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POPIS KRATICA

ADP — adenozin difosfat

ATP — adenozin trifosfat

CCM - kalcij citrat malat

EEAs — ekscitacijske aminokiseline
EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina
EKG — elektrokardiogram

eNOS — endotelna sintaza dusikovog oksida
IP3 — inozitol trifosfat

IU — internacionalna jedinica

MCU — mitohondrijski kalcijski uniporter
NMDA — N-metil-D-aspartat

Ph. Eur. — Europska farmakopeja

P; — fosfat

PTH - paratireoidni hormon

USP — Americka farmakopeja
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1. UVOD



1.1. Uloga kalcija u organizmu

Kalcij je po zastupljenosti prvi mineral u ljudskom organizmu, a ujedno i peti od svih
elemenata po zastupljenosti u tijelu. Preko 99 % kalcija pohranjeno je u kostima i zubima u
obliku hidroksiapatita — kompleksne molekule kalcijeva fosfata. Kao takav, kalcij igra vaznu
ulogu u izgradnji kostiju 1 odrzavanju njihove Cvrstoce, ali 1 u odrzavanju serumskih razina

kalcija (1).

U serumu se kalcij javlja u tri oblika — kalcij vezan za protein, ionizirani kalcij (slobodna
frakcija) 1 kelirani kalcij (kompleksna molekula). Glavni proteini koji vezu kalcij u serumu su
albumini i globulini, dok je unutar stanice to protein kalmodulin. Kalcij vezan za protein ¢ini
oko 40 % serumskog kalcija i tkiva ga ne mogu iskoristiti. Za razliku od njega, kelirani kalcij
¢ini oko 9 % serumskog kalcija 1 mogu ga iskoristiti brojna tkiva. Konac¢no, preostalih 51 %
pripada slobodnom (ioniziranom) kalciju kojeg organizam koristi za odrzavanje brojnih

fizioloskih funkcija (2).

Osim kljucne uloge u koStanom sustavu, kalcij je esencijalan element i1 za funkciju
misi¢a, normalno funkcioniranje ziv€anog sustava, luCenje hormona, funkciju krvnih zila
(vazokonstrikcija 1 vazodilatacija), energetski metabolizam, diobu stanica i stani¢nu

signalizaciju. Ne smije se zanemariti ni njegova uloga u izgradnji zuba (3).

1.1.1. Kalcij i miSi¢na funkcija

Kalcij je okida¢ za pocetak procesa miSi¢ne kontrakcije. To postize reakcijom s
regulatornim proteinima koji u odsutnosti kalcija imaju inhibitorni u¢inak na kontrakciju (4).
Radi se o proteinskom kompleksu troponin-tropomiozin. I jedan i drugi protein, uz protein
aktin, dio su aktinskih niti koje se u procesu miSi¢ne kontrakcije brzo i ¢vrsto vezu s
miozinskim nitima. Medutim, da bi se ta interakcija ostvarila, aktinske niti moraju biti slobodne,
odnosno bez prisustva troponina i tropomiozina jer oni blokiraju interakciju — tropomiozin se
veze za aktivna mjesta na aktinskome lancu, a troponin se nalazi pri¢vrSéen na njegove
postranicne dijelove. Dakle, u slucaju njihove vezanosti za aktin nemoguce je vezanje aktina i
miozina i govorimo o stanju mirovanja miSi¢a. Troponin se sastoji od triju proteinskih
podjedinica koje su povezane slabim vezama — troponin I (ima veliki afinitet prema aktinu),
troponin T (ima veliki afinitet prema tropomiozinu) i troponin C (ima veliki afinitet prema
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kalcijevim ionima). Upravo taj veliki afinitet troponina prema kalcijevim ionima zasluzan je za
pokretanje procesa kontrakcije. Prisustvo velikih koli¢ina kalcijevih iona i njihovo vezanje za
troponin C dovodi do ponistavanja inhibicijskog ucinka proteinskog kompleksa troponin-
tropomiozin. Smatra se da je to posljedica promjene konformacije proteinskog kompleksa
uslijed vezanja Cetiriju kalcijevih iona, uvlacenja tropomiozina dublje izmedu dvaju aktinskih
lanaca i kona¢no otkrivanja aktivnih mjesta na aktinu. Takve slobodne aktinske niti mogu
stvoriti popre¢ne mostove s miozinskim glavicama i uzrokovati kontrakciju. Radi se o procesu
takozvanog ,,medusobnog klizanja” u kojemu se glavice miozina naginju naprijed-natrag i klize
po aktinskoj niti tako da povlace krajeve dviju susjednih aktinskih niti prema centru miozinske
niti (5). Budu¢i da kalcij ima klju¢nu ulogu u misi¢noj kontrakciji, njegov deficit moze dovesti
do tegoba kao §to su bol u miSi¢ima, gréevi ili trnci (6). Pojednostavljeni prikaz miSi¢ne

kontrakcije nalazi se na slici 1.

(a) Tropomiozin i troponin zajednickim djelovanjem
blokiraju vezna mjesta za miozin na aktinu

Troponin
Tropomiozin

< Vezna mjesta
g za miozin
(blokirana)

Kalcijevi ioni

(b) Vezanjem kalcija na troponin kompleks troponin-
tropomiozin se pomice, oslobadajuéi vezna mjesta za miozin

Kalcijev ion

Kompleks troponin-
tropomiozin
(pomaknut)

Slika 1. Proces miSi¢ne kontrakcije (7).



1.1.2. Kalcij i Zivéani sustav

Kalcij ima temeljnu ulogu u fiziologiji neurona i njihovoj plasticnosti. Njegove uloge
poput sudjelovanja u staninom metabolizmu, regulaciji membranske ekscitabilnosti,
reguliranja genske ekspresije neurona i sinapticke transmisije ¢ine ga bitnim sekundarnim

glasnikom u brojnim signalnim putevima (8).

Uc¢inak kalcija na promjene u Ziv€anom sustavu objaSnjava se postojanjem kompleksne
mreze proteina koji precizno reguliraju kretanje kalcija izmedu stani¢nih odjeljaka. U stanju
mirovanja u neuronima postoji znacajan gradijent izmedu niske intracelularne koncentracije
kalcija [Ca®"]; (0,1-0,5 uM) i visoke ekstracelularne koncentracije kalcija [Ca®" ]; (oko 1 mM).
Promjene nastupaju kada dode do influksa kalcija u stanicu, a to se dogada putem kalcijevih
kanala ovisnih o naponu, N-metil-D-aspartat (NMDA) receptora ili tranzicijskih potencijalnih
receptorshih kanala (engl. transient receptor potential, TRP) koji se nalaze na plazmatskoj
membrani. Povratak na bazalno stanje postize se istiskivanjem kalcija iz stanice (primjerice
Ca’" -ATPaza), vezanjem kalcija za proteine (kalmodulin, kalcineurin) ili ulaskom kalcija u

stani¢ne organele (endoplazmatski retikulum) (9).

Gubitak regulacije ovakvog prometa kalcija u srediSnjem ziv€anom sustavu i
posljedicno povecanje intracelularne frakcije kalcija mehanizam je koji je potencijalno uklju¢en
u razne patoloske dogadaje poput traume mozga, epilepsije ili drugih bolesti, pa ¢ak i mozdanog
udara. Primjerice, u sluc¢aju ishemijske traume mozga uslijed hipoksije dolazi do pojacanog
oslobadanja ekscitacijskih aminokiselina (engl. excitatory amino acids - EEAs) koje moduliraju
intracelularni sadrzaj kalcija tijekom neurotransmisije (10). Dolazi do ogromnog ulaska kalcija
u stanicu 1 njegove akumulacije, $to je preduvjet za ispoljavanje njegovih toksi¢nih ucinaka

(11).

Dvije su najbitnije uloge kalcija u zivéanom sustavu — stabilizacija ekscitabilnih
membrana te sekrecija neurotransmitera iz ZzivCanih zavrSetaka. Prvi je mehanizam
najvjerojatnije posljedica adsorpcije pozitivno nabijenih kalcijevih iona na vanjsku povrsinu
stanicne membrane, ¢ime se stvara elektricno polje unutar membrane. S druge strane,
neurosekrecija je potaknuta mreznim transportom kalcija u zavrsetke zivcanih stanica. Smatra
se da je otpuStanje neurotransmitera iz Ziv€anih stanica u sinapsu potaknuto porastom razine

intracelularnog kalcija, odnosno depolarizacijom stanice (12).



1.1.3. Kalcij i krvne zZile

Citosolna frakcija kalcijevih iona najvazniji je ¢cimbenik u funkciji endotelnih i glatkih
miSi¢nih stanica krvnih zila. Prema tome, promjene u intracelularnoj koncentraciji kalcija,
odnosno nastanak takozvanog kalcijskog signala, mogu dovesti ili do Sirenja (dilatacije) ili do
suzavanja (konstrikcije) krvnih zila. Ishod ovisi o vrsti stanica i o izvoru samog kalcijskog
signala (13). Dakle, svi procesi koji utjecu na intracelularnu koncentraciju kalcija mogu imati
bitne fizioloske i1 patofizioloske posljedice (14). Prema nekim istrazivanjima vecina kalcijskih
signala koji nastaju u vaskularnim glatkomis$i¢nim stanicama lokalizirani su signali, odnosno
ograniceni su na funkcionalno vazne domene stanice. Tako je ograni¢en jedinstveni porast
razine kalcija u cijeloj stanici, a samim time i njime uzrokovana toksi¢nost. Takva se
lokalizacija postize stvaranjem klastera kalcijevih iona u ciljanim mikropodru¢jima stanice,

proteinima koji vezu kalcij te visokom viskoznoS¢u citosola koja ogranicava difuziju kalcija

(13).

Generalno, povecanje razine kalcija unutar stanica glatkih misi¢a krvnih Zila povezano
je s vazokonstrikcijiom, dok obrnuta situacija vrijedi za endotelne stanice u kojima povisena
razina kalcija ima vazodilatacijski u¢inak (13). Izvori kalcija za kalcijski signal u stanicama
glatkih miSi¢a su ionski kanali na stani¢noj membrani te intracelularni spremnici kalcija
(sarkoplazmatski retikulum) (15). Na stani¢noj membrani za prolazak kalcija najbitnijisu L1 T
tip kalcijevih kanala, a na membrani sarkoplazmatskog retikuluma to su rajanodinski receptori
1 receptori za inozitol 1,4,5-trifosfat (14). PredloZzeni je mehanizam porasta razine

intracelularnog kalcija sekvencijalno Sirenje vala kalcija kroz stanicu (16).

U endotelnim stanicama, intracelularni kalcij klju¢ni je signal za postizanje o endotelu
ovisne vazodilatacije. Kalcijem posredovana endotelna vazodilatacija moze se javiti uslijed
aktivacije endotelne sintaze duSikova oksida (eNOS) ili kao posljedica oslobadanja

prostaglandina (16).



1.1.4. Kalcij i stani¢ni metabolizam

Poznato je da su mitohondriji klju¢ni stani¢ni izvor energije te da o njihovoj aktivnosti
ovisi funkcija stanice. To se osobito odnosi na stanice podlozne ekscitaciji, kao Sto su stanice
skeletnog 1 sr¢anog misic¢a te neuroni. To su stanice koje proizvode molekulu adenozin-5'-
trifosfat (ATP) (17). Upravo proizvodnja ATP-a, uz jos neke aspekte mitohondrijske aktivnosti,
podrugje je djelovanja kalcija kao sekundarnog glasnika u stani¢nom metabolizmu. Kalcij moze
pro¢i u medumembranski prostor mitohondrija gdje regulira proteine ukljucene u sintezu ATP-

a, ukljucujuci i kljucne enzime i transportere (18).

Budu¢i da je uloga kalcija u mitohondrijima toliko znacajna, postavlja se pitanje o
nacinu na koji kalcij dospije u te stani¢ne odjeljke. Naime, mitohondriji imaju dvije membrane
—vanjsku, koja je visokopropusna za ione 1 male molekule, te nepropusnu unutarnju membranu.
Da bi ioni kalcija presli unutarnju membranu nuzna je prisutnost posebnih nosaca i kanala, a
osobitno opisan je takozvani mitohondrijski kalcijski uniporter (engl. Mitochondrial Calcium
Uniporter, MCU) (18). Radi se o pomno reguliranom procesu, ¢emu u prilog govori i polozaj
mitohondrija u stanici u blizini endoplazmatskog retikulima koji sluzi kao unutarstani¢ni izvor
kalcija. Pokazano je 1 da u slucaju stani¢ne stimulacije mitohondriji mogu akumulirati vrlo

visoke razine kalcija (19).

U samom procesu proizvodnje energije u mitohondrijima kalcij regulira aktivnost triju
bitnih enzima — glicerol-3-fosfat dehidrogenaze (GPDH), piruvat dehidrogenaza fosfataze
(PDP) i izocitrat dehidrogenaze (IDH). Na taj nacin kalcij izravno stimulira proizvodnju
energije. Medutim, vazno je naglasiti kako pretjerana razina kalcija u mitohondriju moze imati

toksi¢ne ucinke 1 potencijalno dovesti do apoptoze stanice, Sto prikazuje slika 2 (17).



