
CHAPTER I I I

MATERIALS AND METHODS

Instruments

1 . C h e m - m a t e ™  p H  M e t e r  ; c o m b i n e d  g l a s s
e l e c t r o d e ( B e c k m a n  I n s t r u m e n t s , I n c . ,  F u l l e r t o n  C A 9 2 6 3 4 )

2 . P y c n o m e t e r  ( A r t h u r  H .  T h o m a s  C o m p a n y ,  c a p a c .
1 0  m l . 1 N o .  8 3 5 0 - B 2 8 )

3 .  O s t w a l d  v i s c o m e t e r  ( A r t h u r  H .  T h o m a s  C o m p a n y ,  
N o .  7 1 6 2 - N 1 0 )

4 .  T h e r m o  I n c u b a t o r  M o d e l  S C I X I
5 .  H e r a e u s  I n c u b a t o r  T y p e  F B 4 2 0
6 . I n c u b a t o r  ( L a b o r a t o r y  T h e r m a l  E q u i p m e n t  L t d . ,

S e r i a l  N o . 3 9 3 8 4 )
7 . I n c u b a t o r  ( M e m m e r t ,  N o .  T v 4 o u L 9 9 8 o o l )

Chemicals

1 .. P V P - I  U S P . ( G . A . F . C h e m i c a l s  U . S . A .  L o t . C X 6 7 7 - 8 ,  

c o n t a i n e d  1 0 . 2 %  a v a i l a b l e  i o d i n e ,  5 . 1 %  i o d i d e )
2 ,. C o m m e r c i a l  a r r o w  r o o t  s t a r c h  ( B D H  C h e m i c a l s )
3 .  S o d i u m  d i h y d r o g e n  p h o s p h a t e  ( R i e d e l - D e  H a e n a g  

S e e l z e - H a n n o v e r )
4 .  D i s o d i u m  h y d r o g e n  p h o s p h a t e  ( R i e d e l - D e  H a e n a g  

S e e l z e - H a n n o v e r )



5 .  G l a c i a l  a c e t i c  a c i d  ( E - M e r c k )
6 . S o d i u m  a c e t a t e  ( E - M e r c k )
7 .  C i t r i c  a c i d  ( B D H  C h e m i c a l s )
8 . C o n c e n t r a t e d  h y d r o c h l o r i c  a c i d  3 7 %  ( E - M e r c k )
9 .  A m m o n i u m  t h i o c y a n a t e  ( M a y  a n d  B a k e r )

1 0 .  S o d i u m  c a r b o n a t e  ( E - M e r c k )
1 1 .  S o d i u m  c h l o r i d e  ( E - M e r c k )
1 2 .  P o t a s s i u m  i o d i d e  ( E - m e r c k )
1 3 .  S o d i u m  b i c a r b o n a t e  ( E - M e r c k )
1 4 .  S o d i u m  b i s u l f i t e  ( E - M e r c k )
1 5 .  E o s i n  Y  ( E - M e r c k )
1 6 .  F e r r i c  a m m o n i u m  s u l f a t e  ( E - M e r c k )
1 7 .  S o d i u m  t h i o s u l f a t e  ( E - M e r c k )
1 8 .  M e t h a n o l  ( E - M e r c k )
1 9 .  S i l v e r  n i t r a t e  ( E - M e r c k )
2 0 .  P o t a s s i u m  d i c h r o m a t e  ( E - m e r c k )
2 1 .  N i t r i c  a c i d  6 5 %  ( E - M e r c k )

C h e m i c a l s  n o . 1 - 2  a r e  p h a r m a c e u t i c a l  g r a d e .  . T h e  
o t h e r s  a r e  a n a l y t i c a l  g r a d e .

Solutions

V o l u m e t r i c  s o l u t i o n s  ( a c c o r d i n g  t o  U S P  X X )

0 . 0 2  N S o d i u m  t h i o s u l f a t e  v s
0 . 1  N S i l v e r  n i t r a t e  v s
0 . 1  N A m m o n i u m  t h i o c y a n a t e  v s
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T QSXl. . . ^ - L u t l o n a  ( a c c o r d i n g  t o  U S P  X X )

S t a r c h  T S  
E o s i n  Y T S
F e r r i c  A m m o n i u m  S u l f a t e  T S  
S o d i u m  B i s u l f i t e  T S

Analytical method

A v a i l a b l e  i o d i n e ,  t o t a l  i o d i n e ,  a n d  i o d i d e  i o n  i n  
P V P - I  U S P .  a n d  1 0 %  w / v  P V P - I  s o l u t i o n  w e r e  d e t e r m i n e d  
a c c o r d i n g  t o  t h e  p r o c e s s  i n  U S P  X X .

