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Proucavanje ravnoteZa u heterogenim sistemima tricikli¢nih antidepresiva: uticaj agregacije i
sastava Cvrste faze na rastvorljivost

Sazetak:

Cilj ove doktorske disertacije bio je razvoj metode koja ¢e omoguditi tacno i precizno
odredivanje termodinamicke rastvorljivosti i definisanje ravnoteza u heterogenim sistemima nekih
tricikli¢nih antidepresiva (desipramin, nortriptilin, imipramin i amitriptilin) u prisustvu fosfata i/ili
hlorida. Rastvorljivost tricikli¢nih antidepresiva u zavisnosti od pH vrednosti na 25+1 ° C odredena
je primenom pH-Ramp shake—flask metode, razvijene tokom izrade ove teze. Koncentracije
jedinjenja u rastvoru odredene su pomoéu HPLC-UV/VIS metode. Cvrsta faza analizirana je
primenom elementalne analize, termogravimetrijske analize, diferencijalne skenirajuce kalorimetrije
i difrakcije X-zraka praha. Kritiéne micelarne koncentracije imipramina i amitriptilina odredene su
primenom konduktometrijskih titracija. Degradacija imipramina i amitriptilina u baznoj sredini
analizirana je pomoc¢u UV/VIS spektrofotometrije i HPLC-UV/VIS metode. Koncentracione
ravnotezne konstante (lrer 0,15 M, 25 ° C) — sopstvene rastvorljivosti, proizvodi rastvorljivosti soli,
konstante gradenja kompleksa i1 konstante agregacije, izraCunate su pomocu programa pDISOL—-
X™ . Prime¢eno je da desipramin i nortriptilin grade katjonske i anjonske komplekse sa
komponentama fosfatnog pufera, dok imipramin i amitriptilin formiraju agregate, $to dovodi do
povecéanja rastvorljivosti tricikliénih antidepresiva. U zavisnosti od sastava suspenzije i dizajna
eksperimenta triciklicni antidepresivi taloze se u obliku hloridnih ili fosfatnih soli ili u
molekulskom obliku. Rezultati pokazuju da pH—Ramp shake—flask metoda ima veliki potencijal u
proucavanju pH-zavisne rastvorljivosti i da u kombinaciji sa metodama za karakterizaciju ¢vrste
faze moze biti veoma korisna u razli¢itim fazama dizajna i razvoja lekova.

Klju¢ne reci: rastvorljivost, pH—Ramp shake—flask metoda, desipramin, nortriptilin, imipramin,
amitriptilin, fosfatne soli, hloridne soli, fosfatni kompleksi, agregacija
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UZa naucna oblast: Analiticka hemija



Study of equilibria in tricyclic antidepressant heterogeneous systems: influence of aggregation
and the solid phase composition on solubility

Abstract:

The aim of this doctoral dissetation was development of the new method for thermodynamic
solubility determination which can provide accurate and precise data and description of equilibria in
tricyclic antidepressant (desipramine, nortriptyline, imipramine and amitriptyline) heterogeneous
systems containing phosphate and/or chloride ions. The solubility of tricyclic antidepressant at 251
°C as a function of pH was determined using pH-Ramp shake—flask method, developed as a results
of this dissertation. Concentration was measured by HPLC-UV/VIS method. The solid phases were
characterized using elemental, thermogravimetric, differential scanning calorimetric, and powder X-
ray diffraction analyses. Conductivity measurements were used for critical micelle concentration
determination. Degradation of imipramine and amitriptyline in alkaline media was investigated by
UV/VIS spectrophotometry and HPLC-UV/VIS method. Concentration thermodynamic constants
(lef 0,15 M, 25° C) — intrinsic solubilities, solubility products, complexation and aggregation
constants, were refined using the computer program pDISOL—X™. Cationic and anionic phosphate
complex formation was observed in heterogeneous systems of desipramine and nortriptyline, but
self-aggregation was observed in heterogeneous systems of imipramine and amitriptyline, leading
to increased solubility of tricyclic antidepressant. Depending on suspension composition and
experimental design, tricyclic antidepressant can precipite as chloride and phosphate salts or free
base. pH-Ramp shake—flask method in combination with solid state characterization methods can
be powerful technique in pH-dependent solubility investigation and can provide high-quality data
that can be useful in drug research.

Key words: solubility, pH-Ramp shake—flask method, desipramine, nortriptyline, imipramine,
amitriptyline, phosphate salts, chloride salts, phosphate complexes, aggregation
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| UVOD

Dizajn i razvoj lekova veoma je vazan proces koji omogucava leCenje razlicitih bolesti i
poboljsanje zdravstvenog stanja pacijenata [1]. Potrebno je mnogo vremena, finansijskih sredstava i
znanja iz razli¢itih oblasti nauke i tehnike kako bi se proizveli efikasni i bezbedni lekovi. Isplativo
ulaganje resursa farmaceutskih kompanija u istrazivanje i razvoj postize se pravilnim izborom
potencijalno bioloski aktivnih supstanci u $to ranijoj fazi procesa dizajna i razvoja lekova [2].
Prime¢eno je da su neodgovaraju¢a ADME svojstva (apsorpcija, distribucija, metabolizam,
eliminacija), niska efikasnost i1 toksi¢nost glavni razlozi odbacivanja potencijalnih lekova u
pretklinickim ispitivanjima [3]. U skladu sa tim, definisanje farmakokinetickog profila supstanci
(ADME svojstva) postalo je obavezno u pocetnoj fazi istrazivanja. Kako ADME svojstva
potencijalno bioloski aktivnih supstanci zavise od fizi¢ko-hemijskog profila, fizicko-hemijska
karakterizacija supstanci postala je znacajan deo istraZivanja u procesu dizajna i razvoja novih
lekova [1]. Fizi¢ko-hemijski profil supstanci obuhvata odredivanje kiselinskih konstanti,
rastvorljivosti, lipofilnosti i permeabilnosti.

Rastvorljivost je jedan od najvaznijih fizicko-hemijskih parametara, koji osim uticaja na
ADME svojstva supstanci, odreduje tok procesa formulacije lekova i optimizacije proizvodnje
lekova [1, 4, 5]. Pored permeabilnosti, rastvorljivost se koristi za biofarmaceutsku klasifikaciju
supstanci. Zbog velikog znacaja rastvorljivosti u procesu dizajna i razvoja lekova, neophodni su
ta¢ni i precizni podaci o rastvorljivosti aktivnih farmaceutskih komponenti (AFK).

Eksperimentalno odredivanje rastvorljivosti podrazumeva izraCunavanje koncentracije
ispitivanog jedinjenja u zasi¢enom rastvoru na osnovu analitickog signala dobijenog razli¢itim
metodama [3]. lako ova procedura izgleda jednostavno, postoji mnogo faktora koji uti¢u na
rastvorljivost i o kojima se mora voditi racuna tokom eksperimentalnog rada i tumacenja rezultata.
Medutim, u literaturi postoji mnogo nepouzdanih podataka o rastvorljivosti bez jasno definisanih
eksperimentalnih uslova odredivanja. To otezava poredenje rezultata i onemogucava formiranje
pouzdanih baza podataka koje se mogu Koristiti u programima za predvidanje rastvorljivosti.

Cilj ove doktorske disertacije bio je razvoj metode koja ¢e omoguditi tacno 1 precizno
odredivanje termodinamicke rastvorljivosti i definisanje postoje¢ih ravnoteza u heterogenim
sistemima nekih tricikli¢nih antidepresiva (TCA): desipramina (Ds), nortriptilina (Nor), imipramina
(Im) i amitriptilina (Am). Tokom izrade ove doktorske disertacije, osmisljena je pH-Ramp shake—
flask metoda [6 — 13], koja je koriS¢ena za odredivanje termodinamicke rastvorljivosti triciklicnih
antidepresiva u zavisnosti od pH vrednosti, na 25+1 ° C u suspenzijama TCA koje sadrze fosfate i
hloride. Takode, termodinamicka rastvorljivost odredena je u heterogenim sistemima TCA koji
sadrZe fosfate 1 heterogenim sistemima TCA koji sadrze hloride.

Koncentracije jedinjenja u rastvoru odredene su pomocu visoko-efikasne te¢ne hromatografije
(HPLC) sa UV/VIS detekcijom. Cvrsta faza (talog) analizirana je upotrebom elementalne analize,
termogravimetrijske analize (eng. thermogravimetric analysis, TGA), diferencijalne skenirajuce
kalorimetrije (eng. differential scanning calorimetry, DSC) i difrakcije X-zraka praha (eng. powder
X-ray diffraction, PXRD). Nastajanje agregata u kiseloj sredini proucavano je primenom
konduktometrijskih titracija. Degradacija imipramina i amitriptilina u baznoj sredini analizirana je
pomocu UV/VIS spektrofotometrije i HPLC-UV/VIS metode. Ravnotezne konstante u heterogenim
sistemima triciklicnih antidepresiva dobijene su obradom eksperimentalnih podataka u programu
pDISOL-X™ (in-ADME Research).

Eksperimentalne procedure primenjene u ovoj doktorskoj disertaciji, osmisljene su u skladu sa
detaljnim preporukama za odredivanje rastvorljivosti, opisanim u literaturi [14], zbog Cega se
1
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ocekuje visok kvalitet dobijenih eksperimentalnih rezultata. Koris¢enje pH—Ramp shake—flask
metode u kombinaciji sa ostalim navedenim metodama, moze olakSati proucavanje slozenih
ravnoteza u heterogenim sistemima aktivnih farmaceutskih komponenti i pokazati uticaj razlicitih
vrsta agregacije (nastajanje agregata i kompleksa) i sastava ¢vrste faze na rastvorljivost.
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I1 OPSTI DEO

Vecina bioloski aktivnih 1 potencijalno bioloski aktivnih supstanci su u vodi slabo rastvorljiva
jedinjenja koja sadrze jonizujuée funkcionalne grupe [3]. Takve supstance su Cesto povrSinski
aktivne, odnosno mogu da formiraju razliite vrste agregata, Sto povecava njihovu rastvorljivost
[15 — 31]. Prezasiceni rastvori obi¢no nastaju blizu faznog prelaza soli u kiselinu/bazu (ili obrnuto)
u ¢vrstoj fazi. Osim toga, rastvorljivost povrsinski aktivnih jedinjenja vrlo je osetljiva na promene u
temperaturi [3, 5]. Ukoliko su povrsinski aktivne supstance baze, u baznoj sredini moze se ocekivati
izdvajanje ovih jedinjenja u obliku ulja, koja imaju vecu rastvorljivost u odnosu na kristalni talog
[17, 30]. Merenje pH vrednosti moze biti otezeno ako se izdvojeno ulje adsorbuje na elektrodu [9].
Isto tako, adsorpcija ulja na magnet mesalice, potencijalno ¢ini meSanje suspenzije nepouzdanim i
usporava postizanje ravnoteze.

Tricikli¢ni antidepresivi su slabo rastvorljiva, jonizujuca i povrSinski aktivna jedinjenja [3].
Eksperimentalno odredivanje rastvorljivosti TCA 1 tumacenje dobijenih rezultata otezano je gore
navedenim problemima. lako u literaturi postoje podaci o rastvorljivosti TCA, nema podataka o
¢vrstoj fazi izdvojenoj u suspenzijama TCA. Kako bi se dobila kompletna slika o ravnotezama u
nekom heterogenom sistemu, potrebno je analizirati i te¢nu i ¢vrstu fazu. Kao model jedinjenja
izabrani su slede¢i tricikli¢ni antidepresivi: desipramin, nortriptilin, imipramin i amitriptilin.
Rastvorljivost navedenih TCA odredena je primenom pH-Ramp shake—flask metode, koja je
osmisljena tokom izrade ove doktorske disertacije [6 — 13].

U Opstem delu doktorske disertacije prvo je dat pregled objavljenih podataka o rastvorljivosti i
kriticnim micelarnim koncetracijama izabranih tricikliénih antidepresiva. Nakon toga, date su
definicije rastvorljivosti i istaknut je znacaj odredivanja rastvorljivosti. Zatim, opisan je uticaj
razli¢itih faktora na odredivanje rastvorljivosti: pH vrednost, temperatura, jonska sila, rastvarac,
sastav ¢vrste faze, koli¢ina ¢vrste faze u visku, vreme uspostavljanja ravnoteze (faza mesanja i faza
sedimentacije), na¢in razdvajanja faza [1 — 3, 5, 14, 30, 32]. Posle toga, dat je pregled metoda za
odredivanje rastvorljivosti: shake—flask [4, 5, 33 — 37], minijaturizovana shake—flask [38], small-
scale shake—flask [39], Dissolution template titracija (DTT) [40 — 42], Chasing equilibrium
Solubility (ChegSol) [4, 33, 36, 43, 44], Facilitated Dissolution [45 — 47], Micro Dissolution
(UDISS metoda) [48 — 50]. Onda, dati su osnovni podaci o kriticnoj micelarnoj koncentraciji
(KMK) — definicija, uticaj razli¢itih faktora na vrednosti KMK i metode za odredivanje KMK. Na
kraju, opisane su metode za karakterizaciju ¢vrste faze: termogravimetrijska analiza, diferencijalna
skenirajuca kalorimetrija i difrakcija X-zraka praha.

I1.1 Ispitivana jedinjenja

Depresija je afektivni poremecaj, koji prema monoaminskoj teoriji iz 1965. godine nastaje kao
posledica funkcionalnog deficita monoaminskih transmitera (noradrenalin i/ili 5-hidroksitriptamin)
u odredenim delovima centralnog nervnog sistema [51]. Status monoaminske teorije se menjao
tokom godina prema otkricima dobijenim u razli¢itim farmakoloskim, biohemijskim 1
neuroendokrinim studijama. Otkriveno je vise dokaza koji podrzavaju ovu teoriju, ali i vise
nepravilnosti. TeSko¢e u razumevanju depresije na nivou neurohemijskih mehanizama uzrokovane
su nedostatkom odgovaraju¢eg modela na zivotinjama, koji potpuno opisuje klini¢ko stanje
depresije kod ljudi.
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Kod pacijenata, depresija se moze prepoznati po slede¢im simptomima: usporenost misli i
delovanja, poremecaj sna, gubitak apetita, gubitak libida, nedostatak samopouzdanja (osecaj krivice,
neadekvatnosti i ruznoce), gubitak motivacije, neodluc¢nost, pesimizam, ojadenost i apatija [51].
Poboljsanje navedenih emocionalnih i biolo$kih simptoma postize se upotrebom razli¢itih tipova
antidepresiva:

a) inhibitori preuzimanja monoamina [triciklicni antidepresivi (neselektivni ili noradrenalin-
selektivni inhibitori preuzimanja monoamina), selektivni inhibitori preuzimanja serotonina i ostali
inhibitori],

b) inhibitori monoaminooksidaze,
c) razni antidepresivi (neselektivno blokiraju receptore, nedovoljno objasnjeno dejstvo).

Tricikli¢ni antidepresivi (TCA) imaju Siroku primenu u terapiji depresije, uprkos tome $to
spadaju u prvu generaciju antidepresiva i imaju viSe nezeljenih efekata od novih lekova [51].
Njihovo dejstvo zasniva se na inhibiciji preuzimanja noradrenalina i/ili 5-hidroksitriptamina u
nervne zavrsetke, ¢cime omogucavaju monoaminsku transmisiju. Ovaj efekat je bio jedan od osnova
za razvoj monoaminske teorije.

U ovoj doktorskoj disertaciji, ispitivane su ravnoteze u heterogenim sistemima sledecih
tricikli¢nih antidepresiva: desipramina, nortriptilina, imipramina i amitriptilina (Slika 1).

L0 O

NH ‘

desipramin nortriptilin
(3-(5,6-dihidrobenzo[b][1]benzazepin-11-il)-N- (N-metil-3-(2-triciklo[9.4.0.0°"]pentadeka-
metilpropan-1-amin) 1(15),3,5,7,11,13-heksaenildien)propan-1-amin)
L0 o8
I "
imipramin amitriptilin

(3-(5,6-dihidrobenzo[b][1]benzazepin-11-il)-N,N- (N,N-dimetil-3-(2-triciklo[9.4.0.0**]pentadeka-
dimetilpropan-1-amin) 1(15),3,5,7,11,13-heksaeniliden)propan-1-amin)

Slika 1. Strukture ispitivanih tricikli¢nih antidepresiva
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Prema kiselinsko-baznim karakteristikama, proucavani TCA su slabe baze. Osnovni fizicko-
hemijski parametri (kiselinska konstanta, pK, sopstvena rastvorljivost, -logSp, i particioni
koeficijent (oktanol — voda), logP i logD), prikazani su u Tabeli 1 [3].

Tabela 1. Fizi¢ko-hemijski parametri prouc¢avanih TCA (kiselinska konstanta, pK, sopstvena
rastvorljivost®, -logS, i particioni koeficijent (oktanol — voda), logP i logD) [3].

jedinjenje pKa+SD uslovi odredivanja pK, -logSy logP logD
desipramin  10,28+0,03 26 ° C, 1=0,15 M, H,O 3,81 3,79 0,34
nortriptilin -~ 10,13+0,06 26 ° C, 1=0,15 M, MeOH/H,0" 4,18 4,39 1,17
imipramin ~ 9,52+#0,03  25° C, 1=0,15 M, MeOH/H,0" / 4,39 0,47
amitriptilin 9,49° 25° C, 1=0,15 M* 5,19 4,61 0,16

2 Dissolution Template Titration metoda: 25 ° C, 1=0,15 M (KCI). S je izrazena u jedinicama mol/L.
P Konstanta je dobijena ekstrapolacijom iz smese metanol — voda.

¢ Nema podataka o tipu odredivanja.

Sopstvene rastvorljivosti TCA, prikazane u Tabeli 1, odredene su potenciometrijski pomocu
Dissolution Template Titration metode. U literaturi postoje podaci o rastvorljivosti ovih jedinjenja,
dobijeni pomocu razli¢itih metoda [4, 19, 39, 52, 53], ali ¢vrsta faza nije analizirana ni u jednoj od
ovih studija.

Green je odredio sopstvenu rastvorljivost desipramina (logSo=-3,66), imipramina
(logSo=-4,19) i amitriptilina (logSo=-4,46) na 24 ° C, pomo¢u shake—flask metode i turbidimetrije
[19]. Rezultate je izrazio kao srednju vrednost rastvorljivosti, dobijenih pomoc¢u navedenih metoda,
iako je vrednost dobijena shake—flask metodom uvek bila niza od vrednosti dobijene
turbidimetrijski  (vrednost dobijena turbidimetrijom predstavlja kineticku rastvorljivost, ne
termodinamicku [3]).

Bergstrom i saradnici primenili su small-scale shake—flask metodu za odredivanje profila
rastvorljivosti desipramin-hidrohlorida (u pH intervalu 1,4 — 11,2) na 22,5 ° C u 0,15 M fosfatnom
puferu [39]. Eksperimentalno dobijene vrednosti rastvorljivosti ne odgovaraju teorijskom profilu
izraCunatom na osnovu Henderson — Hasselbalch-ove (HH) jednacine. Nagib pravolinijskog dela
dijagrama iznosi -0,6 (nagib pravolinijskog dela profila rastvorljivosti baze je -1 prema HH
jednacini) a tacka infleksije oko 7,5 (niza vrednost od stvarne pK; odredene nezavisnom metodom).
Rastvorljivost na pH 11,2 uzeta je kao vrednost sopstvene rastvorljivosti (logSy=-3,90). Avdeef je
analizirao podatke iz ovog rada 2014. godine pomocu programa pDISOL—X™ [54]. PredlozZio je
model prema kome dolazi do gradenja neutralnih agregata u baznoj sredini, talozenja fosfatne soli
desipramina (DsH)H,POu() na pH<S, talozenja desipramina (baze) na pH>5 i izra¢unao vrednost
sopstvene rastvorljivosti 10gSy=-6,40. Veca rastvorljivost na pH~10 od ocekivane, kao i znacajna
razlika u vrednostima logS, dobijenih eksperimentalno i pomocu programa pDISOL-X™, bile su
jedan od razloga detaljnijeg proucavanja heterogenih sistema desipramin-hidrohlorida u fosfatnom
puferu u okviru nase istrazivacke grupe.

Box i saradnici odredili su sopstvene rastvorljivosti imipramina (logSe=-4,21+0,01) i
nortriptilina (logSe=-3,99+0,02) u 0,15 M KCI na 25 °C pomocu ChegSol metode [4]. Radi
poredenja, vrednosti 10gSy odredene su i shake—flask metodom na pH 11,50 u Britton—Robinson
puferu: imipramin (logSe=-4,11+0,06) i nortriptilin (logSe=-3,73+0,01).

Llinas i saradnici objavili su vrednosti sopstvene rastvorljivosti desipramina (logSy=-3,63),
nortriptilina (logSe=-4,02) i amitriptilina (logSy=-4,55), dobijene ChegSol metodom u 0,15 M KClI
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na 25 °C, kao deo on-line izazova u predvidanju rastvorljivosti, koji su autori organizovali u
casopisu Journal of Chemical Information and Modeling [52].

U okviru istrazivanja o permeabilnosti nortriptilina, Melero i saradnici koristili su shake—flask
metodu za odredivanje rastvorljivosti nortriptilina na 32 °C u fosfatnom puferu (nema podataka o
totalnoj koncentraciji) pH 5,5 (logS =-0,98) i 7,4 (logS =-2,56) [53].

Ispitivani tricikli¢ni antidepresivi (desipramin, nortriptilin, imipramin i amitriptilin) opisani Su
kao ChegSol non—chaser molekuli [4, 44]. Za CheqSol non—chaser molekule karakteristi¢na Su
sledeca svojstva: ne grade prezasicene rastvore; brzo se taloze, a sporo rastvaraju; najcesce su baze;
imaju niske tacke topljenja, na 25 °C obi¢no su te¢ni ili amorfni; rastvorljivost se ne menja ili opada
sa porastom temperature; ¢esto su povrsinski aktivni.

Povrsinska aktivnost prou¢avanih TCA poti¢e od njihove strukture (Slika 1), koja sadrzi
tricikli¢ni sistem sa ugljovodoni¢nim nizom (nepolarni deo), na ¢ijem kraju se nalazi sekundarna ili
tercijarna amino grupa (polarni deo) [55 — 65]. Fleksibilnost nepolarnog dela ovih molekula vrlo je
vazna za proces formiranja micela u rastvoru, kao i ¢injenica da tricikli¢ni sistem nije planaran [55].
Planarne aromati¢ne stukture sa kratkim ugljovodoni¢nim lancem (rigidne strukture) ne pokazuju
micelarno ponaSanje U rastvoru, odnosno agregati nastaju slaganjem jednog monomera na drugi ili
na grupu povezanih monomera (stacking—type association). Pokazano je da ugao izmedu dve
fenilne grupe u tricikli¢nom sistemu ne utice samo na micelarno ponaSanje jedinjenja, ve¢ je od
znacaja 1 za bioloSku aktivnost [56]. Antidepresivno dejstvo jedinjenja dominantno je ukoliko je
ugao koji zaklapaju fenilne grupe (prstenovi) manji od 180° . Medutim, tricikli¢ni planarni sistem
uslovljava neurolepticku aktivnost.

Attwood i Gibson su 1978. godine konduktometrijski odredili kriticne micelarne koncentracije
DsHCI (0,057 mol/kg), ImHCI (0,048 mol/kg) i AmHCI (0,044 mol/kg) u vodenom rastvoru na
30 ° C (navedene vrednosti se slazu sa vrednostima dobijenim light-scattering metodom), dok je
KMK nortriptilina odredena samo light-scattering metodom (0,023 mol/kg) [55]. Junquera i
saradnici su 2001. objavili kritiéne micelarne koncentracije u vodenom rastvoru na 25 °C, odredene
takode konduktometrijski: DsHCI (56,3+0,2 mM), ImMHCI (56,7+0,2 mM) i AmHCI (43,7£0,2 mM)
[56]. Ve¢e KMK vrednosti DsHCI i ImHCI u odnosu na AmHCI, objasnjene su ve¢om polarnoscu
desipramina i imipramina, koji sadrze azot u alifaticnom prstenu. Prisustvo sekundarne (Ds) ili
tercijarne (Im i Am) amino grupe uticalo je na stepen disocijacije agregata u rastvoru: desipramin
(63%), imipramin i amitriptilin (56% i 58%). Osim navedenih, u literaturi su prikazane KMK
vrednosti tricikli¢nih antidepresiva odredene pod razli¢itim eksperimentalnim uslovima [57 — 59,
63 — 65].

11.2 Definicije i izraZzavanje rastvorljivosti

Rastvorljivost je fizicko-hemijsko svojstvo, koje odreduje maksimalnu koncentraciju rastvorene
supstance u nekom rastvaracu [1]. Uprkos jednostavnoj osnovnoj definiciji, u literaturi postoji
nekoliko specifi¢nih definicija i nadina izraZzavanja rastvorljivosti.

Termodinamic¢ka (ravnotezna) rastvorljivost predstavlja koncentraciju supstance u
zasi¢enom rastvoru u uslovima kada je u sistemu postignuta ravnoteza izmedu rastvora i taloga [1].
ZasiCeni rastvori, u kojima je postignuto ravnotezno stanje izmedu rastvora i kristalnog taloga su
termodinamicki stabilni sistemi [2]. Kada je u rastvoru rastvoreno viSe supstance nego §to je
oc¢ekivano na osnovu termodinamicke rastvorljivosti, nastaje prezasic¢en rastvor. Prezasiceni rastvori
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su termodinamicki nestabilni sistemi, koji imaju tendenciju da kristaliSu, kako bi se uspostavilo
ravnotezno stanje. Rastvori mogu biti i nezasi¢eni. To su rastvori u kojima je rastvoreno manje
supstance nego $to je definisano termodinamickom rastvorljivo$¢éu, odnosno, koncentracija
rastvorene supstance je manja nego u zasi¢enom rastvoru.

Ukoliko rastvorena supstanca sadrzi funkcionalne grupe koje mogu da jonizuju u rastvoru,
termodinamicka rastvorljivost se moze definisati na dva nacina, kao sopstvena i kao ukupna
rastvorljivost [1]. Sopstvena rastvorljivost (So) predstavlja termodinamicku rastvorljivost
molekulskog oblika kiseline (HA), baze (B) ili amfolita (HX) na pH vrednostima na kojima je
stepen jonizacije supstance zanemarljiv. Sopstvena rastvorljivost je najniza rastvorljivost
jonizujuc¢eg jedinjenja. Ukupna rastvorljivost (S) je termodinamicka rastvorljivost jonizujuéeg
jedinjenja koja predstavlja zbir koncentracija svih rastvorenih oblika (jonizovanih i molekulskog) u
kojima se jedinjenje nalazi na odredenoj pH vrednosti.

Kineti¢ka rastvorljivost predstavlja koncentraciju supstance u trenutku pojave taloga,
prilikom dodavanja malih zapremina 10 — 20 pg/mL rastvora jedinjenja (rastvorenog u
dimetil-sulfoksidu (DMSQ)) u rastvor pufera [1]. Razlog ovakvoj definiciji je uobiCajen nacin
Cuvanja novih supstanci U ranoj fazi otkri¢a lekova — supstance se ¢uvaju kao rastvori u DMSO-u.
Dimetil-sulfoksid je prakti¢an za upotrebu zbog nekoliko vaznih svojstava: dobro rastvara i polarna
I nepolarna jedinjenja, ima visoku tacku kljucanja (189 °C) koja sprecava lako isparavanje tokom
odmeravanja mikrolitarskinh zapremina rastvora, mesa se sa vodom U Svim proporcijama [66].
Vrednost kineti¢ke rastvorljivosti obi¢no je veca od vrednosti termodinamicke rastvorljivosti [1]. U
uslovima odredivanja kineticke rastvorljivosti u ispitivanom sistemu nije postignuto
termodinamicko ravnotezno stanje. Talog izdvojen na pocetku eksperimenta obi¢no je u amorfnom
ili metastabilnom kristalnom obliku i1 ima vecu rastvorljivost u odnosu na termodinamicki
najstabilniji kristalni oblik [2].

Na osnovu navedenih definicija, moze se =zakljuciti da je ravnotezna rastvorljivost
termodinamicka konstanta, koja se moze smatrati karakteristikom jedinjenja na odredenoj
temperaturi i pritisku; kinetiCka rastvorljivost ne predstavlja termodinamicku konstantu jer u
uslovima u kojima se odreduje, u sistemu nije postignuto ravnotezno stanje [1].

Rastvorljivost se moze izraziti na nekoliko na¢ina: u jedinicama molariteta (mol/L), molaliteta
(mol/kg), kao molski ili maseni udeo, kroz odnos masa/zapremina (mg/mL, pg/mL) i sli¢no [14].
Kada se rastvorljivost odreduje na razli¢itim temperaturama ili u vrlo viskoznim rastvorima, obi¢no
se koristi molalitet, molski udeo ili maseni udeo [14, 32]. U nekim granama industrije, prakti¢no je
koristiti jedinice mg/mL, pg/mL i sli¢no, zbog brze pripreme Zeljenih rastvora ili suspenzija (bez
dodatnih proracuna).

U ovoj disertaciji rastvorljivost je izrazena u jedinicama mol/L. Rezultati su graficki prikazani
kao funkcija logaritma koncentracije (logS) od pH vrednosti rastvora. Nije bilo prakti¢no prikazati
rezultate u obliku S—pH dijagrama, jer su ispitivana jedinjenja jonizuju¢a pa se vrednost
rastvorljivosti menja sa promenom pH vrednosti rastvora za nekoliko redova veli¢ine [14].
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11.3 Znacaj odredivanja rastvorljivosti u ranoj fazi dizajna i razvoja lekova

Rastvorljivost je jedan od najvaznijih fizi¢ko-hemijskih parametara, koji se koristi u procesu
dizajna i razvoja lekova [1]. Na osnovu fizicko-hemijske karakterizacije, koja obuhvata odredivanje
rastvorljivosti, kiselinskih  konstanti, lipofilnosti i permeabilnosti, mogu se predvideti
farmakokineticke osobine potencijalno bioloski aktivnih molekula (apsorpcija, distribucija,
metabolizam 1 eliminacija). Farmakokineticki profil supstance, zajedno sa farmakodinamickim
profilom, u velikoj meri odreduje uspesnost primene odredenog leka u terapeutske svrhe. Podaci o
rastvorljivosti vazni su i U procesu formulacije leka i optimizacije proizvodnje leka [4, 5].

Stepen i brzinu apsorpcije oralno unetih lekova u digistivnom traktu odreduju rastvorljivost i
permeabilnost [67, 68]. Da bi oralno uzet lek pokazao farmaceutsko dejstvo, prvo mora da se
rastvori u gastrointestinalnoj te¢nosti, zatim treba da prode kroz intestinalni zid i dospe u cirkulaciju
[68]. Nakon toga, transportuje se do mesta delovanja, gde izaziva odredeni farmakoloski odgovor.
Poznavanjem rastvorljivosti i permeabilnosti, moguce je predvideti da li je neki lek pogodan za
oralnu upotrebu, S§to je osnovna ideja Biofarmaceutskog klasifikacionog sistema
(Biopharmaceutical Classification System (BCS)) [1]. Prema BCS sistemu, lekovi se dele u 4 klase
prema rastvorljivosti i permeabilnosti:

klasa 1 klasa 2
visoka rastvorljivost niska rastvorljivost
visoka permeabilnost visoka permeabilnost

klasa 3
visoka rastvorljivost
niska permeabilnost

Posmatranjem cetiri BCS klase lekova, jasno je da brzinu apsorpcije u digestivnom traktu
ograni¢avaju sledec¢i faktori: brzina rastvaranja (lekovi iz klase 1), niska rastvorljivost (lekovi iz
klase 2) i niska permeabilnost (lekovi iz klase 3) [1]. Lekovi iz klase 4 imaju nepovoljnu i
rastvorljivost i permeabilnost. Vecina lekova (priblizno 85%) koji se danas nalaze u upotrebi ima
vrednosti rastvorljivosti logS u opsegu (-1) — (-5) (S u mol/L), §to se moze smatrati kompromisom
izmedu polarnosti supstance potrebne za odgovarajucu rastvorljivost 1 hidrofobnosti supstance
potrebne za odgovarajué¢u permeabilnost [69].

Prilikom predvidanja brzine i stepena apsorpcije supstanci u digestivnom traktu, ne treba
zaboraviti uticaj sastava digestivnog trakta na rastvorljivost, brzinu rastvaranja, lipofilnost i
permeabilnost [34, 68]. Priprema razliitih biorelevantnih rastvora, koji u vecoj ili manjoj meri
odgovaraju sastavu digestivnog trakta u gladnom ili sitom stanju, opisana je u literaturi [34, 66, 70].
Nekada se povecanje rastvorljivosti u digestivnom traktu prikazuje kao odnos rastvorljivosti u
biorelevantnom rastvoru i rastvorljivosti u nekom puferu, a efekat hrane kao odnos rastvorljivosti u
biorelevantnim rastvorima koji opisuju gladno i sito stanje [34]. Vazno je naglasiti da razliciti
delovi digestivnog trakta imaju drugacije pH vrednosti [3], kao $to je prikazano na Slici 2.
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pH (sito stanje) pH (gladno stanje)

50(0,1h) 17(14-21) =
Zeludac

46(24-6,8) duodenum
45-55(1h) 61(58-6,2) e
ejunum
47(2h)  65(6,0-7,0) jei

65 65 ileum

debelo crevo
8,0 8,0
5,0-8,0

Slika 2. Vrednosti pH razli¢itih delova digestivnog trakta. Adaptirano iz Avdeef, 2012 [3].

Proces dizajna i razvoja lekova je prilicno skup i dugotrajan [3]. Ogromni finansijski gubici
farmaceutskih kompanija nastaju zbog odbacivanja potencijalno bioloski aktivnih molekula u
pretklinickim studijama. Neprihvatljive farmakokinetiCke osobine, nedovoljna efikasnost i
toksi¢nost glavni su razlozi odbacivanja potencijalnih lekova. Jedan od nac¢ina da se smanje troskovi
farmaceutskih kompanija je razvoj kompjuterskin modela koji obezbeduju ta¢no predvidanje
zeljenih osobina molekula [68].

Baze podataka vec¢ine modela za predvidanje rastvorljivosti sadrZze vrednosti sopstvenih
rastvorljivosti jedinjenja [39]. Modeli najéesce koriste HH jednacinu i ”sdiff 3—4” aproksimaciju [3]
za procenu rastvorljivosti na razli¢itim pH vrednostima, kao i za konstrukciju teorijskog logS—pH
dijagrama. Medutim, nije jednostavno predvideti ceo dijagram samo na osnovu tih parametara, zato
$to je logS—pH dijagram specifican za svako jedinjenje u smislu opsega rastvorljivosti i nagiba
linearnog dela dijagrama [3, 39, 48]. Jedna od najvecih baza podataka, koja se koristi kao osnova u
mnogim programina, je knjiga Handbook of aqueous solubility data, u kojoj je navedeno preko
18000 podataka o rastvorljivosti 4661 molekula [32, 71]. Medutim, prilikom navodenja
rastvorljivosti jonizuju¢ih jedinjenja, nije data pH vrednost odredivanja u vecini slucajeva.
Temperature odredivanja su u opsegu 20 — 40 ° C. Generalno, u literaturi postoji dosta nepouzdanih
podataka o rastvorljivosti razli¢itih supstanci, bez jasno naglasenih eksperimentalnih uslova [14].

Najces¢i problemi koji uzrokuju loSu predikciju su nedostatak eksperimentalnih podataka
zadovoljavajuce tacnosti, kao i nedovoljno podataka koji adekvatno pokrivaju strukturnu razlicitost
da bi predvidanje rastvorljivosti molekula specificne strukture bilo uspesno [32]. Ulaganje
finansijskih sredstava u istrazivanje neée povecati kvalitet podataka ukoliko se ne uzimaju u obzir
klju¢ni eksperimentalni detalji (ili ako preciznost merenja nije zadovoljavaju¢a): pH vrednost kod
odredivanja rastvorljivosti jonizuju¢ih jedinjenja ili temperatura. Uspesnost predvidanja
rastvorljivosti potencijalno bioloski aktivnih supstanci moze biti znacajno poboljsana, formiranjem
pouzdane baze podataka koja je sainjena od ta¢nih i preciznih eksperimentanino dobijenih
podataka o rastvorljivosti razli¢itih molekula [52, 69, 72].

Greske u predvidanju rastvorljivosti lekova obi¢no su reda veli¢ine 0,7 — 1,0 log jedinica, ali
mogu biti i mnogo vece u sluCaju slabo rastvornih jedinjenja [32, 69, 73]. On-line izazov u
predvidanju rastvorljivosti (the Solubility Challenge) [52, 72] ukazao je da problem predvidanja
rastvorljivosti ne potice samo od nepostojanja odgovarajuce baze podataka, ve¢ i od nedostatka
odgovarajuc¢ih modela koji se koriste u predvidanju [72, 73]. Glavni ciljevi izazova bili su razvoj
metoda za predvidanje rastvorljivosti i isticanje vaznosti uticaja razli¢itih faktora na
eksperimentalno odredivanje rastvorljivosti.
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The biopharmaceutics risk assessment roadmap (BioRAM) i BioRAM Scoring Grid su
strategije za optimizaciju i razvoj lekova koje ukazuju da potrebe pacijenta treba uzeti u obzir u
ranim fazama istrazivanja [74, 75]. Na taj nacin, optimizacija farmakodinamickog i
farmakokineti¢nog profila u skladu sa terapeutskim ciljevima i naCinima doziranja leka, moze imati
velike prednosti u smislu ubrzavanja postupka istrazivanja, sakupljanja potrebnih informacija i
prepoznavanje potencijalnih problema terapije, koji se uglavnom otkriju tek tokom klinickih studija,
kada je ve¢ dosta vremena i finansija utro$eno na istrazivanje i razvoj.

Sve istaknute informacije ukazuju na znacaj eksperimentalnog odredivanja rastvorljivosti u
procesu dizajna i razvoja lekova. Kvalitetni eksperimentalni podaci i pravilno tumacenje rezultata
kljuéni su za formiranje pouzdanih baza podataka i donosenje odgovarajucih odluka u svim fazama
procesa dizajna i razvoja lekova [14, 30, 76].

I1.4 Uticaj razlicitih faktora na eksperimentalno odredivanje rastvorljivosti

Prilikom eksperimentalnog odredivanja rastvorljivosti i tumacenja dobijenih rezultata potrebno
je voditi racuna o razli¢itim faktorima od kojih rastvorljivost zavisi: pH vrednost, temperatura,
jonska sila, rastvara¢, sastav Cvrste faze, koli¢ina Cvrste faze u viSku, vreme uspostavljanja
ravnoteze (faza meSanja i faza sedimentacije), nacin razdvajanja faza [1 — 3, 5, 14, 30, 32].

11.4.1. Zavisnost rastvorljivosti od pH vrednosti (profili rastvorljivosti)

Rastvorljivost molekula koji sadrzi funkcionalne grupe koje mogu da jonizuju u vodenom
rastvoru, zavisi od pH vrednosti [1]. Naelektrisani oblik jedinjenja (A" za kiseline, BH" za baze) ima
vecu rastvorljivost u odnosu na nenaelektrisani oblik (HA za kiseline, B za baze). U zavisnosti od
pH vrednosti rastvora i pK, vrednosti molekula, menjace se odnos koli¢ine naelektrisanog i
nenaelektrisanog oblika supstance u rastvoru. Zbog toga, upotrebom Henderson—Hasselbalch-ove
jednacine, moze se izracunati funkcionalna zavisnost izmedu rastvorljivosti i pH vrednosti.

Izvodenje funkcionalne zavisnosti izmedu rastvorljivosti i pH vrednosti bic¢e prikazano na
primeru zasi¢enog rastvora slabe monoproticne baze B [3]. Heterogeni sistem u kome se nalazi
supstanca B koja se u vodenom rastvoru ponaSa kao monoproti¢na baza, moZe se opisati slede¢im
ravnoteznim reakcijama i njima odgovaraju¢im konstantama ravnoteza (1) i (2):

B(s) SB SOZ[B] (1)

BH'S B +H* K.=[B][H']/[BH"] )

Na bilo kojoj pH vrednosti, ukupna rastvorljivost moze se prikazati slede¢om jednac¢inom:

S=[B]+[BH"] 3

Ukoliko se u sistemu odigravaju samo ravnoteze prikazane jedna¢inama (1) i (2), onda se u
talogu nalazi samo baza B). Koncentracija molekulskog oblika baze u rastvoru bi¢e konstantna,
kao S$to se vidi iz jednacine (1), dok koncentracija naelektrisanog oblika mora biti promenljiva
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veli¢ina. Zamenom jednacina (1) i (2) u jednacinu (3), dobija se prakti¢an izraz, u kome je pH
jedina promenljiva:

S=[B]+[BI[H"1/Ka=[B](1+[H"/K,) (4)
S=Sp(1+10PH*PKe) ®)
logS=logSo+log(1+10PHPK?) (6)

Graficki prikaz zavisnosti logS od pH vrednosti za monoproti¢nu bazu (pK, 6,1; logSy -5,9)
[48], dobijen pomocu jednacine (6), predstavljen je na Slici 3.

logS
D
T

pKa

' 1 1 1 1 1

3 4 5 6 7 8
pH
Slika 3. Dijagram zavisnosti logS—pH za monoproti¢nu bazu (pK, 6,1; logSo -5,9)
izraCunat na osnovu HH jednacine. Adaptirano iz Avdeef, 2007 [48].

Na osnovu jednacine (6) i Slike 3, moze se zakljuditi sledece:

a) Kada je pH vrednost mnogo manja od pK,, vrednost izraza 10P7*"*? je veca od 1, jednacina (6)
prelazi u jednostavniji oblik logS=logSy+pKas-pH. Drugim rec¢ima, zavisnost logS od pH je linearna
funkcija sa nagibom -1.

b) Kada su vrednosti pH veée od pKs, vrednost izraza 107K postaje dosta manja od 1, jednadina

(6) prelazi u jos jednostavniji oblik logS=logSy. Odnosno, zavisnost logS od pH postaje horizontalna
linija.

c) Presek navedenih linearnih delova dijagrama odgovara pK, vrednosti jedinjenja.

Zavisnost prikazana na Slici 3. je teorijska. Medutim, u praksi naj¢es¢e nije moguce napraviti
zasicene rastvore nekog jedinjenja u opsegu koncentracija koje se razlikuju za vise od Cetiri reda
veli¢ine [3]. Kada se dostigne proizvod rastvorljivosti soli, koja se formira izmedu katjona baze
(BH") i anjona pozadinskog elektrolita (A"), na dijagramu se moze ocekivati jo§ jedan plato.
Pocetak talozenja soli u 0,15 M NaCl grubo se moze proceniti na osnovu ”sdiff 3—4” aproksimacije,
koja glasi: kada logaritam rastvorljivosti postane 4 puta veé¢i od logSy slabe kiseline (HA) ili 3 puta
veéi 0d 1ogSy slabe baze (B), pocinje taloZenje natrijumove soli slabe kiseline (NaA) ili hloridne soli
slabe baze (BHCI).

Izvodenje zavisnosti logS od pH, kada se uzima u obzir talozenje baze i/ili soli, bi¢e prikazano
na ve¢ opisanom primeru [3]. Ravnoteze u ovom sistemu predstavljaju se jednac¢inama (1), (2) i (7).
Ukupna rastvorljivost S se uobi¢ajeno izraZzava prethodno navedenom jednac¢inom (3).

BHCl S BH + CI Ksp=[BH™][CI'] (7)
11
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U zavisnosti od vrste taloga, jednadina (3) moze se reSiti na vise nacina [3]. Ukoliko je u
¢vrstoj fazi prisutna samo baza By (proizvod rastvorljivosti soli BHCl) nije dostignut) jednacina
(3) se resava na ve¢ opisan nacin. Zavisnost 1ogS od pH opisuje se jednac¢inom (6). Medutim, kada
se dostigne proizvod rastvorljivosti soli i kada je talogu prisutna samo so BHCI), konstantna
veli¢ina u jednacini (3) viSe nije koncentracija molekulskog oblika baze, veé¢ koncentracija
jonizovanog oblika [BH"]. U skladu sa tim, izvodenje se menja (jedna¢ine (8 — 11)):

S=[BH'](K4/[H']+1) (8)
S=Kgp/[CI7(10P P +1) 9)
S=S;(10P @ PR+ 1) (10)
logS=logS;+log(10PX**PH+1) (11)

TaloZenje hidrohloridne soli deSava se na niskim pH vrednostima, koje su mnogo manje od
pK,, §to znadi da je je izraz 10P***™ mnogo manji od 1, pa jednacina (11) prelazi u jednostavan
oblik logS=logsS; [3]. Drugim rec¢ima, zavisnost logS od pH postaje horizontalna linija. Oznaka S;
predstavlja rastvorljivost konjugovane kiseline BH*, odnosno rastvorljivost soli (Si:Kspl’Z, Ksp
predstavlja proizvod rastvorljivosti soli). Rastvorljivost S; je uslovna konstanta, zato $to zavisi od
koncentracije hlorida (kontra jona). U ovim uslovima koncentracija hloridnih jona je priblizno
konstantna.

U prisustvu viska kontra jona, rastvorljivost po¢inje da opada, kao posledica efekta zajednickog
jona Si=Ks/[X] [2, 23, 24, 29, 33, 35, 77 — 81]. Odnosno, logS—pH zavisnost prestaje da bude
horizontalna linija. Koli¢ina dodatog kontra jona u visku odreduje za koliko ¢e se smanjiti vrednost
rastvorljivosti [23]. Ukoliko je smanjenje rastvorljivosti veée od océekivanog (na osnovu
koncentracije dodatog kontra jona), velika je verovatnoca da se u ispitivanom sistemu deSava neka
sporedna reakcija. Na rastvorljivost soli, osim koncentracije kontra jona, uti¢e i vrednost proizvoda
rastvorljivosti soli [80]. Na primer, ukoliko je promena koncentracije kontra jona jednaka, efekat
zajednickog jona bi¢e manje izrazen kod soli koje imaju viSu vrednost Ksp, nego u slucaju soli koje
imaju nizu Kgp.

Za razliku od rastvorljivosti soli, koja je uslovna konstanta, proizvod rastvorljivosti soli je
prava termodinamicka konstanta [35, 82]. Uprkos tome, u literaturi se retko navode proizvodi
rastvorljivosti soli. Najée$¢e se odreduju i navode rastvorljivosti soli. Medutim, postoji dosta
faktora koji otezavaju tumacenje ovakvih eksperimenata i poredenje rezultata izmedu razli¢itih
laboratorija. Zasiceni rastvori soli koncentrovaniji SU od zasi¢enih rastvora odgovarajucih kiselina
ili baza, zbog vece rastvorljivosti supstance u obliku soli. U uslovima povecane jonske sile, teze je
kontrolisati 1 predvideti koeficijente aktiviteta. Osim toga, kalibracija elektrode puferima, ¢ija je
jonska sila 0,15 M (ili 0,10 M kod standardnih ,,NIST-traceable* pufera pH 4,00 (ftalatni) ili pH
7,00 (fosfatni) [14]) Cesto nije validna pri velikim jonskim silama (>1 M), posebno kada je pH<1 ili
pH>12. SloZenost ispitivanog sistema povecava se kod povrSinski aktivnih jedinjenja, koja pri
visokim koncentracijama grade razlicite agregate ili micele.

Na osnovu do sada izvedenih jednacina, jasno je da se profil rastvorljivosti slabih
monoproti¢nih baza moze opisati pomocu dve zavisnosti [80]: jedna izvedena u uslovima kada se u
sistemu talozi samo baza (6), druga izvedena u uslovima kada se u sistemu talozi samo so (11). Dve
navedene krive seku se u jednoj tacki, koja se naziva pHmax ili pKaG'BBS. Kada je pH=pHmax, U
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talogu se istovremeno nalaze baza i so. U tom slucaju, oba ¢lana u jednacini (3) postaju konstantna,
pa je S=So+S; [3].

Prema Gibbs-ovom faznom pravilu (Gibbs Phase rule), rastvorljivost i pH ostaju konstantni sve
dok su u talogu prisutni i baza i so [23]:

a) ako se u ovaj sistem doda mala koli¢ina hlorovodoni¢ne kiseline, dolazi do reakcije sa
rastvorenom bazom By, pri ¢emu nastaje BH'(q. Smanjenje koncentracije B, dovodi do
rastvaranja nove koli¢ine baze, dok povecanje koncentracije BH"(aq dovodi do taloZenja nove
koli¢ine hidrohloridne soli, kako bi se ponovo uspostavilo ravnotezno stanje. Osim toga, trenutno
snizena pH vrednost suspenzije, ponovo dostize pHmax. Ukupan rezultat je da u ¢vrstoj fazi, dolazi
do prelaza baze u so. Dodatkom nove koli¢ine HC1 pH suspenzije se ne¢e promeniti, sve dok se
celokupna koli¢ina baze u talogu ne prevede u so.

b) Ako se u sistem doda mala koli¢ina natrijum-hidroksida, dolazi do reakcije sa rastvorenim
BH" ag), pri ¢emu nastaje Byyq). Smanjenje koncentracije BH aq) dovodi do rastvaranja nove koli¢ine
soli, dok povecanje koncentracije B(g), dovodi do taloZenja nove koli¢ine baze. Ponovnim
uspostavljanjem ravnoteze, trenutno povecana pH vrednost, ponovo dostize pHmax. Ukupan rezultat
je da u ¢vrstoj fazi dolazi do prelaza soli u bazu. Dodavanjem nove koli¢ine NaOH, nece do¢i do
promene pH vrednosti suspenzije, sve dok cela koli¢ina soli ne prede u bazu.

