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SAZETAK

POBOLJSANJE TOPLJIVOSTI LORATADINA USLIJED KOMPLEKSIRANJA S
ODABRANIM CIKLODEKSTRINIMA

Nina Mami¢

Loratadin (LOR) je antihistaminik druge generacije koji prema biofarmaceutskom sustavu
klasifikacije spada u skupinu slabo topljivih djelatnih tvari (skupina II). Medutim, utvrdeno je
da mu se topljivost povecava ukoliko je u kompleksu s ciklodekstrinom. U ovom radu
istrazen je utjecaj P-ciklodekstrina i njegovog derivata hidroksipropil-B-ciklodekstrina na
topljivost loratadina u vodi i biorelevantnim medijima (pH 4,5 1 6,8). Loratadin je
kvantitativno odreden tekuéinskom kromatografijom visoke djelotvornosti i UV/Vis
spektrofotometrijom. Kompleksi u ¢&vrstom stanju pripremljeni su mljevenjem u
visokoenergetskim mlinovima uz dodatak male koli¢ine otapala, kao 1 bez otapala. Za potvrdu
nastanka kompleksa koriStena je infracrvena spektroskopija tehnikom priguSene totalne
refleksije 1 u transmisijskom nacinu snimanja.
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Loratadine is a second-generation antihistamine that is categorized in the Biopharmaceutics
Classification System as a poorly water-soluble drug (BSC II class). However, studies have
shown that its solubility increases with the addition of cyclodextrin. In this thesis, the effect of
B-cyclodextrin and hydroxypropyl-pB-cyclodextrin on the solubility of loratadine in water and
biorelevant media (pH 4.5 and 6.8), was studied. High-performance liquid chromatography
and UV/Vis spectrophotometry were used for the quantitative determination of loratadine.
Solid loratadine-cyclodextrin inclusion complexes were prepared by grinding in high energy
vibrational mills with the addition of small catalytic amounts of solvent and also without
solvent. Infrared spectroscopy was used to confirm the formation of the complexes, using the
technique of attenuated total reflection and the transmission mode.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Poznato je da je oko 40 % aktivnih farmaceutskih tvari klasificirano kao slabo topljivo u vodi.
Za djelatnu tvar vrlo je bitna bioraspolozivost koja ovisi o njenoj topljivosti 1 permeabilnosti.
Kako bismo neki lijek proglasili aktivnom farmaceutskom tvari, on mora zadovoljiti neki
stupanj topljivosti u vodenom mediju te mora biti lipofilan kako bi mogao prolaziti kroz
bioloske membrane.! U skupinu II prema biofarmaceutskom sustavu klasifikacije pripadaju
djelatne tvari koje karakterizira dobra permeabilnost i losa topljivost.

Loratadin je antihistaminik druge generacije koji se koristi u humanoj medicini za
ublazavanje alergijskih simptoma. Poznato je da loratadin pripada skupini II prema
biofarmaceutskom sustavu klasifikacije djelatnih tvari, odnosno da je lijek dobre
permeabilnosti, ali vrlo slabe topljivosti.®> Topljivost loratadina ovisi o pH, tj. poveéanjem pH
topljivost loratadina eksponencijalno opada. Upravo zbog loSe topljivosti u vodi 1 vrlo niske
brzine otapanja loratadina, njegova bioraspolozivost pokazuje visoku varijabilnost. Stoga,
poboljsanje topljivosti loratadina ima vaznu ulogu u dizajnu formulacija lijekova.?

Kompleksiranje s ciklodekstrinima je jedna od metoda kojom se moZe poboljSati
topljivost djelatne tvari. Stvaranjem inkluzijskih kompleksa s ciklodekstrinima mijenjaju se
fizikalna 1 kemijska svojstva djelatne tvari Sto je preduvjet za poboljSanje topljivosti.
Ciklodekstrini imaju Siroku upotrebu u farmaceutskoj industriji te na trziStu ve¢ postoje
mnoge formulacije s ciklodekstrinima.*

Mehanokemijska aktivacija mljevenjem je brza, vrlo ucinkovita i ekoloski prihvatljiva
metoda koja se koristi za pripremu inkluzijskih spojeva u ¢vrstom stanju. Karakteristika
mehanokemijske aktivacije je da se mljevenjem Cvrstih sastojaka smjese povecava dodirna
povrSina reaktanata nakon Cega dolazi do amorfizacije lijeka. Daljnje izlaganje mehanickoj
energiji uzrokuje kemijsku reakciju u ¢vrstom stanju i omoguéuje nastanak kompleksa.’

Cilj ovog rada je istraziti utjecaj B-ciklodekstrina i njegovog hidroksipropil derivata na
topljivost loratadina u vodi 1 biorelevantnim medijima. Provest ¢e se ispitivanja poboljSanja
topljivosti loratadina u navedenim medijima, na temelju kojih ¢e se odrediti konstante
stabilnosti kompleksa 1 u€inkovitost kompleksiranja. Za kvantitativno odredivanje loratadina
koristit ¢e se tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti i UV/Vis spektrofotometrija.

Inkluzijski kompleksi loratadina 1 B-ciklodekstrina te hidroksipropil-pB-ciklodekstrina ¢e se
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§ 1. Uvod 2

pripremiti mljevenjem u visokoenergetskom mlinu, a za potvrdu nastanka kompleksa koristit
¢e se infracrvena spektroskopija tehnikom priguSene totalne refleksije 1 u transmisijskom
nacinu snimanja. PoboljSanje topljivosti pripremljenih kompleksa u ¢vrstom stanju ispitat ¢e

se u vodi 1 biorelevantnim medijima.
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§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Biofarmaceutski sustav klasifikacije

Biofarmaceutski sustav klasifikacije djelatnih tvari (engl. Biopharmaceutics Classification
System, BCS) sluzi za Kklasificiranje djelatnih tvari na osnovu njihove topljivosti i
permeabilnosti kroz membrane probavnog sustava. Tri osnovne znacajke djelatne tvari koje
BCS uzima u obzir su topljivost, intestinalna permeabilnost i brzina otapanja. U BCS sustavu
djelatne tvari su klasificirane u Cetiri skupine pri ¢emu u prvu skupinu pripadaju tvari visoke
topljivosti i permeabilnosti, u drugu skupinu pripadaju tvari visoke permeabilnosti i niske
topljivosti, u trecu tvari niske permeabilnosti i visoke topljivosti, a u cetvrtu pripadaju tvari

niske topljivosti i permeabilnosti (slika 1).°

Il. skupina l. skupina
Niska topljivost Visoka topljivost
Visoka permeabilnost Visoka permeabilnost
et
v
g
= IV. skupina Il. skupina
@
E Niska topljivost Visoka topljivost
o Niska permeabilnost Niska permeabilnost
o
Topljivost >

Slika 1. Klasifikacija lijekova prema BCS-u’

Prema smjernicama Americke agencije za hranu 1 lijekove (engl. the United States food and
drug administration, USFDA), djelatna tvar smatra se dobro topljivom kada je najveca doza
djelatne tvari topljiva u 250 mL, ili manje, vodenog medija u rasponu pH 1,0-7,5 pri 37 °C.
Topljivost je jedan od najznaCajnijih parametara koji utjeCe na postizanje Zeljene
koncentracije djelatne tvari u sistemskoj cirkulaciji, koja je u organizam unesena oralnim
putem. Topljivost se definira kao koncentracija otopljene tvari u zasi¢enoj otopini pri
odredenoj temperaturi.® Djelatna tvar se smatra dobro permeabilnom ako se pokaze da je

stupanj apsorpcije kod ljudi 90 % ili vi$e od ukupne primijenjene doze.*

Nina Mami¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

2.1.1. Djelatne tvari skupine Il

Djelatne tvari skupine II karakterizirane su visokom permeabilnosti 1 niskom topljivosti te
pokazuju varijabilnu bioraspolozivost. Bioraspolozivost se definira kao omjer koncentracije
djelatne tvari koja nepromijenjena dospijeva u krvotok nakon primjene bilo kojim putem i
koncentracije djelatne tvari u krvi nakon intravenske primjene. Primjeri djelatnih tvari
skupine II su fenitoin, danazol, nifedipin, felodipin i drugi.®

Postoje razli¢ite metode poboljSanja topljivosti djelatnih tvari, a time 1
bioraspolozivosti, kao Sto su kristalne modifikacije djelatne tvari (priprava metastabilnih
polimorfa, kristalnih soli, kokristala), smanjenje veli¢ine Cestica (mikronizacija, stvaranje
nanokristala), uklapanje djelatne tvari u ciklodekstrine, pH modifikacije te prevodenje
djelatnih tvari u amorfno stanje.*

Poboljsanje topljivosti djelatnih tvari ovisi o nekoliko ¢imbenika. Veli¢ina Cestica je
jedan od faktora koji bitno utjece na topljivost te tvari. Smanjenjem velicine Cestice, povecava
se dodirna povrsina izmedu tvari koja se otapa 1 otapala te se pospjeSuje topljivost. Veli€ina
molekule takoder bitno utjece na promjenu topljivosti djelatne tvari. Ve¢a molekulska masa
djelatne tvari uzrokuje manju topljivost buduéi da ée je molekule otapala teze okruZiti °

Na otapanje djelatne tvari takoder utjeCe 1 temperatura. Ovisno dolazi li prilikom
procesa otapanja do apsorpcije ili otpuStanja energije topljivost ¢e se poboljsati, odnosno
smanjiti porastom temperature.’

Poznato je i1 kako razli€iti polimorfni oblici imaju razli¢itu topljivost. Neki su manje
topljivi od njihovih amorfnih oblika, §to za posljedicu ima njihovu nepotpunu apsorpciju.
Nekristali¢ni oblik djelatne tvari naziva se amorfni te se openito brze otapa u usporedbi s

istom djelatnom tvari uredenom u bolje strukturirani, rigidni kristalni oblik.'°
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§ 2. Literaturni pregled 5

2.2. Loratadin

Loratadin je triciklicki H; antihistaminik druge generacije koji se koristi u lijeCenju alergija,
budu¢i da ublazava simptome alergijskog rinitisa kao Sto su svrbez, kihanje, suzenje ociju te
zaCepljenje disnih puteva. Loratadin pripada djelatnim tvarima skupine II prema
biofarmaceutskom sustavu klasifikacije djelatnih tvari u koju pripadaju djelatne tvari slabe
topljivosti i dobre permeabilnosti.> Otkriven je 1980. godine, a na trzistu se prvi put pojavio
1988. godine. Danas se nalazi na popisu bitnih lijekova svjetske zdravstvene organizacije.!!

Loratadin je slaba baza s vrijednosti pKa. 4,85-6,00 pri temperaturi od 25 °C.!
Molekulska formula loratadina je C22H23CIN2O2, a molarna masa iznosi 382,88 g mol™."?
Njegova struktura prikazana je na slici 2.

Topljivost loratadina raste sa smanjenjem pH, budu¢i da je pri nizim vrijednostima pH

protoniran te bolje topljiv u vodi.!

Cl /\

Slika 2. Struktura loratadina
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§ 2. Literaturni pregled 6

2.3. Ciklodekstrini

2.3.1. Otkrice ciklodekstrina

Francuski znanstvenik A. Villers 1891. godine izolirao je spoj za kojeg se pokazalo da je
otporan na kiselu hidrolizu te nije pokazivao nikakva redukcijska svojstva. Tek pocetkom 20.
stoljeca austrijski mikrobiolog F. Schardinger je opisao dva spoja koja je dobio bakterijskom
razgradnjom Skroba te ih nazvao a- i B-ciklodekstrin. Ipak, svojstva ovih spojeva nisu bila
poznata do sredine 20. stolje¢a kada se to¢na struktura ciklodekstrina odredila rendgenskom
kristalografijom. Daljnjim se proucavanjem ciklodekstrina i njihovih svojstava uocilo kako

mogu tvoriti inkluzijske komplekse zbog svog oblika koji sadrzi upljinu.'>!*

2.3.2. Struktura i svojstva ciklodekstrina

Ciklodekstrini (CD) su cikli¢ki oligomeri dobiveni enzimskom razgradnjom Skroba. Sastoje
se od Sest ili viSe D-glukopiranoznih jedinica povezanih a-(1,4) glikozidnim vezama (slika 3).
Tipi¢ni prirodni ciklodekstrini sastoje se od 6, 7 ili 8 glukoznih jedinica te ith redom nazivamo

o-, B- i y-ciklodekstrin.!

\
HO OH
°,

Slika 3. Shematski prikaz kemijske strukture ciklodekstrina'®

Ciklodekstrini su molekule oblika krnjeg stoSca koje u sredini imaju Supljinu te se sastoje od
glukoznih jedinica povezanih kovalentnim vezama preko kisikovih atoma i vodikovim
vezama izmedu sekundarnih hidroksilnih skupina sa susjednom glukoznom jedinicom na
Sirem rubu Supljine. Kako slobodna rotacija oko a-(1,4) veze nije moguca zbog sterickih
razloga, ciklodekstrini nisu cilindri¢ne molekule ve¢ konusni prstenovi. Zbog konformacije
stolca glukopiranoznih jedinica, sekundarne hidroksilne skupine u molekuli CD protezu se

oko Sireg otvora, a primarne oko uskog otvora molekule (slika 4). Smanjenje promjera
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centralne Supljine na strani primarnih hidroksilnih skupina, posljedica je njihove slobodne

rotacije. Strukture triju prirodnih ciklodekstrina prikazane su na slici 5 te su njihove glavne

karakteristike prikazane u tablici 1.1

Hidrofobna $upljina

Sekundarne OH-skupine Primarne OH-skupine

Slika 4. Shematski prikaz trodimenzijske strukture ciklodekstrina, preuzeto i prilagodeno iz

Fourmentin i sur."

Slika 5. Shematski prikaz kemijskih struktura i dimenzija o-, B- i y- ciklodekstrina'®
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Tablica 1. Svojstva a-, B-, y- ciklodekstrina!>:1®
Ciklodekstrin a-CD B-CD v-CD
Broj glukoznih jedinica po molekuli 6 7 8
Kemijska formula C36He0030 C42H70035 CasHgoOu0
Molarna masa (g mol ') 972 1135 1297
Vanjski promjer centralne Supljine (A) 14,6 15,4 17,5
Unutarnji promjer centralne $upljine (A) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Visina (A) 7.9 7.9 7,9
Topljivost u vodi pri 25 °C (g L) 145 18,5 232
Broj molekula vode unutar Supljine 68 11-12 13-17
pKa 12,3 12,2 12,1

Vanjski dio molekule ciklodekstrina je hidrofilan zbog primarnih i sekundarnih hidroksilnih
skupina, dok je unutrasnjost molekule lipofilna $to omogucéava uklapanje lipofilnih molekula
u Supljinu ¢ime se moze poboljsati njihova topljivost. Na taj nacin molekule ciklodekstrina
mijenjaju nepovoljna fizikalno-kemijska i bioloSka svojstva molekula koje se nalaze u
centralnoj Supljini.'

lako su prirodni ciklodekstrini hidrofilne molekule, njihova topljivost varira ovisno o
stabilnosti njihove strukture (tablica 1). Unutar molekule B-ciklodekstrina nastaje 7 vodikovih
veza §to tu molekulu €ini vrlo rigidnom i posljedi¢no najmanje topljivom od svih prirodnih
ciklodekstrina. U molekuli a-ciklodekstrina nastaje 4—6 vodikovih veza pa je ona topljivija od
ciklodekstrina znamo da je fleksibilne strukture te da su joj veze najslabije Sto ju Cini 1
najbolje topljivim prirodnim ciklodekstrinom.'®

Zbog svoje niske cijene, P-ciklodekstrin je najvisSe proucavan i najceSce koriSten
prirodni ciklodekstrin. Iako je slabe topljivosti zbog velikog broja intramolekulskih vodikovih
veza, supstitucijom jedne od hidroksilnih skupina u molekuli B-ciklodekstrina prekida se
prsten intramolekulskih vodikovih veza te se povecava topljivost nastalih derivata -
ciklodekstrina. Derivati se najceS¢e prireduju aminacijom, esterifikacijom 1 eterifikacijom
primarnih i sekundarnih hidroksilnih skupina molekule p-CD.'*

Osim onemoguc¢avanja nastanka intramolekulskih vodikovih veza unutar molekule [3-

ciklodekstrina, jo$ jedan razlog bolje topljivosti njegovih derivata je u tome Sto kemijskom
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modifikacijom molekule B-ciklodekstrina nastaje veliki broj izomera ¢ime se kristalini¢ni
ciklodekstrin pretvara u amorfnu smjesu izomernih derivata. NajceS¢e se koriste nasumic¢no
metilirani B-ciklodekstrin (RAMEB), dimetil-B-ciklodekstrin (DMBCD), hidroksipropil-p-
ciklodekstrin (HPBCD) te maltozil- i glukozil-B-ciklodekstrin.” Tablica 2 prikazuje svojstva

nekih derivata prirodnih ciklodekstrina.

