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SAZETAK

Niskotemperaturna eutekticka otapala nova su klasa otapala dobivena jednostavnim mijeSanjem
najmanje dviju komponenti, donora i akceptora vodikove veze. Karakterizira ih znacajno
snizena temperatura taliSta u odnosu na taliSta Cistth komponenata, nizak tlak para i veca
gustoca od gustoce vode. Zbog povoljnih fizikalno-kemijskih svojstava u farmaceutskoj se
industriji koriste za poboljSanje topljivosti, permeabilnosti, stabilnosti 1 apsorpcije djelatne

tvari, §to vodi do povecanja bioraspolozivosti.

U ovome su radu pripremljena i karakterizirana niskotemperaturna eutekticka otapala nastala
mijeSanjem razli¢itih netoksi¢nih komponenata u odredenim omjerima. U tako pripremljena
otapala dodana je odredena masa djelatne tvari, ceritiniba. Cilj je dobiti stabilno
niskotemperaturno otapalo boljih svojstava koje ¢e povecati topljivost djelatne tvari.
Pripremljenim otapalima odredena su gustoca, viskoznost i pH vrijednost. Kako bi se potvrdio
nastanak vodikovih veza medu komponentama, provedena je analiza na infracrvenom
spektrofotometru s Fourierovom transformacijom. Primjenom UV/VIS spektrofotometrijske
analize i odredivanjem indeksa loma na refraktometru pracena je koncentracija pri ispitivanju

topljivosti ceritiniba.

Kljuéne rije€i: ceritinib, djelatna tvar, terapeutsko niskotemperaturno eutekticko otapalo,

topljivost



ABSTRACT

Deep eutectic solvents are a new class of solvents obtained by simply mixing at least two
components, a hydrogen bond donor and an acceptor. They have a significantly lower melting
point than pure components, a lower vapor pressure and a higher density than water. As a result
of their physicochemical characteristics, they are utilized in the pharmaceutical industry to
enhance drug solubility, permeability, stability and absorption, which leads to increased

bioavailability.

This paper prepared and characterized deep eutectic solvents by mixing different non-toxic
components in a specific molar ratio. A certain amount of an active pharmaceutical ingredient,
ceritinib, was added to the prepared solvents. The purpose of the work is to prepare a stable,
deep eutectic solvent with better properties that will increase the solubility of an active
pharmaceutical ingredient. The densities, viscosities, and pH values of the prepared solvents
were determined. In order to confirm the formation of hydrogen bonds between the mixed
components, an analysis was performed on an infrared spectrofotometer with Fourier
transformation. The solubility of ceritinib was tested by measuring its concentration using

refractive index and UV/VIS spectrofotometric analysis.

Key words: active pharmaceutical ingredient, ceritinib, solubility, therapeutic deep eutectic

solvent
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1. UVOD

Slaba topljivost djelatne tvari (engl. active pharmaceutical ingredient, API) u vodi glavni je
problem s kojim se farmaceutska industrija suo€ava prilikom proizvodnje lijekova. Posljedice
slabe topljivosti u vodi niska su bioraspolozivost i permeabilnost API-ja. Zbog toga je primarni
cilj farmaceutske industrije poboljsati djelotvornost postojecih, klinicki ispitanih lijekova. Kao
inovativna metoda unaprjedenja farmaceutskih formulacija razvijena su niskotemperaturna

eutekticka otapala (engl. deep eutectic solvents, DES).[1,2]

DES-ovi su klasa otapala nastala mijeSanjem dviju ili visSe organskih komponenata medusobno
povezanih vodikovim vezama. Takve mjeSavine karakterizira temperatura taliSta niza od one
pojedinacnih komponenata. Glavne prednosti DES-a u odnosu na tradicionalna otapala su:
niska citotoksi¢nost, dobra biorazgradnja i moguénost otapanja u vodi netopljivih ili slabo
topljivih kemijskih komponenata. Povecanje topljivosti 1 stabilnosti API-ja dva su glavna

nacina povecanja bioraspolozivosti nekog lijeka. [3]

Prikladan odabir komponenata, donora vodikovih veza (engl. Aydrogen bond donor, HBA) i
akceptora vodikovih veza (engl. hydrogen bond acceptor, HBA) kljucan je korak u pripravi
DES-a. Terapeutski u¢inak lijeka moguce je znatno poboljSati ako jednu od komponenata DES-
a ¢ini API. Tako pripravljeno otapalo pripada skupini terapeutskih niskotemperaturnih
eutektiCkih otapala (engl. therapeutic deep eutectic solvents, THEDES). Pripravljaju se
mijeSanjem API-ja s nekom netoksi¢cnom komponentom u odredenom molarnom omjeru, pri
¢emu nastaje kapljevina stabilna na sobnoj temperaturi. Primjena THEDES-a danas je
zastupljena u podrucju medicine, farmacije i biotehnologije. Pripadaju skupini zelenih otapala
zbog svoje netoksicnosti i dobre biorazgradivosti, a uz to su i relativno jeftina i jednostavna za
pripravu. [1,4] Osim navedenog, moguce je pripraviti otopine API-ja u DES-u. Ovakvi sustavi
nazivaju se API-DES, a u dosadasnjim istrazivanjima pokazali su znatno povecanje topljivosti

API-ja i dobru stabilnost tijekom vremena. [5]

Vecina API-ja, Cija se topljivost i stabilnost nastoje povecati prethodno opisanim otapalima,
pripadaju drugoj skupini Biofarmaceutskog sustava klasifikacije (engl. Biopharmaceutics

Classification System, BCS).[1]

U ovome je radu pripremljeno Sest razlicitih DES-ova, provedena je njihova karakterizacija te

je u pripremljenim otapalima odredena topljivost ceritiniba (CRT), komercijalnog imena



Zykadia. CRT je API koji se koristi za lijeCenje raka plu¢a nemalih stanica, a pripada I'V. skupini
po BCS klasifikaciji.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Djelatna tvar

Svaka vrsta lijeka saCinjena je od dviju osnovnih komponenata, pomoc¢ne i djelatne tvari.
Pomoc¢na je tvar kemijski inertna komponenta koja lijeku daje boju 1 okus, povecava njegovu
stabilnost i apsorpciju prilikom konzumacije. API je dio lijeka koji izaziva zeljeni terapeutski
ucinak u dijagnozi, prevenciji ili lije¢enju bolesti. Nositelj je bioloskih svojstava lijeka. U
farmaceutskoj industriji djelatne tvari podijeljene su u nekoliko skupina. Svaku skupinu API-ja
karakteriziraju specificna svojstva i jedinstveni nacin proizvodnje kako bi se osigurala
stabilnost i sigurnost farmaceutskih proizvoda. Standardne metode priprave API-ja ukljuc¢uju
kemijsku sintezu, izolaciju djelatne tvari iz biljnih i zivotinjskih izvora, klasi¢nu fermentaciju i

biotehnologiju. [6,7]

Topljivost i permeabilnost djelatne tvari kljuc¢na su svojstva koja odreduju terapeutski ucinak

lijeka. Ovisno o izrazenosti tih svojstava u BCS-u postoje Cetiri skupine djelatnih tvari. [1]

2.1.1. Topljivost djelatne tvari

Kako bi konzumacija lijekova bila Sto jednostavnija i dostupnija, farmaceutska industrija
usmjerena je na proizvodnju tekuéih formulacija lijekova. Zbog netoksi¢nosti i nezapaljivosti,
vodene otopine predstavljaju najbolji izbor. Unato¢ tome, slaba sposobnost otapanja organskih
tvari, visoko taliSte i visoka molarna entalpija isparavanja glavni su ograni¢avajuci faktori
primjene vode kao otapala.[7] Otprilike 40 % klini¢ki testiranih lijekova i gotovo 90 % lijekova
u razvoju slabo su topljivi u vodi. API se razgraduje i postaje nestabilan u vodenom okruzenju.

