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1. UVOD

Uzurbani nacin zivota i nepravilna prehrana u posljednjih nekoliko godina dovele su do
globalnog pada imuniteta ljudske populacije. Jedan od vitamina vaznih za odrzavanje imuniteta
zasigurno je vitamin C (askorbinska kiselina). lako vecina sisavaca proizvodi vitamin C iz
glukoze u jetri, ljudi ga ne mogu sami sintetizirati, stoga se ¢esto koristi u obliku dodataka
prehrani. Dosadasnja istrazivanja ustvrdila su da vitamin C igra vaznu ulogu u prevenciji i
lijeCenju bolesti poput raka, kardiovaskularnih bolesti i prehlade upravo zbog svog
antioksidacijskog djelovanja.

Vitamin C moguce je unositi hranom ili dodacima prehrani koji se nalaze u praskastom obliku
ili u obliku tableta. Tablete su danas najzastupljeniji oblik oralnih dodataka prehrani zbog svoje
lake primjene i brze apsorpcije. Mnogobrojni su postupci i uredaji za izradu tableta, ovisno o
zeljenom obliku i svojstvima. Izuzetno je vazno pratiti parametre kakvoce tableta kako bi ona
zadrzala funkcionalnost tijekom proizvodnje, primjene 1 skladistenja.

Do danas su razvijene mnogobrojne metode za predvidanje svojstava i ukupnih aktivnih tvari
u tabletiranim dodacima prehrani, a na taj nacin se mogu detektirati i lazni lijekovi. Medutim,
te metode su skupe, vremenski dugotrajne te, uz danasnji trend zaStite okolisa, ekoloski
neprihvatljive. Stoga je posljednjih godina sve viSe primjenjivana neinvazivna metoda NIR
spektroskopije koja daje to¢ne i brze rezultate analize sastava pojedinih komponenti.
Snimanjem NIR spektara dobiva se velika koli¢ina podataka koje je potrebno obraditi koristeci
matematicke modele 1 kemometriju.

U radu su pracene fizikalne promjene (elektriéna vodljivost, TDS, pH) u ovisnosti o
koncentraciji vitamina C i punila u tabletama te je procijenjena prikladnost blisko infracrvene
spektroskopije (engl. near infrared spectroscopy, NIR) kao brze i nedestruktivne metode za
pracenje koncentracije aktivne tvari (vitamina C) u tabletama. Snimljeni NIR spektri
podvrgnuti su analizi glavnih komponenata (engl. Principal Components Analysis, PCA) te su
primjenom parcijalne regresije metodom najmanjih kvadrata (engl. partial least squares, PLS)
i umjetnih neuronskih mreza (engl. artificial neural network, ANN) razvijeni modeli za

predvidanje ukupnih aktivnih tvari u tabletiranim dodacima prehrani (vitamin C).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ASKORBINSKA KISELINA (VITAMIN C)

L-askorbinska kiselina (vitamin C) je L-enantiomer askorbinske kiseline i konjugirane kiseline
L-askorbata. Enolni izomer je preferiran u odnosu na keto-izomer zbog moguénosti da tvori
vodikove veze u petoClanom prstenu. Prirodni je vitamin topljiv u vodi te snaZno
antioksidacijsko sredstvo koje djeluje u borbi protiv bakterijskih infekcija neutralizirajuci
slobodne radikale prije nego Sto oStete molekulu DNA i tako potaknu pojavu karcinoma
(Anonymous 4, 2017). Covjek ne moze sam proizvesti niti skladistiti vitamin C, ve¢ ga uzima
kao dodatak prehrani u obliku dodataka prehrani ili kroz hranu. Molekulska formula
askorbinske kiseline je CeHgOs (IUPAC naziv 1,4-lakton 2-keto-L-gulonska kiselina), a
molarna masa 176,12 g mol. Struktura je prikazana na slici 1.
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Slika 1. 2D (lijevo) i 3D (desno) struktura L-askorbinske kiseline (Anonymous 1, 2018)



2.1.1. Postupci dobivanja vitamina C

Velik broj zivih bi¢a u stanju je sintetizirati vlastiti vitamin C, medutim ljudske stanice ne
mogu provesti kljuéni posljedn;ji korak biosinteze vitamina C, pretvorbu L-gulono-y-laktona u
askorbinsku kiselinu, koju katalizira enzim gulonolakton oksidaza budu¢i da je taj enzim, iako
prisutan u ljudi, zapravo neaktivan zbog nakupljanja nekoliko mutacija koje su ga pretvorile u
nefunkcionalni pseudogen (Nishikimi i Yagi, 1991). Trenutno se veéina komercijalno
proizvedene L-askorbinske kiseline sintetizira Reichstein postupkom koriste¢i D-glukozu kao
polazni materijal. Reichstein proces ukljucuje Sest kemijskih koraka i jedan stupanj
fermentacije za oksidaciju D-sorbitola u L-sorbozu, a ukupni prinos proizvoda je oko 50%
(Pappenberger i Hohmann, 2014).

U novije vrijeme, askorbinska kiselina proizvodi se rekombinantnom DNA tehnologijom.
Trenutno postoji Sest procesa fermentacije bakterija za proizvodnju 2-keto-L-gulonske
kiseline, izravnog prekursora L-askorbinske kiseline (Pappenberger i Hohmann, 2014).
Najznacajniji putevi su oksidacija D-sorbitola ili L-sorboze u 2-keto-L-gulonsku kiselinu (2-
KLG) preko intermedijarnog L-sorbozona (sorbitolski put) i oksidacija D-glukoze u 2-keto-L-
gulonat preko D-glukonske kiseline, 2-keto-D-glukonske kiseline i 2,5 diketo-D-glukonske
kiseline (put 2-keto-D-glukonske kiseline). Transformaciju provodi nekoliko sojeva rodova
Pseudomonas i Acetobacter. Neki znanstvenici opisali su metodu za efikasnu proizvodnju L-
askorbinske kiseline u algama. Metoda ukljucuje pocetni rast Chlorella pyrenoidosa u
fermentoru s kontinuiranim dovodom izvora ugljika §to rezultira proizvodnjom 1,45 g L L-

askorbinske kiseline (Survase i sur., 2006).

2.1.2. Uloga vitamina C u organizmu

Organizmu je vitamin C neophodan za sintezu kolagena (vitalna uloga u zacjeljivanju rana),
L-karnitina i1 odredenih neurotransmitera, povecava imunitet poti¢uc¢i aktivnost bijelih krvnih
zrnaca 1 povecavajuci razinu interferona, odgovor antitijela i lu¢enje hormona timusa. Takoder,
vitamin C pomaZe apsorpciju Zeljeza, a samim time i formiranje crvenih krvnih stanica,
pretvara folnu kiselinu u njen aktivni oblik, djeluje kao antihistaminik te na taj nacin moze
pomoc¢i u olakSavanju simptoma alergija. Koristi Se za sprjeCavanje bolesti poput skorbuta te
takoder smanjuje rizik od karcinoma (u Zelucu ili dvanaesniku sprjecava formiranje Stetnih
prooksidansa u Zelu¢anom soku) i kardiovaskularnih bolesti smanjuju¢i oksidaciju LDL

(,,loseg*) kolesterola (Yasaei, 2019).



U raznim pokusima provedenim na sisavcima utvrdena su njegova neuroprotektivna,
antikonvulzivna 1 antidepresivna svojstva ¢ak 1 u milimolarnim koncentracijama. Mozak je
posebno osjetljiv na oksidativna oStecenja zbog brojnih mitohondrija te velike potrebe za
kisikom. Neka istrazivanja pokazala su nedostatak askorbata kod bolesnika s neuropsihickim
bolestima te veliki potencijal vitamina C u lijeCenju depresije. Istrazivanja se joS provode s
pacijentima koji boluju od Alzheimerove ili Parkinsonove bolesti te epilepti¢nih poremecaja.
Vitamin C stiti organizam od oksidativnog stresa tako $to predstavlja glavno citosolno sredstvo
za smanjivanje molekulske mase u podruc¢jima mozga bogatih neuronima, poput hipokampusa
1 neokorteksa. Takoder smanjuje stvaranje proteinskih agregata koji su ukljuceni u patogenezu
razli¢itih neurodegenerativnih bolesti (Bonnet, 2019).

Ljudskom tijelu treba mala koli¢ina vitamina C za bioloSke funkcije, a nedostatak ili viSak

Stetno utjece na ljudsko tijelo. Preporuc¢ene dnevne doze vitamina C prikazane su u tablici 1.

Tablica 1. Preporuc¢ene dnevne doze vitamina C (Anonymous 2, 2018)

STAROST MUSKARCI ZENE TRUDNOCA DOJENJE
0-6 mjeseci 40 mg 40 mg
7-12 mjeseci 50 mg 50 mg
1-3 godine 15 mg 15 mg
4-8 godina 25 mg 25 mg
9-13 godina 45 mg 45 mg
14-18 godina 75 mg 65 mg 80 mg 115 mg
19* godina 90 mg 75 mg 85 mg 120 mg
pusaci pusacima je potrebno 35 mg/dan vise vitamina C od nepusaca

Nedostatak vitamina C na organizam djeluje u obliku umora, krvarenja desni, lakog
zadobivanja modrica, depresije, krvarenja iz nosa, anemije, skorbuta. Simptomi trovanja
vitaminom C ukljucuju glavobolju, poja¢ano mokrenje, gréeve u donjem dijelu trbuha, proljev,
povracanje, vrtoglavicu, drhtavicu (Anonymous 4, 2017). Neki lijekovi, poput aspirina,
tetraciklinskih antibiotika ili oralne kontracepcije, takoder mogu uzrokovati nedostatak
vitamina C. Visoka razina vitamina C (mmol) odrzava se u stanicama 1 tkivima, a najvisa je u
leukocitima (bijelim krvnim stanicama), oc¢ima, nadbubreznoj Zlijezdi, hipofizi i mozgu.
Relativno niske razine vitamina C (umol) nalaze se u izvanstani¢nim tekuc¢inama poput plazme,

crvenih krvnih zrnaca i sline (Anonymous 2, 2018).



2.1.3. lzvori vitamina C

Namirnice bogate vitaminom C su citrusno voce (naranca, limun), krumpir, kelj, brokula,
jagode, ananas, raj¢ica. Dodaci prehrani obi¢no sadrze vitamin C u obliku askorbinske kiseline
koja ima jednaku bioraspolozivost kao §to je prirodna askorbinska kiselina u hrani. Ostali oblici
vitamina C ukljuuju natrijev askorbat, kalcijev askorbat, askorbinska kiselina s
bioflavonoidima i kombinirane proizvode poput Ester-C® koji sadrzi kalcijev askorbat,

dehidroaskorbat, kalcijev treonat, ksilonat i liksonat (Anonymous 2, 2018).