Bogardus i Blackwood su 1979. godine predlozili da se izjedna¢avanjem logS dobijenih iz dve
zavisnosti, moze izvesti izraz za pHmax (jednacina (12)):

PHmax=pKa + log([Sol/[Si]) (12)

Na osnovu ovog izraza, moguce je definisati od ¢ega sve zavisi vrednost pHmax [80]:
a) povecanje pK, vrednosti za 1, povecava vrednost pHmax za 1,

b) povecanje sopstvene rastvorljivosti baze Sy za jedan red veli¢ine (10x), poveéava vrednost pHmax
zal,

) smanjenje rastvorljivosti konjugovane kiseline S; za jedan red veli¢ine (10x), poveéava vrednost
PHmax za 1.

Naveden opis sistema u pHpyax Oblasti [23] moze se primeniti samo ukoliko je eksperiment
dizajniran tako da se pH vrednost suspenzije slabe baze smanjuje dodavanjem Kiseline koja daje
kontra jon za nastajanje taloga u obliku soli u pHmax oblasti [82, 83]. Medutim, dolazi do odstupanja
kada se pH vrednost suspenzije soli slabe baze, povecava pomocu jake baze (NaOH). Odnosno,
tokom transformacije u talogu (iz soli u bazu) dolazi do promene i pH vrednosti i rastvorljivosti.
Dok se u talogu nalaze i so i1 baza, rastvorljivost se smanjuje a pH povecava za vreme prelaza soli u
bazu u pH oblasti koja je definisana granicama pHmax — PHmin. Oznake max i min, oznacavaju
maksimalnu i minimalnu rastvorljivost suspenzije koja sadrzi i bazu i so u talogu (ne maksimalnu i
minimalnu pH vrednost). Kada talog sadrzi jednaku koli¢inu baze i njene soli, pH vrednost
suspenzije se obelezava sa pHy. Ova vrednost se nalazi u pH opsegu pHmax — PHmin.

Na Slici 4. dati su primeri profila rastvorljivosti monoproti¢ne baze B i dijagrama raspodele u
¢vrstoj fazi. Kada je pH<pHmax u ¢vrstoj fazi nalazi se so BHY ), a kada je pH>pHmin u ¢vrstoj fazi
nalazi se baza B(). U opsegu pH vrednosti definisanim granicama pHmax | pHmin dolazi do faznog
prelaza BHY 5 u B).
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a) b

~

logS
logC

Slika 4. a) Profil rastvorljivosti monoproticne baze sa obelezenim opsegom pHmax — PHmin.
Rastvorljivost izrazena je u jedinicama mol/L, b) Dijagram raspodele u ¢vrstoj fazi. Koncentracija
taloga izrazena je kao broj molova ¢vrste faze u 1 L suspenzije. Adaptirano iz Avdeef, 2021 [82].

Avdeef je primetio da Sirina opsega pHmax — PHmin, U kome se u talogu nalaze i baza i so, zavisi
od kolicine soli dodate na pocetku eksperimenta za odredivanje rastvorljivosti [82, 83].
Ponavljanjem eksperimenta sa ve¢om koli¢inom dodate soli, formira se Siri pH opseg, pri ¢emu
vrednost pHmax Ostaje nepromenjena, a vrednosti pHmin 1 pHy rastu proporcionalno. Ukoliko se
eksperiment ponovi sa vrlo malim viskom dodate soli, pHmax OStaje konstantna, dok se vrednosti
PHmin 1 pHy prakti¢no izjednac¢avaju sa pHmax.

Ukoliko u heterogenom sistemu dolazi do sporednih reakcija (agregacija, gradenje kompleksa i
sli¢no), profil rastvorljivosti ¢e odstupati od teorijskog profila, izraCunatog na osnovu HH jednacine
[3, 48, 54]. U nekim slu¢ajevima, moguée je pretpostaviti vrstu sporedne reakcije agregacije, na
osnovu karakteristi¢énog odstupanja na logS—pH dijagramu. Na Slici 5. prikazana su karakteristi¢na
odstupanja od teorijskog profila rastvorljivosti monoproti¢ne slabe baze ukoliko u sistemu dolazi do
gradenja neutralnog i katjonskog dimera.

~ 2BH*S(BH*),

logS
logS

Slika 5. Karakteristina odstupanja profila rastvorljivosti od teorijskog (izracunatog na
osnovu HH jednacine) u slucaju nastajanja: a) neutralnog dimera baze (B;) i b) katjonskog
dimera baze (BH"),. Rastvorljivost izrazena je u jedinicama mol/L. Adaptirano iz Avdeef,
2012 [3].

U Tabeli 2. prikazan je pregled karakteristicnih odstupanja profila rastvorljivosti od teorijskog
profila slabih monoproti¢nih kiselina i baza ukoliko u sistemu nastaju neutralni (H,A; 1 B)),
anjonski/katjonski (A;* i (BH")) ili mesani (AHA™ i BHB") agregati.
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Tabela 2. Karakteristi¢na odstupanja profila rastvorljivosti od teorijskog (izraCunatog na
osnovu HH jednacine) u slu¢aju reakcija agregacije® [3, 48, 54]

reakcija primer pKS TipKa S¢ " iSy nagib
Nastajanje neutralnog agregata 2HASH,LA, PK T > pKy St >Sg 1
Nastajanje neutralnog agregata 2BSB, pK P < pKa ST >S, -1
Nastajanje anjonskog agregata 2ASA” PKS T <pKy S P=Sy £l

Nastajanje katjonskog agregata ~ 2BH*S(BH"),  pKJ/" >pK,  S™7"=S,  #1
Nastajanje meSanih agregata ~ A+HASAHA™  pK/ " <pK, S =S, 1
Nastajanje mesanih agregata ~ BH'+BSBHB*  pK/" >pK,  So™" =S, -1

*0znake pK,™" i S¢™" su vrednosti kiselinske konstante i sopstvene rastvorljivosti u uslovima kada dolazi
do sporednih reakcija (APP — apparent).

Stepen agregacije nije moguce proceniti iz logS—pH dijagrama u slu¢aju gradenja neutralnih
agregata [54]. U sluc¢aju gradenja katjonskih/anjonskih agregata stepen agregacije odgovara nagibu
linearnog dela logS—pH dijagrama. Karakteristicna odstupanja prikazana u Tabeli 2. mogu biti
prilicno korisna tokom tumacenja rezultata, ali mora se voditi ra¢una da razlog nekog odstupanja
moze biti drugaciji od navedenog u tabeli. Na primer, veca sopstvena rastvorljivost od ocekivane,
moze znaciti da nije doslo do uspostavljanja ravnoteze u sistemu i da je potrebno jo§ vremena kako
bi se ravnoteza uspostavila. Osim toga, ova tabela jasno pokazuje vaznost odredivanja pK, vrednosti
nezavisnom  metodom  (potenciometrija,  spektrofluorimetija,  kapilarna elektroforeza,
hromatografija, NMR, konduktometrija) [3]. Vrednosti pK, dobijene iz profila rastvorljivosti mogu
biti drugacije od pravih vrednosti ukoliko se u sistemu odigravaju sporedne reakcije [14, 32, 84].

Ukoliko u rastvoru dolazi do gradenja kompleksa izmedu ispitivane supstance i liganda,
rastvorljivost se povecava, ako su ispitivana supstanca — ligand kompleksi rastvorni u vodi [3, 48].
Ispitivane supstance mogu se vezivati i za surfaktante, koji postoje u micelarnom obliku. Kada je
koncentracija surfaktanta manja od kriticne micelarne koncentracije, surfaktant poboljsava
kvasljivost, povecava brzinu rastvaranja, ali ne povecava drasti¢no rastvorljivost ispitivane
supstance. Kada je koncentracija surfaktanta veca od kriticne micelarne koncentracije, dolazi do
povecanja rastvorljivosti ispitivane supstance.

Interpretacija rezultata moze biti vrlo zahtevna, kada u sistemu dolazi do vise razli¢itih
sporednih reakcija: nastajanje viSe razlicitih agregata ili nastajanje agregata i kompleksa [3, 48].

11.4.2 Temperatura

Rastvorljivost se kod veé¢ine ¢vrstih supstanci povecava sa porastom temperature [5]. Kako bi
odredivanje rastvorljivosti bilo pouzdano, potrebno je imati odgovarajuci sistem kontrole i merenja
temperature suspenzije tokom eksperimenta [5, 14, 32]. Rastvorljivost se najcesce odreduje na 25 ili
37 ° C. Prikaz rezultata rastvorljivosti ne moze se smatrati ozbiljnim, ukoliko nije navedena
temperatura na kojoj je odredivanje uradeno. Nije dovoljno napisati da je rastvorljivost odredena na
sobnoj temperaturi, zato s§to je ,,sobna temperatura® nedovoljno definisan pojam, koji moze da
varira u razli¢itim laboratorijama u zavisnosti od doba dana, godi$njih doba, propisa odrzavanja
temperature 1 slicno.
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11.4.3 Jonska sila

,,Jonska sila rastvora (I) je mera elektrostatickog dejstva svih jona prisutnih u rastvoru“ [85].
Moze se izracunati na osnovu jednacine (13), prema kojoj je jonska sila jednaka polovini zbira
proizvoda koncentracije svakog jona (c;) i kvadrata njegovog naelektrisanja (z;):

1 n
1==>"¢ -z (13)
23

Rastvorljivost zavisi od jonske sile, posebno u slu¢ajevima kada je u talogu, koji je u ravnotezi
sa rastvorom, prisutna so [14, 32]. Jonska sila moze se izraunati samo kada su dostupni podaci o
tacnom obliku, stehiometriji i masi ispitivane supstance, komponenti pufera i pozadinskog
elektrolita (koji se obi¢no dodaje radi podeSavanja jonske sile). Prilikom odredivanja profila
rastvorljivosti nije jednostavno kontrolisati jonsku silu, zato $to se jonska sila menja sa promenom
pH vrednosti kao posledica promena sastava rastvora/suspenzije [37].

Koncentracione konstante ravnoteza (konstante agregacije, proizvodi rastvorljivosti, konstante
kiselosti i druge) zavise od jonske sile, za razliku od termodinamickih konstanti u kojima figurisu
aktiviteti [86]. Aktivitet jona u rastvoru predstavlja efektivnu koncentraciju jona. Jednak je
proizvodu koncentracije (c;) i koeficijenta aktiviteta jona (y;):

a =G Y, (14)

Razlike izmedu aktiviteta i koncentracije dolaze do izrazaja u koncentrovanim rastvorima kao
posledica elektrostatickog dejstva izmedu jona [85]. Tada je aktivitet manji od koncentracije, a
koeficijent aktiviteta manji od 1. U vrlo koncentrovanim rastvorima, aktivitet moze biti veéi od
koncentracije. Aktivitet je jednak koncentraciji u vrlo razblaZenim rastvorima (I<10” M) kada je
elektrostati¢ko dejstvo izmedu jona zanemarljivo.

Koeficijenti aktiviteta mogu se izracunati na osnovu upros¢ene Debye—Hiickel-ove jednacine,
koja se primenjuje kada je 1<0,1 M (jednacina (15)):

05-22 -1
—logy; = ——F+ (15)
1+/1
Ukoliko je jonska sila ve¢a od 0,1 M, koristi se Davis-ova jednacina (jednacina (16)):
0,5-2% -1
—logy, =—=_—~——-0,2-1 16
a9y T (16)

16



Olivera Markovi¢ Doktorska disertacija

11.4.4 Puferi

Podesavanje pH vrednosti prilikom odredivanja rastvorljivosti postize se upotrebom razlicitih
pufera, koji se mogu pripremati prema utvrdenim procedurama ili se mogu koristiti komercijalno
dostupni puferi [14]. Prilikom dodavanja ispitivane supstance u pufer, pH rezultujuceg rastvora se
uglavnom promeni u zavisnosti od puferskog kapaciteta, rastvorljivosti, dodate koli¢ine i
jonizacionih karakteristika ispitivanog jedinjenja. Zbog toga je vazno uvek izmeriti pH rezultujuceg
heterogenog sistema u kome je postignuta ravnoteza [14, 32].

Osim §to treba voditi ratuna o pH vrednosti, postoji jo§ vaznih detalja koji mogu uticati na
rastvorljivost — na eksperiment i na tumacenje rezultujuceg logS—pH dijagrama [14]. Na primer,
ukoliko se koristi metansulfonska kiselina ili fosfatni pufer, nije moguce odrediti koncentraciju
supstance masenom spektrometrijom. Puferi koji sadrZze bornu kiselinu kovalentno interaguju sa
1,2-diol grupama. Kori$¢enje kombinacije etilendiamina i fosfatnog pufera je komplikovano zbog
gradenja jonskih parova izmedu pomenutih komponenti. Gradenje kompleksa izmedu pufera i
ispitivanih supstanci uglavnom povecava rastvorljivost. Previse koncentrovani puferi nepotrebno
povecavaju jonsku silu. Neki puferi imaju visoku apsorbanciju u UV/VIS oblasti, Sto moze otezati
odredivanje koncentracije supstanci.

U nekim istrazivanjima podeSavanje pH vrednosti postize se dodavanjem HCI ili NaOH, a
ulogu pufera ima sama jonizujuca supstanca [14]. Medutim, kod slabo rastvornih supstanci javlja se
problem podesavanja pH u delovima gde je puferski kapacitet zanemarljiv. Nedovoljno veliki
puferski kapacitet moze se prevazi¢i kori$¢enjem univerzalnih puferskih smesa zadovoljavajuceg
puferskog kapaciteta u Sirokoj oblasti pH, kao §to je Britton—Robinson univerzalni pufer (40 mM
sir¢etna kiselina, 40 mM fosforna kiselina i 40 mM borna kiselina) po¢etne pH vrednosti oko 1,9.
Dodavanjem NaOH moze se podesiti pH u Sirokom opsegu. Mana ovog pufera je drasti¢na promena
jonske sile sa promenom pH. Kako bi se prevazi$ao problem promenljive jonske sile u Sirokom pH
opsegu osmisljen je Minimalist Universal Buffer AEM-10.10.30 (10 mM sir¢etna kiselina, 10 mM
etilendiamin i 30 mM metansulfonska kiselina), po¢etnog pH oko 1,7. Zahvalju¢i tome §to je ovaj
pufer kombinacija kiselina i baze, jonska sila ostaje skoro konstantna u Sirokom pH opsegu.

11.4.5 Sastav ¢évrste faze

Eksperimentalno odredivanje rastvorljivosti zahteva pripremu zasi¢enog rastvora supstance,
odnosno heterogenog sistema, koji se sastoji od tecne 1 Cvrste faze. Kao §to je vaZzno poznavati
sastav rastvora i prepoznati uticaj sporednih reakcija (nastajanje kompleksa, agregata, micela i
sli¢no), isto tako je vazno poznavati sastav ¢vrste faze i njen uticaj na rastvorljivost [2, 3, 14].

Cvrsta faza u heterogenom sistemu moze biti u kristalnom ili amorfnom obliku (nekada u
delimi¢no kristalnom/amorfnom obliku) [2]. Talog koji se izdvoji na pocetku eksperimenta obi¢no
je amorfan. Medutim, prilikom uspostavljanja ravnoteze, talog iz amorfnog prelazi u
termodinamicki stabilniji kristalni oblik. Makroskopska svojstva amorfnih taloga odgovaraju
svojstvima ¢vrste faze, dok mikroskopska svojstva odgovaraju svojstvima te¢nosti. Drugim rec¢ima,
uredenost taloga u amorfnom obliku je kratkog dometa. U vecini slucajeva, rastvorljivost amorfnog
oblika je veca u odnosu na kristalni oblik, tako da je rastvorljivost odredena na pocetku
eksperimenta (kineticka rastvorljivost) veéa od rastvorljivosti odredene nakon uspostavljanja
ravnoteze u sistemu (termodinamicka rastvorljivost) [2, 3].
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Polimorfi (polimorfne modifikacije) su kristali istog hemijskog sastava, ali razli¢ite unutrasnje
strukture (razliCite dimenzije jedini¢ne Ccelije, razli¢ito molekulsko pakovanje, razlicite
konformacije ili razli¢ite tautomerne strukture) i razlicitih fizickih i hemijskih osobina [2].
Drugacije fizicke i hemijske osobine polimorfa uslovljene su razlikama u unutrasnoj strukturi
kristala. Pudipeddi i Serajuddin su 2005. godine analizirali objavljene podatke o rastvorljivosti 55
izabranih jedinjenja koja postoje u obliku dva ili vise polimorfa. Analizom podataka pokazano je da
prosecan odnos rastvorljivosti dva polimorfna oblika iznosi 1,7; ali ima izuzetaka kod kojih je ovaj
odnos veéi [87]. Odnos rastvorljivosti polimorfnih oblika izrazen je u odnosu na polimorf koji ima
najmanju rastvorljivost, kada je broj polimorfnih oblika veéi od dva.

Solvati su kristali koji sadrze molekule rastvarac¢a ugradene u kristalnu resetku date supstance
[2]. Hidrati su solvati u kojima je rastvara¢ voda. Zahvaljujuéi razli¢itim interakcijama izmedu
jedinjenja i molekula vode (mali molekul, moze biti i donor i akceptor vodoni¢ne veze), hidrati
imaju karakteristicne Kristalne strukture koje se razlikuju po fizickim i hemijskim osobinama od
anhidrovanog oblika, ali i od hidrata drugacije stehiometrije (Stehiometrijski hidrati; tacno definisan
sadrzaj vode). Analizom podataka iz literature, koji se ti¢u rastvorljivosti parova anhidrovani
oblik/hidrat istog jedinjenja, Pudipeddi i Serajuddin [87] su primetili da je kod mnogih parova (ne
Postoje izuzeci od ovog pravila, ima slu¢ajeva kada je rastvorljivost hidrata veca od rastvorljivosti
anhidrovanog oblika [88]. Za razliku od opisanih stehiometrijskih hidrata, sadrzaj vode u
nestehiometrijskim hidratima nije konstantan i kristalna struktura supstance ne zavisi u velikoj meri
od sadrzaja vode [2]. Medutim, u trenutku potpune dehidratacije ovi hidrati ¢esto gube kristalnu
strukturu i prelaze u amorfni oblik.

Habitusi su kristali istog hemijskog sastava i iste kristalne strukture (isti polimorf i ista
jedini¢na ¢elija) ali su razli¢itih oblika (razli¢ite morfologije) [2].

Soli su supstance koje nastaju u reakciji izmedu kiselina i baza pod uslovom da je minimalna
razlika izmedu pK, vrednosti konjugovane kiseline (BH") i kiseline (HA) 3 jedinice [2, 82, 83].
Rastvorljivost soli je ve¢a u odnosu na rastvorljivost ¢iste kiseline ili baze [2]. Ukoliko se porede
razliCite soli iste kiseline ili baze, ofekuju se razlicite rastvorljivosti, zato §to razli¢ite soli imaju
drugacije kristalne reSetke. Prilikom odredivanja rastvorljivosti soli vazno je utvrditi sastav Cvrste
faze kada je u sistemu uspostavljena ravnoteza, zato $to bilo kakve transformacije u ¢vrstoj fazi
mogu dovesti do pogre$nog tumacenja rezultata rastvorljivosti soli [81]. Spontani prelaz soli u Cistu
kiselinu ili bazu tokom odredivanja rastvorljivosti soli u vodi, naziva se disproporcija
(disproportionation) [82, 83]. Avdeef je podelio soli prema ,,sklonosti* ka disproporciji na p—tip i
o—tip soli. Soli p—tipa (microclimate stable) su termodinamicki stabilne u ¢istoj vodi, za razliku od
soli 6-tipa (disproportionation prone) koje spontano podlezu procesu disproporcije.

Kokristali se sastoje od dva kristala, izmedu kojih postoje nejonske interakcije, kao $to su
vodoni¢ne veze, Van der Waals-ove interakcije, n—n interakcije [2]. Stehiometrijski odnos izmedu
dva kristala je ta¢no definisan, kokristal je homogeni kristalni oblik. Jasno je da razliciti kokristali
imaju razlicite fizicke i hemijske osobine. Rastvorljivost kokristala zavisi od pH vrednosti, pa se
ofekuju razli¢iti profili rastvorljivosti u zavisnosti od toga da li su komponente kokristala
jonizujuce/nejonizujuce ili amfoterne/bazne/kisele [14]. Kako bi se izbegla jonizacija u ¢vrstoj fazi,
razlika u pK, vrednostima, na primer baznog aktivnog farmaceutskog sastojka i kisele komponente
(koformera) mora biti ApK, (pKa™ — pK“*"")<1 [89].

Solvati, hidrati, soli i kokristali mogu da postoje u vise polimorfnih oblika [2].

Higroskopnost u Sirem smislu je svojstvo taloga da sorbuje vodu iz atmosfere na odredenoj
temperaturi i relativnoj vlaznosti vazduha (RH), pri cemu se izmedu ¢vrste faze i vode formiraju
nekovalentne interakcije (vodoni¢na veza) sa efektom na odredena svojstva taloga [2]. Prilikom
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adsorpcije, voda interaguje sa molekulima na povrSini taloga, tako da je prakti¢no koli¢inu
adsorbovane vode izraziti kao masu vode po povrsini taloga (kg/m?). Prilikom apsorpcije voda ulazi
u unutrasnjost taloga, pa se koli¢ina apsorbovane vode izrazava procentualno, kao odnos mase vode
i ukupne mase taloga i vode (nekada kao odnos mase vode i mase ,,suvog“ taloga). Iz nacina
izrazavanja koli¢ine sorbovane vode, proizilazi da adsorpcija zavisi od povrsine taloga izloZzenog
atmosferi, a apsorpcija od mase taloga. Proces vracanja sorbovane vode (iz taloga) nazad u
atmosferu naziva se desorpcija i obi¢no se deSava kao posledica smanjenja relativne vlaznosti
vazduha i/ili povecanja temperature. U kontektstu proucavanja rastvorljivosti, sorbovana voda u
talogu moze biti posledica izlaganja taloga atmosferi (odnosno odredenoj vlaznosti vazduha) ili
posledica nedovoljnog susenja taloga na vazduhu (nakon razdvajanja te¢ne i Cvrste faze). U
uslovima visoke vlaznosti vazduha, veéina taloga ¢e biti higroskopna, medutim u uslovima niske
vlaznosti vazduha, samo su odredeni talozi higroskopni. Detaljna analiza razli¢itih interakcija
izmedu vode i taloga, kao i njihov uticaj na osobine razli¢itih vrsta kristalnih ili amorfnih taloga i
multikomponetnih taloga, prikazana je u odgovarajucoj literaturi [2, 90].

11.4.6 Koli¢ina ¢vrste supstance u viSku

Uticaj koli¢ine ¢vrste supstance u visku na rastvorljivost dolazi do izrazaja kod povrsinski
aktivnih supstanci ili kod soli [54, 81, 91, 92].

Prilikom rada sa jedinjenjima u obliku soli, dodata koli¢ina soli moze uticati na transformacije
u ¢vrstoj fazi ili odredivati koja ¢e se hemijska vrsta taloziti u datim uslovima, $to ima uticaja 1 na
rastvorljivost i na pH vrednost suspenzije [81, 91]. To je jedan od razloga, zasto je neophodno znati
ta¢nu kolic¢inu soli koriS¢enu u eksperimentu za odredivanje rastvorljivosti i zaSto je potrebno
proveriti sastav ¢vrste faze kada je u sistemu uspostavljena ravnoteza [81].

Ukoliko dolazi do gradenja agregata u sistemu, onda kriticna micelarna koncentracija i koli¢ina
¢vrste supstance u visku odreduju kolika ¢e biti rastvorljivost molekula [54, 92]. Ukoliko dodata
koli¢ina supstance nije dovoljna da se postigne KMK, rastvorljivost ¢e biti manja. Ukoliko je
dodata koli¢ina supstance dovoljna da se dostigne i prede vrednost KMK, rastvorljivost ¢e biti veca.
Primer ovakvog uticaja moze se videti u brzini delovanja amiodarona u obliku oralne i parenteralne
formulacije. U parenteralnoj formulaciji koncentracija amiodarona je velika (iznad vrednosti
KMK), tako da se terapeutski efekat primecuje posle nekoliko minuta. Ukoliko se amiodaron unosi
oralnim putem (koncentracija amiodarona ispod vrednosti KMK), potrebno je 30 dana kako bi se
dostigao zadovoljavajuci terapeutski efekat.

Efekat koli¢ine ¢vrste supstance u visku na vrednost sopstvene rastvorljivosti hidrohlorotiazida
proucavan je 2008. godine [5]. Dobijeni rezultati pokazali su da vrednost sopstvene rastvorljivosti
ne zavisi od koli¢ine ¢vrste supstance u visku. Takvi rezultati su u skladu sa jednostavnim
modelima u kojima se rastvorljivost moze opisati HH jedna¢inom, prema kojima logS—pH profili
rastvorljivosti ne zavise od dodate koli¢ine ¢vrste supstance, sve dok je ¢vrsta supstanca dodata u
dovoljnom visku da rastvor bude zasicen [92].

Prema navodima iz literature, preveliki visak ¢vrste faze tokom eksperimenta za odredivanje
rastvorljivosti nije preporucljiv zbog teskoc¢a u radu — merenje pH vrednosti i razdvajanje faza [5].
Osim toga, preveliki visak ¢vrste faze treba izbegavati u oblasti oko pHax, zato Sto se moze desiti
da jedinjenje u obliku kiseline ili baze obavije jedinjenje u obliku soli i na taj nacin spreci kontakt
izmedu soli i rastvora [37]. Obavijene Cestice (coated particles) mogu biti stabilne u suspenziji, tako
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da na procese uspostavljanja ravnoteze u sistemu uti¢e samo spoljasnji sloj obavijene Cestice, koji
moze biti kristalni, amorfni ili uljast [14].

11.4.7 Vreme uspostavljanja ravnoteze

Glavni uslov za precizno i tacno odredivanje termodinamicke rastvorljivosti je postojanje
ravnoteze izmedu rastvora i taloga u heterogenom sistemu. Ravnotezno stanje se postize kada se
izjednaCe brzine rastvaranja i taloZzenja [14, 32]. Da bi se uspostavila ravnoteza, potrebno je da
sistem prode kroz dve faze: fazu meSanja i fazu sedimentacije. lako je intenzivno meSanje
suspenzije dovoljnom brzinom vazno (da bi se postigla velika dodirna povrSina izmedu Cestica
taloga i rastvora), pokazano je da vreme sedimentacije ipak ima znac¢ajniji uticaj na uspostavljanje
stabilne ravnoteze [5, 14]. Ovaj efekat se posebno moze primetiti u slucajevima kada za vreme
intenzivnog mesanja dolazi do gradenja prezasié¢enih rastvora.

Vreme potrebno za uspostavljanje ravnoteze, povezano je sa brzinom rastvaranja, koja zavisi
od osobina taloga — morfologije, stepena kristalnosti (amorfni talozi se brze rastvaraju od
kristalnih), veli¢ine Cestica (mikrokristali se brZze rastvaraju od krupnijih kristala) i stepena
hidratacije taloga (anhidrovani talozi se uglavnom brze rastvaraju u odnosu na hidrate) [14, 32].
Osim toga, primecéeno je i da se Cisti enantiomeri brze rastvaraju od racemskih smesa [32]. Vreme
uspostavljanja ravnoteze moze Se razlikovati u razli¢itim serijama iste vrste uzorka, ukoliko postoje
razlike u fizi¢kim i hemijskim osobinama u okviru serija iste vrste uzorka [81].

Optimalno vreme meSanja i sedimentacije treba proveriti za svako jedinjenje, ali se pokazalo da
je 24 sata (6 sati meSanja + 18 sati sedimentacije) dovoljno za veéinu supstanci [5, 14, 32]. Izuzetak
su izuzetno tesko rastvorna jedinjenja, koja imaju vrlo malu brzinu rastvaranja. Tada je potrebno
produziti vreme za uspostavljanje ravnoteze, ali ne previse, zato Sto posle odredenog vremena
postoji opasnost od razlaganja uzorka, promene pH vrednosti, isparavanja rastvora, “kvarenja”
pufera pod uticajem razvitka gljivica, algi, mikroorganizama... kao i teSko¢a u kontroli temperature
[14].

11.4.8 Razdvajanje faza

Razdvajanje faza heterogenog sistema postize se sedimentacijom, centrifugiranjem ili
filtracijom i smatra se uspesnim kada je dobijeni rastvor jedinjenja potpuno bistar, odnosno kada ne
sadrzi Cestice taloga [14].

lako je sedimentacija najbezbedniji i najjednostavniji naéin razdvajanja faza, Cesto nije
dovoljan, pa je potrebno dodatno filtrirati ili centrifugirati suspenziju [14]. Centrifugiranje se koristi
u sluc¢aju zamucenih suspenzija, kojima je potrebno mnogo vremena da se izbistre [5, 14]. Ovakve
suspenzije nastaju kada se radi sa jedinjenjima koja postoje u rastvoru u obliku micela ili agregata.
Kada nije moguce razdvojiti faze sedimentacijom i/ili centrifugiranjem, koristi se sedimentacija
pracena filtracijom. Filtracija je najmanje bezbedan nacin razdvajanja faza, zbog niza faktora koji
mogu da uticu na rezultat odredivanja rastvorljivosti [14]. Jedan od klju¢nih koraka je pravilan izbor
i pravilno koriS¢enje filtera. Filteri se razlikuju po materijalu od koga je napravljena membrana
(poliviniliden-fluorid (PVDF), polietarsulfon (PES), politetrafluoroetilen (PTFE), poliamid,
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poliimid, polietilen (PE), polipropilen (PP) i drugi), kvasljivosti (hidrofilni i hidrofobni), pre¢niku
(25 mm uobicajeni) i veli¢ini pora (0,22 pm i 0,45 pm uobicajeno) [93].

Upotreba filtera ¢esto dovodi do negativnih greSaka u odredivanju rastvorljivosti, koje se
javljaju kao posledica adsorpcije supstance na membranu filtera [14]. Kako bi se ovaj problem
prevazisao, preporucuje se odbacivanje pocetnog dela filtrata (u kome se nalazi manja koncentracija
ispitivane supstance zbog adsorpcije na membrani). Kada se membrana filtera zasiti supstancom,
razdvajanje faza filtracijom daje dobre rezultate. U literaturi je pokazano da stepen adsorpcije
jedinjenja na membranu filtera zavisi od kiselo-baznih karakteristika i polarnosti supstance [14, 93,
94]. Hidrofilna membrana u ve¢em stepenu adsorbuje naelektrisani oblik jedinjenja, a hidrofobna
membrana nenaelektrisani oblik. Prema tome, za razdvajanje faza u slucaju naelektrisanih oblika
jedinjenja bolje je koristiti filtere sa hidrofobnim membranom, a u slu¢aju nenaelektrisanih oblika
jedinjenja filtere sa hidrofilnom membranom. Pozitivne greske u odredivanju termodinamicke
rastvorljivosti, javljaju se kada se filtracija koristi odmah nakon faze meSanja [5, 14]. Prvi razlog je
ve¢ pomenuto gradenje prezasicenih rastvora. Drugi razlog je nedovoljno vremena za sedimentaciju
suspendovanih ¢estica manjih od pora filtera.

1.5 Metode za odredivanje rastvorljivosti

11.5.1 Turbidimetrija

Turbidimetrija je metoda za odredivanje kineticke rastvorljivosti [1]. Originalna procedura se
zasniva na dodavanju alikvota osnovnog rastvora molekula u DMSO-u (0,5 pL) u 2,5 mL fosfatnog
pufera (pH 7) do pojave taloga. Zamucenje uzrokuje rasipanje svetlosti (light scattering), koje se
meri pomo¢u UV/VIS detektora u opsegu 620 — 820 nm. Metoda je dalje prilagodena i
optimizovana za odredivanje u posudama za 96 uzoraka male zapremine, $to omogucéava brze i
automatizovane analize [3]. Prema tome, kineti¢ka rastvorljivost se Koristi za rangiranje
potencijalno bioloski aktivnih supstanci po rastvorljivosti u ranoj fazi razvoja lekova. Kada se radi
sa slabo rastvornim jedinjenjima, ponovljivost metode je vrlo mala, Sto oteZava poredenje rezultata.
Osim toga, mana metode je upotreba DMSO-a. 1z tog razloga potrebno je dizajnirati eksperiment
tako da koli¢ina DMSO-a ne bude vec¢a od 0,5% (v/V).

11.5.2 Shake—flask metoda

Shake—flask metoda je metoda za odredivanje termodinamicke rastvorljivosti [3]. Uobi¢ajena
procedura se zasniva na pripremi suspenzije ispitivanog jedinjenja u puferu [48]. Bocica u kojoj se
nalazi suspenzija se zatim postavi u termostat (25/37 °C) i mucka 24, 48 sati ili duze do
uspostavljanja ravnoteZze. Nakon toga, faze se razdvajaju filtracijom ili centrifugiranjem, a
koncentracija supstance u supernatantu odreduje spektrofotometrijski ili HPLC-om. Ukoliko je
potrebno konstruisati logS—pH profil, odredivanje se izvodi na razli¢itim pH vrednostima.

Opisana procedura je prilicno jednostavna, ali se primenjivani eksperimentalni uslovi opisani u
literaturi dosta razlikuju [1]. Kako bi kvalitet i uporedivost dobijenih rezultata bili poboljsani, ali i
zbog boljeg razumevanja uticaja razlicitih faktora na rastvorljivost, objavljene su preporuke za
odredivanje rastvorljivosti jonizujucih jedinjenja [5, 14, 32]. Ukoliko se eksperiment dizajnira
prema tim preporukama, mogu se ocekivati tacni 1 precizni rezultati, koji ovu metodu Cine zlatnim
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standardom medu metodama za odredivanje rastvorljivosti. Duzina trajanja eksperimenata i
zahtevan laboratorijski rad su dva glavna razloga zbog kojih shake—flask obi¢no nije metoda izbora
u farmaceutskoj industriji.

Na osnovu svega navedenog, jasno je da opis eksperimentalne procedure mora biti detaljan.
Potrebno je navesti masu odmerene supstance, zapreminu rastvora, vreme meSanja, nacin
razdvajanja faza (sedimentacija, filtriranje i centrifugiranje), temperaturu [5, 14, 32]. Treba naglasiti
taCan sastav svih supstanci koje se koriste pri odredivanju. Vazno je kontrolisati pH vrednost tokom
eksperimenta, a u obradi rezultata koristiti pH vrednost suspenzije nakon uspostavljanja ravnoteze.
Pozeljno je uraditi karakterizaciju ¢vrste faze radi utvrdivanja promena u sastavu taloga u zavisnosti
od pH vrednosti suspenzije i proucavanja eventualnih transformacija u ¢vrstoj fazi [2].

11.5.3 Modifikacije shake—flask metode

Zahvaljujuéi automatizovanoj proceduri i izuzetnoj preciznosti odredivanja, minijaturizovana
shake—flask metoda koristi se u farmaceutskoj industriji za odredivanje termodinamicke
rastvorljivosti, iako je kapacitet metode priblizno 20 jedinjenja nedeljno [1, 3, 38]. Odredena masa
ispitivane supstance (<1 mg za slabo rastvorna jedinjenja) doda se u 2 mL pufera, koji se nalazi u
posebno dizajniranom sudu (Whatman UniPrep filter chamber). Sud se zatvara ¢epom koji sadrzi
filter 1 mucka na odredenoj temperaturi (25/37 °C). Tokom muckanja, potrebno je proveravati i
ukoliko je potrebno i podesavati pH vrednost suspenzije. Posle 24 sata filter se pod pritiskom
pomera ka dnu bocice §to dovodi do odvajanja supernatanta od taloga. Supernatant se zatim
analizira pomo¢u HPLC metode sa UV/VIS ili MS detekcijom. Vazno je naglasiti da tokom
muckanja ne dolazi do kontakta izmedu suspenzije i filtera, tako da ne postoji opasnost od
naduvanja ili zacepljenja membrane filtera [38]. Kao i pri upotrebi uobicajenih filtera, potrebno je
odbaciti prvi deo supernatanta, zbog potencijalne adsorpcije supstance na membranu filtera.

Bergstrom i saradnici primenili su slicnu metodu (small-scale shake—flask) u odredivanju
profila rastvorljivosti 25 baza (koriS¢ena jedinjenja su bila u obliku baze ili soli) [39]. U okviru ove
studije analiziran je i desipramin-hidrohlorid. U zavisnosti od rastvorljivosti jedinjenja na 22,5 °C,
ispitivana supstanca dodavana je u 50 ili 200 pL fosfatnog pufera do pojave Cvrste faze u sistemu.
Pomocu standardnih rastvora H3PO,4 ili KOH podesavane su pH vrednosti suspenzija. Vreme
muckanja bilo je 24 sata. Faze su razdvojene centrifugiranjem, a koncentracija supstance u
supernatantu odredena je pomo¢u HPLC metode sa UV ili fluorescentnim detektorom. Zahvaljujuéi
prili¢noj ustedi supstanci i tacnosti dobijenih podataka, ova metoda, takode, moze biti korisna u
ranim fazama dizajna i razvoja lekova [3].

11.5.4 Dissolution template titracija (DTT)

Dissolution template titracija (DTT) je potenciometrijska metoda za odredivanje
termodinamicke rastvorljivosti, u kojoj se koristi pSOL titrator (pSOL Model 3 instrument (pION,
USA)) [1, 3, 41, 48]. U prvom koraku izvodi se simulacija titracione krive na osnovu ulaznih
vrednosti pK, i logSy (procenjuje se na osnovu Hansch—Yalkowsky jednacine: logSe=1,17-
1,38xlogP). Simulirana titraciona kriva sluzi kao templat za pripremu suspenzije i izvodenje cele
titracije. Titracija pocinje od pH vrednosti na kojoj je supstanca u molekulskom obliku i gradi
suspenziju, a odvija se u smeru rastvaranja taloga. Tokom titracije meri se pH vrednost. Algoritam
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uzima u obzir brojne faktore koji uti¢u na brzinu rastvaranja: koncentraciju supstance u trenutku
merenja, rastvorljivost, difuzioni koeficijent, debljinu difuzionog sloja (menja se sa promenom
temperature i brzine mesanja) i specificnu povrsinu. U skladu sa tim, brzina titracije je manja u
prisustvu taloga. Kada se talog potpuno rastvori, brzina titracije se povec¢ava. Eksperiment traje 3 —
10 sati. Sto je rastvorljivost ispitivane supstance manja, vreme trajanja titracije je duze. Na osnovu
titracionih podataka izracunava se sopstvena rastvorljivost, a zatim i logS—pH dijagram. Prilikom
obrade titracionih podataka, u model je moguce ukljuciti potencijalne sporedne reakcije
(kompleksiranje, agregacija i sli¢no). Prednost metode je velika preciznost odredivanja
rastvorljivosti. Zbog duzine trajanja titracije, metoda se retko koristi u prvim fazama dizajna i
razvoja lekova, ali moZe biti korisna u kasnijim fazama istrazivanja.

11.5.5 Chasinig equilibrium Solubility (ChegSol) metoda

Chasinig equilibrium Solubility (CheqSol) je potenciometrijska metoda koja se koristi za
odredivanje kineticke i sopstvene rastvorljivosti [1]. Za razliku od DDT metode, u CheqSol metodi
titracija pocinje od pH vrednosti na kojoj je jedinjenje u jonizovanom obliku i potpuno rastvoreno, a
odvija se ka pH vrednosti na kojoj se jedinjenje talozi. Naizmeni¢nim dodavanjem kiseline ili baze
(titraciona sredstva) nakon pojave taloga u sistemu, postize se naizmeni¢no talozenje i rastvaranje
supstance. Prati se brzina promene pH tokom ovih procesa. Opisana procedura naziva se Chasing
equilibrium jer ima za cilj brze uspostavljanje ravnoteze u sistemu. KinetiCka rastvorljivost se
dobija iz koncentracije supstance u rastvoru u trenutku prve pojave taloga. Kada se izjednace brzine
rastvaranja i taloZenja, moze se dobiti vrednoSt sopstvene rastvorljivosti iz slede¢ih podataka:
ravnotezna pH vrednost, zapremina rastvora, koli¢ina i pK,; dodate supstance, koli¢ina i
koncentracija dodate kiseline i baze (titraciona sredstva), jonska sila i temperatura rastvora [4].

ChegSol metoda ima nekoliko prednosti u odnosu na klasi¢nu shake—flask metodu: vreme
trajanja analize je kraCe, merenja se izvode u prisustvu taloga pa razdvajanje faza nije potrebno,
supstanca ne mora da sadrzi hromoforu [4]. Medutim, ovu metodu je moguée primeniti samo za
jedinjenja koja imaju jonizujuce funkcionalne grupe. Zbog nacina izvodenja eksperimenta, tesko je
odrediti rastvorljivost veoma slabih kiselina (pK;>11) i veoma slabih baza (pK,;<3). Osim toga,
metoda jo$ uvek nije prilagodena odredivanju rastvorljivosti u puferskim rastvorima [14].

Prema promenama u sistemu koje se deSavaju tokom CheqSol procedure, molekuli se mogu
podeliti u dve grupe: chaser i non—chaser [44]. Svrstavanje jedinjenja u jednu od ove dve grupe,
moze biti korisno u farmaceutskoj industriji, zato S$to svaka grupa pokazuje specificne
karakteristike, koje se mogu iskoristiti tokom procesa razvoja i dizajna lekova. Osnovna razlika
izmedu chaser i non—chaser molekula je sposobnost gradenja prezasi¢enih rastvora. Chaser
molekuli grade prezasic¢ene rastvore, dok non—chaser molekuli ne. Osim toga, karakteristi¢na
svojstva chaser molekula su: u ¢vrstom obliku su kristalni i imaju visoke temperature topljenja,
sporo se taloze i sporo rastvaraju, mogu biti Kiseline, baze ili amfoliti, rastvorljivost im raste sa
porastom temperature. Nekada je moguce produziti prezasic¢enje i spreciti kristalizaciju koris¢enjem
razli¢itih aditiva. Svojstva non—chaser molekula su ve¢ opisana u poglavlju IL.1: ne grade
prezasiCene rastvore; brzo se taloze, a sporo rastvaraju; najceS¢e su baze; imaju niske tacke
topljenja, na 25 °C obi¢no su tecni ili amorfni; rastvorljivost se ne menja ili opada sa porastom
temperature; Cesto su povrSinski aktivni. Odnos kineticke i1 sopstvene rastvorljivosti opisuje
sposobnost jedinjenja da nagradi prezasi¢en rastvor (supersaturation ratio).
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11.5.6 Micro dissolution metoda (UDISS metoda)

UDISS je metoda za odredivanje termodinamicke rastvorljivosti, u kojoj se koristi instrument
originalno namenjen za odredivanje brzine rastvaranja pod nazivom puDISS ProfilerPLUS (pION,
US) [1]. Na pocetku, 5 mg supstance komprimuje se u peletu i postavi u rotirajuéi disk. Zatim se
ovaj deo aparature uroni u sud koji sadrzi 1 — 3 mL pufera. Koncentracija supstance odreduje se
pomocu in situ fiber optic UV detektora. Prednosti ove metode su velika preciznost odredivanja,
moguénost procene vremena potrebnog za uspostavljanje ravnoteze direktno sa krive rastvaranja,
odredivanje rastvorljivosti razli¢itih polimorfa/solvata, ¢ije su transformacije jasno uocljive na
krivoj rastvaranja [3, 32, 48]. Kapacitet metode je 6 jedinjenja dnevno (na instrumentu je moguce
istovremeno postaviti 6 uzoraka) [1].

11.5.7 Facilitated Dissolution metoda

Facilitated Dissolution Method je metoda za odredivanje termodinamicke rastvorljivosti,
kojom se prevazilazi problem sporog uspostavljanja ravnoteze kod vrlo slabo rastvorljivih supstanci
[45]. Zasniva se na dodatku male koli¢ine organskog rastvaraca u vodeni rastvor slabo rastvorljive
supstance [3, 45 — 47]. Prilikom izbora organskog rastvara¢a mora se voditi racuna da organski
rastvara¢ bude nemesljiv sa vodom (oktan, toluen, oktanol, amil-alkohol i drugi) i da supstanca
bude bar 200 puta rastvorljivija u organskom rastvara¢u nego u vodi. Pri radu sa lipofilnim
jedinjenjima koja nemaju polarne funkcionalne grupe preporucuje se oktan ili izooktan, dok se pri
radu sa lipofilnim jedinjenjima koja imaju viSe polarnih funkcionalnih grupa preporucuje oktanol.
Odgovarajuci izbor organskog rastvaraca u slu¢aju manje lipofilnih jedinjenja je 1,2-dihloretan.

Organski rastvara¢ rastvara tesko rastvornu supstancu [3, 45 — 47]. Ukoliko se suspenzija
intenzivno mucka, dodirna povrSina izmedu vodene i organske faze je velika, §to omogucava
transfer supstance iz organske u vodenu fazu. Na taj nain se povecava ukupna brzina rastvaranja i
znacajno se smanjuje vreme potrebno za uspostavljanje ravnoteze. Povecanje koli¢ine ¢vrste faze u
vi§ku, nije dobar nacin za poveéanje brzine rastvaranja, zato $to prisustvo necistoca u uzorku i
heterogenost uzorka u smislu veli€ine Cestica 1 postojanja mesta na kristalnoj reSetki koja imaju
razli¢it energetski sadrzaj (defekti kristalne reSetke ili amorfni regioni) imaju uticaja na
rastvorljivost. Zato se problem sporog uspostavljanja ravnoteze prevazilazi ovom metodom.

Dok se u sistemu nalaze tri faze (Cvrsta faza, organska faza i voda), prisustvo organskog
rastvaraca ne menja vrednost termodinamicke rastvorljivosti (osim u slu¢aju jonizujucih jedinjenja
u slabo puferisanim rastvorima) [3]. Ovaj sistem moze se opisati slede¢im ravnoteZama i
odgovaraju¢im konstantama ravnoteza (17 i 18):

B(s): B(org) Sorg:[B(org)] (17)

B SBorg) Pow=[B(org)]/[B] (18)

gde je Sorg rastvorljivost jedinjenja u organskoj fazi, a Py particioni koeficijent [3]. Mnozenjem
jednacine (17) sa -1 i sabiranjem sa jednacinom (18), dobija se izraz za rastvorljivost supstance u
vodi (19):
B(S)SB Sw= Sorg/ Pow (19)
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11.5.8 Program pDISOL-X™

Jedan od najboljih programa za obradu podataka i izraCunavanje konstanti ravnoteza, opisan u
literaturi, je pDISOL-X™ (in-ADME Research) [31, 32, 35, 37, 47, 54, 82, 84, 89, 92]. Ulazni
podaci su izmerene vrednosti pH i logS (kao i standardna devijacija logS) [35, 54, 92].
Rastvorljivost mora biti izraZzena u mol/L. Osim toga, potrebno je definisati vrstu i koncentraciju
svih dodatih reagenasa. Tokom proracuna, u obzir se uzimaju sve vrste za koje se pretpostavlja da
postoje u rastvoru (komponente pufera, kontra joni, inertni elektrolit i sli¢no). Velika prednost
programa je to Sto se proracuni ne zasnivaju na vazenju HH jednacine, ve¢ program izvodi
specifi¢ne jednacine na osnovu bilo kog broja hipoteti¢kih ravnoteza i procenjenih konstanti, koje
korisnik predlozi. U predloZene ravnoteze moze biti uklju¢eno nastajanje soli u talogu, gradenje
agregata i kompleksa u rastvoru, ravnoteze koje ukljucuju Zu¢ne kiseline i1 surfaktante i sli¢no.
Eksperimentalno odredeni parametri elektrode (o, Ks, ju, jou) pri referentnoj jonskoj sili 0,15 M,
koji figuriSu u Avdeef-Butcher jednacini [3, 95], automatski se prilagodavaju pomoc¢u programa
pDISOL—X™ ukoliko je jonska sila u uslovima eksperimenta drugacija [35].