Tablica 2. Fizikalno-kemijska svojstva najznadajnijih derivata ciklodekstrina’

Ciklodekstrin Sl;;g:ijf‘f::a?: (:1Ja MOle(kuISki—‘lmasa Topljivost lLVOdi
molekuli CD g mol™) (mg ml")
Hidrolggggcg)];l;a—CD 3.6 1180 500
Dig;j[iég‘)(;]) 12,0-16,0 1225 570
Trér;ﬁgéﬁb()m 21,0 1430 310
Hidrfé{]sgigg;[;—CD 3.6 1135 >20000
Hidro?;illi)é(g)li)l)—B—CD 2.8-10,5 1460 >1200
Sulf(zlgl];t]iilggg[;—CD 12,6 1425 >1200
Hidro?;lill));%%l)-y-CD 3,0-5,4 1762 800
Sulfczglllg‘cgsgg;{-CD 4,0-8.,0 1578 >1200

2.4. Inkluzijski kompleksi

Inkluzijski kompleks je kompleks u kojem jedna komponenta (molekula domacina) tvori
Supljinu, ili u slucaju kristala kristalnu resetku, u kojoj se nalazi druga komponenta (molekula
gosta) inkluzijskog kompleksa ili samo neki njezin dio. Ne postoje kovalentne veze izmedu

molekule domaéina i molekule gosta veé su samo prisutne van der Waalsove sile.!”

2.4.1. Mehanizam nastanka inkluzijskih kompleksa

Ciklodekstrini u vodenim otopinama mogu tvoriti inkluzijske komplekse s velikim brojem

kemijskih tvari pa tako i s raznim djelatnim tvarima (slika 6).
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Molekula domacina Molekula gosta Inkluzijski kompleks

Slika 6. Shematski prikaz nastanka inkluzijskog kompleksa izmedu ciklodekstrina (molekula

domadina) i djelatne tvari (molekula gosta). Preuzeto i prilagodeno iz S. Fourmentin i sur.'?

Nastajanje kompleksa rezultat je ravnoteze izmedu slobodnih molekula domaéina i gosta te
inkluzijskog kompleksa i odredeno je konstantom stabilnosti, odnosno konstantom nastajanja
kompleksa, K, te se izrazava u M ™!, odnosno mol! L. Dakle, $to je veéa K vrijednost to je
kompleks stabilniji. Prihvatljive vrijednosti konstante stabilnosti za primjenu kompleksa u
farmaceutske svrhe su u rasponu 50-5000 mol ! L. NiZe vrijednosti pokazuju da je afinitet
lijeka za stvaranje inkluzijskog kompleksa vrlo mali, dok one veée vrijednosti konstante
stabilnosti, koje za posljedicu imaju stabilniji kompleks, mogu znatno smanjiti
bioraspolozivost djelatne tvari.'®
Kao sto je u 50-im godinama proslog stolje¢a Cramer ustanovio, kompleks je stabilan

kada je veli¢ina Supljine komplementarna veli¢ini gostuju¢e molekule, zbog tada postignutih
povoljnih interakcija izmedu te dvije molekule. Ovisno o veli¢ini molekule domacina i
molekule gosta, jedna molekula gosta moZe tvoriti komplekse molarnog omjera 1:1 s jednom
molekulom domacina ili komplekse molarnog omjera 1:2, s dvije molekule domacina.
Takoder je moguée da vise molekula gosta tvore komplekse s jednom ili dvije (ili vise)

molekula domaéina, odnosno 2:1 ili 2:2 komplekse, kao §to je prikazano na slici 7.1

1:1 1:2 2:1 2:2

Slika 7. Shematski prikaz glavnih stehiometrijskih odnosa CD kompleksa'®
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Nastajanje inkluzijskih kompleksa djelatnih tvari s ciklodekstrinima pokazalo se kao odlicna
metoda poboljSanja topljivosti slabo topljivih djelatnih tvari. Upravo zato, ciklodekstrini
imaju Siroku primjenu u farmaceutskoj industriji jer se osim topljivosti djelatne tvari
mijenjaju i njena druga fizikalna, kemijska i bioloSka svojstva. Tvore¢i inkluzijski kompleks,
ciklodekstrini mogu utjecati na svojstva djelatne tvari kao Sto su agregatno stanje, topljivost,
bioraspolozivost te brzina oslobadanja djelatne tvari iz primijenjenog lijeka, a da ne mijenjaju
terapeutski uc¢inak djelatne tvari. Takoder, stvaranje inkluzijskih kompleksa moze kemijski
zastititi nestabilne molekule lijeka od okoline tako da umanje moguénost hidrolize,

oksidacije, racemizacije i enzimske razgradnje odredenog lijeka.’

2.5. QOdredivanje topljivosti prema Higuchiju i Connorsu

Metodu za ispitivanje topljivosti predstavili su Higuchi i Connors. Oslanjajuci se na njihovu
teoriju, analiticke tehnike koje se koriste za proucavanje topljivosti zahtijevaju da topljivost
bude aditivna, odnosno da na topljivost svake komponente u smjesi ne utjece prisutnost
ostalih komponenata u toj smjesi. Ipak, pokazalo se da vecina sustava ne prati model takvog
idealnog ponaSanja Sto dovodi do vece pogreske u rezultatima. Higuchi 1 Connors tvrde da se
1 takvi sustavi, koji ne prate model idealnog ponaSanja, mogu sistematizirati i na takav nacin
primijeniti za jednostavno odredivanje topljivosti. Mnoga su takva istraZivanja provedena
kako bi se omogucilo barem djelomi¢no razumijevanje prirode interakcija u sustavima za
odredivanje topljivosti (engl. phase-solubility systems). Kako bi se omogucilo razumijevanje
sustava za odredivanje topljivosti u kojem se mogu detektirati molekulske interakcije,

Higuchi i Connors su opisali prirodu takvih sustava i metode za njihovo proucavanje. '

2.5.1. Dijagrami topljivosti

Postupak za odredivanje topljivosti ukljuCuje ispitivanje utjecaja liganda L na supstrat S
(djelatnu tvar) ¢ija se promjena topljivosti prati.

Eksperimentalno govore¢i, slabo topljivi supstrat dodaje se u znatnom suvisku u
odreden broj tikvica u kojima se provodi eksperiment. Supstratu se tada dodaje konstantan
volumen otopine koja sadrZzi sukcesivno vece koncentracije liganda. Tikvice se zatim
podvrgnu mijeSanju pri konstantnoj temperaturi do postizanja ravnoteze. Takve se otopine

filtriraju kako bi se uklonio viSak neotopljenih tvari te analiziraju na bilo koji prikladan nacin
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pomoc¢u kojeg se moze odrediti koncentracija supstrata u pojedinim otopinama, odnosno
topljivost analita. U tu svrthu mogu se koristiti UV/Vis spektrofotometrija,
spektrofluorimetrija ili teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti. Dijagram topljivosti
konstruira se tako da se na y-osi nalazi ukupna molarna koncentracija slabo topljivog
supstrata (djelatne tvari), a na x-osi se nalazi ukupna molarna koncentracija liganda
(ciklodekstrina).!>!?

Tako konstruirani dijagrami topljivosti spadaju u dvije glavne kategorije, dijagram tipa

A i dijagram tipa B."

2.5.2. Dijagrami tipa A

Dijagrami tipa A ukazuju na nastajanje topljivih kompleksa izmedu supstrata S 1 liganda L,
¢ime se povecava ukupna koli¢ina supstrata S u otopini. Na slici 8 prikazani su dijagrami
topljivosti tipa A. Simbol S; predstavlja ukupnu molarnu koncentraciju slabo topljivog
supstrata, L; predstavlja ukupnu molarnu koncentraciju liganda, a Sp ravnoteznu topljivost
supstrata u odsutnosti liganda. Kao S§to se vidi iz dijagrama, topljivost slabo topljivog
supstrata povecava se povecanjem koncentracije liganda. Postoje tri tipa krivulje A, ovisno o
vrsti kompleksa koji nastaje. Krivulja tipa Ap prikazuje linearno povecanje topljivosti, Ap
prikazuje pozitivno odstupajucu izotermu, a Ax negativno odstupajucu izotermu. Krivulje tipa
AL uocavaju se ako nastaju kompleksi tipa SL, SoL, S3L, odnosno kompleksi opée formule
SuL. Ako pak nastaju kompleksi tipa SL», SL3, odnosno kompleksi op¢e formule SL,, moZe se
opaziti krivulja tipa Ap. Za sada nije utvrdeno Sto uvjetuje nastanak krivulje tipa An, no
postoji nekoliko mogucih objasnjenja. Jedno objasnjenje je da takav izgled krivulje moze biti
posljedica promjene u prirodi otapala u prisutnosti velikih koncentracija liganda, $to dovodi
do promjene u konstanti nastajanja kompleksa. Postoji 1 drugo objaSnjenje za nastanak
ovakvog tipa krivulje, a ono se odnosi na moguc¢nost samoudruzivanja liganda pri njegovim

visokim koncentracijama u otopini §to onda moZe utjecati na stupanj kompleksiranja.'’
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Ap

Sy

Ly

Slika 8. Dijagrami tipa A"

2.5.3. Dijagrami tipa B

Na slici 9 prikazan je dijagram topljivosti tipa B. Krivulje ovoga tipa opisuju nastanak
netopljivih kompleksa.

Krivulja Bs prikazuje nastanak topljivog kompleksa u podrucju od So do a. No, kada
se dosegne gornja granica topljivosti kompleksa, prikazano tockom a, daljnje dodavanje
liganda uzrokuje taloZenje nastalog kompleksa, a koncentracija nekompleksiranog supstrata
ostaje konstantna zbog otapanja ¢vrstog supstrata. U tocki b je sav Cvrsti supstrat otopljen te
daljnje dodavanje L rezultira smanjenjem koncentracije S u otopini, zbog nastajanja 1
taloZenja netopljivog kompleksa. Crtkani dio krivulje od a do d prikazuje prezasicenje otopine
s obzirom na pocetno nastali kompleks.'

Na identiCan nafin moze se interpretirati 1 krivulja Bj. Razlika se ocituje u
nemogucnosti detekcije pocetnog porasta koncentracije supstrata zbog nastanka vrlo
netopljivog kompleksa izmedu supstrata i liganda.

Ako je nastali kompleks, koji je odgovoran za pocetni porast krivulje tipa Bs, isti kao
kompleks koji talozi u podrucju krivulje od b do ¢, povecanje koncentracije od So do @ mora
biti jednako kona¢noj koncentraciji supstrata S u tocki c. Utvrdeno je kako se opisano stanje
rijetko primjecuje te se iz toga da zakljuciti kako sustav mora ukljucivati nastajanje barem dva
razli¢ita kompleksa, od kojih je jedan odgovoran za pocetni porast topljivosti, dok se drugi

talozi (kasnija faza krivulje). U nekim se ispitivanjima dalo uociti povecanje topljivosti nakon
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Slika 9. Dijagram topljivosti tipa B!

2.5.4. Konstante stabilnosti inkluzijskih kompleksa

Kao S§to je ve¢ spomenuto, kompleksna priroda ovakvih sustava razlog je oteZanog
odredivanja tocnog stehiometrijskog omjera, a samim time i jednoznacnog tumacenja
konstante stabilnosti nastalog inkluzijskog kompleksa. Iz tog se razloga cesto koristi
konstanta dobivena na temelju pretpostavljenog stehiometrijskog omjera koju onda nazivamo
prividnom konstantom stabilnosti 1 smatramo ju adekvatnom za odredivanje opsega
interakcije.

U slucaju nastanka samo jednog kompleksa opée formule SnLn konstanta stabilnosti

prikazana je jednadzbom:

o [SuLa] 1
R W)

gdje [SmLa] oznacava molarnu koncentraciju kompleksa, [S] molarnu koncentraciju supstrata,
a [L] molarnu koncentraciju liganda.

Izvodenjem nekoliko formula, dobiva se izraz za konstantu stabilnosti kompleksa
stehiometrijskog omjera 1:1 koja se moze izraunati iz nagiba dijagrama topljivosti 1
intrinzi¢ne topljivosti lijeka (So):

B nagib 5
~ So(1 —nagib) 2)

Kl:l
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Iako postoji moguénost nastanka serije kompleksa tipa SL, S;L i ostalih kompleksa
opce formule SnL 1 dalje se opaza ovisnost prikazana tipom At te se ¢esto kao aproksimacija

uzima da nastaju samo kompleksi omjera 1:1."

2.5.5. UCcinkovitost kompleksiranja

Prethodna istrazivanja su pokazala da ciklodekstrini osim inkluzijskih, tvore i neinkluzijske
komplekse. Takoder je poznato kako ciklodekstrini, ali i ciklodekstrinski kompleksi, mogu
tvoriti agregate te se smatra da na taj nac¢in mogu poboljsati topljivost djelatnih tvari i ostalih
hidrofobnih molekula mehanizmom micelarne solubilizacije.’ Prema tome, moZe se
zakljuciti kako prividne konstante dobivene iz dijagrama topljivosti opisuju zajednicki u¢inak
razlic¢itih kompleksnih struktura na topljivost odredene supstance.

Kako je prikazano u prethodnom poglavlju, konstanta stabilnosti Ki.; odredena je
nagibom krivulje (kod Ay tipa je to ravna linija) te intrinzicnom topljivosti djelatne tvari (So).
Teorijski gledano, sjeciste krivulje s y-osi dijagrama topljivosti (Sin) trebalo bi odgovarati
vrijednosti intrinzi¢ne topljivosti djelatne tvari koju ispitujemo. Medutim, za djelatne tvari
¢ija je topljivost manja od 0,1x10 mol L', intrinzi¢na topljivost je mnogo veéa od
vrijednosti oCitane iz dijagrama, odnosno od vrijednosti sjeciSta krivulje s y-osi, §to moze
dovesti do pogreSnih vrijednosti Ki.1. Stoga su prividne konstante stabilnosti ¢esto vrlo
neprecizne i vrlo osjetljive na sastav vodenog medija za kompleksiranje.?

Puno to¢nija metoda za utvrdivanje utjecaja liganda na topljivost djelatne tvari odnosi
se na odredivanje vrijednosti ucinkovitosti kompleksiranja (engl. complexation efficiency,
CE), odnosno omjera koncentracije liganda koji se nalazi u kompleksu i koncentracije
slobodnog liganda. Vrijednost CE se izraCunava pomoc¢u nagiba krivulje dijagrama topljivosti
te je neovisna o vrijednostima So 1 Sint 1 samim time to¢nija i pogodnija za ispitivanje utjecaja
razli¢itih farmaceutskih pomoénih tvari na topljivost neke djelatne tvari.’® Za komplekse

djelatne tvari i ciklodekstrina stehiometrijskog omjera 1:1, CE se izracunava na sljede¢i nacin:

[D/CDy]
[CD]

nagib

CE = (1 — nagib)

=S8y X Kyq = 3)
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2.6. Priprema i karakterizacija inkluzijskih kompleksa u ¢vrstom stanju

Ne postoji jedinstvena metoda za pripravu i karakterizaciju inkluzijskog kompleksa u ¢vrstom
stanju te se metoda odabire na temelju svojstava, kako djelatne tvari tako 1 ciklodekstrina, kao
i zeljenih karakteristika dobivenog kompleksa.?!