Aktivacija kalcija Preopterecenje kalcijem Permeabilizacija

Narusen je sklad u Narugene su vanjska i
sustavu kristi koji je unutarnja membrana te
izloZen velikom utoku mitohondriji postaju
Sustav kristi je kalcija potrosaci ATP-a

netaknut i potpuno
funkcionalan

Proizvodnja
ATP-a

Utok kalcija (hnmol/mg)

Slika 2. Ovisnost funkcije mitohondrija o razini kalcijevih iona; ATP — adenozin

trifosfat; ADP — adenozin difosfat; P; - fosfat (20).

1.1.5. Kalcij i stani¢na signalizacija

Stanica na vanjski podrazaj odgovara povecanjem razine unutarstani¢nog kalcija. Taj
podrazaj mogu biti hormoni, antitijela, promjena temperature, promjena pH vrijednosti,
citotoksicni agensi 1 sli¢no. Nastali porast kalcija u stanici smatra se signalom koji dalje
modulira stani¢ni odgovor (21). Svako tkivo posjeduje jedinstven nacin signalizacije kalcijem,
osiguravajuci tako nastanak signala koji odgovaraju fiziologiji tog tkiva. Primjerice, za stanice
sr¢anog miSi¢a karakteristican je brzi val kalcija koji se $iri cijelom stanicom kako bi se
osigurala kontrakcija svakog trena. S druge strane, u stanicama koje ne pokazuju elektri¢cnu
ekscitabilnost oscilacije kalcija traju i nekoliko desetaka sekundi, a mogu se javljati i u

razmacima od nekoliko minuta (22).

Valovi kalcija nastali unutar stanice ne zadrzavaju se samo u njoj, nego se mogu S§iriti i
na druge stanice. Na taj nacin stanice mogu medusobno komunicirati i jedna stanica moze
koordinirati aktivnost susjednih stanica. Osim prodiranjem kroz praznine u spojnicama stanica,

kalcijski se signal moze Siriti 1 putem glasnika inozitol trifosfata (IP3) (22).



1.2. Homeostaza Kkalcija

Za normalno funkcioniranje organizma u cijelosti nuzno je precizno odrzavanje razine
kalcija, kako izvanstani¢nog, tako i unutarstanicnog. Radi se o kompleksnom procesu koji je
pod utjecajem dvaju glavnih mehanizama — prvi je puferska zadac¢a izmjenjivog kalcija u
kostima, a drugu liniju odrZavanja razine kalcija ¢ini hormonski nadzor (23). U cijelom procesu
svojom vaznoS$c¢u isti¢u se tri hormona: paratireoidni hormon, kalcitonin i1 vitamin D, a bilo
kakav poremecaj u cijeloj kaskadi moze dovesti do ozbiljnih klini¢kih stanja. Organizam ima
nisku stopu tolerancije na promjene koncentracije kalcijevih iona u izvanstani¢noj tekuéini pa

u stanju disbalansa kalcija teski poremecaji nastaju u vrlo kratkom roku (24).

U izvanstani¢noj tekucini koncentracija kalcija precizno se odrzava na vrijednosti od
priblizno 2,4 mmol/L. Medutim, samo polovicu od toga €ini slobodni ionizirani kalcij pa je
koncentracija kalcijevih iona u plazmi i medustanic¢noj tekucini priblizno 1,2 mmol/L. To je
ujedno i aktivna frakcija kalcija koja je zasluzna za gotovo sve njegove u¢inke u organizmu, za
razliku od ostatka koji je vezan ili za plazmatske proteine ili za anionske tvari. Na promjene u
koncentraciji kalcija osobito su osjetljive podrazljive stanice kao §to su neuroni. U stanju
povisene razine kalcijevih iona (hiperkalcijemiji), aktivnost ¢e ziv€anog sustava biti potisnuta.
Suprotno tome, u stanju snizene razine kalcijevih iona (hipokalcijemiji) javlja se veca

pobudenost zivcanog sustava (24).

Apsorpcija kalcija odvija se u crijevima. Opcenito je apsorpcija dvovalentnih kationa iz
crijeva slaba, ali uz pomo¢ vitamina D apsorpcija kalcija poveca se na oko 35 % od unesene
koliCine. Ostatak se izluCuje stolicom zajedno s kalcijem koji je u crijeva dospio s probavnim
sokovima i oljustenim stanicama crijevne sluznice. Osim stolicom, jedan dio kalcija izlucuje se
iz organizma i mokra¢om. Radi se o kalciju koji nije vezan za proteine plazme pa se moze
filtrirati glomerularnom filtracijom. Ipak, gotovo 99 % od filtriranog kalcija reapsorbira se pa
se mokrac¢om izluci svega oko 2,5 mmol/dan kalcija. Od toga, 90 % reapsorpcije odvija se u
proksimalnijim dijelovima bubreznih kanali¢a, dok se ostalih 10 % odvija u zavrSnim distalnim
kanali¢ima i na pocetku sabirnih cijevi. Upravo je tih 10 % reapsorpcije podlozno promjenama
1 ovisno o koncentraciji kalcija u krvi. Kada je koncentracija kalcija u krvi niska, razina
reapsorpcije je visoka i kalcij se gotovo ne gubi mokracom. Medutim, ¢ak i u sluc¢aju vrlo malog
povecanja razine kalcija u krvi, reapsorpcija kalcija se smanji a izlu¢ivanje se znacajno poveca

(25).



Kako je ve¢ spomenuto na samom pocetku, glavno su skladiSte kalcija u organizmu
kosti gdje se kalcij nalazi u obliku kristalne soli hidroksiapatita. Kalcifikacija kosti odvija se
tako da se na povrsinu kolagenskih vlakana, koje stvaraju osteoblasti, taloze kalcijeve soli. U
pocetku nastaju amorfni, odnosno nekristalni spojevi, a kasnije izmjenom ili dodavanjem atoma
te apsorpcijom i ponovnim talozenjem nastaju kristali. Ovaj je proces takoder pomno reguliran
pa se tako talozenje kalcijevih soli dogada isklju¢ivo u kostanom tkivu, unato¢ prezasi¢enosti
izvanstani¢ne tekucine kalcijevim i fosfatnim ionima. Kao takve, kosti sluze kao izvor
izmjenjivoga kalcija koji omogucuje brzo puferiranje, odnosno odrzavanje razine kalcijevih
iona u plazmi (slika 3). Tako je organizam zasticen od velikih oscilacija u razini kalcija u
stanjima njegovog viska, odnosno manjka (25). Procesom pregradnje kosti, koji ovisi o
ravnoteZi osteoblasta (stanice koje odlazu kost) i osteoklasta (stanice koje resorbiraju kost),

kalcij 1 fosfati oslobadaju se u plazmu (26).

Plazma

\\

':.". p#__, < > Ca2+
"iGsr |
> Resorpcija kosti

Formacija kosti v
~

Slika 3. Odrzavanje serumskih razina kalcija pregradnjom kosti (27).

Vitamin D, odnosno 1,25-dihidroksikolekalciferol, na nekoliko razina utjeCe na
metabolizam kalcija. Ima hormonsko djelovanje i potice apsorpciju kalcija iz crijeva tako Sto
stimulira stvaranje bjelancevine kalbindina koja veze kalcij 1 prenosi ga u unutrasnjost stanica

(28). Uz to, pospjeSuje reapsorpciju kalcija kroz epitel bubreznih kanali¢a i1 tako smanjuje
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njegovo izlu¢ivanje mokracom. U manjim koli¢inama vitamin D potaknut ¢e kalcifikaciju kosti,

dok ¢e u prekomjernim koli¢inama dovesti do resorpcije kosti (25).

Paratireoidni hormon (PTH) drugi je vazan regulator homeostaze kalcija. Sintetiziraju
ga 1 izluCuju paratireoidne zlijezde. Uslijed njegovog pojacanog djelovanja, kalcijeve soli se
oslobadaju iz kostiju i1 dolazi do hiperkalcijemije, dok se kod smanjene funkcije paratireoidnih
zlijezda javlja hipokalcijemija. Osim ucinka na mobilizaciju kalcija iz kosti, PTH povecava
crijevnu apsorpciju kalcija u crijevima. Taj u€inak ostvaruje posredno povecavajuéi stvaranje
aktivnog oblika vitamina D — 1,25-dihidroksikolekalciferola u bubrezima (28). Na membrani
paratireoidnih stanica nalazi se receptor koji je osjetljiv na kalcij. On zamjecuje promjene razine
kalcija u izvanstani¢noj tekucini. Kada je koncentracija kalcija visoka, receptor aktivira enzim
fosfolipazu C i putem drugih glasnika potice oslobadanje kalcija iz unutarstani¢nih zaliha, $to
dovodi do smanjenja sekrecije PTH. U obrnutoj situaciji, niska koncentracija kalcijevih iona

blokira navedene puteve i potice sekreciju PTH (29).

U parafolikularnim stanicama Stitnjace sintetizira se i iz njih izlu¢uje hormon kalcitonin.
U metabolizmu kalcija ima manje znacajan u¢inak od PTH, ali ipak ne smije biti zanemaren.
Ucinci su mu suprotni uc¢incima PTH. Njegovo luc¢enje potaknuto je pove¢anom plazmatskom
koncentracijom kalcija, a on je odgovoran za smanjivanje koncentracije kalcija. To postize na
dva nacina — prvi je neposredan, smanjenjem resorpcijske aktivnosti osteoklasta i posljedi¢no
ve¢im odlaganjem kalcija iz plazme u kost, a drugi je smanjenjem stvaranja novih osteoklasta
(29). Premda su svi u€inci kalcitonina na plazmatski kalcij kratkotrajni 1 slabi, njegov se u¢inak
smatra nesto bitnijim u trudno¢i i dojenju. PoviSena razina kalcitonina, a posljedi¢no i vitamina
D, u navedenim je stanjima bitna za prijenos kalcija s majke na fetus, odnosno novorodence

(30).

1.3. Promjene u razini kalcija i pridruZene bolesti

Unato¢ postojanju opisane mreze mehanizama kojom se nadziru razine serumskog
kalcija, ponekad se javljaju stanja narusene ravnoteze kalcija koja za posljedicu mogu imati
ozbiljne bolesti. Takoder, pacijenti s hiperkalcijemijom ili hipokalcijemijom ponekad mogu biti
bez simptoma, pa je kod sumnje na neko od ovih stanja bitno uvijek prvo odrediti serumsku
koncentraciju kalcija (31). Prilikom postavljanja dijagnoze u obzir treba uzeti i frakciju kalcija

koja je vezana za albumin jer ona moze ne utjecati na slobodni serumski kalcij, pa postoji
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opasnost da hiperkalcijemija prode nezamijeceno (32). Pojednostavljeni prikaz cjelokupne

homeostaze kalcija nalazi se na slici 4.

SniZene razine . ©
kalcija u krvi T
B

Prednji dio stitne Zlijezde —. 4

Paratireoidne Zlijezde

Bubreg

Stitna Zlijezda

Stimulacija =
osteoklasta

Osteoklasti
poticu uzimapj |
kalcija iz/kostijul

ij it ‘

ggmﬁ
L o\ b S
e

Tanko crijevo

N\

Kalcitonin

4°

Inhibicija
osteoklasta
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kalcija u krvi

1) SniZena razina kalcija u krvi potie izlucivanje PTH
iz paratireoidnih Zlijezda.

@) PTH potice osteoklasti na razgradnju kosti i
oslobadanje kalcija u krv.

[s) PTH u bubrezima povecava reapsorpdiju kalcija iz
urina i potice aktivaciju vitamina D.

(4) Vitamin D potice apsorpciju kalcija iz tankog
crijeva u krv.
Povecdana razina kalcija u krvi potice izlucivanje
kalcitonina iz stitne Zlijezde.

O Kalcitonin inhibira osteoklaste, $to omogucuje
osteoblastima povecano odlaganje kalcija iz krvi
u kosti,

Osteoblasti poticu
odlaganje kalcija u

kosti

Slika 4. Homeostaza kalcija (33).

1.3.1. Hiperkalcijemija

Hiperkalcijemija se javlja kada serumske razine kalcija premase ekskrecijsku

sposobnost bubrega. Najces¢i su uzroci primarni hiperparatireoidizam i maligna stanja. Kada

govorimo o visku PTH kao uzro¢niku, u pozadini je najces¢e hiperplazija ili dobro¢udni tumor

jedne ili viSe paratireoidnih zlijezda. Djelovanjem poviSenih razina PTH, kalcij se prekomjerno

mobilizira u serum iz kostiju, crijeva, te smanjenom bubreznom ekskrecijom. PoviSene razine

kalcija javljaju se u malignim stanjima poput bubreznih karcinoma, limfoma, leukemija i

mijeloma. Najc¢eSce se javljaju uslijed povecane resorpcije kosti posredovane osteoklastima

koja se javlja neovisno o postojanju kosStanih metastaza (34). Uz navedeno, moguca je i

hipervitaminoza D koja moZze biti jatrogena, uzrokovana povecanim unosom mlije¢nih

proizvoda ili povezana s nekim drugim bolestima poput gljivicnih infekcija (35).
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Simptomi hiperkalcijemije uglavnom se javljaju kada serumska koncentracija prelazi
0,66 mmol/L. Isticu se gastrointestinalne tegobe poput mucnine, povracanja i opstipacije,
osteoporoza, osteomalacija 1 artritis, bubrezni kamenci te potisnuta aktivnost srediSnjeg

ziv€anog sustava koja ukljucuje letargiju i depresiju (36).

