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§ Sazetak vii

§ Sazetak

Kinetika degradacije farmaceutski aktivnih tvari izuzetno je vazna u farmaceutskoj industriji.
Pracenje stabilnosti lijekova 1 kinetike njihove degradacije klju¢no je za razvoj ucinkovitih
farmaceutskih proizvoda te poboljSane kvalitete 1 produljenja roka njihova trajanja. Poznavanje
faktora koji utjecu na stabilnost lijekova iznimno je vazno kako lijekovi ne bi gubili svoju
ucinkovitost, kako bi bili sigurni za koriStenje te imali propisani rok trajanja. Postoje razlicite
vrste stabilnosti lijekova: kemijska, fizikalna, mikrobioloska, terapeutska te toksikoloska.
Faktori koji utjeCu na stabilnost farmaceutski aktivnih tvari u lijekovima dijele se na kemijske
1 fizikalne, a to su utjecaj temperature, pH, pufera, svjetlosti, vlage, prisustva kisika i drugih
kemijskih spojeva. Nestabilnost lijekova se odrazava u smanjenoj ucinkovitosti lijeka,
nastajanju toksic¢nih tvari tijekom raspada, smanjenju bioloSke dostupnosti te u promjeni u
fizickom izgledu. Razne metode poput HPLC-a. spektrofotometrije, spektroskopije NMR,
konduktometrije, potenciometrije i kalorimetrije se koriste za prac¢enje kinetike degradacije.
Osnovna nacela farmaceutske kinetike mogu se mogu primijeniti za predvidanje roka trajanja i
kvantificiranje nezeljenih fizikalnih promjena, promjena u sastavu lijeka koje se mogu izbjeci

tehnikama stabilizacije te za odredivanje nacina skladiStenja lijekova.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl. World Health Organization, WHO) stabilnost
lijekova definirana je kao sposobnost farmaceutskog proizvoda da zadrzi svoja kemijska,
fizi¢ka, mikrobiologka i biofarmaceutska svojstva unutar propisanog roka trajanja.! Stabilnost
lijekova se prati tijekom proizvodnje i skladiStenja, a fizikalne i kemijske promjene lijeka mogu
utjecati na kvalitetu, djelotvornost i sigurnost gotovog proizvoda. Stabilni lijekovi ¢e imati duzi
rok trajanja te se na taj na¢in omogucava veca dostupnost lijekova na trzistu. Faktori koji utjecu
na stabilnost lijekova su temperatura, pH, koristenje pufera i pomoc¢nih tvari, prisutnost vlage i
svjetlosti. Promjenom jednog od faktora moze do¢i do raspada aktivnih tvari pri ¢emu im se
smanjuje ucinkovitost te moze do¢i do negativnih posljedica koriStenja i stvaranja toksi¢nih
tvari u organizmu. Puferi se koriste kako bi se odrzala optimalna vrijednost pH te oni mogu
sudjelovati u razgradnji i formiranju aktivnih tvari. Metode koje se koriste za odredivanje
koncentracije, mase i udjela aktivne tvari su tekucinska kromatografija visoke razlucivosti
(engl. high performance liquid chromatography, HPLC), kvantitativni NMR (engl. quantitative
nuclear magnetic resonance, -NMR), UV-Vis spektrofotometrija te elektrokemijske metode.?
Degradacija farmaceutski aktivnih tvari je uzrok nestabilnosti gotovog proizvoda. Kinetika
degradacije farmaceutski aktivnih tvari opisuje brzine i mehanizme kojima se lijek razgraduje
pod razli¢itim uvjetima. Do degradacije dolazi uslijed razlicitih reakcija poput solvolize,
oksidacije, fotolize, (de)hidratacije, racemizacije, dekarboksilacije te oligomerizacije.?
Reakcije degradacije se najceS¢e dogadaju tijekom duzeg vremenskog perioda (mjeseci i
godine) dok je za sintezu aktivnih tvari u pravilu dovoljno samo nekoliko dana. Degradacija
najcesce slijedi kinetiku nultog reda gdje brzina degradacije ne ovisi o koncentraciji lijeka te
kinetiku prvog reda gdje ovisi o koncentraciji lijeka. NajceS¢e koriStene metode pracenja
degradacije su HPLC, NMR te spektrofotometrija koje omogucuju prac¢enje promjene sastava
lijeka tijekom vremena te pomazu u otkrivanju degradacijskih puteva. U ovom radu ¢e biti
prikazan pregled istrazivanja degradacije farmaceutski aktivnih tvari u ovisnosti o temperaturi,
pH te sastavu pufera pomocu gore navedenih metoda. Utjecaj temperature bit ¢e razmotren na
temelju Arrheniusove jednadzbe pri ¢emu se promjenom temperature moze predvidjeti
stabilnost lijeka pri uvjetima skladistenja. Promjena pH vrijednosti 1 koriStenje pufera ¢e se

promatrati ovisno o stupnju protonacije aktivnih tvari koja utjee na kinetiku degradacije.
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§ 1. Uvod 2

Opisane ¢e biti kemijske reakcije koje dovode do degradacije aktivnih tvari. Za faktore koji
utjecu na degradaciju na kraju ¢e biti navedeni primjeri kako bi se pruzio uvid u njihovu

vaznost.
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§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Utjecaj temperature
2.1.1. Utjecaj temperature na brzinu kemijske reakcije

Brzina kemijske reakcije u otopinama se definira kao vremenska derivacija koncentracije
reaktanata ili produkata podijeljena s odgovaraju¢im stehiometrijskim koeficijentom

