s kinetikou 1. fadu a
rychlostni konstanta kinetiky 1. fddu k4 a konstanta Weibullova modelu 4, se Ciselné témér
rovnaji (viz tabulka 3.3 a 3.4).

Jelikoz pii teploté 35 a 37°C dochazelo k rychlejsimu uvoliovani 1é¢iva, nez odpovida
kinetice I. fadu, nebylo mozné disoluc¢ni profily pfi téchto teplotich vyhodnotit timto
kinetickym modelem.

Vzhledem ktomu, ze nebylo mozné disolu¢ni profily formulace F2 pii vSech
sledovanych teplotach vyhodnotit modelem kinetiky prvniho fadu, nebylo mozné aplikovat

Arrheniovu rovnici a stanovit tak aktivacni energii uvolfiovani VH z dané formulace.
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ZAVER

Tato bakalarskd prace je zameéfena na vyhodnoceni vlivu teploty na uvolfiovani
modelového 1éCiva verapamil hydrochloridu z lipofilnich matricovych tablet obsahujici jako
retardujici komponentu Compritol® ATO 888. Metodou disolu¢niho testu byla stanovena
rychlost uvolfiovani léCiva pii teplotach 35, 37 a 40°C. Ziskané disolucni profily byly
vyhodnoceny matematickymi modely kinetiky I. fadu a Weibullovym modelem.

U formulace F1 obsahujici 30 % retardujici komponenty bylo zjisténo, ze s rostouct
teplotou roste také rychlost uvolfiovani verapamil hydrochloridu z matricové tablety. U
formulace F2 obsahujici 50 % retardujici komponenty byla rychlost uvoliiovani VH nejvy§si
pii teploté 40°C, zatimco pii teplotach 35 a 37°C se disolu¢ni profily prekryvaly, coz svédci o
stejném mechanismu a rychlosti uvolfiovani modelového 1éCiva.

U formulace F1 obsahujici nizsi podil retardujici komponenty (30%) bylo uvoliiovani
verapamil hydrochloridu rychlejsi nez u formulace F2 obsahujici 50% retardujici komponenty.

V literatuie [30, 31] lze nalézt, ze formulace na bazi Compritolu® 888 ATO jsou vhodné
zejména pro dobfe rozpustna 1éCiva (napf. ve forme hydrochloridi) a rychlost uvoliiovani 1éCiva
kles4 s rostoucim podilem retardujici komponenty v tableté. Tyto zaveéry byly potvrzeny 1
v ramci této bakalarské prace, a navic rozSifeny o ziskané teplotni zavislosti. Data ziskana

v ramci této bakalarské prace budou zakladem pro dalsi vyzkum v dané oblasti.
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PRILOHY

Priloha A— Namétené hodnoty absorbance a vypoctené hodnoty uvolnéného mnozstvi VH (%)
pro formulaci F1 a teploty 35,37 a40°C ... 46
Priloha B — Nameétené hodnoty absorbance a vypoctené hodnoty uvolnéného mnozstvi VH (%)

pro formulaci F2 a teploty 35,37 a40°C ... 47
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Priloha A— Namétené hodnoty absorbance a vypoctené hodnoty uvolnéného mnozstvi VH
(%) pro formulaci F1 a teploty 35, 37 a 40°C

t (min)
0
15
30
45
60
75
90

105
120
135
150
165
180
195
210
225
240
255
270
285
300
315
330
345
360
420
480
540
600

35°C

A£SD
0
0,0617 £ 0,001
0,0886 +0,00003
0,1089 £ 0,001
0,1283 £ 0,001
0,147 £0,001
0,1574 £ 0,001
0,1673 £ 0,004
0,1847 £ 0,0002
0,1946 £ 0,002
0,2077 £ 0,001
0,2174 £0,004
0,2262 £ 0,003
0,236 £ 0,004
0,2487 £ 0,003
0,2553 £0,0001
0,264 £ 0,005
0,2818 £ 0,003
0,2872 £0,002
0,2957 £ 0,006
0,2999 £ 0,001
0,3178 £0,002
0,3272 £0,005
0,3367 £ 0,007
0,3458 £0,002
0,3884 0,004
0,4161 0,009
0,4477 £0,009
0,4729 £ 0,006