Terapija hiperkalcijemije ovisi o samom uzroku i tezini stanja. Kod pacijenata sa
srCanim ili bubreznim zatajenjem terapija izbora bila bi hemodijaliza. U slucaju
hiperparatireoidizma potrebna je kirurska intervencija kako bi se uklonio izvor prekomjerne
sekrecije PTH. Moguca je i supkutana administracija kalcitonina ¢iji su ucinci suprotni PTH,
ali je njegov ucinak blag i kratkotrajan. U svakom slucaju, cilj je lijeCenja povecati eliminaciju
kalcija iz seruma, smanjiti njegovu apsorpciju iz crijeva te kona¢no smanjiti resorpciju kostanog

tkiva (36).

1.3.2. Hipokalcijemija

Hipokalcijemija je stanje izrazito niskih serumskih razina kalcija. Javlja se rjede od
hiperkalcijemije ali moze dovesti do jako teskih klinickih slika, osobito ako nije na vrijeme
prepoznata. Takoder, moze biti akutno ili kroni¢no stanje. RazliCiti su moguci uzroci
hipokalcijemije, a Cesto se javlja kao popratni simptom kod drugih bolesti i stanja. Moze se

javiti 1 kod novorodencadi i tada su veliki izgledi da se radi o genetskoj pozadini (36).

Cest je uzrok hipoparatireoidizam. U nedostatku PTH, resorpcija se kalcija toliko smanji
da osteoklasti postanu gotovo neaktivni. Posljedi¢no, kalcij se iz kostiju oslobada jako sporo i
smanjuje se razina kalcija u tjelesnim tekué¢inama (23). Hipoparatireoidizam se moze javiti
postoperativno, primjerice nakon uklanjanja Stitne ili paratireoidnih Zlijezda. Osim toga,
zapazen je kod autoimunih bolesti koje karakterizira prisustvo autoantitijela na stanice
paratireoidne Zlijezde te kod abnormalnog razvoja zlijezda uslijed kompleksnih genetskih

sindroma (37).

Od ostalih uzroka hipokalcijemije vazno je spomenuti acidozu, odnosno alkalozu, s
obzirom da vezanje kalcija za albumin ovisi o pH vrijednosti pa ¢e se u teskoj acidozi kalcij
vise vezati za albumin, a izmjerena razina serumskog kalcija bit ¢e snizena. Moze se javiti i kao
posljedica uzimanja nekih lijekova kao Sto su bisfosfonati koji inhibiraju osteoklastima
posredovanu resorpciju kosti. Rizik za hipokalcijemiju nose jos neka stanja kao $to su trudnoca,

masivne transfuzije krvi i akutni pankreatitis (38).
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Klini¢ka slika osobe s manifestnom hipokalcijemijom obuhvaca simptome razli¢itih
organskih sustava. IstiCe se povecana neuromuskularna iritabilnost koja ukljucuje gréeve
misica, tetaniju, parestezije, laringospazam, bronhospazam te konvulzije (39). Na mentalnom
stanju osobe mogu se primijetiti dezorijentiranost, anksioznost, depresija, loSe pamcenje i
nedostatak koncentracije. Moguca su i kozna stanja poput ekcema, psorijaze i eksfolijativnog
dermatitisa te alopecija i lomljivi nokti. U teSkoj je hipokalcijemiji osobito opasan simptom

poremecaj sr€anog ritma, aritmija (40).

Zastupljenost simptoma znacajno ovisi i o tome radi li se o akutnom ili kroni¢nom
deficitu kalcija. Primjerice, u akutnim stanjima ¢esto se javljaju sr€ane manifestacije u vidu
promjena u elektrokardiogramu (EKG) i aritmija. Simptomi koji se viSe povezuju s kroni¢nom,
dugogodisnjom hipokalcijemijom neuroloske su komplikacije uzrokovane kalcifikacijom

bazalnih ganglija i drugih dijelova mozga (41).

Terapija hipokalcijemije ovisi o tezini 1 frekvenciji simptoma te o etiologiji. U blazim
stanjima mogu se dati oralni pripravci kalcija pri ¢emu je cilj dozirati 1500 do 2000 mg kalcija
dnevno podijeljeno u 2 ili 3 doze. Uz oralne oblike kalcija ¢esto se preporucuje i suplementacija
vitaminom D kako bi se poboljsala apsorpcija kalcija. Teza, akutna stanja pra¢ena promjenama
u EKG-u zahtijevaju intravensku primjenu kalcija u obliku kalcijevog glukonata ili kalcijevog
klorida u infuzijama u trajanju 10 do 20 minuta (39). Kada se u pozadini hipokalcijemije nalazi
hipoparatireoidizam, terapijska je opcija davanje rekombinantnog humanog PTH. Medutim, u

praksi se isti rijetko primjenjuje zbog visoke cijene 1 kratkotrajnog ucinka (42).

1.4. Suplementacija kalcija

U svakodnevnoj uravnotezenoj prehrani prisutne su namirnice koje predstavljaju
nutritivne izvore kalcija. Tu prvenstveno ubrajamo mlijeko i mlijecne proizvode, osobito sir i
jogurt, za koje se procjenjuje da predstavljaju preko 70 % izvora kalcija (43). Slijede ih biljni
izvori kalcija poput kelja, kupusa, brokule, blitve, mahunarki i1 oraSastih plodova te morski
plodovi od kojih se isticu losos i1 sardine. Pritom je bioraspolozivost kalcija iz biljnih izvora
zna¢ajno manja nego iz mlijeka i mlije¢nih proizvoda (44). Kod biljnih izvora kalcija moguca
je interakcija kalcijevih iona s drugim tvarima zastupljenim u istom izvoru. Najbolji je primjer
zeleno povrée, primjerice Spinat, koje je osim kalcijem bogato i oksalatnom kiselinom. U
probavnom sustavu oksalati keliraju ione kalcija, a u manjoj mjeri i druge minerale, stvarajuci

tako netopljive soli kalcija i smanjujué¢i njegovu apsorpciju i iskoristivost. Vrijedno je
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spomenuti i vaznost obrnute interakcije — uc€inka kalcija na apsorpciju oksalata. Nastankom
spomenutih netopljivih soli kalcija smanjuje se i apsorpcija oksalatne kiseline, $to moze biti

korisno u osoba koje imaju povisen rizik za nastanak oksalatnih bubreznih kamenaca (45).

1.4.1. Indikacije za primjenu dodataka prehrani s kalcijem

Preporuceni dnevni unos kalcija za odrasle osobe iznosi izmedu 800 i 1200 mg. Gornja
granica unosa kalcija koja se smatra sigurnom iznosi izmedu 2000 i 2500 mg/dan. Znacajan dio
populacije prehranom ne uspijeva posti¢i zadovoljavajuc¢i unos kalcija pa se javlja potreba za
uzimanjem dodataka prehrani, kako za prevenciju, tako i za lijeCenje deficita kalcija. Osobito
su vazne skupine osobe s osteoporozom ili osteopenijom, Zene u perimenopauzi i
postmenopauzi, Zene s amenorejom, vegani te Zene koje doje vise novorodencadi istovremeno.
Rizi¢na su skupina za deficit kalcija i osobe koje zbog intolerancije na laktozu prehranom ne
mogu unijeti adekvatne koli¢ine kalcija te osobe s malapsorpcijskim stanjima poput celijakije i

upalne bolesti crijeva (46).

Poseban je naglasak na dovoljan unos kalcija stavljen u kontekstu prevencije i lijeCenja
kostanih poremecaja. U osoba starijih od 50 godina dostatan unos kalcija potreban je za
prevenciju osteoporoze, a Zzenama u menopauzi preporucuje se unos od 1000 do 1600 mg kalcija
na dan. Postoje preporuke i za suplementaciju kalcijem u pedijatrijskoj i adolescentskoj

populaciji s ciljem smanjenja rizika za osteoporozu i prijelome u starijoj zivotnoj dobi (46).

Suplementacija kalcija moze biti korisna i za zdravlje endokrinog sustava. U lijecenju
hiperparatireoidizma povecan unos kalcija smanjit ¢e serumske razine PTH 1 posljedicno

smanjiti resorpciju kosti (47).

Kalcij je pokazao korisne ucinke i u ublazavanju tegoba predmenstrualnog sindroma.
Ako je unos kalcija hranom nedostatan, suplementacija kalcijem u dozi od 1000 do 1200
mg/dan moze smanjiti rizik od pojave simptoma predmenstrualnog sindroma ili ublaziti njihov

intenzitet (48).
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1.4.2. Oblici preparata kalcija dostupni na trziStu

Glavninu dodataka prehrani s kalcijem na trziStu ¢ine dva oblika — kalcijev citrat i
kalcijev karbonat. Udio elementarnog kalcija u kalcijevom karbonatu je 40 %, a u citratu oko

21 % (46).

Kacijev karbonat cjenovno je najpristupacniji, Sto je ¢esto presudan ¢imbenik u odabiru
pojedinaca. Medutim, on ima neSto manju topljivost te zbog prisutnosti karbonata blago
antacidno djelovanje. Za njegovu apsorpciju bitna je kiselost Zeluca pa ga je potrebno uzimati
uz obrok. Kod osoba koje uzimaju inhibitore protonske pumpe njegov ¢e ucinak biti smanjen.
Unatoc tome, pokazuje dobru apsorpciju i podnosljivost kod vecine ljudi. Prednost nad citratom
daje mu i ve¢i sadrzaj kalcija, zbog ¢ega je doziranje karbonata jednostavnije. Potrebno je uzeti
veci broj tableta ili kapsula citrata kako bi se postigla doza ekvivalentna onoj postignutoj

kalcijevim karbonatom (46).

Kalcijev citrat ima vecu iskoristivost 1 bolju biodostupnost u odnosu na karbonat.
Prednost mu je i to Sto njegova apsorpcija ne ovisi o kiselosti Zelu¢anog sadrzaja pa se moze
uzimati i s hranom i bez nje. Upravo je zbog toga pogodan kod starijih osoba kod kojih je

lucenje zeluCane kiseline Cesto smanjeno (46).

Od ostalih oblika kalcija isti¢u se glukonat i laktat. Radi se o oblicima koji imaju znatno
manji sadrzaj kalcija — u laktatu se nalazi 13 % elementarnog kalcija, a u glukonatu svega 9 %.
Tako nizak sadrzaj kalcija zahtijeva ucestalo doziranje kako bi se postigle adekvatne doze

kalcija, a kod takvog rezima uzimanja adherencija pacijenata vidno je smanjena (49).

Vrijedno je spomenuti i jedan kompleksniji oblik kalcija koji nije Cest na trzistu 1 rijetki
su proizvodaci koji ga nude. Radi se o kalcij citrat malatu (CCM). Rije¢ je o obliku ¢ija je
apsorpcija, kao 1 kod samog citrata, neovisna o kiselosti u probavnom sustavu pa se moze
uzimati neovisno o hrani. Prednost mu je i izostanak rizika od stvaranja bubreznih kamenaca,
Sto je jedan od rizika kod uzimanja kalcijeva karbonata. Ne utjece na status drugih minerala u
organizmu, a pokazuje 1 sposobnost smanjenja krvnog tlaka. Cijena mu je nesto visa u odnosu

na druge dostupne preparate kalcija (50).

Na trziStu se moze pronaci i nekoliko preparata pod nazivom koraljni kalcij. Dobiva se
iz koraljnih grebena i smatra se najprirodnijim oblikom kalcija. Njegov sastav kalcija ima
najvise slicnosti sa sastavom kalcija u ljudskoj kosti. Ve¢inu sadrzaja Cini kalcijev karbonat, ali
sadrzi i magnezij i druge minerale u tragovima (51). Neposredno po njegovu otkri¢u pripisivala

su mu se brojna ljekovita svojstva ukljucujuéi izlje¢enje od karcinoma, multiple skleroze i
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Parkinsonove bolesti, a naglaSavali su se 1 njegovi benefiti za zdravlje mozga, krvozilnog
sustava, zubiju i kostiju. Medutim, nedovoljan broj znanstvenih dokaza rezultirao je obustavom
pripisivanja navedenih svojstava ovom preparatu u marketinskim krugovima (46). Zabrinutost
se javila i zbog moguénosti kontaminacije koraljnih grebena teSkim metalima poput olova i zive

(52).

Kalcij pokazuje svojstvo ovisnosti apsorpcije o primijenjenoj dozi. Najveca je
apsorpcija kalcija kada se primijeni u dozi od 500 mg ili manje. Zbog toga se ne preporucuje
da pojedinacna doza bude veca od 500 mg. Ukoliko je dnevno potrebno unijeti vise od 500 mg,
preporucuje se podijeliti na nekoliko dnevnih doza. Osim §to ¢e se optimizirati apsorpcija, na
taj ¢e se nacin na minimum svesti gastrointestinalne nuspojave i izbje¢i veliki gubici kalcija
putem bubrega. Pri odabiru preparata kalcija, kako je ve¢ spomenuto, znac¢ajnu ulogu igra rezim
doziranja, a on ovisi o udjelu elementarnog kalcija u pojedinim obliku. Primjerice, kalcijev
karbonat sadrzi 40 % elementarnog kalcija, $to znaci da je potrebno 1250 mg kalcijeva

karbonata kako bi se osigurao unos 500 mg kalcija (53).