2.2. TABLETE

Tablete su dozirani komprimirani pripravci u obliku okruglih, elipsoidnih, valjkastih i
Cetvrtastih plocica, ravnih ili ispupéenih povr$ina, ostrih ili zaobljenih bridova (Senjkovié,
1994) koji se sastoje od jednog ili vise aktivnih farmaceutskih sastojaka (API) i neaktivnih
sastojaka (pomoc¢ne tvari). Tablete se danas primjenjuju kao najéeséi oblik oralne primjene
lijekova upravo zbog svojih viSestrukih prednosti kao §to su tocnost doziranja, fizicka i
mikrobioloska stabilnost, dugotrajnost te kemijska stabilnost. Tableta moze biti sastavljena od
i) samo djelatne tvari, ii) samo pomoc¢ne tvari, iii) djelatne tvari i pomoc¢ne tvari. Tableta
izradena od samo djelatne tvari nije primjenjiva jer su obi¢no potrebne miligramske kolicine
djelatne tvari, zbog ¢ega je nemoguca izrada i1 primjena tablete. Tablete sastavljene od samo
pomocne tvari su takozvane placebo tablete specificirane za klinic¢ka istraZivanja. NajpoZeljnija
je tableta sastavljena od djelatne tvari (remedium), koja je nositelj terapijskog djelovanja, i
pomocénih tvari (excipientia), koje su nositelji fizickih osobina te omogucavaju postizanje

zeljenih svojstva tablete (Greti¢, 2015). Na slici 2 prikazana je podjela tableta u sedam skupina

VAGINALNE
vaginalettae

prema nacinu primjene.

PERORALNE
tablettae
perorales

LINGVALETE
lingualettae

™~
VRSTE

{ TABLETA |- (...
oriblettae
implantablettae solublettae

Slika 2. Podjela tableta prema primjeni (Senjkovié, 1994)




2.2.1. Pomoc¢ne tvari u izradi tableta

Pomoé¢ne tvari su neutralna sredstva koja se dodaju u ljekovite supstancije prilikom
komprimiranja kako bi pridonijela odredenim fizickim karakteristikama tableta (Senjkovic,
1994). Pomocu njih je moguée oblikovati tabletu i dodati joj Zeljena fizicka svojstva poput
postojanosti, bioraspolozivosti i prihvatljivosti za bolesnika. Pomo¢ne tvari mogu Ciniti vise
od 90 % ukupne mase tableta te je vazno da su kompatibilne s djelatnom tvari, mikrobioloski
ispravne, stabilne, probavljive te fizioloski i kemijski neutralne (Greti¢, 2015). Pomoc¢ne tvari
mogu biti (Senjkovi¢, 1994):

Sredstva za dopunjavanje — povecavaju masu tablete koja sadrzi malu koli¢inu ljekovite
supstancije jakog djelovanja. Neka od sredstava koja se koriste su laktoza, saharoza, Secerni
alkoholi (sorbitol, manitol), $krobni polisaharidi (kukuruzni, pSeni¢ni, krumpirov, rizin),
celuloza, natrijev klorid te dikalcij-fosfat dihidrat.

Vezivna sredstva— povezuju ljekovite supstancije i sredstva za dopunjavanje u vece aglomerate
te na taj nacin poboljSavaju kompresibilnost. Biraju se ovisno o vrsti ljekovite supstancije, a
najcesce se koriste makromolekule prirodnog, polusintetskog ili sintetskog podrijetla u obliku
vodenih ili alkoholnih otopina (Seceri, Skrobni lijepak, Zelatina, celuloza akacija, tragant,
polivinilpirolidon, itd.).

Dezintegratori — olaksavanju raspadanje tableta u vodi tako $to poveéavaju kapilarnost i
pospjesuju adsorpceiju vode Sto dovodi do bubrenja te na taj nacin povecavaju brzinu otapanja
tableta. Najcesce primjenjivana sredstva su modificirani Skrob, natrij-karboksimetil celuloza,
sintetiCki polimeri poput umreZenog polivinilpirolidona te kopolimera umrezene metakrilne
kiseline i divinil benzena (Quodbach i sur., 2013).

Sredstva za klizenje — hidrofobne tvari koje poboljSavaju protjecanje granulata tijekom
tabletiranja, te takoder sluze kao lubrikanti smanjujuéi trenje izmedu granulata i dodirnih
povrsina uredaja za tabletiranje 1 kao antikohezivi. Najdjelotvornija sredstva netopiva u vodi
su magnezij-stearat, stearinska kiselina, talk, hidratantna biljna ulja te topivi natrijev klorid,
natrijev benzoat, natrijev acetat, boratna kiselina.

Boje — mogu biti prirodne i sintetske te topive i netopive, pigmenti i boje-lakovi. Dodaju se
radi estetike te olakSavaju nadzor tijekom proizvodnje.

Korigensi okusa — dodaju se u tablete kako bi neutralizirali slatki okus nekih pomoc¢nih
sastojaka te zamaskirali nezeljeni okus tablete (saharin, ciklamat, heksaminska kiselina,

etericna ulja).



Adsorbensi — vezu tekuée ljekovite sastojke tableta na sebe, a najéeS¢e primjenjivani su skrob,
silicijev dioksid, magnezijev karbonat, magnezijev oksid te ostali.
Ovlazivaci — glicerol i sorbitol dodaju se previse suhim smjesama za tabletiranje, a

hidrofilizatori olakSavaju prodiranje vode u pore Sto olakSava raspadanje tablete (silicijev
dioksid).

2.2.2. Tabletiranje

Tabletiranje (komprimiranje) je postupak aglomeracije usitnjenih krutina ljekovitih sastojaka
tablete 1 pomoc¢nih tvari primjenom tlaka (Senjkovi¢, 1994). Tablete se izraduju pomocu
uredaja za tabletiranje — tabletirke u kojoj ukupni tlak djeluje na sastojke odredeno vrijeme te
se jednoli¢no razdjeljuje po povrsini dajuci joj oblik i potrebnu ¢vrstoéu. Ukupni tlak sastoji se
od primarnog (jednoli¢no razdjeljuje mjesavinu za punjenje matrice), sekundarnog (oblikuje
punjenje i istiskuje zrak) i tercijarnog tlaka (daje oblik i potrebnu tvrdoc¢u tablete) (Gretic,
2015). Sve tabletirke imaju matricu i dva klipa, gornji i donji, kao §to je prikazano na slici 3.
Matrica je Celi¢ni disk sa cilindriénim otvorom ¢iji promjer odgovara promjeru proizvedene
tablete. Dodirna povrsina klipa moze biti ravna, udubljena, ispupCena, sa ugraviranim natpisom

1 sa ispupCenim prorezom koji tabletu dijeli na dva ili Cetiri dijela.

PODESAVANJE
TLAKA
1 LUEVAK ZA DOZIRANJE
GORNJI ——5
KLIP
DONJI KLIP ~3SHAN
B ~ MATRICA
PODESAVANJE
1IZBACAJA TABLETE

PODESAVANJE DUBINE
PUNJENJA

Slika 3. Shematski prikazana ekscentri¢na tabletirka (Greti¢, 2015)



Postoje dva tipa tabletirki: ekscentri¢ne i rotacijske. Kod ekscentri¢nih matrica miruje, a lijevak
za punjenje smjese se pokrece pri cemu smjesu komprimira samo gornji zig. U rotacijskima se
disk s velikim brojem matrica pokrece, dok lijevak miruje. Smjesu komprimiraju dva
nepokretna ziga pri ¢emu se tlak ravnomjerno prenosi preko gornjeg i donjeg klipa te se tako
dobivaju ¢vrsce tablete. Sam postupak sastoji se od nekoliko koraka (slika 4):
i.  granulat iz lijevka istjeGe u matricu u kojoj se nalazi Zig koji ¢e dati Zeljenu
masu tablete
Ii. lijevak se premjesta te se gornji zig spusSta u matricu i zbija smjesu izmedu
zigova
ili.  gornji zig se povlaéi, a donji podiZze izbacujuéi tabletu na vrh matrice te ju

izbacuje u spremnik

Iv.  donji zig se spusta te je tabletirka spremna za prvu fazu tabletiranja

Slika 4. Tijek izrade tableta (Mahmoodi, 2012)

Postoje dva nacina izrade tableta: suhi postupak u koji se ubrajaju i) direktno komprimiranje,
ii) kontinuirano direktno komprimiranje i iii) suha granulacija; te vlazni postupak u koji se
ubrajaju i) vlazna granulacija, ii) kontinuirana vlazna granulacija i iii) granulacija vrtloZenjem.
Direktno komprimiranje najbrza je 1 najceS¢e primjenjivana metoda proizvodnje tableta.
Nedostatak ove metode je da ulazni materijal mora biti nepromjenjivih svojstava inac¢e dolazi
do lijepljenja mjeSavine praha za Zigove §to rezultira velikim gubitcima. Takav nacin koristi se

za izradu tableta koje sadrze ljekovite supstancije osjetljive na vlagu i visoke temperature.



Kontinuirano direktno komprimiranje ukljucuje regulaciju masenog protoka ¢ime se smanjuje
mogucnost lijepljenja za zigove. Suha granulacija zapoCinje tako da se sastojci tablete
komprimiraju pod visokim tlakom te se dobije kompaktna smjesa praskastog materijala u
obliku velike tablete (2 cm). Briketi se melju i prosijavaju da bi se dobili granulati koji su ¢vrsci
1 manje porozni od onih dobivenih vlaznim postupcima. Briketiranje se ponavlja kako bi se
dobile granule odgovaraju¢ih osobina. Kod briketiranja nepotrebno je dodavanje otopine
veziva i susenje granulata. Provodi se u uredajima u kojima se prasak zbija izmedu dva valjka,
a nakon postupka plocasti ¢vrsti kompakti se drobe, prosijavaju i tabletiraju. Uz to, suhi
vlagu i toplinu (Chattoraj i sur., 2018).

Vlaznim granuliranjem sprjecava se neujednacenost doziranja, raslojavanje tableta i1 kalanje
povrsine tableta te se smanjuje koli¢ina zraka jer su Cestice praska prostorno zbijene dodatkom
otopine veziva. Postupak vlaznog granuliranja sastoji se od mijeSanja praskastih sastojaka,
pripreme otopine veziva, ovlazivanja praSaka, gnjecenja, protiskivanja ovlazene smjese kroz
sitne otvore, susenja dobivenog granulata i njegove regranulacije. Veliki broj faza, nedostatak
je ovakvog nacina proizvodnje tableta, ali prednost je Sto vlazni granulirani materijali imaju
manju sklonost lijepljenju. Postupak kontinuirane vlazne granulacije zasada je u testnoj fazi, a
glavna prednost bit ¢e skraceno vrijeme u odnosu na Sarznu vlaznu granulaciju (Chattoraj i
sur., 2018).