Uslijed dugog skladistenja lijeka u vodi, API €esto podlijeZe postupku hidrolize. [1,3]

Slaba topljivost API-ja u vodi odgovorna je za nisku bioraspolozivost lijeka. Bioraspolozivost
se definira kao omjer koncentracije lijeka koji nepromijenjen dospijeva u krvotok nakon
primjene bilo kojim putem i koncentracije lijeka u krvi nakon intravenske primjene. U
odredenoj je mjeri bioraspolozivost moguce povecati prikladnim odabirom pomocne tvari
lijeka. Slabo topljivi lijekovi u svome sastavu trebaju sadrzavati pomoc¢ne tvari poput povrsinski
aktivnih tvari ili tvari za vlazenje kako bi se ubrzalo oslobadanje i1 otapanje lijeka. Takve tvari
aktivno doprinose bioraspoloZivosti slabo topljivih tvari i poveéavaju permeabilnost kroz

bioloske barijere. U¢inak koji odredena pomoc¢na tvar ima na apsorpciju lijeka ovisi o koli¢ini



1 vrsti lijeka, kao 1 njegovoj formulaciji. Osim promjena unutar sastava lijeka, proizvodnja
farmaceutskih proizvoda usmjerena je razvoju otapala koja ¢e omoguciti vecu topljivost API-

jau odnosu na vodu. [8,9]

2.1.2. Klasifikacija djelatne tvari

BCS Kklasificira API-je u Cetiri biofarmaceutske skupine s obzirom na njihovu topljivost i
permeabilnost (Slika 2.1.) Koristenje BCS-a u razvoju farmaceutskih proizvoda veliki je
iskorak na podrucju oralne primjene lijekova. Prvoj skupini pripadaju dobro topljivi i
permeabilni API-ji koji se brzo oslobadaju iz lijeka i osiguravaju visoku bioraspolozivost. Zbog
povoljnih svojstava, API-ji prve skupine zahtijevaju jednostavan formulacijski pristup. Za slabo
topljive i dobro permeabilne API-je druge skupine formulacijski je pristup znatno sloZeniji.
PoboljSanje topljivosti tih tvari zahtijeva razli¢ite farmaceutsko-tehnoloske pristupe, poput
prilagodbe kristalnog oblika djelatne tvari, prilagodbe pH vrijednosti, prevodenja API-ja u
amorfno stanje i izrade farmaceutskih oblika zasnovanih na lipidima. Smanjenje veli¢ina Cestica
API-ja, mikronizacija, postupak je kojim se u odredenoj mjeri povecava brzina otapanja API-
ja druge skupine, s ograni¢enim uc¢inkom na bioraspolozivost. Ve¢ina API-ja pripada upravo
drugoj skupini. Tre¢a su skupina API-ji dobre topljivosti i slabe permeabilnosti, §to ograni¢ava
apsorpciju lijeka. Posljednja skupina BCS-a obuhvacéa API-je svojstava nepoZzeljnih za razvoj
lijekova za oralnu primjenu. Karakterizira ih niska razina topljivosti i vrlo slaba permeabilnost.
Njihova je primjena zbog toga vrlo ogranicena. Ovakav sustav klasifikacije prihvatila su
regulatorna tijela: Europska agencija za lijekove (EMA), Americka agencija za hranu i lijekove
(FDA) i Svjetska zdravstvena organizacija (WHO). Pozitivan ucinak kategorizacije prema
BCS-u predstavlja skra¢eno vrijeme proizvodnje farmaceutskih proizvoda, kao i znatno

smanjenje proizvodnih troskova. [10-12]



TOPLJIVOST

PERMEABILNOST

[11 [V

Slika 2.1. Biofarmaceutski sustav klasifikacije API-ja.

BCS karakterizaciju provodi kvantifikacijom dvaju svojstava, topljivosti 1 permeabilnosti API-
ja. Ako se najveca doza API-ja otapa u manje od 250 mL vodenog medija u pH podrucju izmedu
1,216,8 pri temperaturi 37 °C, API se smatra dobro topivim. API pokazuje dobru permeabilnost
ako njegova apsorpcija dosegne 90 ili viSe posto primijenjene doze. Kako bi se procijenio opseg

intestinalne apsorpcije, koriste se in vivo 1 ex vivo modeli intestinalnih barijera. [10]

2.1.3. Problemi vezani uz nisku topljivost i bioraspoloZivost

Kako bi se povecala bioraspolozivost lijekova druge skupine BCS-a potrebno je pronaci otapala
¢ija ¢e fizikalno-kemijska svojstva omoguciti vecu topljivost API-ja. Tako organska otapala
pruzaju vecu topljivost 1 stabilnost API-ja, njithova primjena nije pozeljna. Rijec je o toksi¢nim
1 zapaljivim otapalima koja nisu u skladu sa zahtjevima zelene kemije. Mnoga organska otapala
imaju 1 neugodan okus i miris. Ionske kapljevine potencijalna su otapala takvih, u vodi slabo
topljivih, API-ja. Koriste se za pripravu stabilnih mikroemulzija koje omogucuju transdermalnu
primjenu slabo topljivih lijekova. Uz prednosti koje nude, ionske kapljevine stvaraju i odredene
izazove farmaceutskoj proizvodnji. Njihova slaba biorazgradivost, odrZivost i
biokompatibilnost glavna su prepreka njihovoj Siroj konzumaciji i razvoju. U okviru zelene
kemije od velike je vaznosti razvoj i pronalazak odgovarajuée zamjene za Stetna organska

otapala. [3]

Paznja znanstvenika sve je viSe usmjerena ekoloski prihvatljivim i prilagodljivim otapalima,

dobivenim iz prirodnih izvora. Zbog niske toksi¢nosti, nezapaljivosti i dobre biorazgradivosti,



u posljednje se vrijeme istrazuju DES-ovi kao nova otapala u podru¢ju kemijske sinteze,
biomedicine i biokatalize. Svojim specificnim fizikalno-kemijskim svojstvima omogucuju

puno vecu topljivost i permeabilnost API-ja. [13]

2.2 DES

Eutekticka se otapala definiraju kao smjese dviju ili viSe komponenata koje zbog prisutnosti
jakih vodikovih veza izmedu komponenata mogu tvoriti kapljevinu. U jedinstvenom molarnom
omjeru takve smjese postiZu znatno nizu temperaturu taliSta u odnosu na pojedinacne
komponente. Pojam niskotemperaturno otapalo odnosi se na otapalo koje postize znacajno
sniZzenje temperature taliSta, a pri sobnoj se temperaturi nalazi u kapljevitom stanju. Kemijske

vrste koje u vecini slucajeva tvore DES su: alkoholi, amini, ugljikohidrati i karboksilne kiseline.

Na temelju kemijskih vrsta koje ¢ine strukturu vodikovih veza, niskotemperaturna eutekticka

otapala mogu se podijeliti u sljedece Cetiri kategorije:

Tip 1: kvaterna amonijeva sol i halogenid metala (Zn, Sn, Fe)

Tip 2: kvaterna amonijeva sol i halogenid metala (Cr, Co, Fe)

Tip 3: kvaterna amonijeva sol i donor vodikove veze (amid, kiselina, alkohol)
Tip 4: halogenid metala i donor vodikove veze (amid, alkohol). [13]

Vec¢ina DES-ova pripada tre¢em tipu koji se temelji na mjesavini lako dostupnih i relativno
jeftinih kemijskih spojeva. Netoksi¢na kvaterna amonijeva sol predstavlja HBA komponentu,
dok je HBD komponenta najcesc¢e organska kiselina. Zbog karakteristi¢nih bioloskih, kemijskih
1 fizikalnih svojstava karboksilne su kiseline posebno znacajne u razvoju DES-ova. U sastavu
DES-a moze se nalaziti i voda, upravo zbog mogucénosti tvorbe vodikovih veza. Voda se u DES
dodaje kada je potrebno smanjiti viskoznost i gusto¢u otapala. Pazljivim odabirom
komponenata i omjera u kojem se uzimaju, moguce je prirediti DES specifi¢nih, Zeljenih

svojstava. [1,13,14]

Najzastupljenija kvaterna sol upotrebljavana kao HBA komponenta jest kolin klorid (Slika 2.2.)
Rijec€ je o netoksi¢noj, biorazgradivoj i relativno jeftinoj kemijskoj komponenti zastupljenoj u

razli¢itim vrstama farmaceutskih, kozmetickih i prehrambenih proizvoda. [13]



Cl
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Slika 2.2. Struktura kolin klorida.