1.4.3. Kombinirani pripravci kalcija

Uz dodatke prehrani koji sadrze samo kalcij, na trziStu se moze pronaéi 1 niz
kombinacija kalcija i drugih tvari. Od farmaceutskih oblika prevladavaju Sumece tablete, tablete
i kapsule, a nekoliko njih dolaze i u teku¢em obliku te u obliku direkt praha u vre¢icama. Ovakvi
se pripravci istiCu svojom prakti¢noSc¢u jer omogucuju suplementaciju vise tvari istovremeno,

a rezim doziranja pritom ne postaje kompliciraniji (54).

NajceS¢e su kombinacije kalcija s vitaminom D. Budué¢i da vitamin D poboljsava
apsorpciju kalcija iz probavnog sustava, ovakvom se kombinacijom sinergisticki djeluje na
odrzavanje razine kalcija u krvi, a pritom se sprjecava resorpcija kosti. Ispitivanja su pokazala
da je kombinacija kalcija 1 vitamina D ucinkovita u prevenciji osteoporoze kod osoba starijih
od 50 godina. Za najbolji ucinak preporucuje se minimalna doza od 1200 mg kalcija i 800 TU

(engl. international units) vitamina D (54).

Postoji 1 niz pripravaka u kojima se kalcij kombinira s vitaminom C. Uglavnom su to
Sumece tablete u kojima se kombinira vise razli¢itih soli kalcija, primjerice laktat glukonat i
karbonat, s askorbatnom kiselinom. Koriste se kod deficita kalcija i askorbatne kiseline, u

stanjima povecane potrebe te za prevenciju ocekivanog deficita. Uz sve benefite koje
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suplementacija kalcija sa sobom donosi, dodatak vitamina C pruza i svojevrsnu zastitu

imuniteta (55).

Brojni proizvodaci nude i trojnu kombinaciju — kalcij, magnezij i cink. Ova kombinacija
moze imati odredenu korist za osobe koje iz razliitih razloga ne uspijevaju unijeti dovoljne
koli¢ine ovih minerala u organizam hranom. Ovakvim se pripravcima pripisuju razni benefiti —
smanjenje anksioznosti (55), kontrola razine glukoze u krvi (56), jaanje imuniteta te
poboljsanje kvalitete sna (57). Uz kalcij 1 ostala dva minerala mogu pozitivno djelovati na
zdravlje kostiju. Magnezij taj u¢inak postize aktivacijom vitamina D. Gotovo svi enzimi koji
sudjeluju u sintezi 1 aktivaciji vitamina D zahtijevaju magnezij za obavljanje svoje funkcije. O

prisutnosti magnezijevih iona ovise ucinci i endogenog i egzogenog vitamina D (58).

U tekuc¢im oblicima koji su dostupni na trzistu, kalcij se najées¢e nalazi u kombinaciji s
magnezijem, a uz magnezij, mogu biti dodani i fosfor i vitamin D. Kod takvih pripravaka
naglasak se stavlja na oCuvanje zdravlja i funkcije kostiju, a pojedini su posebno namijenjeni
za normalan razvoj kostiju u pedijatrijskoj populaciji. Mogu se uzimati samostalno, a mogu se
1 pomijesati s vodom ili nekim drugim napitkom. Kalcij i magnezij u teku¢im se pripravcima

najcesce nalaze u obliku citrata (46).

Uz prethodno spomenuti koraljni kalcij, dostupna je i kombinacija kalcija i magnezija
dobivenih iz koraljnih grebena s dodatkom vitamina D. Medutim, problem koji se javlja isti je
kao 1 kod samog koraljnog kalcija, a to je pitanje oneciS¢enosti teSkim metalima i posljedi¢noj

toksi¢nosti za organizam (51).

Rijetka, ali paznje vrijedna kombinacija kalcija svakako je ona s magnezijem i borom.
Istrazivanje koje je objavljeno za ovu kombinaciju napravljeno je na zivotinjama i pokazalo je
potencijalne dobrobiti za koStani sustav. Takav se u¢inak pripisuje pozitivnom utjecaju bora na
osteoblasti¢nu aktivnost. Dodatak bora kalciju, prema objavljenoj studiji, moze ubrzati proces

oporavka nakon prijeloma kostiju (59).
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1.4.4. Nuspojave suplemenata kalcijem

Kada je doziran unutar preporucenih vrijednosti, kalcij se smatra sigurnim suplementom
uz eventualne blaZze gastrointestinalne tegobe poput nadutosti. Medutim, kada dnevne doze
prelaze gornje granice, tolerancija organizma na kalcij smanjuje se i raste rizik od nezeljenih
ucinaka. Ta gornja granica iznosi 2500 mg za odrasle osobe izmedu 19 1 50 godina te 2000 mg

za starije od 50 godina (60).

Nakon niza godina smatranja kalcija nezamjenjivim suradnikom u prevenciji fraktura u
starijih osoba, rezultati nekih ispitivanja doveli su u pitanje njegovu u¢inkovitost, ali i sigurnost.
Najveca se zabrinutost javila oko povecanja rizika od kardiovaskularnih bolesti (61). Glavni
mehanizam koji se nalazi u pozadini ove price je odlaganje kalcija u stijenke krvnih zila, §to je
jedan od neizostavnih koraka aterosklerotskog procesa. Najveci rizik za kalcifikaciju
koronarnih arterija uslijed suplementacije kalcijem pronaden je u osoba s kroni¢nom
bubreznom bolescu (62). S obzirom na postojanje dokaza da uzimanje kalcija ima umjerene
benefite u reguliranju krvnog tlaka i razine lipida u krvi, iznenaduje €injenica da je njegova
primjena povezana s povecanom incidencijom infarkta miokarda. Navedeno je pokazano u
randomiziranom kontroliranom ispitivanju na 1471 zdravih postmenopauzalnih Zena u trajanju
od 5 godina, pri ¢emu je infarkt miokarda definiran kao potvrden rast ili pad odredenih
biokemijskih markera uz prisustvo barem jednog od sljedeéeg: simptoma ishemije,
karakteristi¢nih promjena na EKG-u te obavljene koronarne arterijske intervencije. Vazno je
naglasiti da su simptomi koje su pacijentice same prijavile odgovarali navedenoj definiciji

infarka miokarda, a rezultat je bio statisticki znacajno povecanje njegove incidencije (63).

Nakon kardiovaskularnih rizika, vazno je spomenuti neZeljene ucinke kalcija u
probavnom sustavu. Premda manje ozbiljni, ovi su ucinci znatno ¢e$¢e zapazeni i odavno je
poznata njihova povezanost s primjenom kalcija. Najc¢esc¢i se radi o akutnim tegobama kao Sto
su konstipacija, proljev 1 bolovi u abdomenu. Kod primjene kalcijevog karbonata moguca je
nadutost zbog oslobadanja ugljikovog (II) oksida (46). Jedna od tezih manifestacija naziva se
Milk-alkali sindrom, a radi se o stanju koje ukljucuje poviSene razine serumskog kalcija,
metabolicku alkalozu 1 akutno oSte¢enje bubrega. Javljaju se mu¢nina, povracanje, konstipacija,

a moguca je 1 anoreksija te pojava palpitacija (64).

Povezanost primjene kalcija i pojave bubreznih kamenaca nedovoljno je utvrdena, ali
postoje dokazi da poviSena razina kalcija u serumu dovodi do hiperkalciurije, odnosno
povecanog izlu¢ivanja kalcija putem urina. Nadalje, hiperkalciurija je glavna predispozicija za
formiranje bubreznih kamenaca (65). U obzir treba uzeti i ¢injenicu da se ¢esto radi o kristalima
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kalcijeva oksalata pa se uzrok problema moze kriti 1 u metabolizmu oksalata (66). Da bi se
smanjila moguénost nastanka bubreznih kamenaca preporucuje se uzimanje kalcija uz obrok
radije nego izmedu obroka i prije spavanja. Ukoliko pacijent u anamnezi ima bubrezne
kamence, pozeljno je napraviti ispitivanje razine kalcija u urinu prije pocetka suplementacije

kalcijem (65).

Od ostalih neZeljenih ucinaka vrijedno je spomenuti i vrlo rijetke, ali teSke alergijske
reakcije koje ukljucuju oticanje lica, jezika i usana te otezano gutanje, kao i simptome poput

crvenila, Zarenja koZe 1 svrbeza (67).

1.4.5. Interakcije kalcija s drugim tvarima

Kod uzimanja kalcija putem dodataka prehrani, u nekim je situacijama od velikog
znacaja vrijeme doziranja. Prvenstveno je vazno razmotriti medudjelovanje kalcija s tvarima iz
hrane, kao 1 s drugim dodacima prehrani i lijekovima. Na posebnom oprezu svakako trebaju
biti osobe s odredenom terapijom jer osim S§to pojedini lijekovi mogu utjecati na apsorpciju
kalcija 1 kalcij moze utjecati na njihovu apsorpciju, a samim time i na njihov konacni

farmakoloski uc¢inak (46).

Pozeljno je kalcij odvojiti od drugih minerala i vitamina kako bi apsorpcija i jednih i
drugih bila optimalna. Osobito je vazan oprez kod uzimanja zeljeza, ali i kod uzimanja cinka 1
magnezija. Takoder, ne preporucuje se uzimati kalcij uz namirnice bogate zeljezom kao $to su
meso, morski plodovi te odredeno povrée i zitarice. Poznato je da kalcij, bilo da se radi o onome
iz hrane ili iz dodataka prehrani, smanjuje apsorpciju zeljeza. Zbog toga se preporucuje
mlijecne proizvode odvojiti od uzimanja Zeljeza. Ova je ¢injenica stvorila odredene nejasnoce,
s obzirom na to da je populacijama koje su pod rizikom od deficita Zeljeza preporucen povecan
unos kalcija. To se prvenstveno odnosi na zene te na djecu u razvoju. Medutim, ispitivanja su
pokazala da se vrlo vjerojatno radi o prolaznom efektu te da dugoro¢no kalcij ne dovodi do
promjena u statusu Zeljeza i hematoloSkim parametrima. Potencijalno je to rezultat i

kompenzacijskih mehanizama organizma (68).

Povec¢an unos kalija moze dovesti do povecane ekskrecije kalcija iz organizma.
Nasuprot tome, prehrana obogacena kalijem moze sprijeciti povecanu ekskreciju kalcija i
resorpciju kosti kod Zena u postmenopauzi (69). Nadalje, potrebno je paziti na unos alkohola
jer on moze smanjiti apsorpciju kalcija (70), dok povecan unos kofeina moze povecati

izlu¢ivanje kalcija putem urina (71).
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Niz je lijekova s kojima kalcij ulazi u interakciju. Neke skupine antibiotika, kao §to su
kinoloni i tetraciklini, imaju svojstvo vezanja kalcijevih iona u probavnom sustavu. Na taj se
nain smanjuje apsorpcija spomenutih antibiotika pa je kalcij potrebno uzeti barem 2 sata prije

ili nakon njihova uzimanja (72).

Poznate su interakcije kalcija s lijekovima za lijecenje osteoporoze, bisfosfonatima, gdje
kalcij moze dovesti do smanjenje apsorpcije ovih lijekova. To ponovno sa sobom donosi
odredene nejasnoce jer je suplementacija kalcijem i vitaminom D preporucljiva kod terapije
bisfofonatima kako bi ovi lijekovi postigli maksimalan ucinak. Medutim, dovoljnim
vremenskim razmakom izmedu uzimanja kalcija 1 bisfosfonata moguce je balansirati dovoljan
unos kalcija i adekvatnu apsorpciju ovih lijekova (73). Osim na apsorpciju bisfosfonata, kalcij

negativno djeluje i na apsorpciju antiretrovirusnih lijekova dolutegravira i elvitegravira (74).

Zapazena je 1 interakcija kalcija s antiaritmikom digoksinom. Radi se o dvije krajnosti
— niske razine kalcija mogu dovesti do neucinkovitosti digoksina, dok visoke razine mogu
potaknuti njegovu toksi¢nost. Vazno je pomno pracenje razina kalcija kod osoba koje su na

terapiji digoksinom (75).

Estrogeni povoljno utjecu na serumske razine kalcija pa je kombinacija estrogena i
kalcija vrlo korisna za povecanje gustoce kostiju kod Zena u postmenopauzi (76). Razine kalcija
mogu povecati i tiazidni diuretici pa je uz njih potreban poseban oprez u slu¢aju suplementacije

kalcija (77).

Nasuprot prethodno spomenutim lijekovima, znacajno je veéi broj lijekova koji
smanjuju serumske razine kalcija pa je uz njih pozeljna nadoknada kalcija. Primjer su diuretici
Henleove petlje, antiepileptici poput karbamazepina, fenobarbitola i fenitoina, a isticu se
kortikosteriodi kod dugotrajnije primjene. Apsorpciju kalcija mogu smanjiti hipolipemici
kolestiramin 1 kolestipol koji osim $to na sebe vezu zu¢ne kiseline u probavnom sustavu, vezu

1 brojne druge tvari, ukljucujuéi i sam kalcij (78).