Granulacija vrtloZzenjem ubrzani je oblik vlazne granulacije te se postupkom fluidizacije
istovremeno zbiva vise tehnoloskih operacija poput mijesanja, vlaZzenja, aglomeracije i suSenja.
Prednost ovakve vrste granuliranja je moguénost pravilne raspodjele djelatne tvari i smanjeni
gubitak sastojaka. MijeSanjem se praSkasti sastojci pravilno razdjeljuju, vlazenjem dolazi do
aglomeracije 1 povecanja Cestica do Zeljene veliCine. Pri suSenju u vrtloZnom sloju svaka
Cestica prima toplinu, a osuseni je produkt homogen zbog istodobnog mijeSanja. Prskanjem
otopine veziva, Cestice se gomilaju u agregate te zbijaju u granule. Lagane granule dolaze u
doticaj s fino rasprS§enim vezivom, a one povecane mase padaju na dno gdje se nalazi fino sito
te se vezivo za granuliranje uvodi kroz sapnice (Greti¢, 2015).

Uz navedena dva osnovna nacina proizvodnje tableta, postoje 1 alternativne metode formulacije
kao Sto su vruca granulacija i suSenje rasprSivanjem. Medutim, one su jo$ u razvoju, a
pretpostavlja se da ¢e ovim formulacijama biti moguce identificiranje razine lijepljenja uzorka

(Chattoraji sur., 2018).



2.2.3. Parametri kakvoce tableta

Pravovremena karakterizacija i pracenje svojstava tableta poput promjera, debljine, mase i
cvrstoce preduvjet su za kvalitetan lijek. Takoder je potrebno pratiti ujednacenost ljekovite
supstancije te razgradnju, otapanje i otpusStanje lijeka nakon primjene (Greti¢, 2015). Svaka
utvrdena nepravilnost, ne samo da utjece na funkcionalnost lijeka, ve¢ ¢e odgoditi njegovo
odobrenje i izlazak na trziSte, a u slu¢aju naknadnih nepravilnosti, proizvod je moguce povuci
s trziSta, Sto je veliki ekonomski gubitak. Navedena fizikalno-mehanicka svojstva tableta
analiziraju se i prate klasiénim farmakopejskim i nefarmakopejskim metodama. Danas su
dostupne nove tehnike neinvazivne karakterizacije fizikalno-mehanickih svojstava tableta, a
neke od njih su: bliska infracrvena spektroskopija, Ramanska spektroskopija, rendgenska
mikrotomografija, nuklearno magnetska rezonanca (NMR), lasersko inducirana raspadljiva

spektroskopija te razne akusti¢ne i termicke tehnike (Vivek i sur., 2017).

Promjer i debljina tableta
Svaka tableta mora biti jednolicnog oblika, veli¢ine i boje, glatke povrSine i1 neoStecenih
rubova. Promjer tablete ovisan je 0 njenoj masi. Debljina tablete varira ovisno o gustoci

granulata i primijenjenom tlaku pri komprimiranju (Greti¢, 2015).

Cvrstocéa

Cvrstoca tablete bitna je kako bi tableta zadrzala formu tijekom proizvodnje, pakiranja,
transporta i primjene. Uredaji za odredivanje tvrdoc¢e rade na principu mjerenja sile u trenutku
loma tablete. Dijametrijsko ispitivanje tvrdoce tableta provodi se postavljanjem tablete
okomito na njenu zaobljenu stranu (okrugle tablete) ili duz najduze duljine (ovalne tablete) na
platformi. Tableta se zatim drobi pomocu cilindri¢ne sonde koja se kre¢e konstantnom brzinom

(Vivek i sur., 2017).

Rastrosljivost

RastroSljivost se ispituje podvrgavanjem tablete ravnomjernoj rotaciji u bubnju kroz odredeno
vrijeme pri ¢emu nastaje trenje medu tabletama te izmedu stjenke samog uredaja i tableta, Sto
rezultira lomljenjem tableta u odredenoj ravnini, a rezultati se izrazavaju kao postotak gubitka

mase tablete (Greti¢, 2015).

Raspadljivost
Raspadljivost tablete na osnovne sastojke ispituje se u uredajima sastavljenima od staklenih
cijevi sa sitima od nehrdajuceg cCelika, plasticnih diskova za umetanje u cijevi, posude za

uronjavanje u cijevi i mehanizma za pokretanje stalka s cijevima (Senjkovi¢, 1994).
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Oslobadanje ljekovite supstancije

Otapanje ¢vrstih ¢estica u molekularno disperzno stanje bez raspadanja ljekovite supstancije te
njihove apsorpcije u tijelo ispituje se u zatvorenim i otvorenim sustavima mijeSanjem u tekucini
za ispitivanje simulirajuéi fizioloSske uvjete (pH, temperaturu, broj okretaja). Pogodnim
analitickim postupkom pojedinacno se odreduje sadrzaj djelatne tvari u 10 sluc¢ajno odabranih

tableta (Greti¢, 2015).

2.3. METODE ZA DETEKCIJU AKTIVNIH TVARI TABLETA

2.3.1. NIR spektroskopija

Kako bi se osigurao razvoj proizvoda i kontrola kvalitete, blisko infracrvena (NIR)
spektroskopija postala je prihva¢ena metoda za kvalitativne i kvantitativne analize aktivnih
tvari (Vivek i sur., 2017). Analize NIR spektara mogu se provesti pomo¢u matematic¢kih
modela i multivarijatne analize (kemometrija). NIR spektroskopija temelji se na apsorpciji
elektromagnetskog zracenja na valnim duljinama u rasponu od 780 do 2500 nm (Anonymous
3, 2018). Kvalitativne i kvantitativne informacije koje nastaju posljedica su interakcije
elektromagnetskin valova u blizini infracrvenog spektra sa sastavnicama uzorka. NIR
analizatori sastoje se od izvora zra¢enja, monokromatora, reflektora, detektora, transmitora i
racunala. Rade na principu prolaska izvora svjetlosti kroz monokromator koji propusta samo
svjetlost odabrane valne duljine te ona djeluje uzajamno s uzorkom. Detektor mjeri propusnost
(koli¢ina svjetlosti koja prolazi kroz uzorak) i apsorbanciju (koli¢ina svjetlosti koju apsorbira
uzorak). Svjetlost koja prolazi kroz uzorak detektira se 1 pretvara pomocu transmitora u
informacije koje se ocitavaju na racunalu te se rezultati ispisuju u obliku NIR spektara (slika
5).
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Slika 5. Osnovni princip rada NIR spektrometra (Vivek i sur., 2017)

NIR spektri sastoje se od velikog broja podataka te ih je potrebno sustavno obraditi razvojem
modela potpomognutim kemometrijom, odnosno potrebno je razviti kalibracijske modele koji
koriste velike skupove podataka i validaciju razvijenih modela kako bi se spektri pouzdano
koristili za kvalitativno i kvantitativno ispitivanje materijala (Vivek i sur., 2017). NIR je
neinvazivna brza metoda, koja ne zahtijeva gotovo nikakvu pripremu uzorka. Takoder
omogucuje istovremeno mjerenje i odredivanje fizikalnih i kemijskih parametara i moze se
primijeniti za Sirok raspon uzoraka. Uz to, NIR spada medu najbrze analiticke tehnike gdje
skeniranje tableta na NIR instrumentu traje do nekoliko sekundi (Vivek i sur., 2017).
Rukovanje NIR instrumentima zahtjeva minimalni trening i nadzor.

Uz ove prednosti, NIR je suocen s nekoliko izazova poput niske osjetljivosti, velikog odaziva
Suma 1 dugotrajne obrade podataka nakon skeniranja. NIR spektri pokazuju fizicka 1 kemijska
svojstva cjelokupnog uzorka, a ne pojedina¢nih komponenata. Nadalje, sve moguce varijable
moraju se uzeti u obzir kako bi se razvio ¢vrst kalibracijski model. Svaka promjena u sustavu
ili pojava nepoznate varijable utje¢e na pouzdanost modela (Vivek i sur., 2017).

Razvojem tehnologije, napredovala je i NIR metoda analize. Tako su konvencionalni NIR
spektri s jednom tockom zamijenjeni NIR snimanjem prilikom ¢ega se stvara trodimenzionalni
skup podataka gdje su prostorne informacije i spektralni podaci analiziranog uzorka prikazani
na tri osi (Vivek i sur., 2017). Podaci se pojavljuju u obliku kemijske karte koja prikazuje
povrsinu uzorka te se moze upotrijebiti u otkrivanju fizi¢kih 1 funkcionalnih svojstava uzorka,
npr. koncentracija lijeka ili postojanje necCisto¢a i vlage. NIR slike pogodnije su od NIR
spektara jer nije potrebna kalibracija u kvantitativnoj analizi, odreduju fizi¢ku i kemijsku

homogenost uzorka te omogucuju prikupljanje podataka iz vise uzoraka paralelno.
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NIR je danas Siroko rasprostranjena tehnika u analizi fizikalnih, kemijskih i funkcionalnih
svojstava tableta kao $to su razlikovanje tableta razli¢itih koncentracija aktivnih tvari,
predvidanje jacine loma tableta pri razliitim silama i predvidanje brzine otapanja
karbamazepina u tabletama (Vivek i sur., 2017). Takoder koriste se za procjenu homogenosti

sastava tableta i otkrivanje oSte¢enja tableta.

2.3.2. Kemometrija

Kemometrija je kombinacija matematickih, statistickih i drugih logi¢kih pristupa koja se koristi
za ucinkovito upravljanje i tumacenje izvedenih podataka (Haswell, 1992). Kemometrija
koristi razli¢ite multivarijatne tehnike, kao Sto su regresija glavnih komponenti (PCR) i
parcijalni najmanji kvadrati (PLS), kako bi se izgradili modeli s koriStenjem referentnih
kemijskih podataka dobivenih drugim analitickim tehnikama. Medutim, u slucaju visoke
nelinearnosti, navedene tehnike dovode do znacajnih pogresaka.