Avdeef-Butcher jednacina (20) Koristi se za standardizaciju elektrode (prevodenje iz pH (-log
a(H") u pH (-log[H™]) skalu) [3, 95].

pH= o+ ksxpeH + jux[H'] + jorxKuw/[H'] (20)

gde je:
o — negativan logaritam koeficijenta aktiviteta H" jonana odredenoj temperaturi i jonskoj sili,
ks— odnos eksperimentalnog i teorijskog Nernst-ovog nagiba (slope factor),

jn — korekcija nelinearnog odgovora prilikom merenja pH vrednosti, koji nastaje kao posledica
difuzionog i asimetri¢nog potencijala u izrazito kiselim rastvorima (pH<1,5),

Jon — korekcija nelinearnog odgovora prilikom merenja pH vrednosti u izrazito baznim rastvorima
(pH>11,5), koji nastaje kao posledica difuzionog potencijala i/ili ,,sone‘ greske,

Kw— koncentracioni jonski proizvod vode na odredenoj temperaturi i jonskoj sili [96].

Svaka elektroda ima karakteristiCan set parametara, koji se dobija obradom podataka titracije
hlorovodoni¢ne kiseline natrijum-hidroksidom/kalijum-hidroksidom u pH opsegu 1,8 — 12,2 u
prisustvu pozadinskog elektrolita [3]. Na 25 °C i pri jonskoj sili 0,15 M, tipi¢ne vrednosti Cetiri
parametara su: 0=0,09; ks=1,002; j4=0,5 i jou=-0,5.

Program pDISOL-X™ omogucava testiranje prisustva razli¢itih kompleksa, taloga i ostalih
hemijskih vrsta koje se mogu formirati u heterogenom sistemu [31, 35, 37, 54, 82, 92]. Program
racuna raspodelu hemijskih vrsta u suspenziji ispitivanog jedinjenja u pozadinskom elektrolitu, po
dodatku standardnog rastvora HCI (ili H3PO,4, H,SO,4, CH3COOH i drugi) u inkrementima, dok pH
suspenzije ne dostigne vrednost oko nule. Zatim sledi simulacija dodavanja standardnog rastvora
NaOH (ili KOH) u inkrementima, dok pH suspenzije ne dostigne vrednost oko 13. U svakoj tacki
simulirane titracije (korak pH 0,005 - 0,2) izraCunavaju se rastvorljivost, jonska sila,
koncentracione konstante ravnoteze (Kiselinske konstante, proizvod rastvorljivosti, konstante
agregacije ili konstante gradenja kompleksa). Cetiri parametra iz Avdeef-Butcher jednacine
ukljucena su u proracun. Na kraju simulacije, uporeduju se izracunati logS—pH dijagram i
eksperimentalno dobijeni dijagram. Proracun se ponavlja sve dok razlike izmedu izracunatog i
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eksperimentalno dobijenog dijagrama ne postanu minimalne. Tacnost predlozenog modela
ravnoteza, procenjuje se na osnovu parametra kvalitet korelacije (,,goodness—of-fit“ (GOF)), koji
treba biti oko 1, ukoliko predloZeni model dobro opisuje eksperimentalne podatke [35].

Prilikom postavljanja modela (ravnoteze i konstante ravnoteza), potrebno je znati vrednost pK,
odredenu nezavisnom metodom, kao i prepoznati karakteristicna odstupanja logS—pH dijagrama od
teorijskog profila rastvorljivosti izratunatog na osnovu HH jednacine [92]. Za predlaganje vrednosti
konstanti ravnoteza, mogu se koristiti razliCite relacije ili aproksimacije. Na osnovu analize
eksperimentalno dobijenih podataka objavljenih u literaturi [39], Avdeef je odredio korelaciju
izmedu sopstvene rastvorljivosti i proizvoda rastvorljivosti dihidrogenfosfatnih (Kspl:l) i
hidrogenfosfatnih (Ky,>") soli [37, 54]:

pKsp™' = 0,525 + 0,554%pS, (21)

pKSp2:1 = 0,744 + 1,207xpSy = -0,4002 +2,1796 pKSpl:l 22

I1.6 Kriti¢éna micelarna koncentracija

PovrSinski aktivna jedinjenja ili surfaktanti su amfifilni molekuli karakteristi¢nih struktura, ¢iji
je jedan deo polaran (hidrofilni) a drugi nepolaran (hidrofobni) [97]. Prema sposobnosti da disosuju
u vodi, ova jedinjenja se mogu podeliti na jonska i nejonska. Jonski surfaktanti (katjonski, anjonski
i amfoliti) disosuju u vodi, dok nejonski ne disosuju. Polarna (hidrofilna) grupa je naelektrisana
pozitivno u katjonskim surfaktantima, a negativno u anjonskim surfaktantima (u pH opsegu u kojem
je jedinjenje u jonskom obliku). Amfoliti su povrsinski aktivna jedinjenja koja mogu da se ponasaju
u vodenom rastvoru i kao katjonski i kao anjonski surfaktanti, u zavisnosti od pH vrednosti
rastvora. Hidrofilne grupe nejonskih surfaktanata nemaju lokalizovano naelektrisanje u istoj meri
kao jonski surfaktanti.

U vodenom rastvoru, povrsinski aktivna jedinjenja, pokazuju tendenciju da se akumuliraju na
granici faza voda — vazduh, kao i da se, pri visokim koncentracijama, organizuju u termodinamicki
stabilne agregate, odnosno micele [98]. Organizovanje surfaktanata u micele, odvija se tako da
hidrofilni deo molekula bude na povrSini u kontaktu sa vodenim rastvorom, za razliku od
hidrofobnog dela, koji se nalazi u unutrasnjosti ,,zasticen” od molekula vode [59, 99, 100]. Sa
porastom koncentracije, surfaktanti prvo grade premicelarne strukture, kao §to su dimeri, trimeri i
ostali manji agregati [97]. Sa daljim porastom koncentracije surfaktanta, od monomera i
premicelarnih struktura nastaju sferne micele, ¢iji je poluprecnik aproksimativno jednak duzini
suftaktanta, a broj monomera u miceli je u opsegu 10 — 100 (agregacioni broj). Ukoliko
koncentracija surfaktanta nastavlja da raste, mogu nastati micele drugacijih oblika: cilindri¢ne,
heksagonalne i plocaste (laminarne). Interakcije izmedu surfaktanata u agregatima ili micelama su
nekovalentnog tipa, kao Sto su Van der Waals-ove interakcije, elektrostaticke interakcije, vodoni¢ne
veze, donor — akceptor veze i druge [64].

Kriti¢na micelarna koncentracija (KMK) je koncentracija iznad koje poc¢inje formiranje micela
u rastvoru [101]. Prema IUPAC-u (International Union of Pure and Applied Chemistry), KMK se
definiSe kao uzak opseg koncentracija koji razdvaja oblast u kojoj micele nisu detektovane od
oblasti u kojoj svaki dodati molekul surfaktanta gradi micele [97]. Kriti¢éna micelarna koncentracija
predstavlja jedan od najznacajnijih parametara koji se koristi prilikom proucavanja samoagregacije
povrsinski aktivnih jedinjenja, bez obzira da li se micele posmatraju kao hemijska vrsta (mass
action model) ili kao posebna faza (phase separation model) [63, 98, 100 — 102]. Vrednost KMK
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zavisi od nekoliko faktora [59, 63, 64, 97, 100, 101]: temperatura, rastvaraé, jonska sila, pH
vrednost, struktura surfaktanta, prisustvo, koncetracija, veli¢ina, naelektrisanje, hidrofobnost i
priroda drugih elektrolita u rastvoru. Primeceno je da KMK opada sa porastom koncentracije drugih
elektrolita, bez obzira na hemijsku prirodu surfaktanta [101]. Elektroliti neutraliSu naclektrisanje
jona surfaktanata, §to smanjuje njihovo medusobno elektrostaticko odbijanje, tako da je nastajanje
micela olaksano [63, 64, 101].

Metode za odredivanje kriticne micelarne koncentracije jedinjenja koja grade micele, mogu se
podeliti u dve grupe: direktne i indirektne [97]. Kod direktnih metoda meri se odredeno svojstvo
rastvora (elektri¢na provodljivost [29, 56, 58, 63, 64, 98, 100 — 106], viskoznost [97], povrSinski
napon [29, 57, 59, 61, 100, 105], indeks refrakcije [107], osmotski pritisak [97], dielektri¢na
konstanta [102], gustina [100]) u zavisnosti od rastu¢e koncentracije surfaktanta [97]. Promena
nagiba grafika zavisnosti merenog signala od koncentracije surfaktanta ukazuje na vrednost kriti¢ne
micelarne koncentracije. Kod indirektnih metoda meri se zavisnost svojstva neke druge supstance
(probe), dodate u rastvor surfaktanta, od rastuce koncentracije surfaktanta. Promena svojstva dodate
probe pokazuje vrednost KMK. Indirektno odredivanje kriticne micelarne koncentracije moze se
posti¢i pomocu slede¢ih metoda: spektrofluorimetrija [29, 100], spektrofotometrija [59, 63, 101],
micelarna elektrokineticka hromatografija [101].

Konduktometrija je Siroko primenjivana metoda za odredivanje kriticne micelarne
koncentracije zbog jednostavnosti, brzine analize, lako dostupne i jeftine opreme [97, 98, 100, 101].
Moguée je odrediti samo KMK vrednosti jonskih surfaktanata, koji se u vodenim rastvorima
ponasaju kao elektroliti. Ukoliko je vrednost KMK niska (dolazi do gradenja micela pri niskim
koncentracijama surfaktanta — na pocetku eksperimenta) konduktometrija nije metoda izbora zbog
male osetljivosti.

Eksperimentalno odredivanje kritiécne micelarne koncentracije metodom konduktometrijskih
titracija zasniva se na merenju specifiéne provodljivosti rastvora u zavisnosti od dodate koli¢ine
surfaktanta [101]. U prvom delu titracije u rastvoru postoje samo monomeri surfaktanta. Sa
porastom koncentracije surfaktanta, specificna provodljivost rastvora raste. Kada po¢ne formiranje
micela, specifi¢na provodljivost nastavlja da raste, ali sporije. Ukoliko se zavisnost specificne
provodljivosti od koncentracije surfaktanta prikaze graficki (Slika 6), dobijaju se dve linearne
funkcije razlic¢itog nagiba, koje se, u idealnom slucaju, seku u jednoj tacki [108]. Koncentracija
surfaktanta u tacki preseka predstavlja kriticnu micelarnu koncentraciju. Preciznost odredivanja
KMK ~zavisi od $irine opsega koncentracija u kome se desava promena u nagibu grafika zavisnosti
specifi¢ne provodljivosti od koncentracije [102].
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Slika 6. Zavisnost specifi¢ne provodljivosti od koncentracije.
Adaptirano iz Verbi¢ i saradnici, 2018 [108].
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U literaturi je opisano i izraCunavanje kriticne micelarne koncentracije crtanjem prvog, drugog
ili tre¢eg izvoda zavisnosti specifi¢ne provodljivosti od koncentracije surfaktanta [56, 58, 98, 100,
102, 104]. Koncentracija surfaktanta u prevojnoj tacki prvog izvoda (sigmoida), minimalnoj
vrednosti drugog izvoda ili nuli tre¢eg izvoda, uzima se kao KMK.

Osim kriti¢ne micelarne koncentracije, koristan parametar je stepen disocijacije micela (B), koji
se moze izracunati iz zavisnosti elektri¢éne provodljivosti od koncentracije [56, 103]. Dobija se kao
odnos nagiba prave nakon KMK i nagiba prave pre dostizanja KMK. Pokazuje efekat kontra jona
na stabilnost micela. Nekada se ovaj efekat prikazuje kao stepen asocijacije kontra jona i micela
a=1-p [64].

11.7 Metode za karakterizaciju taloga

11.7.1 Termogravimetrija

Termogravimetrija (TGA) je termicka metoda u kojoj se meri promena mase uzorka u
zavisnosti od temperature ili vremena, u kontrolisanoj atmosferi, pri ¢emu se temperatura menja (ili
ostaje konstantna — izotermalni uslovi) prema unapred zadatom programu [1, 2, 109, 110]. Kriva
termicke degradacije — termogram predstavlja zavisnost mase ili masenog udela od vremena ili
temperature. Signal se nekada prikazuje kao prvi izvod termograma — zavisnost brzine promene
mase sa vremenom (dm/dt) od temperature (T). Instrument namenjen za izvodenje
termogravimetrijske analize naziva se termogravimetrijski analizator ili termovaga. Glavni delovi
instrumenta su analiticka vaga (rezolucija 1 pg ili bolja), pe¢, sistem za dovod/odvod gasa i racunar.
Uspesnost jedne termogravimetrijske analize zavisi od mase uzorka, temperaturnog opsega, brzine
zagrevanja/hladenja, atmosfere oko uzorka [2].

Opseg temperatura veéine peci je od sobne do 1500 °C, a opseg brzina zagrevanja/hladenja 0
do 200 °C/min [110]. Kako bi se obezbedilo pouzdano merenje mase, dizajn instrumenta mora biti
takav da spreci transfer toplote sa pe¢i na vagu [109]. Izabran opseg temperatura za izvodenje
analize treba da obuhvati temperature na kojima dolazi do promene mase uzorka [2].

U idealnom slucaju, uzorak treba biti sprasen, homogen i ravnomerno rasporeden po tasu [109].
Veli¢ina Cestica uzorka je veoma vazna, zato §to moze uticati na kinetiku procesa gubitka mase [2].
Iako se najceS¢e termogravimetrijski analiziraju uzorci u ¢vrstom stanju, moguce su i analize
uzoraka u teCnom stanju. Termogravimetrijskom analizom najcesc¢e se prati termicka stabilnost
uzorka i gubitak isparljivih komponenti, kao §to su vezani/apsorbovani rastvara¢ (proces
desolvatacije) ili isparljivi degradacioni proizvodi (proces termicke degradacije). 1z tog razloga,
termogravimetrija ima vaznu ulogu u analizi solvata ili hidrata.

U novije vreme razvijene su tehnike koje omogucavaju strukturnu karakterizaciju isparljivih
proizvoda dobijenih TGA analizom, kuplovanjem termogravimetrije sa infracrvenom
spektroskopijom (TGA/FT-IR), masenom spektrometrijom (TGA/MS) ili kombinacijom gasne
hromatografije i masene spektrometrije (TGA/GC-MS) [2].
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11.7.2 Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija

Diferencijalna skenirajuc¢a kalorimetrija (DSC) je termicka metoda kod koje se mere razlike u
protoku toplote (heat flow) ka uzorku i standardu u zavisnosti od vremena ili temperature, dok se
temperatura programirano menja [109, 110]. Grafik zavisnosti protoka toplote od temperature
naziva se termogram [2].

Komercijalno su dostupna dva dizajna diferencijalnog skeniraju¢eg kalorimetra: power—
compensated DSC i heat—flux DSC [1, 2, 109, 110]. Dve pe¢i, u kojima se nalaze uzorak i standard,
karakteristi¢ne su za power—compensated DSC dizajn. Meri se razlika u protoku toplote koja je
potrebna da odrzi uzorak i standard na istoj temperaturi. Zahvaljuju¢i pe¢ima mase oko 1 g, moguce
je brzo uspostavljanje termickih ravnoteza i koris¢enje veoma velikih brzina skeniranja (250
® C/min i vise). U heat—flux DSC dizajnu, uzorak i standard su smesteni u istoj pe¢i mase 100 — 200
g. Meri se razlika u temperaturi izmedu uzorka i standarda (dok se temperatura programirano
menja), koja se zatim prevodi u razliku u protoku toplote, pomoc¢u termic¢kog ekvivalenta Omovog
zakona (g=AT/R; q — protok toplote ka uzorku, AT — razlika u temperaturi izmedu uzorka i
standarda, R — otpor).

Vazni eksperimentalni parametri za DSC analizu su konfiguracija tasa za uzorak, masa uzorka,
temperaturni opseg, brzina skeniranja i atmosfera [1, 2]. Tas za uzorak moze biti otvoren, zatvoren,
hermeticki zatvoren ili sa rupicom. Za analizu je potrebno 1 — 3 mg uzorka (5 — 10 mg u slucaju
prelaza manjeg intenziteta). Temperaturni opseg bira se prema vrsti uzorka i tipu analize. Brzine
skeniranja mogu da variraju u opsegu 0,001 — 500 °® C/min. Poveéanjem brzine skeniranja raste
osetljivost, ali se smanjuje rezolucija (posledica termi¢kog gradijenta u uzorku). Brzina skeniranja
treba da obezbedi dobar balans izmedu Zeljene osetljivosti i rezolucije. Gas ima nekoliko vaznih
uloga: kontrolise atmosferu oko uzorka, uklanja isparljive supstance iz sistema, sprecava
kontaminaciju i slicno. Najcesce se koristi azot, zato $to obezbeduje inertnu atmosferu i spre¢ava
oksidacione reakcije.

Diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija omogucava pracenje razli¢itih vrsta termickih prelaza
prvog i drugog reda, koji nastaju nastaju kao posledica fizickih transformacija ili hemijskih reakcija
[1, 2]. Pomenuti procesi dovode do promene entalpije (endotermni ili egzotermni termicki prelazi
prvog reda) ili do promene toplotnog kapaciteta (termicki prelazi drugog reda) ispitivanog
materijala. Primeri endotermnih prelaza su topljenje, kljucanje, sublimacija i desolvatacija, a
egzotermnih kristalizacija. Polimorfni prelazi i hemijska degradacija takode spadaju u termicke
prelaze prvog reda, ali mogu biti i endotermni i egzotermni. Endotermni polimorfni prelaz ukazuje
da su polimorfi enantiotropni, dok egzotermni prelaz znaci da su polimorfi monotropni. Polimorfi
su enantiotropni ako je jedan polimorf stabilan u jednom temperaturnom opsegu, a drugi polimorf u
nekom drugom. Tada je temperatura prelaza jednog polimorfa u drugi niza od temperature topljenja.
Kada je temperatura polimorfnog prelaza visa od temperature topljenja, jedan oblik je najstabilniji a
polimorfi su monotropni. Stakleni prelaz, karakteristika amorfnih materijala, predstavlja prelaz
izmedu superohladene te¢nosti (nastaje brzim hladenjem tecnosti ispod temperature topljenja) u
stakleno stanje. Spada u termicke prelaze drugog reda, povezanim sa promenama u toplotnom
kapacitetu. U termogramu se prelaz vidi kao promena u baznoj liniji, za razliku od pikova koji
ukazuju na termicke prelaze prvog reda.

Za heat-flux i power—compensated DSC karakteristi¢na je linearna brzina skeniranja, koja
omogucava pracenje zbira termickih prelaza [2]. Tumacenje rezultata postaje pravi izazov kada se
na istoj ili slicnoj temperaturi odigra viSe termickih prelaza. Navedeni problem moZe biti
prevaziden koriS¢enjem modulisane diferencijalne skeniraju¢e kalorimetrije (MDSC), primenljive
na heat—flux DSC instrumentalni dizajn. U MDSC se, na linearnu brzinu skeniranja, primenjuje
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oscilatorna sinusoidna funkcija, definisane amplitude i perioda oscilacije [1, 2]. Na taj nacin postize
se razdvajanje reverzibilnih i nereverzibilnih termickih prelaza, direktno merenje toplotnog
kapaciteta i povecanje osetljivosti bez narusavanja rezolucije [2]. KoriS¢enjem Fourier-ove
transformacije, DSC signal moguce je razdvojiti na signal koji poti¢e od reverzibilnih prelaza i
signal koji potice od nereverzibilnih prelaza [1]. Modulisana temperaturna diferencijalna
skeniraju¢a kalorimetrija, primenljiva na power—compensated DSC instumentalni dizajn,
funkcionise po slicnim principima kao MDSC, ali se umesto sinusoidne funkcije koristi stepenicasta
funkcija [2].

Na osnovu svega navedenog, ocigledan je znacaj kombinacije DSC 1 TGA analiza u
proucavanju kristalnog i amorfnog materijala: karakterizacija polimorfa, solvata, hidrata, soli,
kokristala, polimera, amorfnih oblika, praéenje procesa dehidratacije ili desolvatacije kristala,
odredivanje Cistoce organskih jedinjenja, proucavanje reakcija u ¢vrstoj fazi i sli¢no [2].

11.7.3 Difrakcija X-zraka praha (Powder X-ray diffraction, PXRD)

U PXRD metodi koristi se difrakcija X-zraka u cilju karakterizacije ¢vrstog materijala u obliku
praha [2]. Grafik zavisnosti intenziteta difrakcije od difrakcionog ugla 6 ili 20 naziva se
difraktogram.

Difraktometar se sastoji iz izvora X-zraka (rendgenska cev), drzac¢a za uzorak i detektora.
Difrakcija X-zraka na kristalima deSava se ukoliko je ispunjen uslov definisan Bragg-ovim
zakonom (23), odnosno ukoliko je putna razlika dva zraka jednaka celobrojnom umnosku talasnih
duzina:

NA=2dSin0 (23)

gde je A talasna duzina X-zraka, d rastojanje izmedu ravni u kristalu, 6 Bragg-ov ugao (ugao pod
kojim X-zraci padaju na kristal) i n ceo broj. U ovim eksperimentima najc¢e$ce se koristi Cu Ka
monohromatsko zragenje talasne duzine 1,5418 A, ali je moguée upotrebiti i Ko zratenje iz drugih
izvora: molibden (A=0,7107 A), kobalt (A=1,7902 A) ili gvozde (»=1,9373 A). Difrakcioni ugao
zavisi od vrednosti d i talasne duzine X-zraka. Ugao difrakcije ¢e biti veci ukoliko je rastojanje
izmedu ravni u kristalu manje. Osim toga, razli¢iti izvori X-zraka usmereni na istu ravan kristalne
faze, uslovice razlicite difrakcione uglove.

PXRD difraktogram zavisi od kristalne strukture materijala, odnosno od dimenzija jedini¢ne
¢elije, simetrije 1 molekulskog pakovanja. Prilikom analize difraktograma, uzimaju se u obzir
polozaj, intenzitet i oblik difrakcionih pikova, kao i raspodela intenziteta pikova. Intenzitet
difrakcionog pika zavisi od molekulskog pakovanja, mase uzorka, veli¢ine i orijentacije Cestica, a
oblik od kvaliteta uzorka (stepen kristalnosti i veli¢ina Cestica) i instrumentalnih parametara.
Difraktogrami su jedinstveni i karakteristi¢ni za datu kristalnu strukturu, zbog ¢ega PXRD tehnika
ima veliku primenu: mogucnost razlikovanja razlicitih kristalnih oblika jedinjenja — polimorfi, soli,
solvati, hidrati, kokristali; pracenje razli¢itih transformacija — dehidratacija, hidratacija, polimorfni
prelazi, kristalizacija amorfnog materijala; procena stepena kristalnosti; razlikovanje kristalnog od
amorfnog materijala (amorfni materijal nema karakteristiéni PXRD difraktogram, difrakcija je vrlo
slaba).
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IIT NASI RADOVI

Kao sto je u Uvodu navedeno, cilj ove doktorske disertacije bio je razvoj metode koja ce
omoguciti tacno i precizno odredivanje pH-zavisne termodinamicke rastvorljivosti i definisanje
postojecih ravnoteza u heterogenim sistemima nekih tricikli¢nih antidepresiva u prisustvu fosfata
i/ili hlorida. Izabrani su slede¢i triciklicni antidepresivi: desipramin, nortriptilin, imipramin i
amitriptilin. Istaknuti su uticaji ¢vrste faze i razliCitih vrsta agregacije u rastvoru (gradenje
kompleksa sa komponentama fosfatnog pufera i gradenje razli¢itih agregata) na rastvorljivost
nabrojanih jedinjenja.

I11.1 pH—Ramp shake—flask metoda

pH-Ramp shake—flask metoda je metoda za odredivanje termodinamicke rastvorljivosti,
razvijena u toku izrade ove doktorske disertacije [6 — 13] uz posStovanje preporuka za tacno i
precizno odredivanje rastvorljivosti, prikazanih u literaturi [14]. Predstavlja modifikaciju klasi¢ne
shake—flask metode.

Eksperiment pocinje pripremom kisele (pH~2) ili bazne (pH~12) suspenzije ispitivanog
jedinjenja, koja se zatim ravnomerno deli u vise bocica. Neophodno je da se suspenzija intenzivno
mesa u ovom koraku. Ravnomerna podela suspenzije znaci isti odnos mase ispitivane supstance i
zapremine pufera (ili bilo kog vodenog rastvora koji se koristi u eksperimentu) u svakoj bocici.
Ukoliko je pH vrednost suspenzije u svakoj bocici priblizno ista, moze se smatrati da je ravnomerna
podela postignuta.

Nakon toga se pH vrednosti suspenzija podesavaju u Zeljenom pH opsegu. Standardni vodeni
rastvori kiselina (na primer HCI ili H3PO,) koriste se u titracijama iz bazne sredine ka kiseloj
(titracije od viSe ka nizoj pH vrednosti). Standardni vodeni rastvori baza (na primer NaOH ili KOH)
koriste se u titracijama iz kisele sredine ka baznoj (titracije od niZze ka viSoj pH vrednosti).
Uobicajeno vreme uspostavljanja ravnoteze je 24 sata (6 sati meSanja i 18 sati sedimentacije) [14].
Tokom faze meSanja neophodna je kontrola pH vrednosti suspenzija, jer promene pH tokom
rastvaranja i uspostavljanja ravnoteznog stanja mogu biti znatne. Tokom faze sedimentacije nije
prakti¢no meriti pH zbog moguceg naruSavanja procesa sedimentacije.

Posle 18 sati sedimentacije, obavezno je merenje pH vrednosti suspenzija (u ovom koraku ne
treba meSati suspenziju) 1 poredenje sa vrednostima izmerenim nakon 6 sati meSanja. Ukoliko je
ravnoteza postignuta, pH vrednosti ¢e biti priblizno iste, tako da se faze dalje mogu razdvojiti
filtracijom ili centrifugiranjem. Ukoliko ravnoteza nije postignuta, potrebno je produziti vreme
uspostavljanja ravnoteZe. Koncentracija ispitivanog jedinjenja u supernatantu odreduje se
odgovarajucom metodom (najces¢e spektrofotometrijski ili HPLC-om), dok se talog analizira
metodama za karakterizaciju ¢vrstog stanja (elementalna analiza, termogravimetrija, diferencijalna
skeniraju¢a kalorimentrija, difrakcija X-zraka praha i druge). Preporucen program za obradu
eksperimentalno dobijenih logS—pH podataka i izracunavanje razliitih vrsta ravnoteznih konstanti
je pDISOL—XTNI [31, 32, 35, 37, 47, 54, 82, 84, 89, 92]. Osim toga, ovaj program moze da se koristi
u svrhe simulacije i dizajna eksperimenta.
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111.2 Proucavanje ravnoteza u heterogenim sistemima desipramin-hidrohlorida

111.2.1 Proucavanje rastvorljivosti desipramina u zavisnosti od pH vrednosti

Rastvorljivost desipramin-hidrohlorida na 25+1 ° C u suspenzijama razli¢itih pH vrednosti,
koje sadrze fosfate i hloride, odredena je primenom pH-Ramp shake—flask metode [6 — 8]. Izvedene
su titracije u dva smera: iz bazne ka kiseloj sredini i iz kisele ka baznoj. Titracija iz bazne ka kiseloj
sredini primenjena je u setovima 1 i 2. Prvo je napravljena suspenzija DsHCI u fosfathom puferu
visoke pH vrednosti (pH>11) (Tabela 3). Dobijena suspenzija je zatim ravhomerno podeljena na
odreden broj uzoraka. Dodavanjem odredenih zapremina 1 M HCI podesene su pH vrednosti
uzoraka. Titracija iz kisele ka baznoj sredini izvedena je u setu 3. Na pocetku je pripremljen rastvor
DsHCI u fosfatnom puferu pH vrednosti 1,90 (Tabela 3), koji je zatim rasporeden u vise bocica.
Standardni rastvor 1 M NaOH kori$¢en je za podeSavanje pH uzoraka.

Tabela 3. Sastav pocetnih suspenzija/rastvora desipramina u setovima 1 — 3 (pre dodavanja
standardnih rastvora radi podeSavanja pH u zeljenom opsegu) [7]
Set V. (ml) mpsmci(@ pH  [DSHCl]wt (M) [NaHPOuslior (M) [Clliot (M)

1 50,0 0,41170 11,62 0,03 0,12 0,03
2 50,0 0,41220 11,61 0,03 0,12 0,03
3 15,0 0,34370 1,90 0,08 0,14 0,14

Vreme uspostavljanja ravnoteze u setovima 1 — 3 bilo je 24 sata (6 sati meSanja i 18 sati
sedimentacije). U cilju pracenja uspostavljanja ravnoteze U heterogenom sistemu, merene su pH
vrednosti uzoraka nekoliko puta tokom perioda od 6 h mesanja. Ukoliko je dolazilo do promene pH
vrednosti sa vremenom, dodate su nove koli¢ine 1 M standardnih rastvora HCI/NaOH, kako bi se
pH vrednost svakog uzorka odrzala priblizno konstantnom. pH Vrednosti izmerene nakon 18 h
sedimentacije, pre razdvajanja faza, uzete su kao finalne pH vrednosti suspenzija. Nakon
sedimentacije, za razdvajanje faza koris¢ene su filtracija (setovi 1 i 2) ili centrifugiranje (set 3).

Na Slikama 7. i 8. prikazani su uzorci iz setova 2 i 3, posle 6 sati meSanja i 18 sati
sedimentacije, pre razdvajanja faza. U uzorcima sa pH>3,48 formirani su heterogeni sistemi. U pH
opsegu 3,99 — 8,47 nastao je beo ¢vrst talog, dok se uljast talog izdvojio u uzorcima na pH>9,71.
Prelaz iz ¢vrstog u uljasti talog odvijao se u opsegu pH 9,64 — 9,69, $to se vidi po prisustvu oba
taloga u bo¢icama. MeSanje je bilo otezano u uzorku pH vrednosti 9,69 jer je izdvojena Cvrsta faza
bila izuzetno lepljiva i otezavala rotaciju magneta, a nekada i potpuno onemogucila meSanje. Posto
su uslovi u fazi meSanja bili drugaciji u odnosu ostale uzorke, ovaj uzorak je odbacen. Osim toga,
odbacen je i uzorak pH 4,56 zbog slu¢ajne kontaminacije tokom razdvajanja faza.
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Slika 7. Set 2: uzorci desipramina posle 6 sati meSanja i 18 sati sedimentacije. Brojevi
predstavljaju pH vrednosti rastvora/suspenzija nakon 24 sata.
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Slika 8. Set 3: uzorci desipramina posle 6 sati meSanja i 18 sati sedimentacije [6].
Brojevi predstavljaju pH vrednosti rastvora/suspenzija nakon 24 sata.

U setovima 1 i 2, odnosi odmerenih masa DsHCl) i dodatih zapremina rastvora fosfatnog
pufera, HCI i NaOH u pocetnim suspenzijama bili su: 8,23 mg/mL (set 1) i 8,24 mg/mL (set 2). U
daljem tekstu, ovi odnosi su oznaceni kao ,koncentracija® suspenzije, iako nije u pitanju
koncentracija u pravom smislu te re¢i jer je deo dodate supstance rastvoren, a deo je u talogu.
Koncentracija pocetnog rastvora u setu 3 bila je 22,91 mg/mL. Pri opisanim uslovima (setovi 1 — 3)
rastvorljivost nije bilo moguée odrediti u uzorcima sa pH<3,99, jer zbog visoke rastvorljivosti u
sistemu nije bilo ¢vrste faze u visku.

Rastvorljivost desipramina u suspenzijama dobijenim u setovima 1 — 3 odredene su HPLC—
UV/VIS metodom. Zavisnosti logaritma rastvorljivosti od pH vrednosti prikazane su na Slici 9.
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Slika 9. logS—pH profili rastvorljivosti desipramin-hidrohlorida [6 — 8]: a) setovi 1i 2 i b) set 3.

Dobro preklapanje profila rastvorljivosti u setovima 1 i 2 (titracije iz bazne ka kiseloj sredini) je
o¢ekivano, jer su eksperimentalni uslovi bili identi¢ni. logS—pH zavisnost dobijena iz seta 3
(titracija iz kisele ka baznoj sredini) pokazuje isti trend kao zavisnost dobijena iz setova 1 i 2, ali
male razlike ipak postoje. Da bi se utvrdilo da li su te razlike znacajne, ovaj set je u daljem radu
analiziran odvojeno od setova 1 i 2 pomoéu programa pDISOL—X™.

U cilju odredivanja rastvorljivosti desipramina pri pH<4 dizajniran je set 4 [7, 8]. Pripremljena
su tri uzorka shake—flask metodom, u kojima su ,.koncentracije” pocetnih suspenzija bile: 96,22
mg/mL (uzorak 1), 96,11 mg/mL (uzorak 2) i 97,00 mg/mL (uzorak 3) (Tabela 4). Pomocu
standardnog rastvora 1 M H3PO, podesena je pH vrednost u uzorcima 1 i 2; dok je u slucaju
rastvora 3, kori§¢en standarni rastvor 1 M HCI. U svim uzorcima formiran je heterogeni sistem,
tako da je rastvorljvost bilo moguce odrediti u pH opsegu 2,02 — 3,59 (Slika 10; Tabela P4).

33



Olivera Markovi¢ Doktorska disertacija

Tabela 4. Sastav pocetnih suspenzija desipramina u setu 4 (pre dodavanja standardnih rastvora radi
podesavanja pH u zeljenom opsegu) [7]
Set V(ml) MpsHci (9) pH [DsHClJw: (M) [NaH;POuliot (M)  [Clltot (M)
4 0,900 0,08650 —0,08730 4,34 0,32 0,15 0,32

Slika 10. Set 4: uzorci desipramina osle 6 sati meSanja i 18 sati sedimentacije.
Brojevi predstavljaju pH vrednosti suspenzija nakon 24 sata.

Rastvorljivost desipramina u uzorcima seta 4 je vec¢a od ocekivane (Tabela P4). Rastvorljivost
uzorka kome je pH vrednost podesavana pomo¢u HCI je nesto niza u odnosu na uzorke u kojima je
pH vrednost podeSavana pomocu H3PO,. Pomenuta razlika je verovatno posledica efekta
zajednickog jona (hlorida).

Uzorci desipramina u setovima 1 — 4 su suspenzije koje sadrze fosfate i hloride, $to oteZava
tumacenje rezultata. Kako bi se olakSalo definisanje ravnoteza u heterogenim Sistemima
desipramina, dizajniran je set 5, kao set koji sadrzi samo hloride [7, 8]. Uzorci su pripremljeni
shake—flask metodom dodavanjem 0,15 M NaCl u bocice koje sadrze tatno odmerenu masu
DsHCl) (Tabela 5). Standardni rastvori 1 M NaOH i 1 M HCI kori§¢eni su za podesavanje pH
vrednosti uzoraka u opsegu pH 1,31 — 10,04.

Tabela 5. Sastav pocetnih suspenzija desipramina u setu 5 (pre dodavanja standardnih
rastvora radi podesavanja pH u zeljenom opsegu) [7]
Set V(ml) Mpsyci (9) pH [DsHCl]ot (M) [Cl]iot (M)
5 1,000 0,04745-0,11205 4,75-7,12 0,16 — 0,37 0,31-0,52

Profil rastvorljivosti dobijen iz seta 5 (Slika 11) ima drugaciji trend u odnosu na setove 1 — 3
(Slika 9), sto nije veliko iznenadenje, kada se uzme u obzir da ovaj set sadrzi samo hloride.
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-2,00

logS

-2,50 |

-3,00 |

-3,50

N N N N N
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Slika 11. logS—pH profil rastvorljivosti desipramin-hidrohlorida: set 5 [7].
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Koli¢ina ¢vrste faze u viSku u uzorcima setova 1 — 5, nije bila dovoljna za detaljnu
karakterizaciju taloga pomo¢u TGA, DSC i PXRD, pa su dizajnirani setovi 6 i 7 [7, 8]. Uzorci
OM11 — OM15 (set 6) i OM22 — OM25 (set 7) dobijeni su iz suspenzija koje sadrze fosfate i
hloride, a desipramin je odmeren u obliku desipramin-hidrohlorida. Uzorak OM21 (set 7) dobijen je
iz suspenzije koja sadrzi fosfate. Za pripremu ovog uzorka koris¢ena je desipramin baza.

Rastvorljivost je odredena i u uzorcima setova 6 i1 7 (Tabela P6. i P7), iako su ovi uzorci
dizajnirani za analizu C¢vrstog stanja. Kada se uzmu u obzir ,,koncentracije* suspenzija, uzorke iz
ovih setova treba analizirati odvojeno od setova 1 — 5. Medutim, kako bi pretpostavljene ravnoteze
bile potvrdene, pojedini uzorci analizirani su zajedno sa nekim od setova 1 — 5.

111.2.2 Odredivanje ravnoteZnih konstanti u heterogenim sistemima desipramina pomocu
programa pDISOL-X™

Profili rastvorljivosti desipramin-hidrohlorida, dobijeni pomoéu programa pDISOL-X™,
prikazani su na Slici 12. Punom linijom prikazani su profili rastvorljivosti dobijeni na osnovu
eksperimentalnih tacaka. Teorijski profili rastvorljivosti, izracunati pomo¢u HH jednacine
(pKa=10,28 i logSe=-3,85), prikazani su isprekidanom linijom. Vrednost kiselinske konstante
desipramina pK;=10,28+0,03 (26 °C, ls 0,15 M) preuzeta je iz literature [3]. Vrednost sopstvene
rastvorljivosti desipramina izraCunata je iz seta 5.
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Slika 12. Profili rastvorljivosti (puna linija) desipramina na 25+1 °C dobijeni pomocu programa
pDISOL-X™. Teorijski profili rastvorljivosti (isprekidana linija) izratunati su pomoéu HH
jednacine (pK;=10,28 i logSy =-3,85). Rastvorljivost (S) data je u jedinicama mol/L. Adaptirano
iz Markovié i saradnici, 2019 [7].
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Prilikom analize rezultata programom pDISOL-X™, modeli su definisani ravnotezama,
prikazanim jednacinama (24 — 33) [7]:

DsH* 5 H' + Ds Ka = [H'][Ds]/[DsH"] (24)
HsPO4 S H + HoPO, Kai= [H][H2PO4/[H3PO4] (25)
H,PO, S H* + HPO,” Kaz = [H][HPO,*]/[H2PO4] (26)
HPO,* 5 H + PO~ Kaz = [H][PO4>)/[HPO,”] (27)

Ds + DsH* + HPO,> S Ds(DsH)HPO,  Kapi=[Ds(DsH)HPO, /[Ds][DsHJ[HPO.*] (28)

2DsH" + H,PO, S (DsH),H,PO4* K241 = [(DsH)2H2PO,)/[DsH 1’ [H.PO4] (29)
Dsi) S Ds So = [Ds] (30)
(DsH),HPO, S 2DsH* + HPO,* Kep>" = [DsH]?[HPO,*] (31)
(DsH)H;POy4) S DsH* + H,PO, Kep "' = [DSH'][H2PO,] (32)
DsHCl) S DsH* + CI° Ksp2' = [DsH*][CIT (33)

U zavisnosti od sastava suspenzija u setovima 1 — 7, za analizu svakog pojedina¢nog seta
birane su ravnoteze koje najbolje opisuju dati sistem.

Kiselinska konstanta, dobijena iz profila rastvorljivosti setova 1 i 2 (pK,=10,44), veca je
kiselinske konstante dobijene nezavisnom metodom. Ovakva razlika u vrednostima konstanti,
ukazuje da se u baznim rastvorima koji sadrze fosfate, deSavaju ili reakcije samoagregacije ili
reakcije gradenja kompleksa.

Sopstvena rastvorljivost desipramina i proizvod rastvorljivosti desipramin-hidrohlorida
izraCunati su iz seta 5 (Tabela 6), koji je dizajniran tako da suspenzije desipramina sadrze hloride, a
da ne sadrze fosfate. Prilikom analize podataka dobijenih iz preostalih setova, ove konstante su
uzete kao fiksne, poSto su izraCunate iz seta u kome ne dolazi do smetnji izazvanih fosfatima.

Tabela 6. Set 5 — Ravnotezne konstante® izraunate pomocéu programa pDISOL-X™ [7]
Set |OgSo |OngpDSHCI pHopseq pHmax Isrb GOF
5 -3,85+0,04 -2,19+0,03 1,3-10,0 8,0 0,25 0,50

*Referentna jonska sila 0,15 M, temperatura 25 ° C. °Srednja jonska sila (M)

Profil rastvorljivosti desipramina u setu 5, tatno se moze opisati HH jednac¢inom na pH>pHyax,
dok na nizim pH vrednostima dolazi do odstupanja (Slika 12.c). Rastvorljivost desipramina na
pH ~ pHmnax veca je od teorijski izracunate vrednosti, $to je posledica prezasi¢enja. Prema pDISOL-
X™ analizi, ¢vrsta faza na pH<8,0 je desipramin-hidrohlorid, a na pH>8,0 molekulski desipramin
(Slika 13).
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' Ds (s)
DsHCI (s)
125,00

L L L
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00
pH

Slika 13. Dijagram raspodele taloga u suspenzijama desipramina koje sadrze hloride (set 5).
Koncentracija taloga izraZzena je kao broj mmol taloga u 1 L suspenzije.

Odvojenim analizama setova 1 i 2, dobijene su skoro iste vrednosti ravnoteznih konstanti. Zbog
toga je bilo moguce analizirati ova dva seta kao jedan kombinovani set (Tabela 7).

Tabela 7. Setovi 1 — 3 i uzorci OM14, OM15, OM24, OM25 — Ravnotezne konstante? izra¢unate
pomoéu programa pDISOL-X™ [7]

Set/Uzorci logS, logKsp™ logK 221 PHopsea PHmax  ls”  GOF
1,2 -3,85° -7,38+0,01 458+0,10 4,4-116 95 0,41 0,51
3, OM14, OM15,

C
OM24, OM25 -3,85 -7,06+0,03 4,80+0,10 4,0-115 93 041 0,67

*Referentna jonska sila 0,15 M, temperatura 25 ° C. "Srednja jonska sila (M)
“Fiksna konstanta (dobijena analizom seta 5).

Profil rastvorljivosti desipramina u setovima 1 i 2 ne moze Se opisati pomocu HH jednacine
(Slika 12.a). Kada je pH>pHnax eksperimentalno odredena rastvorljivost veca je od teorijski
izraCunate. PoveCanje rastvorljivosti moze Se objasniti gradenjem anjonskog kompleksa
Ds(DsH)HPO,". Moguénost nastajanja samoagregata desipramina odbacena je zbog zapazanja da u
suspenzijama desipramina koje ne sadrze fosfate (set 5), nema porasta rastvorljivosti na pH>pH max.
Prorauni su pokazali da je ¢vrsta faza u suspenzijama desipramina u pH opsegu 4 — 9
desipramin-hidrogenfosfat, a iznad pH 9 desipramin u obliku baze (Slika 14).
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Slika 14. Dijagram raspodele taloga u suspenzijama desipramina koje sadrze hloride i fosfate
(setovi 1 1 2). Koncentracija taloga izrazena je kao broj mmol taloga u 1 L suspenzije.
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Set 3 (suspenzije desipramina koje sadrze fosfate i hloride) analiziran je odvojeno od setova 1 i
2, iako se u oba slucaja moze primeniti isti model. Prilikom obrade podataka iz seta 3, u proracun su
ukljuceni i slede¢i uzorci: OM14 (pH 9,57), OM15 (pH 11,10), OM24 (pH 9,44) i OM25 (pH
potvrdu nastajanja anjonskog kompleksa (Tabela 7). U baznoj sredini, logS—pH kriva odstupa na
sli¢an nacin od krive dobijene na osnovu HH jednacine kao kod setova 1 i 2 (Slika 12.b). Dobijena
vrednost konstante gradenja kompleksa ne razlikuje se znacajno od vrednosti dobijene analizom
setova 1 i 2. Medutim, vrednost proizvoda rastvorljivosti fosfatne soli, odredena iz seta 3, veca je
nego u slucaju setova 1 i 2 (takode veca od vrednosti dobijene analizom uzorka OM23 (pH 8,03)
(Tabela 8)).

Tabela 8. Uzorak OM23 — RavnoteZne konstante® izraSunate pomocu
programa pDISOL-X™ [7]
Uzorak  logKg' ™ logke™  pH  pHmax Is® GOF
OoM23 -2,55° -7,27° 803 49 028 [
®Referentna jonska sila 0,15 M, temperatura 25 ° C. "Srednja jonska sila (M)

“Vrednost kori$¢ena kao fiksna konstanta (dobijena analizom uzorka OM21).
YStandardna devijacija/GOF nije izraGunata (broj uzoraka je 1).

Da bi se definisao model, koji najbolje opisuje ravnoteze na pH<4 (Set 4), potrebno je, izmedu
ostalog, uzeti u obzir dve vazne ¢injenice:

a) na niskim pH vrednostima i pri visokim koncentracijama desipramina, moguce je formiranje dva
taloga: DsHCI i (DsH)H,PO, [7, 35, 54];

b) rastvorljivost desipramina je veca od oc¢ekivane u odnosu na ostale logS—pH profile (Slika 12).

Proizvod rastvorljivosti soli DSHCl() odreden je analizom seta 5 (set bez fosfata) i iznosi
logKs,"*H'=-2,19 (Tabela 6). Proizvod rastvorljivosti soli (DsH)H,POy) izratunat je analizom
uzorka OM21 (pH=2,13; suspenzija bez hlorida) i iznosi Iongp“:-Z,SS (Tabela 9) [7]. Prema
proracunima, Cvrsta faza na pH<4 u setu 4 je desipramin-hidrohlorid, uprkos nizem proizvodu
rastvorljivosti fosfatne soli desipramina (Tabela 10). Glavni razlog ovome je formiranje katjonskog
kompleksa (DsH);H,PO4" u rastvoru, $to znaci da nema dovoljno slobodnih fosfatnih jona da bi

proizvod rastvorljivosti bio prekoracen.

Tabela 9. Uzorak OM21 — RavnoteZne konstante® izradunate pomocu
programa pDISOL—-X™ [7]
Uzorak logKs,'?  logKg™?  pH  pHmax ls GOF
om21 -2,55° -7,38¢ 2,13 33 015 [
*Referentna jonska sila 0,15 M, temperatura 25 ° C. ®Srednja jonska sila (M)

‘Standardna devijacija/GOF nije izracunata (broj uzoraka je 1).
‘Fiksna konstanta (dobijena analizom setova 1 i 2).

Tabela 10. Set 4 i uzorak OM22 — Ravnotezne konstante® izratunate pomoéu programa

pDISOL-X™ [7]

Set/UZOFak |Og K3p1:1 |Og Kspz:l |0g K24]_ |0g KSDDSHCI pHopseq pHmaX Isrb GOF
41 0M22 -2,55° -7,06°  3,96+0,02 -2,19° 20-38 47 030 0,37
*Referentna jonska sila 0,15 M, temperatura 25 ° C. "Srednja jonska sila (M)

°Fiksne konstante (logKs,"" je dobiﬂ'ena analizom uzorka OM21, logK,”" je dobijena analizom seta 3 i uzoraka OM14,
OM15, OM24 i OM25, logK,”*"" je dobijena analizom seta 5).
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Na osnovu prikazanih rezultata, moze se zakljuciti da je sistem ravnoteza u heterogenim
sistemima desipramina koji sadrze hloride i fosfate vrlo komplikovan. Nastajanje kompleksa
izmedu desipramina i fosfata u rastvoru, povecava rastvorljivost desipramina na pH<4
((DsH),H,PO4") i pH>pHmax (Ds(DsH)HPO,). U &vrstoj fazi postoje dve transformacije, odnosno
dolazi do formiranja tri taloga: desipramin-hidrohlorid (pH<4), desipramin-hidrogenfosfat (pH 4 —
9) i desipramin baza pH>9. Ta¢ne vrednosti prelaza (pHmax) Vvariraju u zavisnosti od odnosa
koncentracija prisutnih jona u rastvoru. Dizajn suspenzija desipramina koje sadrze samo hloride (Set
5) i suspenzija koje sadrze samo fosfate (OM21), olakSao je analizu izuzetno komplikovanih
heterogenih sistema desipramina koje sadrze i fosfate i hloride. Izracunavanje proizvoda
rastvorljivosti desipramin-hidrohlorida i sopstvene rastvorljivosti desipramina bez potencijalnih
smetnji od strane fosfata, omoguceno je analizom seta 5. Proizvod rastvorljivosti
desipramin-dihidrogenfosfata izra¢unat je analizom uzorka OM21 (pH 2,13), odnosno suspenzije
desipramina koja sadrzi fosfate.