2.2.1. Metode priprave

Priprava DES-a relativno je jednostavan postupak. U najjednostavnijem sluc¢aju ukljucuje samo
mijeSanje najmanje dviju komponenata (Slika 2.3.), uz zagrijavanje. Krute ili kapljevite
komponente, HBA i HBD, pripremaju se u to¢no odredenom molarnom omjeru kako bi se

dobilo otapalo Zeljenih fizikalno-kemijskih karakteristika i visoke stabilnosti. [1]

Nakon $to se vaganjem odredi potrebna masa, komponente se neprestano mijesaju pri povisenoj
temperaturi (od 50 do 80 °C), ¢ime se postize homogenizacija. Ako je voda nuzna za pripravu
DES-a, dodaje ju se izravno s ostalim komponentama ili se nakon priprave dodaje u otapalo.
Temperaturu na kojoj se odvija mijesanje potrebno je kontrolirati kako bi se izbjegla moguca
razgradnja kemijskih komponenata. Budu¢i da ovakvim postupkom priprave ne dolazi do
kemijske reakcije, a time ni do stvaranja meduprodukata, priprava DES-a zadovoljava zahtjeve

odrzive, zelene kemije. [1-3,13]

Slika 2.3. Shematski prikaz formiranja DES-a.



Cistoca pripravljenih otapala ovisi iskljugivo o &isto¢i polaznih, &istih komponenata i moguéih
produkata kemijske razgradnje. Postoji joS nekoliko metoda pripreme kojima je prvi korak
zajednicki — mijeSanje HBA i HBD u odredenom molarnom omjeru. Metoda usitnjavanja uz
homogenizaciju podrazumijeva usitnjavanje komponenata pri sobnoj temperaturi, uz
neprestano mijeSanje do nastanka eutektiCke smjese. Ovom se metodom prireduju otapala
najvise Cistoce jer je zbog sobne temperature izbjegnuta moguénost degradacije komponenata.
Takoder je moguce prirediti DES otapanjem komponenata u vodi. Voda se potom uklanja
uparavanjem na 50 °C pri snizenom tlaku ili liofilizacijom, pri ¢emu zaostaje nehlapivi DES.
Primjenom alternativnih izvora energije, komponente se pomijesaju, a zatim se homogenizacija
i zagrijavanje provode primjenom mikrovalnog zraCenja ili ultrazvuka. Vrijeme pripreme time
je znatno skrac¢eno, no metoda nije prakticna poput onih kojima se homogenizacija postize
mijeSanjem. Nagli lokalni porasti temperature smjese karakteristiéni su za primjenu
mikrovalova i ultrazvuka. Do njih dolazi uslijed lokalnog poviSenja temperature zbog visokih
dielektri¢nih konstanti, odnosno pojave kavitacije. Suprotno tome, klasi¢ni postupci priprave
DES-a odrzavaju stalne vrijednosti temperature u cijelom uzorku, zbog cega se u praksi

najcesce koriste. [1,13]

2.2.2. Fizikalno-kemijska svojstva

Pri specificnom molarnom omjeru DES postiZe temperaturu taliSta znatno nizu od talista Cistih
komponenata. Pri toj se temperaturi DES 1 dalje moze nalaziti u kapljevitom stanju. Opc¢enito
je karakteristi¢no za ova otapala da im je taliSte ispod 50 °C, a prema nekim podatcima rijec je
o temperaturnom rasponu od 20 do 36 °C, §to je povoljno za ve¢inu biomedicinskih zahtjeva.
Vrijednost eutekticke tocke u direktnoj je vezi sa strukturom DES-a koju ¢ini slozena mreza
vodikovih veza. Takva je struktura odgovorna za sljedeca fizikalno-kemijska svojstva: nizak
tlak para, visoka viskoznost i obi¢no veca gustoca od gustoce vode. Buduci da postoji velik broj
HBA i HBD komponenti, moguce je prirediti DES-ove raznolikih struktura, svojstava i

primjene. [9,13]

Faznim dijagramom (Slika 2.4.) graficki se prikazuju uvjeti pri kojima su faze nekoga sustava

stabilne.
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Slika 2.4. Fazni dijagram binarnog DES-a s nazna¢enom eutektickom to¢kom.

DES-ovima je svojstvena gustoca veca od gustoce vode i ponekih organskih otapala (etanol,
metanol, etil-acetat i n-heksan). Za ve¢inu DES-ova to je raspon od 1,1 do 1,4 g cm™. Osim
visoke gustoce, vecina otapala ima visoke vrijednosti viskoznosti, ¢iji je raspon pri 40 °C od
0,02 do 0,5 Pa s. Najgusca i najviskoznija su ona otapala na bazi kolin klorida, sa Se¢erom kao
HBD komponentom. Otapala na bazi poliola najmanje su viskozna i gusta. [ako je dodavanjem
vode moguce po Zelji mijenjati vrijednosti ovih dvaju svojstava, prevelika koli¢ina vode moze
razbiti kompleksnu strukturu vodikovih veza §to rezultira gubitkom pojedinih vodikovih veza
medu komponentama i nastajanjem vodenih otopina. Pri ve¢im masenim udjelima vode

prevladat ¢e interakcije voda — voda i otapalo — voda. [13]

Kiselost otapala istiCe se kao vazno svojstvo. Ona otapala koja sadrze organsku kiselinu kao
HBD komponentu kisela su, a njithove pH vrijednosti manje su od 3. Primjer je takvog DES-a
otapalo koje ¢ine kolin klorid i limunska kiselina, ¢iji je pH 0,83. Suprotno tome, ako je HBD
komponenta amid, otapala su vrlo bazi¢na, s pH vrijednostima iznad 8. Urea i kolin klorid tvore
bazi¢ni DES, s pH vrijednosti 8,51. Sljede¢e vazno svojstvo jest polarnost. Najpolarnija su ona

otapala na bazi organskih kiselina, dok su najmanje polarna na bazi Secera 1 poliola. Vec¢ina, u

literaturi opisanih, DES-ova hidrofilnog su karaktera. [13]



2.2.3. Podjela DES-ova

Kako bi se bolje razumjela potreba za razvojem DES-ova, provedena je njihova podjela u
nekoliko skupina. Podjela se temelji na podrijetlu vrsta unutar strukture DES-a i/ili njihovoj

primjeni, kako slijedi:

1. prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala (engl. natural deep eutectic solvents,
NADES)

2. terapeutska niskotemperaturna eutekticka otapala (engl. therapeutic deep eutectic
solvents, THEDES)

3. hidrofobna niskotemperaturna eutekticka otapala (engl. hydrophobic deep eutectic
solvents, HDES)

4. niskotemperaturna eutektiCka otapala na bazi organskih kiselina (engl. organic acid-

deep eute ctic solvents, OA-DES).

NADES-i su skupina DES-ova pripremljena od prirodnih spojeva, kao §to su ugljikohidrati,
amini 1 karboksilne kiseline. Karakterizira ih niska toksi¢nost i visoka biorazgradivost, zbog
cega se smatraju najzelenijom skupinom DES-ova. Takve su biomolekule u prirodi vrlo
rasprostranjene 1 time lako dostupne, Sto ih ¢ini pogodnima za primjenu u farmaceutskoj,
kozmetickoj 1 prehrambenoj industriji. Ovoj skupini pripadaju smjesa glukoze i saharoze, kao
1 otapalo sacinjeno od kolin klorida i maleinske kiseline. Smatraju se vrlo efikasnim otapalima

za povecanje topljivosti. [14,15]