Postoje tri glavne skupine u koje mozemo podijeliti tehnike za pripremu inkluzijskih
spojeva u ¢vrstom stanju, a to su metode u ¢vrstom stanju, metode u polucvrstom stanju te
metode u otopini. Metode u Cvrstom stanju temelje se na mljevenju krutih sastojaka u
razli¢itim tipovima mlinova, primjenom mikrovalnog zracenja kao i upotrebom superkriticnih
fluida (engl. supercritical fluid, SCF).>’ Metode u polu¢vrstom stanju temelje se na metodi
gnjecenja (engl. kneading) gdje se fizickoj smjesi djelatne tvari i ciklodekstrina dodaje mala
koli¢ina otapala (voda ili smjesa etanol/voda) kako bi se dobila smjesa gustoce paste te se
daljnjom obradom uklanja otapalo i ponovno dobiva praskasti uzorak, dok se metode u
otopini provode otapanjem sastojaka u odgovaraju¢em otapalu pri odredenom pH i
temperaturi. Nakon §to su se sastojci otopili, otapalo se uklanja metodama poput uparavanja,
izolacijom kompleksa taloZenjem iz otopine i drugim.’

Vrlo je vazno pomno odabrati metodu priprave inkluzijskih kompleksa u ¢vrstom
stanju kako bi se osigurala Zeljena svojstva produkta i1 kako prilikom priprave uzorka ne bi
doSlo do nezeljenih reakcija poput raspada produkta koriStenjem metoda koje zahtijevaju
primjenu visokih temperatura te kako bi interakcija reaktanata u smjesi bila $to uspjesnija.?!

Od svih navedenih metoda, najzanimljivija je metoda mljevenja krutih sastojaka u
mlinovima, prije svega zbog ekoloske prihvatljivosti ove metode koja ne zahtijeva upotrebu
velikih koli¢ina organskih otapala, ali i zbog jednostavnosti primjene kao i prihvatljive

cijene.’

2.6.1. Mljevenje kao metoda sinteze inkluzijskih kompleksa

Opcenito, mehanokemijske reakcije su reakcije koje se temelje na dovodenju mehanicke
energije u sustav koji se najceS¢e nalazi u ¢vrstom stanju. Takve se reakcije mogu izvesti
upotrebom tarionika i tucka, no uc€inkovitije su one koje se odvijaju u visokoenergetskim
mlinovima 1 dovode do mehanokemijskih transformacija bitnih za nastanak Zeljenog
produkta. Razlog koriStenja ovakvih metoda leZi u njihovoj ekoloskoj prihvatljivosti, buduc¢i
da ne zahtijevaju uporabu velikih koli¢ina organskih otapala te zbog brzine, visoke

u¢inkovitosti i odrZivosti ovakvih metoda.’
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Iako nije u potpunosti razjaSnjen mehanizam nastajanja inkluzijskog kompleksa

mehanokemijskom aktivacijom, dan je prijedlog nastanka kompleksa u tri koraka (slika 10).

L

R R R 1_KORAK

dhs bbb

LR R R SR R E R R R NS

R

INOROOOOOSRRWR mijevenje: akiiviranje
0000000000808 poviSine reakianta
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procesa : produkta

3. KORAK

mljevenje: uklanjanje
produkta sa povriine
reaktanta

Q00

338 - reaktant 1§38 - reaktant2 §35

Slika 10. Shematski prikaz nastajanja inkluzijskog kompleksa metodom mljevenja u ¢vrstom

stanju.’

Iz shematskog prikaza vidi se kako u prvom koraku dolazi do smanjenja veli¢ine Cestica,
nastajanja deformacija u njihovim kristalnim reSetkama i mehanokemijske aktivacije. Zatim
slijedi drugi korak u kojem dolazi do reakcije na povrsini reaktanata i nastanka inkluzijskog
kompleksa koji se u treCem koraku odvaja od povrSine reaktanata. Taj se proces zatim
ponavlja. Vazno je napomenuti kako proces mljevenja dovodi do amorfizacije kristalnog
materijala koji zapocinje na tankom povrsinskom sloju, a zatim se $iri po kristalu i dovodi do
nastanka aktiviranog oblika djelatne tvari. Mljevenje, takoder, homogenizira smjesu $to
doprinosi boljoj interakciji djelatne tvari i ciklodekstrina.’

Sam proces mljevenja smjese moze se izvesti na dva nacina: suho mljevenje (engl.
neat grinding, NG) 1 mljevenje uz dodatak otapala (engl. liquid assisted grinding, LAG).
Gore opisana tehnika je tehnika suhog mljevenja. Mljevenje uz dodatak otapala razlikuje se
upravo u dodatku male koli¢ine otapala u smjesu reaktanata u ¢vrstom stanju $to u nekim
sluc¢ajevima dovodi do bolje interakcije izmedu reaktanata, odnosno rezultira ve¢im prinosom

produkta Zeljenih svojstava.’
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Vibracijski mikromlinovi koji se koriste za usitnjavanje krutina sastoje se od metalnih
diskova na koje se pri¢vrste posudice za mljevenje valjkastog oblika. Kad se uredaj pokrene,
posudice osciliraju radijalno u horizontalnom polozaju, a kuglice koje se nalaze unutar
posudice s uzorkom, uslijed brzog gibanja, usitnjuju uzorak ¢ime se postize mehanokemijska
aktivacija. Zbog specificnih pokreta posudica, koje su ucvrS¢ene na metalne diskove
instrumenta, zajedno s pokretima kuglica unutar posuda, dolazi do snaznog mijeSanja
uzorka.>’ Na stupanj mijeSanja utjecu dimenzije i koli¢ina kuglica, no uz to veliki utjecaj ima
1 frekvencija mljevenja, koja je najces¢e izmedu 151 25 Hz.

Posude za mljevenje kao i kuglice, obi¢no su izradene od nehrdajuceg celika,
volframovog karbida, Al,O3 keramike, ZrO, keramike, silicijeva nitrida (Si3N4), polistirena,
polikarbonata, teflona i drugih materijala. Na slici 11 prikazan je laboratorijski vibracijski

mikromlin proizvodada Retsch, koji je takoder koristen i u izradi ovog diplomskog rada.’

Slika 11. Laboratorijski vibracijski mikromlin.??

Raznim eksperimentima je utvrdeno da je vrijeme mljevenja potrebno za potpunu
amorfizaciju i nastanak inkluzijskog kompleksa izmedu 30 i 60 minuta, ovisno o svojstvima

ciklodekstrina i djelatne tvari, kao i o omjeru koli¢ine djelatne tvari i ciklodekstrina.’

2.6.2. Nacini karakterizacije krutih kompleksa pripremljenih mehanokemijskom aktivacijom

Ne postoji jedinstvena tehnika za karakterizaciju 1 potvrdu stvarnog nastanka inkluzijskog
kompleksa ciklodekstrina i djelatne tvari, ve¢ je potrebna kombinirana upotreba razlicitih
tehnika kako bi se to¢no ustanovile informacije o kompleksu i njegovu nastanku. Za
karakterizaciju inkluzijskih kompleksa koriste se tehnike toplinske analize poput
diferencijalne pretrazne kalorimetrije (engl. differential scanning calorimetry, DSC) 1

termogravimetrijske analize (engl. thermogravimetric analysis, TGA), tehnike difrakcije

Nina Mami¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 19

rendgenskih zraka te spektroskopske tehnike poput infracrvene spektroskopije s Fourierovim
transformacijama (engl. Fourier-transform infrared spectroscopy, FTIR) i prigusene totalne
refleksije (engl. attenuated total reflectance, ATR) i druge.?!

Infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama jedna je od tehnika koja se
koristi za proucavanje inkluzijskog kompleksa djelatne tvari i ciklodekstrina u ¢vrstom stanju.
Ovom se tehnikom moze pratiti i identificirati kod kojih vibracija dolazi do promjena
prilikom nastanka kompleksa te dobiti informacije o vrsti interakcija koje nastaju tijekom tog
procesa. Neke od promjena u spektru koje nam ukazuju na nastanak kompleksa su nestanak ili
prosirenje odredenih vrpci kao i promjene u intenzitetu vrpce, ali i u njezinom poloZzaju.
Prednosti ove tehnike su visoka osjetljivost i selektivnost kao i brzina i jednostavnost.?!

Metoda ima i nedostatke koje ju ¢ine neadekvatnom za kvantitativna ispitivanja, kao
Sto su moguce promjene uzoraka prilikom pripreme KBr pastila. KBr pastile pripremaju se
mijeSanjem uzorka s KBr u tarioniku u omjeru 1:100. Prilikom ovog postupka moze do¢i do
fizikalno-kemijskih promjena uzorka zbog primijenjene sile koja moze uzrokovati nastajanje
nekovalentnih interakcija izmedu uzorka i KBr. Takoder, kao jo§ jedan nedostatak tehnike
navodi se i nerijetko preklapanje vrpci djelatne tvari s ostalim vrpcama S$to onda otezava
nedvosmislenu karakterizaciju kompleksa.?!

Kao jo§ jedna spektroskopska metoda pogodna za karakterizaciju inkluzijskog
kompleksa koristi se tehnika prigu$ene totalne refleksije koja se temelji na totalnoj unutarnjoj
refleksiji zraCenja na granici faza uzorka 1 refleksijskog kristala. Prednost ove tehnike u
usporedbi s tehnikom FTIR je Sto ne zahtijeva posebnu pripravu uzorka za mjerenje, ve¢ se
mjerenje provodi tako da se uzorak nanosi direktno na nosa¢ s odgovaraju¢im reflektiraju¢im
materijalom koji ne apsorbira zracenje 1 ima visok indeks loma (ZnSe, Si, Ge, dijamant). Ova

je tehnika pogodna i za snimanje spektara uzoraka koji izrazito apsorbiraju IR zragenje.?

2.7. Inkluzijski kompleksi loratadina i ciklodekstrina

Utjecaj pojedinih ciklodekstrina na svojstva loratadina ve¢ je istraZzen te je objavljeno
nekoliko radova na tu temu. Cvrsti kompleksi ciklodekstrina i loratadina mogu se pripremiti,
ali 1 analizirati koriStenjem razlicitih analiti¢kih tehnika.

Omar i suradnici su u svom radu istrazili utjecaj razlicitih ciklodekstrina (a-CD, 3-CD,

v-CD 1 HPBCD) na povecanje topljivosti loratadina pri pH 7. Pokazalo se da svi ciklodekstrini
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uzrokuju povecanje topljivosti i nastanak kompleksa LOR/CD u omjerima 1:1 1 1:2. Buduéi
da se pokazalo da je kompleks LOR/B-CD najstabilniji, istrazen je utjecaj pH medija i
koncentracije pufera na poboljSanje topljivosti LOR u prisutnosti ovog ciklodekstrina.
Pripravljen je kompleks LOR/B-CD u ¢vrstom stanju metodom liofilizacije (engl. freeze
drying) te je nastanak inkluzijskog kompleksa potvrden metodom diferencijalne pretrazne
kalorimetrije. Molekularnim modeliranjem predlozena je geometrija nastalog LOR/B-CD

kompleksa.?*

Nacsa 1 suradnici pripremali su inkluzijske komplekse loratadina 1 dimetil-$3-
ciklodekstrina (DIMEB) konvencionalnom metodom gnjecenja (engl. kneading) i metodom
mikrovalnog zrac¢enja u omjerima 1:1, 1:2 i 1:3. Pripremljeni kompleksi u ¢vrstom stanju su
ispitani metodama termogravimetrije i FTIR metodom. Rezultati istrazivanja ukazuju kako na
topljivost loratadina, kao 1 na brzinu otapanja, utjece molarni omjer pripremljenog kompleksa.
Nastanak inkluzijskog kompleksa potvrden je termogravimetrijskom i IR metodom. Na
temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je metoda mikrovalnog zracenja pogodna
metoda za pripravu inkluzijskih kompleksa te je usporediva s konvencionalnim metodama,
poput metode gnjecenja.>

Nacsa 1 suradnici takoder su istraZili poboljSanje topljivosti loratadina u prisutnosti
prirodnih ciklodekstrina (a-CD, B-CD 1 y-CD) 1 raznih derivata p-ciklodekstrina (nasumi¢no
metilirani B-ciklodekstrin (RAMEB), hidroksipropil-p-ciklodekstrin (HPBCD), dimetil-f-
ciklodekstrin (DIMEB), metil-B-ciklodekstrin (MeBCD), hidroksibutil-p-ciklodekstrin
(HBuBCD) i sulfobutileter-p-ciklodekstrin (SBEBCD)) u vodi. U preliminarnim ispitivanjima
pokazalo se da je najvece poboljSanje topljivosti loratadina u vodi uoceno koriStenjem
DIMEB-a (povecanje topljivosti oko 300 puta) pa se ostatak eksperimenta provodio samo s
tim ciklodekstrinom. Inkluzijski kompleksi loratadina i DIMEB-a pripremljeni su u dva
razli¢ita molarna omjera (1:1 1 1:2) koriste¢i tri razli¢ite tehnike, mijeSanje u tarioniku,
gnjecenje 1 susenje raspriivanjem (engl. spray-drying). Nastanak 1 fizikalno kemijska svojstva
inkluzijskog kompleksa istrazeni su ispitivanjem topljivosti, brzine oslobadanja, termalnom
analizom i1 FTIR metodom. Konstanta stabilnosti kompleksa loratadina i DIMEB-a u
fosfatnom puferu pri pH 7,5 iznosila je 1,48x10° mol™! L. Ovisno o metodi pripreme i
molarnom omjeru, brzina oslobadanja loratadina povecana je i do 200 puta, a pokazalo se 1 da
je u slucaju kompleksa LOR/DIMEB u omjeru 1:2 pripremljenog metodom gnjecenja brzina

oslobadanja neovisna o pH unutar raspona gastrointestinalnog pH. Rezultati DSC i FTIR
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analize pokazali su kako DIMEB tvori inkluzijski kompleks s loratadinom stvarajuci

vodikove veze s karboksilnom skupinom.!

Szabados-Nacsa i1 suradnici u svom radu iz 2011. godine nastavili su istrazivanje
kompleksa LOR/DIMEB. Inkluzijski kompleks pripravljen je metodom gnjecenja u dva
razli¢ita molarna omjera (1:1 1 1:2). Ispitivanja in vitro brzine oslobadanja loratadina
provodila su se u sedam razli¢itih puferiranih otopina s vrijednostima pH u rasponu 1,2-7,5.
Stehiometrija kompleksa odredena je spektrometrijom masa uz ionizaciju elektrorasprSenjem
(engl. electrospray ionization mass spectroscopy, ESI-MS) i 'H NMR tehnikom DOSY (engl.
diffusion-ordered "H NMR spectroscopy). Ustanovljeno je da loratadin stvara komplekse sa
DIMEB-om stehiometrije 1:1 bez obzira na molarni omjer prilikom priprave inkluzijskih
kompleksa. Medutim, ispitivanje in vitro brzine oslobadanja pokazuje bolje rezultate u slucaju
kompleksa pripremljenog u omjeru 1:2, pri ¢emu je uocena i pH neovisna brzina oslobadanja.
Na temelju ovih rezultata, i in vivo ispitivanja, moze se zaklju¢iti da je prisutnost

ciklodekstrina u suvisku potrebna za bolju farmakolosku u¢inkovitost loratadina.?

Lin 1 suradnici su u radu iz 2010. godine ispitivali povecanje topljivosti loratadina
kada se nalazi u kompleksu s hidroksipropil-B-ciklodekstrinom (HPBCD). Inkluzijski
kompleksi pripravljeni su metodom mljevenja (engl. co-grinding process) 1 metodom
isparavanja otapala (engl. solvent evaporation method) u omjerima 1:1 i1 1:2. Nastajanje
kompleksa potvrdeno je DSC i1 FTIR metodama. Ispitivanjima topljivosti pokazali su kako
topljivost loratadina linearno raste s porastom koncentracije HPBCD. Dijagram topljivosti
klasificiran je kao dijagram tipa AL §to je ukazivalo na nastajanje produkta LOR/CD u omjeru
1:1. Dobivena konstanta stabilnosti iznosila je 2,22x10* mol' L $to ukazuje na nastajanje

stabilnog inkluzijskog kompleksa.?