_ 4o (2.1.1.1.)

vidt’
Brzina kemijske reakcije ovisi o koncentraciji reaktanata/produkata, temperaturi te o prisutstvu
katalizatora/inhibitora. Zakon brzine reakcije za npr. reakciju aA + bB — cC + dD opisuje kako
brzina reakcije ovisi o koncentracijama reaktanata:

v = kcphcg® (2.1.1.2)
gdje k oznaCava konstantu brzine reakcije, a eksponent na 1 ng 0znacavaju parcijalni red reakcije
s obzirom na svaki od reaktanata. Zbroj svih parcijalnih redova reakcije daje ukupni red
reakcije. Ako je neka reakcija A — B prvog reda, prema jednadzbama 2.1.1.1. 1 2.1.1.2. zakon
brzine te reakcije moze se zapisati na sljedeci nacin:

p= % _ e (2.1.13)
dt

Ukoliko je reakcija A — B drugog reda, izraz za zakon brzine reakcije glasi:

dcy (2.1.1.4)
=——— = kc?
v T Ca
odnosno u slucaju da je reakcija nultog reda: E,
dc
o % _ (2.1.1.5)
dt

te je u tom slucaju brzina neovisna o koncentraciji reaktanata, odnosno jednaka konstanti brzine
reakcije.

Temperatura je jedan od glavnih faktora koji utjecu na brzinu reakcije, a time i na brzinu
reakcija raspada lijekova. Konstanta brzine reakcije eksponencijalno raste s temperaturom, a

ovisnost brzine kemijske reakcije o temperaturi opisuje se Arrheniusovom jednadzbom:

_Ea) (2.1.1.6.)
RT

k=Aexp<
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§ 2. Prikaz odabrane teme 4

gdje je Ea energija aktivacije i mjera je ovisnosti konstante brzine o temperaturi. 4 predstavlja
predeksponencijalni faktor koji je vezan uz frekvenciju sudara reaktanata, R je opca plinska
konstanta, a T je termodinamicka temperatura.

Procjena odgovarajuce brzine degradacije je vazna za predvidanje stabilnosti lijekova
te se ona mijenja s promjenom temperature i moze se predvidjeti stabilnost pri drugim
temperaturama klasi¢nom analizom na temelju poznatih parametara Arrheniusove jednadzbe.
Predvidanje odgovarajuce temperature skladistenja lijekova je izrazito bitno, a ono joS ovisii o

njegovim fizickim svojstvima odnosno postoji li lijek kao krutina ili tekucina.

2.1.2. Utjecaj temperature na degradaciju lijekova

Poznavanjem promjene brzine degradacije u ovisnosti o temperaturi na kvantitativan nacin
moze se predvidjeti stabilnost lijekova na drugim temperaturama. Agregacijska stanja lijekova
(Cvrsto, tekuce, plinovito) te njihova stabilnost pri razli¢itim temperaturama kljucni su za
njihovu sigurnost i u¢inkovitost. S obzirom na agregacijsko stanje (slika 1), lijekovi se ponaSaju

razli¢ito pri razli€itim temperaturama skladistenja.

AGREGACISKO
STANIJE
LUEKOVA
PLINOVITO TEKUCE CVRSTO

INHALATORI Bininnt PRASKOVI
AEROSOLI SUSPENZIIE TABLETE
PLINOVITI ANESTETICT PR R DEUE

INJEKCUE

Slika 1. Agregacijska stanja lijekova i njihovi oblici.

Lijekovi u plinovitom stanju su osjetljivi na promjene temperature i tlaka. Pri niskim

temperaturama se mogu komprimirati ili ¢ak kondenzirati §to utje¢e na koli¢inu doziranja, dok

Stella Katov¢ic Zavrsni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 5

pri visokim temperaturama moze do¢i do znacajnijeg povecanja tlaka unutar spremnika u kojem
se nalaze Sto utjece na sigurnost koriStenja lijeka te moze do¢i i do eksplozije spremnika. U
teku¢em stanju, lijekovi su u vec¢oj ili manjoj mjeri izlozeni vanjskim uvjetima pri emu moze
do¢i do oksidacije, hidrolize i drugih kemijskih promjena.’> Na niskim temperaturama moze
do¢i do kristalizacije ili taloZenja aktivnih tvari, povecanja viskoznosti, te do odvajanja faza u
emulzijama i suspenzijama, dok se na visokim temperaturama moze ubrzati degradacija
aktivnih tvari, otapalo moze isparavati, viskoznost se moze povecati, a time dolazi i do
smanjenja stabilnosti lijekova. Budu¢i da su reakcije ¢vrstom stanju znatno sporije nego u
tekucoj 1 plinovitoj fazi, lijekovi u ¢vrstoj fazi su najstabilniji, ali promjene temperature mogu
dovesti do faznih transformacija lijekova $to moZe utjecati na bioraspolozivost i u¢inkovitost.
Skladistenje pri niskim temperaturama moze usporiti kemijske reakcije, a neke formulacije
mogu apsorbirati vodenu paru iz zraka pri povratku na sobnu atmosferu sto takoder smanjuje
njihovu stabilnost buduci da je poznato da se brzina kemijskih reakcija drasti¢no povecava u
prisustvu malih koli¢ina otapala. Na visokim temperaturama dolazi do raspada aktivnih tvari,
ubrzanja kemijskih reakcija, topljenja i sublimacije nekih spojeva.*