Definisanje procedure koja ¢e umanjiti prezasi¢enje bila je jedna od pocetnih ideja prilikom
razvijanja pH—Ramp shake—flask metode. Kod jedinjenja strukturno sli¢nih desipraminu, tendencija
ka formiranju prezasi¢enih rastvora zavisi od odmerenog ¢vrstog oblika jedinjenja (baza ili so) i
izrazenija je u suspenzijama pripremljenim dodavanjem supstance u obliku soli [17, 19, 22, 37]. Iz
tog razloga, prvi korak kod titracija iz bazne ka kiseloj sredini, bila je priprema bazne suspenzije
(pH>11, u talogu desipramin baza). Rezultati su pokazali da u suspenzijama desipramina (setovi 1 i
2) ne dolazi do prezasi¢enja [7]. Nastajanje prezasicenih rastvora nije primeceno ni u setu 3, gde je
primenjena titracija u suprotnom smeru (iz kisele ka baznoj sredini). Medutim, prezasi¢enje blizu
PHmax uoc€ljivo je u setu 5, setu koji je dizajniran kao set koji sadrzi samo hloride i koji je analiziran
pomocu shake—flask metode, ne pomoc¢u pH-Ramp shake—flask metode.

111.2.3 Karakterizacija ¢vrste faze u suspenzijama desipramina

Za karakterizaciju ¢vrste faze, dobijene u suspenzijama desipramina (setovi 6 i 7), kori§¢ene su
slede¢e metode: elementalna analiza, termogravimetrija, diferencijalna skenirajuca kalorimetrija i
difrakcija X-zraka praha [7]. U nekim slu¢ajevima, nije bilo moguce analizirati talog pomocu svih
navedenih metoda, zato $to je dobijena masa taloga bila manja od o¢ekivane.

Rezultati elementalne analize taloga izolovanih iz setova 1, 2 1 5 — 7 prikazani su u Tabelama
11.i12.

Tabela 11. Elementalna analiza taloga, izolovanih iz suspenzija
desipramina koje sadrze hloride (set 5) [7]

uzorak pH %C %H %N
1 1,31 70,18 7,25 9,12
2 2,38 70,62 7,64 9,34
3 3,02 70,53 7,22 9,25
4 4,93 70,96 7,29 9,21
5 7,59 70,85 7,30 9,18
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Tabela 12. Elementalna analiza taloga, izolovanih iz suspenzija Ds koje
sadrze fosfate i hloride (setovi 1, 2, 6, 7). Jedino je talog OM21 izolovan
iz suspenzije Ds koja sadrzi fosfate (ne sadrzi hloride) [7]

uzorak pH  %C %H opN  Sastavitaloganaosnowu
teorijskih izraCunavanja

OM11 209 76,64 10,36 9,88 DsHCI
OM21 213 54,65 725 7,03 (DsH)H,P0O,x2H,0
OM22 384 5751 695 7,36 (DsH),HPO,x7H,0
OM12 386 62,12 813 7,97 (DsH),HPO,x4H,0
2(set2) 536 6094 7,52 8,16 (DsH),HPO,x5H,0
OM13 741 6041 7,80 7,82 (DsH),HPO,x5H,0
5(set2) 7,50 6078 7,36 7,87 (DsH),HPO,x5H,0
OM23 803 46,80 844 6,01 (DsH);HPO,x16H,0
6(setl) 855 58,70 7,20 7,73 (DsH),HPO,x7H,0
OM24 944 5849 837 7,66 Dsx6H,0°
OM14 957 56,64 646 7,29 Dsx6H,0°
OM15 11,10 72,47 9,09 9,36 Dsx2H,0

®oH vrednost uzoraka je bliska vrednosti pHax. Postoji moguénost da je
sastav taloga (DsH),HPO4x6/7H,0 ili smes$a fosfatne soli i baze.

U cilju jednostavnijeg tumacenja rezultata uradena je i elementalna analiza komercijalnog
uzorka desipramin-hidrohlorida (Sigma—Aldrich). Prema rezultatima analize, komercijalni uzorak
sadrzi: 70,89% C, 7,46% H i 9,20% N. Poredenjem ovih vrednosti sa ostalim vrednostima, moze se
zakljuciti da je talog u suspezijama seta 5 u pH opsegu 1,31 — 7,59 najverovatnije desipramin-
hidrohlorid. Sastav ostalih taloga nije ocigledan na osnovu elementalne analize. Teorijsko
izratunavanje procenata C, H i N (uzimajuéi u obzir rezultate pDISOL-X™ analize) ukazuje da su
uzorci hidratisani u razli¢itom stepenu: talog desipramin-hidrogenfosfata sadrzi 4 — 16 molekula
vode, talog despramina 2 — 6 molekula vode, dok talog desipramin-dihidrogenfosfata sadrzi 2
molekula vode.

Termi¢ko ponaSanje uzoraka analizirano je pomoc¢u DSC. Radi poredenja, analiziran je i
komercijalni uzorak desipramin-hidrohlorida (Sigma Aldrich). DSC termogrami prikazani su na
Slici 15.
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Slika 15. DSC termogrami komercijalnog DsHCI i uzoraka iz setova 6 i 7.
Adaptirano iz Markovi¢ i saradnici, 2019 [7].
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Na termogramima svih uzoraka uo¢ava se §iroka endoterma u opsegu 100 — 120 ° C, izuzev u
uzorcima komercijalnog DsHCI i uzoraka OM11. DSC termogram komercijalnog DsHCI sadrzi
samo endotermu na 217 ° C, koja poti¢e od topljenja soli. Endoterma na istoj temperaturi postoji u
termogramu uzorka OM11 (pH 2,09), $to ukazuje da je ovaj talog anhidrovani desipramin-
hidrohlorid. Rezultat je u skladu sa rezultatima dobijenim pDISOL-X™ i elementalnom analizom.
DSC termogrami ostalih uzorka razlikuju se od termograma komercijalnog DsHCI i OM11, §to
znaci da talog u ostalim uzorcima nije hidrohloridna so desipramina.

Sadrzaj vode u talozima odreden je termogravimetrijskom analizom. Tokom eksperimenta,
uzorci su zagrevani u atmosferi azota od 25 do 300 ° C, brzinom zagrevanja od 10 ° C/min.
Dobijeni termogrami prikazani su na Slici 16.
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Slika 16. Termogrami taloga dobijenih u suspenzijama desipramina iz setova 6 (OM13, OM14,
OM15) i 7 (OM21, OM23, OM24). Adaptirano iz Markovié i saradnici, 2019 [7].

Gubitak mase na temperaturi oko 100 °C (Slika 16) ukazuje na prisustvo vode u svim uzorcima
(gubitak mase pocinje na temperaturi nizoj od 100 °C zbog efekta produvavanja azota). Na
temperaturi iznad 100 °C javlja se plato na termogramima uzoraka OM21, OM13 i OM23, za
razliku od uzoraka OM24, OM14 i OM15, kod kojih masa nastavlja da se smanjuje sa porastom

temperature. To zna¢i da se u drugom slucaju, osim procesa dehidratacije, deSava i proces
sublimacije.
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Prisustvo endoterme u DSC termogramima oko 100 ° C i gubitak mase u TGA termogramima
na priblizno istoj temperaturi, dovoljni su dokazi prisustva vode vezane za ¢vrstu fazu u
analiziranim uzorcima. Vezana voda moze biti ili deo kristalne reSetke ili moZe biti smeStena U
tunele kristalne resetke.

Metodom difrakcije X-zraka praha (Slika 17) potvrdeno je da su analizirani uzorci kristalni,
osim uzorka OM25, koji ima delimi¢no amorfni karakter.
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Slika 17. PXRD difraktogrami komercijalnog DsHCI i uzoraka iz setova 6 i 7.
Adaptirano iz Markovi¢ i saradnici, 2019 [7].
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Na Slici 17. mogu se uociti razlike u difraktogramima na slede¢im pH vrednostima: 1) pH 2,13,;
I) pH 7,41 — 9,57 (male razlike u difraktogramima se mogu objasniti razli¢itim stepenima
hidratacije kristala) i 111) pH 11,10. Svi difraktogrami razlikuju se od difraktograma komercijalnog
DsHCI. DSC termogrami vecéine uzoraka takode se razlikuju (osim uzorka OM11) od termograma
komercijalnog DsHCI. Na osnovu PXRD, DSC i pDISOL-X™ analiza, moze se zakljugiti da su
ostali talozi (osim OM11) ili fosfatne soli desipramina ili ¢ist molekulski desipramin (baza). Tri
pomenuta difraktograma odgovaraju slede¢im jedinjenjima:

1) (DsH)H,PO, hidrat na pH 2,13 (OM21),
1) (DsH),HPO, hidrat u pH oblasti 7,41 — 9,57 (OM13, OM23, OM14 i OM24),
I11) Ds hidrat na pH 11,10 (OM15 i OM25).

Uzorak OM21 (pH 2,13) je suspenzija Ds koja sadrzi fosfate, a ne sadrzi hloride. Ovaj uzorak
je specifiéno dizajniran za odredivanje proizvoda rastvorljivosti desipramin-dihidrogenfosfata.
Analizom ¢vrste faze utvrdeno je prisustvo ocekivanog taloga, $to potvrduje da je nacin pripreme
uzorka bio odgovaraju¢i. Zanimljivo je da samo u DSC termogramu ovog uzorka, osim
dehidratacione endoterme, postoji i endoterma topljenja oko 175 ° C.

Na pH ~ 3,9 moze dolaziti do prelaza dihidrogenfosfatne u hidrogenfosfatnu so (pH vrednost je
bliska pHmax), ali i do faznog prelaza hidrohloridne soli u hidrogenfosfatnu u zavisnosti od toga da li
dolazi do gradenja kompleksa u rastvoru izmedu desipramina i fosfata. Nazalost, koli¢ina uzoraka
OM12 (pH 3,86) i OM22 (pH 3,84) nije bila dovoljna za izvodenje PXRD analize radi potvrde
strukture taloga. Ali DSC termogram uzorka OM12 uporediv je sa termogramom uzorka OM13
((DsH),HPO, hidrat), a razlikuje se od termograma uzoraka OM11 (DsHCI) i OM21 ((DsH)H,PO4
hidrat), $to moze znaciti da su ovi uzorci najverovatnije hidrati desipramin-hidrogenfosfata.

Uzorci OM14 (pH 9,57) i OM24 (pH 9,44) analizirani su pomoéu programa pDISOL-X™
zajedno sa uzorcima iz seta 3, pri ¢emu je izracunat pHmax 9,3. Prema tome, u ovim uzorcima se
desipramin najverovatnije nalazi u molekulskom obliku (baza). Poredenjem TGA termograma,
moze se primetiti da postoji veca sli¢nost u termi¢kom ponasanju ovih uzoraka (dehidratacija +
sublimacija) sa uzorcima molekulskog desipramina, nego hidrogenfosfatne soli (dehidratacija).
Uprskos navedim c¢injenicama, PXRD analiza ukazuje da difraktogrami ovih uzoraka vise
odgovaraju desipramin-hidrogenfosfatu, nego molekulskom desipraminu.

PXRD difraktogrami pokazuju da je uzorak OM15 potpuno kristalan, dok je uzorak OM25
delimi¢no kristalan. Ovakve razlike u PXRD difraktogramima uzoraka izolovanih na istoj pH
vrednosti iz suspenzija slicnog sastava, ukazuju da je desipramin verovatno tokom odredivanja
rastvorljivosti u obliku kristalnog hidrata, ali da vrlo lako moze biti preveden u amorfni oblik tokom
razdvajanja faza ili susenja taloga. Takode TGA analiza pokazuje da je molekulski desipramin
isparljiv, posto se gubitak mase deSava i nakon dehidratacije.

Elementalna i TGA analiza pokazale su velike razlike u sadrzaju vode u razli¢itim uzorcima, pa
je bilo potrebno proveriti da li je to posledica formiranja razli¢itih hidrata ili drugih efekata (razlicit
stepen suSenja taloga ili razli¢ita sorpcija vlage tokom suSenja na vazduhu). Vremenski gledano,
vreme suSenja svih taloga je bilo jednako — 3 dana. Ali, stepen suSenja taloga i stepen
sorpcije/desorpcije vode moze da varira sa masom taloga, koli¢inom vode prisutne u talogu i
relativnom vlazno$¢u vazduha [2]. Zbog toga je uraden dodatni eksperiment. Uzorci OM13 (pH
7,41) i OM23 (pH 8,03), desipramin-hidrogenfosfati, koji pokazuju bitno razli¢it gubitak mase u
termogramima (5,3% 1 25,7%, respektivno) izlozeni su relativnoj vlaznosti vazduha od 50% na
25 °C [7]. Ovi uslovi su izabrani zato Sto najpribliznije opisuju realne uslove u kojima je talog susen
na vazduhu. Eksperiment je trajao sve dok se masa taloga nije ustalila, odnosno kada viSe nije
dolazilo do gubitka mase zbog sorpcije ili desorpcije (Slike 18.a i 18.c)). Nakon toga, snimljeni su
TGA termogrami ovih uzoraka (Slike 18.b i 18.d), na kojima se vidi da je gubitak mase u oba
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slu¢aja priblizan (5 1 6%). To znaci da sadrzaj vode U uzorcima zavisi i od stepena susenja taloga na
vazduhu.

oM23 oM13

g desorpcija vlage 17% g
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Slika 18. Termogrami: a) desorpcije vlage na 25 °C/50% RH uzorka OM23, (b) uzorka OM23
nakon postizanja ravnoteze u uslovima 25 °C/50% RH, c) sorpcije vlage na 25 °C/50% RH uzorka
OM13, d) uzorka OM13 nakon postizanja ravnoteze u uslovima 25 °C/50% RH. Adaptirano iz
Markovié i saradnici, 2019 [7].

Pokazano je da sadrzaj vode odreden EA i TGA analizom zavisi od uslova u kojima su talozi
suseni, nakon razdvajanja faza. Da bi se proverilo da li je to imalo uticaja na dobijene DSC
termograme, tri uzorka su podvrgnuta ciklusima zagrevanje — hladenje — zagrevanje (Slika 19). Na
termogramu uzorka OM21 (pH 2,13) uocava se dehidrataciona endoterma u prvom krugu
zagrevanja, nakon ¢ega sledi drugi krug hladenja i tre¢i krug ponovnog zagrevanja. U treCem krugu,
na termogramu se uocava samo endoterma topljenja, a ne dehidrataciona endoterma. U slucaju
uzoraka OM12 i OMI13, na termogramu se uocava dehidrataciona izoterma u prvom Kkrugu
zagrevanja, medutim nema ni dehidratacione, ni endoterme topljenja u tre¢em krugu zagrevanja.

Ovakvo termic¢ko ponasSanje ukazuje da uzorci prelaze iz kristalnog u amorfno stanje nakon
dehidratacije, osim kada u termogramu postoji jo§ jedna endoterma na viSim temperaturama.
Drugim re¢ima, kristalni hidrati desipramin-hidrogenfosfata prelaze u amorfni oblik nakon
dehidratacije, dok kristalni hidrat desipramin-dihidrogenfosfata zadrzava kristalni oblik i nakon
dehidratacije. Zanimljivo zapazanje je da endoterma topljenja dihidrogenfosfatne soli postaje ostrija
nakon ciklusa zagrevanje — hladenje — zagrevanje, $to je jo$ jedan parametar koji pokazuje izuzetno
visok kristalni karakter ove soli. Sli¢nosti izmedu DSC termograma uzoraka molekulskog
desipramina (OM15 i OM25) i termograma hidrogenfosfatnih soli, mogu znaciti da i molekulski
desipramin nakon zagrevanja (dehidratacije) moze prec¢i u amorfni oblik. Ova tvrdnja je dodatno
opravdana rezultatima PXRD analize, gde se jasno uocava razlika u kristalnosti/amorfnosti dva
uzorka.
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Slika 19. Ciklusi zagrevanje — hladenje — zagrevanje taloga izolovanih iz suspenzija: a) OM21 (pH
2,13), b) OM12 (pH 3,86) i c) OM13 (pH 7,41). Adaptirano iz Markovic¢ i saradnici, 2019 [7].

Ovaj eksperiment (Slika 19) potvrduje da razli¢it stepen suSenja taloga na vazduhu ne menja
DSC termograme, niti PXRD difraktograme, ali moze objasniti razli¢it sadrzaj vode u TGA i EA
analizama. Jasno se vidi da bilo koji hidrogenfosfat prelazi u amorfni oblik nakon dehidratacije, dok
dihidrogenfosfat zadrzava kristalnu strukturu. PXRD difraktogrami pokazuju razliku izmedu
dihidrogenfosfata i hidrogenfosfata, kao i sli¢nosti izmedu hidrogenfosfata izolovanih na razli¢itim
pH vrednostima, bez obzira na sadrzaj vode. Zbog sli¢nosti u termi¢kom ponasanju uzoraka OM12 i
OM13, koje se razlikuje od termi¢kog ponasanja uzorka OM21, opisani eksperiment daje jo$ jednu
potvrdu da je uzorak OM12 (pH 3,86) hidrat desipramin-hidrogenfosfata.

Na osnovu karakterizacije ¢vrste faze, o€igledno je da voda ima vaznu ulogu u stablizaciji
kristalne strukture hidrogenfosfata i molekulskog desipramina. Voda moze biti ili deo kristalne
reSetke hidrata ili moze biti nestehiometrijska voda, koja ispunjava tunele u kristalnoj resetki. U
svakom slucaju, tokom odredivanja rastvorljivosti, talozi su u kontaktu sa vodom, §to znaci da su u
kristalnom obliku. Odnosno, odredena rastvorljivost desipramina je prava termodinamicka
rastvorljivost.
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111.3 Proucavanje ravnoteza u heterogenim sistemima nortriptilin-hidrohlorida

111.3.1 Proucavanje rastvorljivosti nortriptilina u zavisnosti od pH vrednosti

pH-Ramp shake—flask metoda uspesno je primenjena na proucavanje ravnoteza U heterogenim
sistemima desipramina [6 — 8]. U cilju daljeg razvoja i optimizacije metode, istrazivanje je
usmereno na proucavanje ravnoteza u heterogenim sistemima nortriptilina, strukturnog analoga
desipramina. Razlika u strukturi ogleda se u zameni atoma azota u triciklicnom sistemu atomom
ugljenika (Slika 1).

Tumacenje rezultata pH-zavisne rastvorljivosti desipramina u suspenzijama koje sadrze hloride
I fosfate bio je prilican izazov [7]. Dobijeni rezultati pokazuju koliko je vazno osmisliti dobru
proceduru pre pocetka eksperimentalnog rada u smislu lakSeg tumacenja kasnije dobijenih rezultata,
ali 1 u smislu ustede supstance. U procesu dizajna i razvoja lekova vazna su oba aspekta.
,,Koncentracije* suspenzija desipramina u setovima 1 — 5 bile su dizajnirane tako da uSteda
jedinjenja bude Sto je moguce veca, ali da dobijeni rezultati, bez obzira na razlike u ,,koncentraciji‘
suspenzije, suStinski odgovaraju jedinstvenom logS—pH dijagramu. Eksperimenti za definisanje
ravnoteza u heterogenim sistemima nortiptilina isplanirani su tako da osnovni uslovi ostanu isti kao
u eksperimentima za proucavanje ravnoteza u heterogenim sistemima desipramina (na primer
temperatura odredivanja 25+1 °® C i vreme uspostavljanja ravnoteZe 24 sata (6 sati mesanja i 18 sati
sedimentacije)), ali sa nekim modifikacijama, koje mogu podiéi eksperimentalni dizajn na visi nivo.

Osmisljeno je 11 setova za odredivanje rastvorljivosti U kojima su ,koncentracije” suspenzija
nortriptilina bile priblizno 60 mg/mL [10, 11, 13]. Suspenzije nortriptilina koje sadrze i hloride i
fosfate pripremljene su u okviru setova 1 — 7. Setovi 8 i 9 bili su suspenzije koje sadrze samo
hloride, a setovi 10 i 11 supenzije koje sadrze samo fosfate. Titracije od nize ka visoj pH vrednosti
primenjene su u setovima 1 — 4, dok su titracije od viSe ka nizoj pH vrednosti primenjene u
setovima 5 — 7, 10 i 11. U slucaju setova 8 i 9, koji ne sadrze fosfate, napravljene su pocetne
suspenzije u 0,15 M NacCl, koje su nakon podele u vise bocica, titrovane ka visoj ili ka nizoj pH
vrednosti. U svim eksperimentima koris¢en je komercijalno dostupan nortriptilin u obliku
hidrohloridne soli. Uzorci u setovima 10 i 11, pripremljeni su u nekoliko koraka: priprema
nortriptilin baze od NorHCI, pripema pocetne suspenzije baze, priprema pojedina¢nih uzoraka.
Koncentracija nortriptilina u supernatantu, dobijenom nakon razdvajanja faza centrifugiranjem,
odredena je pomo¢u HPLC-UV/VIS metode.

Uzorci nortriptilina nakon 6 sati meSanja i 18 sati sedimentacije, a pre razdvajanja faza,
prikazani su na Slici 20. U svim uzorcima evidentno je postojanje heterogenog sistema sa
primetnim belim ¢vrstim talogom (poti¢e od fosfatnih i/ili hloridnih soli nortriptilina) ili uljastim
talogom nortriptiln baze. Uzorci pH vrednosti 11,44 i 11,74 iz seta 7 nisu analizirani zbog slucajne
kontaminacije tokom razdvajanja faza.

46



Olivera Markovi¢ Doktorska disertacija

Slika 20. Fotografije uzoraka Nor posle 24 sata uspostavljanja ravnoteze iz: a) seta 2, b) seta 3
[10], c) seta 4, d) seta 5, €) seta 6, ) seta 7, g) seta 8, h) seta 9, i) seta 10 i j) seta 11. Brojevi na
slikama predstavljaju pH vrednosti suspenzija nakon 24 sata.
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Slika 20. (nastavak) Fotografije uzoraka Nor posle 24 sata uspostavljanja ravnoteze iz: a) seta
2, b) seta 3 [10], c) seta 4, d) seta 5, €) seta 6, f) seta 7, g) seta 8, h) seta 9, i) seta 10 i j) seta 11.
Brojevi na slikama predstavljaju pH vrednosti suspenzija nakon 24 sata.

I11.3.2 Odredivanje ravnoteznih konstanti u heterogenim sistemima nortriptilina pomocu
programa pDISOL-X™

Program pDISOL—X™ koriséen je za obradu logS—pH podataka, dobijenih analizom setova 1
— 11 [13]. Modeli u programu definisani su ravnotezama (34 — 43). Nisu sve prikazane ravnoteze
koriS¢ene prilikom postavljanja modela svakog seta. IzraCunate ravnotezne konstante (sopstvene
rastvorljivosti, proizvodi rastvorljivosti, konstante stabilnosti) u heterogenim sistemima nortriptilina
prikazane su u Tabeli 13.
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NorH" S H* + Nor Ka = [H'][Nor])/[NorH"] (34)
H3;PO, SH + H,PO4 Kai= [H+][H2PO4-]/[H3PO4] (35)
H,PO, S H + HPO, Kaz2 = [H][HPO,*]/[H.PO4] (36)
HPO,” 5 H + PO,* Kaz = [H][PO4>/[HPO4*] (37)
Nor + NorH" + HPO,* 5 Nor(NorH)HPO, Kz =[Nor(NorH)HPO4]/[Nor][NorH*][HPO,*]  (38)
NOI’HJr + H3PO4 s (NOfH)|‘|3PO4+ Kia1 = [(NOFH)H3P04+]/[NOI'H+][H3PO4] (39)
Nor) S Nor So = [Nor] (40)
(NorH),HPOy4¢ S 2NorH" + HPO4~ Ksp’™ = [NorH']?[HPO,*] (41)
(NorH)H,POy) S NorH" + H,PO, Ksp' ™ = [NorH"][H,PO,] (42)
NorHCl S NorH' + CI Ksp °" = [NorH*][CI'] (43)
Tabela 13. Ravnotezne konstante u suspenzijama notriptilina (pDISOL—X"™)? [13]
Set logSy logKs,"°r! logKy,"* logKy,>* log Kz log Kisr s (M)
1-4  -4,24%0,03 -2,52+0,03 / -6,50+0,03 5,20+0,07 / 0,33
5 -4,24+0,08 -2,800,03 / / 5,14+0,41 / 0,50
6 -4,230,09 -2,83+0,04 / -7,22+0,06 5,07+0,54 / 0,40
7 -4,24+0,06 -2,84+0,04 / -6,67+0,07 5,11+0,31 / 0,47
8,9  -4,23+0,02 -2,72+0,01 / / / / 0,21
10, 11 / / -2,95+0,01 -6,64+0,01 / 0,69+0,08 0,46

8259 C; 1,=0,15 M; pK,=10,13

Na Slikama 21 — 24. prikazani su profili rastvorljivosti nortriptilina, dobijeni pomocu
programa pDISOL-X™ analizom setova 1 — 11 (puna linija); kao i dijagrami raspodele koji
pokazuju zavisnost koncentracije taloga i kompleksa u sistemu od pH vrednosti. ,,Koncentracija“
taloga izrazena je u jedinicama mmol/L. Odnosi se na broj milimolova taloga u 1 L suspenzije.
Teorijski profili rastvorljivosti, odredeni pomo¢u HH jednacine, prikazani su isprekidanim linijama.
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Slika 21. Setovi 1 — 4 (titracije iz kisele ka baznoj sredini, pDISOL-X"™): a) profil rastvorljivosti
nortriptilina (puna linija) u suspenziji koja sadrzi hloride i fosfate. Teorijski profil (isprekidana
linija) rastvorljivosti dobijen pomo¢u HH jednacine; b) dijagrami raspodele taloga i kompleksa.
Rastvorljivost je izrazena u jedinicama mol/L. Adaptirano iz Markovié i saradnici, 2022 [13].

Kao sto se sa Slike 21. moze videti, setovi 1 — 4 (suspenzije notriptilina koje sadrze hloride i
fosfate, titracije iz kisele ka baznoj sredini) analizirani su kao jedan set, zato $to su pojedina¢nom
analizom setova dobijene gotovo jednake vrednosti konstanti ravnoteza. Dobijeni profil
rastvorljivosti nortriptilina ne moze se opisati HH jednac¢inom. Gradenje anjonskog kompleksa
izmedu nortriptilina i fosfata Nor(NorH)HPO, ima za posledicu povecanje rastvorljivosti
nortriptilina u pH opsegu 8,5 — 11. Osim toga, izgled profila rastvorljivosti ukazuje na postojanje
dva prelaza u Cvrstoj fazi. Proracuni pokazuju da se na pH<3,71 (pPHmax) u ¢vrstoj fazi nalazi
NorHCI. Zatim, dolazi do transformacije NorHCI u (NorH),;HPO4 u pH opsegu 3,71 (pHmax) — 5,19
(pHmin). Nortriptilin-hidrogenfosfat jedino je jedinjenje u ¢vrstoj fazi od pH 5,19 do pH 8,36, kada
pocinje prelaz u nortriptilin bazu. Transformacija fosfatne soli u molekulski notriptilin desava se u
pH opsegu 8,36 (PHmax) — 8,47 (PHmin). 1znad pH 8,47 izdvaja se samo molekulski notriptilin. Prva
transformacija (iz hidrohloridne u fosfatnu so nortriptilina) desava se u pH opsegu suspenzije od
1,48 pH jedinica, dok se druga transformacija (iz fosfatne soli u bazu) odigrava u uzem opsegu od
0,11 pH jedinica.

Promena pH vrednosti 1 rastvorljivosti u prisustvu dve Cvrste faze u talogu, nije u skladu sa
objasnjenjem pojma PHmax koji su predlozili Bogardus i Blackwood 1979. godine [23]. Avdeef je
primetio da u nekim sluc¢ajevima i pH vrednost i rastvorljivost variraju tokom prelaza u ¢vrstoj fazi,
posebno kada eksperimentalni dizajn odgovara uslovima titracije iz kisele ka baznoj sredini [13,
82].

Setovi 5 — 7 prikazani su na Slici 22. (titracije iz bazne ka kiseloj sredini) sadrze razliCite
totalne koncentracije fosfata i hlorida, pa su analizirani odvojeno [13]. Veca rastvorljivost
nortriptilina od teorijski izraCunate na pH vrednostima ve¢im od 8, objaSnjava se nastajanjem
anjonskog kompleksa Nor(NorH)HPQO,', kao i u slu¢aju titracija iz kisele ka baznoj sredini. U setu 5
maksimalna koncentracija ovog kompleksa (0,58 mM) je na pH 8,22 (priblizna pH vrednost kao
kod setova 1 — 4). Analizom setova 5 — 7 pomoéu programa pDISOL-X™ dobijene su sliéne
vrednosti konstante gradenja anjonskog 221 kompleksa, koje se ne razlikuju znacajno od vrednosti
dobijene analizom setova 1 — 4 (Tabela 13).
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Slika 22. Setovi 5-7 (titracije iz bazne ka kiseloj sredini, pDISOL-X™) — Profili
rastvorljivosti nortriptilina (pune linije) u suspenziji koja sadrzi hloride i fosfate. Teorijski
profil rastvorljivosti (isprekidana linija) dobijen pomo¢u HH jednacine. Rastvorljivost je
izrazena u jedinicama mol/L. Adaptirano iz Markovié i saradnici, 2022 [13].

Na pH vrednostima nizim od 8, mogu se primetiti drasticne razlike u izgledu profila
rastvorljivosti dobijenih titracijama iz kisele ka baznoj sredni (setovi 1 — 4) i titracijama iz bazne ka
kiseloj sredini (setovi 5 — 7). Razli¢it izgled profila rastvorljivosti uslovljen je razlikama u totalnim
koncentracijama hlorida i fosfata u okviru setova 1 — 7. Totalna koncentracija fosfata (0,06 M) u
setu 5 nije dovoljna za postizanje proizvoda rastvorljivosti fosfatnih soli. Kada je pH<8,21 ¢&vrsta
faza je nortriptilin-hidrohlorid. Transformacija NorHCI u Nor bazu deSava se u vrlo uskom pH
opsegu 8,21 (PHmax) — 8,27 (PHmin). 1znad pH 8,27 u talogu se nalazi samo Nor baza. Za razliku od
seta 5, totalna koncentracija fosfata u setovima 6 i 7 (0,11 — 0,12 M) dovoljna je za postizanje
proizvoda rastvorljivosti 2:1 fosfatne soli nortriptilina. U ¢vrstoj fazi dolazi do prelaza nortriptilin-
hidrohlorida u nortiptilin-hidrogenfosfat na pHmax 5,0 (set 6) i pHmax 5,7 (set 7), iako je oblik logS—
kisele ka baznoj sredini (pHmax 3,71). Razlike u sastavu Cvrste faze, ogledaju se i u razlikama u
izraCunatim vrednostima proizvoda rastvorljivosti nortiptilin-hidrogenfosfata pomocu programa
pDISOL-X™ (Tabela 13). Takode, pojedinaénom analizom setova 5 — 7, dobijene su pribliZne
vrednosti proizvoda rastvorljivosti nortriptilin-hidrohlorida, ali se ove vrednosti prili¢no razlikuju
od vrednosti dobijene analizom titracija iz kisele ka baznoj sredini.

Setovi 8 i 9 (Slika 23) (suspenzije nortriptilina koje sadrze samo hloride, a ne sadrze fosfate)
analizirani su kao jedan set.
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Slika 23. Setovi 8 i 9 (pDISOL-X™): a) Profil rastvorljivosti notriptilina (puna linija) u suspenziji
koja sadrzi hloride. Teorijski profil (isprekidana linija) rastvorljivosti dobijen pomo¢u HH

jednacine; b) Dijagram raspodele taloga. Rastvorljivost je izrazena u jedinicama mol/L. Adaptirano
iz Markovié i saradnici, 2022 [13].

Za razliku od setova koji sadrze i hloride i fosfate, u setovima 8 i 9 nema odstupanja
rastvorljivosti od teorijski izraunatih vrednosti na pH>8. U ovim suspenzijma ne dolazi do
gradenja agregata niti kompleksa. Cvrsta faza u suspenzijama je notriptilin-hidrohlorid na pH<8,
dok se na pH>8 izdvaja nortriptiln baza. Prelaz izmedu nortriptilin-hidrohlorida u nortiptilin bazu u
talogu, deSava se u vrlo uskom pH opsegu. Vrednosti sopstvene rastvorljivosti i proizvoda
rastvorljivosti notriptilin-hidrohlorida izracunate iz ovih setova se mogu smatrati pouzdanim, zato
Sto ovde nema smetnji od fosfata. Kao §to se iz Tabele 13. vidi, vrednosti logS, dobijene iz drugih
setova, su prakticno iste kao vrednost izraCunata iz setova 8 i 9. Medutim, razlike postoje u
vrednostima proizvoda rastvorljivosti hidrohloridne soli nortriptilina.

Setovi 10 i 11 (Slika 24) (suspenzije nortriptilina koje sadrze fosfate, a ne sadrze hloride)
analizirani su kao jedan set.
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Slika 24. Setovi 10 i 11 (pDISOL-X™): a) Profil rastvorljivosti notriptilina (puna linija) u
suspenziji koja sadrzi fosfate. Teorijski profil (isprekidana linija) rastvorljivosti dobijen pomocu

HH jednacine; b) Dijagrami raspodele taloga i kompleksa. Rastvorljivost je izraZena u jedinicama
mol/L. Adaptirano iz Markovié i saradnici, 2022 [13].
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Povecana rastvorljivost na pH<2 poti¢e od formiranja katjonskog kompleksa (NorH)HzPO,". U
Cvrstoj fazi dolazi do talozenja nortriptilin-dihidrogenfosfata u pH oblasti 2 - 5, a
notriptilin-hidrogenfosfata u pH opsegu 5 — 9. Prelaz u ¢vrstoj fazi deSava se u uskom opsegu pH
vrednosti. Posto u ovim setovima nema smetnji od hlorida, izracunati proizvodi rastvorljivosti
fosfatnih soli mogu se smatrati pouzdanim.

111.3.3 Karakterizacija ¢vrste faze u suspenzijama nortriptilina

Cvrste faze nekih uzoraka iz setova 3, 6, 7 i 9 analizirane su pomocu elementalne analize [11,
13]. Teorijski izra¢unat procentni sastav komercijalno dostupnog nortriptilin-hidrohlorida je:
76,11% C; 7,40% H i 4,67% N. Na osnovu prikazanog procentnog sastava i analize programom
pDISOL—X™. jasno je da je &vrsta faza izolovana iz seta 9 (Tabela 14) u pH opsegu 2,00 — 7,58
nortriptilin-hidrohlorid. Rezultati elementalne analize setova 3, 6 i 7 (Tabele 15 — 17) ukuzaju na
prelaz u ¢vrstoj fazi iz NorHCI u (NorH),HPQ,, §to je u skladu sa prora¢unima dobijenim pomocu
programa pDISOL—X™. Izradunate vrednosti pHmax iz Setova 3, 6 i 7 su redom 3,71; 5,0 i 5,7 [13].

Tabela 14. Elementalna analiza ¢vrste faze izolovane iz suspenzija seta 9
(suspenzije Nor koje sadrze hloride) [11, 13]

pH % C %H %N  pretpostavljen sastav taloga®
2,00 74,32 6,95 4,64 NorHCI
3,05 74,54 7,09 4,74 NorHCI
3,56 74,40 7,00 4,63 NorHCI
4,19 72,27 6,85 4,70 NorHCI
5,81 74,86 6,86 4,64 NorHCI
7,58 73,92 6,91 4,58 NorHCI

 verovatno hidratisan

Tabela 15. Elementalna analiza ¢vrste faze izolovane iz suspenzija seta 3
(suspenzije Nor koje sadrze hloride i fosfate) [11, 13]
pH %C %H %N pretpostavljen sastav taloga®

2,14 7355 6,69 4,53 NorHClI
3,11 73,75 6,70 4,55 NorHClI
5,19 69,11 6,90 4,29 (NorH);HPO,
5,94 6526 6,93 4,04 (NorH);HPO,
7,41 6545 6,92 4,05 (NorH);HPO,

 verovatno hidratisan

53



Olivera Markovi¢

Doktorska disertacija

Tabela 16. Elementalna analiza ¢vrste faze izolovane iz suspenzija seta 6
(suspenzije Nor koje sadrze hloride i fosfate) [11, 13]

pH %C %H %N pretpostavljen sastav taloga®
1,48 69,87 657 434 NorHCI

240 69,09 646 4,28 NorHCI

323 7240 6,65 4,49 NorHCI

449 69,69 654 432 NorHCI

6,26 66,05 6,74 4,08 (NorH);HPO,

783 6553 7,00 4,04 (NorH),HPO,

2 verovatno hidratisan

Tabela 17. Elementalna analiza ¢vrste faze izolovane iz suspenzija seta 7
(suspenzije Nor koje sadrze hloride i fosfate) [11, 13]

pH % C  %H %N pretpostavljen sastav taloga®
225 7055 665 4,38 NorHCI

321 6944 656 431 NorHCI

519 68,16 645 4,22 NorHCI

6,32 6543 6,88 4,05 (NorH);HPO,

& verovatno hidratisan

U cilju dobijanja dovoljne koli¢ine taloga za karakterizaciju ¢vrstog stanja (TGA, DSC i1
PXRD), pripremljen je set 12, poveéavanjem ,,koncentracije* suspenzija nortriptilina [13]. Uzorci iz
seta 12 su suspenzije nortriptilina koje sadrze: samo hloride (uzorci 1 — 3), samo fosfate (uzorci 4 —
6) ili hloride i fosfate (uzorci 7 —9).

Na Slici 25. prikazani su DSC termogrami i PXRD difraktogrami, a na Slici 26. TGA
termogrami, uzoraka 1 — 3 i komercijalno dostupnog NorHCI.

reverzibilni protok toplote (W/g)

T
0

temperatura (°C)

A LA WA R
2
S B R | 2
I} \
| " Al
o D AVSV W A eeA
Q
3 &
\ 3
‘\}““ PYALN AN T
V W S
NorHCI
I ; NorHCI
Y P (TR (R S o
T T T T T 1 r T T T - T - 1
50 100 150 200 250 300 10 20 30 40 50 60

6-26 (°)

Slika 25. DSC termogrami (levo) i PXRD difraktogrami (desno) uzoraka 1 (pH 2,3), 2 (pH 6,33) i 3
(pH 13) (suspenzije nortriptilina koje sadrze hloride) i komercijalno dostupnog NorHCI. Adaptirano
iz Markovi¢ i saradnici, 2022 [13].
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Slika 26. TGA termogrami uzoraka 1 (pH 2,3), 2 (pH 6,33) i 3 (pH 13) (suspenzije nortriptilina
koje sadrze hloride) i komercijalno dostupnog NorHCI. Adaptirano iz Markovié¢ i saradnici, 2022
[13].

Na DSC termogramima uzoraka 1 (pH 2,3), 2 (pH 6,33) i komercijalno dostupnog NorHCI
moze se primetiti endoterma koja potice od topljenja na 215 °C (pocetak prelaza (onset)), Sto
ukazuje da su uzorci 1 i 2 po sastavu nortriptilin-hidrohlorid. Ova tvrdnja je dodatno opravdana
sli¢no§¢u PXRD difraktograma uzoraka 1 i 2 sa komercijalno dostupnim NorHCI. TGA termogrami
pokazuju da su uzorci 1 i 2 anhidrovani.

DSC termogrami i PXRD difraktogrami uzorka 3 (pH 13) razlikuju se od DSC termograma i
PXRD difraktograma komercijalno dostupnog NorHCI, §to ukazuje da je uzorak 3 po sastavu
molekulski nortriptilin. U zavisnosti od nacina pripreme, molekulski nortriptilin moze biti u
kristalnom ili delimi¢no amorfnom/kristalnom obliku. Kada je pH vrednost suspenzije nortriptilina
veca od 9, izdvaja se uljast talog nortriptilina. Ukoliko se, nakon 6 sati meSanja + 18 sati
sedimentacije (pH 12 — 13), talog odvoji od rastvora i su$i na vazduhu, talog ostaje u uljastom
obliku, koji ima delimi¢no amorfan/kristalni karakter i najverovatnije postoji u obliku hidrata, koji
sadrzi stehiometrijsku ili nestehiometrijsku vodu. Medutim, ukoliko se vreme uspostavljanja
ravnoteze produzi na 72 sati meSanja + 18 sati sedimentacije (uzorak 3, pH 13) i susi pod
vakuumom, molekulski nortriptilin prelazi potpuno u kristalni oblik, §to se jasno vidi po PXRD
difraktogramu. U DSC termogramu Nor baze postoji endoterma topljenja na 54,8 °C (onset), a TGA
termogram pokazuje da je baza u anhidrovanom obliku. Ova zapaZanja pokazuju da nortriptilin
baza moZze postojati u delimi¢no amorfnom/kristalnom ili kristalnom obliku, kao 1 u anhidrovanom
obliku ili u obliku hidrata. Tokom eksperimenta za odredivanje rastvorljivosti, nortriptilin baza
postoji u delimi¢no amorfnom/kristalnom ili kristalnom obliku u zavisnosti od vremena za
uspostavljenje ravnoteze i oba oblika su hidratisana. Tek nakon suSenja pod vakuumom, baza
prelazi u anhidrovani oblik.

Uzorci 4 (pH 2,0), 5 (pH 4,46) i 6 (pH 8,23) izolovani su iz suspenzija nortriptilina koje sadrze
samo fosfate. Prema analizi podataka pomocu programa pDISOL—X, o¢ekivano je da uzorak 4 bude
nortriptilin-dihidrogenfosfat, a uzorci 5 i 6 nortriptilin-hidrogenfosfat. DSC i PXRD analize su u
skladu sa tim prorac¢unom (Slika 27). Uocljiva je sli¢nost izmedu DSC termograma i PXRD
difraktograma uzoraka 5 i 6, kao i razlike izmedu ovih uzoraka i uzorka 4. Razlika u intenzitetu
endotermi u termogramima uzoraka 5 1 6 potice od razli¢ite koli¢ine uzorka dostupnog za analizu.
TGA analiza pokazuje da su uzorci hidratisani (Slika 28). Gubitak mase uzorka 4 od 9,1% do
100 °C pokazuje da uzorak 4 nortiptilin-dihidrogenfosfat dihidrat. Masa uzoraka 5 i 6 smanji se za
2,1 — 2,5% u opsegu temperatura 90 — 100 °C, sto ukazuje da su ovu uzorci monohidrati
nortriptilin-hidrogenfosfata.
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Uzorci 7 (pH 2.,9), 8 (pH 4,7) 1 9 (pH 6,38) izolovani su iz suspenzija nortiptilina koje sadrze i
hloride i fosfate. Poredenjem rezultata DSC i PXRD analiza ovih uzoraka (Slika 27) sa uzorcima,
za koje je utvdeno da su hloridne ili fosfatne soli nortriptilina (Slike 25. i 27), potvrdene su vec¢
navedene predloZene ravnoteze u heterogenim sistemima nortriptilina i pokazano je da dolazi do
faznog prelaza u Cvrstoj fazi izmedu hloridne i1 fosfatne soli. Jasno se vidi da je uzorak 7 so
nortriptilin-hidrohlorid i da prakticno nema fosfata u talogu. Zatim, uzorak 8 je sme$a NorHCI i
(NorH);HPO,, dok je uzorak 9 skoro potpuno (NorH),HPO,. lako je razlika izmedu uzoraka 7 i 8
lako vidljiva na DSC termogramima, PXRD difraktogrami ova dva uzorka izgledaju sli¢no,
verovatno zbog male koli¢ine fosfata u talogu. Isto tako, uzorak 9 uglavnom je fosfatna so
nortiptilina, ali u DSC termogramu i PXRD difratkogramu mogu se uociti i tragovi hloridne soli.
Rezultati TGA analize (Slika 28) pokazuju da je uzorak 9 hidratisan, dok su uzorci 7 i 8
anhidrovani.
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Slika 27. DSC termogrami (levo) i PXRD difraktogrami (desno) uzoraka 4 — 6 (suspenzije
nortiptilina koje sadrze samo fosfate) i uzoraka 7 — 9 (suspenzije nortiptilina koje sadrze i hloride i
fosfate). Adaptirano iz Markovié i saradnici, 2022 [13].
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Slika 28. TGA termogrami uzoraka 4 — 6 (suspenzije nortiptilina koje sadrze samo fosfate) i
uzoraka 7 — 9 (suspenzije nortiptilina koje sadrze i hloride i fosfate). Adaptirano iz Markovié i
saradnici, 2022 [13].
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Ravnoteze u heterogenim sistemima nortiptilina u suspenzijama koje sadrze hloride i/ili fosfate
definisane su zahvaljuju¢i kombinovanoj primeni pH-Ramp shake—flask metode, programa
pDISOL-X™ i metoda za karakterizaciju &vrstog stanja (TGA, PXRD, DSC i elementalna analiza)
[13]. Razlike u izgledu profila rastvorljivosti nortriptilina dobijenih odredivanjem rastvorljivosti u
setovima 1 — 11, uspe$no su objasnjene zahvaljujuci detaljnoj analizi sastava rastvora i taloga.
Pokazano je da smer u kome se izvodi podesavanje pH vrednosti suspenzija ima mnogo veci uticaj
na rastvorljivost nortiptilina u suspenzijama koje sadrze hloride i fosfate, nego Sto je to bio slucaj
kod desipramina [7, 13].

Izuzetno su vazna zapazanja da i desipramin i nortriptilin mogu da grade katjonske
((DsH);H,PO,", (NorH)HsPO,") i anjonske komplekse (Ds(DsH)HPO,, Nor(NorH)HPO,) sa
komponentama fosfatnog pufera, kao i da u zavisnosti od odnosa koncentracija kontra jona (hloridi
i/ili fosfati) u suspenziji moze do¢i do talozenja ovih jedinjenja u obliku hidrohloridnih soli,
fosfatnih soli ili ¢istih baza [7, 13]. Takode, transformacije u ¢vrstoj fazi po€inju na razli¢itim pH
vrednostima (pHmax) U zavisnosti od smera u kome se izvodi podeSavanje pH vrednosti suspenzija
(iz kisele ka baznoj ili iz bazne ka kiseloj sredini) i sastava rastvora. Rezultati su pokazali da
pomenuti parametri mogu da odreduju i opseg pH vrednosti (pHmax — PHmin) U Kojima se
transformacija u C¢vrstoj fazi deSava. Prezasi¢enje nije primeceno u suspenzijma desipramina i
nortriptilina analiziranih pH—Ramp shake—flask metodom.

U literuturi [14, 32, 81 — 83] je naglasena vaznost poznavanja pH-zavisne rastvorljivosti slabo
rastvornih jedinjenja u procesu razvoja formulacije potencijalnih lekova, posebno onih koje se
koriste u obliku soli. Napomenuto je da su za pripremu odgovarajuce formulacije leka u obliku soli,
koja ¢e omoguciti najbolje terapeutsko dejstvo, potrebni podaci o pH vrednosti sredine na mestu
delovanja, kiselinskim konstantama leka i vrednosti pHmax, zato Sto ovi faktori direktno uti¢u na
rastvorljivost leka na mestu delovanja. Ako se u tom kontekstu posmatra pH-zavisna rastvorljivost
desipramina i nortriptilina u vodenim suspenzijama koje sadrze fosfate i/ili hloride, ocigledan je
znacaj dobijenih rezultata [6 — 8, 10, 11, 13]. Prikazana zavisnost eksperimentalno dobijenih profila
rastvorljivosti od kompletnog sastava suspenzije, sa akcentom na nastajanje kompleksa u rastvoru,
sastava Cvrste faze, vrednosti pHmax, opsega pHmax — PHmin, Mogu biti od velike vaznosti prilikom
pripreme formulacija lekova i predvidanja i optimizacije njene uspesnosti u in vivo uslovima.

57



Olivera Markovi¢ Doktorska disertacija

I11.4 Proucavanje ravnoteza u heterogenim sistemima imipramin-hidrohlorida

111.4.1 Proucavanje rastvorljivosti imipramina u zavisnosti od pH vrednosti

U cilju razvoja pH-Ramp shake—flask metode, istrazivanje je usmereno na imipramin,
strukturni analog desipramina, koji sadrzi tercijarnu amino grupu umesto sekundarne amino grupe
(jedan H atom je zamenjen metil grupom) (Slika 1). Rastvorljivost imipramina u suspenzijama koje
sadrze hloride i fosfate na 251 ° C, odredena je u zavisnosti od pH vrednosti ovom metodom.
Uradena su dva seta uzoraka (set 1 i 2) koris¢enjem titracija od niske ka visokoj pH vrednosti [9].
Fotografija uzoraka imipramina iz seta 1 data je na Slici 29. U pH opsegu 4,06 — 8,11 u suspenziji
postoji beo zrnast talog, dok se na pH>8,11 izdvojilo ulje.

Slika 29. Set 1: uzorci imipramina posle 6 sati meSanja i 18 sati sedimentacije. Brojevi
predstavljaju pH vrednosti suspenzija nakon 24 sata.