U nastavku istrazivanja, Lin 1 suradnici su u radu iz 2012. g. ispitivali poboljSanje
topljivosti loratadina u prisutnosti HPBCD, ali i B-CD. Oba kompleksa su u ovom radu
pripremljena metodom mljevenja u visokoenergetskom mlinu te se potvrda njihovog nastanka
provodila DSC 1 FTIR metodama. Rezultati topljivosti kompleksa LOR/HPBCD kao i potvrda
njegovog nastanka bili su identicni onima iz prethodnog rada. Ispitivanje topljivosti
kompleksa LOR/B-CD pokazalo je kako nastaje kompleks omjera 1:1 Sto je potvrdeno
dobivenim dijagramom topljivosti tipa ArL. Konstanta stabilnosti ovog kompleksa iznosila je

2,17x10* mol™! L. Takoder, predloZen je nadin nastajanja inkluzijskih kompleksa LOR/B-CD i
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LOR/HPBCD pri ¢emu tijekom mljevenja prvo dolazi do amorfizacije LOR te potom do

nastanka inkluzijskog kompleksa.

Pooja 1 suradnici su u svom radu ispitivali poboljsanje topljivosti loratadina u
prisutnosti HPBCD. Kompleksi su pripravljeni koriste¢i Cetiri razli¢ite metode: metodom
priprave fizicke smjese (engl. physical mixture), metodom mljevenja (engl. co-grinding),
metodom isparavanja otapala (engl. solvent evaporation method) i metodom gnjecenja (engl.
kneading). Ove su metode koriStene kako bi se pripravili kompleksi loratadina i HPBCD u
omjerima 1:1 1 1:2 te kako bi se utvrdilo s kojom od navedenih metoda se osigurava najvece
poboljsanje topljivosti loratadina. Pripremljeni inkluzijski kompleksi okarakterizirani su DSC
i FTIR metodama te pretraznom elektronskom mikroskopijom (engl. scanning electron
microscopy, SEM). Najbolje rezultate dao je kompleks LOR/HPBCD pripravljen metodom
gnjecenja, iako se 1 kod svih drugih kompleksa opazilo poboljSanje topljivosti loratadina s

obzirom na topljivost ¢istog loratadina.?’

Pandya i suradnici pripremili su Cvrste disperzije loratadina, koriste¢i se metodom
isparavanja otapala i metodom fuzije, kako bi poboljsali topljivost loratadina. Pripremljene su
¢vrste disperzije loratadina sa P-ciklodekstrinom u omjerima 1:1, 1:2, 1:3 i 1:4 metodom
isparavanja otapala, dok su metodom fuzije pripremljene Cvrste disperzije u omjerima od 1:1
do 1:5. Radene su raspadljive tablete za usta koje pokazuju bolju bioraspolozivost od
komercijalnih tableta. Pripremljene tablete podvrgnute su razli¢itim parametrima procjene kao
Sto su tvrdoc¢a, debljina, lomljivost, varijacija teZine, ujednacenost sadrzaja lijeka, in vitro
vrijeme raspadanja, vrijeme vlaZenja, in vitro studije otapanja i studije stabilnosti. UV/Vis
spektrofotometrija je koriStena pri kvantitativnom odredivanju djelatne tvari Cvrstih
disperzija. Takoder, IR spektroskopija je koriStena za potvrdu nastanka kompleksa. Rezultati
istrazivanja pokazali su da je formulacija loratadina pripremljena metodom fuzije uz

krospovidon pokazala najbolja svojstva te je cjenovno isplativa.?®

Singh 1 suradnici su u svome radu iz 2013. godine istrazivali poboljSanje topljivosti
loratadina stvaranjem inkluzijskog kompleksa loratadina 1 B-ciklodekstrina te moguc¢nost
priprave termicki aktiviranog mukoadhezivnog in situ gela za nosnu Supljinu, kako bi
loratadinu povecali bioraspolozivost. Ispitivanja poboljSanja topljivosti loratadina u
prisutnosti f-ciklodekstrina provedena su u vodenom mediju Higuchi-Connors metodom.

Mjerenja su provedena na UV spektrofotometru pri 260 nm. Priprema inkluzijskog kompleksa
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loratadina i B-ciklodekstrina u ¢vrstom stanju provedena je metodom gnjecenja. Za potvrdu
nastanka inkluzijskog kompleksa u ¢vrstom stanju koristene su metode SEM, DSC, FTIR te
difrakcija rendgenskih zraka. Ispitivanjima topljivosti potvrdilo se linearno poboljSanje
topljivosti loratadina s porastom koncentracije p-ciklodekstrina. Dijagram topljivosti
okarakteriziran je kao dijagram tipa Ar Sto je dalo pretpostaviti nastajanje kompleksa omjera

1:1. Dobivena konstanta stabilnosti kompleksa iznosila je 2,13x10* mol ™' L.?

Rivas-Granizo 1 suradnici istrazivali su fotostabilnost inkluzijskog kompleksa
loratadina s a-, B- i y-ciklodekstrinom. Kompleksi loratadina i ciklodekstrina pripravljeni su
metodom isparavanja u omjerima 1:1, 1:2 1 1:3, a za potvrdu nastanka kompleksa koriStene su
metode DSC 1 TGA. Otopine kompleksa podvrgnute su zracenju u komori za ispitivanje
fotostabilnosti u trajanju od 12 sati, te su potom analizirane tekué¢inskom kromatografijom
visoke djelotvornosti. Rezultati pokazuju kako a- 1 y-ciklodekstrin znatno viSe povecavaju
stabilnost loratadina u usporedbi sa B-ciklodekstrinom, posebice u slu¢aju kompleksa omjera

1:1 $to ukazuje na povoljan utjecaj ciklodekstrina na fotostabilnost djelatnih tvari.*?

U tablici 3 nalazi se pregled dosad navedenih radova s konstantama stabilnosti

dobivenih kompleksa, kao 1 odgovaraju¢im koristenim ciklodekstrinima.
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Tablica 3. Pregled dobivenih konstanti stabilnosti inkluzijskih kompleksa loratadina s

razli¢itim ciklodekstrinima i u razli¢itim medijima

Ki:
Istrazivacka skupina Vrsta ciklodekstrina Medij
(mol' L)
a-CD 1,76x10°
Omar i sur.?* B-CD Fosfatni pufer 1,14x10°
2007 -CD (pH 7) 2,70x10°
Y
HPBCD 5,56x10%
Nacsa i sur.! Fosfatni pufer
DIMEB 1,48x10°
(2009) (pH 7,5)
Lin i sur.? Voda
HPBCD 2,22x10%
(2010) (pH 5,6)
Lin i sur.?®
B-CD Voda 2,17x10*
(2012)
Singh i sur.?’
B-CD Voda 2,13x10%
(2013)
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

Za eksperimente koriSteni su kruti loratadin (LOR) proizvodaca Carbosynth, Ujedinjeno
Kraljevstvo te kruti ciklodekstrini: B-ciklodekstrin (B-CD) i hidroksipropil-p-ciklodekstrin
(HPBCD) proizvodaca Cyclolab, Madarska. Simulirani duodenalni medij (pH 4,5) i simulirani
intestinalni medij (pH 6,8) pripremljeni su prema monografiji 5.17.1. Europske farmakopeje
(9. izd.).*! Koristen je metanol (MeOH) proizvodaca J. T. Baker, SAD.

Za pripremu mobilne faze 10x10~> mol L™! acetatnog pufera koristen je natrijev acetat
trihidrat (proizvoda¢ Laphoma, Skopje) i octena kiselina (proizvoda¢ Alkaloid, Skopje) te
ultracista voda dobivena pomocu Mili-Q Advantage A10 sustava za prociS¢avanje
(proizvodac¢ Merck, Njemacka).

Kalijev bromid (KBr) koriSten za izradu pastila za infracrvenu spektroskopiju
nabavljen je od proizvodaca Kemika, Hrvatska.

Filteri koriSteni za filtriranje otopina uzoraka prije analize bili su Chromafil Xtra H-

PTFE, veli¢ine pora 0,45 pm, proizvodaca Macherey-Nagel, Njemacka.

3.2. Instrumentacija

Analiza teku¢inskom kromatografijom provedena je na instrumentu Agilent 1220 Infinity
proizvodaca Agilent Technologies opremljenog binarnom pumpom, automatskim
uzorkivacem, termostatiranim odjeljkom za kolonu 1 detektorom varijabilne valne duljine.
Kromatografsko razdvajanje provedeno je na koloni Zorbax Eclipse XDB-C18 (5 um,
4,5x250 mm) proizvodaca Agilent Technologies. Mobilna faza sastojala se od metanola
(MeOH) i 10x10~° mol L! acetatnog pufera (pH 4) 80:20 (v:v). Protok mobilne faze iznosio
je 1 mL min!, a temperatura kolone iznosila je 40 °C. Valna duljina detekcije bila je
postavljena na 250 nm, dok je volumen injektiranja bio 20 pL.

Apsorpcijski spektri snimljeni su pomocu Specord 200 spektrofotometra (proizvodac

Analytik Jena, Njemacka) u rasponu valnih duljina 200-360 nm s postavljenom Sirinom
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pukotine od 2 nm i brzinom snimanja od 10 nm s'. KoriStene su konvencionalne kvarcne
kivete (/ =1 cm).

Infracrveni spektri snimljeni su na spektrometru Vector 22 tvrtke Bruker opremljenim
PIKE MIRacle ATR nosac¢em, pri cemu su snimani transmisijski 1 ATR spektri. Za snimanje
transmisijskih spektara, svi uzorci su pripremani tehnikom KBr pastile tako da je uzeto
otprilike 1 mg uzorka i 100 mg KBr te su zajedno usitnjeni u tarioniku i zatim ispresani u
pastile. Transmisijski spektri snimani su u podruéju valnih brojeva od 4000 do 600 cm™' pri

rezoluciji od 4 cm™!

1 rezultat su uprosjecivanja 32 snimanja. Za snimanje ATR spektara nije
bilo potrebe za posebnom pripremom uzoraka te su uzorci izravno naneseni na nosac od sloja
ZnSe i dijamanta. ATR spektri snimani su u podrucju valnih brojeva od 4000 do 600 cm™ pri
rezoluciji od 4 cm™! i rezultat su uprosje¢ivanja 32 snimanja.

Takoder su snimljeni i ATR spektri Cistog loratadina, te Cistih ciklodekstrina koriStenih
u ovom radu kako bi se odredio utjecaj mljevenja na spektre uzorka, buduéi da ti uzorci nisu
bili izloZeni sudarima u mikromlinu niti fizi€kom mijeSanju u tarioniku.

Za pripremu kompleksa u Cvrstom stanju koristio se visokoenergetski vibracijski

mikromlin (Mixer Mill MM 200 proizvodaca Retch, Njemacka).

3.3. Ispitivanje poboljSanja topljivosti

Za ispitivanje poboljSanja topljivosti loratadina, pripremljeni su uzorci loratadina s B-CD 1 s
HPBCD u vodi, te u simuliranom duodenalnom mediju (pH 4,5) i simuliranom intestinalnom
mediju (pH 6,8).

Ispitivanja su provodena tako da je odvagana odredena koli¢ina loratadina u suvisku,
ovisno o topljivosti pri razlicitim pH medija u kojima se izvode ispitivanja. Za ispitivanje
topljivosti u vodi 1 u simuliranom intestinalnom mediju odvagano je 5 mg loratadina, a za
ispitivanje topljivosti u simuliranom duodenalnom mediju 10 mg loratadina. U svaku tikvicu
je potom odvagana odredena koli¢ina ciklodekstrina tako da je kona¢na koncentracija
ciklodekstrina iznosila 0,0-12,5 x 107> mol L' (B-CD), odnosno 0,0-40,0 x 10 mol L
(HPBCD), ovisno o topljivosti ciklodekstrina. U svaku tikvicu je otpipetirano 10 mL
odgovarajuceg otapala, a tikvice su zatim stavljene na tresilicu te su uzimani alikvoti nakon
24,48 1 72 sata. Alikvoti od 2 mL filtrirani su te primjereno razrijedeni. Uzorci loratadina bez

prisustva ciklodekstrina u svim medijima pripremljeni su za analizu tekucinskom
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kromatografijom tako da se otpipetiralo 500 uL uzorka i 500 uL metanola u bocicu. Svi ostali

uzorci analizirani su UV-Vis spektrofotometrijom. Uzorci su pripremani tako da je u tikvice

od 5 mL otpipetiran 1 mL metanola i odredeni volumen uzorka, te su tikvice nadopunjene do

oznake odgovaraju¢im medijem. U tablicama 4 1 5 su navedeni volumeni uzoraka koji su

otpipetirani.

Tablica 4. Priprema otopina za kvantitativno odredivanje LOR u suspenzijama s B-CD

UV/Vis spektrofotometrijom.

Simulirani duodenalni

Simulirani intestinalni

Voda medij medij
(pH 4,5) (pH 6,8)
c(CD)/ V(uzorak) / c(CD)/ V(uzorak) / c(CD)/ V(uzorak) /

mM”* pL mM pL mM pL

2,5 200 2,5 200 2,5 200

5 200 5 200 5 200

7,5 200 7,5 200 7,5 200

10 200 10 100 10 200

12,5 200 12,5 100 12,5 200

* M =mol L
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Tablica 5. Priprema otopina za kvantitativno odredivanje LOR u suspenzijama s HPBCD

UV/Vis spektrofotometrijom.

Simulirani duodenalni Simulirani intestinalni
Voda medij medij
(pH 4,5) (pH 6,8)
c(CD)/ V(uzorak) / c(CD)/ V(uzorak) / c(CD)/ V(uzorak) /

mM* pL mM pL mM uL
5 200 5 200 5 200
10 200 10 200 10 200
15 200 15 200 15 200
20 200 20 100 20 200
25 200 25 100 25 200
30 200 30 100 30 200
35 200 35 100 35 200
40 200 40 100 40 200

*M = mol L!

Na temelju ocitanih povrsina pikova i apsorbancija pri valnoj duljini maksimuma apsorpcije
(249 nm) izraCunate su koncentracije loratadina u uzorcima s i1 bez prisutnosti ciklodekstrina.
Konstruirani su pripadajuc¢i dijagrami topljivosti 1 odredene su vrijednosti Ki.1 1 CE prema
jednadzbama (2) 1 (3).

Metode kvantifikacije loratadina tekucinskom kromatografijom 1 UV/Vis

spektrofotometrijom su prethodno validirane, te su parametri validacije navedeni u tablici 6.
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Tablica 6. Parametri validacije metoda za odredivanje koncentracije LOR.

Raspon LOD/ LOQ/
Linearnost
linearnosti ng ml! pg ml-!
y =44223x —
HPLC 0,515 ugmL™! 0,0049 0,017
13,024
y =0,0389x —
voda 5-30 pg mL! 0,99 2,99
0,0093
y=0,0356x —
UV/Vis | pH 4,5 5-30 ug mL™! 0,93 2,82
0,0007
y =10,0399x —
pH 6,8 5-30 ug mL! 0,64 1,93
0,0439

3.4. Priprava kompleksa u ¢vrstom stanju

Kompleksi loratadina s B-CD i s HPBCD u ¢vrstom stanju pripremljeni su mljevenjem u
visokoenergetskom vibracijskom mikromlinu. Na isti nain pripremljeni su 1 uzorci Cistog
loratadina, B-CD te HPBCD. Kompleksi su pripremljeni vaganjem ekvimolarnog omjera
loratadina 1 ciklodekstrina tako da je ukupna masa iznosila 200 mg (tablica 7). Uzorci su
pripravljeni na dva nacina, suhim mljevenjem (NG) te uz dodatak 10 puL etanola (LAG).
Uzorci su preneseni u posude za mljevenje volumena 10 mL koje su sadrzavale 2 kuglice
promjera 10 mm nacinjene od nehrdajuceg Celika. Smjesa je mljevena 30 minuta pri 25 Hz.
Radi usporedbe, pripremljene su i fizicke smjese loratadina 1 ciklodekstrina mijeSanjem u

tarioniku.

Tablica 7. Mase LOR, B-CD 1 HPBCD koriStene za pripravu smjese spojeva u ekvimolarnim

koli¢inama, ukupne mase 200 mg.