Ako se u strukturi DES-a kao jedna od komponenata nalazi API, otapalo pripada skupini
THEDES-a. Osnovna je prednost ovih otapala u odnosu na ostale skupine moguénost otapanja
slabo topljivih lijekova, poveéanje njihove bioraspolozivosti i terapeutskog ucinka. Primjeri
THEDES-a jesu smjesa metanola i1 ibuprofena, kao i smjesa kolin klorida i geranske kiseline.
U navedenim primjerima API ¢ini samo jednu komponentu DES-a, dok je druga komponenta
neki organski spoj. Moguce su kombinacije u kojima THEDES ¢ine dva razli¢ita API-ja, ¢ime
takvo otapalo poprima dualnu terapeutsku funkciju. [14,15] Ako se u ve¢ pripremljenom DES-
u otopi API, dobiveni se sustav naziva API-DES. Za takve je sustave karakteristicno znatno
povecanje topljivosti i stabilnosti tijekom vremena. U novijim studijama istraZuje se njihova
primjena kao poboljSani nacin unosa i isporuke API-ja. Osim poboljSanja bioraspoloZivosti,
primjenom ovakvih otopina nastoji se izbjec¢i nepravilna apsorpcija lijeka i poveéati njegova

koncentracija nakon unosa. [5]
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HDES-1 su skupina DES-ova, koja zbog prisutnosti hidrofobne komponente ima nisku
topljivost u vodi. Potreba za njihovim razvojem javila se u okviru zelene kemije, kako bi se
ekstrahirale nepolarne komponente iz raznih prirodnih izvora. To ukljucuje ekstraciju iz
esencijalnih ulja, masnih kiselina i drugih lipofilnih tvari. HDES-i su sintetizirani i testirani kao

potencijalna otapala za ekstrakciju mikro zagadivaca iz vodenog okolisa. [15]

Kao posebna skupina DES-ova mogu se istaknuti ona na bazi organskih kiselina, OA-DES.
Najces¢e je rijeC o karboksilnim kiselinama. Prisutnost karboksilne skupine obogacuje
molekulu hidrofilnos¢u, §to je vrlo vazno kemijsko svojstvo za primjenu otapala u medicini.
Antibakterijsko djelovanje vazno je svojstvo organskih kiselina. Neke od kiselina te skupine
mogu reagirati sa lipidnim slojem bakterija, pri tome ih otapaju i mijenjaju njihov naboj i
permeabilnost. Zahvaljujuéi njihovoj strukturi, koja dozvoljava formiranje mreze vodikovih
veza, organske su kiseline ¢este HBA 1 HBD komponente u formaciji DES-a (Slika 2.5.) Takve
su formulacije dobro topive u vodi, sa visokom permeabilnosti organskih kiselina, §to svrstava

OA-DES u prvu skupinu BCS-a.[14]

O
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~ ANTIMIKROBNO
— SREDSTVO
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-'- — + CITOTOKSICNOST
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HBA/HBD S LIJEKA F/
k J

Slika 2.5. Shematski prikaz priprave DES-a na bazi organske kiseline (OA-DES),

karakteristike i primjena.
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2.2.4. Primjena DES-ova u farmaceutskoj industriji

Isporuka lijeka obuhvaca formuliranje, proizvodne tehnike, skladiStenje i tehnologije uklju¢ene
u transport API-ja do ciljnog mjesta na kojemu je potrebno ostvariti odredeni terapeutski
ucinak. Prilikom isporuke lijeka Cesto se nailazi na problem niske bioraspoloZivosti, ¢iji uzroci
mogu biti: niska permeabilnost i stabilnost, slaba topljivost ili pogreSan nac¢in primjene lijeka.
Nekoliko je razlicitih strategija kojima farmaceutska industrija nastoji rijesiti ovaj problem, no
cilj je uvijek isti — posti¢i primjenu S$to manje koncentracije lijeka. Klju¢no je povecati

permeabilnost 1 topljivost lijeka i omoguciti njegovu stabilnost. [14]

DES-ovi su u farmaceutskoj industriji predstavljeni kao obecavajuce rjeSenje za probleme
vezane uz razvoj i proizvodnju lijekova. Ta su otapala od iznimnog potencijala za industrijsku
primjenu. U pravilu je rije¢ o jeftinim i za pripravu jednostavnim otapalima koja se mogu
dizajnirati za odredenu svrhu. Kako bi se izbjegli dodatni proizvodni troskovi i in vivo testiranja,
DES-ovi se pripremaju od onih tvari ¢iji su toksikoloski profili ve¢ ispitani. Njihova je glavna
prednost poboljsanje topljivosti slabo topljivih spojeva, a u farmaceutskom se inzenjerstvu sve
viSe koriste kao sustavi za kontroliranu isporuku lijekova. Imaju moguénost ugradnje API-ja u
svoju formulaciju, pri ¢emu daju odredeni terapeutski u¢inak koji se moze po zelji modificirati.
Primjenom ovih otapala poboljsava se fizikalna i kemijska stabilnost API-ja tijekom duzeg
perioda skladiStenja u vodi, ¢ime se izbjegava kemijska razgradnja. Ako molekula lijeka sadrzi
polarnu funkcionalnu grupu, HBD iz DES-a s tom grupom moze dijeliti vodikovu vezu
stabilizirajuci tako molekulu i sprjeavajuc¢i njezino taloZenje. Suprotno tome, ako molekula
lijeka sadrzi nepolarnu grupu, HBA komponenta DES-a s njom moze tvoriti van der Waalsove

interakcije 1 na taj nacin otapati molekulu lijeka. [1,4,13,14,16,17]

Budu¢i da ova otapala znatno povecéavaju topljivost API-ja i biomolekula u vodenom mediju,
omogucila su nove nacine primjene ve¢ testiranih i koristenih lijekova. Novija istrazivanja
ukazala su na postojanje DES-a kao medija u organizmu, uz vodu i lipide. Unutar stanice imaju
vaznu kemijsku 1 fiziolosku ulogu koja im omogucuje sudjelovanje u biosintezi i procesima
otapanja nestabilnih spojeva i metabolita. Iz tih su razloga u farmaceutskoj industriji DES-ovi

od iznimnog znacaja za razvoj i unaprjedenje lijekova. [13]
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2.2.5. Svojstva djelatne tvari koja poboljSavaju THEDES-i

Otapala koja u svome sastavu sadrze API kao jednu od komponenata, THEDES-i, proizvest ¢e
zeljeni terapeutski ucinak samo uz povoljna svojstva API-ja. Da bi se takva otapala mogla

koristiti u procesu razvoja lijekova, moraju poboljsati sljedeca svojstva:

- topljivost
- permeabilnost i

- stabilnost.

Posljedi¢no, poboljSanje navedenih triju svojstava rezultirat ¢e povecanjem bioraspolozivosti

lijeka, Sto je primarni cilj farmaceutske proizvodnje.

Iako je voda najpozeljnije otapalo za farmaceutike, slaba topljivost ogranicavajuci je faktor u
njezinoj primjeni. Nova klasa otapala omogucila je znatno poboljsanje topljivosti API-ja, a time
1 lakse prodiranje kroz bioloske barijere. Dobra permeabilnost vazna je za transport API-ja kroz
gastrointestinalnu membranu do tkiva i organa kojima je potrebno ciljano terapeutsko
djelovanje. Velika brzina otapanja i brzo oslobadanje API-ja iz lijeka osiguravaju visok stupanj
apsorpcije lijeka. Navedene karakteristike od velike su vaznosti u slu¢aju oralne apsorpcije

lijeka, Cija se ucinkovitost nastoji Sto viSe povecati.

Nedovoljna stabilnost joS je jedan od nedostataka vode i tradicionalnih organskih otapala.
Stabilnost lijeka odnosi se na njegovu sposobnost da zadrzi svoju strukturu u danom okruzenju,
odnosno bioloskim uvjetima unutar organizma. DES-ovi osiguravaju znatno vecu kemijsku

stabilnost API-ja i sprje€avaju njegovu toplinsku razgradnju. [4,16,18]
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Svrha rada

U radu je pripremljeno 1 karakterizirano 6 DES-ova. Ispitivanjem topljivosti CRT-a u
pripremljenim DES-ovima odredeni su pogodni DES-ovi za pripravu API-DES-a. Ovisno o
komponentama od kojih su pripremljeni DES-ovi primjenjene su razli¢ite metode za
odredivanje koncentracije CRT-a: UV spektrofotometrija ili mjerenje indeksa loma na

refraktometru.