PCA (Principal component alalysis) je kemometrijska metoda multivarijantnog modeliranja i
analize tabli¢nih podataka koji sadrze medusobno zavisne varijable. PCA izabire najvaznije
podatke te ih uzima kao nove varijable (glavne komponente) prikazuju¢i na grafu slicnosti i
razlike medu uzorcima u obliku toc¢kica (Bendelja i sur., 2018). Vizualizacija podataka pomocu
razli¢itih sustava za ucrtavanje moguca je kada je izmjereno vise od tri varijable (Kamal-Eldin,
1997). PCA kvantificira interakcije varijabli izraunavanjem matrice korelacija za cijelu bazu
podataka. Matrica korelacija se faktorizira u dvije matrice pomoc¢u matematickog alata za
vlastitu analizu (Prusac, 2019). Na taj nacin dobivaju se medusobno neovisne osi (glavne
komponente) koje opisuju skup podataka. To su linearne kombinacije izvornih varijabli koje
proizlaze iz prirodnih asocijacija medu varijablama (Jurina 1 sur., 2018).

Djelomic¢na regresija najmanjih kvadrata (PLS regresijski model - Partial least squares
regression) je metoda modeliranja koja se temelji na viSestrukoj regresiji i analizi glavne
komponente za upotrebu u kemometriji (Bendelja i sur., 2018). Upotrebljava se za predvidanje
skupa zavisnih varijabli (X) iz skupa nezavisnih varijabli (prediktori, Y) (Jurina i sur., 2018).
Na temelju izradunatog koeficijenta determinacije procijenjena je ispravnost PLS regresije (R?)
za kalibraciju i validaciju modela i srednja vrijednost korijena kvadratne vrijednosti pogreske
(RMSE) (Bendelja i sur., 2018).
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2.3.3. Umjetne neuronske mreze (ANN - artificial neural networks)

Umjetne neuronske mreze su samoprilagodljivi i masivno paralelni sustavi strojnog ucenja
sastavljeni od slojeva procesnih elemenata (neurona), a koriste se za rjeSavanje problema
prepoznavanja uzoraka izgradnjom nelinearnih modela koji se koriste za predvidanje obrazaca
koji nisu od prije poznati (Han i sur., 2018). Struktura i funkcija ANN nadahnuti su
organizacijom i funkcijom ljudskog mozga (Zheng, 2011). Podgrupa elementa obrade naziva
se sloj u mrezi. Prvi sloj ¢ine ulazni podaci (input), a posljednji sloj ¢ine izlazni podaci (output)
izmedu kojih mogu postojati dodatni (skriveni) slojevi (slika 6).

Input sloj

djelatna tvar

Output

sredstvo

holiina

Slika 6. Struktura neuronske mreze (Han i sur., 2018)

Neuronska mreza moze se trenirati za izvrSavanje odredenih funkcija. Sve umjetne neuronske
mreze podijeljene su u dvije kategorije, ovisno o na¢inu na koji u¢e: 1) ucenje pod nadzorom i
i1) ucenje bez nadzora. U nadzornom uc¢enju mreza je obucena tako da dobiva input-e i output-
e prilagodavajuci tezinu veze na nacin da se njen output podudara sa stvarnim outputom u
iterativnom procesu dok se ne postigne Zeljeni rezultat. U¢enje bez nadzora osigurano je samo
s input-ima, bez poznatih odgovora (Amato i sur., 2013). Mreza mora razviti vlastitu
reprezentaciju ulaznih podrazaja grupiranjem ulaznih podataka i1 pronalaZzenjem obiljezja
svojstvenih problema. U farmaceutskoj industriji, ANN se danas Cesto koriste za predvidanje

loma i raspada tableta (Akseli i sur., 2016).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije

- vitamin C (dm-drogerie markt GmbH, Karlsruhe, Njemacka)

- laktoza (dm-drogerie markt GmbH, Karlsruhe, Njemacka)

- Skrob (Fisher Scientific U.K. Limited, Loughborough, Ujedinjeno Kraljevstvo)

- destilirana voda

- kalijev dikromat (K2Cr207) (Fisher Scientific U.K. Limited, Loughborough, UK)

- sumporna kiselina (H2SO4) (CARLO ERBA Reagents S.A.S, Barcelona, Spanjolska)
- kalijev permanganat (KMnO4) (GRAM-MOL d.0.0., Zagreb, Hrvatska)

3.1.2. Laboratorijski pribor

- staklene ¢ase volumena: 100, 200, 1500 mL

- staklene pipete volumena: 1, 5, 10 mL

- stakleni lijevak

- stakleni Stapi¢

- odmjerne tikvice volumena: 25, 50, 100, 200 mL
- menzura volumena 1000 mL

- plasti¢ne kivete volumena 3 mL za spektroskopiju
- staklene epruvete

- Spatula

- eksikator

3.1.3. Uredaji i software

NIR spektrometar (NIR-128-1.7-USB/6.25/50 um Control Development inc., South Bend,
Indiana, SAD) s pripadajuc¢im softwareom Spec32 (Control Development inc., South Bend,
Indiana, SAD)

- magnetna mjeSalica (Heidolph Instruments, Schwabach, Njemacka)

- vorteks (BiosanVortex V1 Puls, Riga, Latvija)

- analiti¢ka vaga (Sartorius TE214-SOCE, Géttingen, Njemacka)

- tabletirka - laboratorijska izvedba
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- pH-metar (Jenco 601A, Schaumburg, SAD)

- konduktometar (SevenCompact, MettlerToledo, Kiisnacht, Svicarska)

- pomi¢no mjerilo

- spektrofotometar (Biochrom Libra S11, Cambridge, Engleska)
- Statistica v.10.0 (StatSoft, Tulsa, SAD)
- The Unscrambler® X 10.4 (CAMO software, Oslo, Norveska)

3.2. METODE

3.2.1. Proizvodnja tableta

Proizvodnja tableta provodi se pomocu rucne tabletirke domace izrade. Tablete se izraduju

prema prethodno provedenom pokusu optimiranja, kojim je dobiveno da je optimalan sastav i

koli¢ina punila koja se koristi u proizvodnji tableta vitamina C: promjer tablete 8 mm i ukupna

masa tablete 0,4 g (podaci nisu prikazani u ovom radu). Koli¢ina aktivne tvari za suho

komprimiranje ograni¢ena je na 30 % ukupne mase tablete. Prilikom formulacije tableta

izra¢un se provodi s obzirom na aktivnu tvar, dok se koli¢ina pomo¢ne tvari prilagodava ovisno

o izraCunatoj masi aktivne tvari. Oznake i sastav proizvedenih tableta prikazan je u tablici 2.

Tablica 2. Sastav tableta

OZNAKA Preporuceni "
: VITAMIN C [g] LAKTOZA [g] SKROB [g]

TABLETE dnevni unos [%]
1 150,0 0,120 0,26 0,02
2 137,5 0,110 0,27 0,02
3 120,0 0,100 0,28 0,02
4 112,5 0,090 0,29 0,02
5 100,0 0,080 0,30 0,02
6 87,5 0,070 0,31 0,02
7 75,0 0,060 0,32 0,02
8 62,5 0,050 0,33 0,02
9 50,0 0,040 0,34 0,02
10 37,5 0,030 0,35 0,02
11 25,0 0,020 0,36 0,02
12 12,5 0,010 0,37 0,02
13 0,0 0 0,38 0,02
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Najprije je potrebno na analitickoj vagi (Sartorius TE214-SOCE, Njemacka) izvgati sve
potrebne praSkaste sastojke (vitamin C, laktoza, Skrob). Odvagana 1 dobro homogenizirana
praskasta mjesavina (0,4 g) ubaci se u tabletirku kuéne izrade (slika 7) koja se sastoji od: kalupa
(1) promjera 8§ mm i postavi na bazu uredaja za tabletiranje (2). Ventil za regulaciju tlaka na
hidraulickom cilindru tijekom tabletiranja mora biti zatvoren (3). Tabletiranje se provodi
pomocu poluge (4) koja se ru¢no pomice sve dok se ne ostvari komprimiranje smjese tj. dok
se ne postigne zadana sila pritiska hidraulickog cilindra od 2 tone. Nakon zavrSetka
komprimiranja otvara se ventil na hidraulickom cilindru (3) ¢ime se omogucuje snizenje tlaka
u cilindru 1 otpustanje tablete iz kalupa. Za uklanjanje tablete iz kalupa potrebno je izvuéi

podloZenu plocicu (5) iz lezista kalupa. Svaka tableta proizvodi se 6 puta.

e = — e - e

Slika 7. Tabletirka: 1) kalup, 2) baza, 3) ventil za regulaciju tlaka, 4) poluga, 5) plocica za

otpustanje tableta (vlastita fotografija)

3.2.2. Priprema uzoraka

Priprema vodenih otopina laktoze za kalibraciju

Razli¢ite mase laktoze (dm-drogerie markt GmbH, Karlsruhe, Njemacka) prikazane u tablici 3
izvagane su na analiti¢koj vagi (Sartorius TE214-SOCE, GOttingen, Njemacka) i otopljene u

900 mL destilirane vode te je otopina podvrgnuta mijeSanju na magnetnoj mjesalici (Heidolph
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Instruments, Schwabach, Njemacka) pri 250 rpm. Tako pripremljenim uzorcima mjerena su
pH, vodljivost i TDS.

Priprema vodenih otopina vitamina C za kalibraciju

Razlic¢ite koncentracije vitamina C (dm-drogerie markt GmbH, Karlsruhe, Njemacka)
prikazane u tablici 3 takoder su izvagane i otopljene u 900 mL destilirane vode te je otopina
podvrgnuta mijeSanju na magnetnoj mjesalici (Heidolph Instruments, Schwabach, Njemacka)
pri 250 rpm. Tako pripremljenim uzorcima mjerena su pH, vodljivost i TDS na istom principu

kao i kod laktoze.

Tablica 3. Prikaz odvaga vitamina C i laktoze koristenih u otopinama za kalibraciju

oznaka tablete masa vitamina C u prahu [qg] masa laktoze [g]
1 0,120 0,26
2 0,110 0,27
3 0,100 0,28
4 0,090 0,29
5 0,080 0,30
6 0,070 0,31
7 0,060 0,32
8 0,050 0,33
9 0,040 0,34
10 0,030 0,35
11 0,020 0,36
12 0,010 0,37
13 0,000 0,38

Priprema otopina tableta za analizu

Uzorci za analize pripremaju se otapanjem 1 tablete u 900 mL destilirane vode u staklenoj ¢asi
volumena 1,5 L. Tako pripremljena otopina ostavi se 2 minute na magnetnoj mijesalici
(Heidolph Instruments, Schwabach, Njemacka) pri 250 rpm da se homogenizira te se svjeza

otopina koristi za daljnje analize.
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3.2.3. Analiza komprimata

Masa, promjer, debljina

Nakon komprimiranja, tabletama se odreduju debljina i promjer pomocu pomicne mjerke te

masa pomocu analiticke vage (Sartorius TE214-SOCE, Njemacka).