Kompleks m(LOR) / mg m(CD) / mg
LOR + B-CD 50,45 149,55
LOR + HPBCD 43,04 156,96

Nina Mami¢ Diplomski rad




§ 3. Eksperimentalni dio 30

3.5. Ispitivanje topljivosti kompleksa u ¢vrstom stanju

Ispitivanje topljivosti kompleksa u ¢vrstom stanju provedeno je vaganjem odredene koliCine
prethodno pripravljenih kompleksa tako da loratadin bude u jednakom suvisku kao i prilikom
ispitivanja poboljSanja topljivosti (tablica 8). U svaki uzorak je potom dodano 10 mL
odgovaraju¢eg medija te su uzorci stavljeni na tresilicu. Uzimani su alikvoti 24, 48 i 72 sata
nakon pripreme uzoraka koji su potom profiltrirani. Uzorci samog loratadina su pripremljeni
za kvantitativnu analizu teku¢inskom kromatografijom tako da je otpipetirano 500 puL uzorka
i dodano 500 pL metanola. Uzorci pripremljenih kompleksa u ¢vrstom stanju su kvantificirani
UV/Vis spektrofotometrijom, a pripremljeni su tako da je u tikvice od 5 mL otpipetirano 400
nL uzorka (za ispitivanje u vodi 1 simuliranom intestinalnom mediju), odnosno 300 pL uzorka
(za ispitivanje u simuliranom duodenalnom mediju). U sve tikvice otpipetiran je 1 mL

metanola te su nadopunjene do oznake odgovaraju¢im medijem.

Tablica 8. Odvagane mase loratadina i kompleksa loratadina i ciklodekstrina pripravljenih

mljevenjem za ispitivanja topljivosti kompleksa u ¢vrstom stanju.

m/mg

Uzorak Voda pH 4,5 pH 6,8
LOR 5,08 10,03 5,07
LORM 5,09 10,03 4,96

LOR + B-CD NG 19,88 39,70 19,84
LOR + B-CD LAG 19,90 39,60 19,88
LOR + HPBCD NG 23,20 46,40 23,25
LOR + HPBCD LAG 23,21 46,47 23,21

Koncentracije loratadina su izraCunate na temelju o€itanih povrSina 1 apsorbancije pri valnoj
duljini maksimuma te se odredilo koliko je povecanje topljivosti loratadina u prisutnosti

raznih ciklodekstrina i pri razli¢itim na¢inima mljevenja.
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Ispitivanje poboljSanja topljivosti

Iz podataka dobivenih pri ispitivanju topljivosti konstruirani su dijagrami prema Higuchiju i
Connorsu za svaki ciklodekstrin u odredenom otapalu. Veéina dobivenih dijagrama
okarakterizirana je kao tip A, koji predstavlja linearno povecanje topljivosti loratadina, dok je
samo jedan okarakteriziran kao tip B. Svi prikazani rezultati odnose se na vrijednosti
dobivene 72 h od pripreme uzorka, kada je uoceno da je doSlo do uspostavljanja ravnoteze te
to vrijedi za svaki ciklodekstrin bez obzira na koriSteno otapalo.

Konstante stabilnosti za pojedini ciklodekstrin u odredenom otapalu odredene su
prema formuli (2):

_ nagib
~ So(1 —nagib)

Kl:l (2)

a ucinkovitost kompleksiranja za svaki ciklodekstrin u odredenom otapalu izracunata je prema

formuli (3):

nagib

CE= (1 — nagib)

3)

4.1.1. Ispitivanja poboljsanja topljivosti loratadina u vodi

Provedena su ispitivanja topljivosti loratadina sa B-CD 1 HPBCD u vodi. Na slikama 12 1 13
prikazani su dijagrami topljivosti. Linearna ovisnost poboljSanja topljivosti loratadina o
koncentraciji ciklodekstrina uogena je u koncentracijskom rasponu 0-5 x 10 mol L' (B-
CD), odnosno 0-15 x 10 mol L' (HPBCD). Nakon toga se uofava smanjenje porasta
krivulje, odnosno pojava platoa na dijagramu, buduéi da je loratadin dodan u nedovoljnom
suvisku, te je pri koncentraciji ciklodekstrina 5x107> mol L™!, odnosno 15x10 mol L™!, sav
otopljen. U prisutnosti HPBCD nakon pocetnog rasta krivulje, dolazi do pada koncentracije
LOR u podrugju koncentracije HPBCD 15-25 x 10~ mol L', te ponovnog rasta u podru¢ju
25-30 x 10 mol L™! i pojave platoa u podru&ju 3045 x 10> mol L', Podru¢ja pada mogu

se objasniti nastankom netopljivog kompleksa pri ¢emu dolazi do talozenja loratadina i
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smanjenja koncentracije u otopini, nakon ¢ega ponovno nastaje topljivi kompleks pri ¢emu
koncentracija loratadina u otopini ponovno raste. Ovakav trend nastanka topljivog i
netopljivog kompleksa je karakteristican za krivulje tipa B, medutim kako bi se to sa
sigurnoS¢u moglo utvrditi, potrebno je ponoviti eksperimente s ve¢im suviskom loratadina.
Dijagram topljivosti loratadina u prisutnosti B-CD moze se okarakterizirati kao dijagram tipa
A, iako je takoder potrebno potvrditi ponavljanjem eksperimenta u ve¢em suvisku loratadina.
Za 1izracun konstante stabilnosti 1 ucinkovitosti kompleksiranja koriSten je raspon
koncentracija 0-5 x 10~ mol L! za sustav LOR/B-CD, dok je za sustav LOR/HPBCD
koristen raspon 0-15 x 107> mol L™!, odnosno podruéje linearnog poveéanja koncentracije
otopljenog loratadina. Dobivene konstante stabilnosti iznose 4,34x10* mol! L za sustav
LOR/B-CD i 1,47x10* mol™! L za sustav LOR/HPBCD. Usporedujuéi dobivene rezultate
mozemo zakljuciti kako je stabilniji kompleks loratadina i B-CD, buduci da je dobivena veca
konstanta stabilnosti. Takoder, odredene su i ucinkovitosti kompleksiranja za koriStene
ciklodekstrine. Za kompleks LOR/B-CD ucinkovitost kompleksiranja iznosi 0,241, dok za
kompleks LOR/HPBCD iznosi 0,082. Na temelju ucinkovitosti kompleksiranja takoder se
moze zakljuciti da je stabilniji kompleks dobiven kompleksiranjem loratadina sa B-CD.
Vrijednost Smax/So, gdje So oznacava eksperimentalno dobivenu koncentraciju loratadina bez
prisustva ciklodekstrina, a Smax predstavlja koncentraciju loratadina pri najvecoj koncentraciji
ciklodekstrina, prikazuje povecanje topljivosti loratadina. Za kompleks LOR/B-CD Smax/So
1znosi 202,28, dok za kompleks LOR/HPBCD Smax/So 1znosi 190,89. 1z tih podataka se moze
zakljuciti kako je topljivost loratadina bolja kada se loratadin nalazi u kompleksu sa B-CD u

vodi u odnosu na kompleks loratadina sa HPBCD.
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Slika 12. Ovisnost koncentracije loratadina o koncentraciji B-CD u vodi, mjereno 3 dana
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Slika 13. Ovisnost koncentracije loratadina o koncentraciji HPBCD u vodi, mjereno 3 dana

4.1.2. Ispitivanja poboljsanja topljivosti loratadina u simuliranom duodenalnom mediju (pH

4,5)

Iz dijagrama topljivosti prikazanih na slikama 14 i1 15 uocava se kako su dobiveni dijagrami
okarakterizirani kao dijagrami tipa A prema modelu Higuchija i Connorsa, iako je ponovno
uoCena pojava platoa zbog nedovoljnog suviska loratadina u sustavu LOR/HPBCD. Za
racunanje konstante stabilnosti i u¢inkovitosti kompleksiranja uzeti su rasponi koncentracija
CD gdje je uoCeno linearno povecanje topljivosti loratadina, odnosno cijeli raspon
koncentracija B-CD za sustav LOR/B-CD, te raspon 0-20 x 102 mol L™ za sustav
LOR/HPBCD. Konstanta stabilnosti 1 u¢inkovitost kompleksiranja za kompleks LOR/B-CD
iznosila je 1,08x10* mol' L, odnosno 0,246, dok su te vrijednosti za kompleks LOR/HPBCD
iznosile 5,32x10° mol™!' L, odnosno 0,110. Na temelju konstante stabilnosti, kao i na temelju
ucinkovitosti kompleksiranja, moze se zakljuciti kako je stabilniji kompleks dobiven
kompleksiranjem loratadina sa B-CD, Sto potvrduje veca vrijednost konstante stabilnosti za taj
kompleks. Za kompleks LOR/B-CD Smax/So, podatak koji prikazuje koliko se puta povecala
topljivost loratadina, iznosi 104,31, dok za kompleks LOR/HPBCD Smax/So iznosi 118,62. Iz
tih se podataka moze zakljuciti kako je topljivost loratadina bolja kada se loratadin nalazi u
kompleksu sa HPBCD u simuliranom duodenalnom mediju (pH 4,5) u odnosu na kompleks

loratadina sa B-CD u istom mediju.
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Slika 14. Ovisnost koncentracije loratadina o koncentraciji f-CD u duodenalnom mediju (pH
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Slika 15. Ovisnost koncentracije loratadina o koncentraciji HPBCD u duodenalnom mediju

(pH 4,5), mjereno 3 dana

4.1.3. Ispitivanja poboljsanja topljivosti loratadina u simuliranom intestinalnom mediju (pH

6,8)

U ispitivanjima topljivosti loratadina u prisutnosti f-CD 1 HPBCD dobiveni su dijagrami

topljivosti koji odgovaraju dijagramima tipa A (slika 16 1 17), iako su u oba slucaja uoceni

platoi zbog potpunog otapanja loratadina. Za ra¢unanje konstante stabilnosti i u¢inkovitosti

kompleksiranja kod kompleksa LOR/B-CD koristen je raspon koncentracija B-CD gdje je

uoceno linearno povecanje topljivost loratadina, odnosno raspon koncentracija B-CD 0-5 x
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10 mol L', Konstanta stabilnosti iznosi 8,15%10% mol™! L, a ucinkovitost kompleksiranja
iznosi 0,273. Za kompleks LOR/HPBCD koristen je raspon koncentracija HPBCD 0-15 x 1073
mol L™! u kojem je uoéeno linearno povecanje topljivosti loratadina. Konstanta stabilnosti za
taj kompleks u simuliranom intestinalnom mediju iznosi 3,02x10* mol™! L, a u¢inkovitost
kompleksiranja je 0,102. Iz dobivenih podataka o konstantama stabilnosti i ucinkovitosti
kompleksiranja moze se zakljuciti kako je kompleks loratadina i B-CD u simuliranom
intestinalnom mediju (pH 6,8) stabilniji u odnosu na kompleks loratadina sa HPBCD u istom
mediju, $to potvrduju vece vrijednosti konstante stabilnosti i u¢inkovitosti kompleksiranja za
taj kompleks. Vrijednost Smax/So, podatak koji pokazuje koliko se puta povecala topljivost
loratadina, za kompleks LOR/B-CD iznosi 361,57 dok za kompleks LOR/HPBCD iznosi
382,64. Na temelju tih podataka moze se zakljuciti kako je topljivost loratadina bolja kada se
loratadin nalazi u kompleksu sa HPBCD u simuliranom intestinalnom mediju (pH 6,8) u

odnosu na kompleks loratadina sa f-CD u istom mediju.
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Slika 16. Ovisnost koncentracije loratadina o koncentraciji f-CD u intestinalnom mediju (pH

6,8), mjereno 3 dana
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Slika 17. Ovisnost koncentracije loratadina o koncentraciji HPBCD u intestinalnom mediju

(pH 6,8), mjereno 3 dana

U tablici 9 prikazane su izracunate konstante stabilnosti zajedno s eksperimentalno dobivenim

So 1 Smax gdje So oznacava koncentraciju loratadina bez prisustva ciklodekstrina, a Smax

koncentraciju loratadina pri najvecoj koncentraciji ciklodekstrina. Prikazani podaci odnose se

na podatke dobivene 72 h nakon pripreme uzoraka kada je utvrdeno da je doSlo do

uspostavljanja ravnoteZze.

Tablica 9. Konstante stabilnosti i u¢inkovitost kompleksiranja loratadina s B-CD 1 HPBCD.

B-CD HPBCD
Duodenalni | Intestinalni Duodenalni | Intestinalni
Voda medij medij Voda medij medij
(pH 4,5) (pH 6,8) (pH 4,5) (pH 6,8)
So/mM* | 0,0056 0,0228 0,0034 0,0056 0,0207 0,0034
Smax/

M 1,1235 2,3757 1,2139 1,0603 2,4607 1,2847
Smax/ S0 202,28 104,31 361,57 190,89 118,62 382,64
Kia/M™! | 434x10% | 1,08x10% 8,15x10* | 1,47x10* | 5,32x10° 3,02x10*

CE 0,241 0,246 0,273 0,082 0,110 0,102
*M =mol L
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Proucavajuci rezultate prikazane u tablici 9 moze se zakljuciti kako je topljivost loratadina
poboljsana sa svakim ciklodekstrinom neovisno o mediju u kojem se nalazi. Ipak, najveée
povecanje topljivosti loratadina, koje se dobiva iz omjera koncentracije loratadina u uzorku s
najvisom koncentracijom ciklodekstrina i intrinzi¢ne topljivosti loratadina (Smax/So), vidljivo
je kod kompleksa loratadina s HPBCD u simuliranom intestinalnom mediju (pH 6,8) gdje je
uoceno povecanje topljivosti loratadina u iznosu od oko 380 puta.

Intrinzi¢na topljivost LOR, odnosno So, odredena je jednom, osim u slucaju uzoraka
pripremljenih u simuliranom duodenalnom mediju, gdje je odredena dva puta, u setu mjerenja
sa svakim od ciklodekstrina. Dobivene vrijednosti intrinzi¢ne topljivosti u simuliranom
duodenalnom mediju (0,0228x10~* mol L' i 0,0207x10° mol L) se medusobno razlikuju,
Sto moze biti posljedica pripreme i razrjedivanja uzoraka za analizu. Takoder se moze uociti
da je topljivost loratadina razli¢ita ovisno o pH medija, te je vrijednost So najveéa u
simuliranom duodenalnom mediju, a najmanja u simuliranom intestinalnom mediju. Ovi
podaci odgovaraju teorijskoj pozadini topljivosti loratadina, Cija topljivost raste kako se
smanjuje pH otopine, odnosno loratadin postaje iznimno slabo topljiv povec¢anjem pH, zbog
toga Sto je loratadin slaba duSikova baza koja je pri nizim vrijednostima pH protonirana i
samim time bolje topljiva u vodi.

Dobivene konstante stabilnosti za komplekse loratadina ukazuju kako su nastali
stabilni kompleksi s oba ciklodekstrina, iako se moze zakljuciti da B-CD tvori stabilnije
komplekse. Stabilnosti kompleksa loratadina sa f-CD 1 HPBCD opadaju u nizu pHs g > pHvoda
> pHas. MozZe se uociti da konstanta stabilnosti raste kako raste pH otopine. Dakle, povecanje
konstante stabilnosti, kako se smanjuje topljivost loratadina, ukazuje na utjecaj hidrofobnog
karaktera loratadina (pri viSim vrijednostima pH) na poboljSano stvaranje inkluzijskih
kompleksa s ciklodekstrinima.?*

Budué¢i da se So koristi u izraCunu konstante stabilnosti, razlike u dobivenim
vrijednostima So ukazuju da konstanta stabilnosti nije relevantan podatak o stabilnosti
dobivenih kompleksa pa je bolje koristiti podatke o ucinkovitosti kompleksiranja koji ne
ukljuc¢uju vrijednosti So. Pri raCunanju ucinkovitosti kompleksiranja koriste se podaci o
nagibu dobivenog bazdarnog pravca te se iz toga dobivaju informacije o stabilnosti
kompleksa koje su vjerodostojnije. U ovom slucaju, ako usporedimo dobivene konstante
stabilnosti s odgovaraju¢im vrijednostima ucinkovitosti kompleksiranja, uoCavamo slaganje

rezultata konstante stabilnosti i dobivene vrijednosti ucinkovitosti kompleksiranja. Obje
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vrijednosti potvrduju kako je najstabilniji kompleks dobiven kompleksiranjem loratadina s -
CD u simuliranom intestinalnom mediju (pH 6,8) te vrijednost konstante stabilnosti za taj
kompleks iznosi 8,15x10* mol™! L, a vrijednost u¢inkovitosti kompleksiranja iznosi 0,273.
Najniza vrijednost uc¢inkovitosti kompleksiranja dobivena je za kompleks LOR/HPBCD u
vodi te iznosi 0,082, dok konstanta stabilnosti za taj kompleks iznosi 1,47x10* mol ! L.