3.2. Materijali

CRT se koristi kao monoterapija za lijeCenje odraslih bolesnika, oboljelih od raka plu¢a nemalih
stanica. Komercijalno dostupni lijek je Zykadia, a rije¢ je o kemijskom spoju molekulske
formule C2sH36CINsOs3S. To je praskasta kruta tvar bijele do Zute boje s dobrom topljivosti u
kiselom, organskom mediju. Topljivost CRT-a u vodi iznosi tek 0,002 mg/mL, dok je u
organskim otapalima znatno veca: etanol (16 mg/mL), dimetil sulfoksid (1 mg/mL) i
dimetilformamid (12 mg/mL). Molekulska masa iznosi 558,1 g/mol, a temperatura taliSta 174
°C. Prema BCS-u CRT pripada ¢etvrtoj skupini, tvarima niske topljivosti i niske permeabilnosti.
[19-22] Osnovna fizikalno-kemijska svojstva, kao i struktura molekule CRT-a, prikazana su u

tablici 1.

Tablica 1. Struktura i svojstva molekule CRT-a.

Molekulska
Strukturna formula C28H36CINsO3S
formula
Izgled kruta tvar, bijela/Zuta boja
J\/\ \:E |/\ Molekulska masa 558,1 g/mol
NN Nj\y) Gustoéa 1.251+0.06 g/cm’?
e Py Taliste 174 °C
- PN
Piktogrami
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U tablici 2. prikazane su kemijske komponente upotrebljene za pripravu DES-a, kao 1 njihova

osnovna fizikalno-kemijska svojstva.

Tablica 2. Fizikalno-kemijska svojstva komponenata koriStenih za pripravu DES-a.

Molekulsk M. D ki AKkceptorsk
Ime komponente Oznaka oleuisia ’ T, °C 01{0rs 2 ceP orskd
formula g/mol ’ mjesta mjesta

Mlijecna kiselina LA C3;H¢Os 90,08 16,8 2 3

Glicerol Gly Cs;Hs0s 92,09 18,0-20,0 3 3
189,0-

Askorbinska kiselina AA CsHsOs 176,12 4 6
193.,0

Kolin klorid ChCl CsH14CINO 139,60 302,0 1 2

Glicin Gne C,HsNO; 75,07 233,0 2 3

Fruktoza Fru CeH 1206 180,16 103,0 5 6

Limunska kiselina CA CsHsO4 192,12 153,0 4 7

Voda W H,O 18,02 0,0 1 1

3.3. Priprema DES-a

DES-ovi su pripravljeni mijeSanjem netoksi¢nih komponenata (Tablica 2.) prikladnih svojstava
s obzirom na broj HBA i HBD mjesta u molekulama. Komponente su izvagane prema molarnim
omjerima i zatim pomijeSane na magnetskoj mijeSalici uz zagrijavanje (Slika 3.1.) Zagrijavanje
je trajalo do nastanka kapljevine, na temperaturama do 70 °C. U DES-ove Gly:LA 1:2, ChCl:CA
2:1 i Fru:Gly 1:2 dodan je odredeni maseni udio vode, kao Sto je vidljivo iz tablice 3, kako bi

se dobila kapljevina manje gustoce 1 viskoznosti te time olaksao daljnji rad.
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Slika 3.1. MijeSanje pripravljenog DES-a na magnetskoj mijeSalici uz zagrijavanje.

Tablica 3. Popis pripravljenih DES-ova.

DES

glicerol-mlije¢na kiselina
glicerol-askorbinska kiselina
glicin-mlijec¢na kiselina
kolin klorid-mlije¢na kiselina
fruktoza-glicerol

kolin klorid-limunska kiselina

3.4. Karakterizacija DES-a

Oznaka

Gly: LA
Gly:AA
Gne:LA
ChCL:.LA
Fru:Gly
ChCl:CA

Molarni

omjer

1:2
10:1
1:9
1:1
1:2
2:1

Maseni udio vode
WH20, %o

10

/

/

/

13

30

U eksperimentalnom dijelu karakterizirano je Sest pripravljenih DES-ova. Gustoc¢a, viskoznost

1 pH vrijednost odredene su mjerenjem pri temperaturi od 37 °C. Nastanak DES-a (prisutnost

karakteristi¢nih pikova) potvrden je FTIR analizom.
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3.4.1. Gustoca

Gustoce pripremljenih DES-ova odredene su digitalnim uredajem za mjerenje gusto¢e Mettler
Toledo Densitometer 30PX, prikazanom na slici 3.2. Mjerenje gusto¢e za svaki je DES

provedeno tri puta i izracunata je srednja vrijednost.

I )

Wy

Slika 3.2. Mettler Toledo Densitometer 30PX.

3.4.2. Viskoznost

Viskoznost ispitivanih DES-ova odredena je na termostatiranom viskozimetru Brookfield DV-
111 ULTRA (Slika 3.3.) Izmjereni podatci obradeni se putem racunalnog programa Rheocalc
povezanog s viskozimetrom. Mjerenjem se prati ovisnost smi¢nog naprezanja o smi¢noj brzini,

iz Cega se odreduje reoloski model ponasanja i viskoznost otapala.

OV-111 ULTRA
PROGRAVMABLE RHEOVETER

2-000
E-oo0

Slika 3.3. Viskozimetar Brookfield DV-111 ULTRA.
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3.4.3. pH vrijednost

Mjerenje pH vrijednosti provedeno je pomocu pH elektrode Sentix 91 i uredaja WTW InoLab
pH/Cond 740. Elektroda je uronjena u 0,5 M otopinu svakog DES-a i s uredaja je ocitana

prikazana vrijednost.

3.4.4. Fourierova pretvorna infracrvena spektroskopija

Kako bi se potvrdio nastanak vodikovih veza izmedu komponenata pripravljenih DES-ova,
provedena je analiza na FTIR uredaju Vertex 70 (Slika 3.4.) U komoru za uzorak postavi se Cisti
DES, pokrene se snimanje, a kao rezultat dobije se interferogram s karakteristicnim pikovima.
Isti postupak potom se ponavlja s API-DES sustavom. Na taj je nacin izmjerena apsorbancija

API-DES-a i ¢istog otapala.

Slika 3.4. FTIR uredaj Vertex 70 i pripadaju¢a komora za postavljanje uzorka.

3.5. Odredivanje topljivosti API-ja u DES-u
U prethodno pripravljene DES-ove dodane su odredene odvage CRT-a i nastavljeno je
mijesanje na magnetskoj mijesalici pri temperaturi 25 °C. Prilikom odredivanja topljivosti
koncentracija otopljenog CRT-a pracena je mjerenjem apsorbancije na UV/VIS

spektrofotometru ili mjerenjem indeksa loma na refraktometru.
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3.5.1. UV/VIS spektrofotometrija

Koncentracija otopljenog API-ja u DES-ovima Gly:LA 1:2 i Gly:AA 10:1 odredena je
mjerenjem apsorbancije na UV/VIS spektrofotometru (Slika 3.5.) pri valnoj duljini od 277 nm.
Za odredivanje koncentracije CRT-a API-DES sustavi otapani su u metanolu. Iz vrijednosti
dobivenih apsorbancija i bazdarnog pravca moguce je odrediti koncentraciju CRT-a u API-DES
sustavima. Kako bi se konstruirao bazdarni dijagram potrebno je prirediti otopine poznatih
koncentracija CRT-a razrjedivanjem standardne otopine koncentracije 55 ppm. Priredene su
otopine koncentracija 10, 20 i 30 ppm, a zatim je odredena njihova apsorbancija. Kako bi se
snimio spektar za Gly:LA 1:2 + CRT 1 Gly:AA 10:1 + CRT sustave zasi¢ene otopine razrijedene
su da bi se dobile koncentracije koje je moguce odrediti pomoc¢u uredaja. Prije snimanja na
spektrofotometru uzorci su profiltrirani kako bi se uklonile potencijalne necistoce koje bi mogle

utjecati na analizu.

Slika 3.5. Spektrofotometar UV-1280, Shimadzu.