1.5. In vitro oslobadanje iz ¢vrstih oralnih oblika

In vitro ispitivanje oslobadanja (disolucija) analiticka je tehnika koja se koristi za
odredivanje karakteristika oslobadanja djelatne komponente iz farmaceutskog pripravka kao i
konzistencije samog pripravka. Radi se o opéeprihvacenoj analitickoj tehnici, a sama metoda
oslobadanja razvija se za svaku tvar pojedinacno. Metoda oslobadanja prvenstveno je svojstvo

¢vrstih dozirnih oblika, pa tako gotovo svaki ¢vrsti farmaceutski pripravak mora imati razvijen
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test oslobadanja. Pritom je moguca prilagodba koriStene aparature, medija te uvjeta provodenja

ispitivanja, primjerice brzine mijeSanja (79).

U svrhu odredivanja kojom se brzinom tvar oslobada iz ¢vrstog dozirnog oblika,
odnosno kojom se brzinom otapa na mjestu apsorpcije, provodi se test disolucije. U brojnim
sluajevima upravo je brzina disolucije kljucni korak koji odreduje brzinu apsorpcije, a

posljedicno i pocetak, intenzitet i trajanje bioloskog ucinka tvari (80).

Za razumijevanje samog procesa disolucije bitno je razlikovati pojam disolucije od
pojma topljivosti. Disolucija podrazumijeva prijelaz molekula ili iona iz ¢vrstog stanja u
otopinu i odredena je afinitetom izmedu molekula ¢vrste faze i molekula otapala. Topljivost
tvari daje informaciju o opsegu u kojem se disolucija odvija u danim uvjetima, odnosno o
koliCini tvari koja je iz ¢vrstog oblika presla u otopinu nakon postizanja ravnoteze izmedu tvari
otopljene u otapalu i neotopljene tvari. Dakle, disolucija govori o brzini kojom se tvar otapa,
dok topljivost govori o koli¢ini koja se moze otopiti. lako je u praksi veca topljivost najcesce
povezana s ve¢om brzinom disolucije, postoje i iznimke. Primjerice, neke tvari imaju veliku

topljivost u vodi, ali je potrebno jako puno vremena do njihove potpune disolucije u vodi (81).

Mehanizam disolucije moze se razmatrati kroz dva uzastopna koraka — prvi je
povrsinska reakcija, a drugi je difuzija otopljenih molekula kroz granic¢ni sloj. Pretpostavka je
da je ¢vrsta tvar u kristalnom obliku te da je po prirodi molekulska tvar, premda je mehanizam
primjenjiv i na tvari gradene od iona. PovrSinska reakcija obuhvaca oslobadanje molekula iz
¢vrste faze i njihov prelazak u tekucu fazu. Tijekom nje dolazi do prelaska molekula Cvrste tvari
iz okoliSa u kojem su bile okruzene identi¢nim molekulama u okoli§ u kojem su okruzene
neidenticnim molekulama — molekulama otapala. Slijedi prijenos molekula tvari iz grani¢nog
sloja izmedu Cvrste 1 tekuce faze u vedi, glavni dio tekucéine. Za grani¢ni sloj karakteristi¢na je
stati¢nost ili vrlo sporo kretanje slojeva tekuéine, pa ¢e i prijenos mase difuzijom biti spor.
Tijekom ovog procesa dolazi do promjene energije te se ve¢inom radi o endotermnom procesu
gdje dolazi do hladenja otopine. U slucaju znacajno velikog afiniteta izmedu otopljene tvari 1

otapala proces je egzoterman i moze doc¢i do stvaranja topline (81).

U Europskoj farmakopeji (engl. European Pharmacopoeia, Ph. Eur.) opisano je
nekoliko vrsta aparatura koje se koriste za provodenje testa disolucije. Najces¢e su koristene
aparatura s koSarom (engl. Basket apparatus) 1 aparatura s lopaticom (engl. Paddle apparatus).
Prva se aparatura sastoji od posude napravljene od inertnog i prozirnog materijala, motora,

pogonske osovine i cilindri¢ne koSare. Kako bi tijekom cijelog procesa disolucije temperatura
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bila odrzavana na 37 £ 0,5 °C, posuda je uronjena u vodenu kupku ili zagrijavana prikladnim
uredajem za zagrijavanje. Element za mijeSanje osigurava konstantno blago kretanje medija za
disoluciju. Osim toga, nijedan drugi dio aparature, kao ni okoli§ u kojem se aparatura nalazi, ne
stvara znacajne pokrete ili vibracije. Pozeljno je da aparatura omogucuje uvid u pripremu i
provodenje cijelog procesa. Posuda je cilindri¢na, ima hemisfericno dno 1 kapacitet od 1 litre.
Pogonska osovina namjestena je tako da njena vertikalna os ni u jednoj tocki nije viSe od 2 mm
udaljena od vertikalne osi posude. Osovina, kao i element za mijeSanje, izradeni su od
nehrdajuceg Celika. Dozirna jedinica, odnosno 1 kapsula ili 1 tableta, na po¢etku procesa stavlja

se u suhu kosaru (82). Opisana aparatura prikazana je na Slici 5.

i

L — Pogonska osovina

Tocka uzorkovanja

Posuda
/

|__— Kosara

A
Slika 5. Aparatura s koSarom (engl. Basket apparatus) (83).

Druga vrsta aparature, aparatura s lopaticom, jako je sli¢na prvoj. Razlika je u elementu
za mijeSanje koji ovdje Cini lopatica s oStricom i osovina. Osovina se sporo rotira, bez naglih
pokreta 1 klimanja koji bi utjecali na rezultate testa. Tijekom provodenja testa odrzava se
udaljenost izmedu dna vesla 1 unutarnje stijenke dna posude od 25 + 2 mm. Ostrica lopatice i
osovina mogu se obloziti prikladnom prevlakom kako bi bili inertni. Prije nego §to osovina
krene rotirati dozirna se jedinica pusti da potone na dno posude. U slu¢aju da dozirne jedinice
plutaju mogu im se priduziti vrlo mali komadi¢i nereaktivnog materijala, primjerice zicane

spirale (82). Prikaz opisane aparature nalazi se na slici 6.
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Slika 6. Aparatura s lopaticom (engl. Paddle apparatus) (84).

l— Veslo

Zahtjevi za disolucijski medij opisani u Ph. Eur. vrijede za sve dozirne ¢vrste oblike —
kako za oblike s konvencionalnim oslobadanjem, tako i1 za oblike s produljenim ili odgodenim
oslobadanjem. Takoder, odnose se na obje opisane vrste aparature. Zadani volumen otopine
odnosi se na mjerenja dobivena na temperaturi izmedu 20 i 25 °C. Ukoliko je disolucijski medij
puferirana otopina potrebno je namjestiti pH vrijednost tako da bude unutar + 0,05 pH jedinica
od zadane. Ponekad otopljeni plinovi mogu utjecati na rezultate testa pa ih je potrebno ukloniti

prije pocetka testiranja (82).

Prilikom interpretacije rezultata kljuéno je poznavati vrijednost Q (engl. quantity). Q
oznaCava koli¢inu oslobodene aktivne tvari, izrazene kao postotak koriStenog sadrzaja.
Testiranje se provodi na tri razine, osim ako se odgovarajuci rezultati pojave narazini 1 ili razini
2. Kod svih ¢vrstih dozirnih oblika na prvoj i drugoj razini koristi se po 6 dozirnih jedinica, dok
se na trecoj razini koristi 12 dozirnih jedinica. Kriteriji prihvatljivosti razlikuju se ovisno radi
li se o oblicima s konvencionalnim, produljenim ili odgodenim oslobadanjem. Kriteriji za

oblike s konvencionalnim oslobadanjem navedeni u Ph. Eur. nalaze se u tablici 1 (82).
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Tablica 1. Zahtjevi za ¢vrste dozirne oblike s konvencionalnim oslobadanjem

Razina (S) Broj testiranih jedinica Kcriteriji prihvatljivost

Nijedna jedinica nema vrijednost ispod O + 5

S'1 6 o,

Prosjek 12 jedinica (S; + S>) jednak je ili
S 6 ve¢i od O, nijedna jedinica nema vrijednost
ispod O — 15 %.

Prosjek 24 jedinice (S; + S>+ S3) jednak je ili
veéi od Q; najvise 2 jedinice imaju vrijednost
manju od QO — 15 %; nijedna jedinica nema
vrijednost ispod Q — 25%.

S 12

0O — koli¢ina oslobodene aktivne tvari

Kod provodenja testa disolucije za ¢vrsti farmaceutski oblik uvijek su definirani sljedeci
kriteriji: vrsta aparature, sastav, volumen 1 temperatura disolucijskog medija; brzina rotacije
disolucijskog medija; vrijeme, metoda i1 broj uzorkovanja; metoda analize; kriteriji
prihvatljivosti. Uglavnom se koristi vodeni medij, a sastav ovisi o fizikalno-kemijskim
svojstvima djelatne i pomo¢nih tvari. U nekim sluc¢ajevima disolucijski medij moze sadrzavati
1 enzime, surfaktante ili neke druge dodatne organske ili anorganske tvari. Kako je ve¢
spomenuto, na rezultate moze utjecati i prisustvo otopljenih plinova, pa je ponekad prije testa
disolucije potrebno provesti takozvani postupak deaeracije (uklanjanja otopljenih plinova). Od
velike je vaznosti da oprema za provodenje testa disolucije bude kvalificirana. U obzir je
potrebno uzeti veli€inu i razinu tolerancije aparature, a kriticne parametre poput temperature 1
volumena disolucijskog medija i brzine rotacije potrebno je periodicno monitorirati. Osim
kvalifikacije, bitna je i validacija cijelog sustava koja u obzir uzima to¢nost, preciznost i

otpornost na kontaminaciju (82).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati sadrzaj kalcija u 4 pripravka kalcijevog karbonata
u obliku tableta koji su dostupni na hrvatskom trzistu te ispitati kako se kalcij iz navedenih
pripravaka oslobada u mediju koji simulira zelucani medij. Ispitivanjem je obuhvacen jedan
pripravak koji je registriran kao lijek i nalazi se u receptnom nacinu izdavanja te tri dodatka

prehrani koja se nalaze u slobodnoj prodaji.
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3. MATERIJALI Il METODE



3.1. Materijali
3.1.1. Kemikalije koriStene za kompleksometrijsku titraciju

e Razrijedena HCI (Ph. Eur.)

e 2,00 mol/L NaOH

e Deionizirana voda

e Triturat kalkonkarboksilne kiseline

e 0,025 mol/L EDTA

3.1.2. Kemikalije KoriStene za pripremu reagensa

e 12,00 mol/L HCI (koncentrirana) (VWR Chemicals, Ujedinjeno Kraljevstvo)
e NaOH (VWR Chemicals, Ujedinjeno Kraljevstvo)

e [Kalkonkarboksilna kiselina

e NaCl (Fagron, Hrvatska)

¢ Dinatrijev edetat dihidrat (Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke Drzave)

e Deionizirana voda

3.1.3. Uzorci koristeni za kompleksometrijsku titraciju

Za odredivanje sadrzaja kalcija koriStena su Cetiri razli¢ita pripravka s kalcijevim

karbonatom, od kojih je jedan lijek, a ostala tri su dodaci prehrani od razli¢itih proizvodaca.

e Pripravak 1 (lijek) — 1 tableta sadrzi 1000 mg kalcijeva karbonata. Pomo¢ne su tvari
povidon, mikrokristali¢na celuloza, natrijev Skroboglikolat, magnezijev stearat, natrijev
laurilsulfat 1 koloidno bezvodni silicijev dioksid.

e Pripravak 2 (dodatak prehrani) — 1 tableta sadrzi 600 mg kalcija u obliku kalcijeva
karbonata te 3,1 mcg vitamina D. Pomo¢ne su tvari mikrokristalini¢na celuloza,
maltodekstrin, natrijeva karboksimetil celuloza, celulozna ovojnica i magnezijeve soli

masnih kiselina.
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e Pripravak 3 (dodatak prehrani) — 1 tableta sadrzi 400 mg kalcija u obliku kalcijeva
karbonata 1 25 mcg vitamina D. Pomo¢ne su tvari mikrokristalini¢na celuloza,
polivinilpirolidon-vinil acetat i magnezijeve soli masnih kiselina.

e Pripravak 4 (dodatak prehrani) — 1 tableta sadrzi 600 mg kalcija u obliku kalcijeva
karbonata, 5 mcg vitamina D i 80 mcg vitamina K. Pomo¢ne su tvari umreZena
karboksimetilceluloza, polivinilni alkohol, polietilen glikol, talk i magnezijeve soli masnih

kiselina.