NIR spektroskopija

Kontinuirani NIR spektri kalibracijskih otopina laktoze i vitamina C, te pripremljenih otopina
tableta snimaju se u rasponu valnih duljina A = 904 - 1699 nm primjenom NIR spektometra
(NIR-128-1.7-USB/6.25/50 pm Control Development inc., South Bend, Indiana, SAD)
povezanog s racunalom. Promjena apsorbancije pri valnim duljinama od A = 904 - 1699 nm
analizira se primjenom programskog paketa Control Development Spec 32 (Control
Development inc., South Bend, Indiana, SAD). Prilikom mjerenja koristi se kvarcna Kiveta od

3 mL i nastavak za tekuce uzorke. Svaka se otopina snima u tri paralele.

pH vrijednost

pH vrijednost otopina odreduje pomoc¢u pH-metra (Jenco 601A, Schaumburg, SAD) direktnim
uranjanjem pH sonde u svjeze pripremljene otopine. Prije mjerenja potrebno je izbazdariti pH

metar standardnim otopinama pH=4 i pH=7. Provode se tri paralelna mjerenja.

TDS i vodljivost

Elektri¢na vodljivost i udio otopljenih ¢vrstih tvari (TDS) odreduju se pomocu konduktometra
(SevenCompact, MettlerToledo, Kiisnacht, Svicarska) uranjanjem sonde u svjeZe pripremljenu

otopinu. Svaki uzorak se mjerio u tri paralele.

Spektrofotometrijsko odredivanje vitamina C pomocu kalijevog dikromata (K2Cr207) u
kiselom mediju

Metoda se temelji na reakciji vitamina C sa kalijevim dikromatom u kiselom mediju pri cemu
dolazi do smanjenja absorbance pri 350 nm zbog promjene boje otopine kalijevog dikromata.
Standardne otopine vitamina C pripremaju se u koncentracijama 0,002 do 0,040 g L%,
otapanjem odgovarajuce koli¢ine vitamina C u destiliranoj vodi. Otopina K>Cr.O7 (500 ppm)

priprema se otapanjem 0,05 g kristalnog kalijevog dikromata u 0,1 M otopini H2SO4 u
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odmijernoj tikvici do ukupnog volumena 100 mL. U staklenu epruvetu otpipetira se 10 mL
otopine askorbinske kiseline i 10 mL otopine K>Cr207. MjeSavina se vorteksira i odmah nakon
mijesanja izmjeri se absorbancija otopine pri 325 nm na spektrofotometru (Biochrom Libra
S11, Cambridge, Engleska). Slijepa proba priprema se mijesanjem 10 mL destilirane vode sa
10 mL otopine K2Cr207 i o¢itavanjem absorbancije pri 350 nm.

Vitamin C reagira sa K2Cr.O7 pri ¢emu dolazi do smanjenja A350 s obzirom na koncentraciju
vitamina C. Smanjenje A350 (AA) definirano je prema sljedecoj jednadzbi:

AA = Asp — Auzorak [1]

Gdje je AA promjena absorbancije pri 350 nm, Asp je absorbancija slijepe probe, a Auzorak j€
izmjerena absorbancija uzorka nakon reakcije sa vitaminom C. Bazdarni dijagram crta se kao

ovisnost koncentracije vitamina C (x-os) i AA pri 350 nm (y-0S) prikazano na slici 8.

Dikromat
0,5
0,4
0,3
<<

0,2

y =3,2042x

R?=0,9883
0,1
0

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

clgl

Slika 8. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji vitamina C odredeno

spektrofotometrijskom metodom pomocu kalijevg dikoromata

Dobivena je jednadZba bazdarnog pravca koja glasi:

y =3,2042 X 2]
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Spektrofotometrijsko odredivanje vitamina C pomocu kalijevog permanganata (KMnOas) u
kiselom mediju
Metoda se temelji na reakciji vitamina C sa kalijevim permanganatom u kiselom mediju pri
¢emu dolazi do smanjenja absorbance pri 525 nm zbog promjene boje otopine kalijevog
permanganata.

2 KMnOg4 + 5 CgHgOp + 3 H2SO4 — 2 MnSO4 + 5 CsHeOp + K2SO4 + 8 H20 [3]

Standardne otopine vitamina C pripremaju se u koncentracijama 0,001 do 0,020 g L7,
otapanjem odgovaraju¢e koli¢ine vitamina C (dm-drogerie markt GmbH, Karlsruhe,
Njemacka) u destiliranoj vodi. Otopina KMnO4 (100 ppm) priprema se otapanjem 0,01 g
kristalnog kalijevog permanganata (GRAM-MOL d.o0.0., Zagreb, Hrvatska) u 0,1 M otopini
H2SOs (CARLO ERBA Reagents S.A.S, Barcelona, Spanjolska) u odmjernoj tikvici do
ukupnog volumena 100 mL. U staklenu epruvetu otpipetira se 10 mL otopine askorbinske
kiseline i 10 mL otopine KMnOs. Mje$avina se vorteksira (BiosanVortex V1 Pus, Latvija) i
odmah nakon mijeSanja izmjeri se apsorbancija otopine pri 525 nm na spektrofotometru
(Biochrom Libra S11, Cambridge, Engleska). Slijepa proba priprema se mijeSanjem 10 mL
destilirane vode sa 10 mL otopine KMnQg i o¢itavanjem absorbancije pri 525 nm.

Vitamin C reagira sa KMnOg pri ¢emu dolazi do smanjenja A525 s obzirom na koncentraciju
vitamina C. Smanjenje A525 (AA) definirano je takoder prema jednadzbi [1] gdje je AA
promjena absorbancije pri 525 nm, Asp je absorbancija slijepe probe, a Auzorak j€ izmjerena
absorbancija uzorka nakon reakcije sa vitaminom C. BaZdarni dijagram crta se kao ovisnost

koncentracije vitamina C (x-os) i AA pri 525 nm (y-0s) prikazano na slici 9.

Permanganat

0,6
0,5
0,4

< 0,3

0,2
y =4,0829x

01 R =0,9926

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14
clgl

Slika 9. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji vitamina C odredeno

spektrofotometrijskom metodom pomocu kalijevg permanganata
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Dobivena je jednadzba bazdarnog pravca koja glasi:

y = 4,0829 x [4]

3.2.4. Analiza podataka i modeliranje

NIR — spektroskopija

Za snimanje uzoraka koristen je NIR-128-1.7USB/6.25/50 um skeniraju¢i monokromator
(Control Development, South Bend, Indiana, SAD) s instaliranim pripadajué¢im softwareom
Spec32 (Control Development, South Bend, Indiana, SAD) u rasponu valnih duljina od 904 do
1699 nm Svaki uzorak je prethodno dobro homogenziran na vorteksu (BiosanVortex V1 Puls,
Riga, Latvija) te je sniman u plasti¢noj kiveti od 3 mL. Pripremljene kivete postavljane su na
postolje s poklopcem u svrhu sprjecavanja utjecaja vanjskog izvora svjetla. Svaki uzorak
snimljen je 3 puta. Podaci su pohranjeni kao .xls datoteke u softwareu Microsoft Office Excel

te su kasnije koriSteni za obradu podataka PCA metodom.

Analiza glavnih komponenata (PCA)

Analiza glavnih komponenti (PCA) koriStena je za identificiranje uzoraka i1 naglasavanje
slicnosti 1 razlika u podacima pojedinog skupa eksperimenata. Cilj PCA je izvu¢i vazne
informacije iz podatkovne tablice i izraziti tu informaciju kao skup novih ortogonalnih varijabli
koje nazivamo glavnim komponentama ili ¢imbenicima. Sirovi spektri koriSteni su za
provodenje analize glavnih komponenti (PCA) pomoéu softvera Unscrambler® X 10.4
(software CAMO, Norveska). Da bi se predvidjela ukupna koli¢ina aktivnih tvari u vitaminu
C na temelju NIR spektara, primijenjena je parcijalna regresija najmanjih kvadrata (PLS). PLS
predvidanje postize se ekstrakcijom skupa ortogonalnih faktora koji se nazivaju latentne

varijable koje imaju najbolju prediktivnu snagu prediktora.

PLS modeli

Modeli parcijalnih najmanjih kvadrata (PLS) razvijeni su iz rezultata analize glavnih
komponenti (PCA) NIR spektara vodenih otopina vitamina C, laktoze i proizvedenih tableta.
PLS regresijsko modeliranje provedeno je na sirovim NIR spektrima koristenjem softvera
Unscrambler® X 10.4, software (CAMO software, Norway).
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Prikladnost PLS modela za predvidanje fizikalnih i kemijskih karakteristika otopina vitamina
C, laktoze i pripremljenih tableta procijenjena je temeljem vrijednosti koeficijenata
determinacije, standardne pogreske i srednje kvadratne pogreske (Root Mean Square Error —
RMSE). Kao ulazni parametri koristili su se rezultati pH, TDS, vodljivosti i NIR spektara te je

pomocu njih predvidena koncentracija laktoze i vitamina C u otopinama tableta.

Umjetne neuronske mreze

Na temelju NIR spektara, razvijene su i umjetne neuronske mreze (ANN) za predvidanje
sastava tableta. Razvijene su viSeslojne perceptronske mreze u softwareu Statistica v.10.0
(StatSoft, Tulsa, USA) koje su sadrzavale 4-11 neurona u skrivenom sloju. Na temelju PLS
analize odabrano je prvih 10 najprikladnijih PCA faktora i koristeni su kao ulazne varijable za
ANN. Razvoj umjetne neuronske mreze (ANN) proveden je s odvajanjem podataka u trening,
test i validaciju u 4 razli¢ita omjera (60:20:20, 50:30:20, 70:20:10 i 70:15:15) od kojih se omjer
70:20:10 pokazao kao najprikladniji. Optimalne neuronske mreze odabrane su na temelju
linearnog koeficijenta korelacije (R?) i vrijednosti srednje kvadratne pogreske (RMSE).
Vrijednosti R? trebale su biti §to je mogude blize 1. Dakle, dobar model bi imao R? vrijednosti
iznad 0,90. Vrijednosti izmedu 0,70 1 0,90 ukazuju na to da se modeli mogu smatrati prili€no
preciznima, a vrijednosti ispod 0,70 ukazuju na to da se model moze koristiti za kvalitativno
razlikovanje bez moguénosti koriStenja u kvantitativnom predvidanju. Pomoéu ANN
predvidena je koncentracija laktoze 1 vitamina C u otopinama temeljem mjerenja pH, TDS,

vodljivosti i faktora PCA analize.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. FIZIKALNA SVOJSTVA

4.1.1. Debljina, promjer i masa

Mjesavine laktoze, Skroba i vitamina C podvrgnute su procesu tabletiranja. Sve su mjesavine
tabletirane pomocu ruéne tabletirke domace izrade kako bi se dobile tablete promjera 8 mm i
ukupne mase 0,4 g. Gotove tablete podvrgnute su standardnim ispitivanjima fizikalnih
svojstava kako bi se ustvrdila njihova ujednacenost i odstupanja koja bi mogla utjecati na
funkcionalnost tablete. Ispitivanje je provedeno na uzorku od 13 tableta razli¢itog sastava
(tablica 3) u tri paralele te su debljina, promjer i masa izrazene kao srednje vrijednost svih

mjerenja uz pripadne standardne devijacije. Rezultati su prikazani u tablici 4.