Experiments

ljJ3affflx. and . pH
T h e  p H  o f  t h e  s a m p l e  w a s  s e t  a t  5 . 5  w h i c h  w a s  t h e  

n o r m a l  p H  o f  t h e  s k i n .  T h e  a p p r o p r i a t e  b u f f e r s  h a d  b e e n  
s e l e c t e d  f r o m  g e n e r a l  p h a r m a c e u t i c a l  p r o d u c t s  a v a i l a b l e  
a t  t h i s  p H .  T h e  s e l e c t e d  b u f f e r s  w e r e  p h o s p h a t e ,  a c e t a t e  
a n d  c i t r a t e  b u f f e r .

2..,Preparation of - 10% w/v -P-YP-I buffered so lu tio n

V a r i o u s  s o l u t i o n s  o f  P V P - I  w e r e  p r e p a r e d  w i t h  t h e  
b a s i c  f o r m u l a r  ะ

P V P - I  3 8 . 5  g
b u f f e r  q s .  t o  s e l e c t e d  p H  
d i s t i l l e d  w a t e r  q s .  a d . 3 5 0  m l



kk

E i g h t e e n  f o r m u l a t i o n s  w e r e  e m p l o y e d  i n  t h e  s t u d y .  T h e  
f o r m u l a t i o n s  d i f f e r e d  o n l y  i n  b u f f e r  s y s t e m s  a n d / o r  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  b u f f e r s  ( a s  s h o w n  i n  T a b l e  3  ) .  
F o r m u l a r s  F - l  t o  F - 9  w e r e  f i r s t  p r e p a r e d  t o  s t u d y  t h e  
e f f e c t  o f  s i n g l e  b u f f e r  a t  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  
( 0 . 0 5  M,  0 . 1 0  M, 0 . 1 5  M ) .

2 . 1  M a k e  1 0 %  w / v  s t o c k  s o l u t i o n s  o f  c i t r i c  a c i d ,  
a c e t i c  a c i d ,  s o d i u m  a c e t a t e  1 s o d i u m  d i h y d r o g e n  p h o s p h a t e  
a n d  d i s o d i u m  h y d r o g e n  p h o s p h a t e .

2 . 2  P i p e t t  r e q u i r e d  v o l u m e  o f  s t o c k  b u f f e r  
s o l u t i o n  ( t o  m a k e  c o n c e n t r a t i o n  a s  i n  T a b l e  3  f o r  3 5 0 - m l  
p r e p a r a t i o n )  i n  a b o u t  2 5 0  m l  w a t e r  a n d  a d j u s t  p H  
a p p r o x i m a t e l y  5 . 5  b y  1 N s o d i u m  h y d r o x i d e .

r a t i o  o f  e a c k  b u f f e r  t o  m a k e  p H  a b o u t  5 . 5  
p h o s p h a t e  b u f f e r  ะ r a t i o  o f  s o d i u m  d i h y d r o g e n  p h o s p h a t e

t o  d i s o d i u m  h y d r o g e n  p h o s p h a t e  i s  
4 9 . 8 8 .

a c e t a t e  b u f f e r  : r a t i o  o f  a c e t i c  a c i d  t o  s o d i u m
a c e t a t e  i s  0 . 1 8 0 7 .

c i t r a t e  b u f f e r  ะ u s e  o n l y  c i t r i c  a c i d  a n d  a d j u s t  p H
w i t h  1 N s o d i u m  h y d r o x i d e .

2 . 3  A d d  i n  s m a l l  p o r t i o n s  P V P - I  u n d e r  c o n t i n u o u s  
s t i r r i n g  m e c h a n i c a l l y  t o  g e t  a  h o m o g e n o u s  s o l u t i o n .  T h e  
p H  o f  s o l u t i o n  w a s  a g a i n  a d j u s t e d  t o  5 . 5 .  T h e  f i n a l



T a b l e  3 T o t a l  B u f f e r  C o n c e n t r a t i o n  A d d e d  i n  10% พ / V P V P - i
S o l u t  i o n .

F o r m u 1a r P h o s p h a t e  b u f f e r A c e t a t e  b u f f e r C i t r a t e  b u f f e r

F - l 0 . 0 5  M - -
F - 2 0 . 1 0  M - -
F - 3 0 . 1 5  M - -
F - 4 - 0 . 0 5  M -
F - 5 - 0 . 1 0  M -
F - 6 - 0 . 1 5  M -
F - 7 - - 0 . 0 5  M
F - 8 - - 0 . 1 0  M
F - 9 - - 0 . 1 5  M



v o l u m e  w a s  a d j u s t e d  t o  3 5 0  m l  w i t h  w a t e r .