,Koncentracije* pocetnih kiselih suspenzija iz setova 1 i 2, bile su 56,5 mg/mL i 68,3 mg/mL.
U ovim uslovima, nije bilo ¢vrste faze u sistemu kada je pH vrednost bila niza od 3,82. Nakon
razdvajanja faza centrifugiranjem, koncetracije imipramina u tecnoj fazi, odredene su pomocu
HPLC-UV/VIS metode. Kvantifikacija je bila jednostavna u pH opsegu 3,82 — 8,87 zato $to su
hromatogrami tih uzoraka imali samo jedan pik, kao §to je o¢ekivano. Medutim, hromatogrami
uzoraka Cija je pH>10, sadrzali su viSe pikova (Slika 30). Postoji moguénost da se u ovim
rastvorima deSava degradacija imipramina i da preostali pikovi poti¢u od degradacionih proizvoda
[111]. Rastvorljivost imipramina u suspenzijama koje sadrze degradacione proizvode, izraZena je
kao koncentracija imipramina u te¢noj fazi.
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Slika 30. Hromatogrami uzoraka imipramina iz seta 1, Cije su pH vrednosti [9]: a) 10,77
(razblazenje 2%) i b) 11,43 (razblaZenje 2x).
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Pripremljene su suspenzije imipramina koje sadrze hloride [9]. Na Slici 31. prikazani su uzorci
iz seta 3, nakon 6 h meSanja i 18 h sedimentacije. Kao $to se na Slici 31. moze videti, u suspenziji
pH vrednosti 7,37 faze nisu bile jasno razdvojene — suspenzija je mutna. U pH opsegu 8,11 — 11,87
doslo je do izdvajanja ulja.

Slika 31. Set 3: uzorci imipramina posle 6 sati meSanja i 18 sati sedimentacije.
Brojevi predstavljaju pH vrednosti suspenzija nakon 24 sata.

,Koncentracije* suspenzija imipramina u uzorcima seta 3 bile su u opsegu 50,1 — 57,2 mg/mL.
Pri pH<7,37 nisu formirani zasi¢eni rastvori. Kvantifikacija imipramina u ovom setu bila je oteZana
na pH>8,98 zbog pojave vise pikova u hromatogramima, koji nisu uvek potpuno razdvojeni (losa
rezolucija) (Slika 32). Na Slici 32. moze se primetiti kako se odnos koncentracija imipramina i
degradacionih proizvoda menja sa promenom pH vrednosti.
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Slika 32. Hromatogrami uzoraka imipramina iz seta 3, ¢ije su pH vrednosti: a) 8,98 (razblazenje
10x); b) 10,16 (razblazenje 2x) i ¢) 11,87 (razblazenje 2x) [9].

Profili rastvorljivosti imipramin-hidrohlorida dobijeni iz setova 1 — 3 prikazani su na Slici 33.
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Kao sto se vidi na Slici 32. rezolucija izmedu pikova koji poticu od imipramina i degradacionog
proizvoda nije zadovoljavaju¢a. Odnosno, koncentracije imipramina na pH>8,98 ne mogu se
smatrati taénim vrednostima, ve¢ samo pribliznim. Medutim, ove vrednosti prikazane su na logS—
pH dijagramu zato $to se ne razlikuju zna¢ajno od rastvorljivosti imipramina odredenim u setovima
li2.
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Slika 33. Profili rastvorljivosti imipramin-hidrohlorida [9]: a) setovi 1 i 2 (suspenzije koje sadrze
hloride i fosfate), b) set 3 (suspenzije koje sadrze hloride) i ¢) setovi 1 — 3 na 25+1 °C.

111.4.2 Odredivanje kriti¢ne micelarne koncentracije imipramin-hidrohlorida

Cvrsta faza nije dobijena u uzorcima imipramina na pH<4 u suspenzijama koje sadrze hloride i
fosfate, kao ni na pH<7 u suspenzijama koje sadrZe hloride. Radi utvrdivanja ,koncentracije‘
suspenzije koja je potrebna za dobijanje zasi¢enog rastvora imipramina uraden je sledeci
eksperiment: Ta¢no odmerena masa ¢vrstog ImHCI dodavana je u alikvotima u rastvor dobijen
mesanjem 0,15 M NaH,;PO,4 i 0,9725 M HCI. Izmerena pH vrednost bila je u opsegu 1,83 — 1,88.
Suspenzija nije nastala ¢ak ni kada je koncentracija imipramin-hidrohlorida dostigla vrednost
1,12 M (354,5 mg/mL).

U Opstem delu je navedeno da je imipramin povrSinski aktivna supstanca, tako da se povecana
rastvorljivost u kiseloj sredini moze objasniti nastajanjem agregata u rastvoru [3, 9]. Prilikom
razblazivanja nekih uzoraka u okviru pripreme za HPLC analizu, primeceno je da dolazi do
talozenja imipramina (uzorci: pH 4,06 (set 1), 3,82 (set 2) i 7,37 (set 3)). Talog se brzo rastvorio,
samo stajanjem ili nakon centrifugiranja. Ovakvo hemijsko ponaSanje ukazuje da dolazi do
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agregacije u rastvoru.

Na osnovu ovih zapazanja, jasno da je da dolazi do gradenja agregata u prouc¢avanim sistemima
imipramin-hidrohlorida u kiseloj sredini [9]. Iz tog razloga, pozeljno je odrediti kritiénu micelarnu
koncentraciju u sliénim eksperimentalnim uslovima koji su koriS¢eni za pripremu uzoraka u
setovima 1 —3.

Kriticne micelarne koncentracije  imipramin-hidrohlorida u  rastvorima  natrijum-
dihidrogenfosfata (0,01 M i 0,10 M) i natrijum-hlorida (0,01 M i 0,15 M) na 25,0+0,1 °C odredene
su metodom konduktometrijskih titracija [12]. Zavisnosti specificnih provodljivosti od
koncentracije ImHCI prikazane su na Slici 34. Na svakom grafiku mogu se uociti dve linearne
zavisnosti, koje se seku u jednoj tacki. Koncentracija imipramin-hidrohlorida u tacki preseka
predstavlja vrednost kriticne micelarne koncentracije, a iz odnosa nagiba pravih posle i pre KMK
izraCunat je stepen disocijacije agregata u rastvoru [56]. Vrednosti KMK i stepena disocijacije
agregata prikazane su u Tabeli 18.
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Slika 34. Zavisnost specifi¢ne provodljivosti od koncentracije ImHCI [12] u: a) 0,01 M NaH,PO,
(pH 4,81 — 4,60), b) 0,10 M NaH,PO, (pH 4,45 — 4,33), ¢) 0,01 M NaCl (pH 5,98 — 5,17), d) 0,15
M NaCl (pH 5,92 — 5,17) na 25,0+0,1 °C. Vrednosti pH u zagradi ozna¢avaju vrednosti izmerene na
pocetku 1 na kraju eksperimenta.

61



Olivera Markovi¢ Doktorska disertacija

Tabela 18. Kriti¢ne micelarne koncentracije (KMK) [12] i stepen disocijacije agregata () u
rastvorima imipramin-hidrohlorida koji sadrze hloride i/ili fosfate na 25,0+0,1 °C
0,01 M NaH,PO, 0,10 M NaH,PO, 0,01 M NaCl 0,15 M NaCl

KMK (mM) 48,34+1,82 35,46+8,69 49,27+1,06 26,21+2,28
B 0,63+0,01 0,89+0,02 0,66+0,01 0,70+0,01

Za pripremu pocetne kisele suspenzije imipramin-hidrohlorida u setovima 1 i 2 kori$¢en je
0,15 M rastvor NaH,PO,4 [9]. Medutim, prilikom odredivanja KMK vrednosti ImHCI u ovom
rastvoru, nastala je suspenzija pre nego Sto je dostignuta vrednost kriticne micelarne koncentracije
[12]. Koncetracija ImHCI u trenutku nastanka suspenzije iznosila je 25,01 mM. Iz tog razloga, bilo
je potrebno smanjiti totalnu koncentraciju fosfata u rastvoru, pa je koris¢en 0,10 M rastvor. Kriti¢na
micelarna koncetracija u 0,10 M NaH,POy, iznosi 35,46+8,69. Neobi¢no velika vrednost standardne
devijacije posledica je malog broja tacaka na grafiku nakon kriticne micelarne koncentracije.
Razlog tome je nastajanje suspenzije u trenutku kada je totalna koncentracija ImHCI dostigla
vrednost 52,29 mM. Prilikom odredivanja KMK u 0,01 M NaH,;PQO4, nije doslo do formiranja
suspenzije, ¢ak ni kada je vrednost totalne koncentracije ImHCI bila 103,10 mM.

Suspenzije imipramin-hidrohlorida u setu 3, pripremane su u 0,15 M NaCl [9], tako da je bilo
prakti¢no odrediti vrednost KMK u istom rastvoru. Radi poredenja, kriti€éna micelarna koncentracija
odredena je i u 0,01 M rastvoru. U ovim eksperimentima, nije dolazilo do gradenja suspenzije [12].

Nize vrednosti KMK u koncentrovanijim rastvorima elektrolita su ocekivane. Elektroliti
olakSavaju nastajanje agregata, zato Sto smanjuju medusobno elektrostati¢ko odbijanje izmedu jona
surfaktanata [101]. Stepen disocijacije agregata uporediv je u svim eksperimentima (osim u 0,10 M
NaH,PQO,) sto znaci da fosfatni i hloridni joni u slu¢aju agregacije imipramina, u slicnom Stepenu
stabilizuju agregate. Veca vrednost stepena disocijacije agregata u sluc¢aju 0,10 M NaH,PO4 moze
biti posledica nedovoljnog broja eksperimentalnih tacaka posle KMK, ali i posledica talozenja
fosfatne soli imipramina u sistemu.

Poredenjem rastvorljivosti imipramina u setovima 1 — 3 i vrednosti kriticnih micelarnih
koncentracija, moze se primetiti da je rastvorljivost imipramina u pH opsegu 3,82 — 4,06 (setovi 1 i
2)ina pH 7,37 (set 3) iznad vrednosti kriti¢nih micelarnih koncentracija [9, 12]. Time se objasnjava
veca rastvorljivost imipramina od o€ekivane na ovim pH vrednostima, kao i nemogucénost pripreme
suspenzija imipramina koje sadrze hloride i fosfate na pH<3,82, niti suspenzija imipramina koje
sadrze samo hloride na pH<7,37, u uslovima definisanim setovima 1 — 3. Osim toga, rezultati
pokazuju da, zbog nastajanja agregata u rastvoru, nije moguce pripremiti suspenziju imipramina
jednostavnim povecanjem ,,koncentracije suspenzije.

111.4.3 Odredivanje konstanti ravnoteZa u heterogenim sistemima imipramina pomocu
programa pDISOL-X™

Na Slici 35. prikazani su profili rastvorljivosti imipramina dobijeni pomoc¢u programa
pDISOL-X™ (crvena puna linija). Profili rastvorljivosti izra¢unati pomoéu HH jednagine
(pKa=9,52 i logSp=-4,28) prikazani su isprekidanom plavom linijom. Vrednost kiselinske konstante
imipramina preuzeta je iz literature [3]: pK,=9,52+0,03 (25 ° C, 1=0,15 M), a vrednost sopstvene
rastvorljivosti dobijena je analizom setova 1 — 3. Tackasta crna linija oznacava pH opseg u kome ne
postoji ¢vrsta faza u sistemu, odnosno cela koli¢ina dodatog ImHCI se rastvorila. U proracune nisu
ukljuceni uzorci u kojima se deSavala degradacija (setovi 1 i 2: pH>10; set 3: pH>8,5).
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Slika 35. Profili rastvorljivosti imipramina dobijeni pomo¢u programa pDISOL-X™ (crvena linija)
[9]: @) setovi 1 i 2 (suspenzije koje sadrze hloride i fosfate, titracije iz kisele ka baznoj sredini); b)
set 3 (suspenzije koje sadrze samo hloride). Teorijski profil rastvorljivosti (plava isprekidana linija)
dobijen je pomocu HH jednacine. Tackasta linija oznaCava opseg u kome nema cCvrste faze.
Rastvorljivost izraZena je u jedinicama mol/L.

Heterogeni sistemi imipramina u setovima 1 — 3 mogu se opisati ravnotezama (44 — 50) [9].
Nisu sve ravnoteze ukljuene u model svakog seta. Konstante ravnoteza, izraCunate pomocu
programa pDISOL—X™ prikazane su u Tabeli 19.

ImH* S H* + Im Ka = [H][IM]/[ImH"] (44)
HsPO4 S H + HoPO, Ka1= [H*][H2PO41/[HsPO4] (45)
H,PO, S H* + HPO,> Kaz = [H'][HPO,*]/[HPO,] (46)
HPO,> 5 H' + PO, Kas = [H'][PO4>1/[HPO,] (47)
Img S Im So = [Im] (48)
(IMH),HPO4 S 2 ImH* + HPO,* Ksp?t = [IMH* T2 [HPO4*] (49)
3ImH" S Im3H5** Ks = [ImsHs* ] [ImH*]? (50)

Tabela 19. Ravnotezne konstante u suspenzijama Im izradunate pomoéu programa pDISOL-X™

Set? logSo logKsp™™ logKs PHmax s (M) GOF
1i2 -4,28+0,02 -6,71+0,02 2,15+0,09 7,85 0,37 0,87
3 -4,28+0,01 / 3,67+0,01 / 0,32 0,03

8259 C: 1,,4=0,15 M; pK,= 9,52.

Profil rastvorljivosti imipramina u suspenzijama koje sadrze hloride i fosfate (setovi 1 1 2) ne
moze se opisati HH jednac¢inom na pH vrednostima manjim od 8 [9]. Proracuni pokazuju da se u pH
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opsegu 3,82 — 7,85 talozi imipramin-hidrogenfosfat, dok na ve¢im pH vrednostima dolazi do
izdvajanja molekulskog imipramina. Povecana rastvorljivost imipramina na pH<4 moze se objasniti
nastajanjem trimera imipramina ImsHs>*, na osnovu pDISOL-X™ analize. Na logS—pH dijagramu
(Slika 35.a) moze se primetiti dosta niza rastvorljivost imipramina na pH 4,51 (eksperimentalna
vrednost) u odnosu na izraCunatu rastvorljivost (crvena linija). To znaéi da pri pH<5 dolazi do
,takmiCenja“ izmedu reakcije taloZenja imipramina u obliku soli (hloridne ili fosfatne) i vezivanja
imipramina u rastvorni katjonski trimer. Pobudkowska i saradnici su 2016. godine primetili sli¢no
hemijsko ponaSanje strukturno sli¢nih jedinjenja prilikom proucavanja pH-zavisne rastvorljivosti
fenotiazina, koji pokazuju sklonost ka agregaciji [37].

Povecana rastvorljivost imipramina u suspenzijama koje sadrze hloride, takode se moze
objasniti formiranjem trimera imipramina ImsHs*". Za razliku od setova 1 i 2, katjonski trimer se
formira na pH<9. IzraCunata konstanta agregacije veca je u setu 3 u odnosu na setove 1 i 2, §to
ukazuje da u suspenzijama hlorida imipramin ima vecu sklonost ka agregaciji, nego u suspenzijama
koje sadrze hloride 1 fosfate. Kada je pH>7 dolazi do talozenja imipramin baze.

Pomenuto je da uzorci u kojima je doslo do degradacije imipramina nisu uzeti u obzir prilikom
analize rezultata pomocu programa pDISOL—XTM. Iz tog razloga, izraCunata vrednost sopstvene
rastvorljivosti (logSp=-4,28) veca je od eksperimentalno odredenih vrednosti u prisustvu
degradacionih proizvoda: logSo=-4,56 (setovi 1 i 2, pH 11,43) i logSy=-4,65 (set 3, pH 11,87).

111.4.4 Odredivanje rastvorljivosti imipramina u uslovima poveéane jonske sile

Setovi 4 — 6 dizajnirani su u cilju kompletiranja profila rastvorljivosti imipramina. Uzorci su
pripremljeni kao: a) suspenzije koje sadrze hloride i fosfate (set 4), b) suspenzije koje sadrze hloride
(set 5) i ¢) suspenzije koje sadrze fosfate (set 6) [12]. Rezultati prethodnih eksperimenata pokazuju
da priprema suspenzija jedinjenja, koje podlezu reakcijama agregacije, nece biti uspesSna
povecavanjem ,.koncentracije” suspenzije. Iz tog razloga, uvedene su dve modifikacije u odnosu na
setove 1 —3.

Prva modifikacija bila je koris¢enje imipramin baze, umesto imipramin-hidrohlorida, prema
rezultatima analiza strukturno sli¢nih jedinjenja objavljenih u literaturi [17, 19, 22, 37]. Uticaj
pocetnog oblika ispitivane supstance (so ili baza) na tendenciju gradenja prezasi¢enih rastvora
primetili su Zografi i Zarenda 1966. godine, na primeru hlorpromazina, prilikom proucavanja
uticaja razli¢itih faktora na povrSinsku aktivnost odabranih jedinjenja [17]. Prezasi¢en rastvor
hlorpromazina nastao je samo u slucaju koris¢enja hidrohloridne soli za pripremu uzorka (ne u
slucaju koris¢enja baze). Green je 1967. godine odredio rastvorljivost perfenazina, povrSinski
aktivnog jedinjenja koje ima tendenciju za gradenjem micela [19]. Rastvorljivost, dobijena shake—
flask metodom i turbidimetrijom, iznosila je 70 uM, kada je u eksperimentu koris¢en perfenazin-
dihidrohlorid (so). Medutim, pomocu shake—flask metode dobijena je mnogo manja vrednost
rastvorljivosti (26 pM), kada je za pripremu uzorka koris¢ena perfenazin baza. Liu je 1977.
proucavao ravnoteze U suspenzijama acetilpromazin-maleata [22]. Pokazano je da rastvorljivost na
pH 7,5 iznosi oko 1 mg/mL (3,1 mM), kada se za pripremu suspenzija koristi baza acetilpromazin.
Medutim, upotreba acetilpromazin-maleata u koncentraciji ve¢oj od 20 mg/mL (45,2 mM), dovodi
do gradenja micela. Nastajanje micela u ovom slu¢aju omogucava pripremu bistrog rastvora
koncentracije 240 mg/mL (542,4 mM). Pobudkowska i saradnici su 2016. primetili da je tendencija
ka agregaciji ve¢a ukoliko se koriste jedinjenja u obliku soli (hlorpromazin-hidrohlorid, flufenazin-
dihidrohlorid, trifluoperazin-dihidrohlorid) u odnosu na jedinjenja koriS¢ena u obliku baze
(perfenazin) [37].

Druga modifikacija bila je povecanje koncentracije pozadinskog elektrolita (fosfata ili hlorida)
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u sistemu, ¢ime se postize smanjenje rastvorljivosti imipramina, kao posledica efekta zajednickog
jona, odnosno pomeranja ravnoteZze u smeru nastanka taloga [23, 24, 29, 33, 79]. Bogardus i
Blackwood Jr. odredili su 1979. profil rastvorljivosti doksiciklina i proucavali uticaj razlicitih
pozadinskih elektrolita na rastvorljivost [23]. Smanjenje rastvorljivosti doksiciklin-hidrohlorida u
hlorovodoni¢noj kiselini na pH<2, objasnili su efektom zajedni¢kog hloridnog jona. Serajuddin i
Rosoff su 1984. godine primetili smanjenje rastvorljivosti papaverin-hidrohlorida u vodi na pH<2,
sa povecanjem koncentracije hloridnih jona, koji poti¢u od hlorovodoni¢ne kiseline (koriséene za
podesavanje pH vrednosti) [24]. Razlog smanjenja rastvorljivosti je takode efekat zajednickog jona.
Isti efekat, objavili su Li i saradnici 2005. godine prilikom proucavanja rastvorljivosti haloperidola
u obliku baze i u obliku hidrohloridne soli [79]. Ledwidge i saradnici su 1998. primetili smanjenje
rastvorljivosti soli razli¢itih kiselina i baza, pod uticajem razli¢itih zajednickih jona: hloridni,
fosfatni, natrijum [29]. VOIgyi i saradnici su 2010. godine takode primetili efekat smanjenja
rastvorljivosti soli razli¢itih baza i amfolita pod uticajem zajednickog jona [33]. Pobudkowska i
saradnici su 2016. izraCunali da je za taloZenje fosfatnih soli hlorpromazina, flufenazina i
trifluoperazina potrebna jonska sila od 1,6 M, sto je drasti¢no visa vrednost od jonske sile koris¢ene
prilikom proucavanja pH-zavisne rastvorljivosti ovih jedinjenja u njihovom istrazivanju (0,32 —
0,36 M) [37].

Tokom dizajna setova 4 — 6, koriS¢ena su navedena zapazanja iz literature i zapazanja iz

eksperimenata uradenih u okviru ove doktorske disertacije. Uzorci iz setova 4 — 6 prikazani su na
Slici 36. Profili rastvorljivosti imipramina dobijeni analizom setova 1 — 6 prikazani su na Slici 37.

Slika 36. Fotografije uzoraka imipramina posle 24 sata uspostavljanja ravnoteze iz: a)
seta 4, b) seta 5 i ¢) seta 6. Brojevi na slikama predstavljaju pH vrednosti suspenzija
nakon 24 sata.
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Slika 37. Profili rastvorljivosti imipramin-hidrohlorida [9, 12]: a) set 4 (suspenzije koje sadrze
fosfate i hloride), b) set 5 (suspenzije koje sadrze hloride), ¢) Set 6 (suspenzije koje sadrze fosfate),
d) setovi 1, 2 i 4 (suspenzije koje sadrze fosfate i hloride), €) setovi 3 i 5 (suspenzije koje sadrze
samo hloride), f) setovi 1, 2, 4 i 6 na 25+1 °C. Rastvorljivost izraZena je u jedinicama mol/L.

Uvodenjem pomenutih modifikacija u eksperimentalnu proceduru setova 1 i 2 (suspenzije koje
sadrze hloride i fosfate), nastao je set 4 [12]. Umesto imipramin-hidrohlorida, za pripremu pocetne
suspenzije kori$¢ena je imipramin baza. ,,Koncentracija“ pocetne suspenzije imipramina (66,08
mg/mL) bila je uporediva sa ,.koncentracijama‘ pocetnih suspenzija u setovima 1 (50,0 mg/mL) i 2
(60,4 mg/mL). Totalna koncentracija fosfata povecana je na 1,69 M (u setovima 1 i 2 bila je 0,14
M). Standardni rastvor 1 M HCI, koris¢en za podeSavanje pH vrednosti uzoraka imipramina
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(dobijenih nakon ravnomerne podele pocetne suspenzije na vise bocica) bio je izvor hloridnih jona.
Zahvaljuju¢i navedenim modifikacijama, dobijen je talog u pH opsegu 2,67 — 6,27. Rastvorljivost
imipramina u svim uzorcima je ispod kriticne micelarne koncentracije, tako da se u suspenzijama ne
o¢ekuje prisustvo agregata. Osim toga, rastvorljivosti uzoraka iz seta 4 su manje u odnosu na
rastvorljivosti uzoraka iz setova 1 i 2 [9, 12] (Slika 37.d). U uslovima poveéane totalne
koncentracije fosfata (1,69 M) velika je verovatnoca talozenja fosfatnih soli imipramina.

Set 5 (suspenzije imipramina koja sadrze hloride) dobijen je modifikacijom eksperimentalnih
uslova seta 3 [9, 12]. Imipramin baza koris¢ena je za pripremu suspenzija imipramina (ne ImHCI).
,,Koncentracija* suspenzija imipramina (70,82 mg/mL) bila je veca (ali i dalje uporediva) u odnosu
na suspenzije seta 3 (44,3 — 50,6 mg/mL). Totalna koncentracija hlorida u suspenzijama (pre
podesavanja pH vrednosti) bila je 1,70 M. Pri ovakvim uslovima, dobijen je talog u kiseloj sredini,
a rastvorljivost imipramina je ispod kritiéne micelarne koncentracije (Slika 37.e). Osim toga,
pripremljene su suspenzije u baznoj sredini. Degradacija u rastvoru iznad pH 8 deSava se i u setu 5,
bez obzira $to su neki od uslova promenjeni.

Za bolje razumevanje profila rastvorljivosti imipramina u uslovima povecane jonske sile,
dizajniran je jo$ jedan set — set 6, koji sadrzi samo fosfate [12]. ,,Koncentracija®“ suspenzije bila je
69,14 mg/mL, priblizno ista kao u setovima 4 i 5. Totalna koncentracija fosfata bila je 2,00 M.
Pocetna suspenzija (pH 2,24) pripremljena je meSanjem natrijum-dihidrogenfosfata i fosforne
kiseline. Nakon podele suspenzije u vise bocica, pH vrednosti su podesene dodavanjem standarnog
rastvora NaOH. Drugim re¢ima, titracija je izvedena u suprotnom smeru u odnosu na set 4. Zasiceni
rastvori dobijeni su u kiseloj sredini (Slika 37.c). Rastvorljivost imipramina u setu 6 manja je u
odnosu na rastvorljivost u setovima 1, 2 (u celom merenom opsegu) i 4 (kada je pH<6), §to je
oc¢ekivano ako se uzme u obzir povisena koncentracija fosfata (Slika 37.) [9, 12].

Setovi 4 — 6 analizirani su pomoéu programa pDISOL—X™. Profili rastvorljivosti prikazani su
na Slici 38, a izraCunate ravnotezne konstante u Tabeli 20. Proracuni pokazuju da u ovim uslovima
ne dolazi do agregacije imipramina.
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Slika 38. Profili rastvorljivosti imipramina dobijeni pomoéu programa pDISOL-X™ (crvena
linija): a) set 4 (suspenzije koje sadrze hloride i fosfate); b) set 5 (suspenzije koje sadrze samo
hloride) i c) set 6 (suspenzije koje sadrze samo fosfate). Teorijski profil rastvorljivosti (plava
isprekidana linija) dobijen je pomo¢u HH jednacine. Rastvorljivost izraZena je jedinicama mol/L.

U prikazanom pH opsegu dolazi do izdvajanja tri taloga u uzorcima seta 4 (suspenzije koje
sadrze hloride i fosfate): imipramin-dihidrogenfosfat, imipramin-hidrogenfosfat i imipramin baza,
pri ¢emu se prelazi deSavaju na pHmax 5,15 | pHmax 8,56 (Slika 38.a). Prisustvo imipramin-
hidrogenfosfata u ¢vrstoj fazi u pH opsegu 3,82 — 7,85 pokazano je analizom setova 1 i 2, $to je bio
jedan od razloga za povecanje totalne koncentracije fosfata (a ne hlorida) u uzorcima seta 4.

Analizom seta 5 (suspenzije koje sadrze hloride) potvrdeno je izdvajanje imipramin-
hidrohlorida na pH<7,47 (pHmax) (Slika 38.b). Na visim pH vrednostima dolazi do izdvajanja
imipramin ulja. Mada nije jasno zaSto su talozi u uzorcima pH vrednosti 2,62 (jedva vidljivo) i 2,94
zuti (Slika 36.b).

Proraduni pokazuju da u uzorcima seta 6 (suspenzije koje sadrze fosfate) dolazi do
transformacije u ¢vrstoj fazi izmedu imipramin-dihidrogenfosfata i imipramin-hidrogenfosfata na
PHmax 5,73; dok na pHmax 8,31 dolazi do prelaza imipramin-hidrogenfosfata u imipramin bazu
(Slika 38.c).
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Tabela 20. Ravnotezne konstante u sus_lpenzijama imipramina u uslovima poveéane jonske sile
izraCunate pomocu programa PDISOL—X M

Set® logSo logKsy™"  logKsp™"  logKsp™ " pHmax lsr (M) GOF
4 -4,43+0,02 -3,53+0,01 -7,70+0,02 / 5,15 i 8,56 1,64 0,47
5  -4,43+0,02 / / -2,33+0,02 7,47 1,49 0,60
6  -4,43+0,01 -3,69+0,02 -7,70+0,03 / 5,73i8,31 1,42 0,80

82509 C; 1,=0,15 M; pK,= 9,52.

Primenjene modifikacije eksperimentalne procedure u setovima 4 — 6 (kori$¢enje imipramin
baze i visoke koncentracije pozadinskog clektrolita) dovele su do uspeSne pripreme zasi¢enih
rastvora imipramina, ¢ija je priprema bila problemati¢na u uslovima definisanim setovima 1 — 3. Na
ovaj nacin, izbegnuto je formiranje agregata, koji su prilicno povecavali rastvorljivost. Pokazano je
da odnosi koncentracija svih prisutnih vrsta u ispitivanom sistemu, imaju veliki uticaj na profile
rastvorljivosti imipramina.

111.4.5 Karakterizacija ¢vrste faze u suspenzijama imipramina

Analiza ¢vrste faze u suspenzijama imipramina, iz seta 1, koje sadrze hloride i fosfate, uradena
je elementalnom analizom. Prema rezultatima elementalne analize (Tabela 21), hidratisani
imipramin-hidrogenfosfat talozi se u pH oblasti 4,06 — 6,85; dok se imipramin baza u obliku ulja
izdvaja u baznoj sredini. Rezultati su u saglasnosti sa sastavom taloga dobijenim analizom setova 1
i 2 pomoéu programa pDISOL-X™.

Tabela 21. Elementalna analiza taloga dobijenih u suspenzijama Im iz seta 1
pH %C %H sastav taloga na osnovu teorijskih

izracunavanja
4,06 63,64 8,17 (ImH);HPQO4x4H,0
4,99 61,06 7,79 (ImH);HPO4x4H,0
5,81 65,21 7,65 (ImH),HPQO4x2H,0
6,85 64,04 7,67 (ImH);HPO4x2H,0
8,09 66,79 8,30 Imx4H,0?
8,11 66,57 8,06 Imx4H,0°
8,15 71,55 8,14 Imx2H,0

% Oblast blizu pHmax, U talogu se moze nalaziti smesa fosfatne soli i baze.

U cilju dobijanja dovoljno taloga za kompletnu karakterizaciju ¢vrstog stanja (TGA, DSC,
PXRD) dizajniran je set 7.

Uzorci OM1 — OM4 dobijeni su iz suspenzija imipramina koje sadrze fosfate i hloride.
Povecavanjem ,koncentracije* suspenzije, bilo je mogucée dobiti dovoljnu koli¢inu taloga u
uzorcima OM2 (pH 6,21), OM3 (pH 8,28) i OM4 (pH 12,55). Zbog toga su ovi uzorci pripremljeni
u skladu sa eksperimentalnim uslovima definisanim setovima 1 i 2. Kako bi se sprecilo nastajanje
agregata na pH<4, uzorak OM1 (pH 2,67) pripremljen je prema principima opisanim u setu 4
(koris¢en je imipramin u obliku baze uz vecéu totalnu koncentraciju fosfata).
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Uzorci OM5 1 OM6 pripremljeni su iz suspenzija imipramina koje sadrze hloride.
Eksperimentalni uslovi su birani u zavisnosti od toga da li postoji mogu¢nost nastajanja agregata u
rastvoru. Uzorak OM5 (pH 1,40) pripemljen je prema slicnoj proceduri kao set 5 (imipramin u
obliku baze i povecana totalna koncentracija hlorida), a uzorak OM6 (pH 12,87) prema sli¢noj
proceduri kao set 3.

Prema sli¢noj eksperimentalnoj proceduri opisanoj u setu 6 (imipramin dodat u obliku baze,
povecéana totalna koli¢ina fosfata), pripemljeni su uzorci OM7 (pH 1,26) i OM8 (pH 5,20), kao
suspenzije imipramina koje sadrze fosfate.

Svi uzorci suseni su tri dana na 25 © C u vakuumu, nakon razdvajanja faza. Cvrsta faza je zatim
analizirana pomocu termogravimetrijske analize (Slika 39). Na osnovu TGA termograma, moze se

zakljuciti da su su svi uzorci anhidrovani, osim uzoraka OM1 (pH 2,67) i OM8 (pH 5,20), koji su
hidrati.
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Slika 39. TGA termogrami uzoraka izolovanih iz: a) suspenzija imipramina koje sadrze hloride i
fosfate (OM1 — OM4); b) suspenzija imipramina koje sadrze hloride (OM5 i OM6); ¢) suspenzija
imipramina koje sadrze fosfate (OM7 i OMS8) i d) komercijalno dostupnog ImHCI. Svi uzorci
suSeni su tri dana na 25 © C u vakuumu.

Na Slici 40. prikazani su DSC termogrami, a na Slici 41. PXRD difraktogrami komercijalno
dostupnog ImHCI i uzoraka imipramina.
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Slika 40. DSC termogrami uzoraka imipramina: a) OM1 (pH 2,67); b) OM2 (pH 6,21); ¢c) OM3
(pH 8,28); d) OM4 (pH 12,55), OM5 (pH 1,40), OM6 (pH 12,87) i komercijalno dostupan ImHCI,
e) OM7 (pH 1,26) i f) OM8 (pH 5,20). Svi uzorci suseni su tri dana na 25 ° C u vakuumu. Uzorci

OM1 i OMS8 dodatno su suseni 1 danna 60 ° C.
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Slika 41. PXRD difraktogrami: a) komercijalno dostupnog ImHCI i b) uzoraka OM2 (pH 6,21),
OM3 (pH 8,28), OMS5 (pH 1,40) i OM7 (pH 1,26). Svi uzorci sudeni su tri dana na 25 ° C u
vakuumu.

U DSC termogramu komercijalno dostupnog ImHCI mozZe se primetiti endoterma na 175 ° C
koja potice od topljenja soli (Slika 40.d), dok PXRD difraktogram pokazuje veliki kristalni karakter
imipramin-hidrohlorida (Slika 41.a).

Uzorci OMS (pH 1,40) i OM6 (pH 12,87) izolovani su iz suspenzija imipramina koje sadrze
hloride. Analiza pomoc¢u programa pDISOL-X™ predvida da se na pH vrednostima nizim od 7,47
(PHmax) u ¢vrstoj fazi nalazi ImHCI, a na visim Im baza. U DSC termogramu uzorka OM5 postoji
endoterma na 175 ° C, koja potvrduje da je ovaj uzorak imipramin-hidrohlorid (Slika 40.d). Za
razliku od komercijalno dostupnog ImHCI, u termogramu se javljaju joS dve endoterme manjeg
intenziteta na nizim temperaturama. To moZe da znaci da je u talogu prisutna necistoca ili da dolazi
do neke transformacije u ¢vrstoj fazi [37]. Kako bi se dobio talog na ovoj pH vrednosti, koris¢en je
1,70 M NaCl. Jedno od mogucih objasnjenja je da se kristalna stuktura imipramin-hidrohlorida
izolovana u ovim uslovima (Zuckast talog), razlikuje od kristalne strukture izolovane pri nizim
jonskim silama (beo talog), sto je uocljivo na PXRD difraktogramima.

U termogramu uzorka OM6 nema karakteristi¢nih termickih prelaza, Sto ukazuje da je ovaj
uzorak imipramin baza amorfnog karaktera (Slika 40.d). Pobudkowska i saradnici su 2016.
primetili da se baze odredenih fenotiazina izdvajaju u amorfnom obliku, Sto su potvrdili DSC
termogramima, u kojima takode nije bilo karakteristi¢nih prelaza [37]. Uzorak OM4 (pH 12,55)
izolovan je iz suspenzije imipramina koja sadrzi hloride 1 fosfate. Kao 1 kod uzorka OMS6,
termogram uzorka OM4 nema karakteristicne termicke prelaze, §to ponovo ukazuje na amorfni
karakter imipramin baze (Slika 40.d).

Uzorci OM1 (pH 2,67), OM2 (pH 6,21) i OM3 (pH 8,28) izolovani su iz suspenzija imipramina
koje sadrze hloride i fosfate, dok su uzorci OM7 (pH 1,26) 1 OM8 (pH 5,20) izolovani iz suspenzija
imipramina koje sadrze fosfate. DSC termogrami i PXRD difraktogrami ovih uzoraka razlikuju se
od termograma/difraktograma komercijalno dostupnog ImHCI, $to ukazuje da ovi uzorci nisu
imipramin-hidrohlorid.

Prema pDISOL-X™ analizi o&ekivano je da su uzorci OM1 (pH 2,67) i OM7 (pH 1,26)
imipramin-dihidrogenfosfat. Razlike u DSC termogramima ovih uzoraka (odnosno temperaturama
na kojima se odigravaju termicki prelazi) (Slike 40.a i 40.e), verovatno poticu od razliitog sadrzaja
vode. Uzorak OM7 je anhidrovan, dok je uzorak OML1 hidrat, Sto se moze zakljuciti na osnovu
endoterme dehidratacije oko 100 ° C. Dodatno susenje u vakuumu na 60 ° C, nije bilo dovoljno da
se imipramin-dihidrogenfosfat monohidrat (sadrzaj vode odreden pomoéu TGA) prevede u
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anhidrovani oblik.

Vrednost pHmax prelaza 1:1 u 2:1 fosfatnu so imipramina varira u zavisnosti od sastava
suspenzije u opsegu 5,15 (set 4) — 5,73 (set 6). Prema tome, uzorci OM8 (pH 5,20) i OM2 (pH 6,21)
su najverovatnije smesa dve fosfatne soli prisutne u razli¢itom molskom odnosu, $to objasnjava
razli¢it intenzitet endotermi u termogramima ovih uzoraka (Slike 40.f. i 40.b). Osim razlike u
molskom odnosu fosfatnih soli, ovi uzorci se razlikuju po sadrzaju vode. Endoterma dehidratacije
postoji u termogramu uzorka OMS, ¢ak i nakon susenja uzorka na 60 ° C u vakuumu.

Uzorci OM7 (pH 1,26) i OM2 (pH 6,21) imaju kristalni karakter (Slika 41). Osim toga, PXRD
difraktrogrami potvrduju prisustvo dve fosfatne soli u uzorku OM2, za razliku od uzorka OM7, koji
je verovatno imipramin-dihidrogenfosfat.

Uzorak OM3 (pH 8,28) izolovan je iz suspenzije ¢ija je pH vrednost u oblasti prelaza 2:1
fosfatne soli imipramina u imipramin bazu: pHmax 7,85 (setovi 1 i 2) — pHmax 8,56 (set 4). PXRD
difraktogrami (Slika 41) i DSC termogrami (Slika 40.c) pokazuju da je uzorak OM3 smesa
imipramin-hidrogenfosfata i imipramin baze. PXRD difraktogram potvrduje amorfni karakter
imipramin baze, $to je u skladu sa do sada prikazanim rezultatima. VVreme uspostavljanja ravnoteze
od 24 sata nije dovoljno da amorfna imipramin baza prede u kristalni oblik. Dve endoterme u DSC
termogramu i nekoliko karakteristicnih pikova u PXRD difraktogramu ukazuju na prisustvo
kristalnog imipramin-hidrogenfosfata u uzorku OM3 pored imipramin baze.

111.4.6 Pracenje degradacije imipramina u baznoj suspenziji

U hromatogramima zasicenih rastvora imipramina u fosfatnom puferu (u prisutvu hlorida) na
pH>10 postoji vise pikova (Slika 30). Takav izgled hromatograma moze ukazati na pojavu
degradacije imipramina u suspenziji [111]. Radi provere, napravljena je suspenzija imipramina pH
vrednosti 10,57, koja sadrzi fosfate i hloride. ,,Koncentracija®“ suspenzije bila je 42,24 mg/mL.
Tokom 6 sati meSanja i 18 sati sedimentacije snimani su apsorpcioni spektri zasi¢enog rastvora
imipramina (Slika 42).
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Slika 42. Apsorpcioni spektri zasi¢enog rastvora imipramina u fosfatnom puferu na pH 10,57 u
prisustvu hloridnih jona tokom: a) 141 minuta meSanja (~ 2,5 sati); b) 6 sati meSanja i 18 sati
sedimentacije. Alikvoti zasi¢enog rastvora imipramina uzeti posle 293 minuta mesanja, 354 minuta
mesSanja i 6 sati meSanja + 18 sati sedimentacije razblazeni su 5 puta pre snimanja spektara. Kako bi
prikaz rezultata bio praktican, apsorbancije ovih uzoraka povecane su 5 puta (Aprikazana=AizmerenaX5).
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Prvi spektar zasi¢enog rastvora imipramina, sSnimljen je posle 7 minuta mesanja. Kao $to se na
Slici 42.a moze videti, apsorbancija supernatanta se smanjuje u prvih 35 minuta mesanja. Nakon 47
minuta mesanja, apsorbancija pocinje da raste. Porast apsorbancije se nastavlja tokom faze mesanja
i faze sedimentacije. Posle 4 sata meSanja bilo je potrebno razblazivati alikvote uzete za snimanje
spektara (5 puta). Porast apsorbancije i promena izgleda spektara tokom eksperimenta, ukazuje da u
rastvoru nastaje jedan ili vise degradacionih proizvoda.

U cilju pracenja degradacije imipramina u rastvoru pomoc¢u HPLC-UV/VIS metode,
pripremljeni su rastvori imipramin-hidrohlorida u 0,15 M NaH,POj, iste koncetracije (5,26x10° M)
ali razli¢itih pH vrednosti (u pH opsegu 8,45 — 10,97). Po istom principu pripemljeni su rastvori
imipamin-hidrohlorida u 0,15 M NaCl (u pH opsegu 8,49 — 11,20). Nakon 24 sata meSanja na
25+1 ° C, snimljeni su hromatogrami pod istim uslovima kao za uzorke setova 1 — 3 (Slike 43. i
44).
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Slika 43. Hromatogrami rastvora imipramin-hidrohlorida koncentracije 5,26x10° M u 0,15 M
NaH,POy sledec¢ih pH vrednosti: a) pH 8,45; b) pH 9,32; ¢) pH 10,04 i d) pH 10,97, snimljeni posle
24 sata meSanja.
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Slika 44. Hromatogrami rastvora imipramin-hidrohlorida koncentracije 5,26x10 M u 0,15 M NaCl
slede¢ih pH vrednosti: a) pH 8,49; b) pH 9,15; ¢) pH 10,16 i d) pH 11,20 snimljeni posle 24 sata
mesanja.

Nakon analize dobijenih rezultata, moze se izvesti zaklju¢ak da u rastvorima imipramina ne
dolazi do znacajnog stepena degradacije. To znaci da se degradacija deSava samo u suspenzijama
imipramina, odnosno kada je u sistemu prisutna i ¢vrsta faza.

Rezultati analize dva uzorka iz seta 7 (OM4 1 OM6) omogucili su izraCunavanje procenta
degradacije imipramina u suspenziji. Uzorak OM4 pripremljen je kao suspenzija imipramina koja
sadrzi hloride i fosfate (pH 12,55), dok je uzorak OM6 napravljen kao suspenzija imipramina koja
sadrzi hloride (pH 12,87). Cvrsta faza u ovim uzorcima je imipramin baza, koja se izdvojila u
obliku ulja. Koncentracija imipramina u te¢noj fazi odredena je pomo¢u HPLC-UV/VIS metode, a
masa izdvojenog ulja izmerena je na vagi. Rezultati TGA analize pokazali su da je imipramin baza
u anhidrovanom obliku. Ovi podaci (zajedno sa masama i zapreminama reagenasa koriS¢enih za
pripremu suspenzija) omogucavaju izracunavanje mase degradacionih proizvoda, odnosno procenta
degradacije imipramina.

Na Slici 45. prikazani su hromatogrami uzoraka OM4 i OM6 na talasnoj duzini detekcije
252 nm, a 3D hromatogrami ovih uzoraka na Slici 46. Na Slici 47. dati su 3D hromatogrami
eksternih standarda imipramina, koris¢enih za pripremu kalibracione prave, ¢ije su koncentracije
1,21x10™ M (vrednost bliska koncentracijama imipramina u uzorcima OM4 (1,47x10* M) i OM6
(1,41x10™ M)) i 4,96x10™ M.
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Slika 45. Hromatogrami nerazblazenih uzoraka imipramina iz seta 7: a) OM4 (pH 12,55) i b) OM6
(pH 12,87). Talasna duzina detekcije: 252 nm.
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Slika 46. 3D hromatogrami nerazblazenih uzoraka imipramina iz seta 7: a) OM4 (pH 12,55) i
b) OM6 (pH 12,87).
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Slika 47. 3D hromatogrami eksternih standarda imipramina, kori§¢enih za pripremu
kalibracione prave, &ije su koncentracije: a) 1,21x10™* M i b) 4,96x10™ M.

Na osnovu Slika 45 — 47. moze se zakljuciti da u baznim suspenzijama imipramina (pH>12)
koje sadrze hloride i fosfate (OM4) i suspenzijama koje sadrze samo hloride (OMG6), nastaje
degradacioni proizvod koji apsorbuje u slicnom opsegu talasnih duZina kao imipramin (240 —
300 nm). Apsorpcija u opsegu 190 — 240 nm potice od acetonitrila i sir¢etne kiseline, koji su bili
komponente mobilne faze tokom HPLC-UV/VIS analize. Pik na 1,9 min poti¢e od imipramina, dok
pik na 3,1 min poti¢e od degradacionog proizvoda. U Tabeli 22. prikazan je procenat degradacije
imipramina u ispitivanim suspenzijama.

Tabela 22. Procenat degradacije imipramina u uzorcima OM4 (suspenzija koja sadrzi hloride i
fosfate) 1 OM6 (suspenzija koja sadrzi hloride)

uzorak % Im u suspenziji % degradacionog proizvoda u suspenziji
OM4 (pH 12,55) 98,40 1,60
OM6 (pH 12,87) 87,76 12,24

Veci procenat degradacije imipramina u suspenziji koja sadrzi hloride (12,24%) u odnosu na
suspenziju koja sadrzi hloride i fosfate (1,60%) u skladu je sa zapaZzanjima prikazanim u okviru
setova 1 — 3. U suspenzijama imipramina koje sadrze hloride i fosfate, degradacija se desava samo
na pH>10 i moze se smatrati zanemarljivom. Medutim, u suspenzijama koje sadrze hloride,
degradacija pocinje ve¢ iznad pH 8, a stepen degradacije se povecava sa porastom pH vrednosti.

Sistem ravnoteza u heterogenim sistemima imipramina prili¢no se razlikuje u odnosu na sistem
ravnoteza U heterogenim sistemima desipramina i nortriptilina. Desipramin i nortriptilin grade
katjonske i anjonske komplekse sa komponentama fosfatnog pufera, koji su rastvorni u vodi, tako
da dolazi do povecanja rastvorljivosti u definisanom opsegu pH vrednosti [7, 13]. U suspenzijama
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imipramina nije prime¢eno nastajanje kompleksa sa komponentama fosfatnog pufera. Medutim,
dolazi do drasticnog povecanja rastvorljivosti imipramina u kiseloj sredini kao posledica procesa
samoagregacije [9]. Kako bi se pripremili zasiceni rastvori imipramina U kiseloj sredini, a da
,,koncentracije” suspenzija ostanu uporedive sa pocetno dizajniram setovima, bilo je neophodno
raditi u uslovima povecane jonske sile [12]. Osim toga, u baznim suspenzijama dolazilo je do
degradacije imipramina [9]. Ovoliko komplikovan sistem, ne bi bilo moguce resiti bez odredivanja
pH-zavisne rastvorljivosti, kriticne micelarne koncentracije, analize ¢vrste faze, koris¢enje HPLC
metode sa UV/VIS detekcijom, 3D hromatograma i programa pDISOL-X™. lako program
pDISOL—X™ ne uzima u obzir reakcije degradacije, velika prednost programa je moguénost obrade
podataka u uslovima povecane jonske sile [31, 32, 35, 37, 47, 54, 82, 84, 89, 92].

U ovom trenutku, vazno je istaci razliku izmedu molekulskog desipramina, nortriptilina i
imipramina u ¢vrstom obliku. Desipramin baza se tokom odredivanja rastvorljivosti izdvaja u
obliku kristalnog hidrata u periodu od 6 sati mesanja + 18 sati sedimentacije [7]. Medutim, kristalna
struktura baze se gubi dehidratacijom, tako da anhidrovana baza ima delimicno kristalni/amorfni
karakter. Nortriptilin baza se izdvaja u delimi¢no kristalnom/amorfnom obliku (6 sati mesanja + 18
sati sedimentacije) i moze pre¢i iz delimi¢no kristalnog/amorfnog u kristalno stanje ukoliko se
produzi vreme uspostavljanja ravnoteze (72 sata meSanja + 18 sati sedimentacije) [13]. Nortiptilin
baza ima kristalnu strukturu i u obliku hidrata i u anhidrovanom obliku. Imipramin baza se izdvaja
u anhidrovanom amorfnom obliku i 24 sata nije dovoljno za transformaciju baze iz amorfnog u
kristalni oblik.
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I11.5 Proucavanje ravnoteza u heterogenim sistemima amitriptilin-hidrohlorida

111.5.1 Proucavanje rastvorljivosti amitriptilina u zavisnosti od pH vrednosti

Amitriptilin je strukturni analog desipramina (Slika 1), kod koga je azot u triciklicnom prstenu
zamenjen ugljenikovim atomom (sli¢nost sa nortiprilinom) i koji umesto sekundarne amino grupe
sadrzi tercijarnu amino grupu (slicnost sa imipraminom). pH-Ramp shake—flask metoda kori$¢ena
je za odredivanje rastvorljivosti amitriptilina u suspenzijama koje sadrze fosfate i hloride na
25+1 ° C [9]. Titracija iz kisele ka baznoj sredini primenjena je u setu 1. ,,Koncentracija“ pocetne
kisele suspenzije amitriptilina bila je 60,54 mg/mL, totalna koncentracija fosfata 0,14 M, a totalna
koncentracija hlorida 0,25 M. Pri ovim uslovima, nije bilo moguce pripremiti zasi¢ene rastvore sa
pH<7,66. U uzorcima ¢ije su pH>7,66 doslo je do izdvajanja ulja (Slika 48).