Slika 3.6. Razrjedenja otopine Gly:LA 1:2 + CRT pripremljena za UV/VIS analizu.
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3.5.2. Odredivanje indeksa loma

Za praéenje koncentracije otopljenog CRT-a u sustavu Gne:LA 1:9 + CRT koriSten je
refraktometar prikazan na slici 3.7. U prvom se koraku odreduju indeksi loma ¢istog DES-a 1
odvaganog API-DES-a, a zatim se pripremaju otopine API-DES-a razlic¢itih koncentracija. Za
svaki uzorak indeks loma ocitan je tri puta, a kao konacna vrijednost uzeta je srednja vrijednost
izmjerenih rezultata. Kao rezultat mjerenja dobiven je bazdarni pravac koji prikazuje ovisnost
indeksa loma o masenom udjelu CRT-a. Iz dobivene ovisnosti moguce je odrediti koncentraciju
otopljenog CRT-a. Isti postupak proveden je i za sustave Gly:LA 1:2 + CRT 1 Gly:AA 10:1 +
CRT.

Slika 3.7. Refraktometar.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Karakterizacija pripremljenih DES-ova

U radu je pripremljeno 6 DES-ova mijeSanjem razli¢itih netoksi¢nih organskih komponenata.
Ovisno o vrsti HBA i HBD komponenata, njihovom molarnom omjeru i masenom udjelu
dodane vode dobivena su otapala razli¢itih fizikalno-kemijskih svojstava. Kako bi se ispitala
mogucnost primjene pripremljenih DES-ova u farmaceutskoj industriji, mjerenje gustoce,
viskoznosti 1 pH vrijednosti provedeno je pri 37 °C. Provedena je FTIR analiza pripremljenih
DES-ova, a onim DES-ovima u kojima je ispitana topljivost CRT-a odreden je i indeks loma

pri 25 °C.

Gly:LA 1:2 Gne:LA 1:9 Gly:AA 10:1

ChClL:LA 1:1 Fru:Gly 1:2 ChClL:CA 2:1

Slika 4.1. DES-ovi dobiveni mijeSanjem.

Na slici 4.1. prikazani su pripravljeni DES-ovi. Na sobnoj se temperaturi nalaze u kapljevitom
stanju, bezbojni su ili blago zuckaste boje. Prilikom priprave u DES-ove Gly:LA 1:2, ChCl:CA
2:1 1 Fru:Gly 1:2 dodano je 10, 30 1 13 mas% vode kako bi se smanjila viskoznost dobivene
kapljevine. Smanjenje viskoznosti vazno je zbog postizanja dobrog mijesanja prilikom otapanja
API-ja, a kasnije i manipulacije tijekom priprave formulacije.
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U tablici 4. prikazani su rezultati mjerenja gustoce, viskoznosti, pH vrijednosti 1 indeksa loma

pripremljenih DES-ova.

Tablica 4. Izmjerene gustoce, viskoznosti i pH vrijednosti pri 37 °C 1 indeks loma pri 25 °C.

p/ n/
OZNAKA DES wmo !/ Y% pH np
g cm Pas
1 Gly:LA 1:2 10 1,187 0,0150 2,366 1,4293
2 Gly:AA 10:1 / 1,295 0,8624 1,446 1,4840
3 Gne:LA 1:9 / 1,226 0,0719 1,370 1,4389
4 ChCL:LA 1:1 / 1,155 0,1422 0,843 /
5 Fru:Gly 1:2 13 1,320 0,2978 5,399 /
6 ChClL:CA 2:1 30 1,152 0,0158 2,344 /
1,35
1,30
1,25
é 1,20
ol
LIS
1,05
1 2 3 4 5 6
DES

Slika 4.2. Gustoce pripremljenih DES-ova.

Brojcane vrijednosti gusto¢a vazan su parametar za odredivanje povoljnih jednadzbi stanja 1
izracuna termodinamickih svojstava potrebnih za razvoj i optimizaciju nekog industrijskog
procesa. Ovisno o prirodi i koncentraciji komponenata u sastavu DES-a vrijednosti gustoce

mogu znatno varirati, no ve¢ina DES-ova ima gusto¢u ve¢u od vode. Dodatkom vode gustocu
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otapala moguce je smanjivati. Medutim, previsok udio vode u DES-u (40-50 mas%) rezultira
naruSavanjem kompleksa donor-akceptor vodikovih veza i stvaranjem vodenih otopina

pojedinih komponenata. [23,24]

Gustoée pripravljenih DES-ova u rasponu su od 1,152 do 1,320 g/cm? (Tablica 4.) Najmanju
vrijednost gustoc¢e ima otapalo ChCl:CA 2:1 u koje je dodano 30 mas% vode. Dvokomponentni
sustav Fru:Gly 1:2 ima najveéu gustocu, unato¢ dodanoj vodi, zbog prisustva fruktoze. U
takvom sustavu veci je broj hidroksilnih skupina koje rezultiraju stvaranjem veceg broja
vodikovih veza unutar kapljevine. Time je smanjen raspolozivi slobodan prostor u strukturi

DES-a, a njegova je gusto¢a zbog toga veca. [23]

0,90
0,75
0,60

0.45

n, Pas

0,15

0,00 — - l —

DES

Slika 4.3. Viskoznosti pripremljenih DES-ova.

Uz gustocu, viskoznost je vazno fizikalno-kemijsko svojstvo ¢ija se broj¢ana vrijednost uzima
kao kriterij pri odabiru pogodnog otapala. Vrijednost viskoznosti ovisi o vrsti HBD i HBA
komponenata, njthovom omjeru i temperaturi. Velika viskoznost nepovoljno utjece na procese
u kojima se primjenjuju otapala, posebno u farmaceutskoj industriji. Smanjenje viskoznosti

DES-a postize se zagrijavanjem i dodatkom odredenog udjela vode. [25]

Viskoznosti pripremljenih DES-ova (Tablica 4.) variraju od 0,015 do 0,8624 Pa s zbog razlicitih
HBD komponenti i dodanog udjela vode. Najviskoznije je otapalo Gly:AA 10:1 u koje nije

dodana voda. Zbog veceg broja hidroksilnih skupina askorbinske kiseline u odnosu na ostala
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otapala u koja nije dodana voda, viskoznost DES-a Gly:AA 10:1 je ve¢a. Unato¢ dodanoj vodi
u sustavu Fru:Gly 1:2 otapalo je viskoznije zbog veceg broja hidroksilnih skupina koje potje¢u
od fruktoze. Najmanje su viskozna otapala Gly:LA 1:2 i ChCIL:CA 2:1 u koja je dodano 10,

odnosno 30 mas% vode.

6,000
5,000
4,000
3,000
&
2,000
0,000 .
1 2 3 4 3 6

DES

Slika 4.4. pH vrijednosti pripremljenih DES-ova.

pH vrijednost vazan je parametar DES-a koji odreduje njegovu primjenu u podrucju katalize i
biokemijskih reakcija. Odabir HBD komponente prilikom priprave DES-a ima velik utjecaj na
kiselost. [26]

Prema izmjerenim podatcima u tablici 4. vidljivo je da su sve vodene otopine pripremljenih
DES-ova kisele, s pH vrijednostima od 1,370 do 5,399. Organska kiselina (mlijecna,
askorbinska i limunska) kao HBD komponenta prisutna je u vecini pripremljenih DES-ova zbog
¢ega je njihova pH vrijednost ispod 3. Na povecanje kiselosti takoder utjece i dodatak vode.
[13] Najvecu kiselost ima otapalo ChCL:LA 1:1, dok je najmanje kiselo otapalo Fru:Gly 1:2
koje u svojoj strukturi sadrzi alkohol glicerol 1 Secer fruktozu. Ako je HBD komponenta alkohol,

pH vrijednost je veéa jer je alkoholima svojstvena manja kiselost u odnosu na organske kiseline.
[26]
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4.2. Odredivanje topljivosti CRT-a

API-DES sustavi priredeni su dodatkom odredenih odvaga CRT-a u pripremljene DES-ove 1
zagrijavanjem do postizanja zasi¢enja otapala. Za odredivanje topljivosti CRT-a odabrana su
sljede¢a tri DES-a koja su pokazala dobru stabilnost tijekom vremena: glicerol-mlijecna
kiselina (Gly:LA 1:2), glicerol-askorbinska kiselina (Gly:AA 10:1) i glicin-mlije¢na kiselina
(Gne:LA 1:9).