¢+ 8D (%)
0
11,04 £0,12
15,59 % 0,005
19.04 £0,18
22,32 40,16
2549 +0,1
2725+0,11
28,92 + 0,62
31,88 £ 0,04
33,55 £0,39
3578 £0,18
37,43 £ 0,64
38,91 £ 0,49
40,58 0,72
42,74 + 0,47
43,85 0,02
4532 40,78
48,33 £ 0,54
4925 031
50,7+ 1
51,41£0,23
54,44 £027
56,03 £0.,9
5764 %12
59,19 0,33
66,4 + 0,64
71,11 £ 1,58
76,46 £ 1,57
80,73 £ 1,06

37°C

A£SD
0
0,0316 £ 0,031
0,0552 £0,051
0,0698 0,065
0,0884 + 0,08
0,1019 £ 0,091
0,1301+0,117
0,1495+0,135
0,1681 0,152
0,1843 +£0,164
0,1944 £ 0,173
0,2074 £0,184
0,2183 +£0,195
0,2252 +£0,201
0,235+0,21
0,2428 £0,217
0,2504 £0,224
0,2563 £0,228
0,2657 £0,236
0,27 +£0,24

0,2757 £0,246
0,279 +0,249

0,2823 £ 0,25

0,2923 £0,259
0,2921 +£0,258
0,3021 0,268
0,3038 £ 0,27

0,305+0,271

0,3036 £0,27
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¢+ 8D (%)
0
11,05 £0,1
19,75 + 1,21
22,72 0,69
29,88 + 0,74
35,54 £ 2,26
43,16 £ 0,72
48,49 £ 0,26
53,66 £ 1,12
61,51 1,96
64,48 £ 1,66
68,8+ 1.88
70,81 0,21
72,79 0,02
75,15 0,91
78,01 % 0,49
80,25 £ 0,68
83,38 £0,74
86,77 £ 1.2
87,94 £ 0,94
88,8 +0,13
89,6 + 0,43
92,41 % 1,6
95,19 1,1
96,51 £ 2,69
98,11 0.9
98,24 £ 0,41
98,2 + 0,06
97,67 £0,16

40°C

A+SD
0
0,165+0,011
0,2844 +£0,014
0,3763 £ 0,006
0,4185+ 0,007
0,476 £ 0,009
0,504 £0,01
0,5265 = 0,008
0,526 + 0,007
0,5501+0,019
0,5615+0,012
0,5439+0,016
0,5658 = 0,007
0,5694 + 0,007
0,585+ 0,003
0,5904 £ 0,001
0,5872 £ 0,006
0,5836 0,005
0,5856 = 0,006
0,5806 = 0,008
0,5824 +£0
0,5814 £ 0,006
0,5859 0,004
0,5824 £ 0,004

¢ % 8D (%)
0
28,53 + 1,83
48,78 +£2.29
64,35 + 1,09
71,51 1,19
81,26 £ 1,44
86 £ 1,75
89,81+ 1,29
89,73 £1,17
93,82 +3,22
9574 2,11
92,76 +2.77
96,47 £ 1,18
97,08 £ 1,26
99.73 + 0,54
100,64 0,17
100,11 % 1,04
99,5+0.8
99.83 + 0,99
98,99 + 1,34
99,29 +0,03
99,12 + 1,09
99,88 £ 0.6
9929 + 0,67



Priloha B — Namétené hodnoty absorbance a vypoctené hodnoty uvolnéného mnozstvi VH
(%) pro formulaci F2 a teploty 35, 37 a 40°C

t (min)

0
15
30
45
60
75
90
105
120
135
150
165
180
195
210
225
240
255
270
285
300
315
330
345
360
420
480
540
600