WWWIMWME

Slika 48. Set 1: uzorci amitriptilina posle 6 sati meSanja i 18 sati sedimentacije.
Brojevi na slikama predstavljaju pH vrednosti rastvora/suspenzija nakon 24 sata.

Hromatogrami zasi¢enih rastvora amitriptilina sadrzali su vise pikova (Slika 49), koji
najverovatnije poticu od nastalin degradacionih proizvoda [112 — 115]. Za kvantifikaciju
amitriptilina u uzorcima ¢ije su pH vrednosti 7,66 i 8,07 kori$¢en je pik koji potic¢e od amitriptilina
(1,840 min i 1,952 min). Kvantifikacija nije bila moguca u ostalim uzorcima (signal ispod granice
detekcije).
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Slika 49. Hromatogrami uzoraka amitriptilina iz seta 1, ¢ije su pH vrednosti: a) 7,66 (razblazenje
10x) 1 b) 8,07 (razblazenje 10x).

Titracija iz bazne ka kiseloj sredini primenjena je u setu 2 (suspenzije koje sadrze hloride i
fosfate) [9]. Medutim, nije bilo ¢vrste faze u kiseloj sredini, dok je u baznoj sredini kvantifikacija
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bila otezana prisustvom degradacionih proizvoda. Promena smera titracije omogucéila je pripemu
zasi¢enog rastvora na pH 7,10 i uspeSnu kvantifikaciju amitriptilina na pH 10,44; Sto nije bilo
izvodljivo u setu 1. Za uzorke amitriptilina u setovima 1 i 2 karakteristi¢no je da izdvojeno ulje
amitriptilina pluta po povrsini suspenzije (Slike 48. i 50), $to je razli¢ito u odnosu na do sada
proucavana jedinjenja: desipramin baza, nortiptilin baza i imipramin baza.

Slika 50. Set 2: uzorci amitriptilina posle 6 sati meSanja i 18 sati sedimentacije.
Brojevi na slikama predstavljaju pH vrednosti rastvora/suspenzija nakon 24 sata.

Uzorci u setu 3 pripremljeni su kao suspenzije amitriptilina koje sadrze samo hloride [9].
,,Koncentracije* suspenzija amitriptilina (pre podesavanja pH vrednosti u Sirem opsegu) bile su u
opsegu 60,85 — 61,35 mg/mL. Nije bilo moguce pripremiti suspenzije amitriptilina u oblasti
pH<6,93. U uspesno pripremljenim suspenzijama, izdvojeno je ulje amitriptilina (Slika 51).
Takode, u baznoj sredini doslo je do degradacije amitriptilina.

Slika 51. Set 3: uzorci amitriptilina posle 6 sati meSanja i 18 sati
sedimentacije. Brojevi na slikama predstavljaju pH vrednosti suspenzija
nakon 24 sata.

Zavisnost rastvorljivosti amitriptilina od pH vrednosti u setovima 1 — 3, prikazani su na Slici
52. Rezultati nisu analizirani pomoc¢u programa pDISOL-X™ zbog prisustva degradacionih
proizvoda u skoro svim pripremljenim uzorcima: pH opseg 7,66 — 10,44 (setovi 112)i 7,46 — 12,38
(set 3).
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Slika 52. Zavisnost rastvorljivosti amitriptilin-hidrohlorida od pH vrednosti [9]: a) setovi 1 i 2
(suspenzije koje sadrze fosfate i hloride), b) set 3 (suspenzije koje sadrze hloride) na 25+1 °C.

111.5.2 Odredivanje kriti¢éne micelarne koncentracije amitriptilin-hidrohlorida

Rastvorljivost amitriptilina u kiseloj sredini prili¢no je velika u uslovima definisanim setovima
1 — 3. Dodavanje ¢vrstog amitriptilin-hidrohlorida u rastvor, dobijen mesanjem 0,900 mL 0,15
NaH,PO, i 0,030 mL 0,9725 M HCI, nije dovelo do nastanka suspenzije, ¢ak ni kada je
koncentracija amitriptilin-hidrohlorida bila 5,38 M (1689 mg/mL, pH 2,33). Nastajanje agregata u
kiseloj sredini, moZe objasniti rezultate prethodno opisanih eksperimenata.

Kriti¢na micelarna koncentracija amitriptilin-hidrohlorida u rastvorima NaH,PO, (0,01 M i
0,15 M) i NaCl (0,01 M i 0,15 M) na 25,0+0,1 °® C, odredena je metodom konduktometrijskih
titracija [12]. Zavisnosti specificne provodljivosti od koncentracije AMHCI prikazane su na Slici 53.
Vrednosti kriticnih micelarnih koncentracija i stepena disocijacije agregata, date su u Tabeli 23.
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Slika 53. Zavisnost specifi¢ne provodljivosti od koncentracije AmHCI [12] u: a) 0,01 M NaH,PO,
(pH 4,84 — 4,57), b) 0,15 M NaH,PO4 (pH 4,35 — 4,29), ¢) 0,01 M NaCl (pH 6,13 -5,52),d) 0,15 M
NaCl (pH 5,61 — 4,50) na 25,0+0,1 °C. Izmerene pH vrednosti na podetku i na kraju eksperimenta
date su u zagradi.

Tabela 23. Kriticne micelarne koncentracije (KMK) [12] i stepen disocijacije agregata (B) u
rastvorima amitriptilin-hidrohlorida koji sadrze hloride i/ili fosfate na 25,0+0,1 °C
0,01 M NaH,PO, 0,15 M NaH,PO, 0,01 M NaCl 0,15 M NacCl

KMK (mM) 39,67+1,36 35,04+3,33 34,852 37 20,23+6,90
B 0,69+0,01 0,87+0,01 0,72+0,01 0,85+0,04

Rezultati u Tabeli 23. pokazuju da se vrednost KMK amitriptilin-hidrohlorida ne menja
znacajno sa povecanjem koncetracije fosfata (kada se uzmu u obzir standardne devijacije). U
rastvoru natrijum-hlorida, dolazi do smanjenja vrednosti KMK sa porastom koncetracije hlorida,
kao sto je ocekivano [101]. Velika vrednost standardne devijacije KMK odredene u 0,15 M NacCl
posledica je malog broja ta¢aka u opsegu koncentracija ispod kriticne micelarne koncentracije. Radi
potvrde vrednosti KMK, pra¢ena je zavisnost pH vrednosti rastvora od rastu¢e koncentracije
amitriptilin-hidrohlorida u rastvorima natrijum-hlorida (Slika 54) [12]. Nagle promene pH
vrednosti desavaju se u oblasti KMK. Ovi eksperimenti potvrduju tacnost KMK vrednosti, koje su
prikazane u Tabeli 23. U 0,15 M NaCl, pH vrednost rastvora odmah poc¢inje da opada sa porastom
koncentracije AmHCI, §to ukazuje da na pocetku titracije poCinje formiranje agregata u sistemu.
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Slika 54. Zavisnost pH vrednosti od koncentracije AmHCI [12] u:
a) 0,01 M NaCl i b) 0,15 M NacCl

Vrednosti stepena disocijacije micela u rastvorima amitriptilina priblizno su iste u rastvorima
istih koncentracija hlorida i fosfata (poredenje 0,01 M NaCl i 0,01 M NaH,POg; poredenje 0,15 M
NaCl i 0,15 M NaH,PO,). Sa porastom koncentracije hlorida ili fosfata raste stepen disocijacije
agregata amitriptilina. Ovi podaci pokazuju da, u primenjenim eksperimentalnim uslovima, veéi
uticaj na stabilizaciju agregata amitriptilina ima koncetracija kontra jona, nego vrsta (hlorid ili
fosfat).

Ukoliko se uporede rastvorljivosti amitriptilina u setovima 1 — 3 sa vrednostima KMK, moze se
zakljuciti da je jedino rastvorljivost na pH 6,93 u setu 3, iznad kritine micelarne koncetracije [9,
12].

111.5.3 Odredivanje rastvorljivosti amitriptilina u uslovima povecane jonske sile

Priprema zasi¢enih rastvora amitriptilina u Kiseloj sredini bila je otezana zbog velike
rastvorljivosti amitriptilina, koja je wuslovljena gradenjem agregata. Slican problem u
eksperimentima za odredivanje rastvorljivosti imipramina u kiseloj sredini, reSen je uvodenjem
nekih modifikacija, kao $to su upotreba imipramin baze umesto imipramin-hidrohlorida i
povecanjem koncentracije pozadinskog elektrolita. Slicni principi su primenjeni u setovima
amitriptilina 4 — 6 [12].

Uzorci u setu 4 pripremljeni su kao suspenzije amitriptilina koje sadrze fosfate.
,,Koncentracija“ po€etne suspenzije amitriptilina bila je 63,41 mg/mL. Totalna koncentracija fosfata
bila je 1,29 M, a pH vrednost 6,84. Standardnim rastvorom 1 M NaOH podesavana je pH vrednost
pojedina¢nih uzoraka (nakon raspodele pocetne suspenzije u viSe bocica). Pripremljene su
suspenzije u pH opsegu 6,90 — 10,11. Kvantifikacija je bila uspes$na u pH opsegu 6,90 — 7,54. Na
visSim pH vrednostima dolazilo je do degradacije amitriptilina (koncetracija amitriptilina bila je
ispod granice detekcije). Ovaj eksperiment je originalno zamisljen kao titracija od vise (pH 6,84) ka
nizoj pH vrednosti pomocu standardnog rastvora HCI, koji bi bio izvor hloridnih jona. Medutim,
priprema zasicenih rastvora u kiseloj sredini nije bila uspesna.
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Titracija od nize ka viSoj pH vrednosti koriS¢ena je u setu 5. Pripremljen je pocetni rastvor
amitriptilina koncentracije 70,54 mg/mL, u kome je totalna koncentracija fosfata bila 2,00 M, a pH
vrednost 5,12. Koris¢enjem standardnog rastvora 1 M NaOH podesene su pH vrednosti
pojedina¢nih uzoraka u pH opsegu 5,14 — 7,09. Svi uzorci su ostali bistri, osim uzorka ¢ija je pH
vrednost 7,09. U suspenziji se izdvojilo ulje amitriptilina.

Set 6 je dizajniran kao titracija od vise ka nizoj pH vrednosti. Za razliku od setova 4 i 5, za
pripremu pocletne suspenzije koriS¢en je natrijum-hidrogenfosfat, umesto natrijum-
dihidrogenfosfata. Totalna koncentracija fosfata bila je 0,51 M (vrednost ograni¢ena rastvorljivos¢u
natrijum-hidrogenfosfata u vodi (0,52 M)) a pH vrednost 10,91. Vrednosti pH pojedina¢nih uzoraka
podesene su 2,00 M fosfornom kiselinom. Rastvorljivost je odredena u pH opsegu 6,96 — 7,52.
Pripema suspenzija na pH<6,96 nije bila uspesna.

Rastvorljivosti amitriptilina dobijene u setovima 4 — 6, prikazane su na Slici 55. Pri
eksperimentalnim uslovima definisanim setovima 4 — 6, rastvorljivost amitriptilina je smanjena, ali
ne dovoljno, da bi formiranje zasi¢enih rastvora u celoj kiseloj sredini bilo moguce. Izuzetak je
rastvorljivost amitriptilina na pH 6,90 u setu 4, Cija je vrednosti iznad kritiéne micelarne
koncentracije.
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Slika 55. Zavisnosti rastvorljivosti amitriptilin-hidrohlorida od pH vrednosti [9, 12]: a) setovi 4 — 6

(suspenzije koje sadrze fosfate) i b) setovi 1, 2, 46 na 25+1 °C. Rastvorljivost je izrazena u
jedinicama mol/L.

Ovi rezultati pokazuju da zasi¢ene rastvore amitriptilina u kiseloj sredini nije moguce
pripremiti koriS¢enjem ve¢ pomenutih modifikacija (amitriptilin baza (umesto soli) 1 povecanje
koncentracije pozadinskog elektrolita), a da ,koncentracije” suspenzija ostanu uporedive sa
,koncentracijama* suspenzija u setovima 1 — 3. Cinjenica da su navedene modifikacije bile uspesne
prilikom pripreme suspenzija imipramina, pokazuju da amitriptilin ima mnogo vecu tendenciju za
agregacijom u kiseloj sredini u odnosu na imipramin.

Analiza setova 4 — 6 pomo¢u programa pDISOL—X™ bila je moguéa zato §to u ovim uzorcima
nije doslo do degradacije amitriptilina u rastvoru. Profili rastvorljivosti amitriptilina, dobijeni
pomocu programa (crvena linija), prikazani su na Slici 56. Isprekidana plava linija oznacava
teorijski profil rastvorljivosti izraGunat na osnovu HH jednacine. Tackastom linijom prikazana je pH
oblast u kojoj nije bilo C¢vrste faze u sistemu. Model je napravljen na osnovu ravnoteza
predstavljenih jednac¢inama (51 — 56), ¢ije su vrednosti date u Tabeli 24.
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Slika 56. Profili rastvorljivosti amitriptilina dobijeni pomoéu programa pDISOL-X™ analizom

sledecih setova: a) set 4, b) set 5 i ¢) set 6. Rastvorljivost je izrazena u jedinicama mol/L.

AmH' S H" + Am Ka = [H'T[AmM])/[AmH"] (51)
HaPO, 5 H™ + HPO, Ka1= [H'][H2PO41/[H3PO,] (52)
H,PO, S H* + HPO,* Kaz = [H'][HPO,]/[H2PO4] (53)
HPO,* 5 H' + PO,* Kasz = [H][PO.*]/[HPO,] (54)
Amg S Am So = [Am] (55)
5 AmH* 5 AmsHs* Ks = [AmsHs” J[AMH*T° (56)

Tabela 24. Konstante ravnoteza u suspenzijama amitriptilina izracunate
pomoéu programa pDISOL-X™

Set? logSo logKs Isr (M) GOF
4 -5,35+£0,01 11,37+0,01 2,79 0,03
5 -5,22 / 2,08 /

6 -5,24+0,05 / 1,42 1,40

8259 C: 1,,4=0,15 M; pK,= 9,49.
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Na osnovu proracuna, moze se zaklju€iti da amitriptilin ima niZzu sopstvenu rastvorljivost u
odnosu na do sada prikazana jedinjenja. Veca rastvorljivost amitriptilina na pH<7,5 u setu 4, od
teorijski izraCunate, moze se objasniti nastajanjem katjonskog pentamera amitriptilina. Velika
vrednost konstante agregacije pokazuje izrazito veliku tendenciju amitriptilina ka agregaciji, ¢ak i u
uslovima povecane jonske sile, odnosno povecane koncentracije zajedni¢kog jona. U setovima 5 i 6,
nije primeceno nastajanje agregata u zasi¢enim rastvorima amitriptilina. Medutim, nemogucnost
pripreme suspenzija amitriptilina u kiseloj sredini ukazuje na agregaciju amitriptilina na nizim pH
vrednostima (posebno kada se uzmu u obzir svi do sada prikazani rezultati).

111.5.4 Karakterizacija ¢vrste faze u suspenzijama amitriptilina

Posledica visokog stepena agregacije amitriptilina u kiseloj sredini bila je nemoguénost
dobijanja dovoljne koli¢ine taloga za karakterizaciju ¢vrstog stanja. 1z toga razloga, pripremljeni su
uzorci amitriptilina u baznim suspenzijama koje sadrze hloride (OM10 (pH 7,37) i OM11 (pH
12,50)) 1 baznim suspenzijama koje sadrze hloride i fosfate (OM12 (pH 7,24) 1 OM13 (pH 11,11)).
Heterogeni sistemi pripremljeni su povecavanjem ,koncentracije” amitriptilin-hidrohlorida u
slicnim eksperimentalnim uslovima kao u setovima 1 — 3. Kada se uzme u obzir da u uslovima
povecane jonske sile (setovi 4 — 6) nisu dobijeni zasi¢eni rastvori u Sirem pH opsegu u odnosu na
setove 1 — 3, nije bilo potrebe pripremati uzorke za karakterizaciju ¢vrstog stanja u uslovima
povecane jonske sile.

Vizuelnom detekcijom primeceno je izdvajanje ulja amitriptilina u svim uzorcima, §to je u
skladu sa proradunima pomocu programa pDISOL—X'™. Radi potvrde da li je amitriptilin baza
izdvojena u anhidrovanom obliku ili u obliku hidrata, uradena je termogravimetrijska analiza
uzoraka OM10 — OM13, kao i komercijalno dostupnog amitriptilin-hidrohlorida. TGA termogrami
(Slika 57) pokazuju da je amitriptilin baza u uzorcima OM11 — OM13 u anhidrovanom obliku, zato
S$to do gubitka mase dolazi tek iznad 150 °C. Amitriptilin baza u uzorku OM10 je u obliku hidrata.
Do gubitka mase od 18,34% dolazi u Sirokom opsegu temperatura oko 100 °C, §to ukazuje da je
amitriptilin baza najverovatnije nestehiometrijski hidrat u kom molekuli vode najées¢e formiraju
kanale ili slojeve u unutraSnjosti hidrata [2]. Komercijalno dostupni AmHCI je u anhidrovanom
obliku, kao §to je 1 o¢ekivano.

— OM10

maseni udeo (%)

1 1 1 1 1 I
50 100 150 200 250 300 350

temperatura (°C)

Slika 57. TGA termogrami uzoraka amitriptilina izolovanih iz suspenzija koje sadrze hloride
(OM10 (pH 7,37) 1 OM11 (pH 12,50)) i suspenzija koje sadrze hloride i fosfate (OM12 (pH 7,24) i
OM13 (pH 11,11)).
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Termicko ponasanje ovih uzoraka prac¢eno je pomocu diferencijalne skeniraju¢e kalorimetrije
(Slika 58). U termogramu amitriptilin-hidrohlorida moZe se primeti endoterma koja poti¢e od
topljenja soli blizu 200 °C, $to pokazuje kristalni karakter ove soli. Karakteristicnih prelaza nema u
termogramima uzoraka OM11 i OM13 sto ukazuje da je amitriptilin baza u amorfnom oblliku. Ve¢
je pomenuto da su u literaturi prikazana slicna zapazanja nastala termickom analizom strukturno
sliénih jedinjenja u obliku baza [37]. Siroka endoterma niskog intenziteta oko 115 °C u uzorku
OM10 verovatno poti¢e od dehidratacije amitriptilin baze, §to se poklapa sa rezultatima
termogravimetrijske analize (gubitak mase deSava se u Sirokom opsegu oko 100 °C). Prisustvo ove
endoterme pokazuje da je amitriptilin baza, izolovana u obliku hidrata, delimi¢no
amorfnog/kristalnog karaktera. Isti karakter amitriptilin baze (delimi¢no amorfni/Kristalni), moze se
primetiti kod uzorka OM12. Ovaj uzorak nije hidrat, tako da nema gubitka mase oko 100 °C u TGA
termogramu (Slika 57), niti termi¢kog prelaza koji poti¢e od dehidratacije u DSC termogramu
(Slika 58). Medutim, u termogramu ovog uzorka javlja se Siroka endoterma oko 220 °C, koja moze
poticati od topljenja, koje je praéeno degradacijom. To takode znaci da amitriptilin baza nema
potpuno amorfni karakter.
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Slika 58. DSC termogrami uzoraka amitriptilina izolovanih iz suspenzija koje sadrze hloride
(OM10 (pH 7,37) 1 OM11 (pH 12,50)) 1 suspenzija koje sadrze hloride 1 fosfate (OM12 (pH 7,24) 1
OM13 (pH 11,11)).

Prikazani rezultati pokazuju da za vreme uspostavljanja ravnoteze u heterogenom sistemu od
24 sata, amitriptilin baza moZe postojati u amorfnom ili delimi¢no amorfnom/kristalnom obliku.
Takode, moze biti u anhidrovanom obliku ili u obliku hidrata. Zanimljivo zapazanje je da
amitriptilin baza izdvojena iz suspenzija pH vrednosti 7,24 — 7,37 (uzorci OM10 i OM12) ima
delimi¢no amorfni/kristalni karakter. Medutim, amitriptilin baza je u potpuno amorfnom obliku,
ukoliko je izdvojena iz suspenzija pH vrednosti 11,11 — 12,50 (uzorci OM11 i OM13).

111.5.5 Praéenje degradacije u suspenzijama amitriptilin-hidrohlorida

Pojava vise pikova u hromatogramima zasicenih rastvora amitriptilina u baznoj sredini ukazuje
na pojavu degradacije amitriptilina u suspenzijama. Proces degradacije prac¢en je pomo¢u UV/VIS
spektrofotometrije. Pripremljena je suspenzija amitriptilina koja sadrzi hloride 1 fosfate, pH
vrednosti 10,98 i ,,koncentracije” 44,31 mg/mL. Tokom faze meSanja i posle 18 sati sedimentacije,
snimljeni su apsorpcioni spektri uzetih alikvota zasi¢enog rastvora amitriptilina (Slika 59). Nakon
230 minuta mesSanja bilo je potrebno razblaziti uzorak. Na spektrima se moze uocCiti porast
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apsorbancije tokom 5 sati meSanja, a zatim apsorbancija opada. Osim toga, posle 1 sata meSanja
dolazi do promena oblika pika (Slika 59.a). Ovakvo zapazenje ukazuje da u suspenziji nastaje jedan
ili viSe degradacionih proizvoda, koji apsorbuju u slicnom opsegu talasnih duzina kao amitriptilin,
ali je maksimum apsorpcije razli¢it (amitriptilin ~240 nm, degradacioni proizvod ~270 nm).
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Slika 59. Apsorpcioni spektri zasi¢enog rastvora amitriptilin-hidrohlorida u fosfatnom puferu na pH
10,98 tokom: a) 56 minuta mesanja (uzorci nisu razblaZzeni), b) 3 sata meSanja (uzorci nisu
razblazeni), c¢) 4 — 6 sati meSanja 1 18 sati sedimentacije (razlazenje 10 puta)

Procenat degradacije amitriptilina u periodu od 24 sata u suspenziji koja sadrzi hloride i fosfate,
izraCunat na osnovu podataka o pripremi i analizi uzorka OM13 (pH 11,11) iznosi 9%. U cilju
detaljnijeg proucavanja degradacije amitriptilina u baznoj sredini, dizajnirana su dva eksperimenta,
u kojima je degradacija prac¢ena tokom faze mesanja (eksperiment 1) i tokom faze sedimentacije
(eksperiment 2).

U eksperimentu 1, pracena je degradacija amitriptilina za vreme meSanja suspenzije (pH>12)
u toku 19 dana. Nakon meSanja, faze su razdvojene, a talog je rastvoren dodatkom 1 M HCI.
Hromatogrami na talasnoj duzini detekcije 250 nm i 3D hromatogrami prikazani su na Slikama 60.
i 61.
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Slika 60. Eksperiment 1. Hromatogrami zasi¢enih rastvora amitriptilina nakon 3 i 19 dana
(razblazen 5x) meSanja. Hromatogram rastvora amitriptilina napravljenog rastvaranjem taloga
amitriptilina pomoc¢u rastvora HCl nakon razdavajanja faza (razblazen 625x). Talasna duZzina
detekcije 250 nm. a) Kompletni hromatogrami (0 — 4,0 min), b) uvecéan prikaz pikova koji poti¢u od
amitriptilina, ¢) uvecan prikaz pikova koji poticu od degradacionih proizvoda.

U hromatogramima zasi¢enih rastvora amitriptilina na pH>12, osim pika koji poti¢e od
amitriptilina (Slika 60.b), postoje jo$ tri pika, koji verovatno poti¢u od degradacionih proizvoda
(Slika 60.c). Kada se rastvori ulje amitriptilina, pomocu rastvora HCI (faze prethodno razdvojene),
u hromatogramu se uocava samo pik koji poti¢e od amitriptilina (1,75 min). Ukupna koncentracija
amitriptilina dosta je ve¢a u odnosu na koncentraciju degradacionih proizvoda u rastvoru, stoga
njihovo prisustvo nije primetno u hromatogramu. Ovo zapazanje moze znaciti da dolazi do
degradacije rastvorenog amitriptilina, a ne dolazi do degradacije amitriptilina u Cvrstoj fazi
suspenzije. Drugim rec¢ima, ¢vrsta faza u suspenziji je amitriptilin baza, dok se u rastvoru nalazi
smesa amitriptilina i degradacionih proizvoda.

U uslovima postavljenim eksperimentom 1, procenat degradacije amitriptilina, u suspenziji
nakon 19 dana meSanja iznosi 11,2%. Intenzivno i1 duze vreme meSanja suspenzije nije drasticno
promenilo procenat degradacije amitriptilina (9%) izracunat nakon 24 h u suspenziji uzorka OM13.
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Slika 61. Eksperiment 1 — 3D hromatogrami: a) 3 dana meSanja, b) 19 dana meSanja (razblazen
5x), c) rastvor amitriptilina dobijen rastvaranjem taloga nakon razdvajanja faza (razblazen 625x).

U eksperimentu 2, degradacija amitriptilina u suspenziji koja sadrzi fosfate i hloride (pH>12),
pracena je tokom faze sedimentacije (koja je usledila nakon 6 sati meSanja) u periodu od 7 dana na
25+1 ° C. Posle 7 dana, u suspenziju je dodat 1 M rastvor HCI, kako bi se talog rastvorio. Izmerena
pH vrednost dobijenog rastvora bila je 6,66. Hromatogrami na talasnoj duzini detekcije 250 nm 1
3D hromatogrami svih alikvota, snimljenji su na HPLC-u sa UV/VIS detekcijom (Slike 62. i 63).

90



Olivera Markovi¢ Doktorska disertacija

—1dan a) 1dan b)
800 | —— 2 dana 500 F —— 2 dana
——3dana 3dana
—7dana —— 7dana
suspenzija+ 1 M HCI 400 | — suspenzija + 1 HCI
600 |
= :D(\ 300
é 400 c
= = 200
2001 \\ 100
. j \a LA .
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0 3,5 4,0 14 15 1,6 1,7 18 1,9 2,0 2,1 22 23
t (min) t (min)
——1ldan c)
800  — 2dana
——3dana
——7dana
— suspenzija+ 1 M HCI
600 |
~
2
400
E
200
0 M

2,4 25 2,6 2,7 2:8 2:9 3:0 3:1 3,2
t (min)
Slika 62. Eksperiment 2. Hromatogrami nerazblazenih zasi¢enih rastvora amitriptilina (pH
12,16 — 12,67) snimljeni nakon uspostavljanja ravnoteze od 1/2/3/7 dana. Hromatogram
rastvora amitriptilina (pH 6,66; razblazen 80x), dobijen nakon dodavanja 1 M HCI u
suspenziju amitriptilina (kako bi doslo do rastvaranja taloga). Talasna duzina detekcije 250
nm. a) Kompletni hromatogrami (0 — 4,0 minuta), b) uvecan prikaz pikova koji potic¢u od
amitriptilina, c¢) uvecan prikaz pikova koji poticu od degradacionih proizvoda.

U hromatogramima zasi¢enih rastvora amitriptilina na pH>12, osim pika koji poti¢e od
amitriptilina (Slika 62.b), postoje jos tri pika, koji poti¢u od degradacionih proizvoda (Slika 62.c).
Sa povecanjem vremena sedimentacije, rastu povrsine pikova na ~ 2,55 i ~ 2,95 minuta, medutim
povrsina pika na ~ 2,7 minuta se smanjuje. Kada se rastvori ulje amitriptilina, pomocu rastvora HCI
(bez prethodnog razdvajanja faza), u hromatogramu se uocava samo pik koji poti¢e od amitriptilina
(1,8 min).

U uslovima postavljenim eksperimentom 2, procenat degradacije amitriptilina, u suspenziji
nakon 6 sati mesanja i 7 dana sedimentacije iznosi 7%.
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Slika 63. Eksperiment 2 — 3D hromatogrami: a) eksternog standarda amitriptilin-hidrohlorida
koncetracije 4,52x10™ M, b) nerazblazenog zasiéenog rastvora amitriptilina (pH 12,16) nakon 24
sata, c) rastvora amitriptilina (pH 6,66; razblaZzen 80%), dobijenog nakon dodavanja 1 M HCI u
suspenziju amitriptilina, kako bi doslo do rastvaranja taloga.

3D hromatogrami potvrduju navedene Cinjenice o degradaciji amitriptilina u suspenziji koja
sadrzi hloride i fosfate. Apsorpcija u oblasti 190 — 240 nm poti¢e od mobilne faze, koja se sastoji od
sirCetne kiseline 1 acetonitrila. 3D hromatogram eksternog standarda amitriptilin-hidrohlorda
prikazan je na Slici 63.a. U 3D hromatogramu zasi¢enog rastvora amitriptilina nakon 24 sata
uspostavljanja ravnoteZze, mogu se uociti apsorpcioni spektri amitriptilina 1 degradacionih
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proizvoda, Kkoji se mogu povezati sa izgledom apsorpcionih spektara zasi¢enog rastvora
amitriptilina snimljenih posle 24 sata (Slika 63.b. i Slika 59). U 3D hromatogramu snimljenom
nakon rastvaranja Cvrste faze (Slika 63.c), uocava se pik (i apsorpcioni spektar) koji potic¢e od
amitriptilina. Hromatogrami (Slika 62) i 3D hromatogrami (Slika 63), dobijeni u eksperimentu 2,
pokazuju da u suspenziji amitriptilina verovatno nastaju isti degradacioni proizvodi kao u
eksperimentu 1 (Slika 60. i 61).

Odmerena masa AmHCl), koriS¢ena za pripremu suspenzije, bila je priblizno ista u
eksperimentima 1 i 2 (132,55 mg i 132,80 mg). Mase dobijenih degradacionih proizvoda bile su
14,9 i 9,3 mg, redom. Poku$ano je razdvajanje degradacionih proizvoda na gravitacionoj koloni,
medutim izolovane mase pojedinacnih proizvoda nisu bile dovoljne za snimanje NMR spektara i
odredivanje strukture degradacionih proizvoda. Produzeno vreme meSanja (19 dana) i vreme
sedimentacije (7 dana) u eksperimentima 1 i 2 nije znacajno promenilo procenat degradacije
amitriptilina.

Proucavanje pH-zavisne rastvorljivosti amitriptilina izuzetno je otezano intenzivhom
samoagregacijom u kiseloj sredini, koja onemogucéava nastajanje zasi¢enih rastvora, kao i
degradacijom u baznoj sredini. lako konstruisanje logS—pH dijagrama u $iroj pH oblasti nije bilo
uspe$no, pomenuta zapazanja mogu biti od koristi prilikom dalje analize heterogenih sistema
amitriptilina.

U ovoj doktorskoj disertaciji razvijena je pH-Ramp shake—flask metoda. Ova metoda
predstavlja modifikaciju klasi¢ne shake—flask metode i sluzi za odredivanje termodinamicke
rastvorljivosti. Kao model jedinjenja izabrani su slede¢i tricikli¢ni antidepresivi: desipramin,
nortriptilin, imipramin i amitriptilin. Heterogeni sistemi TCA pripremljeni su kao suspenzije koje
sadrze hloride i fosfate, kao suspenzije koje sadrze hloride i kao suspenzije koje sadrze fosfate.

Primeéeno je da desipramin i nortriptilin grade u vodi rastvorne katjonske ((DsH);H.PO4",
(NorH)HzPO,") i anjonske komplekse (Ds(DsH)HPO4, Nor(NorH)HPO,) sa komponentama
fosfatnog pufera, sto povecava njihovu rastvorljivost [7, 13]. Osim toga, pokazano je da u zavisnosti
od odnosa koncentracija kontra jona (hloridi i/ili fosfati) u suspenziji moze do¢i do talozenja

.....

U heterogenim sistemima imipramina i amitriptilina primeceno je povecanje rastvorljivosti u
kiseloj sredini kao posledica procesa samoagregacije [9]. U baznoj sredini dolazilo je do
degradacije imipramina i amitriptilina. Opseg pH vrednosti u kome se samoagregacija ili
degradacija odvijaju zavisi od sastava suspenzije. Priprema zasi¢enih rastvora imipramina u kiseloj
sredini bila je moguca u uslovima povecane koncentracije kontra jona (hlorida ili fosfata) u
suspenziji, odnosno povecane jonske sile [12]. Medutim, ovi uslovi nisu olaksali pripremu zasi¢enih
rastvora amitriptilina u kiseloj sredini.

Na osnovu prikazanih rezultata uo€ljiva je sli¢nost u hemijskom ponasanju izmedu desipramina
1 nortriptilina, kao 1 slicnost izmedu imipramina 1 amitriptilina, §to se moZe objasniti strukturom
ovih jedinjenja (Slika 1). Desipramin i nortriptilin sadrze sekundarnu amino grupu na kraju
ugljovodoni¢nog niza, dok imipramin i amitriptilin sadrZe tercijarnu amino grupu. Pored toga,
desipramin i imipramin pripadaju klasi dibenzazepina, dok nortriptilin i amitriptilin pripadaju klasi
dibenzocikloheptadiena. Prisustvo sekundarne ili tercijarne amino grupe u vecoj meri doprinosi
ponasanju ovih jedinjenja u ispitivanim sistemima od strukture triciklicnog sistema.

93



Olivera Markovi¢ Doktorska disertacija

IV EKSPERIMENTALNI DEO
V.1 Reagensi

Za pripremu svih rastvora koriS¢ena je voda HPLC stepena Cistoce. Sve koriS¢ene supstance
bile su p.a. stepena Cistoce: desipramin-hidrohlorid (>98% (TLC), powder, Sigma—Aldrich);
nortriptilin-hidrohlorid (Tokyo Chemical Industry co, LDT); imipramin-hidrohlorid (>99% (TLC),
powder, Sigma—Aldrich i Alfa Aesar); amitriptilin-hidrohlorid (>98% (TLC), powder, Sigma-—
Aldrich); natrijum-dihidrogenfosfat dihidrat (Merck); natrijum-hidrogenfosfat dihidrat (Alkaloid
AD Skopje); natrijum-hlorid (Sigma-Aldrich); fosforna kiselina (Fisher Chemical); natrijum-
hidroksid (>98%, small beads, Fluka 1 >98%, pellets, Honeywell Fluka).

Titrisol® ampula (c(NaOH)=1 mol/L, Merck) kori¢ena je za pripremu rastvora natrijum-
hidroksida, koji je zatim standardizovan pomocéu kalijum-hidrogenftalata (p.a. stepen Cistoce,
Merck). Titrisol© ampula (c(HCD=1 mol/L, Merck) koris¢ena je za pripremu rastvora
hlorovodoni¢ne kiseline, koji je zatim standardizovan pomocéu standardnog rastvora natrijum-
hidroksida.

V.2 Merenje pH vrednosti, kalibracija i standardizacija elektrode

Sve pH vrednosti merene su na titratoru Crison pH—Burette 24 2S sa automatskom biretom,
pomoc¢u mikroelektroda Crison 50 29 i Hach 52 09. Mikroelektrode su kalibrisane Crison-
ovim/Hach-ovim puferima pH 4,01; 7,001 9,21.

Standardizacija elektroda (prevodenje iz pH (-log a(H")) u pcH (-log[H']) skalu) uradena je
pomoéu Avdeef — Butcher jednacine [3, 95]. Cetiri parametara (a, Ks, ju i jon) koji figurisu u ovoj
jednacini odredeni su obradom podataka titracije hlorovodoniéne kiseline natrijum-hidroksidom u
prisustvu pozadinskog elektrolita (NaCl).

Primer standardardizacije Hach 52 09 mikroelektrode

Uradene su 4 probe. U bocicu je odmereno 4,000 mL 0,15 M NaCl i 0,090 mL 0,9397 M
rastvora HCI. Titracija je vriena standardnim rastvorom NaOH (0,9065 M) na 25+1 ° C u atmosferi
argona. pH Vrednosti na pocetku titracija iznosile su 1,61 — 1,65 a pH vrednost na kraju bila je
12,20. Obradom podataka pomocu Avdeef — Butcher jednaCine dobijene su sledece srednje
vrednosti Cetiri parametara: a=0,048; ks=1,0040; jy=-5,1 i jon=-3,3.
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V.3 Priprema uzoraka za odredivanje rastvorljivosti desipramina

Pripremljeno je pet setova suspenzija za odredivanje rastvorljivosti desipramina na 25+1 °C [7].
U svim setovima, vreme uspostavljanja ravnoteze bilo je 24 sata (6 sati meSanja + 18 sati
sedimentacije). Faze su razdvojene centrifugiranjem ili filtracijom. Ukoliko je za razdvajanje faza
koriS¢ena filtracija, navedena je vrsta membrane i vrsta filtera. Svi ostali eksperimentalni parametri
opisani su u okviru svakog seta.

IVV.3.1 Setovi 11 2 (titracije od visoke ka niskoj pH vrednosti)

Suspenzija desipramin-hidrohlorida u fosfatnom puferu (pH 11,61 — 11,62) pripremljena je
dodavanjem 39,5 mL 0,15 M NaH,PO, (pH 4,34 — 4,37) i 10,5 mL standardnog rastvora 1,0074 M
NaOH u ¢asu koja sadrzi tatno odmerene mase DSHCI (0,41170 g (set 1) i 0,41220 g (set 2)) [7].
Suspenzija je, zatim, podeljena u vise boc¢ica odmeravanjem alikvota od po 2,000 mL. Suspenzija je
intenzivno mesana tokom odmeravanja alikvota da bi odnos mase i zapremine u svim uzorcima bio
jednak. Izmerena je pocetna pH vrednost svakog uzorka (pH 11,27 — 11,62). Nakon toga, pH
vrednosti uzoraka su podeSene na pH vrednosti u opsegu 4,42 — 11,55 pomocu standardnih rastvora
0,9896 M HCI i 1,0074 M NaOH. Detaljni podaci za pripremu pojedinac¢nih uzoraka prikazani su u
Tabelama 25. i 26. Vrednost pHsi, odnosi se na pH vrednost suspenzije izmerene nakon 6 sati
mesSanja i 18 sati sedimentacije, pre razdvajanja faza. U uzorcima pri pH<4,42 nije bilo ¢vrste faze,
stoga ti uzorci nisu prikazani. Faze su razdvojene upotrebom hidrofobnih PTFE filtera (veli¢ina
pora 0,22 um). Prvih 5 kapi supernatanta je uvek odbacivano zbog moguée adsorpcije supstance iz
rastvora na membrani.

Tabela 25. Set 1 (titracija od visoke ka niskoj pH) — podaci za pripremu
uzoraka desipramina® [7]

uzorak PHpoe  Vhor (ML) Viaow (ML)  pHin
1 11,27 410,0 — 4.42
2 11,52 350,0 - 6,00
3 11,60 320,0 — 6,51
4 11,55 205,0 - 7,39
5 11,48 194,0 5,0 7,97
6 11,33 210,0 40,0 8,55
7 11,49 180,0 5,0 8,72
8 11,56 143,0 - 9,46
9 11,50 130,0 10,0 9,81
10 11,52 130,0 - 10,10
11 11,50 100,0 — 10,62
12 11,60 50,0 - 11,26
13 11,56 — — 11,55

a CHcl =O,9896 M; CNaOH =1,0074 M
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Tabela 26. Set 2 (titracija od visoke ka niskoj pH) — podaci za pripremu
uzoraka desipramina® [7]

uzorak PHpot Vel (ML) VNaon (ML) pHsin
1 11,51 400,0 — 4,78
2 11,58 401,0 20,0 5,36
3 11,60 360,0 — 6,03
4 11,59 300,0 — 6,58
5 11,56 200,0 — 7,50
6 11,45 170,0 — 7,78
7 11,62 180,0 20,0 8,12
8 11,54 163,0 20,0 8,47
9 11,48 130,0 — 9,71
10 11,61 125,0 — 10,06
11 11,51 100,0 — 10,56
12 11,57 50,0 — 11,02
13 11,55 - — 11,34

a CHcl =0,9896 M; CNaOH =1,0074 M

1VV.3.2 Set 3 (titracije od niske ka visokoj pH vrednosti)

Dodavanjem 14,0 mL 0,15 M NaH,PO, (pH 4,45) i 1,000 mL standardnog rastvora 0,9896 M
HCl u c¢asu koja sadrzi 0,34370 g DsHCI, pripremljen je rastvor desipramin-hidrohlorida u
fosfatnom puferu (pH 1,90; nije nastala suspenzija) [7]. Automatskom pipetom su odmereni alikvoti
od po 1,000 mL pocetnog rastvora i preneti u bocice. Pocetna pH vrednost uzoraka bila je u opsegu
1,86 — 1,94. Nakon toga, standardni rastvori 1,0074 M NaOH i 0,9896 M HCI korisc¢eni su za
podesavanje pH vrednosti uzoraka. Detaljni podaci za pripremu pojedinac¢nih uzoraka prikazani su u
Tabeli 27. U uzorcima pri pH<3,99 nije bilo ¢vrste faze, stoga ti uzorci nisu prikazani u tabeli.

Tabela 27. Set 3 (titracija od niske ka visokoj pH) — podaci za pripremu
uzoraka desipramina®[7]

uzorak PHpot  Vnaon (ML) Vher (ML) PHin
1 1,86 80,0 — 3,99
2 1,87 100,0 - 473
3 1,89 150,0 50,0 5,19
4 1,88 120,0 - 6,04
5 1,88 150,0 — 6,69
6 1,92 180,0 — 7,14
7 1,94 200,0 — 7,79
8 1,91 220,0 - 9,64
9 1,91 280,0 — 10,08
10 1,89 325,0 - 11,00
11 1,91 370,0 — 11,47

2 CHcl =0,9896 M; CNaOH =1,0074 M
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1IV.3.3 Set 4

Suspenzije desipramin-hidrohlorida u fosfathom puferu pripremljene su odmeravanjem 0,900
mL 0,15 M NaH,PO, (pH 4,34) u bocice koje sadrze 0,08650 — 0,08730 g DsHCI [7]. Za
podesavanje pH vrednosti uzorka kori$¢eni su sledeci standardni rastvori: 1,0048 M H3PO, (uzorak
1); 1,0048 M H3PO4 11,0215 M NaOH (uzorak 2) i 1,0032 M HCI (uzorak 3). Detaljni podaci za
pripremu uzoraka prikazani su u Tabeli 28. Faze u uzorku 3 razdvojene su filtracijom kroz
hidrofobne PTFE filtere (veli¢ina pora 0,22 um).

Tabela 28. Set 4 — podaci za pripremu uzoraka desipramina® [7]
uzorak VNaH2P04 (ML) mpsc (9) VnaoH (ML) VH3P04 (ML) Vi (uL) pPHtin

1 0,900 0,08660 - 40,0 - 2,42
2 0,900 0,08650 10,0 13,0 - 3,59
3 0,900 0,08730 - — 50,0 2,02

" Crct =1,0032 M; Caon =1,0215 M; Cyy po, =1,0048 M

IV.3.4 Set 5

Suspenzije desipramin-hidrohlorida u natrijum-hloridu pripremljene su dodavanjem 1,000 mL
0,15 M NaCl u bocice koje sadrze 0,04745 — 0,11205 g DsHCI [7]. Pomo¢u standardnih rastvora
1,0215 M NaOH i 1,0211 M HCI podesene su pH vrednosti uzoraka. Detaljni podaci za pripremu
pojedina¢nih uzoraka prikazani su u Tabeli 29.

Tabela 29. Set 5 — podaci za pripremu uzoraka desipramina® [7]
uzorak  Mpsqci(9)  VNaoH (ML) Vhei (ML) PHtin

1 0,10955 53,0 100,0 1,31
2 0,11205 — 4,0 2,38
3 0,09140 23,0 25,0 3,02
4 0,05300 — — 4,93
5 0,04745 50 - 7,59
6 0,05475 130,0 - 8,98
7 0,05120 170,0 - 10,04

aC|_|C| =1,0211 M; CNaOH =1,0215 M
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IV.4 Priprema uzoraka za karakterizaciju ¢vrstog stanja u suspenzijama
desipramina

IV.4.1. Set6

Odmeravanjem 2,000 mL 0,15 M NaH;PO4 u 5 bocica koje sadrze ta¢éno odmerenu masu
DsHCI (0,13580 — 0,17615 g), pripremljene su suspenzije desipramin-hidrohlorida u fosfatnom
puferu [7]. Standardni rastvori 1,047 M NaOH i 1,0211 M HCI kori$¢eni su za podesavanje pH
vrednosti. Detaljni podaci za pripremu pojedina¢nih uzoraka prikazani su u Tabeli 30. Vreme
uspostavljanja ravnoteze je bilo 24 sata (6 sati meSanja i 18 sati sedimentacije) na temperaturi od
25x1 °C. Faze su razdvojene centrifugiranjem. Talozi su isprani hladnom vodom HPLC c¢istoce i
ostavljeni da se suse na vazduhu tri dana.

Tabela 30. Set 6 — podaci za pripremu uzoraka desipramina za karakterizaciju ¢vrstog stanja® [7]

VNaHzPO4 MpsHcl Vher  Viaon _ [DsHCl]it  [NaHPOulir  [Clltor
worak . @ PPeeoqn @y PP Taw) (M) (M)
OoM11 2,000 0,17615 3,92 100,0 — 2,09 0,28 0,14 0,33
OoM12 2,000 0,16315 3,90 — 20,0 3,86 0,27 0,15 0,27
OM13 2,000 0,15035 3,78 - 270,0 7,41 0,22 0,13 0,22
OoM14 2,000 0,13580 3,80 — 300,0 9,57 0,19 0,13 0,19
OM15 2,000 0,13950 3,84 — 600,0 11,10 0,18 0,12 0,18

8 CHc|:l,021l M, CNaOH:111047 M

IV.4.2. Set7

Uzorak OM21 je pripremljen u 2 koraka [7]:

a) Priprema desipramin baze: dodato je 2,00 mL 0,15 M NaH,PO, i 650,0 puL 1,1047 M NaOH u
bocicu, koja sadrzi 0,12485 g DsSHCI. Vreme meSanja bilo je 6 sati, a vreme sedimentacije 62 sata,
na temperaturi od 251 °C. Ulje (desipramin baza) nije preslo u kristalni oblik, iako je vreme
sedimentacije produzeno. pH Vrednost suspenzije bila je 11,11. Faze su razdvojene
centrifugiranjem. Desipramin baza osusena je na vazduhu.

b) U drugom koraku odmereno je 900,0 pL 0,15 M NaH,PO,i 400,0 puL 1,0048 M H3PO4 u bocicu,
koja sadrzi 0,09605 g ulja, dobijenog u koraku 1. Bodica je zatvorena i meSana 6 sati na temperaturi
od 25+1 °C. Nakon toga, meSanje je iskljuceno i uzorak je ostavljen jo§ 18 sati na temperaturi od
251 °C. Faze su razdvojene centrifugiranjem. Talog je ispran vodom HPLC ¢&istoce i ostavljen da
se osusi.

Uzorak OM22 pripremljen je dodavanjem 2,000 mL 0,15 M NaH2PO4 u bocicu koja sadrzi
0,14995 g DsHCI [7]. Uzorci OM23 — OM25 napravljeni su odmeravanjem vode HPLC c¢istoce u
bocice koje sadrze taéno odmerene mase DsHCI (0,12455 — 0,24980 g) i NaH,PO4x2H,0 (0,04945
—0,07000 g). pH Vrednosti su podesene koris¢enjem standardnog rastvora 1,1047 M NaOH. Vreme
uspostavljanja ravnoteze u uzorcima OM22 — OM25 je bilo 24 sata (6 sati meSanja i 18 sati
sedimentacije). Faze su razdvojene centrifugiranjem. Talozi su isprani hladnom vodom HPLC
Cistoce 1 ostavljeni da se suSe na vazduhu tri dana.
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Detaljni podaci za pripremu pojedina¢nih uzoraka OM21 — OM25 prikazani su u Tabeli 31.