Jedan od lijekova ¢ija stabilnost uvelike ovisi o temperaturi 1 agregacijskom stanju je
antibiotik penicilin. U ¢vrstom stanju najc¢esce je prisutan u obliku soli (npr. penicilin G natrij)
ili kao liofilizirani prasak. U tom obliku je najstabilniji te je na sobnoj temperaturi postojeci kao
liofilizirani prasak koji se moZe ¢uvati nekoliko godina ako su zastiéeni od vlage i svjetlosti.?
Niske temperature poput onih u hladnjaku mogu produziti rok trajanja jer usporavaju kemijske
reakcije koje bi mogle dovesti do degradacije aktivnih tvari. Kao krutina moze podnijeti uvjete
skladiStenja kao Sto je Cuvanje u tami na sobnoj atmosferi, ali dugotrajno izlaganje visokim
temperaturama moze uzrokovati postupnu razgradnju aktivnih tvari. Na slici 2 prikazan je graf
ovisnosti logaritma konstante brzine degradacije aktivne tvari penicilina G o recipro¢noj
temperaturi pri pH 1,2 14,56. Benzilpenicilin je aktivna tvar u penicilinu G te pripada u skupinu
B-laktamskih antibiotika. Pomoc¢u linearnog Arrheniusovog prikaza se mogu odrediti
koeficijenti brzine degradacije pri drugim temperaturama, a time i koncentracija farmaceutski
aktivnih tvari u vremenu, ali pod uvjetom da su predeksponencijalni faktor 4 i energija

aktivacije E, konstantni u danom temperaturnom rasponu.’

Stella Katov¢ic Zavrsni rad
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Slika 2. Arrheniusovi dijagrami za razgradnju penicilina G pri pH 1,2 i 4,56. Prilagodeno prema ref. 3.

Penicilin je dostupan i kao vodena otopina koja se primjenjuje kao injekcija i tada je
njegova stabilnost znacajno smanjena uslijed hidroliticke razgradnje. Hidroliza je ubrzana pri
vi$im temperaturama dok razgradnja penicilina pri 25 °C u otopini moZe trajati i nekoliko dana.*
Tekuce formulacije penicilina stoga se ¢uvaju u hladnjaku kako bi se usporila razgradnja, ali
iznad lediSta. Zamrzavanjem se smanjuje ucinkovitost jer dolazi do promjena u strukturi
molekule penicilina tijekom degradacije aktivnih tvari.*

Kao jo§ jedan primjer mogu se uzeti tzv. multisulfa pripravci koji su razlicite
kombinacije sulfonamidnih antibiotika, a poput penicilina primjenjuju se u ¢vrstom stanju
(tablete 1 praskovi) te kao otopine (suspenzije). Stabilni su na sobnoj temperaturi, ali se
stabilnost smanjuje ukoliko su izloZzeni vodenoj pari ili suncevoj svjetlosti. Na visokim
temperaturama se ubrzava degradacija aktivnih tvari dok na niskim temperaturama nije izraZzena
degradacija ukoliko nema prisutnosti vodene pare dok ne dode do kondenzacije. U otopini
stabilnost je smanjena u usporedbi sa ¢vrstim stanjem jer moze do¢i do hidrolize, oksidacije i
mikrobioloSke kontaminacije koje uzrokuju razgradnju sulfonamida. Na sobnoj temperaturi
otopine mogu biti stabilne, pri viS§im temperaturama se ubrzava degradacija dok pri niskim
temperaturama moze doéi do kristalizacije aktivnih tvari $to oteZava doziranje lijeka.’ Na slici
3 prikazan je Arrheniusov dijagram za promjenu apsorbancije tekuceg multisulfa pripravka.
Promjena boje, a time i apsorbancije pri odredenoj valnoj duljini Cesto je indikativna za
kemijsku razgradnju aktivnih sastojaka, budué¢i da su degradacijski produkti ¢esto drugacije
boje od aktivnih tvari. Pomoc¢u Beer-Lambertovog zakona opisuje se odnos apsorbancije i
koncentracije, a koji vrijedi samo za razrijedene otopine, glasi:

A = ebc (2.1.2.1.)

Stella Katov¢ic Zavrsni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 7

A oznacava apsorbanciju, ¢ apsorpcijski koeficijent, b je duljina puta zrake kroz uzorak dok c
oznacava koncentraciju. Prema ovom zakonu, apsorbancija je proporcionalna koncentraciji
apsorbirajuce tvari, duljini puta svjetlosti zrake 1 apsorpcijskom koeficijentu. Ukoliko se
vrijednost apsorbancije na odredenoj valnoj duljini poveca, to znac¢i da se viSe svjetlosti
apsorbira, a manje prolazi ili reflektira, stoga to utjece na direktnu promjenu boje jer razlicite
valne duljine manje ili viSe doprinose spektru koja se opaza. Boja koja se tada vidi rezultat je
valnih duljina svjetlosti koje nisu apsorbirane. Na primjer, ako tvar apsorbira plavu svjetlost,
ona ée reflektirati crvenu ili zelenu te tada tvar izgleda Zuto.’

PoviSenje temperature uzorkuje oksidacijske procese pri ¢emu se boja mijenja iz bijele
boje u zutu potom u smedu, a zatim u crvenu. Pri niskim temperaturama (<15 °C) ne mora do¢i

do promjene boje, ali dolazi do kristalizacije koja se moZe zamijetiti i golim okom.>

log {razlika A-As na 500 nm)

0 . - - \
29 30 31 32 33 84
VT (*10°KY)

Slika 3. Arrheniusov dijagram za promjenu boje teku¢eg multisulfa pripravka. Prilagodeno prema ref. 3.