3.2. Metode
3.2.1. Princip metode odredivanja kalcija u uzorcima

Sadrzaj kalcija u uzorcima odreduje se metodom kompleksometrijske titracije. Radi se
o volumetrijskoj analiti¢koj metodi koja se temelji na reakciji izmedu analita i titranta. Mjeri se
volumen titranta koji u potpunosti, sukladno kemijskoj reakciji, reagira s analitom. Izjednacenje
mnozine analita 1 titranta dogada u se toCki ekvivalencije, dok se u zavr$noj tocki titracije
vizualno (ili pomocu instrumenta) zapaza potpunost reakcije. Te bi dvije tocke trebale biti

jednake, ili bi eventualna razlika trebala biti Sto je moguce manja i poznata (85).

Titrant je uglavnom kelirajuca tvar koja s ionima metala tvori stabilan, u vodi topljiv
kompleks. Najcesce se koristi etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA) jer ona s velikim brojem
metala, pa tako i s kalcijem, tvori stabilne komplekse u stehiometrijskom odnosu 1:1 (85).
Strukture potpuno deprotonirane EDTA i EDTA u kompleksu s dvovalentnim metalnim ionom

prikazane su na slici 7.
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Slika 7. Struktura EDTA: u potpuno deprotoniranom obliku (a); u kompleksu s dvovalentnim

ionom (b) (86).
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Kako bi se osigurala selektivnost ove reakcije prema Zeljenom elementu moze se
regulirati pH vrijednost reakcijskog medija. Za indiciranje zavr$ne tocke titracije koriste se
vizualni indikatori. Oni s ionima metala u pripremljenoj otopini uzorka tvore obojeni kompleks
koji je relativno stabilan, ali manje stabilan od kompleksa metala s EDTA. Indikator u zavr$noj
tocki titracije prelazi u svoje slobodno stanje jer se metal otpusta s njegovih veznih mjesta i
veze na EDTA, a to registriramo kao promjenu boje. U ovom je slucaju to triturat
kalkonkarboksilne kiseline — indikator selektivan za kalcij koji u zavr$noj tocki titracije mijenja

boju iz ljubicaste u plavu (slika 8).

Slika 8. Boja otopine prije pocetka titracije (lijevo) 1 nakon promjene boje u zavrsnoj

tocki titracije (desno)

3.2.2. Priprema uzorka za odredivanje sadrZaja kalcija

Za odredivanje sadrzaja kalcija uzima se po 10 tableta od svakog pripravka i svaka
tableta pojedinacno se izvaZe na analiti¢koj vagi te se izraCunom aritmeticke sredine mase 10
tableta dobije srednja vrijednost mase tablete 1 standardna devijacija. Potom se tablete usitne
u tarioniku te se iz usitnjene mase u ¢asu od 100,00 mL na analiti¢ckoj vagi vaze uzorak mase
od 0,200 grama (= 5 %). U ¢asu s uzorkom dodaje se klorovodi¢na kiselina kako bi se uzorak
otopio, a volumen koji je bio potreban za otapanje je 5,0 mL. Nakon otapanja uz mijesanje
otopina se preko filter papira prenese u odmjernu tikvicu od 500,00 mL te se deioniziranom

vodom dobro isperu ¢asa, filter papir i lijevak kako bi prebacivanje bilo Sto kvantitativnije.
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Kako bi se pH otopine podesio za titraciju, u ovom se koraku vrsi zaluzivanje pripremljenom
otopinom natrijeva hidroksida. pH vrijednost koja pogoduje trituratu kalkonkarboksilne
kiseline kao indikatoru je 12 (87), a postignuta je dodavanjem 4,0 mL otopine natrijeva
hidroksida. Na kraju, u odmjernu se tikvicu do oznake doda deionizirana voda i pripremljeni

uzorak se promucka.

3.2.3. Priprema ostalih reagensa

Razrijedena klorovodicna kiselina izradena je po Ph. Eur. (88) iz koncentrirane

klorovodiéne kiseline.

Otopina natrijeva hidroksida molarne koncentracije 2,00 mol/L koriStena je u
ispitivanju. Pripremi se na nacin da se izvaze 7,9874 g natrijeva hidroksida te se u odmjernoj

tikvici od 100 mL razrijedi s deioniziranom vodom do oznake.

Indikator za kompleksometrijsku titraciju, triturat kalkonkarboksilne kiseline, takoder
je izraden po Ph. Eur. (89). PomijesSa se jedan dio kalkonkarboksilne kiseline s 99 dijelova
natrijeva klorida. U ovom slu¢aju ukupna je masa pripremljenog indikatora iznosila 10,00 g,
a dobiven je vaganjem 0,100 g kalkonkarboksilne kiseline i mijeSanjem s 9,9 g natrijeva
klorida. Praskasta mjeSavina prebacena je u plasti¢nu falkonicu kako bi se prije same titracije

mogla kratko vorteksirati radi ujednacenja sadrzaja.

Za titraciju je koristena 0,025 mol/L EDTA, a ona je pripremljena vaganjem 9,306 g
dinatrijevog edetata dihidrata koji se u odmjernoj tikvici od 1000 mL razrijedi s deioniziranom

vodom do oznake.
Za titraciju uzoraka uzetih tijekom metode disolucije koristena je 0,1 mol/L EDTA

koja je dobivena vaganjem 3,723 mg dinatrijevog edetata dihidrata i njegovim razrijedivanjem

s deioniziranom vodom u odmjernoj tikvici od 1000 mL.
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3.2.4. Postupak odredivanja sadrZaja kalcija u uzorcima

Iz odmjerne tikvice u kojoj se nalazi pripremljeni uzorak uzima se alikvot od 25,00
mL 1 prenese u Erlenmeyerovu tikvicu od 250 mL, gdje mu se vrthom metalne ZliCice dodaje
mala koli¢ina indikatora i pomijesa se kruznim pokretima dok se dobije ujednacena ljubicasta
boja. Potom se uzorak titrira 0,025 mol/L EDTA, a utroSeni volumen EDTA biljezi se i koristi

za izracun sadrzaja kalcija u tableti.

3.2.5. Princip metode disolucije

Metoda disolucije provedena je koriste¢i uvjete za tablete kalcijevog karbonata
opisane u Americkoj farmakopeji (USP) (90). Za sve koriStene pripravke s kalcijem koristi se
aparatura 2, odnosno aparatura s lopaticom. Disolucijski medij koji je koristen bila je 0,1
mol/L HCI. U svaku posudu se ulije 900 mL (£ 1 %) disolucijskog medija i priceka oko 30
minuta da se zagrije na temperaturu od 37 + 0,5 °C. Kad se temperatura postigne, dozirne
jedinice (tablete) dodaju se u posude. Vrijeme trajanja disolucije postavljeno je 90 minuta, a

brzina vrtnje na 75 okretaja po minuti.

Uzorkovanje se provodi u odredenim vremenskim tockama. U ovom istrazivanju to su
5,10, 15, 30, 45, 60 te 90 minuta od pocetka disolucije. Uzorak se uzima svaki put s priblizno
iste visine, a to je otprilike na pola udaljenosti izmedu povrSine disolucijskog medija i vrha
rotirajuce oStrice lopatice. Nakon uzimanja uzorka za analizu u posudu je potrebno vratiti
jednak volumen disolucijskog medija. U ovom slucaju, volumen uzorkovanja bio je 10,00

mL, pa je u sustav nakon svakog uzorkovanja dodano 10,00 mL svjezeg disolucijskog medija.

Metoda disolucije omoguéuje nam da vizualno uo¢imo kako se promatrane tablete
ponasaju u disolucijskom mediju kroz zadano vrijeme, odnosno kako se otapaju. Medutim,
uzorci koji se tijekom metode uzimaju koriste se za daljnu analizu kako bi se dobile tocne
broj¢ane vrijednosti. Na uzorcima se provodi kompleksometrijska titracija, jednaka onoj koja
je provedena za odredivanje sadrzaja. Razlika je u tome §to je potrebna zna¢ajno manja obrada
uzorka prije same titracije. Uzorci su zaluzeni s otopinom NaOH dok nije postignut pH 12 te

im je potom dodan indikator. Ciljna pH vrijednost u ovom je slu¢aju postignuta dodavanjem

32



1,5 mL otopine NaOH. Takoder, u ovom je odredivanju koriStena EDTA molarne

koncentracije 0,01 mol/L.

Volumeni EDTA utros$eni u titraciji sluze za izraCunavanje mase kalcija u alikvotu od
10,00 mL, iz ¢ega se daljnjim izracunima dobije masa kalcija u cijelom disolucijskom mediju,
odnosno u 900,00 mL u to¢no odredenoj vremenskoj tocki. To je ujedno koli¢ina kalcija koja

se oslobodila do te vremenske tocke, a sluzi za raCunanje postotka oslobodenog kalcija.
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4. REZULTATI



4.1. Rezultati odredivanja sadrzaja kompleksometrijskom titracijom

Pripravom uzorka opisanom u dijelu 3.2.2. dobije se volumen od 500,00 mL iz ¢ega
se uzima alikvot od 25,00 mL na kojem se provodi titracija. Iz utroSenog volumena titranta
izraCuna se sadrzaj kalcija u tom alikvotu, pa ¢e sadrzaj kalcija u uzorku biti 20 puta veci nego
u alikvotu. Konac¢no, iz omjera masa dobijemo sadrzaj kalcija u cijeloj tableti. Reakcija

izmedu kalcija i EDTA moZe se prikazati idu¢om jednadzbom, gdje H>Y* predstavlja EDTA:

Ca’" (aq) + H2Y? (aq) <> CaY? (aq) + 2H" (aq)

Iz stehiometrije kemijske reakcije vidljiv je omjer mnozina kalcija i EDTA, a iz njega

se dobije izraz za izratun mase kalcija:

n (Ca*) :n (H2Y*>) =1:1
n (Ca?") =n (H.Y?) =c (H.Y?) x V (H2Y?)

m (Ca?*)

n (Ca2+) = M (Ca2+)

Masa kalcija u alikvotu jednaka je:

m (Ca?")/mg (alikvot) = ¢ (H2Y?) x V (H2Y?) x M (Ca*") x 1000

Mnozenjem dobivene mase s 20 dobijemo masu kalcija u uzorku:

m (Ca?")/mg (uzorak) = m (Ca*")/mg (alikvot) x 20

Masu kalcija u tableti dobijemo iz sljede¢eg omjera:

m (Ca?")/mg (uzorak) : m (uzorak) = m (Ca*")/mg (tableta) : m (tableta)

Srednja masa tablete izracuna se zbrajanjem masa 10 tableta i dijeljenjem s 10. U tablici

2 prikazane su mase tableta svakog pripravka, srednja masa tablete te standardna devijacija.

35



Tablica 2. Mase tableta dobivene vaganjem na analitickoj vagi i srednja masa tablete

m (tablete) (g)
Tableta Pripravak 1 Pripravak 2 Pripravak 3 Pripravak 4
1 1,206 1,852 1,293 1,674
2 1,204 1,846 1,283 1,670
3 1,240 1,844 1,283 1,674
4 1,205 1,823 1,283 1,677
5 1,232 1,840 1,290 1,681
6 1,194 1,863 1,285 1,689
7 1,215 1,848 1,281 1,676
8 1,211 1,839 1,285 1,662
9 1,202 1,854 1,281 1,669
10 1,216 1,848 1,289 1,667
Am (tablete) (g) 1,213 1,846 1,286 1,674
SD 0,0141 0,0106 0,0041 0,0076

Am (tablete) — srednja masa tablete

SD — standardna devijacija

Kompleksometrijska titracija provodi se na alikvotu otopljenog uzorka. Za svaki
pripravak uzimaju se po 3 alikvota od 25,00 mL, odnosno provode se 3 titracije. Utroseni
volumeni titracije prikazani su u tablici 3, a iz formule za masu kalcija u alikvotu iz njih je
izraCunata masa kalcija u titriranom volumenu od 25,00 mL. Srednja masa kalcija u alikvotu
izracunata je kao aritmeticka sredina masa kalcija dobivenih u tri titracije. Pritom vrijedi da je

¢ (H2Y?) = 0,025 mmol/mL, a M (Ca*") = 40,078 mg/mmol.
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Tablica 3. UtroSeni volumeni titranta 1 mase kalcija odredene u alikvotima

Titracija Pripravak 1 Pripravak 2 Pripravak 3 Pripravak 4

V (EDTA) (mL) 1 3,400 3,500 3,100 3,500

V (EDTA) (mL) 2 3,350 3,400 3,050 3,550

V (EDTA) (mL) 3 3,200 3,400 3,050 3,500

m (Ca u alikvotu) 1 (mg) 3,407 3,507 3,106 3,507
m (Ca u alikvotu) 2 (mg) 3,356 3,407 3,056 3,557
m (Ca u alikvotu ) 3 (mg) 3,207 3,407 3,056 3,506
Am (Ca u alikvotu) (mg) 3,323 3,440 3,073 3,524
SD 0,104 0,058 0,029 0,029

m (Ca u alikvotu) 1,2,3 — masa kalcija odredena pojedinom titracijom
Am (Ca u alikvotu) — srednja masa kalcija u alikvotu

SD — standardna devijacija

Mnozenjem srednje mase kalcija u alikvotu s 20 dobiva se masa kalcija u izvaganom

uzorku tablete, iz cega pomocu omjera masa dobivamo sadrzaj kalcija u tableti.