Tabela 31. Set 7 — podaci za pripremu uzoraka desipramina za karakterizaciju ¢vrstog stanja [7]

uzorak VNaH2P04 m NaH,PO,-2H,0 VHZO Mps MpsHci PHpot VH3P04 VNla_OE pHsin [l?\jl]tcot [PSIA]Cmt [(i:\:l]tgt
Oom21* 0,900 - - 0,09605 - 5,99 400,0 - 2,13 0,28 0,41 -
OoM22 2,000 - - - 0,14995 3,87 - - 3,84 0,25 0,15 0,25
OoM23 - 0,07000 3,000 - 0,24980 3,95 - 410,0 8,03 0,24 0,13 0,24
OM24 - 0,06995 3,000 - 0,24985 3,96 - 450,0 9,44 0,24 0,13 0,24
OM25 - 0,04945 2,000 - 0,12455 4,00 — 680,0 11,10 0,15 0,12 0,15

Talog dobijen iz suspenzije koja sadrzi samo fosfate. ° CH3P04 =1,0048 M i CnaoH =1,1047 M.

IV.5 Priprema uzoraka za odredivanje rastvorljivosti nortriptilina

Setovi 1 — 11 pripremljeni su za odredivanje rastvorljivosti nortriptilina [10, 11, 13]. Vreme
uspostavljanja ravnoteze bilo je 24 sata (6 sati meSanja + 18 sati sedimentacije) u svim setovima,
dok su faze razdvojene centrifugiranjem. Detaljne eksperimentalne procedure opisane su u okviru
svakog seta.

IV.5.1 Setovi 1 — 4 (titracije iz kisele ka baznoj sredini)

Pocetne suspenzije nortriptilina (pH 1,66 — 2,17) pripremljene su dodavanjem 0,15 M NaH,PO,
10,9397 M HCI u bocicu koja sadrzi tacno odmerenu masu NorHCl) [10, 11, 13]. Detaljni podaci
za pripremu pocetnih suspenzija u setovima 1 — 4 prikazani su u Tabeli 32.

Tabela 32. Titracije iz kisele ka baznoj sredini — podaci za pripremu
pocetnih suspenzija nortriptilina [10, 11, 13]
Set  Myorrci (9)  Viaupo, (ML)*  Vhar (ML)°  pH

1 0,18045 2,700 0,300 1,66
2 0,59770 9,40 0,600 2,03
3 0,60050 9,40 0,600 2,10
4 0,30040 4,70 0,300 2,17

20,15 M NaH,PO, (pH 4,32 — 4,34); ° ¢4=0,9397 M

Uz intenzivno mesanje suspenzije, odmereni su alikvoti od po 1,000 mL i rasporedeni u vise
bocica. Izmerena je pH vrednost svake suspenzije. Zatim je pH vrednost podesena dodavanjem
razli¢itih zapremina standardnih rastvora 0,9065 M NaOH i 0,9397 M HCI. Detaljani podaci za
pripremu pojedina¢nih uzoraka prikazani su u Tabelama 33 — 36.
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Tabela 33. Set 1 (titracija iz kisele ka baznoj sredini) —

podaci za pripremu uzoraka nortriptilina [10, 11, 13]

uzorak  pHpe:  Vnaor (ML)*  pHsin
1 1,66 — 1,76
2 1,66 1500 536
3 1,66 320,0 8,78

*Cnaon=0,9065 M

Doktorska disertacija

Tabela 34. Set 2 (titracija iz kisele ka baznoj sredini) — podaci za

pripremu uzoraka nortriptilina [10, 11, 13]

uzorak  pHpe Ve (ML) VNaow (ML) ® PHsin
1 1,99 - - 2,12
2 2,08 - 50,0 3,00
3 2,03 10,0 70,0 3,94
4 2,06 - 110,0 517
5 2,03 — 150,0 5,69
6 2,04 - 200,0 7,61
7 2,04 — 300,0 8,82
8 2,02 415,0 9,30

aCHc|:0,9397 M; CNaOH:019065 M

Tabela 35. Set 3 (titracija iz kisele ka baznoj sredini) —

podaci za pripremu uzoraka nortriptilina [10, 11, 13]

uzorak  pHpet  Viaon (UL)? PHin
1 2,10 — 2,14
2 2,09 50,0 3,11
3 2,09 60,0 4,16
4 2,08 110,0 5,19
5 2,05 160,0 5,94
6 2,07 200,0 7,41
7 2,08 300,0 8,92
8 2,03 420,0 9,77
9 2,03 440,0 10,34
10 2,01 500,0 11,35

a CNaOH:O;9065 M

Table 36. Set 4 (titracija iz kisele ka baznoj sredini) —
podaci za pripremu uzoraka nortriptilina [10, 11, 13]

uzorak pHpee  Vieon (ML)*  pHiin
1 2,11 50,0 2,99
2 2,15 190,0 6,81
3 2,15 520,0 11,33
4 2,16 580,0 12,04
5 2,22 685,0 12,41

aCNaOH=O,9065 M
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IV.5.2 Setovi 5 — 7 (titracije iz bazne ka kiseloj sredini)

PocCetne suspenzije nortriptilina (pH 11,24 — 12,57) u setovima 5 i 6 pripremljene su
dodavanjem 0,15 M NaH,PO, i 0,9065 M NaOH u bocice koje sadrze NorHCI [10, 11, 13]. Pocetna
suspenzija nortriptilina (pH 11,12) u setu 7 pripremljena je na isti nacin, osim $to je koris¢en 0,15
M Na;HPO,4 (umesto NaH,PQO,). Detaljni podaci za pripremu pocetnih suspenzija u setovima 5 — 7
prikazani su u Tabeli 37.

Tabela 37. Titracije iz bazne ka Kiseloj sredini — podaci za pripremu pocetnih
suspenzija nortriptilina [10, 11, 13]
Set MworHcl (9)  Vyappeo, (ML)* Viazrpos (ML)°  Viaon (ML) pH

5 0,60085 4,00 - 6,00 12,57
6 0,60080 7,00 - 3,00 11,24
7 0,60020 — 8,00 2,05 11,12

%0,15 M NaH,PO, (pH 4,32 — 4,34); ° 0,15 M Na,HPO, (pH 8,97); © Craor=0,9065 M

Pocetna suspenzija je, u alikvotima od 1,000 mL, podeljena u vise bocica. Izmeren je pH u
svakoj bodici. Zatim su dodavanjem standardnih rastvora 0,9397 M HCI i 0,9065 M NaOH
podeSene pH vrednosti svakog uzorka. Detaljni podaci za pripremu pojedina¢nih uzoraka u
setovima 5 — 7 prikazani su u Tabelama 38 — 40.

Tabela 38. Set 5 (titracija iz bazne ka kiseloj sredini) — podaci
za pripremu uzoraka nortriptilina [10, 11, 13]

vial  pHpot  Viaor (ML)*  Vihor (ML)*  pHsin

1 12,39 - 600,0 1,47
2 12,42 16,0 450,0 2,39
3 12,54 - 400,0 4,92
4 12,47 — 400,0 5,94
5 12,24 - 325,0 7,04
6 11,94 — 300,0 8,12
7 12,11 - 300,0 8,79
8 11,97 — 260,0 10,11
9 12,43 - 185,0 11,86
10 12,26 - — 12,49

aCHc|=0,9397 M; CNaOH:O;9065 M
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Tabela 39. Set 6 (titracija iz bazne ka kiseloj sredini) — podaci
za pripremu uzoraka nortriptilina [10, 11, 13]

vial PHpot  Vhai (ML)*  Vnaon (ML)*  pHsin

1 11,26 500,0 205,0 1,48
2 11,30 240,0 - 2,40
3 11,21 300,0 - 3,23
4 11,16 225,0 - 4,49
5 11,34 150,0 - 6,26
6 11,30 135,0 - 7,83
7 11,49 50,0 - 8,93
8 11,39 35,0 50,0 9,45
9 11,10 - - 10,10
10 11,35 — 20,0 10,75

aCHc|:O,9397 M; CNaOH:019065 M

Tabela 40. Set 7 (titracija iz bazne ka kiseloj sredini) — podaci za
pripremu uzoraka nortriptilina [10, 11, 13]

uzorak  pHpe:  Vnaor (ML)* Vi (ML) PHfin

1 11,12 - 300,0 2,25
2 11,24 15,0 230,0 3,21
3 11,00 20,0 240,0 5,19
4 10,86 — 200,0 6,32
5 11,10 - 120,0 8,77
6 10,88 — 10,0 9,44
7 11,04 10,0 - 10,03
8 10,59 100,0 — 11,48

*€hei=0,9397 M; Cnaon=0,9065 M

IV.5.3 Setovi 8 i 9 (suspenzije nortriptilina koje sadrZe hloride, a ne sadrZe fosfate)

Dodavanjem 0,15 M NaCl u bocicu koja sadrzi nortriptilin-hidrohlorid, pripremljene su pocetne
suspenzije nortriptilina [10, 11, 13]. Detaljni podaci za pripremu pocetnih suspenzija prikazani su u
Tabeli 41.

Tabela 41. Podaci za pripremu pocetnih suspenzija koje
sadrZe hloride, a ne sadrze fosfate [10, 11, 13]

Set  Myorrci (9) Vnaci (ML)? pH

8 0,59980 10,00 5,62
9 0,60030 10,00 5,90
#0,15 M NaCl

Uz intenzivno meSanje suspenzije, odmereni su alikvoti od 1,000 mL u rasporedeni u vise
bocCica. Izmerena je pH vrednost svakog uzorka i dodatno podeSena kori§¢enjem standardnih
rastvora 0,9065 M NaOH i 0,9397 M HCI. Detaljni podaci za pripremu pojedina¢nih uzoraka u
setovima 8 i 9 prikazani su u Tabelama 42. i1 43.
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Tabela 42. Set 8 — podaci za pripremu uzoraka nortriptilina u
sustemu koji sadrzi hloride, a ne fosfate [10, 11, 13]

uzorak  pHpee  Viaon (UL)*  Vhei (UL)*  pHrin

1 5,73 35,0 50,0 1,80
2 5,67 - 3,0 2,45
3 6,37 5,0 5,0 6,68
4 6,13 — - 7,12
5 5,56 5,0 - 7,77
6 5,72 24,0 18,0 7,80
7 7,52 273,0 160,0 7,93
8 6,91 174,0 - 8,49
9 6,48 205,0 - 10,64
10 5,82 140,0 100,0 12,05

aCHc|:O,9397 M; CNaOH:019065 M

Tabela 43. Set 9 — podaci za pripremu uzoraka nortriptilina u
sustemu koji sadrzi hloride, a ne fosfate [10, 11, 13]

uzorak  pHper  Vinaon (UL)*  Vho (ML)*  pHsin

1 5,87 — 10,0 2,00
2 5,92 4,0 5,0 3,05
3 6,11 9,3 9,7 3,56
4 5,74 0,7 0,7 4,19
5 6,13 — — 5,81
6 6,03 3,0 1,7 7,58
7 6,32 101,0 - 7,73
8 5,94 187,0 3,0 9,06
9 6,01 250,0 2,7 11,13
10 6,07 300,0 — 12,37

aCHc|=O,9397 M; CNaOH:019065 M

I1V.5.4 Setovi 10 i 11 (suspenzije nortriptilina koje sadrzZe fosfate, a ne sadrze hloride)

Uzorci u setovima 10 i 11 su pripremljeni u dva koraka [10, 13]. Prvi korak je priprema
nortriptilin baze, a drugi priprema suspenzija nortriptilina koje sadrze fosfate, a ne sadrze hloride.

Set 10

I) Priprema nortriptilin baze: u bocicu koja sadrzi 0,60050 g NorHCI, dodato je 1,80 mL
0,9065 M NaOH. Suspenzija je intenzivno meSana 10 min, a izmerena pH vrednost iznosila je
12,64. Celokupna koli¢ina dodatog NorHCI prevedena je u Nor bazu, koja se izdvojila u obliku ulja.
Ulje je potrebno isprati destilovanom vodom, kako bi se uklonili preostali hloridi. Prvo je dodato
0,500 mL vode HPLC Ccisto¢e u bocicu koja sadrzi ulje. Suspenzija je meSana 10 minuta, zatim
centrifugirana. U bocicu je dodato 0,200 mL vode HPLC Cdistoce, bocica je muckana, a faze su
razdvojene centrifugiranjem. Ovakva procedura je ponovljena dva puta.

I1) Priprema uzoraka: u bocicu koja sadrzi 0,50105 g Nor (ulje dobijeno u prvom koraku) i
0,65020 g NaH;PO4%x2H,0, odmereno je 10,00 mL vode HPLC C¢istoce. Izmerena pH vrednost
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suspenzije je 4,93. Uz intenzivno meSanje suspenzije, odmereni su alikvoti od 1,000 mL i
rasporedeni u viSe boc¢ica. Pomocu standardnih rastvora 2,00 M H3PO,4 i 0,9065 M NaOH, podesena
je pH vrednost uzoraka. Detaljni podaci za pripremu pojedinac¢nih uzoraka prikazani su u Tabeli 44.

Tabela 44. Set 10 — podaci za pripremu uzoraka nortriptilina u
sistemu koji sadrzi fosfate, a ne hloride [10, 13]

Viro, VNaoH

Uzorak pHpOé (|J,|_) (ul—)a prin
1 4,98 185,0 - 1,82
2 4,98 113,0 - 2,11
3 4,92 64,0 - 2,54
4 4,97 37,0 - 3,12
5 4,96 29,0 - 3,65
6 4,96 26,0 1,0 4,02
7 4,88 6,0 - 4,92
8 5,00 - - 4,98
9 4,90 - 45,0 5,74
10 4,98 - 75,0 6,07

? Cnaon=0,9065 M

Set 11

I) Priprema Nor baze: dodato je 2,40 mL standardnog rastvora 0,9065 M NaOH u bocicu koja
sadrzi 0,60075 g NorHCI. Suspenzija je meSana 10 minuta, izmerena pH vrednost je bila 12,48.
Celokupna koli¢ina dodatog NorHCI prevedena je u Nor bazu (ulje). U bocicu je dodato 0,200 mL
vode HPLC cistoce. Suspenzija je vorteksirana i centrifugirana. Procedura ispiranja ponovljena je
tri puta.

I) Priprema uzoraka nortriptilina: 1 mL vode HPLC C¢cistoce dodat je u bocice koje sadrze
0,05020 — 0,05250 g Nor (ulje dobijeno u koraku 1) i 0,06435 — 0,06685 g NaH,PO4x2H,0.
Standardni rastvor 1,00 M H3PO, koris¢en je za podesavanje pH vrednosti. Detaljni podaci za
pripremu pojedinacnih uzoraka prikazani su u Tabeli 45.

Tabela 45. Set 11 — podaci za pripremu uzoraka nortriptilina u sustemu koji sadrzi fosfate, a ne
hloride [10, 13]

uzorak | Myje(9)  Muanpo,2ho (@) Viode (ML) pHpor | Vo, (ML) pHsin
1 0,05120 0,06595 1,000 6,02 680,0 1,82
2 0,05135 0,06515 1,000 5,99 501,0 1,99
3 0,05250 0,06525 1,000 5,98 305,0 2,40
4 0,05020 0,06550 1,000 5,99 200,0 2,87
5 0,05130 0,06685 1,000 5,98 155,0 3,60
6 0,05185 0,06555 1,000 6,11 45,0 5,36
7 0,05155 0,06435 1,000 6,04 - 5,93

2 CNaOH:O’9065 M
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I\V.6 Priprema uzoraka za Kkarakterizaciju ¢vrstog stanja u suspenzijama
nortriptilina

Za karakterizaciju ¢vrstog stanja u suspenzijama nortriptilina pripremljeno je 9 uzoraka (set 12)
[13]. Vreme uspostavljanja ravnoteze bilo je 24 sata (6 sati meSanja + 18 sati sedimentacije) na
25x1 °C, osim kod uzorka 3 (72 sata meSanja + 18 sati sedimentacije). Uzorci su suSeni na vazduhu
3 — 4 dana, osim uzorka 3 i 7 (12 sati u vakuumu). Uzorci 1 — 3 su suspenzije nortriptilina koje
sadrze hloride. Uzorci 4 — 6 su suspenzije nortriptilina koje sadrze fosfate. Prvo je pripremljena
nortriptilin baza (korak 1), a onda uzorak (korak 2). Uzorci 7 — 9 su suspenzije nortriptilina koje
sadrze hloride 1 fosfate.

Uzorak 1: Odmereno je 2,000 mL 0,15 M NaCl u bocicu koja sadrzi 0,3 g NorHCl (pH~5,3).
Zatim je u bocicu dodat 0,100 mL 1 M HCI. pH Vrednost suspenzije je iznosila 2,3. Faze su
razdvojene filtracijom.

Uzorak 2: U bocicu koja sadrzi 0,13090 g NorHCls i 0,01785 g NaClys), dodato je 2,000 mL vode
HPLC ¢istoce (pH 6,28). Nakon uspostavljanja ravnoteze, pH vrednost je bila 6,33. Faze su
razdvojene centrifugiranjem.

Uzorak 3: U bocicu je odmereno 0,3 g NorHCls) i 2,000 mL vode HPLC ¢istoce. U suspenziju je,
zatim, dodato 2,000 mL 1 M NaOH. pH vrednost je iznosila 13. Faze su razdvojene filtriranjem.

Uzorak 4

1) Odmereno je 5,000 mL vode HPLC ¢istoce u bocicu koja sadrzi 0,3 g NorHCl) (pH 5,79).
Nakon toga, dodato je 2,700 mL rastvora 1 M NaOH (pH 12). Te¢na faza je odbacena, a izolovano
ulje je isprano vodom.

2) U bocicu koja sadrzi Nor ulje, dodato je 4,000 mL rastvora 0,15 M NaH,PO, (pH 7,15). pH
Vrednost suspenzije je podesena na 2,0 koris¢enjem 2 M H3PO,. Faze su razdvojene filtracijom.

Uzorak 5

1) U bocicu je odmereno 0,22750 g NorHCl), 2,000 mL vode HPLC ¢istoce i 0,790 mL 0,9065 M
NaOH (pH=12,25). Faze su razdvojene centrifugiranjem. Te¢na faza je odbracena. Ulje je isprano 2
puta dodavanjem 0,200 mL vode HPLC ¢&istoce, nakon ¢ega je suspenzija muckana i centrifugirana.

2) Odmereno je 1,500 ml vode HPLC ¢istoce i 0,190 mL 2,00 M H3PO4u bocicu koja sadrzi ulje.
Nakon uspostavljanja ravnoteze pH vrednost je iznosila 4,46. Faze su razdvojene centrifugiranjem.

Uzorak 6

1) U bocicu koja sadrzi 0,15780 g NorHCl ), odmereno je 2,000 mL vode HPLC ¢istoce i 0,790 mL
0,9065 M NaOH (pH=12,45). Centrifugiranje je kori§¢eno za razdvajanje faza. Ulje je isprano na
isti na¢in kao u uzorku 5.

2) U bocicu sa izolovanim uljem, dodato je 1,500 mL vode HPLC ¢istoce, 0,037 mL 2,00 M H3PO,
i 0,007 mL 0,9065 M NaOH. Posle 24 h, pH vrednost suspenzije je bila 8,23. Faze su razdvojene
centrifugiranjem.

Uzorak 7: Odmereno je 0,3 g NorHCl i 4,700 mL 0,15 M NaH2PO, (pH 4,7). U istu bo¢icu je,
zatim, dodato 0,300 mL 1 M HCI. pH vrednost suspenzije iznosila je 2,9. Faze su razdvojene
filtracijom.
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Uzorak 8: U bocicu je odmereno 0,3 g NorHCl) i 4,700 mL 0,15 M NaH,PO,4 (pH 4,7). Faze su
razdvojene na isti na¢in kao u uzorku 7.

Uzorak 9: Pomesano je 0,3 g NorHCls i 4,700 mL 0,15 M NaH,PO. (pH 4,7). Nakon toga, dodato
je 0,200 mL 1 M NaOH. pH vrednost suspenzije iznosila je 6,38. Filtracija je koriS¢ena za
razdvajanje faza.

IV.7 Priprema uzoraka za odredivanje rastvorljivosti imipramina

Pripremljeno je Sest setova za odredivanje rastvorljivosti imipramina na 251 °C [9, 12].
Vreme uspostavljanja ravnoteze bilo je 24 sata (6 sati meSanja + 18 sati sedimentacije) u svim
setovima. Faze su razdvojene centrifugiranjem.

IV.7.1 Setovi 1 2 (titracije od niske ka visokoj pH vrednosti)

Pocetni kiseli rastvori imipramin-hidrohlorida u fosfatnom puferu pripremljeni su dodavanjem
0,15 M rastvora NaH,PO, i standardnog rastvora 0,9725 M HCI u bocice koje sadrze tacno
odmerenu masu imipramin-hidrohlorida (nije bilo ¢vrste faze u sistemu) [9]. 1zmerena pH vrednost
pocetnih rastvora bila je 1,90 — 2,09. Detaljni podaci za pripremu pocetnih rastvora prikazani su u
Tabeli 46.

Tabela 46. Titracije od niske ka visokoj pH — podaci za pripremu
pocetnih rastvora imipramin-hidrohlorida [9]

Set  Mimnci (9)  Viauso, (ML) Vhar (ML)”  pH
1 0,56500 9,500 0,500 2,09

2 0,54640 7,500 0,500 1,90
20,15 M NaH,PO, (pH 4,36 — 4,45); ® ¢;1¢=0,9725 M

Pocetni rastvor imipramin-hidrohlorida podeljen je u vise boc¢ica, odmeravanjem alikvota od
1,000 mL u svaku bo¢icu. Dodavanjem standarnog rastvora 0,9083 M NaOH (i 0,9725 M HCI gde
je bilo potrebe) podesene su pH vrednosti svih uzoraka u opsegu 3,82 — 11,43. U Tabelama 47. i
48. prikazani su detaljni podaci za pripremu pojedinac¢nih uzoraka.
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Tabela 47. Set 1 (titracija od niske ka visokoj pH) — podaci za
pripemu suspenzija imipramina koje sadrze fosfate i hloride [9]

uzorak  pHper  Viaon (ML)*  pHsin

1 2,11 70,0 4,06
2 2,12 100,0 4,99
3 2,27 140,0 5,81
4 2,13 180,0 6,85
5 2,12 250,0 8,09
6 2,10 260,0 8,11
7 2,10 320,0 8,15
8 2,10 350,0 8,17
9 2,12 450,0 10,77
10 2,10 500,0 11,43

a CNaOH:O,9083 M

Tabela 48. Set 2 (titracija od niske ka visokoj pH) — podaci za
pripremu suspenzija imipramina koje sadrze fosfate i hloride [9]

uzorak  pHpet  Vieon (ML)*  Vuci (UL)°  pHéin

1 1,87 90,0 — 3,82
2 1,82 132,0 - 4,51
3 1,83 150,0 - 5,74
4 1,81 200,0 5,0 6,90
5 1,83 230,0 - 7,78
6 1,84 290,0 - 8,26
7 1,87 469,0 — 8,87
8 1,84 450,0 — 10,35

? Cnaor=0,9083 M; ° ¢1,=0,9725 M

IV.7.2 Set 3

Uzorci u setu 3 pripremljeni su odmeravanjem 0,15 M NaCl u bocice koje sadrze tac¢no
odmerene mase imipramin-hidrohlorida [9]. 1zmerena pH vrednost pripremljenih rastvora iznosila
je 5,49 — 6,40. Suspenzije imipramina u baznoj sredini pripremljene su dodavanjem standardnog
rastvora 0,9083 M NaOH (i 0,9725 M HCI gde je bilo potrebe). Detaljni podaci za pripemu
pojedina¢nih uzoraka prikazani su u Tabeli 49.

Tabela 49. Set 3 — podaci za pripemu suspenzija imipramina koje sadrze hloride [9]

uzorak | Mimnci (9) Viaci (ML)? PHpot | Vivaon (ML)° Ve (UL)® | pHfin
1 0,05055 1,000 5,49 100,0 — 7,37
2 0,05720 1,000 6,14 190,0 — 8,11
3 0,05010 1,000 6,34 174,0 3,0 8,98
4 0,05215 1,000 6,15 225,0 37,0 10,16
5 0,05010 1,000 6,40 200,0 — 11,87

20,15 M NaCl; ° cya01=0,9083 M; ¢ =0,9725 M
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IV.7.3 Set 4 (titracija od vise ka niZoj pH vrednosti)

Imipramin u obliku baze pripremljen je dodavanjem 3,000 mL 1,0621 M NaOH u bocicu koja
sadrzi 0,70665 g ImHCl) [12]. Izmerena pH suspenzije iznosila je 12,41. U Im (ulje) dodato je
200,0 pL vode HPLC cisto¢e. Bocica je muckana, zatim je suspenzija centrifugirana. Proces
ispiranja taloga ponovljen je tri puta.

Pocetna suspenzija pripremljena je dodavanjem 4,500 mL 3,00 M NaH,PO, (pH 3,75) i
3,500 mL 1,0621 M NaOH u bo¢icu koja sadrzi 0,52865 g Im (ulja). Ukupna koncentracija fosfata
u suspenziji je iznosila 1,69 M. Izmerena pH suspenzije je bila 6,13. Odmeravanjem alikvota od po
1,000 mL, pocetna suspenzija je podeljena u vise bocica. Pomoc¢u standarnog rastvora 1,0729 M
HCI podesene su pH vrednosti uzoraka. Detaljni podaci za pripremu pojedinacnih uzoraka prikazani
su u Tabeli 50.

Tabela 50. Set 4 — podaci za pripremu suspenzija
imipramina koje sadrze fosfate i hloride [12]

uzorak  pHper  Vho (MUL)*  pHsin

1 6,33 700,0 2,67
2 6,24 600,0 3,46
3 6,29 570,0 4,13
4 6,18 500,0 4,85
5 6,30 300,0 5,40
6 6,25 100,0 5,95
7 6,28 — 6,27

“Chei=1,0729 M

IV.7.4 Set 5

Odmeravanjem 3,000 mL 1,0621 M NaOH u boc¢icu koja sadrzi 0,84240 g ImHCl,),
pripremljena je imipramin baza (ulje) [12]. Izmerena pH suspenzije iznosila je 11,53. U Im (ulje)
dodato je 200,0 pL vode HPLC C¢istoc¢e. Bocica je muckana, zatim je suspenzija centrifugirana.
Proces ispiranja taloga ponovljen je tri puta.

Pocetna suspenzija imipramina pripremljena je dodatkom 9,000 mL 1,70 M NaCl (pH 5,42) u
bocicu koja sadrzi 0,63735 g Im ulja. Izmerena pH suspenzije je bila 7,93. Pocetna suspenzija je
podeljena u vise bocica odmeravanjem alikvota od 1,000 mL. Koris¢enjem standardnog rastvora
1,0729 M HCI (i 1,0621 M NaOH gde je bilo potrebe) podesene su pH vrednosti uzoraka. Detaljni
podaci za pripremu pojedninac¢nih uzoraka prikazani su u Tabeli 51.
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Tabela 51. Set 5 — podaci za pripemu suspenzija imipramina

koje sadrze hloride [12]

uzorak  pHpee Vi (UL)*  Viaon (ML)°  pHiin
1 8,00 125,0 55,0 2,62
2 7,98 120,0 10,0 2,94
3 8,07 115,0 40,0 5,30
4 8,16 135,0 7,0 6,27
5 7,91 110,0 - 7,50
6 7,96 135,0 — 7,71
7 7,93 — — 8,00

% cnei=1,0729 M; P cpaon=1,0621 M

IV.7.5 Set 6

Dodavanjem 3,000 mL 1,0621 M NaOH u bocicu koja sadrzi 0,84015 g ImHCl ), pripremljena
je imipramin baza (ulje) [12]. Izmerena pH suspenzije iznosila je 12,75. U Im (ulje) dodato je
200,0 pL vode HPLC cistoce. Bocica je muckana, zatim je suspenzija centrifugirana. Proces
ispiranja taloga ponovljen je tri puta.

Pocetna suspenzija imipramina pripremljena je dodatkom 7,000 mL 2,00 M NaH,PO, (pH
4,03) i 3,000 mL 2,00 M H3PO4 u bocicu koja sadrzi 0,69140 g Im (ulja). lzmerena pH suspenzije
je bila 2,24. Pocetna suspenzija je podeljena u vise bocica odmeravanjem alikvota od 1,000 mL.
Pomocu standardnog rastvora 1,0621 M NaOH podesene su pH vrednosti uzoraka. Detaljni podaci
za pripremu pojedinacnih uzoraka prikazi su u Tabeli 52.

Tabela 52. Set 6 — podaci za pripremu suspenzija
imipramina koje sadrze fosfate [12]

uzorak  pHpee  Viaon (UL)? PHin
1 2,27 - 2,50
2 2,32 60,0 2,63
3 2,29 200,0 2,96
4 2,28 300,0 3,66
5 2,35 350,0 4,55
6 2,31 500,0 5,37
7 2,36 800,0 5,88
8 2,36 700,0 6,16
9 246 1000,0 6,37

2 cnaor=1,0621 M
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IV.8 Priprema uzoraka za karakterizaciju ¢vrste faze u suspenzijama
Imipramina

U cilju karakterizacije ¢vrste faze u suspenzijama imipramina, pripremljeno je osam uzoraka
(set 7): uzorci OM1 — OM4 (suspenzije imipramina koje sadrze i hloride i fosfate), uzorci OMS5 i
OMG6 (suspenzije imipramina koje sadrze hloride), uzorci OM7 i OMS (suspenzije imipramina koje
sadrze fosfate). Vreme uspostavljanja ravnoteze bilo je 24 sata (6 sati meSanja + 18 sati
sedimentacije) na 25+1 °C u svim uzorcima. Faze su razdvojene centrifugiranjem.

OML1 (pH 2,67), beo talog: u bocicu je odmereno 0,19710 g Im (ulje), 1,000 mL 2,00 M
NaH,PO,4 10,700 mL 1,0729 M HCI.

OM2 (pH 6,21), beo talog: odmereno je 1,800 mL 0,15 M Na;HPO, i 0,05 mL 1,0729 M HCI
u bocicu koja sadrzi 0,23665 g ImHCI.

OM3 (pH 8,28), beo talog: u bodicu koja sadrzi 0,24775 g ImHCI, dodato je 1,300 mL 0,15 M
Na;HPO, i 0,200 mL 1,0621 M NaOH.

OM4 (pH 12,55), ulje: u bocicu je odmereno 0,25900 g ImHCI. Nakon toga, dodato je
1,000 mL 0,15 M Nay;HPO,4 i 1,000 mL 1,0621 M NaOH.

OMS5 (pH 1,40), Zuékast talog: u bocicu je odmereno 0,18580 g Im (ulje), 1,400 mL 1,70 M
NacCl, 0,800 mL 1,0729 M HCI i 0,200 mL 1,0621 M NaOH.

OMS6 (pH 12,87), ulje: u bogicu koja sadrzi 0,27410 g ImHCI, dodato je 0,700 mL 0,15 M
NaCl i 1,300 mL 1,0621 M NaOH.

OM7 (pH 1,26), beo talog: odmereno je 0,500 mL 2,00 M NaH,PO,4 i 2,900 mL 2,00 M
H3PO4u bocicu koja sadrzi 0,18065 g Im (ulje).

OMS8 (pH 5,20), beo talog: u bocicu je odmereno 0,13005 g Im (ulje), a zatim 1,500 mL
2,00 M NaH,PO,4i 0,100 mL 2,00 M H3PO,.

Priprema imipramin ulja, koje je koriS¢eno za pripremu uzoraka OM1, OMS, OM7 i
OMB8: u ependorf je odmereno 0,86385 g ImHClI i 3,000 mL 1,0621 M NaOH. Izmerena pH
vrednost suspenzije iznosila je 12,89. Suspenzija je centrifugirana. Ulje imipramina je isprano dva
puta sa po 300 pL vode HPLC ¢istoce.

IVV.9 Priprema uzoraka za odredivanje rastvorljivosti amitriptilina

Setovi 1 — 6 pripremljeni su za odredivanje rastvoljivosti amitriptilina [9, 12]. Vreme
uspostavljanja ravnoteze bilo je 24 sata (6 sati meSanja + 18 sati sedimentacije). Faze su razdvojene
centrifugiranjem.
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1V.9.1 Set 1 (titracija od niZe ka viSoj pH)

Osnovni rastvor amitriptilina napravljen je odmeravanjem 8,500 mL 0,15 M NaH,PO, (pH
4,54) 1 0,500 mL 0,9725 M HCI u bocicu koja sadrzi 0,54490 g AmHCls) (nije bilo ¢vrste faze u
sistemu) [9]. Izmerena pH vrednost suspenzije je bila 2,12. Osnovni rastvor amitriptilina je podeljen
u vise bocica odmeravanjem alikvota od po 1,000 mL. Standardni rastvor 0,9083 M NaOH kori$¢en
je za podesavanje pH u opsegu 5,89 — 11,07. Detaljni podaci za pripremu suspenzija prikazani su u
Tabeli 53. Nisu prikazani uzorci ¢ija je pH<7,66 (zato $to nije bilo ¢vrste faze u sistemu) i uzorci
¢ija je pH>8,07 (kvantifikacija nije bila moguca).

Tabela 53. Set 1 (titracija od nize ka viSoj pH) — podaci za
pripremu suspenzija amitriptilina koje sadrze fosfate i hloride [9]
uzorak  pHpee  Viaor (ML)*  pHsin
1 2,17 390,0 7,66
2 2,19 400,0 8,07
® tnaon=0,9083 M

1VV.9.2 Set 2 (titracija od vise ka niZoj pH)

Odmeravanjem 2,000 mL 0,15 M NaH,PO, (pH 4,34) i 1,300 mL 0,9083 M NaOH u bog¢icu
koja sadrzi 0,24565 g AmHCl), pripremljena je pocetna suspenzija amitriptilina [9]. 1zmerena pH
vrednost je 11,04. Suspenzija je podeljena u 3 bocice odmeravanjem alikvota od 1,100 mL. pH
Vrednost uzoraka je podeSena pomocéu standarnog rastvora 0,9725 M HCI. Detaljni podaci za
pripremu pojedina¢nih uzoraka prikazani su u Tabeli 54. Uzorak ¢ija je pH vrednost 6,83 nije dat u
tabeli zbog nedostatka ¢vrste faze u sistemu.

Tabela 54. Set 2 (titracija od vise ka nizoj pH) — podaci za
pripremu suspenzija amitriptilina koje sadrze fosfate i hloride [9]
uzorak  pHpo¢  Vug (UL)*  pHfin
1 11,12 100,0 7,10
2 10,87 — 10,44
*Cnc=0,9725 M

1V.9.3 Set 3

Suspenzije amitriptilina pripremljene su odmeravanjem 0,15 M NaCl u bocice koje sadrze
ta¢no odmerenu masu AmHCl(s) [9]. Izmerene su pH vrednosti svih suspenzija, a zatim podeSene
pomocu standardnog rastvora 0,9083 M NaOH (i 0,9725 M HCI gde je bilo potrebno). Detaljni
podaci za pripremu suspenzija amitriptilina prikazani su u Tabeli 55. Priprema uzoraka ¢ije su pH
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8,20 i 9,41 nije prikazana zato §to u ovim uzorcima nije bila moguc¢a kvantifikacija (signal ispod
granice detekcije).

Tabela 55. Set 3 — podaci za pripremu suspenzija amitriptilina koje sadrze hloride [9]

uzorak | Mamnci(9)  Viaci (ML)? PHpoe Viaor (ML) Vel (UL)® | pHin
1 0,06085 1,000 4,50 100,0 - 6,93
2 0,06130 1,000 4,69 217,0 4.0 7,46
3 0,06135 1,000 5,21 300,0 - 12,38

20,15 M NaCl; ® cnz01+=0,9083 M; ® ¢11¢=0,9725 M

1IV.9.4 Set 4

Amitriptilin baza pripremljena je odmeravanjem 3,000 mL 1,0621 M NaOH u bocicu koja
sadrzi 0,70195 g AmHCl) [12]. 1zmerena pH suspenzije je 12,60. Vodeni rastvor je uklonjen iz
bocice (uljasti talog je bio lakSi od vode, za razliku od imipramin ulja i nortriptilin ulja).
Amitriptilin baza (ulje) isprana je 3 puta sa po 200 pL vode HPLC ¢istoce. Suspenzija je svaki put
muckana i centrifugirana.

Pocetna suspenzija amitriptilina pripremljena je odmeravanjem 3,000 mL 3,00 M NaH,POy i
4,000 mL 1,0621 M NaOH u bocicu koja sadrzi 0,44385 g Am (ulje). Izmerena pH suspenzije je
bila 6,84. Suspenzija je podeljena u vise boc¢ica odmeravanjem alikvota od 1,000 mL. pH Vrednost
suspenzija podeSavana je pomocu standardnog rastvora 1,0621 M NaOH. Detaljani podaci za
pripremu suspenzija prikazani su u Tabeli 56. Nisu prikazani uzorci ¢ija je pH>7,54 (kvantifikacija
nije bila moguca, signal ispod granice detekcije).

Tabela 56. Set 4 — podaci za pripremu suspenzija
amitriptilina koje sadrze fosfate [12]
uzorak  pHpo Vnaon (UL)*  pHsin
1 6,88 - 6,90
2 6,84 300,0 7,54
* Cnaon=1,0621 M

IV.9.5 Set 5

Odmeravanjem 3,000 mL 1,0621 M NaOH u bocicu koja sadrzi 0,70800 g AmHClI),
napravljena je amitriptilin baza [12]. Amitriptilin baza isprana je vodom HPLC ¢istoce (3 puta po
200 pL). Suspenzija je svaki put muckana, a zatim centrifugirana.

Pocetna suspenzija amitriptilina (pH 5,12) pripremljena je odmeravanjam 0,49380 g
amitriptilin baze i 7,000 mL 2,00 M NaH,PO, (pH 3,73). Nakon toga, podeljena je u vise bocica i
pH vrednosti su podesene, dodavanjem rastvora 1,0621 M NaOH, u opsegu 5,14 — 7,09. Nije bilo
Cvrste faze u suspenzijama ¢ija je pH<7,09, tako da priprema ovih uzoraka nije prikazana u Tabeli
57.
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Tabela 57. Set 5 — podaci za pripremu suspenzija
amitriptilina koja sadrzi samo fosfate [12]
uzorak pHpee  Viaon (ML)*  pHsin
1 5,16 1150,0 7,09
a CNaOH:110621 M

1V.9.6 Set 6

Amitriptilin baza pripremljena je odmeravanjem 2,500 mL 1,0621 M NaOH u bocicu koja
sadrzi 0,51150 g AmHCls) [12]. 1zmerena pH suspenzije je 12,28. Amitriptilin baza (ulje) isprana je
3 puta sa po 200 pL vode HPLC cistoce. Suspenzija je svaki put muckana i centrifugirana.

Odmeravanjem 4,000 mL 0,51 M Na;HPO4 u bocicu koja sadrzi 0,31615 g Am (baze),
pripremljena je pocetna suspenzija amitriptilina (pH 10,91), koja je zatim podeljena u 4 bocice u
alikvotima od po 1,000 mL. Pomo¢u standardnog rastvora 2,00 M H3PO,4 podesene su pH vrednosti
suspenzija. Detaljni podaci za pripremu suspenzija u kojima je bilo ¢vrste faze, prikazani su u
Tabeli 58.

Tabela 58. Set 6 — podaci za pripremu suspenzija
amitriptilina koje sadrze fosfate [12]
uzorak  pHpe Vhspos (ML) PHfin
1 10,96 100,0 6,96
2 10,81 70,0 7,52

IV.10 Priprema uzoraka za Kkarakterizaciju ¢vrste faze u suspenzijama
amitriptilina

Pripremljena su cetiri uzorka amitriptilina za karakterizaciju Cvrste faze u suspenzijama
amitriptilina koje sadrze samo hloride (OM10 i OM11), kao i u suspenzijama koje sadrze i fosfate i
hloride (OM12 i OM13). U svim uzorcima, vreme uspostavljanja ravnoteze bilo je 24 sata (6 sati
mesanja i 18 sati sedimentacije), a faze su razdvojene centrifugiranjem.

OM10 (pH 7,37), ulje: u bocicu je odmereno 0,31015 g AmHCI, 0,500 mL 0,15 M NacCl,
1,000 mL 1,0621 M NaOH i 0,200 mL 1,0729 M HCI.

OML11 (pH 12,50), ulje: odmereno je 0,500 mL 0,15 M NaCl i 1,200 mL 1,0621 M NaOH u
bocicu koja sadrzi 0,32055 g AmHCL

OM12 (pH 7,24), ulje: u boticu koja sadrzi 0,30580 g AmHCI, dodato je 1,000 mL 0,15 M
Na,HPO, i 0,650 mL 1,0621 M NaOH.

OM13 (pH 11,11), ulje: u bocicu je odmereno 0,30465 g AmHCI, a zatim 1,000 mL 0,15 M
Na;HPQO,4 i 1,000 mL 1,0621 M NaOH.
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V.11 Odredivanje koncentracije HPLC-UV/VIS metodom

Koncentracija desipramina u rastvoru odredena je pomocu HPLC-UV/VIS sistema Agilent
Technologies 1260 Infinity LC System [7]. Kao stacionarne faze kori$¢ene su kolone Zorbax
Eclipse XDB-C18 50%4,6 mm, veli¢ina ¢estica 1,8 pum (setovi 1 — 4) i Hypersil Gold 50x3 mm,
veli¢ina Cestica 5 um (setovi 5 — 7), a kao mobilna 1% siréetna kiselina u vodi (A) i acetonitril (B).
Protok je bio 0,500 mL/min. Uzorci su analizirani gradientnom elucijom (Tabela 59). Injektovana
zapremina uzorka je bila 10 pL, temperatura kolone 25 °C, a talasna duzina detekcije 250 nm.

Tabela 59. Program gradijentne elucije za odredivanje
koncentracije desipramina HPLC-UV/VIS metodom [7]

t (min) A (%) B (%)
0,00 70 30
5,00 0 100
6,00 0 100
7,00 70 30

Koncentracija nortriptilina u rastvoru odredena je na isti na¢in kao i koncentracija desipramina
[10, 11, 13]. Kao stacionarana faza korS¢ena je samo Hypersil Gold 50x3 mm, veli¢ina Cestica 5
pum. Injektovana zapremina uzorka bila je 2 pL.

Koncentracija imipramina (setovi 1 — 3) i amitriptilina (setovi 1 — 3) u rastvoru odredena je pod
istim uslovima kao koncentracija desipramina, osim $to je kao stacionarna faza koris¢ena samo
Hypersil Gold 50%3 mm, veli¢ina ¢estica 5 um [9]. Talasna duZzina detekcije imipramina bila je 252
nm.

Koncentracija imipramina (setovi 4 — 6) i amitriptilina (setovi 4 — 6) u rastvoru odredena je
pomoéu HPLC-UV/VIS sistema Agilent Technologies 1260 Infinity LC System [12]. Kao
stacionarna faza kori§¢ena je Purospher® STAR RP-18 endapped column, veli¢ina estica 3 um, a
kao mobilna 1% sir¢etna kiselina u vodi (A) i acetonitril (B). Protok je bio 1,000 mL/min. Uzorci su
analizirani gradientnom elucijom (Tabela 60). Injektovana zapremina uzorka je bila 5 pL,
temperatura kolone 25 °C, a talasna duzina detekcije 250 nm (amitriptilin) i 252 nm (imipramin).

Tabela 60. Program gradijentne elucije za odredivanje koncentracije
imipramina i amitriptilina HPLC-UV/VIS metodom [12]

t (min) A (%) B (%)
0,00 70 30
3,00 0 100
3,50 0 100
4,00 70 30
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V.12 Odredivanje kriti¢ne micelarne koncentracije

Sva konduktometrijska merenja izvedena su na konduktometru Conductivity Pocket Meter
Cond 330i (WTW, Germany) opremljenom standardnom konduktometrijskom ¢éelijom TetraCon
325 (WTW, Germany) [12]. Konduktometrijska ¢elija (K — konstanta konduktomtrijske ¢elije) je
kalibrisana N.I.S.T. standardnim rastvorom za kalibraciju, ¢ija je specifi¢na provodljivost 1413
pS/cm na 25,0+0,1 °C.