2.2. Utjecaj pH na degradaciju farmaceutski aktivnih tvari

Utjecaj pH na degradaciju farmaceutski aktivnih tvari odrazava se u razli¢itim stabilnostima
kao $to su kemijska, fizikalna i bioloSka te utjecaj konzervansa. Vrijednost pH otopine lijeka
najces¢e ima znacajan utjecaj na njegovu stabilnost buduc¢i da pH utjece na konstantu brzine te
se npr. za promjenu jedne jedinice pH konstanta brzine moZe promijeniti ¢ak za gotovo 10 puta
pritom utjecaj koncentracije H" na kinetiku raspada lijeka moZe biti dvojak.

Hidroliza je raspad molekula kovalentnih kemijskih spojeva u reakciji s vodom pri cemu
se vodikov atom vode spaja s jednim produktom raspada, a hidroksilna skupina s drugim
produktom raspada.” Ukoliko se lijek ne (de)protonira u vodi postoje tri hidroliti¢ka puta:
specificna kisela kataliza, hidroliza u pH neutralnim uvjetima te specificna bazna kataliza.
Sukladno navedenom zakon brzine reakcije degradacije lijeka moZe se zapisati na sljedeci

nadin:

Stella Katov¢ic Zavrsni rad
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— 2 = |, [H*)ca + kycp + ks[OH ]ca

dt

2.2.1)

gdje ¢ oznacava koncentraciju lijeka, a ki — k3 konstante brzine hidrolize u kiselim, neutralnim

1 luznatim uvjetima. U uvjetima konstantne vrijednosti pH jednadzba 2.2.1. moze se preurediti

dijeljenjem s c:
dcp
cp dt

= Kobs = k1 [H] + k5 + k3[OH™]

(2.2.2))

gdje je kobs opsezna konstanta brzine raspada. Ovisno o pH, jednadzba 2.2.2. moze se

pojednostaviti uvodenjem odgovaraju¢ih aproksimacija. Pri niskim vrijednostima pH

prevladava prvi ¢lan u jednadzbi 2.2.2., odnosno vrijede sljedece relacije:

ki[H*] >> k, + k3[OH],
Kobs = k1 [H],
te slijedi:
log(kobs) = log(k1) — pH.
Kada je [H'] = [OH] vrijedi:
ky, >> ky[H*] + k3[OH™],
kobs = k2
te slijedi:
log(kobs) = log(k,).
Kada je [OH] > [H'] vrijedi:
ks[OH™] >> k,[H*] + k,,
kobs = k3[OHT],
pri cemu je:

log(kops) = log(k3) + pH.

(2.2.3))
(2.2.4)

(2.2.5.)

(2.2.6.)
(2.2.7))

(2.2.8.)

(2.2.9.)
(2.2.10.)

(2.2.11.)

Ovisnost logaritma opazene konstante brzine raspada (kobs) farmaceutski aktivne tvari o pH

(jednadzbe 2.2.4.,2.2.5.,2.2.7.,2.2.8.,2.2.10.,2.2.11.) prikazana je na slici 4. Isprekidane linije

pokazuju kako se radi o relativnim poloZajima linija koje nisu fiksne ve¢ ovise o iznosu

konstanti brzine.®

Stella Katov¢ic
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Slika 4. Kvalitativna ovisnost logaritma konstante brzine reakcije degradacije aktivnih tvari koje ne podlijezu (de)protonaciji

o pH. Prilagodeno prema ref. 6.

Ukoliko se aktivna tvar (de)protonira u jednom koraku vrijedi:

Kobs = k1 [H*Ifua + kafua + Kk3[OH™|fua + ka[H¥1fa + ksfa + ke[OHT]fa, (2.2.12))
gdje su ki-k3 kineticki parametri koji se odnose na kiselinski, a ks-ks na bazi¢ni oblik lijeka, a
fua 1 fa faktori koji su definirani na sljedec¢i nacin:

_ _[HA] _ [H] (2.2.13.)
fHA—[HA]+[A] [H+]+K,

i

_ Al _ Ka 5 2.2.14.
fa= [HAJ+[A] ~ [H*]+Ka' ( )

Takoder, pH moze znacajno utjecati na kinetiku degradacije aktivnih tvari. Tijekom
reakcija koje uzrokuju degradaciju dolazi do promjene kemijske strukture aktivnih sastojaka
stoga te reakcije mogu rezultirati manje topljivim razgradnim produktima. Ukoliko se ostvaruju
interakcije razgradnog produkta s farmaceutski aktivnim tvarima mogu nastati supramolekulske
vrste koje su slabije topljive. Takoder s farmaceutski aktivnim tvari moze reagirati i razgradni
produkt pri ¢emu nastaje kovalentna veza, a nastali spoj moze biti manje topljiv od aktivne
tvari. Spojevi poput estera, laktona, amida i1 laktama, motiva koji su ¢esto prisutni u brojnim
lijekovima poput antibiotika, mogu se puno brze hidrolizirati pri velikim vrijednostima pH.>

Oksidacija je kemijska reakcija u kojoj dolazi do gubitka elektrona pri ¢emu se mijenja

Stella Katov¢ic Zavrsni rad
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oksidacijsko stanje atoma, iona ili molekula. Dio je redoks procesa tijekom kojeg se odvijaju
reakcije oksidacije i redukcije istovremeno. Najcesce je povezana s reakcijama koje ukljucuju
kisik, a katalizirane su kationima prijelaznih metala. Tijekom oksidacije dolazi do gubitka
ucinkovitosti lijeka, a ona moze biti brza pri odredenim pH vrijednostima. Fizikalna stabilnost
se odrazava na topljivost lijeka te se aktivne tvari mogu taloZiti pri odredenim pH vrijednostima
te moze do¢i do promjene u njihovoj strukturi pri ¢emu ¢e se smanjiti bioloska raspolozivost.
Mikrobioloska stabilnost se objasnjava na nacin da odredene pH vrijednosti mogu poticati rast
mikroorganizama $to utjece na stabilnost, a ujedno 1 sigurnost lijeka. Vrijednost pH jos utjece
1 na konzervanse koji se nalaze u lijekovima te moze smanjiti njihovu u€inkovitost, a time 1

vijek trajanja lijeka.