16,33+ 0,178 0,0852 % 0,00002

35°C
A+SD ¢+ SD (%)
0 0
00653+ 0,001 11,65 £ 0,09
0.093 £0.001
0,1124+ 0,001 19,63 £0.21
0,129+ 0,001 22,44 £0,18
0,1433+ 0,002 24,86 £ 0,34
0,16+0,001  27.69+0,17
0,1725 +£0,0004 29,81 0,07
01824+ 0001  31,5+£02
0,1917 £0,0002 33,06 % 0,03
0,2036 +0,0004 35,08 0,06
02097+ 0,001 36,12 +0.,13
0,2206 +0,0004 37,96 + 0,07
0,229 +0,004 39,39 £0.,63
02389+ 0001 41,07 +0.23
02431+ 0001 41,78 £0,14
02488+ 0,003 42,74 £0.,53
02601+ 0,002 44,66 +0,32
02653+ 0,005 45,54 0,92
02731+ 0,001 46,86 0,16
02915+ 0,003 49,98 +£0,52
02948+ 0,006 50,54 £ 0,99
02932+ 0,005 5027 0,78
03017+ 0007 51,7+ 1,11
03121+0,002 53,48 +0.35
03367+ 0,003 57,65 +0.48
03633+ 0,006 62,15 +0,97
03975+ 0,004 67,94 £0,69
04202+ 0002  71.8+041

37°C

A+ SD
0
0.0568 + 0.0004

0.1066 + 0.001
0.1327 £ 0.001
0.1482 + 0.001
0.161 £0.001

0.1728 + 0.0004
0.1863 + 0.003

0.1986 + 0.0002
0.207 £0.001
0.2182 + 0.002
0.2277 + 0.001
0.2337 £ 0.002
0.2474 £ 0.001

0.2552 £ 0.0005

0.2622 £ 0.0003
0.2715 + 0.002
0.2761 £ 0.001
0.2844 + 0.001

0.2939 + 0.0002

0.3014 £ 0.0003
0.3084 + 0,002

0.3173 £ 0.0002

0.3278 + 0.0002
0.3638 + 0,003
0.3956 + 0,004
0.4168 + 0.003
0.4444 + 0,004
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¢+ SD (%)
0
10.21 + 0,06
15.02 + 0,004
18.64 + 0,09
23.07+0.15
25.69 + 0,1
27.86+0.19
29.86 + 0,06
32.16 £0.5
3424 +0.04
35.66+ 0,19
37.56 + 0,28
39.16 £ 0.1
40,18 + 0,34
42.52+0.11
43.83+ 0,08
45.01 £0.05
46.6 + 038
47374025
4878 +0.13
50,39+ 0.04
51,65+ 0.06
52.85+03
54.35+0.04
56,13+ 0,03
62.24 +0.52
67.63+ 0,72
71.21+047
75.89 + 0.69

40°C

A +SD
0
0.1409 £ 0,005
0.2192 +0.008
0.2717 £ 0.007
0.3472+ 0,02
0.3715+0.01
0.4166 = 0.025
0.4611+0.01
0.4919 £ 0,025
0.5203 £0.015
0.5318 £0.013
0.5325 £ 0.023
0.5493 £0.021
0.5577 £0.015
0.5576 + 0,01
0.559 +0.011
0.5686 + 0.001
0.5735 + 0.006
0.5733 £ 0.005
0.5741+0.01
0.5765 +0.014
0.5728 + 0.009

¢+ SD (%)
0
24,46 +0.9
3773 + 1,29
46,63+ 1,18
5943 + 343
63.54+ 1,72
71,19 + 428
78,74 + 1,76
83.95 + 4.26
88.76 % 2.59
90,72 +2.27
90.83 + 3.82
93,67 + 3,57
95,11 + 2.46
9509+ 1.71
9531+ 1.87
96,96+ 0.11
97.78 + 1.03
97.75+0.9
97.87+1.7
9828 £2.4
97.66 % 1,59
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