]
LA: G'.u\,

i

Gly:LA 1:2 + CRT Gne:LA 1:9 + CRT Gly:AA 10:1 + CRT

ChCLLLA1:1 + CRT Fru:Gly 1:2 + CRT ChCLl:CA2:1 + CRT

Slika 4.5. Pripremljeni API-DES sustavi.

Na slici 4.5. prikazani su rezultati otapanja CRT-a u DES-ovima, odnosno pripremljeni API-
DES sustavi. Vizualnim se opazanjem moze zakljuciti da otapanje CRT-a nije rezultiralo
nastankom povoljnih API-DES sustava u svim otapalima. Otapanje CRT-a u otapalu Fru:Gly
1:2 rezultiralo je nastankom bijele guste paste, dok je sustav u otapalu ChCI:LA 1:1 stajanjem
presao iz zute kapljevine u gustu bijelu pastu. Smanjenjem temperature u tome sustavu doslo je
do kristalizacije CRT-a. U DES-u ChCI:CA 2:1 potencijalno je doslo do kemijske reakcije i
nastanka Cvrste tvari Zute boje. Navedeni sustavi neuspjeSno su pripremljeni uzorci koji su

pokazali slabu topljivost 1 stabilnost tijekom vremena. Uspjesno su pripremljena tri API-DES
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sustava koji su na sobnoj temperaturi kapljevine zute boje, bez prisustva kristala: Gly:LA 1:2 +

CRT, Gne:LA 1:9 + CRT 1 Gly:AA 10:1 + CRT.

U tablici 5. prikazane su koncentracije otopljenog CRT-a izraCunate iz poznatih masa DES-a i
CRT-a. Kako bi se opisala i definirala topljivost vecine lijekova, prihvacena je kategorizacija
topljivosti definirana u Farmakopeji Sjedinjenih Americkih Drzava (engl. United States
Pharmacopeia, USP). Navedenom kategorizacijom opisuje se topljivost API-ja u rasponu od
praktic¢ki netopljivih pa sve do onih izrazito topljivih. Topljivost ovisi o kemijskoj strukturi

komponenata i omjeru u kojemu su pomijesane, kao i o polarnosti otapala. [27]

Iz dobivenih se rezultata moze uociti da je najveca koncentracija CRT-a (182,54 g/l) otopljena
u DES-u Gly:LA 1:2, odnosno da se u njemu CRT najbolje otapa. Dobra topljivost ostvarena je
u DES-ovima Gly:AA 10:1 1 Gne:LA 1:9. Moze se zakljuciti da se CRT dobro otapa u sustavima
s mlijecnom kiselinom. U otapalima koja nisu bila pogodna za pripravu API-DES-a topljivost
CRT-a je najniza, §to je rezultiralo nastankom gustih 1 viskoznih kapljevina uz prisutnost taloga
ili pasti. Pri odredivanju maksimalne koncentracije, dodavanje CRT-a nije zaustavljeno nakon
dodatka suviska, nego se zbog velike gustoce i1 viskoznosti nastalih API-DES-ova odustalo od

daljnjeg otapanja CRT-a.

Tablica 5. Koncentracije otopljenog CRT-a i napomena o topljivosti.

DES CCRT, gcrr/Eors CCRT, gerr/loes TOPLJIVOST
Gly:LA 1:2 0,1538 182,54 slobodno topiv
Gly:AA 10:1 0,0391 50,66 topiv
Gne:LA 1:9 0,0752 92,16 topiv
ChCl:LA 1:1 - - stajanjem presao iz Zute

kapljevine u bijelu pastu

Fru:Gly 1:2 - - nastala gusta pasta bijele boje
ChCIl:CA 2:1 - - istalozio se CRT (promjena
strukture)
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4.2.1. UV/VIS spektrofotometrija

Priredeni API-DES sustavi otapani su u metanolu kako bi se konstruirao bazdarni pravac kojeg
nije bilo moguce napraviti u ¢istome DES-u. UV/VIS spektar standardne otopine CRT-a u
metanolu pokazuje karakteristican pik, odnosno maksimum apsorbancije pri valnoj duljini od
277 nm. KarakteristiCan je i1 pik pri valnoj duljini od 304 nm, kao i grani¢na vrijednost

apsorbancije (engl. absorption cut-off) pri 370 nm. [28]

Ovisnost dobivenih apsorbancija priredenih razrjedenja standardne otopine o koncentraciji
CRT-a prikazana je bazdarnim dijagramom na slici 4.6. Pomoc¢u dobivene jednadZbe i
vrijednosti apsorbancija snimljenih spektara (Slike 4.7. i 4.8.) odredena je koncentracija
otopljenog CRT-a u sustavima Gly:LA 1:2 + CRT i Gly:AA 10:1 + CRT pri ispitivanju
topljivosti CRT-a.

R?=10,9978 L

apsorbancija

0 10 20 30 40 50 60

¢, ppm

Slika 4.6. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije CRT-a u sustavima Gly:LA 1:2 +

CRTi Gly:AA 10:1 + CRT.
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Slika 4.7. UV/VIS spektar sustava Gly:LA 1:2 + CRT.

1,400
1,200
—0,0152 ¢/l
1,000 —0,0203g/l
«©
:50800 —0,0051 g/l

400

S
n
o

250 300

A, m

Slika 4.8. UV/VIS spektar sustava Gly:AA 10:1 + CRT.

Na apsorbancijskom spektru sustava Gly:AA 10:1 + CRT prikazanom na slici 4.8. uocava se
pomak glavnog apsorbancijskog pika s 277 nm. Cista askorbinska kiselina pokazuje
apsorbancijski maksimum na 289 nm pri pH vrijednosti 2, dok apsorbancijski spektar L-
askorbinske kiseline varira izmedu 220 i 330 nm. Budu¢i da pripremljeni DES ima pH

vrijednost nizu od 2 (1,446), glavni pik pojavljuje se pri valnoj duljini vecoj od 289 nm. [29,30]
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Slika 4.9. UV/VIS spektar sustava Gne:LA 1:9 + CRT.

Za API-DES sustav Gne:LA 1:9 + CRT nije provedeno razrjedenje u metanolu. U metanolu
dolazi do kristalizacije glicina jer je CRT netopljiv u metanolu koji onda djeluje kao
antiotapalo. Razrjedenje nije bilo moguée posti¢i s vodom, u kojoj je glicin topiv, jer bi se u
tom slucaju istalozio CRT. Iz navedenih razloga koncentracija CRT-a u sustavu Gne:LA 1:9 +
CRT pracena je odredivanjem indeksa loma na refraktometru. Slikom 4.9. prikazan je

apsorbancijski spektar sustava Gne:LA 1:9 + CRT dobiven otapanjem API-DES-a u vodi.

U tablici 6. prikazane su relativne pogreske dobivene pri odredivanju koncentracije CRT-a

UV/VIS metodom u sustavima Gly:LA 1:2 + CRT 1 Gly:AA 10:1 + CRT.

Tablica 6. Relativne pogreske pri odredivanju koncentracije CRT-a u sustavima Gly:LA 1:2 +

CRT i Gly:AA 10:1 + CRT.

Gly:LA1:2-10 % W + CRT Gly:AA 10:1 + CRT
ccrr, g/l RP, % ccrr, g/l RP, %
0,0183 -37,46 0,0152 20,54
0,0458 1,61 0,0203 14,59
0,0549 -27,85 0,0051 40,33
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4.2.2. Odredivanje indeksa loma

Buduéi da postupak odredivanja koncentracije pomocu UV/VIS spektrofotometra zahtjeva
razvoj metode za svaki pojedinacni sustav, koncentracija otopljenog CRT-a u sva tri API-DES
sustava pracena je i odredivanjem indeksa loma na refraktometru. Kao rezultat mjerenja
dobiveni su bazdarni dijagrami (Slike 4.10.-4.12.) kojima je prikazana ovisnost indeksa loma o
masenom udjelu otopljenog CRT-a. 1z dobivene ovisnosti moguée je odrediti koncentraciju

otopljenog CRT-a.