2.2.1. Hidroliza estera i laktona

Mnogi lijekovi sadrze estersku vezu. Esteri su produkti reakcije esterifikacije, odnosno reakcije
izmedu alkohola i kiselina. Naj€es¢i su esteri karboksilnih kiselina no mogu biti i esteri
sulfonske, karbaminske i sulfaminske kiseline. Primarno se hidroliziraju nukleofilnim napadom

hidroksidnog iona ili vode na ester (slika 5).®

e}

0
—b
. oR R, oy + Re—OH

1 > + H,O —7—>
OH N

Slika 5. Hidroliza estera karboksilne kiseline.Prilagodeno prema ref. 3.

Hidroliza estera se moze odvijati u kiselim i bazicnim uvjetima. Hidroliza pri niskim
vrijednostima pH ravnotezna je kemijska reakcija, koja se naziva esterifikacija, katalizirana
najces¢e nekom jakom kiselinom, poput klorovodi¢ne (HCI) ili sumporne (H2SO4), koja dovodi
do nastanka kovalentne veze izmedu kiseline i1 alkohola. Pri visokim vrijednostima pH,
hidroliza estera se jo$S naziva i saponifikacija, a reakcija ne dovodi do uspostave kemijske
ravnoteZe. Ester reagira s bazom te nastaju karboksilatna sol i alkohol.

Brzina razgradnje ovisi o supstituentima na kiselinskom (R1) i alkoholnom (R2) dijelu
molekule (slika 5) pri ¢emu elektron-akceptorske skupine ubrzavaju hidrolizu, dok je elektron-
donorske skupine inhibiraju. Na primjer, supstituirani benzoati koji imaju elektron akceptorske
skupine kao §to je nitro skupina brze se razgraduju od nesupstituiranog benzoata. Brzina

hidrolize ¢e se tako smanjivati povecanjem alkilne skupine u alkoholnom dijelu estera (R>).

Stella Katov¢ic Zavrsni rad
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Brzina se moze promatrati u ovisnosti o izlaznom alkoholu tijekom reakcije eliminacije pri
¢emu je izlazna skupina R2-OH te tada brzina hidrolize ovisi o sposobnosti izlaznog alkohola
da na atomu kisika zadrzi elektrone. Kod alkohola manjih pK. vrijednosti hidroliza ¢e biti
mnogo brza, na primjer hidroliza fenil-benzoata je mnogo brza od hidrolize etil-benzoata jer
pKa vrijednost etanola iznosi 18, a fenola 10.> Ukoliko su Ry i R, velike skupine smanjuje se
brzina hidrolize. Primjerice, ukoliko je izopropilna skupina supstituirana hidroliza je znacajno
sporija.

Laktoni (ciklicki esteri) takoder se mogu hidrolizirati. Kao Sto je prikazano na slici 6, kod
pilokarpina, dalvastatina, valfarina i kamptotecina dolazi do otvaranja prstena tijekom
hidrolize. Laktoni su, za razliku od ravnolanc¢anih estera, ¢esto u ravnotezi sa svojim oblicima

karboksilne kiseline odnosno karboksilata.

CH NfEH!l Nfc“l
=gy

pilokarpin pilokarpinska kiselina
. F
GHy CHy
L
(#] _' 4
CH, CHy CHy £
CHy CH, CHy CHy
dalvastin
=
i "
5 Hs
varfarin
o Q
5 (.'-H'JOH
= COCH
;. Q
CaHe OH o
kamptotecin

Slika 6. Reprezentativni laktoni bitni u farmaceutskoj industriji koji su osjetljivi na hidrolizu. Prilagodeno prema ref. 3.

U tablici 1 prikazane su razliite prividne konstante brzine (kobs) hidrolize razlicitih
estera karboksilne kiseline za usporedbu njihove reaktivnosti. Prividna konstanta brzine se
koristi kada se sloZene reakcije pojednostavljuju zbog odredenih uvjeta. To je konstanta brzine
reakcije koja se koristi za opisivanje brzine reakcije, ali nije prava konstanta brzine jer ukljucuje
varijacije u koncentraciji odredenih reaktanata ili katalizatora koji se smatraju konstantnim ili

su prisutni u velikom suvisku. Primjenjuje se ukoliko je reakcija pseudo-prvog reda, kada se

Stella Katov¢ic Zavrsni rad
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koristi katalizator (brzina reakcije je ovisna samo o koncentraciji supstrata dok je koncentracija
katalizatora konstantna) te u sloZenijim reakcijskim mehanizmima (jedan korak je vrlo spor I
odreduje ukupnu brzinu kemijske reakcije). Vrijednosti su dobivene pri razli¢itim uvjetima pH,

ionske jakosti i vrstama pufera, stoga sluZe samo za grubu usporedbu.?