Tablica 4. Fizikalna svojstva tableta. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (n=3) +

standardna devijacija.
TABLETA DEBLJINA [cm] PROMJER [cm] MASA [g]
1 0,584 + 0,0073 0,802 £ 0,0035 0,384 + 0,0026
2 0,606 + 0,0073 0,809 £ 0,0035 0,383 £ 0,0026
3 0,600 + 0,0073 0,808 £ 0,0035 0,382 + 0,0026
4 0,600 + 0,0073 0,800 £ 0,0035 0,385 £ 0,0026
5 0,599 + 0,0073 0,805 £ 0,0035 0,386 + 0,0026
6 0,605 + 0,0073 0,807 £ 0,0035 0,387 £ 0,0026
7 0,610 + 0,0073 0,808 £+ 0,0035 0,386 + 0,0026
8 0,604 + 0,0073 0,801 £ 0,0035 0,388 £ 0,0026
9 0,605 + 0,0073 0,803 £ 0,0035 0,390 + 0,0026
10 0,591 + 0,0073 0,800 £ 0,0035 0,385 £ 0,0026
11 0,602 + 0,0073 0,801 £ 0,0035 0,390 + 0,0026
12 0,611 + 0,0073 0,807 £ 0,0035 0,386 £+ 0,0026
13 0,600 + 0,0073 0,801 £ 0,0035 0,389 + 0,0026

Iz rezultata prikazanih u tablici 4 vidljivo je da srednje vrijednosti promjera tableta ne variraju
znacajno te se kre¢u u rasponu od 0,800 — 0,809 cm. Promjer tablete definiran je kalupom
tabletirke. Debljina tablete varira u rasponu od 0,584 — 0,611 cm. Veca odstupanja u debljini

tablete pripisuju se jacini komprimiranja i primijenjenom tlaku. Kao najznacajniji kriterij
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odabrano je odstupanje u masi tableta zbog ¢injenice da ¢e masa tablete znacajno utjecati na
doziranje djelatne tvari. Najveca odstupanja uo¢ena su upravo kod mase tableta koje se krec¢u
u rasponu od 0,382 — 0,390 g. Ni u jednom slucaju nije postignuta zeljena masa od 0,4 g zbog
lijepljenja praha za zig prilikom ¢ega se gubi dio mjesavine. Na temelju vrijednosti promjera,
debljine i mase tableta pojedinih mjeSavina, izracunate su standardne devijacije uz pomoc kojih
je odabrana najbolje izradena tableta na tabletirki kuéne izvedbe. Debljina tablete, bez obzira
na masu tablete, moze varirati zbog razlika u gusto¢i granulata i uporabljenog tlaka pri
komprimiranju. Iz tablice 4 je vidljivo da su najblize zadanim kriterijima debljine bile tablete
T3, T4 i T13, dok su zadanom promjeru najbliZe bile tablete T4, T10 i T13. Promjer tablete
uvjetovan je njihovom masom. Najmanji gubitci mase tableta bili su kod T9, T11i T13. Prema
literaturnim podacima, odstupanje od zadanog promjera, debljine i mase tablete nastaje zbog
lijepljenja i zaostajanja dijela praha na zigu ili stjenkama kalupa tabletirke, Sto je bilo sluca;j i

u ovom istrazivanju (Senjkovi¢, 1994).

4.1.2. Elektri¢na vodljivost, TDS i pH vrijednost

Na slici 10 prikazani su rezultati mjerenja elektri¢ne vodljivosti, koncentracije ukupnih

otopljenih ¢vrstih tvari (TDS) i pH vrijednost provedeni na uzorcima s otopljenom laktozom.

Fizikalna svojstva otopina laktoze

8
@ pH
6 [ ] o [ ® ) [ ] [ ] [} o () () [ ) [
vodljivost
[uS em™] 4
TDS [mg L]
2
0
0,25 0,27 0,29 0,31 0,33 0,35 0,37 0,39

clgl

Slika 10. Fizikalna svojstva otopina laktoze

Iz slike 10 je vidljivo da u otopinama laktoze nema znacajnog trenda rasta/pada TDS-a i
vodljivosti jer je laktoza reducirajuci disaharid koji u vodenim otopinama postoji u dva

izomerna oblika (alfa i beta) koji su pri sobnoj temperaturi u ravnoteznom odnosu (Zlati¢,

25



2017). Srednja vrijednost vodljivosti iznosila je 5,50 + 0,726 uS cm, a TDS 2,70 + 0,294 mg
L1. Manja odstupanja moguce je pripisati to¢nosti mjernog uredaja te brzini mjerenja. Mjerenje
elektricne vodljivosti omogucuje pracenje koli¢ine otopljenih tvari koje doprinose promjeni
vodljivosti otopine. U vodenim otopinama su ukupne otopljene tvari ve¢inom prisutne kao ioni
te se 1 one mogu mjeriti preko elektricne vodljivosti (Rusydi, 2018). Postoji medusobna
zavisnost izmedu TDS-a i vodljivosti, a prikazani grafovi to i potvrduju. Prema literaturnim
podacima, vodene otopine Secera ne sadrze dovoljno velik broj iona koji bi doveo do povecanja
vrijednosti TDS-a ili vodljivosti. Navedeno je pokazano u istrazivanjima Ronga i suradnika
(2009) na maltodekstrinu i Juansah i Julanti (2016) na vodenim otopinama glukoze.

pH je ustaljen te je srednje vrijednosti 6,24 + 0,038 s§to potvrduju literaturni podaci (Vinko,

2011) i neovisan je o koncentraciji laktoze u otopini jer ne dolazi do disocijacije.
Askorbinska kiselina ima pH 1,0-2,5 te u vodenim otopinama podlijeze brzoj oksidaciji

(Sheraz, 2015). Rezultati mjerenja fizikalnih svojstava otopina vitamina C prikazani su na slici
11.

Fizikalna svojstva otopina vitamina C
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Slika 11. Fizikalna svojstva otopina vitamina C

pH destilirane vode je neutralan, stoga dodatkom vitamina C u vodu, pH otopine pada kako se
povecava koncentracija vitamina C (od 5,70 + 0,530 do 3,71 £ 0,530). Najmanja vrijednost
elektri¢ne vodljivosti iznosila je 16,25 + 19,535 uS cm?, a TDS-a 8,12 + 9,817 mg L za
otopinu s 0,01 g dodanog vitamina C. Najveca elektri¢na vodljivost iznosila je 74,45 + 19,535
uS cm?, a TDS-a 37,25 + 9,817 mg L za otopinu s 0,12 g dodanog vitamina C. Vidljiv je
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trend rasta vodljivosti i TDS-a jer se u otopini sada nalazi veci broj otopljenih Cestica.pH

vrijednost, TDS i vodljivost otopina pripremljenih od gotovih tableta prikazani su u tablici 5.

Tablica 5. Fizikalna svojstva otopina tableta

TABLETA pH VODLJIVOST [pS cm?] TDS [mg LY
1 3,70 + 0,582 71,58 + 20,651 35,80 + 10,323
2 3,75 + 0,582 68,10 + 20,651 34,08 + 10,323
3 3,74 0,582 63,83 + 20,651 31,90 + 10,323
4 3,76 + 0,582 61,30 + 20,651 30,63 + 10,323
5 3,88 + 0,582 58,60 + 20,651 29,32 + 10,323
6 3,88 + 0,582 51,32 + 20,651 25,55 + 10,323
7 3,94 + 0,582 42,75 + 20,651 21,37 + 10,323
8 3,93 + 0,582 44,08 + 20,651 22,07 + 10,323
9 4,03 + 0,582 37,72 + 20,651 18,90 + 10,323
10 4,06 + 0,582 34,33 + 20,651 17,18 + 10,323
11 4,24 + 0,582 26,97 + 20,651 13,50 + 10,323
12 4,34 + 0,582 17,74 + 20,651 8,87 + 10,323
13 5,92 + 0,582 2,66 + 20,651 1,33 10,323

Kod rezultata mjerenja fizikalnih svojstava tableta, vidljiv je porast pH smanjenjem mase
vitamina C u tableti (od 3,70 + 0,582 do 5,92 + 0,582), a vodljivost i TDS se smanjuju.
Najmanja vrijednost elektri¢ne vodljivosti iznosila je 17,74 + 20,651 uS cm?, a TDS-a 8,87 +

10,323 mg L™ za otopinu s 0,01 g dodanog vitamina C. Najveca elektri¢na vodljivost iznosila

je 71,58 £20,651 uS cm, a TDS-a 35,80 + 10,323 mg L* za otopinu s 0,12 g dodanog vitamina

C. Vrijednosti vodljivost i TDS-a otopina vitamina C i otopina tableta, prema rezultatima

slicnih su vrijednosti iz ¢ega se moze zakljuciti da oni ovise iskljuc¢ivo o prisutnom vitaminu

C, buduc¢i da otopina laktoze nije pokazala trend rasta, odnosno pada vodljivosti 1 TDS-a.

27




4.2. SPEKTROFOTOMETRIJSKO ODREDIVANJE VITAMINA C

U tablici 6 prikazane su dobivene koncentracije vitamina C odredene spektrofotometrijski

permanganatom i dikromatom. Rezultati su prikazani na 1000 mL otopine.