14600
y =0,1992x + 1,4203

1,4550 R?=0,9996 8

1,4500 e
1,450 e
" 1.4400 e
14350
1,4300 g~

1,4250
0,000 0,050 0,100 0,150

w

Slika 4.10. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije CRT-a u sustavu Gly:LA 1:2 + CRT.
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Slika 4.11. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije CRT-a u sustavu Gly:AA 10:1 +
CRT.

y=0,1979x + 1,4389
1,4650 R?=0,9993 e

0,000 0,050 0,100 0,150

w

Slika 4.12. BaZzdarni pravac za odredivanje koncentracije CRT-a u sustavu Gne:LA 1:9 +

CRT.

Bazdarni dijagram dobiven UV/VIS metodom (sustavi Gly:LA 1:2 + CRT i Gly:AA 10:1 +
CRT) i bazdarni dijagrami dobiveni mjerenjem indeksa loma (sustavi Gly:LA 1:2 + CRT 1

Gne:LA 1:9 + CRT) ukazuju na linearnu ovisnost apsorbancije o koncentraciji otopljenog CRT-
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a, s koeficijentom determinacije R? ve¢im od 0,99. R? vrijednost pokazuje dobro poklapanje
dobivenih regresijskih modela (jednadZzbe pravca) sa stvarnim podatcima. Pri odredivanju
koncentracije CRT-a mjerenjem indeksa loma u sustavu Gly:AA 10:1 + CRT stvarni podatci
najvise odstupaju od dobivenog pravca, na §to ukazuje R? (0,98). Pogetna koncentracija CRT-a

bila je relativno niska, $to je utjecalo na preciznost mjerenja.

4.3. FTIR analiza pripravljenih API-DES-ova

Prilikom priprave DES-ova mijeSane su minimalno dvije komponente te su za svaku od njih
snimljeni FTIR spektri koji su zatim usporedeni s FTIR spektrom kapljevine dobivene njihovim
mijesanjem. Osim toga, snimljen je i spektar nakon otapanja API-ja u dobivenim kapljevinama.

Spektri su usporedeni na slikama od 4.13 do 4.16.

Na FTIR spektarima dobivenih kapljevina vidljivo je da su spektri rezultat mjeSovitih doprinosa
komponenti od kojih su pripravljeni. Kod pripremljenih otapala vidljivi su svi odzivi
karakteristicni za komponente od kojih su otapala pripremljena. Neke vrpce otapala su
pomaknute ili je doslo do njihovog Sirenja u odnosu na pojedinaéne komponente. Na spektru
otapala Gly:LA 1:2 vidljivi su pomaci na nize vrijednosti valnog broja u odnosu na ciste
komponente (1217 i 1125 cm™) te smanjeni inteziteti pri valnim brojevima 991, 920 i 846 cm"
!'(Slika 4.13.) Sli¢no se dogodilo i s druga dva otapala. FTIR spektar za sustav Gne:LA 1:9
pokazuje smanjenje intenziteta vrpci glicina, vjerojatno zbog velikog udjela mlije¢ne kiseline.
U sustavu Gly:AA 10:1 vidljivi su pomaci na vrpcama 1683, 1327, 760 i 486 cm™!, koji mogu
ukazivati na povezivanje komponenti i nastanak vodikovih veza koje rezultira nastankom DES-

a.

Slika 4.16. prikazuje usporedbu spektara u sustavu ChCl:CA 2:1, u kojem je nastao zuti talog
nakon dodatka CRT-a. Spektri pokazuju slicna odstupanja kao i otopina bez taloga, bez
novonastalih vrpci. Ovo navodi na zakljucak da u otopini nije doSlo do kemijske reakcije, nego
da se u otapalo istalozio CRT koji je eventualno promijenio strukturu (preSao u amorfni oblik).
Na slici 4.17. prikazani su spektri otopina koje su nastale otapanjem CRT-a. U svim otopinama
vidljive su novonastale vrpce koje se odnose na veze unutar CRT-a (oko 1602, 1573, 1527,

1509, 586 cm™).
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Slika 4.13. FTIR analiza sustava Gly:LA 1:2 + CRT, DES-a i ¢istih komponenata.
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Slika 4.14. FTIR analiza sustava Gly:AA 10:1 + CRT, DES-a i ¢istih komponenata.
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Slika 4.15. FTIR analiza sustava Gne:LA 1:9 + CRT, DES-a 1 ¢istih komponenata.
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Slika 4.16. FTIR analiza sustava ChCl:CA 2:1 + CRT, DES-a i ¢istih komponenata.
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Slika 4.17. FTIR analiza ¢istog CRT-a i sustava: Gly:LA 1:2 + CRT, Gly:AA 10:1 + CRT i
Gne:LA 1:9 + CRT.
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5. ZAKLJUCAK

Fizikalno-kemijskom karakterizacijom pokazano je da su pripremljeni DES-ovi kapljevine ¢ija
je gustoca veca od gustoce vode. Viskozniji su oni DES-ovi koji u svome sastavu sadrze
komponentu s ve¢im brojem hidroksilnih skupina, dok se dodatkom vode viskoznost

pripremljenih otapala smanjuje. Sve dobivene kapljevine su kisele.

Otapanje CRT-a nije rezultiralo nastankom povoljnih API-DES sustava u svim DES-ovima.
Nastanak pasti i taloga, promjena boje tijekom skladiStenja u laboratoriju i eventualna promjena
strukture CRT-a ukazuju na loSu stabilnost pojedinih sustava. Dobra topljivost i stabilnost CRT-
a ostvarena je u sustavima s mlijecnom kiselinom. Pokazano je da se u API-DES sustavima
ostvaruje bolja topljivost CRT-a u odnosu na vodu, a uspjesnost njihove priprave ovisi o vrsti

pomijesanih komponenata, njthovom molarnom omjeru i udjelu dodane vode.

Zbog slozene provedbe mjerenja na UV/VIS spektrofotometru, povoljnija metoda za

odredivanje koncentracije CRT-a u svim sustavima je pomocu refraktometra.

FTIR analizom usporedeni su karakteristicni pikovi za DES-ove i API-DES sustave. U
spektrima nastalih kapljevina dolazi do pomaka i smanjenja intenziteta pojedinih vrpci, ali nije
doslo do nastanka novih S§to je pokazatelj uspostavljanja vodikovih veza izmedu HBA i HBD.

Otapanjem CRT-a u DES-u vidljive su nove vrpce karakteristi¢ne za CRT.
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6. POPIS SIMBOLA I KRATICA

Simboli

p, g/cm’ — gustoéa

n, Pa s - viskoznost

A/B, % - molarni omjer komponenata u sastavu eutektickog otapala
¢, ppm — koncentracija

M, g/mol — molekulska masa

np - indeks loma

RP, % - relativna pogreska

Tk, °C — temperatura eutekticke tocke

Tidealno, °C — temperatura idealne smjese

Ti, °C — temperatura taliSta

w, % - maseni udio

37



Kratice

AA — engl. ascorbic acid, askorbinska kiselina

API — djelatna tvar

BCS — Biofarmaceutski sustav klasifikacije

CA —engl. citric acid, limunska kiselina

ChCl — engl. choline chloride, kolin klorid

Co — kobalt

Cr — krom

CRT - ceritinib

DES — niskotemperaturno eutekticko otapalo

EMA — Europska agencija za lijekove

FDA — Americka agencija za hranu i lijekove

Fe — Zeljezo

Fru — engl. fructose, fruktoza

FTIR - Fourierova pretvorna infracrvena spektroskopija
Gly — engl. glycerol, glicerol

Gne — engl. glycine, glicin

HBA — akceptor vodikove veze

HBD — donor vodikove veze

HDES — hidrofobno niskotemperaturno eutekticko otapalo
LA —engl. lactic acid, mlije¢na kiselina

NADES — prirodno niskotemperaturno eutekticko otapalo
OA-DES — niskotemperaturno eutekticko otapalo na bazi organskih kiselina
pH — engl. potential of hydrogen, mjera kiselosti, odnosno luznatosti

Sn — kositar
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THEDES — terapeutsko niskotemperaturno eutekti¢ko otapalo
USP - engl. United States Pharmacopeia, Farmakopeja Sjedinjenih Americ¢kih Drzava
WHO - Svjetska zdravstvena organizacija

7Zn — cink
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