Tablica 1. Prividne konstante brzina (k) za hidrolizu razli¢itih estera karboksilnih kiselina pri 25 °C. Prilagodeno prema ref.

3.
ESTER KARBOKSILNE KISELINE | &/ (s)) pH
kamptotecin 6,0¥107 7,13
aspirin 3,7¥10°¢ 6,90
benzokain 5,7%10°® 9,2
etilparaben 42%10® 9,16

2.2.2. Hidroliza amida i laktama

U lijekovima se Cesto nalaze amidne veze. Amidne veze su, za razliku od esterskih veza, manje
osjetljive na hidrolizu jer je karbonilni ugljik manje elektrofilan, a izlazna skupina (amin) je
loSija izlazna skupina od alkohola. Na slici 2 prikazana je shema hidrolize amida pri kojoj dolazi

do reakcije amida i vode pri ¢emu nastaju karboksilna kiselina i amonijak ili amonijeva sol.”

(0]
Rz
)“\ Re )L o i
R, N/ +H,0 —> R, OH ~

R
Rs

Slika 7. Hidroliza amida. Prilagodeno prema ref. 1.
Reakcija hidrolize amida moze biti katalizirana kiselinama, bazama ili enzimima. Neki lijekovi
su dizajnirani kao pro-lijekovi gdje amidna veza nuzno treba biti hidrolizirana kako bi se
oslobodile aktivne tvari u lijeku. Hidroliza amida moze sluziti kao put za deaktivaciju lijekova
omogucujuci njihovu pretvorbu u neaktivne ili manje toksic¢ne oblike. Produkti razgradnje se
zatim lakSe izluCuju iz organizma putem urina ili Zu¢i. Hidroliza amida jo§ moze utjecati na
stabilnost lijekova tijekom skladiStenja gotovog proizvoda ili tijekom konzumacije u
organizmu. Lijekovi koji sadrze amidne veze mogu biti podlozni razgradnji ako su izlozeni

vodenoj pari u atmosferi ili se nalaze u otopinama razli¢itih vrijednosti pH.

Stella Katov¢ic Zavrsni rad
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Na primjer na penicilin®, koji je B-laktamski antibiotik, promjene pH znagajno utjecu na
njegovu ucinkovitost. Penicilin G (benzilpenicilin, slika 8) je prvi otkriven prirodni penicilin

koji se sastoji od B-laktamskog i tiazolidinskog prstena te se najcesc¢e koristi u lijekovima.

ZT
Lo\

HO

Slika 8. Kemijska struktura benzilpenicilina.

Tijekom hidrolize dolazi do brzog otvaranja prstena. Pri pH <4, penicilin je relativno nestabilan
jer dolazi do brze hidrolize $to rezultira smanjenjem aktivnosti. Tijekom hidrolize moze prijeci
u inaktivne metabolite $to dovodi do smanjenja uc€inkovitosti lijeka. U tom slucaju se Cesto
koriste puferi kako bi se smanjila razgradnja u navedenim uvjetima. U slu¢aju kada je pH 4 —
7, tada je relativno stabilan. Stabilnost tada varira ovisno o prisutnosti drugih kemijskih
sastojaka. lako je stabilniji u neutralnim uvjetima, i dalje moze biti podlozan sporoj hidrolizi.
U uvjetima pH > 7, penicilin je izrazito nestabilan. Zna¢ajno se ubrzava hidroliza, a B-laktamski
prsten se otvara Sto dovodi do gubitka aktivnosti antibiotika, stoga se koriste puferske otopine

kako bi se osigurala u¢inkovitost antibiotika i minimalizirala hidroliza.’

2.2.3. Oksidacija

Oksidacija je jedan od nacina razgradnje farmaceutskih proizvoda. Odvija se izlozenosc¢u
farmaeutskih proizvoda kisiku kojeg ima puno u okolisu tijekom proizvodnje ili dugotrajnog
skladiStenja. Mehanizmi oksidacije lijekova ovise o kemijskoj strukturi lijeka 1 prisutnosti
reaktivnih kisikovih spojeva ili drugih oksidansa. Kao primjer moze se navesti oksidacija
askorbinske kiseline koja se oksidacijom pretvara u dehidroskorbinsku kiselinu.® Proces je
vazan u bioloskim sustavima jer je askorbinska kiselina snazan antioksidans, a njena sposobnost

da se oksidira omogucava neutralizaciju slobodnih radikala i reaktivnih kisikovih spojeva (slika
8).

Stella Katov¢ic Zavrsni rad
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Slika 9. Oksidacija askorbinske kiseline.

Askorbinska kiselina je snazan redukcijski agens i lako se oksidira pretvaraju¢i se u
dehidroksiaskorbinsku kiselinu. Oksidacija askorbinske kiseline moze se posti¢i kationima
prijelaznih metala (npr. askorbinska kiselina reducira Cu** u Cu®, a ona se sama oksidira u
dehidroksiaskorbinsku kiselinu), uz pomo¢ molekulskog kisika (potrebni su katalizatori poput
metalnih iona te se askorbinska kiselina polako pretvara u dehidroksiaskorbinsku kiselinu, a
kisik se reducira u vodikov peroksid), pomocu enzima askorbat oksidaza (specifi¢ni katalizator)
te koriStenjem kemijskih oksidansa (kalijev permanganat (KMnOs4), jod (I2) ili vodikov
peroksid(H203)). U prvoj fazi molekula aspirina gubi dva protona i dva elektrona pretvarajuci
se u askorbatni radikal. To je ravnotezan proces Sto omogucava regeneraciju askorbinske
kiseline u odredenim uvjetima. U sljede¢em koraku askorbatni radikal gubi dodatni elektron i

nastaje dehidroaskorbinska kiselina te je taj proces ravnotezan u fizioloskim uvjetima.?