Tablica 4. Sadrzaj kalcija u tabletama

Pripravak 1 Pripravak 2 Pripravak 3 Pripravak 4

Am (Ca u alikvotu) 3,323 3,440 3,073 3,524
m (uzorka) (mg) 199,500 202,800 200,100 199,800

m (Ca u uzorku) (mg) 66,463 68,801 61,453 70,470
m (Ca u tableti) (mg) 403,940 626,160 394,730 590,390
deklarirana (ﬁg()ca utablet) 440 436 600,000 400,000 600,000
Eksperimentalno odreden 100,860 104,360 98,680 98,400

sadrZaj u odnosu na
deklarirani (%)
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4.2. Rezultati ispitivanja oslobadanja Kkalcija in vitro metodom s lopaticom

U tablici 5 nalaze se srednji utroSeni volumen titranta i pomoc¢u njega izracunata srednja

masa kalcija u alikvotu za pripravak 1. Ostali podaci o oslobadanju kalcija iz tableta pripravka

1 dobiveni izracunom iz prethodnih navedeni su u tablici 6.

Tablica 5. Srednji volumeni titranta i srednje mase kalcija odredene u alikvotu pripravka 1

t (min) AV (EDTA) (mL) SD Am (Ca u alikvotu) (mg) SD
5 8,320 0,495 3,334 0,198

10 11,100 0,100 4,449 0,040
15 11,470 0,058 4,596 0,023
30 11,500 0,000 4,609 0,000
45 11,500 0,000 4,609 0,000
60 11,500 0,000 4,609 0,000
90 11,500 0,000 4,609 0,000

SD — standardna devijacija

AV (EDTA) — srednji volumen titranta

Am (Ca u alikvotu) — srednja masa kalcija u alikvotu

Tablica 6. Srednja masa i srednja kumulativna masa oslobodenog kalcija u 900,00 mL i srednji udio

kalcija oslobodenog iz tablete pripravka 1

t (min) AQ (mg) SD AQ' (mg) SD AQexp (%) SD
5 300,100 17,861 300,100 17,861 75,030 4,465
10 400,380 3,607 403,860 3,808 100,960 0,952
15 413,600 2,082 421,530 2,074 105,380 0,518
30 414,810 0,000 426,250 1,892 106,560 0,473
45 414,810 0,000 427,780 0,893 106,950 0,223
60 414,810 0,000 427,780 0,893 106,950 0,223
90 414,810 0,000 427,780 0,893 106,950 0,223

AQ - srednja masa oslobodenog kalcija u 900,00 mL

AQ' — srednja kumulativna masa oslobodenog kalcija do te vremenske tocke, ukljuc¢ujuéi i nju

AQexp (%) — srednji udio kalcija oslobodenog iz tablete

SD — standardna devijacija
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U tablici 7 nalaze se srednji utroSeni volumen titranta i pomocu njega izraCunata srednja
masa kalcija u alikvotu za pripravak 2, a ostali podaci dobiveni metodom disolucije za pripravak

2 nalaze se u tablici 8.

Tablica 7. Srednji volumeni titranta i srednje mase kalcija odredene u alikvotu pripravka 2

Am (Ca u alikvotu)

t (min) AV (EDTA) (mL) SD (mg) SD
5 14,090 0,345 5,646 0,138
10 16,100 0,173 6,453 0,069
15 16,500 0,100 6,613 0,040
30 16,830 0,416 6,746 0,167
45 16,800 0,436 6,733 0,175
60 17,030 0,252 6,827 0,101
90 17,170 0,153 6,880 0,061

SD — standardna devijacija
AV (EDTA) — srednji volumen titranta

Am (Ca u alikvotu) — srednja masa kalcija u alikvotu

Tablica 8. Srednja masa i srednja kumulativna masa oslobodenog kalcija u 900,00 mL i srednji

udio kalcija oslobodenog iz tablete pripravka 2

t (min) AQ (mg) SD AQ' (mg) SD AQexp (%) SD
5 508,110 12,439 508,110 12,439 84,680 2,073
10 580,730 6,247 586,380 6,377 97,730 1,063
15 595,160 3,607 607,260 3,804 101,21 0,634
30 607,180 15,017 625,890 15,228 104,320 2,538
45 605,980 15,723 631,440 16,113 105,240 2,685
60 614,400 9,077 653,410 9,700 108,900 1,617
90 619,210 5,510 652,580 5,971 108,760 0,995

AQ - srednja masa oslobodenog kalcija u 900,00 mL
AQ'- srednja kumulativna masa oslobodenog kalcija do te vremenske tocke, ukljucujuéi i nju
AQexp (%) — srednji udio kalcija oslobodenog iz tablete

SD - standardna devijacija
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U tablici 9 nalaze se srednji utroSeni volumen titranta i pomocu njega izracunata

srednja masa kalcija u alikvotu za pripravak 3, a ostali podaci dobiveni metodom disolucije za

pripravak 3 nalaze se u tablici 10.

Tablica 9. Srednji volumeni titranta i srednje mase kalcija odredene u alikvotu pripravka 3

Am (Ca u alikvotu)

t (min) AV (EDTA) (mL) SD (mg) SD
5 1,270 0,058 0,508 0,023
10 2,130 0,153 0,855 0,061
15 2,970 0,153 1,189 0,061
30 3,870 0,058 1,550 0,023
45 4,700 0,100 1,884 0,040
60 5,370 0,289 2,151 0,116
90 6,400 0,100 2,565 0,040

SD — standardna devijacija

AV (EDTA) — srednji volumen titranta

Am (Ca u alikvotu) — srednja masa kalcija u alikvotu

Tablica 10. Srednja masa i srednja kumulativna masa oslobodenog kalcija u 900,00 mL i srednji

udio kalcija oslobodenog iz tablete pripravka 3

t (min) AQ (mg) SD AQ' (mg) SD AQexp (%) SD
5 45,690 2,082 45,690 2,082 11,420 0,521
10 76,950 5,510 77,460 5,527 19,360 1,382
15 107,010 5,510 108,370 5,458 27,090 1,364
30 139,470 2,082 142,020 2,036 35,510 0,509
45 169,530 3,607 173,630 3,647 43,410 0,912
60 193,580 10,412 199,560 10,471 49,890 2,618
90 230,850 3,607 238,990 3,427 59,750 0,857

AQ — srednja masa oslobodenog kalcija u 900,00 mL

AQ' — srednja kumulativna masa oslobodenog kalcija do te vremenske tocke, ukljucujuéi i nju

AQexp (%) — srednji udio kalcija oslobodenog iz tablete

SD — standardna devijacija
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U tablici 11 nalaze se srednji utroSeni volumen titranta i pomocu njega izraCunata

srednja masa kalcija u alikvotu za pripravak 4, a ostali podaci dobiveni metodom disolucije za

pripravak 4 nalaze se u tablici 12.

Tablica 11. Srednji volumeni titranta i srednje mase kalcija odredene u alikvotu pripravka 4

t (min) AV ((IIIEIE)TA) SD Am (Ca( Il:l ;l;lkVOtll) SD
5 0,430 0,029 0,174 0,012
10 0,900 0,173 0,361 0,069
15 1,000 0,100 0,401 0,040
30 1,870 0,115 0,748 0,046
45 2,570 0,153 1,029 0,061
60 3,530 0,115 1,416 0,046
90 4,730 0,153 1,897 0,061

SD — standardna devijacija

AV (EDTA) — srednji volumen titranta

Am (Ca u alikvotu) — srednja masa kalcija u alikvotu

Tablica 12. Srednja masa i srednja kumulativna masa oslobodenog kalcija u 900,00 mL 1 srednji

udio kalcija oslobodenog iz tablete pripravka 4

t (min) AQ (mg) SD AQ' (mg) SD AQexp (%) SD
5 15,630 1,041 15,630 1,041 2,610 0,173
10 32,460 6,247 32,640 6,259 5,440 1,043
15 36,070 3,607 36,600 3,677 6,100 0,613
30 67,330 4,165 68,270 4,241 11,380 0,707
45 92,580 5,510 94,260 5,660 15,710 0,943
60 127,450 4,165 130,160 4,362 21,690 0,727
90 170,730 5,510 174,860 5,747 29,140 0,958

AQ - srednja masa oslobodenog kalcija u 900,00 mL

AQ'- srednja kumulativna masa oslobodenog kalcija do te vremenske tocke, ukljucujuéi i nju

AQexp (%) — srednji udio kalcija oslobodenog iz tablete

SD — standardna devijacija
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Graficki prikaz oslobadanja kalcija iz Cetiri ispitivana pripravka u vremenu trajanja

disolucije (90 minuta) nalazi se na slici 9.
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Slika 9. Krivulje oslobadanja kalcija iz ispitivanih pripravaka tijekom trajanja disolucije
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5. RASPRAVA



Analiza rezultata dobivenih eksperimentalnim radom dovela je do podataka o
koli¢inama kalcija u ispitivanim pripravcima te razini njihove podudarnosti s deklariranim
sadrzajem. Takoder, dobiveni su podaci o oslobadanju kalcija iz 4 razli¢ita pripravka kalcijevog
karbonata u obliku tableta, Cije je oslobadanje ispitano metodom s lopaticom prema uvjetima

propisanim za ispitivanje oslobadanja sadrzaja prema USP.

Rezultati dobiveni ispitivanjem sadrzaja kalcija kompleksometrijskom titracijom
pokazuju visoku razinu podudarnosti sa sadrzajem deklariranim od strane proizvodaca za sva
Cetiri pripravka. Zahtjev za sadrzaj djelatne tvari u dozirnoj jedinici opisan je u Ph. Eur. (91) i
prema njemu bi sadrzaj u svakoj pojedinoj testiranoj tableti trebao biti izmedu 85 1 115 %

prosjecnog sadrzaja.

Pripravak 1, koji je registriran kao lijek u Republici Hrvatskoj, prema deklaraciji sadrzi
1000 mg kalcijevog karbonata, §to odgovara 400,436 mg kalcija. Odnos eksperimentalnog i
deklariranog sadrzaja u postotcima iznosi 100,86 %. Pripravak 2 prema deklaraciji sadrzi 600
mg kalcija u obliku kalcijevog karbonata. Eksperimentom je dobiven sadrzaj od 626,16 mg
kalcija po tableti, Sto odgovara omjeru od 104,36 %. Za pripravak 3 deklarirani je sadrzaj 400
mg kalcija, a eksperimentom dobiveni je 394,73 mg. Postotak podudarnosti za pripravak 3 je
98,68 %. Konacno, pripravak 4 prema deklaraciji sadrzi 600 mg kalcija, a eksperimentom je

odredeno 590,39 mg; postotak podudarnosti za pripravak 4 iznosi 98,40 %.

Rezultati dobiveni metodom disolucije omogu¢ili su usporedbu oslobadanja kalcija iz
ispitivanih pripravaka koja je vidljiva na slici 9. Iz grafickog prikaza jasno je vidljivo da
pripravak 1 i pripravak 2 pokazuju znatno vece oslobadanje kalcija u odnosu na pripravak 3 i
pripravak 4. Vizualno zapazanje, odnosno polozaj krivulja koji do tog zaklju¢ka dovodi moze
se potvrditi 1 brojevima iz tablice 6, gdje je vidljivo da je ve¢ do kraja 10. minute oslobodena
cjelokupna koli¢ina kalcija iz tablete pripravka 1, a kalcij iz pripravka 2 u potpunosti je
osloboden do 15. minute. Do zavrSetka disolucije iz tablete pripravka 3 oslobodeno je 59,75 %
ukupnog kalcija sadrzanog u tableti te 29,14 % ukupnog kalcija sadrzanog u tableti pripravka
4. Iz navedenog se moze zakljuciti da pripravci 1 i 2 odgovaraju zahtjevima Ph. Eur. za
pripravke s trenutnim oslobadanjem koji kaze da se >80% aktivne tvari mora osloboditi unutar

prvih 30 minuta od pocetka disolucije. Za pripravak 3 i 4 isto nije utvrdeno ovim istrazivanjem.

Navedeni rezultati pokazuju da je u organizmu najbrze i najpotpunije oslobadanje
kalcija iz pripravka 1, a pritom je i odstupanje sadrzaja od deklariranog minimalno, $to
opravdava njegov status lijeka. Tek malo iza njega po oslobadanju kalcija nalazi se pripravak
2. On pokazuje neSto vece odstupanje u sadrzaju, ali to odstupanje ne prelazi granice
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prihvatljivosti, osobito kada se uzme u obzir da se radi o pripravku koji je registriran kao
dodatak prehrani, a ne kao lijek. Takoder, bitno je imati na umu i da pripravak 2 u jednoj tableti

ima visu dozu kalcija od pripravka 1.

Pripravak 3 takoder pokazuje vrlo malo odstupanje u sadrzaju kalcija (-1,32 %), ali
znacajno slabije oslobadanje kalcija pri uvjetima koriStenim u ovom istraZivanju u odnosu na
prva dva pripravka. Isto vrijedi i za pripravak 4, a oslobadanje kalcija iz njega je gotovo
dvostruko slabije nego iz pripravka 3. Opet je vazno spomenuti i razli¢it sadrzaj kalcija po
tableti koji je visi kod pripravka 4. I jedan i drugi imaju dodatak vitamina D koji povecava
apsorpciju kalcija (25), a koli¢ina vitamina D u pripravku 3 (25 mcg) je pet puta veca od

koli¢ine u pripravku 4 (5 mcg).