Usporedujuci rezultate ovog rada s rezultatima prethodnih istrazivanja mogu se uociti
odredene razlike. Konstanta stabilnosti kompleksa LOR/B-CD u simuliranom intestinalnom
mediju (pH 6,8) dobivena u ovom radu iznosi 8,15x10* mol™! L, dok u radu Omara i
suradnika iz 2007. g. konstanta stabilnosti u fosfatnom puferu (pH 7,0) iznosi 1,14x10°> mol™!
L.** U svom radu iz 2012. g., Lin i suradnici su odredili konstantu stabilnosti kompleksa
LOR/B-CD u vodi koja je iznosila 2,17x10* mol™! L, a Singh i suradnici su za isti sustav
prijavili sli¢nu vrijednost konstante koja je iznosila 2,13x10* mol™! L.?¢* Obje vrijednosti se
razlikuju od vrijednosti dobivene u ovom radu (4,34x10* mol ' L).

Konstanta stabilnosti kompleksa LOR/HPBCD u simuliranom intestinalnom mediju
(pH 6,8) u ovom radu iznosi 3,02x10* mol! L, a u radu Omara i suradnika konstanta
stabilnosti u fosfatnom puferu (pH 7,0) iznosila je 5,56x10* mol ! L.?* Konstanta stabilnosti
kompleksa LOR/HPBCD u vodi iznosila je 2,22x10% mol™' L u radu Lin. i sur. iz 2010. g., §to
je relativno sliéno konstanti dobivenoj u ovom radu (1,47x10* mol™' L).

Razlike u konstantama mogu se pripisati razlicitim vrijednostima So, koje najviSe
utjecu na vrijednost konstante stabilnosti te razli¢itim eksperimentalnim uvjetima kao $to su
tehnike pripreme uzorka i1 koriStenje drugacijih otapala, primjerice fosfatni pufer pH
vrijednosti 7,0 koriSten u radu Omar i sur. se malo razlikuje u vrijednosti pH od fosfatnog
pufera koridtenog u ovom radu.?* Takoder, vrijednosti prijavljene u literaturi predstavljaju
srednju vrijednost tri mjerenja, dok su u ovom radu mjerenja izvedena samo jednom. Kako bi
se dobili to¢niji rezultati, ispitivanja bi bilo potrebno provesti jo§ dva puta. U tablici 10 su
navedene konstante stabilnosti kompleksa LOR/B-CD 1 LOR/HPBCD u vodi, simuliranom
duodenalnom 1 intestinalnom mediju dobivene u ovom radu, te konstante stabilnosti istih

kompleksa koje su dobivene u prethodnim istraZzivanjima.
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Tablica 10. Vrijednosti konstanti stabilnosti iz razli¢itih literaturnih izvora.

Ki:1 (mol' L)
Medij
B-CD HPBCD
voda 4,34x10% 1,47x10%
Ovaj rad simulirani duodenalni medij (pH 4,5) 1,08x10% 5,32x10°
simulirani intestinalni medij (pH 6,8) 8,15x10% 3,02x10%
Omar i sur.?*
fosfatni pufer (pH 7,0) 1,14x10° 5,56x10*
(2007)
Lin i sur.? voda
- 2,22x10*
(2010) (pH 5,6)
Lin i sur.?®
voda 2,17x10% 2,22x10%
(2012)
Singh i sur.?’
2012) voda 2,13x10% -

4.2. Karakterizacija kompleksa u ¢vrstom stanju

Za karakterizaciju kompleksa u ¢vrstom stanju koristile su se spektroskopske tehnike FTIR 1
ATR. Kako bi se utvrdilo utjece li proces mljevenja na izgled IR spektara, snimljeni su FTIR
spektri pojedinih komponenti obradenih u mlinu (M) i u tarioniku (PM).

Usporedbom spektara LOR M i LOR PM, utvrdene su male, zanemarive razlike u
polozajima nekih vrpci. Primjerice, vrpca pri 1644 cm™ u spektru uzorka LOR M pomaknuta
je na 1643 cm™! u spektru uzorka LOR PM. Spektri loratadina pripremljenog u mlinu i
mijeSanjem u tarioniku te tablica asigniranih vrpci iz navedenih spektara su prikazani u
dodatku (slika D1 i tablica D1).

Male promjene su takoder uocene usporedbom FTIR spektara f-CD M 1 B-CD PM kao
i HPBCD M i HPBCD PM. U uzorku p-CD M uocena je vrpca pri 2929 cm™! koja odgovara
istezanju C—H veze, dok se ista vrpca u uzorku B-CD PM opaza pri 2925 cm™. Isto tako

pomak se uocava i kod vrpce pri 1643 cm™! §to odgovara vibraciji deformacije OH skupine,
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koja se u uzorku B-CD PM nalazi pri 1641 cm™'. U uzorku HPBCD M vrpca koja odgovara
vibraciji deformacije OH skupine nalazi se pri 1650 cm ™!, u uzorku HPBCD PM pri 1646 cm!
(slika D2 te tablica D2).

Sto se tice ATR spektara, osim uzoraka iz mlina i onih iz tarionika, usporedivali su se i
uzorci loratadina, B-ciklodekstrina i 2-hidroksipropil-f-ciklodekstrina bez obrade u mlinu ili
tarioniku. Takoder su uo¢ene male promjene u polozajima nekih vrpci (slike D5 1 D6 i tablice
D3 i D4).

Na temelju ovih spektara moze se zakljuciti kako mljevenje ne utjeCe znatno na izgled
IR spektara loratadina i ciklodekstrina. Male promjene u polozajima vrpci koje su uocene
mogu se pripisati nac¢inu obrade uzorka, buduéi da uzorci iz mlina, u usporedbi s fizickim
mjeSavinama iz tarionika, primaju viSe mehani¢ke energije u mlinu $to dovodi do malih

promjena u strukturi koje se onda o¢ituju u malim pomacima poloZzaja vrpci.

4.2.1. Kompleksi loratadina i p-ciklodekstrina snimljeni FTIR tehnikom

Na slici 18 prikazani su spektri f-CD i LOR pripremljenih u mlinu (M) te smjese LOR i1 3-CD
pripremljene mijeSanjem u tarioniku (PM) 1 u mlinu sa (LAG) i bez dodatka male koli¢ine
otapala (NG). Najvece promjene u spektru uocene su u podrucju valnih brojeva 1800—-1000
cm™!, te je stoga samo to podruéje prikazano na slici, a u dodatku na slici D3 je prikazan cijeli
spektar. Usporedbom spektra loratadina sa spektrima smjese loratadina i B-ciklodekstrina
uocene su promjene u poloZajima 1 intenzitetima nekih vrpci. Moze se uociti da su sve vrpce
znatno nizih intenziteta u spektrima smjese LOR/B-CD, neovisno o nacinu pripreme, iako su
razlike u intenzitetima najve¢e u uzorku LOR/B-CD pripremljenog suhim mljevenjem.
Takoder, vrpca pri 1702 cm™' je u spektru LOR M veoma §iroka, dok je u spektrima smjese
LOR/B-CD znatno uza, neovisno o na¢inu pripreme smjese. Vrpca koja odgovara istezanju
C=N veze pri 1644 cm™! u uzorku LOR M, pomaknuta je na 1643 cm™' u spektrima LOR/p-
CD PM i LOR/B-CD LAG, dok za LOR/B-CD NG pomak nije uo¢en. Medutim, budu¢i da je
u spektru samog B-CD uocena Siroka vrpca pri 1643 cm!, ove male promjene u poloZzaju
vrpei mogu potjecati od preklapanja s vipcom koja potjece od ciklodekstrina. Takoder, vrpce
koje odgovaraju C=C istezanju pri 1473 cm™' i 1434 cm™! pomaknute su na 1475 cm™' i 1436
cm ™! u uzorku smjese LOR/B-CD NG. Najveée promjene uocene su kod vrpce pri 1226 cm™,
koja odgovara istezanju esterske C—O veze, koja se u uzorku LOR/B-CD NG i LOR/B-CD
LAG pojavljuje pri 1230 cm™!, odnosno 1228 cm ™.
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Pomicanje karakteristicnih vrpci loratadina u smjesi s f-CD u odnosu na sam spoj

ukazuje na nastajanje, ili barem djelomi¢no nastajanje, kompleksa izmedu loratadina i B-CD.

U tablici 11 prikazane su asignacije vrpci od interesa LOR, B-CD te smjese LOR/B-CD

pripremljene mijeSanjem u tarioniku (PM) i u mlinu, sa (LAG) i bez (NG) malog dodatka

etanola.

Tablica 11. Vrpce od interesa LOR, B-CD te smjese LOR/B-CD pripremljene u tarioniku

(PM) 1 u mlinu bez (NG) i s dodatkom male koli¢ine etanola (LAG).

Valni broj / cm™

LOR B-CD LOR/B-CD Asignacija
M M PM NG LAG

1702 - 1702 1702 1702 v C=0
1644 - 1643 1643 1644 v C=N

- 1643 - - - o0 O-H
1473 - 1473 1475 1473 v C=C
1434 - 1434 1436 1434 v C=C
1323 - 1329 1329 1329 da C-H
1226 - 1226 1230 1228 v C-O
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Slika 18. FTIR spektri LOR, B-CD, i smjese LOR/B-CD pripremljene mijeSanjem u tarioniku
(PM) 1 u mlinu bez (NG) i s dodatkom male koli¢ine etanola (LAG).

4.2.2. Kompleksi loratadina i 2-hidroksipropil-f-ciklodekstrina snimljeni FTIR tehnikom

Na slici 19 prikazani su spektri HPBCD 1 LOR pripremljenih u mlinu (M) te smjese LOR 1
HPBCD pripremljene mijeSanjem u tarioniku (PM) 1 u mlinu sa (LAG) i1 bez dodatka male
koli¢ine otapala (NG). Prikazano je samo podru¢je valnih brojeva 1800-1000 cm ™! buduéi da
se u tom podrucju nalaze vrpce od interesa, a cijeli spektar je prikazan u dodatku (Slika D4).
Moze se uociti kako ne dolazi do promjene u polozaju vrpce pri 1702 cm™' koja odgovara
istezanju C=0 esterske veze, iako je ta vrpca mnogo uza u spektrima smjese LOR/HPBCD.
Medutim, u spektru smjese LOR/HPBCD LAG uocena je pojava nove vrpce pri 1675 cm™.
Takoder, intenziteti svih vrpci su znatno nizeg intenziteta u smjesi LOR/HPBCD u usporedbi
sa samim LOR, neovisno o nainu pripreme smjese. Nadalje, uocen je pomak vrpce istezanja
C=C veze benzenskog prstena s 1560 cm™' u spektru uzorka LOR M na 1562 cm™' u spektru
uzorka LOR/HPBCD NG. Takoder je uo¢en pomak vrpce pri 1434 cm™ na 1436 cm™ u
spektrima uzoraka LOR/HPBCD LAG 1 LOR/HPBCD NG. Jo§ jedna vrpca koja nam mozZe

ukazivati na barem djelomi¢an nastanak kompleksa je ona pri 1226 cm™! koja odgovara C-O
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istezanju esterske veze, koja se u spektru uzorka LOR/HPBCD LAG nalazi pri 1228 cm™, u
spektru LOR/HPBCD NG pri 1230 cm™, dok u spektru LOR/HPBCD PM ostaje
nepromijenjena.

I u ovom se slucaju moze zakljuciti kako su pomaci karakteristicnih vrpci posljedica
barem djelomi¢nog nastanka kompleksa izmedu loratadina i 2-hidroksipropil-f-
ciklodekstrina. Dodatna potvrda nastanka kompleksa je nastanak nove vrpce pri 1675 cm™' u
spektru smjese LOR 1 HPBCD pripremljene mljevenjem uz mali dodatak etanola. U tablici 12
prikazane su asignacije vrpci od interesa LOR, HPBCD te smjese LOR/HPBCD pripremljenih

mijeSanjem u tarioniku i u mlinu, sa (LAG) 1 bez (NG) malog dodatka etanola.

Tablica 12. Vrpce od interesa LOR, HPBCD te smjese LOR/HPBCD pripremljene u tarioniku
(PM) 1 u mlinu bez (NG) i s dodatkom male koli¢ine etanola (LAG).

Valni broj / cm™
LOR HPBCD LOR/HPBCD Asignacija
M M PM NG LAG
1702 - 1702 1702 1702 v C=0
- - - - 1675 v(C=0
1644 - 1641 1643 1643 v C=N
- 1647 - - - 6 O-H
1560 - 1560 1562 1560 v C=C
1434 - 1434 1436 1436 v C=C
1323 - 1329 1329 1329 0a C-H
1226 - 1226 1230 1228 vC-O
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Slika 19. FTIR spektri LOR, HPBCD, i smjese LOR/HPBCD pripremljene mijeSanjem u
tarioniku (PM) i u mlinu bez (NG) i s dodatkom male koli¢ine etanola (LAG).

4.2.3. Kompleksi loratadina i p-ciklodekstrina snimljeni ATR tehnikom

Slika 20 prikazuje ATR spektre loratadina 1 B-CD pripremljenih mljevenjem te smjese
LOR/B-CD pripremljene mijeSanjem u tarioniku (PM) i u mlinu sa (LAG) i bez dodatka male
koli¢ine etanola (NG). Prikazano je samo podrudje 1800-1000 cm™!, a cijeli spektar je
prikazan na slici D7 u dodatku. Usporedbom spektara moZze se vidjeti da su intenziteti svih
vrpei znatno nizi u svim spektrima smjese LOR/B-CD nego u spektrima samog loratadina.
Nadalje, uoceni su pomaci nekih vrpci u spektrima smjese LOR/B-CD. Primjerice, vrpca C=0
istezanja esterske veze u spektru LOR M pri 1697 cm™' pomaknuta je na 1701 cm™' u
spektrima LOR/B-CD NG i1 LOR/B-CD LAG. Takoder je uo¢ena pojava nove vrpce pri 1672
cm ! u spektrima uzoraka LOR/B-CD NG i LOR/B-CD LAG. Vrpca kod koje se opaza pomak
u spektrima LOR/B-CD NG i LOR/B-CD PM je ona pri 1644 cm™', koja odgovara istezanju
C=N veze, koja se u navedenim spektrima nalazi pri 1652 cm™', odnosno pri 1643 cm™'. Za

vrpce koje odgovaraju istezanju C=C veza benzenskog prstena (1560 cm™', 1473 cm™, 1432

cm ' u spektru uzorka LOR M) uoéeni su razli¢iti pomaci u spektrima uzoraka LOR/B-CD
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LAG (1562 cm™!, 1471 em™!, 1434 cm™!) i LOR/B-CD NG (1560 cm™!, 1473 cm™!, 1434 cm™
1. U spektru uzorka LOR/B-CD PM, zbog niskih intenziteta, jedino je uo¢ljiva vrpca pri 1562
cm!' dok je za ostale dvije vrpce nemoguce oéitati vrijednosti. Promjene su se uodcile i za
vrpcu koja se pojavljuje pri 1220 cm™! koja odgovara istezanju C—O esterske veze u spektru
uzorka LOR M. Ta se vrpca u spektrima uzoraka LOR/B-CD LAG i LOR/B-CD NG
pojavljuje pri 1226 cm™', dok je u spektru LOR/B-CD PM tu vrpcu, zbog smanjenog
intenziteta, nemoguce odrediti.