2.2.4. Fotodegradacija

Fotodegradacija je Cest proces razgradnje ljekovitih tvari pri kojem dolazi do razgradnje pod
utjecajem svjetlosti, posebice UV zraenja i Cesto je popracena oksidacijom.’ Tijekom
fotodegradacije dolazi do smanjenja mnozine ili koncentracije aktivnih tvari te dolazi do
njihove transformacije u produkte koji su manje aktivni te se na taj nac¢in smanjuje ucinkovitost
lijeka i nastaju toksi¢ni nusprodukti. Na fotodegradaciju utjecu valna duljina svjetlosti,
prisutnost kisika i kemijska struktura. Spojevi s dvostrukim vezama, aromatskim prstenovima

spojeva. Mehanizmi su vrlo sloZeni kao $to je prikazano na primjeru klorokina (slika 9).?
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Slika 10. Fotodegradacija klorokina. Prilagodeno prema ref. 3.

Kada je klorokin izloZzen UV zracenju, dolazi do apsorpcije kvanta elektromagnetskog zracenja
(fotona). Pri tome dolazi do pucanja kemijskih veza i stvaranja reaktivnih radikala $to dovodi
do razgradnje molekule pri cemu nastaju razliciti derivati ishodnog spoja odnosno aktivne tvari.
Mehanizam 1 produkti fotodegradacije ¢e biti razliciti ukoliko se klorokin nalazi u otopini ili
¢vrstom obliku ovisno o prisutnosti svjetla. Klorokin na taj na¢in gubi svoju terapijsku
ucinkovitost ¢ime postaje neefikasan za lijecenje malarije, autoimunih bolesti i ostalih bolesti.
Produkti mogu biti izrazito toksi¢ni te mogu izazvati opasne nuspojave kod pacijenta. Iz
navedenog se razloga lijekovi poput klorokina najceS¢e pakiraju u tamne bocice ili blister

pakiranja koja stite od izlozenosti svjetlu te se duvaju udaljeni od sundeve svjetlosti.’

2.2.5. Raspad poliprotonskih aktivnih tvari

Vrijednost pH (koja ovisi o koncentraciji vodikovih 1 hidroksidnih iona) moze imati vrlo slozen
utjecaj na kinetiku raspada u slucaju kada spoj ima vise skupina koje se mogu (de)protonirati.
Kako je vidljivo na slici 11, koeficijent brzine reakcije degradacije povecava se s porastom
vrijednosti pH otopine. Isprekidane krivulje prikazuju doprinose svih reakcija koje se dogadaju,
dok puna krivulja predstavlja prividnu konstantu brzine (kobs) u ovisnosti o pH za razgradnju

slabe baze s tri ioniziraju¢e grupe (slika 11).
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Slika 11. Ovisnost logaritma prividne konstante brzine degradacije baze s tri protonirajuée grupe. Preuzeto iz ref. 3.

2.2.6. Hidroliza aspirina

Primjer koji opisuje ovisnost konstante brzine o pH objasnit ¢e se na hidrolizi aspirina. Aspirin,
koji sadrzi acetilsalicilnu kiselinu kao aktivnu tvar, moze se hidrolizirati, a brzina hidrolize
ovisi o vrijednosti pH otopine. U uvjetima niske pH vrijednosti poput onih u Zelucu, aspirin je
relativno stabilan, ali u uvjetima niske pH vrijednosti (pH < 3) moze do¢i do spore hidrolize
aspirina do salicilne i octene kiseline. Kod pH 4 — 7 hidroliza aspirina se odvija sporije, ali je i
dalje moguca. Kada je vrijednost pH medija visa od pH = 7 poput onih u tankom crijevu aspirin
se moze brze hidrolizirati. Hidrolizom aspirina nastaju salicilna i octena kiselina, koje se mogu
dalje metabolizirati. Octena kiselina je nusprodukt hidrolize acetilne skupine. Ukoliko se
metabolizira ulazi u Krebsov ciklus i potom sudjeluje u sintezi ATP-a ili se moZe neutralizirati
do acetatnih iona koji su manje reaktivni i mogu cirkulirati u krvotoku prije izlu€ivanja ili
metabolicke uporabe. Hidroliza aspirina je znacajno ubrzana u prisutnosti vodene pare, kiselina

ili baza (slika 7).}
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log kobs (dan!)

Slika 12. Ovisnost prividne konstante brzine (kobs) hidrolize aspirina o pH pri 17 °C. Prilagodeno prema ref. 3.