Jedno ispitivanje provedeno u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama 2014. godine dalo je
paznje vrijedne rezultate o sadrzaju kalcija u dodacima prehrani. Cilj ispitivanja bio je
usporediti dvije metode — kompleksometrijsku titraciju i ionsku izmjenu u odredivanju sadrzaja
kalcija u dva razlicita proizvodaca tableta. Rezultati kompleksometrijske titracije, koja je
koristena i u naSem radu i1 kao takva nama bitna za usporedbu, pokazali su odstupanje od
deklariranog sadrzaja +3.,49 % na uzorku jednog, odnosno +6,40 % na uzorku drugog
prizvodaca. Premda pripravci ukljuCeni u ovo ispitivanje sadrze kalcij u obliku kalcijevog
citrata, autori ispitivanja zakljuéno navode da ne vide razlog zbog kojeg ove iste metode ne bi

pokazale jednako dobre rezultate i na kalcijevom laktatu i karbonatu (92).

Zanimljivo je spomenuti i jedno slicno ispitivanje provedeno u Srbiji gdje je analiziran
sadrzaj kalcija u dodacima prehrani. U ispitivanje je bilo ukljueno deset razli¢itih pripravaka
s kalcijem od kojih pet sadrzi kalcijev karbonat. Metoda odredivanja kalcija takoder je bila
titracija s EDTA, a kao indikator koriSten je mureksid. Udio kalcija u pripravcima s kalcijevim
karbonatom iznosio je izmedu 95,11 1 99,80 % teoretske vrijednosti. Glavnina tih pripravaka
bile su Sumece tablete, ali za usporedbu s nasim ispitivanjem mogu posluziti tablete u kojima
je kalcij u kombinaciji s vitaminom D. Odnos eksperimentom odredenog sadrzaja u njima u

odnosu na teoretski iznosi 98,20 %, Sto je takoder usporedivo s nasim rezultatima (93).

U ispitivanju oslobadanja kalcija in vitro zanimljivo je jedno istrazivanje iz SAD-a.
Predmet istrazivanja bilo je 27 pripravaka s kalcijevim karbonatom, a svi uvjeti metode
disolucije bili su iz USP, identi¢ni onima koriStenim u naSem ispitivanju. Nakon 30 minuta od
pocetka disolucije, iz 5 pripravaka bilo je oslobodeno preko 75 % kalcija, iz 4 pripravka izmedu
331 74 % kalcija, a iz preostalih 18 manje od 33 % kalcija. Po zavrSetku disolucije, nakon 90
minuta, iz 17 (63 %) pripravaka oslobadanje kalcija bilo je manje od 50 %. Jedno od bitnih
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zapazanja ovog ispitivanja je postojanje negativne korelacije izmedu disolucije i mase
pomo¢nih tvari u tableti. Dakle, pomo¢ne tvari igraju vaznu ulogu u odredivanju oslobadanja
kalcija iz ovih tableta (94). Promatrajuci u¢inak mase pomo¢nih tvari na oslobadanje kalcija iz
pripravaka koriStenih u naSem ispitivanju vidimo da kod prva tri pripravka takoder postoji
negativna korelacija izmedu mase pomo¢nih tvari i oslobadanja. Medutim, kod pripravka 4
vidimo veliko odstupanje — iako je pokazao najmanje oslobadanje kalcija u 90 minuta, ima i
najmanji udio pomo¢nih tvari od Cetiri ispitivana pripravka. Osim mase, utjecaja na oslobadanje
kalcija moze imati 1 vrsta pomo¢nih tvari. U sastavu pripravka 3 kao pomoc¢na tvar nalazi se
polivinilpirolidon-vinil acetat, hidrofilni polimerni nosac koji u tabletama sluzi za maskiranje
neugodnih mirisa i okusa, zaStitu djelatnih tvari od vanjskih ¢imbenika te za postizanje
kontroliranog oslobadanja djelatnih tvari. Upravo posljednje navedena uloga moze biti
potencijalni razlog slabijeg oslobadanja kalcija iz pripravka 3 (95). U pripravku 4 nalazi se
oslobadanja djelatne tvari. Kao takav, polivinilni alkohol jedan je od mogu¢ih uzroka
nepovoljnog profila oslobadanja kalcija iz pripravka 4 u uvjetima u kojima je provedeno

ispitivanje u ovom istrazivanju (96).

U provodenju ovog ispitivanja postojala su odredena ograni¢enja. Sam izbor pripravaka
koji ¢e se ispitivati bio je ograni¢en na tablete u kojima se kalcij nalazi u obliku kalcijevog
karbonata. Pritom je vazno bilo paziti i na ostale tvari sadrzane u tabletama, zbog cega su
isklju¢ene kombinacije kalcija s drugim dvovalentnim metalima poput magnezija koji bi mogli
interferirati s metodom odredivanja kalcija. Za razliku od toga, prisustvo vitamina D u
kombinaciji s kalcijem nije predstavljalo rizik od sli¢nih interferencija pa tako tri od Cetiri
ispitivana pripravka sadrze vitamin D. Ogranienja su prisutna i u provodenju metode
disolucije. Koristen je isklju¢ivo jedan medij, odnosno 0,1 M klorovodi¢na kiselina koja je
propisani medij za ispitivanje oslobadanja kalcija iz tableta kalcijevog karbonata prema USP
(90). Takav medij dovoljno vjerodostojno simulira zelucanu tekucinu. Takoder, brzina vrtnje
uvijek je bila podesSena na 75 okretaja po minuti, a volumen disolucijskog medija iznosio je 900
mL. Medutim, u ovom istrazivanju nije ispitan utjecaj promjene brzine okretaja u minuti na
brzinu oslobadanja kalcija kao ni utjecaj promjene pH, a ni dodatak razli¢itih surfaktanata koji
se znaju koristiti pri razvoju metoda za oslobadanje, a koji mogu znacajno mijenjati profile i
brzinu oslobadanja djelatnih tvari. Takoder, u svrhu izrade diplomskog rada, u istrazivanju su

analizirana samo 4 pripravka s trzi$ta pa se dobiveni podatci ne mogu poopditi.
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6. ZAKLJUCCI



1. Svi ispitivani pripravci pokazuju zadovoljavajuéi sadrzaj kalcija, s malim odstupanjima
izmedu eksperimentalnog 1 teoretskog (od -1,60 do +4,36 %), ali unutar raspona propisanog

prema Ph. Eur.

2. Nije zabiljeZeno znacajno razli¢ito odstupanje u sadrzaju izmedu pripravka koji je registriran

kao lijek i pripravaka koji su registrirani kao dodaci prehrani.

3. Dva pripravka pokazala su potpuno oslobadanje kalcija u kratkom vremenskom periodu te
su do kraja 15. minute pokazala potpuno oslobadanje u uvjetima u kojima je provedena
disolucijska metoda, ¢ime odgovaraju zahtjevima Ph. Eur. za pripravke s trenutnim

oslobadanjem.

4. Pripravak 3 14 unutar 90 minuta pokazali su nepotpuno i znacajno sporije oslobadanje kalcija

u uvjetima u kojima je provedena disolucijska metoda.
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8. SAZETAK



Cilj: Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti sadrzaj kalcija u nekoliko razlicitih oralnih
pripravaka koji su dostupni na hrvatskom trziStu te ispitati kako se kalcij iz navedenih

pripravaka oslobada u mediju koji simulira uvjete prisutne u ZeluCanom mediju.

Materijali i metode: Ispitivanjem su obuhvacena 4 pripravka u obliku tableta s
kalcijevim karbonatom. Jedan pripravak registriran je kao lijek i nalazi se u receptnom
nacinu izdavanja, dok su ostala tri pripravka dodatci prehrani koji se nalaze u slobodnoj
prodaji. U laboratorijskom radu za ispitivanje navedenih pripravaka koristene su metoda
odredivanja kalcija kompleksometrijskom titracijom i metoda oslobadanja lijeka in vitro
(disolucijska metoda s lopaticom) kako bi se ispitali sadrzaj i oslobadanje kalcija iz
izabranih pripravaka. Uvjeti koriSteni za disoluciju propisani su u USP za tablete
kalcijevog karbonata, a to su 0,1 M klorovodi¢na kiselina kao medij, brzina vrtnje od 75

okretaja po minuti, temperatura od 37 £ 0,5 °C 1 vrijeme trajanja od 90 minuta.

Rezultati: Svi pripravci uklju€eni u istrazivanje pokazali su zadovoljavajuce rezultate
kod odredivanja sadrzaja, s malim odstupanjima od deklarirane koli¢ine kalcija (od -1,60
% do +4,36 %). Za razliku od toga, rezultati ispitivanja oslobadanja kalcija in vitro bili
su raznoliki. Dva pripravka pokazala su jako brzo i potpuno oslobadanje kalcija, dok su
ostala dva pokazala znacajno manje razine oslobadanja kalcija unutar promatranog

vréemena.

Zakljucak: Ispitani pripravci u obliku tableta s kalcijevim karbonatom pokazali su da im
se deklarirani sadrzaj, neovisno o rezimu izdavanja, nalazi unutar raspona koji su
propisani prema smjernicama u Ph. Eur. Na trziStu postoji cijeli niz pripravaka s kalcijem
koji se medusobno razlikuju po dozi kalcija, kemijskom obliku u kojem se kalcij nalazi,
farmaceutskoj formulaciji pripravka, pomoénim tvarima ili pak drugim djelatnim
tvarima, ukoliko se radi o kombiniranom pripravku. Zbog velike raznolikosti pripravaka,
rezultati dobiveni u ovom ispitivanju ne mogu se generalizirati na sve pripravke s
kalcijem koji su dostupni na trzistu. Medutim, moze se zakljuciti da iako sadrzajno nema
znacajnih odstupanja izmedu ispitivanih pripravaka, njihovo oslobadanje in vitro prema
uvjetima propisanim u USP znacajno se medusobno razlikuje, pri ¢emu samo jedan
ispitani dodatak prehrani s kalcijevim karbonatom pokazuje sli¢nost s pripravkom

registriranim kao lijek.
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9. SUMMARY



Diploma thesis title: Examination of content and in vitro release of calcium from oral

pharmaceutical forms registered in Republic of Croatia

Objectives: The aim of this research was to determine the calcium content of several different
oral preparations that are available on the Croatian market and to examine how calcium is

released from the mentioned products in a medium that simulates the gastric medium.

Material and methods: The test included 4 preparations in the form of tablets with calcium
carbonate. One preparation is registered as a medicinal product and is available by
prescription, while the other three preparations are dietary supplements available over the
counter. In the laboratory work for testing the mentioned preparations, the calcium
determination method by complexometric titration and the in vitro drug release method
(dissolution method with a spatula) were used to test the content and release of calcium from
the selected preparations. The conditions used for dissolution were prescribed in the USP for
calcium carbonate tablets, namely 0.1 M hydrochloric acid as medium, a rotation speed of 75

revolutions per minute, a temperature of 37 + 0.5 °C and a duration of 90 minutes.

Results: All preparations included in the research showed satisfactory results when
determining the content, with small deviations from the declared amount of calcium (from -
1.60% to +4.36%). In contrast, results from in vitro calcium release assays were mixed. Two
preparations showed a very fast and complete release of calcium, while the other two showed

significantly lower levels of calcium release within the observed time.

Conclusion: The tested preparations in the form of calcium carbonate tablets showed that
their declared content, regardless of the dispensing regime, was within the range prescribed
according to the guidelines in the Ph. Eur. There is a whole range of preparations with calcium
on the market, which differ from each other in terms of the dose of calcium, the chemical form
in which the calcium is found, the pharmaceutical formulation of the preparation, auxiliary
substances or other active substances, if it is a combined preparation. Due to the wide variety
of preparations, the results obtained in this trial cannot be generalized to all calcium
preparations available on the market. However, it can be concluded that although there are no
significant differences between the tested preparations in terms of content, their release in
vitro according to the conditions prescribed in the USP differs significantly from each other,
with only one tested dietary supplement with calcium carbonate showing similarity with the

preparation registered as a drug.
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10. ZIVOTOPIS



Osobni podaci:

Obrazovanje:

« Prva osnovna $kola Siroki Brijeg (2007.-2015.)
« Gimnazija fra Dominika Mandiéa, Siroki Brijeg — opéi smjer (2015.-2019.)

» Medicinski i Kemijsko-tehnoloski fakultet Sveucilista u Splitu, Integrirani studij farmacije
(2019. —-2024.)

Radno iskustvo:

* Stru¢no osposobljavanje u Ljekarnama Splitsko — dalmatinske Zupanije (veljaca 2024. —
kolovoz 2024.)

Aktivnosti:

* Volonter: Plivina §kola ljekarnicke skrbi u Splitu (2024.)
Priznanja i nagrade:

* Dekanova nagrada (lipanj 2022.)

Posebne vjestine:

* Rad na rac¢unalu: Microsoft office, Eskulap 2000
» Polozen vozacki ispit B kategorije
 Strani jezici: engleski
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