2 . 4  T h e  p r e p a r e d  s o l u t i o n  w a s  d e v i d e d  i n t o  1 0  
p o r t i o n s  b y  f i l l i n g  i n  3 0  m l . -  a m b e r e d  g l a s s  b o t t l e  w i t h  
n y l o n  c l o s u r e  a n d  p o l y p r o p y l e n e  s c r e w  c a p .

3.Psgradflti Qn__study__of 10%w/v PYP-I buffered
aa.lu.ti.ons

T h e  s o l u t i o n s  o f  s i n g l e  b u f f e r  ( F - l  t o  F - 9 )  w e r e  
k e p t  i n  t h e  c o n s t a n t  t e m p e r a t u r e  i n c u b a t o r s  a t  60,  45,
40,  a n d  3 5 ° c .  T h e  s a m p l e s  w e r e  a n a l y z e d  f o r  a v a i l a b l e  
i o d i n e  a t  s u i t a b l e  t i m e  i n t e r v a l s .  T h e  p H  c h a n g e s  o f  
e a c h  b u f f e r e d  s o l u t i o n  w e r e  a l s o  r e c o r d e d .  T h e  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  t o t a l  i o d i n e  w e r e  d e t e r m i n e d
o c c a s i o n a l l y  t o  t e s t  p e r m e a b i l i t y  o f  i o d i n e  t h r o u g h  t h e  
s u r f a c e  o f  c o n t a i n e r s .

T h e  f i r s t  s a m p l e  w a s  c o n s i d e r e d  t o  b e  1 0 0 %  o f  
r e m a i n i n g  c o n c e n t r a t i o n  o f  a v a i l a b l e  i o d i n e  a n d  t h e  
s u b s e q u e n t  s a m p l e s  w e r e  c a l c u l a t e d  a s  a  r e l a t i v e
p e r c e n t a g e  a m o u n t  o f  t h e  o r i g i n a l  a v a i l a b l e  i o d i n e .

4.,, E valuation___________ ร,;£1,! g e ts  pf__ b u ffers upon
F V F - I  s t a b i l i t y

T h e  e f f e c t s  o f  b u f f e r s  u p o n  c h e m i c a l  s t a b i l i t y  o f  
P V P - I  w e r e  c o m p a r e d  b y  s t a t i s t i c a l  m e t h o d  ( A N 0 V A  t e s t ) .  
H i g h e r  d e g r a d a t i o n  w o u l d  r e s u l t  i n  l e s s  s t a b i l i t y .  T h e



f i n a l  pH o f  e a c h  b u f f e r  was a l s o  m ea su red .

5 .S e le c t io n  of su ita b le  b u ffer  w ith .appropriate-
c o n c e n t r a t i o n  ■

I n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n ,  t h e  e f f e c t s  o f  v a r i o u s  
p o s s i b l e  b u f f e r s  o n  t h e  s t a b i l i t y  o f  P V P - I  s o l u t i o n s  w e r e  
t h o r o u g h l y  i n v e s t i g a t e d .  T h e  e f f e c t i v e  b u f f e r s  w i t h  
a p p r o p r i a t e  c o n c e n t r a t i o n  w e r e  a s s e m b l e d  i n  o r d e r  t o  
o b t a i n  t h e  s u i t a b l e  p r o d u c t s  i n  t h i s  s e c t i o n .

F o r m u l a t i o n s  o f  m i x e d  b u f f e r s  ( p h o s p h a t e  a n d  
c i t r a t e  b u f f e r s )  a t  v a r i o u s  r a t i o s  ( a s  s h o w n  i n  T a b l e  4 ,  
F - 1 0  t o  F - 1 8 )  w e r e  p r e p a r e d  a n d  k e p t  i n  35°c i n c u b a t o r .  
A l l  f o r m u l a r s  w e r e  d i v i d e d  i n t o  1 0  p o r t i o n s  o f  3 0 - m l  
a m b e r  g l a s s  b o t t l e s  w i t h  n y l o n  c l o s u r e  a n d  p o l y p r o p y l e n e  
s c r e w  c a p .  T h e  a v a i l a b l e  i o d i n e  r e m a i n i n g  w a s  d e t e r m i n e d  
a t  s u i t a b l e  i n t e r v a l s .  T h e  d e g r a d a t i o n  r a t e s  a n d  p H  o f  
s o l u t i o n s  w e r e  r e c o r d e d .  T h e  r e s u l t s  w e r e  e v a l u a t e d  b y  
c o n s i d e r i n g  t h e  p l o t s  o f  a v a i l a b l e  i o d i n e  c o n c e n t r a t i o n  
r e m a i n i n g  a g a i n s t  i n c u b a t i o n  t i m e  a n d  t h e  a p p e a r a n c e  
d e g r a d a t i o n  r a t e s .