Tablica 6. Kemijska svojstva otopina tableta: koncentracija vitamina C odredena
spektrofotometrijski permanganatom i dikromatom. Rezultati su prikazani na 1000 mL
otopine.
TABLETA TEORIJSKI [g] PERMANGANAT [g] DIKROMAT [g]
1 0,12 0,187 £ 0,0520 0,166 + 0,0392
2 0,11 0,170 £ 0,0520 0,141 £ 0,0392
3 0,10 0,133 £ 0,0520 0,128 + 0,0392
4 0,09 0,149 £ 0,0520 0,116 £ 0,0392
5 0,08 0,123 £ 0,0520 0,114 £+ 0,0392
6 0,07 0,128 £+ 0,0520 0,100 £ 0,0392
7 0,06 0,121 £ 0,0520 0,125 £ 0,0392
8 0,05 0,099 + 0,0520 0,091 £ 0,0392
9 0,04 0,086 + 0,0520 0,130 £ 0,0392
10 0,03 0,073 £ 0,0520 0,062 + 0,0392
11 0,02 0,045 £ 0,0520 0,061 £ 0,0392
12 0,01 0,031 £ 0,0520 0,043 £ 0,0392
13 0,00 0,020 + 0,0520 0,041 £ 0,0392

Dobivena nazivna koncentracija vitamina C odstupa od deklarirane vrijednosti §to ukazuje na
nepreciznost metode. Odstupanje za metodu s permanganatom iznosi + 0,0520, a za metodu s
dikromatom standardna devijacija je + 0,0392 iz ¢ega se zakljuCuje da je metoda s dikromatom,
izmedu dvije kemijske metode, tocnija. Mogucéa odstupanja su radi nestabilnosti dikromata i
permanganata (Rees, 1987) na sobnoj temperaturi i svjetlu, takoder to¢nost metode jako ovisi
o brzini rada zbog nestabilnosti vitamina C (Austria, 1997). Sli¢no istrazivanje provedeno je u
radu Fadhel (2012) iz kojeg je vidljivo da se dobiveni podaci poklapaju s literaturnim.
Zakljucno je da su metode to¢ne pri detekceiji visokih koncentracija vitamina C u otopinama i

tabletama, ali kod malih razlika u koncentraciji (0,01 g) metode su se pokazale kao neprecizne.

28



4.3. PCA ANALIZA

PCA analiza naj¢eS$¢a je kemometrijska metoda za identificiranje uzoraka te izvlacenja
najpovoljnijih rezultata iz snimljenih spektara kako bi se pronasle sli¢nosti i1 razlike u
podacima. PCA analiza radena je za otopine laktoze, vitamina C i otopine tableta. Na slikama
12-14 prikazani su prosjecni podaci mjerenja radi preglednosti. Uzorcima otopina laktoze uz
oznaku uzorka (vidljivu iz tablice 2 u poglavlju Materijali i metode) dodano je slovo L,
uzorcima otopina vitamina C slovo C, a tableta slovo T, radi bolje preglednosti podataka. NIR
spektri koristeni su kao ulazni podaci za PCA analizu.

Slika 12 prikazuje PCA analizu otopina laktoze.
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Slika 12. PCA analiza otopina laktoze

Uzorci s nizom masom laktoze (L1, L2, L4, L5) grupirani su u drugom kvadrantu ukazuju¢i na
njihovu medusobnu sli¢nost. Uzorci s malo viSom masom laktoze (L6, L8, L9) grupirani su u
prvom kvadrantu. Uzorci s najviSom masom laktoze (L11, L12, L13) grupirani su u treCem
kvadrantu. Temeljem dobivenog moze se zakljuciti da se pomocu NIR spektroskopije i
kemometrijske analize spektralnih podataka mogu razlikovati razli¢ite koncentracije laktoze u
uzorcima $to je vidljivo zbog dijagonalno rasporedenih uzoraka najnize i najviSe koncentracije
laktoze (L1 i L13), ali ta detekcija nije moguca za izrazito male promjene u masama laktoze
dodane u otopine (primjerice uzorci L11, L12 i L13 koji se medusobno razlikuju samo u 0,01
g dodane laktoze, i svi su smjeSteni zajedno u tre¢em kvadrantu), ali su zato grupiranjem

koncentracija laktoze po kvadrantima vidljive razlike izmedu visokih i niskih koncentracija.

29



Ocekivalo se da uzorak L3 bude smjeSten u drugi kvadrant gdje su uzorci s manjom
koncentracijom laktoze, a uzorak L7 u prvi kvadrant, medutim, moguée su pogreske pri
mjerenju ili rukovanju uzorcima.

Slika 13 prikazuje PCA analizu otopina vitamina C.
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Slika 13. PCA analiza otopina vitamina C

Uzorci otopina vitamina C koji su sadrzavali vecu masu otopljenog vitamina C (C1, C2, C3)
grupirani su u desnim kvadrantima, dok su uzorci niZe koncentracije vitamina C u otopini
grupirani u lijevim kvadrantima §to ukazuje na moguc¢nost razlikovanja uzoraka i koncentracija
vitamina C u otopinama. Najveca sli¢nost je izmedu uzoraka C6, C8 i C10 budu¢i da su
koncentrirani gotovo u jednoj tocki u drugom kvadrantu. Uzorci razli¢itih koncentracija su
rasprseni po kvadrantima $to je posljedica nestabilnosti vitamina C u otopinama (Austria, 1997)
te to¢nosti mjerenja.

Uzorci PCA analize otopina tableta prikazani su na slici 14.
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Slika 14. PCA analiza otopina tableta

Uzorci tableta koji su sadrzavali nisku koncentraciju laktoze i visoku koncentraciju vitamina
C grupirani su oko sredista kvadranata (T1, T2, T3). Uzorci s visokom koncentracijom laktoze
i niskom koncentracijom vitamina C (T10, T11, T13) grupirani su u drugom kvadrantu. Uzorci
T1 i T12 dijagonalno su rasporedeni po kvadrantima $to dokazuje da se medusobno jako
razlikuju. Iz tih podataka moguce je zakljuéiti da PCA analiza dobro pokazuje razlike izmedu

visokih i niskih koncentracija laktoze i vitamina C u otopinama tableta.

4.4.PLS MODELI

PLS modeli upotrebljavaju se za predvidanje fizikalnih i kemijskih karakteristika otopina
vitamina C, laktoze i pripremljenih tableta. PLS modeli kreirani su za otopine laktoze i
vitamina C te su se kao ulazni parametri (nezavisne varijable) Kkoristili rezultati pH, TDS,
vodljivosti i NIR spektara za predvidanje koncentracije laktoze i vitamina C (zavisne varijable).
Vjerodostojnost PLS modela procijenjena je temeljem vrijednosti koeficijenata determinacije

(R?) i srednje kvadratne pogreske (RMSE) $to je prikazano u sklopu slika.
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Slika 15. PLS model za otopine laktoze

PLS model za otopine laktoze (slika 15) pokazuje dobru linearnu vezu izmedu ovisnih i
predvidajuéih varijabli. R? za kalibraciju je visok i iznosi 0,9316, a za validaciju je nesto nizi
(0,7575), iz Cega se moze zakljuciti da se model sa visokom tocnoséu moze koristiti za
kalibraciju, a sa nizom za predikciju koncentracije laktoze. Isto su pokazale i vrijednosti
pogreske (RMSE): vrijednost RMSE za model kalibracije je manji (0,0098) od modela za
validaciju (0,0186).

PLS model za otopine vitamina C prikazan je na slici 16.
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Slika 16. PLS graf za otopine vitamina C
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PLS model za otopine vitamina C (slika 16) pokazuje izvrsnu linearnu vezu izmedu ovisnih i
predvidajuéih varijabli. R? za kalibraciju iznosi 0,9911, a za validaciju 0,9566, §to znaci da se
model moZze sa visokom pouzdanos¢u koristiti za predikciju koncentracije. RMSE za model
kalibracije iznosi 0,0035, a za model za validacije 0,0073. 1z navedenog se moze zakljuciti da
se model moze koristiti za kalibraciju te isto tako i za predikciju stvarne koncentracije vitamina

C s visokom to¢noscu.

PLS modeli razvijeni su i za otopine tableta, na nacin da se predvidanje odnosilo na nazivnu
koncentraciju laktoze (slika 17), nazivnu koncentraciju vitamina C (slika 18) te koncentraciju

vitamina C odredenu permanganatom (slika 19) i dikromatom (slika 20).
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Slika 17. PLS model razvijen za predikciju nazivne koncentracije laktoze u otopinama tableta

U slu¢aju predvidanja nazivnih koncentracija laktoze u proizvedenim tabletama (slika 17), R?
za kalibraciju iznosi 0,9756, a za validaciju 0,9717. RMSE za model kalibracije je 0,0058, a za
validaciju 0,0063. Navedeni rezultati pokazuju linearnu ovisnost izmedu ovisnih (NIR spektri)
i neovisnih (koncentracija) varijabli te dokazuju da se nazivna koncentracija laktoze u

tabletama moze odrediti s velikom preciznoscu.
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Slika 18. PLS model razvijen za predikciju nazivne koncentracije vitamina C u otopinama
tableta

Nazivna koncentracija vitamina C u otopinama tableta takoder se moZe predvidjeti s visokom
to¢nosc¢u Sto dokazuju podaci R? i RMSE na slici 18: R? za kalibraciju iznosio je 0,9756, a za
validaciju 0,9717, dok su RMSE vrijednosti iznosile 0,0058 za kalibraciju i 0,0063 za
validaciju. Kao §to je bio slu¢aj i sa nazivnom koncentracijom laktoze u otopinama tableta, ovi
rezultati takoder upucuju na uspjes$nu primjenu modela parcijalnih najmanjih kvadrata (PLS) u
predvidanju koncentracije vitamina C u otopinama tableta.

Prikladnost PLS modela ispitana je 1 za predvidanje koncentracije vitamina C odredene
spektrofotometrijski u otopinama tableta, a rezultati su prikazani na slici 19 (kalijev

permanganat) i slici 20 (kalijev dikromat).
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Slika 19. PLS modeli razvijeni za predikciju koncentracija vitamina C u tabletama odredene

spektrofotometrijski kalijevim permanganatom
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Slika 20. PLS modeli razvijeni za predikciju koncentracija vitamina C u tabletama odredene

spektrofotometrijski kalijevim dikromatom
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Usporedbom PLS modela za predvidanje koncentracije vitamina C odredenih permanganatom
i dikromatom (slike 19 i 20) pomoc¢u izmjerenih fizikalnih karakteristika (pH, TDS, vodljivost
I NIR spektri) vidi se rasprSenost u podacima sto ukazuje na nepreciznost kemijskih metoda
odredivanja vitamina C u uzorku. R? u slu¢aju permanganata iznosi 0,8119 za kalibraciju i
0,7740 za validaciju, a u slu¢aju dikromata 0,8253 za kalibraciju i 0,7729 za validaciju. 1z toga
se moze zakljuciti da su metode pogodne za kalibraciju, no manje precizne za predikciju
koncentracije. RMSE za model kalibracije kod permanganata iznosi 0,0158, a kod dikromata
0,0152, dok za model validacije RMSE kod permanganata iznosi 0,0173, a kod dikromata
takoder 0,0173. Ovi podaci potvrduju da su primjenjene kemijske metode podjednako to¢ne
(malo preciznija je metoda s dikromatom na sto ukazuje ve¢i R?, odnosno manji RMSE).
Primjenu modela parcijalnih najmanjih kvadrata u svojem su radu prethodno opisali Bendelja
i suradnici (2019), koji su utvrdili da se PLS modeli uspjesno mogu koristiti za predvidanje
utjecaja veliCine Cestica mljevenog osusenog bilja iz porodice Lamiaceae na ucinkovitost
procesa ekstrakcije bioaktivnih tvari upotrebom vode kao otapala. Nadalje, uspjeSnost primjene
PLS modela za predvidanje koncentracije bioaktivnih tvari u vodenim ekstraktima bilja
temeljem kombinirane UV-VIS i NIR kontinuirane spektroskopije prikazana je i u radu Jurine
i suradnika (2018) te u radu Sain (2019).