I ATR spektri, kao i FTIR spektri, daju naslutiti kako je doSlo do nastanka kompleksa
izmedu loratadina i B-ciklodekstrina §to nam potvrduju razli¢iti pomaci vrpci, odnosno pojava
novih vrpca u spektru. Niski intenziteti vrpci u spektru uzorka LOR/B-CD PM mogli bi
ukazivati na nedovoljnu homogenizaciju uzorka, buduci da su vrpce karakteristicne za LOR
veoma niskog intenziteta, dok su vrpce karakteristicne za -CD znatno izrazenije. U tablici 13
prikazane su asignacije vrpci od interesa LOR, B-CD te smjese LOR/B-CD pripremljenih

mijeSanjem u tarioniku i u mlinu, sa (LAG) 1 bez (NG) malog dodatka etanola.

Tablica 13. Vrpce od interesa LOR, B-CD te smjese LOR/B-CD pripremljene u tarioniku
(PM) 1 u mlinu bez (NG) 1 s dodatkom male koli¢ine etanola (LAG).

Valni broj / cm™
LOR B-CD LOR/B-CD Asignacija
M M LAG NG PM
1697 - 1701 1701 1697 v C=0
- - 1672 1672 - v C=0
1644 - 1644 1652 1643 v C=N
- 1645 - - - 0 O-H
1560 - 1562 1560 1562 v C=C
1473 - 1471 1473 - v C=C
1432 - 1434 1434 - v C=C
1220 - 1226 1226 - v C-0
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Slika 20. ATR spektri LOR, B-CD i smjese LOR/B-CD pripremljene mijeSanjem u tarioniku
(PM) 1 u mlinu bez (NG) 1 s dodatkom male koli¢ine etanola (LAG).

4.2.4. Kompleksi loratadina i 2-hidroksipropil-f-ciklodekstrina snimljeni ATR tehnikom

Na slici 21 prikazani su ATR spektri LOR 1 HPBCD pripremljenih mljevenjem te spektri
smjese LOR/HPBCD pripremljeni mijeSanjem u tarioniku (PM) 1 u mlinu bez (NG) i s
dodatkom male koli¢ine otapala (LAG). Prikazano je samo podrucje 1800—-1000 cm™, a cijeli
spektar je prikazan na slici D8 u dodatku. MoZe se uociti da su intenziteti svih vrpci znatno
nizi u svim uzorcima smjese LOR/HPBCD. Nadalje, vidljiv je pomak vrpce istezanja C=0
esterske veze s 1697 cm™! u spektru uzorka LOR M na 1701 cm™' (LOR/HPBCD NG i
LOR/HPBCD PM), odnosno 1702 cm™! (LOR/HPBCD LAG). Uocena je i pojava nove vrpce
pri 1678 cm™! u uzorku smjese LOR/HPBCD dobivene mljevenjem uz dodatak etanola (LAG)
1 bez dodatka etanola (NG). Vrpca kod koje se opaza pomak u spektrima uzoraka
LOR/HPBCD LAG i LOR/HPBCD PM je ona pri 1644 cm™!, koja odgovara istezanju C=N
veze, te se u navedenim spektrima nalazi pri 1646 cm™!, dok je u spektru uzorka LOR/HPBCD
NG, zbog smanjenog intenziteta, nemoguce odrediti polozaj te vrpce. Za vrpce istezanja C=C

veza benzenskog prstena (1560 cm™', 1473 cm™!, 1432 cm™' u uzorku LOR M) uodeni su
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razli¢iti pomaci u spektru uzorka LOR/HPBCD LAG (1558 cm™!, 1473 cm™!, 1434 cm™!), dok
je u spektru uzorka LOR/HPBCD NG uogena samo vrpca pri 1434 cm™! buduéi da su druge
dvije vrpce veoma niskog intenziteta. U spektru uzorka LOR/HPBCD PM nije doslo ni do
kakvih promjena u pomacima tih vrpci. Promjene su se uocile i u polozaju vrpce C-O
istezanja esterske veze pri 1220 cm™! u spektru uzorka LOR M. Ta se vrpca u spektrima
uzoraka LOR/HPBCD LAG i LOR/HPBCD NG pojavljuje pri 1226 cm™!, odnosno pri 1228
cm™!, dok se u spektru uzorka LOR/HPBCD PM ta vrpca nalazi pri 1224 cm™.

I ATR spektri, kao i FTIR spektri, daju naslutiti kako je doSlo do nastanka kompleksa
izmedu loratadina i 2-hidroksipropil-fB-ciklodekstrina $§to nam potvrduju razli¢iti pomaci
vrpci. U tablici 14 prikazane su asignacije vrpci od interesa LOR, HPBCD te smjese
LOR/HPBCD pripremljenih mijeSanjem u tarioniku i u mlinu, sa (LAG) i bez (NG) malog

dodatka etanola.

Tablica 14. Vrpce od interesa LOR, HPBCD te smjese LOR/HPBCD pripremljene u tarioniku
(PM) 1 u mlinu bez (NG) i s dodatkom male koli¢ine etanola (LAG).

Valni broj / cm™
LOR HPBCD LOR/HPBCD Asignacija
M M LAG | NG PM
1697 - 1702 | 1701 | 1701 v C=0
- - 1678 | 1678 - v C=0
1644 - 1646 - 1646 v C=N
- 1645 - - - 50-H
1560 - 1558 — 1560 v C=C
1432 - 1434 | 1434 | 1432 vC=C
1321 ] 1320 | 1324 | 1322 8a C-H
1220 ] 1226 | 1228 | 1224 vC-0
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Slika 21. ATR spektri LOR, HPBCD i smjese LOR/HPBCD pripremljene mijeSanjem u
tarioniku (PM) 1 u mlinu bez (NG) i s dodatkom male koli¢ine etanola (LAG).

Na temelju ATR 1 FTIR spektara moze se zakljuciti kako je metodom mljevenja moguce
pripraviti inkluzijski kompleks loratadina 1 odabranih ciklodekstrina. Usporedbom ATR 1
FTIR spektara Cistih spojeva 1 spektara pripravljenih kompleksa uoceni su pomaci nekih
karakteristi¢nih vrpci loratadina kada se nalazi u kompleksu s B-CD i HPBCD u odnosu na
spektar Cistog loratadina. Osim toga, uoCena je i pojava nove vrpce u spektrima uzoraka
obradenih u mlinu, §to je u skladu s rezultatima prijavljenim u radovima Lina i suradnika.>?°
U ovom radu nove se vrpce pojavljuju pri 1672 cm™! (ATR spektri LOR/B-CD LAG i LOR/B-
CD NG), 1675 cm™ (FTIR spektar LOR/HPBCD LAG) i 1678 cm™' (ATR spektri
LOR/HPBCD LAG i LOR/HPBCD NG), dok se u radu Lina i suradnika iz 2010. godine ta
vrpca pojavljuje pri 1676 cm™' u uzorcima LOR/HPBCD u pripremljenih u molarnim
omjerima 1:1 1 1:2 1 obradenih u mlinu 15 minuta. U radu Lina 1 suradnika iz 2012. godine
pojava nove vrpce uoéena je pri 1680 cm™' i 1678 cm™! u uzorcima LOR/B-CD i LOR/HPBCD
pripremljenih u molarnim omjerima 1:1 i obradenih u mlinu 15 minuta. Pojava te nove vrpce
u spektru najvise, od svih drugih pomaka vrpci u spektru, ukazuje na nastajanje inkluzijskog

kompleksa. Usporedbom suhog mljevenja (NG) i mljevenja uz dodatak otapala (LAG) ne
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postoji nikakva znacajna razlika pa mozemo zakljuciti kako su obje metode jednako efikasne

kada je rije¢ o pripremi inkluzijskih kompleksa loratadina i odabranih ciklodekstrina.

4.3. Ispitivanje topljivosti kompleksa u ¢vrstom stanju

Provedeno je ispitivanje topljivosti smjese LOR/B-CD i1 LOR/HPBCD pripremljenih
mljevenjem u ekvimolarnom omjeru bez (NG) i s malim dodatkom etanola (LAG). Radi
usporedbe, pripremljeni su i uzorci loratadina pripremljeni bez i s mljevenjem (M). Ispitivanja
su provedena u tri medija, vodi te simuliranom duodenalnom i simuliranom intestinalnom
mediju, a alikvoti su uzimani i analizirani 24, 48 i 72 sata nakon pripreme uzoraka, kako bi se
utvrdilo vrijeme potrebno za uspostavljanje ravnoteze. Rezultati ispitivanja topljivosti

kompleksa u ¢vrstom stanju prikazani su u tablicama 15, 161 17.

Tablica 15. Rezultati ispitivanja topljivosti loratadina u vodi u ¢vrstom stanju u prisutnosti

ekvimolarne koli¢ine CD, 24, 48 i 72 h nakon pripreme otopina.

otapalo: voda /(LOR)/pg mL™ S
24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
LOR 0,92 1,08 1,73 1,0 1,0 1,0
LOR m 0,93 1,05 1,73 1,0 1,0 1,0
LOR/BCD NG 106,43 109,26 107,64 115,2 101,0 62,6
LOR/BCD LAG 110,86 116,74 119,23 120,0 107,9 69,3
LOR/HPBCD NG 52,66 55,51 50,53 57,0 51,3 29,4
LOR/HPBCD LAG 43,16 42,92 40,72 46,7 39,7 23,7
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Tablica 16. Rezultati ispitivanja topljivosti loratadina u simuliranom duodenalnom mediju u

¢vrstom stanju u prisutnosti ekvimolarne kolic¢ine CD, 24, 48 i 72 h nakon pripreme otopina.

otapalo: simulirani duodenalni y(LOR) / pg mL™! RYAY!

medij (pH 4,5) 24 h 48 h 72 h 24h | 48h | 72h

LOR 6,12 6,04 7,87 1,0 1,0 1,0

LOR m 6,59 7,04 8,65 1,1 1,2 1,1
LOR/BCD NG 187,98 | 199,00 | 196,38 | 30,7 | 33,0 | 25,0
LOR/BCD LAG 194,61 195,89 | 206,50 | 31,8 | 324 | 26,3
LOR/HPBCD NG 100,82 98,73 93,72 16,5 | 16,4 | 11,9
LOR/HPBCD LAG 89,35 95,06 90,83 14,6 | 15,7 | 11,5

Tablica 17. Rezultati ispitivanja topljivosti loratadina u simuliranom intestinalnom mediju u

¢vrstom stanju u prisutnosti ekvimolarne kolic¢ine CD, 24, 48 i 72 h nakon pripreme otopina.

otapalo: simulirani intestinalni »(LOR) / ng mL! AYAY)
medij (pH 6,8) 24 h 48 h 72 h 24 h 48h | 72h
LOR 0,84 0,91 1,37 1,0 1,0 1,0
LOR m 0,92 0,91 1,33 1,1 1,0 1,0
LOR/BCD NG 114,41 | 114,07 | 118,63 | 135,8 | 125,3 | 86,5
LOR/BCD LAG 117,94 | 115,69 | 118,25 | 140,0 | 127,1 | 86,2
LOR/HPBCD NG 57,80 53,57 56,17 68,6 58,9 | 41,0
LOR/HPBCD LAG 54,74 52,65 53,85 65,0 57,9 | 39,3

Ustanovljeno je kako topljivost loratadina raste sa smanjenjem vrijednosti pH, budu¢i da je
loratadin slaba baza, te je pri niZim vrijednostima pH protoniran §to ga ¢ini bolje topljivim.
Loratadin je najmanje topljiv u simuliranom intestinalnom mediju (pH 6,8), gdje mu
topljivost iznosi 1,37 ug mL™!, §to se takoder slaZe s teorijskom pozadinom.'

U radu Khana i suradnika pokazano je kako se topljivost samog loratadina smanjuje
porastom pH, pa tako topljivost LOR u bazi¢nom mediju (pH 6,5-7,5) iznosi 4-6 pg mL™', u
pH 1,2 topljivost iznosi 4,59 mg mL~!, dok se topljivost rapidno smanjuje kako raste pH $to
potvrduje podatak da je pri pH 2,5 topljivost loratadina iznosila 0,60 mg mL~'.33 U ovom radu

za topljivost samog loratadina u vodi dobivena je vrijednost 1,73 ug mL~!, u simuliranom
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duodenalnom mediju (pH 4,5) 7,87 pg mL™!, a u simuliranom intestinalnom mediju (pH 6,8)
topljivost loratadina je iznosila 1,37 pg mL~'. Takoder je istrazena i topljivost uzoraka
loratadina pripremljenih u mlinu. Rezultati topljivosti takvih uzoraka bili su: 1,73 ng mL™' u
vodi, 8,65 pg mL~! u simuliranom duodenalnom mediju (pH 4,5) i 1,33 pg mL! u
simuliranom intestinalnom mediju (pH 6,8). Usporedbom rezultata topljivosti samog
loratadina s rezultatima topljivosti loratadina obradenog u mlinu moze se uociti kako neke
vrijednosti variraju. Najuocljivija razlika opaza se za topljivost loratadina u simuliranom
duodenalnom mediju. Ocekivano je da dolazi do boljeg otapanja loratadina koji je obraden u
mlinu zbog povecane dodirne povrsine Cestica loratadina i otapala, no razlike u topljivosti su
neznatne u vecini slucajeva. Razlog moze biti taj $to je loratadin u vodi i mediju pH 6,8 jako
slabo topljiv, pa samo mljevenje ne¢e imati neki veliki znacaj na njegovu topljivost. S druge
strane, topljivost loratadina u mediju pH 4,5 je bolja te se mljevenjem njegova topljivost
znacajnije povecava.

Proucavajuéi rezultate topljivosti loratadina u prisutnosti ciklodekstrina, takoder se
duodenalnom mediju (pH 4,5), gdje topljivost, nakon 72 sata od pripreme uzorka, iznosi
196,38 pg mL™! (LOR/B-CD NG), 206,50 pg mL~' (LOR/B-CD LAG), 93,72 pug mL™!
(LOR/HPBCD NG) i 90,83 ug mL~! (LOR/HPBCD LAG).

Uocljivo je kako najbolje rezultate poboljSanja topljivosti loratadina daje kompleks sa
B-CD u svim ispitivanim otapalima. Isto tako moZe se zakljuciti kako je malo vece
poboljsanje topljivosti lijeka pokazao kompleks pripremljen mljevenjem uz dodatak etanola
(LAG) za komplekse loratadina i B-CD. Ovi rezultati su u skladu s rezultatima dobivenim IR
spektroskopijom, budu¢i da je u spektru uzorka LOR/B-CD LAG uocena izrazenija nova

vrpca pri 1672 cm™!

, karakteristicna za nastanak inkluzijskog kompleksa. U slucaju
kompleksa sa HPBCD, nema znacajne razlike izmedu metode suhog mljevenja (NG) i metode
mljevenja uz dodatak otapala (LAG). Veoma male razlike koje su uofene mogu biti
uzrokovane statistickom pogreSkom. Medutim, kako bi se potvrdili rezultati, potrebno je
provesti ispitivanja u svim medijima jo§ barem dva puta.

Iz prikazanih rezultata lako se uocava kako se najbolje povecanje topljivosti loratadina
opaza u kompleksu s B-CD u simuliranom intestinalnom mediju (pH 6,8), obzirom na

topljivost Cistog loratadina u istom mediju. lako je loratadin vrlo slabo topljiv u bazi¢nim

medijima, kad se nalazi u kompleksu s B-CD ili HPBCD njegova topljivost znacajno poraste.
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Taj zakljucak ima veliki znacaj s obzirom da je poznato kako se, iako je najbolje topljiv u
kiselom mediju, loratadin apsorbira iz intestinalnog dijela probavnog trakta. Tvoreci
kompleks s B-CD ili HPBCD povecava se topljivost loratadina u intestinalnom mediju (pH
6,8) ¢ime bi se povecala koli¢ina apsorbiranog lijeka, a samim time 1 njegova
bioraspolozivost.!