■6 .SyaluatlQflL-ef—tbe__Q.ffeçts Pif__various so lv en ts
flU-th S --s ta b ility  of IQVw/v. pyp-l* buffered so lu tio n s .

B a s e d  o n  i n f o r m a t i o n  f r o m  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n ,  
t h e  b e s t  f o r m u l a r  w a s  p r e p a r e d  b y  u s i n g  v a r i o u s  s o l v e n t s ,
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T a b l e  4 T o t a 1 C o n c e n t r a t i o n  o f  S e l e c t e d  B u f f e r s  A d d e d  i n  
10% พ / V PVP- 1  S o l u t i o n s  A c c o r d i n g  t o  P r e v i o u s  
E x p e r  i m e n t  ร

F o r m u 1 a r P h o s p h a t e  b u f f e r C i t r a t e  b u f f e r

F -  10 0 . 0 2 5  M 0 . 0 2 5  M
F - l  1 0 . 0 2 5  M 0 . 0 5 0  M
F - 1 2 0 . 0 2 5  M 0 . 0 7 5  M
F - l  3 0 . 0 5 0  M 0 . 0 2 5  M
F - 1 4 0 . 0 5 0  M 0 . 0 5 0  M
F - 1 5 0 . 0 5 0  M 0 . 0 7 5  M
F - 1 6 0 . 0 7 5  M 0 . 0 2 5  M
F - 1 7 0 . 0 7 5  M 0 . 0 5 0  M
F - 1 8 0 . 0 7 5  M 0 . 0 7 5  M



i . e . ,  s i n g l e  d i s t i l l e d  w a t e r ,  d e i o n i z e d  w a t e r ,  a n d  t a p  
w a t e r  ( p o t a b l e  w a t e r ) .  T h e  p H  o f  w a t e r  b e f o r e  p r e p a r i n g  
w a s  m e a s u r e d .  A l l  p r e p a r a t i o n s  w e r e  k e p t  i n  3 5 ° c  
i n c u b a t o r ,  a n d  w e r e  a n a l y z e d  f o r  a v a i l a b l e  i o d i n e  
r e m a i n i n g  a t  t h e  s u i t a b l e  t i m e  i n t e r v a l s .  T h e  d a t a  a n d  
a v a i l a b l e  i o d i n e  r e m a i n i n g  a g a i n s t  i n c u b a t i o n  t i m e  p l o t s  
w e r e  c o m p a r e d  t o  e v a l u a t e  t h e  e f f e c t s  o f  v a r i o u s  v e h i c l e  
o n  t h e  s t a b i l i t y  o f  1 0 % w / v  P V P - I  b u f f e r e d  s o l u t i o n .

■ 7-Ey.a 1 uat l-Qท...0 1  -the ._s££gg£a..Ql ..packaging ..mater ia l s
Q i L _ t h f i —s t a b i l i t y . ,  o f  1 0 %  w / v  P V P - I  b u f f e r e d  s o l u t i o n

A c c o r d i n g  t o  t h e  r e s u l t  f r o m  5  a n d  6 , t h e  
e f f e c t i v e  f o r m u l a r  i n  a p p r e c i a b l e  s o l v e n t  w a s  p r e p a r e d  
a n d  f i l l e d  i n  c o n t a i n e r s  f r o m  v a r i o u s  m a t e r i a l s ,  i . e . ,  
c l e a r  g l a s s ,  a m b e r  g l a s s ,  l o w  d e n s i t y  p o l y e t h y l e n e  
( L D P E ) ,  h i g h  d e n s i t y  p o l y e t h y l e n e  ( H D P E ) ,  a n d  

p o l y p r o p y l e n e  ( P P ) . T e n  b o t t l e s  o f  e a c h  s o r t  o f
c o n t a i n e r s  w e r e  f i l l e d  w i t h  t h e  s o l u t i o n  a n d  p l a c e d  i n  
r o o m  t e m p e r a t u r e .  A v a i l a b l e  i o d i n e  r e m a i n i n g  a t  s u i t a b l e  
t i m e  i n t e r v a l s  w a s  d e t e r m i n e d  a n d  t h e n  w a s  e v a l u a t e d  b y  
d e g r a d a t i o n  p l o t s  a n d  a p p e a r a n c e  d e g r a d a t i o n  r a t e s .
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