PLS modeli dobiveni temeljem NIR spektara i fizikalnih karakteristika mogu se Koristiti za
predikciju stvarne koncentracije laktoze i vitamina C u otopinama i tabletama. Prednost je §to
je metoda brza u odnosu na kemijske metode, precizna te je moguce utvrditi minimalne razlike

u koncentracijama.

4.5. UMJETNE NEURONSKE MREZE

Uzorci otopina laktoze, vitamina C i tableta, koji su se koristili za ispitivanje elektri¢ne
vodljivosti, TDS-a i pH, snimani su NIR instrumentom. Kao ulazne varijable za ANN KkoriSteni
su podaci prvih 10 faktora PCA analize kako bi se ispitalo moze li se NIR uspjesno koristiti
kao metoda za predvidanje koncentracije laktoze i vitamina C u otopinama i tabletama u
usporedbi s direktno mjerenim metodama. Optimalne neuronske mreZe odabrane su na temelju
linearnog koeficijenta korelacije (R?) i vrijednosti pogresaka za ucenje, test i validaciju.
Odabrane su po tri neuronske mreze koje su imale najvise koeficijente determinacije za ucenje,

testiranje 1 validaciju s najmanjim pogreskama za laktozu, vitamin C i tablete (tablica 7).
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Tablica 7. Karakteristike razvijenih umjetnih neuronskih mreza (ANN). Zeleno oznaene

mreze pokazale su se najpogodnijima za predvidanje koncentracije laktoze u kalibracijskim

otopinama, vitamina C u kalibracijskim otopinama te vitamina C u otopinama tableta.

OTOPINE LAKTOZE - 70:20:10
MLP 13-9-1 0,9963 0,0004 0,9965 0,0042 0,6150 0,0212 Exponential | Exponential
MLP 13-5-1 0,9997 0,00003 0,9930 0,0006 0,8376 0,0101 Exponential | Exponential
MLP 13-6-1 0,9988 0,0001 0,9830 0,0020 0,7705 0,0137 Exponential Logistic
OTOPINE VITAMINA C-70:20:10
MLP 13-6-1 0,9994 0,00006 0,9982 0,0002 0,9933 0,0007 Tanh Identity
MLP 13-6-1 0,9995 0,00005 0,9993 0,00009 0,9976 0,0003 Tanh Exponential
MLP 13-7-1 0,9989 0,0001 0,9983 0,0004 0,9977 0,0008 Logistic Identity
OTOPINE TABLETA - 70:20:10
MLP 13-10-4 0,9576 0,0086 0,9338 0,0168 0,9283 0,0206 Logistic Exponential
MLP 13-5-4 0,9567 0,0088 0,9483 0,0140 0,9424 0,0184 Logistic Tanh
MLP 13-12-4 0,9682 0,0065 0,9432 0,0157 0,9115 0,0262 Tanh Tanh
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Iz tablice 7 vidljivo je da su podaci bili raspodijeljeni za ucenje, testiranje i validaciju prema
omjeru 70:20:10. Struktura mreZe prikazana je kao input — broj neurona u skrivenom sloju —
output. Broj neurona u skrivenom sloju bio je postavljen na raspon od 4 do 11.

Ciljna vrijednost mreze za otopinu laktoze je koncentracija laktoze. Model se pokazao
preciznim za uéenje i testiranje s R? koji su iznosili izmedu 0,9830 1 0,9997, i poprili¢no malim
pogreskama (najmanja 0,00003), a nesto manja preciznost dobivena je kod testa za validaciju
(R? izmedu 0,6150 i 0,8376) gdje su i pogreske veée (najveéa 0,0212). Najbolja neuronska
mreZa izabrana je na temelju najboljih rezultata R? vrijednosti i najmanje pogreske (mreza MLP
13-5-1 u tablici 7 oznaena zelenom bojom). Mreza se sastojale od 13 ulaznih varijabli, 5
neurona u skrivenom sloju i 1 outputa, a R? vrijednosti iznosile su 0,9997 za ucenje, 0,9930 za
testiranje i 0,8376 za validaciju, dok su pogreske izrazito male te su iznosile 0,00003 za ucenje,
0,0006 za testiranje i 0,0101 za validaciju.

Ciljna vrijednost mreze za otopinu vitamina C je koncentracija vitamina C. Razvijena ANN se
pokazala preciznom za udenje, testiranje i validaciju, te su R? vrijednosti bile izmedu 0,9933 i
0,9995, a pogreske izmedu 0,00005 i 0,0008, sto dokazuje visoku preciznost metode. Najbolja
neuronska mreZa izabrana je na temelju najboljih rezultata R? vrijednosti i najmanje pogreske
(mreza MLP 13-6-1 u tablici 7 oznacena zelenom bojom). MreZa se sastojale od 13 ulaznih
varijabli, 6 neurona u skrivenom sloju i 1 outputa, a R? vrijednosti iznosile su 0,9995 za ucenje,
0,9993 za testiranje i 0,9976 za validaciju, dok su pogreske izrazito male te su iznosile 0,00005
za ucenje, 0,00009 za testiranje i 0,0003 za validaciju. Opet, metoda se pokazala najmanje
preciznom u testu za validaciju.

Ciljne vrijednosti mreZze za otopine tableta su koncentracija laktoze i koncentracija vitamina C
zajedno u istoj mrezi. Razvijena ANN je precizna za udenje, testiranje i validaciju te su R?
vrijednosti bile izmedu 0,9115 1 0,9682, a pogreske izmedu 0,0065 i1 0,0262. Najbolja
neuronska mreZa izabrana je na temelju najboljih rezultata R? vrijednosti i najmanje pogreske
(mreza MLP 13-12-4 u tablici 7 ozna¢ena zelenom bojom). Mreza se sastojale od 13 ulaznih
varijabli, 12 neurona u skrivenom sloju i 4 outputa, a R? vrijednosti iznosile su 0,9682 za
ucenje, 0,9432 za testiranje i 0,9115 za validaciju, dok su pogreske iznosile 0,0065 za ucenje,
0,0157 za testiranje i 0,0262 za validaciju.

Vrijednosti R? u sva tri slu¢aja bile su veée od >0,9 $to ukazuje na veliki potencijal primjene
ANN u predikciji koncentracija aktivnih tvari u tabletama. Slicno je potvrdeno 1 u istrazivanju
Zheng i suradnika (2011).

Odabrane mreze koristile su se za daljnje analize predvidanja koncentracija laktoze i vitamina

C u otopinama i tabletama (tablica 8).
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Tablica 8. Rezultati predvidanja koncentracije (R?)

preciznost
o 0,9939
ucenja
NAZIVNA KONCENTRACIJA preciznost
o 0,9909
LAKTOZE testiranja
preciznost
o 0,9776
validacije
preciznost
o 0,9905
ucenja
NAZIVNA KONCENTRACIJA preciznost
0,9818
VITAMINA C testiranja
preciznost
o 0,9636
- validacije
NAZIV MREZE
preciznost
o 0,9429
ucenja
preciznost
VITAMIN C PERMANGANAT o 0,9001
testiranja
preciznost
o 0,8505
validacije
preciznost
o 0,9456
ucenja
preciznost
VITAMIN C DIKROMAT o 0,9001
testiranja
preciznost
S 0,8544
validacije

Usporedujuéi koeficijente determinacije kod metoda odredivanja koncentracije laktoze i
vitamina C u otopinama i tabletama NIR spektroskopijom u odnosu na kemijske metode
odredivanja koncentracije vitamina C pomoc¢u permanganata i dikromata, dokazalo se kako
NIR spektroskopijom mozemo vrlo precizno odrediti koncentraciju laktoze (R? = 0,9909 za
testiranje i1 0,9776 za validaciju). Usporedbom dviju spektrofotometrijskih metoda, nema
velike razlike u R? za metodu s dikromatom u odnosu na metodu s permanganatom (R? =
0,9429 za u¢enje kod permanganata i R? = 0,9456 za uéenje kod dikromata). Vrijednosti R?>0,9
dokazuju njihovu to¢nost u determinaciji koncentracije vitamina C (Grudpan, 1999), medutim

usporedbom navedenih kemijskih metoda s NIR spektroskopijom, NIR se pokazala kao
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preciznija metoda (R? iznosi 0,9818 za testiranje, 0,9905 za ucenje i 0,9636 za validaciju)
pomocu koje se vrlo tocno mogu predvidjeti ukupne aktivne tvari u tabletiranim dodacima
prehrani (vitamin C). Prednost NIR-a, kemometrije i primjene ANN u ovom istrazivanju stoga
je ocita: smanjenje upotrebe kemikalija, nije potrebna prethodna priprema uzorka te je NIR
metoda nedestruktivna, brza i jednostavna, dok se kemometrijskom obradom podataka
dobivaju modeli koji sa izrazito visokom to¢nosti mogu predvidjeti koncentracije vitamina C

u tabletama.
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. ZAKLJUCAK

U otopinama vitamina C KoriStenim za kalibraciju utvrden je pad pH vrijednosti porastom
koncentracije vitamina C u otopinama te rast elektri¢éne vodljivosti i ukupnih otopljenih

tvari. Isto nije utvrdeno za kalibracijske otopine laktoze.

PCA analiza pokazala se kao dobra metoda za identificiranje uzoraka razlicitih
koncentracija laktoze i vitamina C u pripremljenim kalibracijskim otopinama te otopinama

proizvedenih tableta.

Modeli parcijalnih najmanjih kvadrata (PLS) s visokom to¢nos$¢u (R?>0,9) mogu se
koristiti za predvidanje fizikalnih i kemijskih karakteristika otopina vitamina C, laktoze i

sastava pripremljenih tableta.

Umjetne neuronske mreze (ANN) uspjesno se mogu koristiti za predvidanje koncentracija
vitamina C kao aktivne tvari te laktoze kao pomoc¢ne tvari u tabletiranim dodacima

prehrani.
Kombinacija NIR spektroskopije, kemometrijskih metoda te umjetnih neuronskih mreza

predstavlja nedestruktivan, brz i pouzdan nacin predvidanja koncentracije aktivnih tvari u

tabletiranim dodacima prehrani.
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