2.3. Utjecaj pufera na degradaciju farmaceutski aktivnih tvari

Kod velike vecine otopina lijekova, odnosno kod onih gdje dolazi do uspostavljanja kiselinsko-
bazne ravnoteze, potrebno je koristiti pufere kako bi se osigurala stalna (i optimalna) pH
vrijednost otopine lijeka. Budu¢i da distribucija protonacijskih formi lijeka ovisi o pH otopine
lijeka, a njihova je stabilnost nerijetko razliCita, stabilnost otopine lijekova uglavnom izrazito
ovisi o vrijednosti pH formulacije.® Optimalna vrijednost pH bi u kontekstu stabilnosti nekog
lijeka bila vrijednost pri kojoj je rok trajanja lijeka najvec¢i. Nadalje, odrzavanjem vrijednosti
pH izravno utjece na brzinu hidrolitickih, oksidacijskih i drugih degradacijskih procesa, buduci
da brzina tih reakcija vrlo Cesto ovisi o koncentraciji vodikovih (ili hidroksidnih) iona. Takoder,
prisustvo pufera moze utjecati i na procese poput reakcija slobodnih radikala, gdje puferske
komponente utjeCu na ravnotezu nastajanja slobodnih radikala koji sudjeluju u lancanim
reakcijama. Jednadzba koja opisuje konstantu brzine razgradnje uz pretpostavku da monoanion
ili dianion fosforne kiseline sudjeluje u razgradnji aktivnih tvari glasi:
Kobs = ky+ay+ + kn,o0 + kou-aon- + kn,po; a,po; + Kupoz-@upoz-> (2.3.1.)

Puferi sudjeluju u formiranju i razgradnji aktivnih tvari te odreduju brzinu reakcije. UtjeCu na
kinetiku degradacije tako Sto mogu promijeniti red reakcije (moze se mijenjati red reakcije
ovisno o utjecaju koncentracije vodikovih iona na brzinu reakcije) te prividnu konstantu brzine.
Ukoliko lijek podlijeze kiseloj ili baznoj katalizi, pH se znacajno mijenja te s njim i konstanta

brzine reakcije koja ovisi o koncentraciji vodikovih i hidroksidnih iona. Utjecu na kiselinsko-
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bazne katalizirane reakcije jer kontroliraju koncentraciju vodikovih i hidroksidnih iona koje
utjecu na brzinu razgradnje aktivnih tvari. Puferi mogu djelovati i kao katalizatori reakcija na
nacin da anioni ili kationi koji ¢ine pufer mogu direktno utjecati na brzinu reakcije sudjelujuci
u mehanizmu razgradnje. Puferi jo§ imaju mogucnost smanjenja interakcija izmedu aktivnih
farmaceutskih tvari i pomo¢nih tvari pri ¢emu se odrzava stabilnost i homogenost lijeka, mogu
povecati topljivost lijeka koja dovodi do potrebne koli¢ine doziranja lijeka u organizmu te

sprjeciti njegovu kristalizaciju kako bi se osigurala bioloSka raspolozivost.

2.3.1. Fosfatni pufer

Fosfatni pufer koristi se kada je potrebno odrzavati formulacije pH u podrucju 5,8 — 8,0. Sastoji
se od monofosfatnog i difosfatnog aniona. Cesto se koristi u biologkim preparatima, injekcijama
te u oftamoloskim proizvodima (kapi za oci). Fosfatni pufer se ¢esto koristi u kloramfenikolu,
antibiotiku koji je ucinkovit za Siroki spektar bakterija. Odrzavanje optimalnog pH kljuc¢no je
za njegovu ucinkovitost 1 sigurnost. Kloramfenikol je osjetljiv na izrazito niske i1 visoke
vrijednosti pH, a stabilan je u blago kiselom pH te pri pH = 7, stoga se koristi fosfatni pufer za
odrzavanje odgovarajuée pH vrijednosti. Odrzavanje pH 6,0 — 7,5 smanjuje moguénost
hidrolize 1 osigurava sigurnost koriStenja lijeka za vrijeme roka valjanosti. KoriStenjem
fosfatnog pufera zadrzava se antimikrobna ucinkovitost te se istovremeno smanjuje iritacija kod
primjene. Na slici 13 prikazan je utjecaj koncentracije fosfata na brzinu hidrolize
kloramfenikola (1/ts0) gdje se vidi da se brzina hidrolize smanjuje Sto je prisutna veca

koncentracija fosfatnog pufera.’
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Slika 13. Utjecaj koncentracije fosfata na brzinu hidrolize (prikazano pomocu reciprocne vrijednosti poluzivota u satima)
kloramfenikola pri pH 7,00 1 97,3 °C. Prilagodeno prema ref. 1.

Najcesce koristeni fosatni pufer sadrzi natrijev klorid (NaCl), natrijev fosfat (Na,HPOs) 1
kalijev dihidrogen fosfat (KH>PO4) te odrzava pH oko 7,4 i Cesto se koristi u bioloskim
eksperimentima. Postoji 1 fosfatni pufer s razli¢itim pH jer se sastoji od razli¢itog omjera
mononatrijeva fosfata (NaH2POs) i1 dinatrijevog fosfata (NaxHPO4) buduci da je mononatrijev
fosfat kiselina, a dinatrijev fosfat baza. Takoder postoje puferi koji se koriste za specificne
primjene s dodatkom kalcija, magnezija ili drugih iona koji se koriste u specifi¢nim bioloSkim
procesima. Razli¢ite vrste fosfata (npr. kalijev fosfat) pospjeSuju razgradnju razli€itih ljekovitih
tvari kao $to su benzil-penicilin, cefadroksilm i karbenicilin (slika 14). RazliCite prethodno
navedene vrste fosfatnog pufera mogu djelovati 1 kao Lewisova kiselina ili baza kroz

nukleofilne ili elektrofilne mehanizme.
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Slika 14. Utjecaj koncentracije fosfata na brzinu hidrolize reprezentativnih aktivnih tvari za koje se promatra kataliza
fosfatnog pufera. (o — benzilpenicilin pri 60 °C i pH = 7,05; A - cefadroksil pri 35 °C i pH = 7,20; @ — karbenicilin pri 35 °C i

pH = 7,48). Prilagodeno prema ref. 3.
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