Rezultati dobiveni u ovom radu bitno se razlikuju od rezultata dobivenih u radu Pooje
1 suradnika. Pokazali su kako je topljivost loratadina, kad je u 1:2 kompleksu s HPBCD u
vodi, iznosila 880 pg mL~'.?’ Razlog tolikom odstupanju od rezultata dobivenih u ovom radu
moze biti razli¢it nacin priprave kompleksa, ali i1 razli¢it molarni omjer loratadina i
ciklodekstrina u dobivenom kompleksu. U ovom radu je pripremljen kompleks molarnog
omjera 1:1 metodom mljevenja, dok su u radu Pooje i suradnika pripremljeni kompleksi
molarnih omjera 1:2 metodom gnjecenja te metodom isparavanja.

Jos jedan rad koji pokazuje kako se topljivost loratadina povecava kada se on nalazi u
kompleksu s ciklodekstrinima je rad Singh i suradnika.”’ U tom istraZivanju metodom
gnjecenja je pripremljen kompleks loratadina i f-CD molarnog omjera 1:1. Ispitane su
topljivosti loratadina i dobivenog kompleksa u vodi koje su iznosile 4,41 pg mL~! za loratadin
i 395,91 pg mL~! za kompleks. Dobivene vrijednosti su znatno veée od onih dobivenih u
ovom radu, a vjerojatan razlog je razli€it naCin priprave kompleksa te nacin izvodenja
eksperimenta ispitivanja topljivosti, buduci da je u radu Singh i suradnika provoden pri 37 °C,
a u ovom radu je ispitivanje provodeno na sobnoj temperaturi.

Dobiveni rezultati ukazuju da metoda mehanokemijske aktivacije nije toliko efikasna
za pripravu kompleksa loratadina 1 ciklodekstrina. Medutim, potrebna su dodatna istraZivanja
u kojima bi se istrazio utjecaj vremena mljevenja i razli¢itih molarnih omjera loratadina 1

ciklodekstrina.
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§ 5. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata ispitivanja poboljSanja topljivosti loratadina odredene su konstante
stabilnosti kompleksa loratadina s odabranim ciklodekstrinima prema Higuchijevom i
Connorsovom modelu. Dobiveni dijagrami topljivosti okarakterizirani su kao dijagrami tipa A
s pojavom platoa, osim u slucaju sustava LOR/HPBCD u vodi koji odgovara dijagramu tipa B.
Plato na dijagramima se pojavljuje jer je doslo do potpunog otapanja loratadina, stoga je
potrebno ponoviti ispitivanja koriStenjem vecéeg suviSka loratadina. Na temelju dobivenih
dijagrama moguce je uociti linearno povecanje topljivosti loratadina s porastom koncentracije
odabranih ciklodekstrina sve do pojave platoa na dijagramima. Osim konstanti stabilnosti,
odredene su i ucinkovitosti kompleksiranja koje su, zbog neovisnosti o vrijednosti So, puno
bolji izbor za karakterizaciju inkluzijskih kompleksa loratadina i ciklodekstrina. Dobivene
konstante stabilnosti kompleksa LOR s B-CD 72 sata nakon pripreme uzoraka iznosile su
4,34x10* mol ' L (voda), 1,08x10* mol' L (simulirani duodenalni medij, pH 4,5) i 8,15x10*
mol™! L (simulirani intestinalni medij, pH 6,8). Za kompleks LOR/HPBCD 72 sata nakon
pripreme uzoraka dobivene su vrijednosti konstanti 1,47x10* mol™! L (voda), 5,32x10° mol™
L (simulirani duodenalni medij, pH 4,5) i 3,02x10* mol™' L (simulirani intestinalni medij, pH
6,8). 1z navedenih vrijednosti konstanti stabilnosti moze se zakljuciti kako je LOR/B-CD
kompleks u simuliranom intestinalnom mediju (pH 6,8) najstabilniji. Iako se povecanje
topljivosti loratadina uocava u svakom uzorku, neovisno o koriStenom ciklodekstrinu ili
otapalu, najvece povecanje topljivosti loratadina uoceno je kod kompleksa LOR/HPBCD u
simuliranom intestinalnom mediju (pH 6,8), gdje omjer Smax/So 1znosi 382,64, Sto znaci da
HPBCD uzrokuje 380 puta vele povecanje topljivosti loratadina. Ucinkovitosti
kompleksiranja dobivene za komplekse LOR s B-CD 72 sata nakon pripreme uzoraka iznosile
su 0,241 (voda), 0,246 (simulirani duodenalni medij, pH 4,5) i 0,273 (simulirani intestinalni
medij, pH 6,8). Za komplekse LOR/HPBCD 72 sata nakon pripreme uzoraka dobivene su
vrijednosti 0,082 (voda), 0,110 (simulirani duodenalni medij, pH 4,5) 1 0,102 (simulirani
intestinalni medij, pH 6,8). Medutim, kako bi se to¢nije odredili dobiveni rezultati i statisticki
odredila standardna devijacija potrebno je ispitivanja provesti jo§ barem dva puta.

Priprema inkluzijskih kompleksa loratadina 1 [-ciklodekstrina, odnosno 2-

hidroksipropil-B-ciklodekstrina mehanokemijskom aktivacijom u ¢vrstom stanju pokazala se

Nina Mami¢ Diplomski rad



5. Zakljucak 54
§ j

kao relativno u¢inkovita metoda. Spektri Cistih spojeva i pripravljenih kompleksa dobiveni su
koristenjem FTIR i1 ATR tehnika. Usporedbom spektara mogu se uociti pomaci
karakteristi¢nih vrpci loratadina kada se on nalazi u kompleksu s odabranim ciklodekstrinima.
Usporedbe radi, pripravljen je kompleks loratadina i odabranih ciklodekstrina mijeSanjem
sastojaka u tarioniku. Ovisno u uvjetima mljevenja uzoraka, bilo suho mljevenje ili mljevenje
uz dodatak otapala, uoceni su ve¢i pomaci karakteristi¢nih vrpci u odnosu na pomake vrpci u
uzorku pripremljenom u tarioniku. To ukazuje na bolje nastajanje kompleksa u mlinu, dok do
slabih interakcija izmedu loratadina i ciklodekstrina dolazi i u fizickoj mjeSavini tih spojeva.
Najévrsci dokaz nastajanja inkluzijskog kompleksa je pojava novih vrpci u spektrima uzoraka
pripremljenih mljevenjem koje se javljaju pri 1672 cm™' u spektrima LOR/B-CD LAG i
LOR/B-CD NG dobivenih ATR tehnikom, pri 1675 cm ' u spektru LOR/HPBCD LAG
dobivenog koristenjem FTIR tehnike te pri 1678 cm ™' u spektrima LOR/HPBCD LAG i
LOR/HPBCD NG dobivenih koristenjem ATR tehnike. Znacajne razlike izmedu uzoraka
kompleksa pripravljenih suhim mljevenjem i onih pripravljenih mljevenjem uz dodatak
otapala nisu uocene, iako je u spektrima LOR/B-CD LAG uocena malo intenzivnija vrpca
karakteristiéna za nastajanje kompleksa. Na temelju toga mozemo zakljuciti kako su obje
metode relativno jednako ucinkovite za pripremu kompleksa loratadina s B-CD 1 HPBCD.
ATR 1 FTIR tehnike pokazale su se kao korisne metode u kvalitativnoj analizi 1 karakterizaciji
spojeva u ¢vrstom stanju, no potrebno je koristenje 1 drugih tehnika koje bi dodatno potvrdile
nastanak inkluzijskih kompleksa, kao S§to su termogravimetrijska analiza (engl.
thermogravimetric analysis, TGA), diferencijalna pretrazna kalorimetrija (engl. differential
scanning calorimetry, DSC) 1 difrakcija rendgenskog zrac¢enja na polikristalnom uzorku (engl.
X-ray powder difraction, XRPD).

Ispitivanjima topljivosti kompleksa loratadina s B-ciklodekstrinom i 2-hidroksipropil-
B-ciklodekstrinom u ¢vrstom stanju u vodi, simuliranom duodenalnom mediju (pH 4,5) i
simuliranom intestinalnom mediju (pH 6,8) pokazano je kako je topljivost Cistog loratadina
najvecéa pri pH 4,5 i iznosi 7,87 ug mL~!, a najmanja pri pH 6,8 te iznosi 1,37 pg mL".
Pokazano je kako se nastajanjem inkluzijskog kompleksa povecava topljivost loratadina. Veca
su povecanja topljivosti loratadina uocena kod kompleksa s B-ciklodekstrinom u odnosu na
komplekse s 2-hidroksipropil-f-ciklodekstrinom u svim otapalima. Za komplekse LOR/B-CD
u svim otapalima uocena je neSto bolja topljivost kod kompleksa pripremljenih metodom

mljevenja uz dodatak otapala, dok se kod kompleksa LOR/HPBCD ne moze ustanoviti je li
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bolja metoda mljevenja uz dodatak otapala ili metoda suhog mljevenja jer su dobiveni
rezultati sliéni. Promatrajué¢i rezultate mozemo zakljuciti kako je najveée poboljSanje
topljivosti zamijeceno kod kompleksa LOR/B-CD u simuliranom intestinalnom mediju (pH
6,8), gdje vrijednost S/So iznosi 86,5 §to bi onda uz poboljSanje topljivosti loratadina osiguralo

1 njegovu bolju bioraspolozivost.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

ATR — metoda priguSene totalne refleksije

BCS — Biofarmaceutski sustav klasifikacije

CD — ciklodekstrin

CE — uc¢inkovitost kompleksiranja

DMBCD - dimetil-B-ciklodekstrin

DSC — diferencijalna pretrazna kalorimetrija
ESI- ionizacija elektrorasprSenjem

FTIR — infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama
HBuBCD — hidroksibutil-B-ciklodekstrin
HPBCD — 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin
HPLC — teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti
IR — infracrvena spektroskopija

LAG — mljevenje uz dodatak otapala

LOD — granica detekcije

LOQ — granica kvantifikacije

LOR - loratadin

MeBCD — metil-B-ciklodekstrin

MeOH — metanol

MS — spektrometrija mase

NG — suho mljevenje

NMR — nuklearna magnetska rezonanca

PM - fizi¢ka mjeSavina

RAMEB — nasumi¢no metilirani -ciklodekstrin
SBEBCD - sulfobutileter-B-ciklodekstrin

SCF — superkriti¢ni fluid

USFDA — americka agencija za hranu i lijekove
UV/Vis — ultraljubicasto/vidljivo
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§8. DODATAK

8.1.

8.1.1. Loratadin

Spektri snimljeni FTIR tehnikom
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Slika D1. Transmisijski IR spektri LOR pripremljenog u mlinu (M) i mijeSanjem u tarioniku

(PM).
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Xiv

Tablica D1. Asignacija vrpci LOR pripremljenog u mlinu (M) i mijeSanjem u tarioniku (PM).

Valni broj / em™!

Asignacija
LORM LOR PM
2982 2983 vas C-H
2923 2923 vas C-H
2881 2881 vs C-H
2864 2864 vas C-H
1702 1702 v C=0
1644 1643 v C=N
1580 1580 v C=C
1560 1560 v C=C
1473 1473 v C=C
1434 1434 v C=C
1323 1323 da C-H
1276 1274 v C-O
1226 1226 v C-O
1116 1116 v C-Cl
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§ 8. Dodatak XV

8.1.2. p-ciklodekstrin i 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin
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Slika D2. Transmisijski IR spektri B-CD (a) 1 HPBCD (b) pripremljenih u mlinu (M) i

mijeSanjem u tarioniku (PM).
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xvi

Tablica D2. Asignacija vrpci B-CD 1 HPBCD pripremljenih u mlinu (M) i mijeSanjem u

tarioniku (PM).
Valni broj / cm™!
p-CDM HPBCD M Asignacija

M PM M PM
3395 3395 3404 3404 vO-H

- - 2970 2970 Vas C—H
2929 2925 2929 2929 Vas C-H
1643 1641 1651 1647 8 O-H

- - 1461 1458 8sc CHz
1417 1417 1411 1413 5 0-H
1368 1369 1372 1374 8s CH3
1335 1335 1334 1335 8s CH>
1302 1303 1299 1300 Sow CHz
1241 1248 1245 1246 v C-O
1201 1199 1203 1203 v C-O
1157 1157 1157 1157 v C-0-C
1080 1080 1084 1084 vC-C+vC-O0
1028 1030 1034 1034 vC-C +vC-0
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xvii

8.1.3. Kompleksi loratadina i p-ciklodekstrina

Transmitancija

b -

4000

3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800
valni brojicm’

Slika D3. Transmisijski IR spektri LOR, B-CD, i smjese LOR/B-CD pripremljene mijeSanjem

u tarioniku (PM) 1 u mlinu bez (NG) 1 s dodatkom male koli¢ine etanola (LAG) u rasponu

valnih brojeva 4000-600 cm™'.
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8.1.4. Kompleksi loratadina i 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina
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Slika D4. Transmisijski IR spektri LOR, HPBCD, i smjese LOR/HPBCD pripremljene
mijesanjem u tarioniku (PM) i u mlinu bez (NG) i s dodatkom male koli¢ine etanola (LAG) u

rasponu valnih brojeva 4000-600 cm™'.
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§ 8. Dodatak Xix

8.2. Spektri snimljeni ATR tehnikom

8.2.1. Loratadin
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Slika D5. ATR spektri LOR pripremljenog u mlinu (M) i mijeSanjem u tarioniku (PM) te bez
obrade (C).
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XX

Tablica D3. Asignacija vrpci LOR pripremljenih u mlinu (M), mijeSanjem u tarioniku (PM) te

bez obrade (C).
Valni broj / em™!
Asignacija
LORM LOR PM LORC
2982 2982 2981 vas C-H
2923 2924 2924 vas C-H
2880 2880 2880 vs C-H
2862 2862 2862 vs C-H
1697 1699 1699 v C=0
1644 1645 1643 v C=N
1579 1578 1578 v C=C
1560 1560 1560 v C=C
1473 1473 1473 v C=C
1432 1433 1433 v C=C
1322 1321 1321 0. C-H
1274 1274 1274 vC-O
1220 1219 1219 vC-O
1114 1114 1113 v C—Cl
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§ 8. Dodatak xxi

8.2.2. p-ciklodekstrin i 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin
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Slika D6. ATR spektri B-CD (a) i HPBCD (b) pripremljenih u mlinu (PM), mijeSanjem u
tarioniku (PM) te bez obrade (C).
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Tablica D4. Asignacija vrpci B-CD i HPBCD pripremljenih u mlinu (M), mijeSanjem u
tarioniku (PM) te bez obrade (C).

Valni broj / em™!

B-CD HPBCD Asignacija

M PM C M PM C
3293 3293 3293 3344 3344 3291 vO-H

- - - 2972 2972 2972 vas C-H
2922 2926 2925 2925 2925 2916 vas C-H
1637 1643 1645 1647 1647 1645 § O-H

- - - 1457 1455 1455 8se CHz
1413 1413 1414 1415 1417 1415 8a O-H
1363 1366 1366 1373 1372 1366 3s CH3
1336 1332 1332 1335 1333 1333 3s CH3
1298 1298 1296 1297 1298 1296 Sow CHz
1239 1241 1241 1244 1244 1242 vC-0
1205 1205 1205 1207 1207 1204 vC-0
1151 1151 1151 1149 1149 1151 vC-0-C
1076 1076 1076 1080 1080 1078 vC-C+vC-O
1020 1020 1020 1018 1018 1020 vC-C+vC-0
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§ 8. Dodatak xxiii

8.2.3. Kompleksi loratadina i p-ciklodekstrina
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Slika D7. ATR spektri LOR, B-CD, i smjese LOR/B-CD pripremljene mijeSanjem u tarioniku
(PM) 1 u mlinu bez (NG) 1 s dodatkom male koli¢ine etanola (LAG) u rasponu valnih brojeva

4000600 cm™'.
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§ 8. Dodatak Xxiv

8.2.4. Kompleksi loratadina i 2-hidroksipropil-f-ciklodekstrina
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Slika D8. ATR spektri LOR, HPBCD, i smjese LOR/HPBCD pripremljene mijeSanjem u
tarioniku (PM) 1 u mlinu bez (NG) i s dodatkom male koli¢ine etanola (LAG) u rasponu
valnih brojeva 4000-600 cm™'.
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