Konduktometrijske titracije su izvedene dodavanjem ta¢no odmerene mase imipramin-
hidrohlorida ili amitriptilin-hidrohlorida u 8,000 mL rastvora NaCl ili NaH,PO,. Posle svakog
dodatka izmerena je specifi¢na provodljivost rastvora na 25,0+0,1 °C. Detaljan opis eksperimenata
prikazan je u Tabelama 61 — 68.
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Tabela 61. Odredivanje KMK ImHCI u 0,01 M NaH,PO, (767 puS/cm; pH 4,87) na
25,0£0,1 °C. K=0,480 cm™. Vyastv0ra=8,000 mML. PHua poceti=4,81; PHna kraju=4,60 [12]

Mim (9) Mim (9) Cim K
dodata ukupna (mM)  (mS/cm)

0,00745 0,00745 2,939 1,018
0,00735 0,01480 5,838 1,283
0,00730 0,02210 8,718 1,524
0,00725 0,02935 11,578 1,765
0,00835 0,03770 14,872 2,02
0,00745 0,04515 17,811 2,28
0,00765 0,05280 20,829 2,53
0,00745 0,06025 23,768 2,92
0,00740 0,06765 26,687 3,14
0,00725 0,07490 29,547 3,37
0,00775 0,08265 32,604 3,63
0,00735 0,09000 35,504 3,85
0,00735 0,09735 38,403 4,08
0,00730 0,10465 41,283 4,31
0,00745 0,11210 44,222 4,53
0,00735 0,11945 47,121 4,73
0,00745 0,12690 50,060 4,95
0,00760 0,13450 53,058 5,17
0,00740 0,14190 55,977 5,34
0,00740 0,14930 58,896 5,53
0,00740 0,15670 61,816 571
0,00750 0,16420 64,774 5,88
0,00710 0,17130 67,575 6,07
0,00755 0,17885 70,553 6,22
0,00730 0,18615 73,433 6,37
0,00745 0,19360 76,372 6,55
0,00760 0,20120 79,370 6,71
0,00740 0,20860 82,289 6,89
0,00750 0,21610 85,248 7,04
0,00765 0,22375 88,266 7,20
0,00730 0,23105 91,145 7,35
0,00740 0,23845 94,065 7,53
0,00760 0,24605 97,063 7,68
0,00765 0,25370 100,080 7,85
0,00765 0,26135 103,098 8,02
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Tabela 62. Odredivanje KMK ImHCI u 0,10 M NaH,PO, (6,35 mS/cm; pH 4,38) na
25,0+0,1 °C. K=0,479 cm™. Viastvora=8,000 ML. pHya poceti=4,45; PHna kreju=4,33 [12]

Mim (9) Mim (9) Cim k
dodata ukupna (mM) (mS/cm)
0,00470 0,00470 1,854 6,47
0,00585 0,01055 4,162 6,67
0,00485 0,01540 6,075 6,82
0,00575 0,02115 8,343 6,98
0,00580 0,02695 10,631 7,14
0,00595 0,03290 12,979 7,32
0,00555 0,03845 15,168 7,48
0,00545 0,04390 17,318 7,65
0,00470 0,04860 19,172 7,79
0,00500 0,05360 21,144 7,95
0,00570 0,05930 23,393 8,11
0,00550 0,06480 25,563 8,27
0,00575 0,07055 27,831 8,43
0,00460 0,07515 29,645 8,57
0,00585 0,08100 31,953 8,76
0,00485 0,08585 33,866 8,88
0,00545 0,09130 36,016 9,04
0,00470 0,09600 37,870 9,16
0,00525 0,10125 39,941 9,32
0,00575 0,10700 42,210 9,46
0,00530 0,11230 44,301 9,61
0,00585 0,11815 46,608 9,76
0,00430 0,12245 48,305 9,87
0,00515 0,12760 50,336 10,01
0,00495 0,13255 52,289 10,12
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Tabela 63. Odredivanje KMK ImHCI u 0,01 M NaCl (1201 pS/cm; pH 6,58) na 25,0+0,1 °C.
K=0,478 Cm-l. VrasWora=8,000 mL.pHna poéetku=5a98; pHna kraju=5,17 [12]

Mim (9) Mim (9) Cim K
dodata ukupna (mM)  (mS/cm)

0,00765 0,00765 3,018 1,457
0,00760 0,01525 6,016 1,709
0,00745 0,02270 8,955 1,957
0,00725 0,02995 11,815 2,19
0,00745 0,03740 14,754 2,45
0,00710 0,04450 17,555 2,69
0,00760 0,05210 20,553 2,92
0,00730 0,05940 23,432 3,18
0,00745 0,06685 26,371 3,42
0,00740 0,07425 29,290 3,64
0,00750 0,08175 32,249 3,90
0,00735 0,08910 35,148 4,12
0,00715 0,09625 37,969 4,36
0,00760 0,10385 40,967 4,62
0,00750 0,11135 43,926 4,82
0,00760 0,11895 46,924 5,02
0,00745 0,12640 49,863 5,23
0,00720 0,13360 52,703 541
0,00745 0,14105 55,642 5,60
0,00720 0,14825 58,482 5,79
0,00725 0,15550 61,342 5,95
0,00750 0,16300 64,301 6,14
0,00745 0,17045 67,240 6,30
0,00725 0,17770 70,100 6,46
0,00740 0,18510 73,019 6,60
0,00735 0,19245 75,918 6,78
0,00715 0,19960 78,739 6,94
0,00735 0,20695 81,638 7,08
0,00740 0,21435 84,558 7,27
0,00750 0,22185 87,516 7,40
0,00720 0,22905 90,356 7,56
0,00710 0,23615 93,157 7,74
0,00730 0,24345 96,037 7,89
0,00745 0,25090 98,976 8,04
0,00730 0,25820 101,856 8,21
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Tabela 64. Odredivanje KMK ImHCI u 0,15 M NaCl (15,69 mS/cm; pH 6,17) na
25,0+0,1 °C. K=0,482 cm™. Viastvora=8,000 ML. PHya pocetin=5,92; PHna kreju=5,17 [12]

Mim (9) Mim (9) Cim K
dodata ukupna (mM)  (mS/cm)

0,00750 0,00750 2,959 15,81
0,00760 0,01510 5,957 16,06
0,00740 0,02250 8,876 16,26
0,00755 0,03005 11,854 16,45
0,00730 0,03735 14,734 16,66
0,00735 0,04470 17,633 16,88
0,00750 0,05220 20,592 17,07
0,00745 0,05965 23,531 17,23
0,00770 0,06735 26,568 17,46
0,00705 0,07440 29,350 17,62
0,00715 0,08155 32,170 17,77
0,00735 0,08890 35,070 17,89
0,00815 0,09705 38,285 18,13
0,00750 0,10455 41,243 18,25
0,00720 0,11175 44,084 18,41
0,00760 0,11935 47,082 18,51
0,00725 0,12660 49,942 18,65
0,00765 0,13425 52,959 18,80
0,00780 0,14205 56,036 18,96
0,00735 0,14940 58,936 19,13
0,00710 0,15650 61,737 19,29
0,00745 0,16395 64,676 19,44
0,00755 0,17150 67,654 19,56
0,00740 0,17890 70,573 19,71
0,00780 0,18670 73,650 19,86
0,00770 0,19440 76,688 20,0
0,00775 0,20215 79,745 20,2
0,00765 0,20980 82,763 20,3
0,00740 0,21720 85,682 20,5
0,00715 0,22435 88,502 20,6
0,00775 0,23210 91,560 20,7
0,00715 0,23925 94,380 20,9
0,00725 0,24650 97,240 21,0
0,00750 0,25400 100,199 21,2
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Tabela 65. Odredivanje KMK AmHCI u 0,01 M NaH,PO, (757 pS/cm; pH 4,80) na
25,0£0,1 °C. K=0,479 cm™. Vyastv0ra=8,000 mML. pHua pocetii=484; PHna kraju=4,57 [12]

Mam (9) Mam (9) Cam K
dodata ukupna (mM) (mS/cm)
0,00495 0,00495 1,971 0,93
0,00525 0,01020 4,062 1,11
0,00465 0,01485 5,914 1,26
0,00485 0,01970 7,846 1,44
0,00500 0,02470 9,837 1,61
0,00520 0,02990 11,908 1,78
0,00465 0,03455 13,760 1,96
0,00470 0,03925 15,632 2,12
0,00470 0,04395 17,504 2,27
0,00545 0,04940 19,674 2,48
0,00490 0,05430 21,626 2,65
0,00530 0,05960 23,737 2,82
0,00505 0,06465 25,748 3,01
0,00490 0,06955 27,699 3,16
0,00480 0,07435 29,611 3,32
0,00545 0,07980 31,782 3,51
0,00450 0,08430 33,574 3,65
0,00555 0,08985 35,784 3,81
0,00510 0,09495 37,815 3,98
0,00550 0,10045 40,006 4,14
0,00525 0,10570 42,097 4,28
0,00515 0,11085 44,148 4,43
0,00570 0,11655 46,418 4,60
0,00510 0,12165 48,449 4,72
0,00450 0,12615 50,241 4,84
0,00495 0,13110 52,213 4,96
0,00505 0,13615 54,224 5,09
0,00525 0,14140 56,315 5,22
0,00535 0,14675 58,446 5,35
0,00540 0,15215 60,596 5,46
0,00540 0,15755 62,747 5,62
0,00570 0,16325 65,017 5,74
0,00540 0,16865 67,168 5,86
0,00555 0,17420 69,378 6,01
0,00510 0,17930 71,409 6,11
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Tabela 66. Odredivanje KMK AmHCI u 0,15 M NaH,PQO4 (9,22 mS/cm; pH 4,37) na
25,0+0,1 °C. K=0,481 cm™. Viastvora=8,000 ML. pHya poceti=4,35; PHna kreju=4,29 [12]

Mam (9) Mam (9) Cam K
dodata ukupna (mM)  (mS/cm)
0,00325 0,00325 1,294 9,28
0,00415 0,00740 2,947 9,43
0,00435 0,01175 4,680 9,56
0,00335 0,01510 6,014 9,66
0,00445 0,01955 7,786 9,80
0,00465 0,02420 9,638 9,94
0,00470 0,02890 11,510 10,08
0,00460 0,03350 13,342 10,21
0,00470 0,03820 15,214 10,36
0,00465 0,04285 17,066 10,49
0,00360 0,04645 18,499 10,61
0,00460 0,05105 20,332 10,75
0,00365 0,05470 21,785 10,87
0,00370 0,05840 23,259 10,98
0,00320 0,06160 24,533 11,08
0,00375 0,06535 26,027 11,21
0,00365 0,06900 27,480 11,34
0,00405 0,07305 29,093 11,44
0,00410 0,07715 30,726 11,56
0,00460 0,08175 32,558 11,64
0,00460 0,08635 34,390 11,79
0,00390 0,09025 35944 11,91
0,00330 0,09355 37,258 12,01
0,00415 0,09770 38,911 12,12
0,00480 0,10250 40,822 12,25
0,00350 0,10600 42,216 12,34
0,00385 0,10985 43,750 12,45
0,00355 0,11340 45,163 12,56
0,00470 0,11810 47,035 12,68
0,00350 0,12160 48,429 12,76
0,00425 0,12585 50,122 12,88
0,00450 0,13035 51,914 12,99
0,00450 0,13485 53,706 13,09
0,00385 0,13870 55,240 13,19
0,00345 0,14215 56,614 13,28
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Tabela 67. Odredivanje KMK AmHCI u 0,01 M NaCl (1091 pS/cm; pH 6,70) na
25,0+0,1 °C. K=0,440 cm™. Viastvora=8,000 ML. pHya poceti=6,13; PHna kreju=5,52 [12]

Mam (9) Mam (9) Cam k
dodata ukupna (mM)  (mS/cm)
0,00660 0,00660 2,629 1,30
0,00545 0,01205 4,799 1,48
0,00540 0,01745 6,950 1,66
0,00580 0,02325 9,260 1,84
0,00570 0,02895 11,530 2,04
0,00615 0,03510 13,979 2,23
0,00590 0,04100 16,329 2,41
0,00605 0,04705 18,738 2,63
0,00575 0,05280 21,028 2,80
0,00550 0,05830 23,219 2,96
0,00540 0,06370 25,370 3,14
0,00615 0,06985 27,819 3,31
0,00500 0,07485 29,810 3,46
0,00580 0,08065 32,120 3,68
0,00560 0,08625 34,351 3,83
0,00600 0,09225 36,740 3,98
0,00620 0,09845 39,209 4,14
0,00515 0,10360 41,260 4,29
0,00525 0,10885 43,351 4,41
0,00540 0,11425 45,502 4,55
0,00505 0,11930 47,513 4,65
0,00555 0,12485 49,724 4,76
0,00500 0,12985 51,715 4,91
0,00505 0,13490 53,726 5,01
0,00585 0,14075 56,056 5,15
0,00555 0,14630 58,266 5,30
0,00570 0,15200 60,537 5,41
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Tabela 68. Odredivanje KMK AmHCI u 0,15 M NaCl (15,57 mS/cm; pH 5,56) na 25,0+0,1 °C.
K=0,480 Cm-l- Viastvora=8,000 mL. pHy, poéetku:5;61; PHha kraju:4a50 [12]

Mam (9) Mam (9) Cam k
dodata ukupna (mM)  (mS/cm)
0,00545 0,00545 2,171 15,69
0,00500 0,01045 4,162 15,88
0,00525 0,01570 6,253 16,03
0,00555 0,02125 8,463 16,18
0,00575 0,02700 10,753 16,41
0,00515 0,03215 12,804 16,60
0,00470 0,03685 14,676 16,74
0,00560 0,04245 16,906 16,93
0,00495 0,04740 18,878 17,06
0,00510 0,05250 20,909 17,20
0,00505 0,05755 22,920 17,42
0,00520 0,06275 24,991 17,57
0,00505 0,06780 27,002 17,63
0,00535 0,07315 29,133 17,83
0,00460 0,07775 30,965 17,94
0,00560 0,08335 33,196 18,06
0,00450 0,08785 34,988 18,19
0,00535 0,09320 37,118 18,31
0,00520 0,09840 39,189 18,43
0,00520 0,10360 41,260 18,64
0,00485 0,10845 43,192 18,75
0,00535 0,11380 45,323 18,87
0,00545 0,11925 47,493 19,08
0,00510 0,12435 49,524 19,18
0,00455 0,12890 51,337 19,30
0,00550 0,13440 53,527 19,49
0,00545 0,13985 55,698 19,65
0,00485 0,14470 57,629 19,72
0,00560 0,15030 59,859 19,94
0,00500 0,15530 61,851 20,0
0,00450 0,15980 63,643 20,2
0,00565 0,16545 65,893 20,3
0,00460 0,17005 67,725 20,4

1V.13 Elementalna analiza

Elementalni sastav uzoraka odreden je metodom sagorevanja (combustion analysis) pomocu
instrumenta Vario EL Il C,H,N,S/O Elemental Analyzer (Elementar Analysensysteme GmbH,

Hanau-Germany) [7 — 11, 13].
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IVV.14 Termogravimetrijska analiza

Termogravimetrijski analizator TGA Q50 thermogravimetric analyzer (TA instruments, DE,
USA) koriséen je za termogravimetrijsku analizu [7, 13]. Cvrsta faza, dobijena iz suspenzija
desipramina (4 — 6 mg) i nortriptilina, zagrevana je u atmosferi azota brzinom zagrevanja 10 °C/min
u opsegu 25 — 300/400 °C. Analiza uzoraka imipramina (5,54 — 12,00 mg) i amitriptilina (6,29 —
11,86 mg) uradena je na isti nacin.

Ekvilibracija uzoraka ¢vrste faze dobijene iz suspenzija desipramina (OM13 i OM23), na 25 °C
i relativnoj vlaznosti vazduha 50% RH je pra¢ena pomoc¢u instrumenta VTI SA dynamic vapor
sorption instrument (TA Instruments, Wilmington, DE) [7].

V.15 Diferencijalna skenirajuéa kalorimetrija

DSC termogrami snimljeni su pomocéu Q200 diferencijalnog skenirajuc¢eg kalorimetra (TA
instruments, DE, USA), za koji je karakteristican heat flux dizajn [7, 13]. Podaci su analizirani
pomocu Universal Analysis software verzija 2000 (TA instruments).

U Tzero tas za uzorak sa rupicom za uklanjanje isparljivih supstanci odmereno je 5 — 10 mg
uzoraka desipramina, koji su prvo ekvilibrisani na 5 °C tokom 5 min, a zatim zagrevani do 225 °C,
brzinim zagrevanja 10 °C/min [7]. Prilikom primene ciklusa zagrevanje — hladenje — zagrevanje,
uzorci desipramina pripremljeni su na slican nacin. Zagrevanje, hladenje i ponovno zagrevanje
sprovedeno je brzinama 10, 30 i 3 °C/min, redom. Kako bi se olakSala moguca rekristalizacija
materijala, ponovno zagrevanje izvedeno je manjom brzinom.

Uzorci nortriptilina (5 — 10 mg) u Tzero tasu sa rupicom zagrevani su do temperature 250 °C
brzinom zagrevanja 5 °C/min sa amplitudom modulacije (oscilacije) £1,0 °C i periodom modulacije
od 1 min (modulated DSC) [13]. Na isti nacin, analizirani su uzorci imipramina (8,6 — 9,8 mg) i
amitriptilina (8,2 — 10,1 mg).

V.16 Difrakcija X-zraka praha

Difraktometar Shimadzu 6000 (Kyoto, Japan) koris¢en je za sminanje PXRD difraktograma
uzoraka desipramina i nortriptilina na sobnoj temperaturi pomocu izvora monohromatskog zracenja
Cu Ko (40 kV i 30 mA) i brzine skeniranja 2 °/min u 26 opsegu 10 — 60°. Cvrsta faza naneta je kao
tanak sloj unutar staklenog drzaca uzorka [7, 13]. PXRD difraktogrami uzoraka imipramina
snimljeni su na isti nacin.
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V.17 Pracenje degradacije u suspenzijama imipramina i amitriptilina
IV.17.1 Pracenje degradacije imipramina i amitriptilina pomo¢u UV/VIS spektrofotometrije

Apsopcioni spektri snimljeni su na spektrofotometru GBC Cintra 6 (GBC Dandenong,
Australia) u kvarcnoj kiveti Sirine 1 cm i zapremine 0,600 mL. Brzina skeniranja bila je 1000
nm/min a $irina slita na monohromatoru 1,5 nm.

Suspenzija imipramina koja sadrzZi hloride i fosfate pH 10,57

Suspenzija imipramina pripremljena je odmeravanjem 0,900 mL 0,15 M NaH,PO, (pH 4,37) i
0,350 mL 0,9274 M NaOH u bocicu koja sadrzi 0,05280 g ImHCl). Izmerena pH vrednost
suspenzije iznosila je 10,54. U toku 6 sati meSanja, uzimani su alikvoti za snimanje apsorpcionih
spektara. Da ne bi doslo do promene ,,koncentracije* suspenzije, alikvot rastvora je nakon snimanja
spektra vracen u suspenziju. Posle 4 sata meSanja alikvoti nisu vra¢ani u suspenziju, zbog
neophodnog razblazivanja. Pre uzimanja svakog alikvota suspenzija je bila centrifugirana, kako bi
se dobio bistar rastvor potreban za uspe$no snimanje apsorpcionih spektara. Posle 18 sati
sedimentacije, pH vrednost suspenzije je bila 10,57.

Suspenzija amitriptilina koja sadrzi hloride i fosfate pH 10,98

Dodavanjem 0,900 mL 0,15 M NaH,PO, (pH 4,37) i 0,400 mL 0,9274 M NaOH u bo¢icu koja
sadrzi 0,05760 g AmHCl), napravljenja je suspenzija amitriptilina pocetne pH vrednosti 11,01.
Vreme mesanja suspenzije je bilo 6 sati, a vreme sedimentacije 18 sati. Alikvoti za snimanje
apsorpcionih spektara uzimani su na isti nacin kao prilikom prac¢enja degradacije imipramina.

IV.17.2. Praéenje degradacije imipramina u rastvoru pomoéu HPLC-UV/VIS metode

Odmeravanjem 1160,0 pL 0,15 M rastvora NaH,PO, razli¢itih pH vrednosti (koje su podesene
upotrebom 0,9083 M NaOH i 0,9725 M HCI) u bogice koje sadrze 40,0 pL 1,58x10 M rastvora
imipramin-hidrohlorida, pripremljeni su rastvori imipramin-hidrohlorida iste koncentracije
(5,26x10° M) a razligitih pH vrednosti (8,45; 9,32; 10,04 i 10,97).

Rastvori imipramin-hidrohlorida u 0,15 M NaCl iste koncentracije (5,26x10° M) a razli¢itih
pH vrednosti (8,49; 9,15; 10,16 i 11,20) pripremljeni su odmeravanjem 40,0 pL 1,58x10° M
rastvora imipramin-hidrohlorida i razli¢itih zapremina rastvora 0,15 M NaCl, 0,9083 M NaOH i
0,9725 M HCI.
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IVV.17.3 Pracenje degradacije amitriptilina u suspenziji pomoéu HPLC-UV/VIS metode

Eksperiment 1

Odmeravanjem 1,200 mL 0,15 M Na;HPO4 (pH 9,14) i 0,800 mL 1,0621 M NaOH u bocicu
koja sadrzi 0,13255 g AmHCls), pripemljena je suspenzija amitriptilina koja sadrzi hloride 1 fosfate
pocetne pH vrednosti 12,50. Alikvoti zasi¢enog rastvora uzeti su posle 3 i posle 19 dana mesSanja
suspenzije (pH 12,42 — 12,50). Zatim suspenzija je centrifugirana, kako bi se razdvojile faze. Talog
je rastvoren dodavanjem 1,000 mL 1,0729 M HCI. Snimljeni su hromatogrami na talasnoj duZzini
detekcije 250 nm i 3D hromatogrami uzetih alikvota i rastvorenog taloga.

Eksperiment 2

Suspenzija amitriptilina koja sadrzi fosfate i hloride pripremljena je odmeravanjem sledecih
reagenasa: 0,13280 g AmHCl), 1,200 mL 0,15 M Na;HPO,4 (pH 9,15) i 0,800 mL 1,0621 M
NaOH. Pocetna pH vrednost suspenzije bila je 12,49. Suspenzija je meSana 6 sati, nakon toga
usledila je faza sedimentacije. Posle 1/2/3/7 dana uzeti su alikvoti (100,0 pL) zasi¢enog rastvora
amitriptilina i analizirani pomo¢u HPLC-UV/VIS metode. Osim hromatograma na talasnoj duzini
detekcije 250 nm, snimljeni su i 3D hromatogrami. Pre uzimanja alikvota, izmerene su pH vrednosti
suspenzije (pH 12,16 — 12,67) i suspenzija je centrifugirana kako bi se dobio bistar rastvor potreban
za snimanje hromatograma. Posle 7 dana, u suspenziju je dodato 0,600 mL 1,0729 M HCI, kako bi
se talog rastvorio (pH 6,66). Snimljen je hromatogram na talasnoj duzini detekcije 250 nm i 3D
hromatogram ovako pripremljenog uzorka.
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V ZAKLJUCAK

Tricikli¢ni antidepresivi (TCA) su slabo rastvorljiva, jonizujuca i povrsinski aktivna jedinjenja,
koja imaju Siroku primenu u terapiji depresije [3, 51]. U literaturi postoje podaci o rastvorljivosti
TCA, ali u objavljenim studijama nije analizirana ¢vrsta faza, niti je dat detaljni prikaz ravnoteza u
suspenzijama TCA [4, 19, 39, 52, 53]. Kako bi se dobila kompletna slika o ravnotezama u
heterogenim sistemima TCA potrebna je analiza i te¢ne i ¢vrste faze. Osim toga, potrebno je voditi
ratuna o faktorima koji utiCu na rastvorljivost (pH, temperatura, jonska sila, rastvara¢, vreme
mesanja, vreme sedimentacije, na¢in razdvajanja faza, sastav i struktura ¢vrste faze) [1 — 3, 5, 14,
30, 32].

U ovoj doktorskoj disertaciji proucavane su ravnoteze u heterogenim sistemima odabranih
tricikli¢nih antidepresiva (desipramin, nortriptilin, imipramin i amitriptilin) koji sadrze hloride 1
fosfate, samo hloride ili samo fosfate. Rastvorljivost na 251 ° C odredena je pH-Ramp shake—
flask metodom, razvijenom tokom izrade ove doktorske disertacije. Koncentracije jedinjenja u
tecnoj fazi odredene su HPLC-UV/VIS metodom, dok je ¢vrsta faza analizirana primenom
elementalne analize, termogravimetrije, diferencijalne skenirajué¢e kalorimetrije i/ili difrakcije X-
zraka praha. Rezultati su analizirani pomocu programa pDISOL-X™, 3to je omoguéilo
izracunavanje odgovarajucih koncentracionih konstanti ravnoteza (1=0,15 M, 25 % C): sopstvenih
rastvorljivosti (So), proizvoda rastvorljivosti (Ks), konstanti gradenja kompleksa (K) i konstanti
agregacije (K,) (Tabela 69). Kriticne micelarne koncentracije odredene su primenom
konduktometrijskih titracija (Tabela 70). Degradacija imipramina i amitriptilina u baznoj sredini
proucavana je koris¢enjem UV/VIS spektrofotometrije i HPLC-UV/VIS metode.

Rastvorljivost desipramina u suspenzijama koje sadrze fosfate i hloride veca je od ocekivane na
pH<4 i pH>pHmax (PHmax=9,5 u setovima 1 i 2 (titracije iz bazne ka kiseloj sredini); pHmax=9,3 U
setu 3 (titracije iz kisele ka baznoj sredini)) zbog nastajanja kompleksa izmedu desipramina i
komponenata fosfatnog pufera: (DsH),H,PO;" i Ds(DsH)HPO4 [7]. U é&vrstoj fazi dolazi do
formiranja desipramin-hidrohlorida na pH<4, desipramin-hidrogenfosfata u pH opsegu 4 — 9 i
desipramin baze na pH>9. Vreme uspostavljanja ravnoteze od 24 sata (6 sati meSanja + 18 sati
sedimentacije) bilo je dovoljno za talozenje 2:1 fosfatne soli desipramina i desipramin baze u
hidratisanim kristalnim oblicima. Metodama za karakterizaciju ¢vrstog stanja pokazano je da, nakon
dehidratacije, 2:1 fosfatna so i desipramin baza prelaze u amorfni oblik, §to ukazuje na veliki znacaj
molekula vode u stabilizaciji kristalne strukture ovih jedinjenja. Sa druge strane, desipramin-
dihidrogenfosfat ima kristalnu strukturu bez obzira na sadrzaj vode.

Nortriptilin pokazuje tendenciju ka gradenju kompleksa sa komponentama fosfatnog pufera u
baznim suspenzijama koje sadrze hloride i fosfate (Nor(NorH)HPO,) i u vrlo kiselim suspenzijama
koje sadrze fosfate ((NorH)HsPO,"), $to povecava rastvorljivost [13]. Za razliku od suspenzija
desipramina, pokazano je da smer titracije (iz kisele ka baznoj ili iz bazne ka kiseloj) ima veliki
uticaj na rastvorljivost nortriptilina 1 na izgled profila rastvorljivosti. Ukoliko je totalna
koncentracija fosfata dovoljna, u ¢vrstoj fazi dolazi do transformacije nortriptilin-hidrohlorida u
nortriptilin-hidrogenfosfat, a na visim pH vrednostima do prelaza nortriptilin-hidrogenfosfata u
nortriptilin bazu. Odnos totalnih koncentracija hlorida i1 fosfata odreduje na kojim ¢e se pH
vrednostima deSavati transformacije u ¢vrstoj fazi (pHmax), @ smer titracije Sirinu pH opsega u kome
se prelazi deSavaju (pHmax — PHmin). Pokazano je da nortiptilin baza prelazi iz delimi¢no
kristalnog/amorfnog u kristalni oblik tek nakon 72 sata meSanja + 18 sati sedimentacije i da sadrzaj
vode ne odreduje stepen kristalnosti nortriptilin baze — anhidrovana nortriptiln baza takode ima
kristalni karakter.
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Tabela 69. Ravnotezne konstante (25 ° C, 1=0,15 M)* u heterogenim sistemima tricikli¢nih
antidepresiva (B) izradunate pomo¢u programa pDISOL-X ™

Uzsggik PSo PR PRy pKt logKan  log Kz log Ku  log K,
1,2 3,85 - — 7.38%0,01 -  458+010 - -
oMm21 - - 2,55 7,38 = - - -
% 3 3,85 - ~  7.06+0,03 -  480+0,10 - -
% OoM23 = - 2,55 7,27 - - _ _
S - 2,19 2,55 706 396002 - - -
5  3,85+0,04  2,19+0,03 - - - - - -
1-4  424%¥003  252+0,03 - 6,50+003 - 520007 - -
5 424+0,08  2,80+0,03 - - ~  514+041 - -
;—E 6  423+009  2,83+0,04 - 7224006 - 507054 - -
§ 7 424+006  2,84+0,04 - 6,67+007 -  511+031 - -
2 8,9 423:002  2,72+0,01 - - - _ _ _
10,11 - = 2,95+0,01 6,64+001  — —  0,69+0,08 -
1,2 4,28+0,02 - - 6,71+0,02 - - — 2,15+0,09
c 3 428+0,01 - - - = = ~ 367+0,01
% 4 4,43+0,02 = 3,53+0,01 7,70+0,02 - - - -
E 5  4,43+0,02  2,33+0,02 - - - - - -
6  4,43+0,01 - 3,69+0,02 7,70+0,03 - - - -
< 4 535+0,01 - - - - - — 11,37%0,01
g 5 5,22 - - - _ _ _ _
% 6  524+0,05 - - - - - - -

*Ky " — proizvod rastvorljivosti (BH)H,PO,, Kg,”" — proizvod rastvorljivosti (BH),HPO,, K, — konstanta gradenja
kompleksa (BH),H,PO,’, K5y, — konstanta gradenja kompleksa B(BH)HPO,', Ky4; — konstanta gradenja kompleksa
(BH)H3PQO4, K, — konstanta agregacije (imipramin n=3, amitriptilin n=5).

® U model su ukljuéeni uzorci OM14, OM15, OM24 i OM25. ¢ U model je ukljuden uzorak OM22.

4 Podvucene vrednosti predstavljaju izratunate konstante, dok su ostale vrednosti fiksne konstante preuzete iz drugih
setova.

Tabela 70. Kriticne micelarne koncentracije (mM) u rastvorima imipramin-hidrohlorida i
amitriptilin-hidrohlorida koji sadrze hloride i/ili fosfate na 25,0+0,1 °C [12]

TCA 0,01 M NaH,PO, 0,10/0,15 M NaH,PO,* 0,01 M NaCl 0,15 M NacCl
imipramin 48,34+1,82 35,46+8,69 49,27+1,06 26,21+2,28
amitriptilin 39,67+1,36 35,04+3,33 34,85+2 37 20,23+6,90

40,10 M NaH,PO, u slu¢aju imipramina, a 0,15 M NaH,PO, u slu¢aju amitriptilina.
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U heterogenim sistemima imipramina koji sadrze hloride i fosfate dolazi do samoagregacije
imipramina na pH<4 (trimeri prema pDISOL—X™ analizi) [9], dok na pH>10 dolazi do delimi¢ne
degradacije imipramina (1,60% na pH 12,55). Nastajanje katjonskih ili anjonskih kompleksa sa
komponentama fosfatnog pufera nije primeceno. U suspenzijama imipramina koje sadrze hloride
dolazi do veéeg stepena i samoagregacije (pH<7) i degradacije (pH>8,5; 12,24% na pH 12,87) u
odnosu na suspenzije koje sadrze hloride i fosfate. Rezultati su pokazali da se stepen agregacije
moze smanjiti ukoliko se u eksperimentima koristi imipramin baza, umesto imipramin-hidrohlorida
i veliki visak hlorida ili fosfata (I 1,42 — 1,64 M) [12]. U zavisnosti od totalnih koncentracija
hlorida i fosfata, primeéeno je talozenje hidrohloridnih ili fosfatnih soli imipramina [9, 12].
Imipramin baza izdvaja se u baznoj sredini u anhidrovanom amorfnom obliku i 24 sata nije
dovoljno da se baza prevede u kristalni oblik. Kao i u slucaju desipramina i nortriptilina, pHpmax
vrednosti na kojima se deSavaju transformacije u ¢vrstoj fazi variraju u zavisnosti od sastava
suspenzije.

.....

Heterogeni sistemi amitriptilina sli¢niji su heterogenim sistemima imipramina nego
heterogenim sistemima desipramina i nortriptilina. Nastajanje kompleksa sa komponentama
fosfatnog pufera nije primeceno u heterogenim sistemima amitriptilina [9]. Medutim, dolazi do
velikog povecanja rastvorljivosti u kiseloj sredini kao posledica velikog stepena samoagregacije
amitriptilina u rastvoru. Sklonost amitriptilina ka samoagregaciji je toliko velika, da koriS¢enje
amitriptilin baze, umesto amitriptilin-hidrohlorida i povecanje koncentracije fosfata (I 1,42 — 2,79
M) nije dovelo do nastajanja zasi¢enih rastvora amitriptilina u kiseloj sredini [12]. Nemogu¢nost
pripreme zasiCenih rastvora u kiseloj sredini i degradacija u baznoj sredini onemogucile su
konstrukciju profila rastvorljivosti amitriptilina. Stepen degradacije amitriptilina na pH>12 posle 24
sata iznosi 9%. Produzeno vreme mesSanja (19 dana) i produzeno vreme sedimentacije (7 dana) nije
drasti¢no promenilo stepen degradacije amitiptilina na pH>12 (11,2% i 7%, redom). Pokazano je da
se amitriptilin baza izdvaja u amorfnom ili delimi¢no amorfnom/kristalnom obliku tokom
uspostavljanaja ravnoteze od 24 sata i da stepen hidratacije nema uticaja na kristalnu strukturu baze.

Na osnovu prikazanih rezultata uocljiva je sli¢nost u hemijskom ponaSanju izmedu desipramina
1 nortriptilina, kao i slicnost izmedu imipramina i amitriptilina, §to se moze objasniti strukturom
ovih jedinjenja (Slika 1). Desipramin i nortriptilin sadrze sekundarnu amino grupu na kraju
ugljovodoni¢nog niza, dok imipramin i amitriptilin sadrZe tercijarnu amino grupu. Pored toga,
desipramin i imipramin pripadaju klasi dibenzazepina, dok nortriptilin i amitriptilin pripadaju klasi
dibenzocikloheptadiena. Prisustvo sekundarne ili tercijarne amino grupe u vecoj meri doprinosi
ponasanju ovih jedinjenja u ispitivanim sistemima od strukture tricikli¢énog sistema.

Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji pokazuju da pH-Ramp shake—flask metoda ima
veliki kapacitet u proucavanju zavisnosti rastvorljivosti tricikli¢nih antidepresiva od pH vrednosti.
Dobijeni rezultati mogu biti izuzetno korisni u svim fazama dizajna i razvoja lekova, kao i u
procesima predvidanja rastvorljivosti ili mogucih interakcija u in vitro ili in vivo uslovima. Zbog
velikog znacaja podataka o rastvorljivosti 1 ravnoteZama u heterogenim sistemima ispitivanih
supstanci, u planu je nastavak ovog istrazivanja. Dalji razvoj pH—Ramp shake—flask metode moze se
ostvariti analizom drugih jedinjenja koja se u vecoj ili manjoj meri razlikuju od jedinjenja
proucavanih u ovoj doktorskoj disertaciji. Osim toga, znacajno bi bilo ispitati uticaj razlicitih
sredina na rastvorljivost ispitivanih supstanci ovom metodom. Na taj na¢in moze se unaprediti itav
proces proucavanja rastvorljivosti potencijalno bioloski aktivnih i bioloski aktivnih supstanci.
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VIl PRILOG 1 Desipramin — pomo¢ni materijal

Doktorska disertacija

U Tabelama P1 — P7. prikazana je rastvorljivost desipramina u zavisnosti od pH vrednosti,
odredena u okviru setova 1 — 7. Na Slici P1. dati su hromatogrami uzoraka desipramina iz seta 3, a
na Slici P2. kalibraciona prava, koris¢ena za odredivanje rastvorljivosti desipramina u uzorcima

seta 3.

Tabela P1. Set 1 (titracija od visoke ka niskoj pH vrednosti) — rastvorljivost desipramina
na razli¢itim pH vrednostima u suspenzijama koje sadrze fosfate i hloride [7]

uzorak pH S (M) logS
1 4,42 1,48x10%  -1,83
2 6,00  2,59x10°  -2,59
3 651  1,86x10°  -2,73
4 7,39 129x10°  -2,89
5 7,97 1,27x10%  -2,90
6 8,55 1,22x10°  -2,91
7 8,72 1,27x10%  -2,90
8 9,46  1,25x10°  -2,90
9 9,81  1,11x10°  -2,95
10 10,10  6,74x10*  -3,17
11 10,62  3,06x10*  -3,51
12 11,26  1,98x10*  -3,70
13 11,55  1,71x10*  -3,77

Tabela P2. Set 2 (titracija od visoke ka niskoj pH vrednosti) — rastvorljivost desipramina
na razli¢itim pH vrednostima u suspenzijama koje sadrze fosfate i hloride [7]

uzorak pH S (M) logS
1 4,78 9,71x10°  -2,01
2 5,36 5,29x10°  -2,28
3 6,03 2,79x10°  -2,55
4 6,58 1,87x10°  -2,73
5 7,50 1,34x10°  -2,87
6 7,78 1,15x10°  -2,94
7 8,12 1,13x10°  -2,95
8 8,47 1,14x10°  -2,94
9 9,71 1,22x10°%  -2,01
10 10,06  5,81x10*  -3,24
11 10,56  2,62x10%  -3,58
12 11,02 1,80x10*  -3,74
13 11,34  2,66x10%  -3,58
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Tabela P3. Set 3 (titracija od niske ka visokoj pH vrednosti) — rastvorljivost desipramina
na razli¢itim pH vrednostima u suspenzijama koje sadrze fosfate i hloride [7]

uzorak pH S (M) logS
1 399 451x10° -1,35
2 473  1,13x10%  -1,95
3 519  9,24x10°  -2,03
4 6,04  3,30x10°  -2,48
5 6,69 2,23x10°  -2,65
6 7,14  1,78x10°  -2,75
7 7,79  1,70x10°  -2,77
8 9,64  1,69x10°  -2,77
9 10,08 4,68x10*  -3,33
10 11,00 1,55x10*  -3,81
11 11,47 1,35x10*  -3,87

Tabela P4. Set 4 — rastvorljivost desipramina na razli¢itim pH vrednostima

u suspenzijama koje sadrze fosfate i hloride [7]

uzorak pH S (M) logS
1 2,42 0,281 -0,55
2 3,59 0,288 -0,54
3 2,02 0,245 -0,61

Tabela P5. Set 5 — rastvorljivost desipramina na razli¢itim pH vrednostima
u suspenzijama koje sadrze hloride [7]

uzorak pH S (M) logS
1 1,31  2,78x10% -1,56
2 2,38 3,00x10° -1,52
3 3,02  388x10° -1,41
4 493  4,32x10%  -1,36
5 759  8,24x10° -1,08
6 8,98  3,79x10° -2,42
7 10,04  5,02x10* -3,30

Tabela P6. Set 6 — rastvorljivost desipramina na razli¢itim pH vrednostima

u suspenzijama koje sadrze fosfate i hloride [7]

uzorak pH S (M) logS
OM11 2,09 0,200 -0,70
OM12 3,86 0,228 -0,64
OM13 7,41 2,65x10°  -2,58
OoM14 9,57 1,80x10°  -2,75
OM15 11,10  9,37x10°  -4,03
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Tabela P7. Set 7 — rastvorljivost desipramina na razli¢itim pH vrednostima
u suspenzijama koje sadrze fosfate i hloride (osim uzorka OM21) [7]
uzorak pH S (M) logS
oMm212 2,13 2,87x10 -1,54
OM22 384  237x10"  -0,63
OoM23 8,03 3,34x10°® -2,48
OM24 944  2,66x10°  -257
OM25 11,10  1,50x10™ -3,82

% Talog dobijen u suspenziji koja sadrzi samo fosfate.
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Slika P1. HPLC hromatogrami uzoraka desipramina iz seta 3 na razli¢itim pH vrednostima [7]: a)
Uzorak 1 — razblazen 100x; b) Uzorak 2 — razblazen 60x; c) Uzorak 3 — razblazen 40x; d) Uzorak
4 — razblazen 20x; e) Uzorak 5 — razblazen 10x; f) Uzorak 6 — razblazen 4x; g) Uzorak 7 —
razblazen 10x; h) Uzorak 8 — razblazen 10x; i) Uzorak 9 — razblazen 2x; j) Uzorak 10 — razblazen
2x; k) Uzorak 11 — razblazen 2x.
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Slika P2. Kalibraciona prava koris¢ena za odredivanje koncentracije
desipramina u uzorcima iz seta 3. Opseg koncentracija 1,00x10°— 5,00x10™ M.
Linearna zavisnost: Povr§ina=8,7829x10° + 4,4574; r*=0,9998 [7]
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VI PRILOG 2 Nortriptilin — pomo¢ni materijal

Doktorska disertacija

Rastvorljivost nortriptilina u zavisnosti od pH vrednosti u setovima 1 — 12, prikazana je u
Tabelama P8 — P19. Hromatogrami uzoraka nortriptilina iz seta 3 i kalibraciona prava na osnovu
koje su izraCunate rastvorljivosti nortriptilina u uzorcima seta 3, dati su na Slikama P3 i P4.

Tabela P8. Set 1 (titracija od niske ka visokoj pH vrednosti) — rastvorljivost nortriptilina
na razli¢itim pH vrednostima u suspenzijama koje sadrze fosfate i hloride [10, 11, 13]

uzorak pH S (M) logS
1 1,76  2,13x102  -1,67
2 536  1,35x10%  -1,87
3 8,78  3,43x10°  -2,47

Tabela P9. Set 2 (titracija od niske ka visokoj pH vrednosti) — rastvorljivost nortriptilina na
razli¢itim pH vrednostima u suspenzijama koje sadrze fosfate i hloride [10, 11, 13]

uzorak  pH S (M) logS
1 2,12 426x10%  -1,37
2 3,00 584x102  -1,23
3 3,94  521x10%  -1,28
4 517  1,49x10%  -1,83
5 569  1,31x10%  -1,88
6 761  515x10°  -2,29
7 8,82  2,58x10°  -2,59
8 9,30  8,99x10*  -3,05

Tabela P10. Set 3 (titracija od niske ka visokoj pH vrednosti) — rastvorljivost nortriptilina na
razli¢itim pH vrednostima u suspenzijama koje sadrze fosfate i hloride [10, 11, 13]

uzorak pH S (M) logS
1 2,14  3,01x10%  -1,52
2 3,11  3,97x10%  -1,40
3 416  4,35x102  -1,36
4 519  1,11x102  -1,96
5 5094  8,21x10°  -2,09
6 741  391x10°  -2,41
7 8,92  2,28x10°  -2,64
8 977  241x10*  -3,62
9 10,34  9,19x10°  -4,04
10 11,35  6,59x10°  -4,18

143



Olivera Markovi¢

Doktorska disertacija

Tabela P11. Set 4 (titracija od niske ka visokoj pH vrednosti) — rastvorljivost nortriptilina na
razli¢itim pH vrednostima u suspenzijama koje sadrze fosfate i hloride [10, 11, 13]

uzorak pH S (M) logS
1 2,99 577102  -1,24
2 6,81 5,07x10°  -2,30
3 11,33 6,12x10°  -4,21
4 12,04  6,93x10°  -4,16
5 12,41 7,76x10°  -4,11

Tabela P12. Set 5 (titracija od visoke ka niskoj pH vrednosti) — rastvorljivost nortriptilina na
razli¢itim pH vrednostima u suspenzijama koje sadrze fosfate i hloride [10, 11, 13]

uzorak pH S (M) logS
1 1,47 5,73x10°  -2,24
2 2,39 5,54x10°  -2,26
3 4,92 5,69x10° -2,24
4 5,94 5,58x10°  -2,25
5 7,04 5,66x10°  -2,25
6 8,12 6,20x10° -2,21
7 8,79 2,28x10°  -2,64
8 10,11 1,04x10*  -3,98
9 11,86 3,81x10° -4,42
10 12,49  3,52x10° -4,45

Tabela P13. Set 6 (titracija od visoke ka niskoj pH vrednosti) — rastvorljivost nortriptilina na
razli¢itim pH vrednostima u suspenzijama koje sadrze fosfate i hloride [10, 11, 13]

uzorak pH S (M) logS
1 1,48 6,08x10°  -2,22
2 2,40 7,37x10°  -2,13
3 3,23 8,21x10°  -2,09
4 4,49 7,33x10° 2,14
5 6,26 6,93x10°  -2,16
6 7,83 4,77x10°  -2,32
7 8,93 2,33x10°  -2,63
8 9,45 5,46x10*  -3,26
9 10,10  1,42x10* -3,85
10 10,75  7,59x10°  -4,12
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Tabela P14. Set 7 (titracija od visoke ka niskoj pH vrednosti) — rastvorljivost nortriptilina na
razli¢itim pH vrednostima u suspenzijama koje sadrze fosfate i hloride [10, 11, 13]

uzorak pH S (M) logS
1 2,25  7,30x10°  -2,14
2 3,21 6,87x10°  -2,16
3 519  6,38x10°  -2,20
4 6,32 6,24x10°  -2,21
5 8,77  2,84x10° -2,55
6 9,44 6,11x10*  -3,21
7 10,03  1,52x10*  -3,82
8 11,48  6,26x10°  -4,20

Tabela P15. Set 8 — rastvorljivost nortiptilina na razli¢itim pH vrednostima u

suspenzijama koje sadrze hloride [10, 11, 13]

uzorak pH S (M) logS
1 1,80  1,14x102  -1,94
2 245  135x10%  -1,87
3 6,68  1,29x10%  -1,89
4 7,12 1,30x10%  -1,89
5 7,77  1,33x10%  -1,88
6 780  122x10%  -1,91
7 7,93  8,74x10°  -2,06
8 8,49  3,25x10°  -2,50
9 10,64  7,61x10°  -4,12
10 12,05 6,14x10°  -4,21

Tabela P16. Set 9 — rastvorljivost nortiptilina na razli¢itim pH vrednostima u

suspenzijama koje sadrze hloride [10, 11, 13]

uzorak pH S (M) logS
1 2,00 1,18x10%  -1,93
2 3,05 1,22x10%  -1,01
3 356  1,18x10%  -1,93
4 419  1,26x10%  -1,90
5 581  120x10%  -1,92
6 758  121x10%  -1,92
7 7,73 9,05x10°  -2,04
8 9,06 1,86x10°  -2,73
9 11,13  6,81x10°  -4,17
10 12,37  7,45x10°  -4,13
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Tabela P17. Set 10 — rastvorljivost nortiptilina na razli¢itim pH

vrednostima u suspenzijama koje sadrze fosfate [10, 13]

uzorak  pH S (M) logS
1 1,82 1,14x1072 -1,94
2 2,11 1,03x10%  -1,99
3 2,54 9,02x10°® -2,04
4 3,12  8,48x10°  -2,07
5 365  8,80x10°  -2,06
6 402  8,64x10°  -2,06
7 492  9,94x10°  -2,00
8 498  921x10°  -2,04
9 574  4,19x103 -2,38
10 6,07  3,30x10°  -2,48

Tabela P18. Set 11 — rastvorljivost nortiptilina na razli¢itim pH

vrednostima u suspenzijama koje sadrze fosfate [10, 13]

uzorak pH S (M) logS
1 1,82 1,50x10%  -1,82
2 1,99 1,27x10%  -1,90
3 2,40 1,03x10%  -1,99
4 2,87 9,72x10°  -2,01
5 360  9,22x10°  -2,04
6 5,36 6,18x10°  -2,21
7 5093  3,73x10°  -2,43

Tabela P19. Set 12 — rastvorljivost nortiptilina na razli¢itim pH vrednostima u
suspenzijama koje sadrze hloride (uzorak 2) ili fosfate (uzorci 6 i 7) [13]

uzorak pH S (M) logS
2 6,33 1,67x10%  -1,78
5 4,46 0,296 -0,53
6 8,23  1,03x10%  -1,99
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Slika P3. HPLC hromatogrami uzoraka nortriptiina iz seta 3 na razli¢itim pH vrednostima [10, 11,
13]: a) Uzorak 1 — razblazen 100x; b) Uzorak 2 — razblazen 100x; ¢) Uzorak 3 — razblazen 100x; d)
Uzorak 4 — razblazen 40x; €) Uzorak 5 — razblazen 40x; f) Uzorak 6 — razblazen 40x; g) Uzorak 7 —
razblazen 20x; h) Uzorak 8 — razblazen 2x; i) Uzorak 9 — razblazen 2x; j) Uzorak 10 — razblaZzen

2X.
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Slika P3. (nastavak) HPLC hromatogrami uzoraka nortriptiina iz seta 3 na razliitim pH
vrednostima [10, 11, 13]: a) Uzorak 1 — razblazen 100x; b) Uzorak 2 — razblazen 100x; ¢) Uzorak 3
— razblazen 100x; d) Uzorak 4 — razblazen 40x; e) Uzorak 5 — razblazen 40x; f) Uzorak 6 —
razblazen 40x; g) Uzorak 7 — razblazen 20x; h) Uzorak 8 — razblazen 2x; i) Uzorak 9 — razblazen
2x; ) Uzorak 10 —razblazen 2x.
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Slika P4. Kalibraciona prava koris¢ena za odredivanje koncentracije
nortriptilina u uzorcima iz seta 3. Opseg koncentracija 2,00x10°— 6,00x10™ M.
Linearna zavisnost: Povréina=2,4698><106c —2,3423; r2:O,9998 [10, 11, 13]
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IX PRILOG 3 Imipramin — pomo¢ni materijal

Doktorska disertacija

U Tabelama P20 — P26. prikazane su rastvorljivosti imipramina u uzorcima iz setova 1 — 7. Na
Slikama P5. i P6. dati su hromatogrami uzorka imipramina iz seta 1 i kalibraciona prava za
odredivanje rastvorljivosti imipramina u uzorcima seta 1.

Tabela P20. Set 1 (titracija iz kisele ka baznoj sredini) — rastvorljivost

imipramina u suspenzijama koje sadrze fosfate i hloride [9]

uzorak pH S (M) logS
12 406 9,50x102  -1,02
2 499 1,44x10% -1,84
3 581 8,77x10°  -2,06
4 6,85 4,29x10°  -2,37
5 8,09 2,23x10°  -2,65
6 8,11 2,21x10° -2,66
7 8,15 1,68x10° -2,78
8 8,17 1,61x10° -2,79
QP 10,77 2,75x10°  -4,56
10P 11,43 2,76x10°  -4,56

?Rastvorljivost iznad KMK imipramin-hidrohlorida (KMK=3,55x10* M; odredena
konduktometrijski u 0,10 M NaH,PO, na 25,0+0,1 °C, pH=4,45 — 4,33). [12]
® Degradacioni proizvodi prisutni u rastvoru.

Tabela P21. Set 2 (titracija iz kisele ka baznoj sredini) — rastvorljivost

imipramina u suspenzijama koje sadrze fosfate i hloride [9]

uzorak pH S (M) logS
18 3,82  1,09x10%  -0,96
2 451 1,69x10%  -1,77
3 574 8,39x10°  -2,08
4 6,90 4,62x10°  -2,34
5 7,78  3,01x10°  -2,52
6 8,26 2,21x10°  -2,66
7 8,87 2,85x10*  -354
g° 10,35 2,27x10°  -4,64

?Rastvorljivost iznad KMK imipramin-hidrohlorida (KMK=3,55x10 M; odredena
konduktometrijski u 0,10 M NaH,PO, na 25,0£0,1 °C, pH=4,45 — 4,33). [12]
® Degradacioni proizvodi prisutni u rastvoru.
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Tabela P22. Set 3 — rastvorljivost imipramina u

suspenzijama koje sadrze hloride [9]

uzorak pH S (M) logS
12 7,37  7,34x10%  -1,13
2 8,11 1,85x10° -2,71
3° 8,98 2,97x10* -3,53
4° 10,16 3,67x10° -4,44
5° 11,87 2,22x10°  -4,65

Doktorska disertacija

?Rastvorljivost iznad KMK imipramin-hidrohlorida (KMK=2,62x10%M; odredena
konduktometrijski u 0,15 M NaCl na 25,0+0,1 °C, pH=5,92 - 5,17). [12]
® Degradacioni proizvodi prisutni u rastvoru.

Tabela P23. Set 4 (titracije od vise ka nizoj pH vrednosti) — rastvorljivost
imipramina u suspenzijama koje sadrze fosfate i hloride [12]

uzorak pH S (M) logS
1 2,67 535x10°  -2,27
2 346 352x10°  -245
3 413 356x10°  -2,45
4 485  3,77x10° 2,42
5 540 2,02x10°  -2,69
6 5095 8,97x10%  -3,05
7 6,27 580x10*  -3,24

Tabela P24. Set 5 — rastvorljivost imipramina u

suspenzijama koje sadrze hloride [12]

uzorak pH S (M) logS
1 2,62  4,89x10° 2,31
2 2,94 5,85x10° 2,23
3 530 5,78x10° 2,24
4 6,27 6,31x10° -2,20
5 750  3,43x10°  -2,46
6 7,71 3,59x10° -2,45
7 8,00 1,71x103 2,77

Tabela P25. Set 6 — rastvorljivost imipramina u

suspenzijama koje sadrze fosfate [12]

uzorak  pH S (M) logS
1 250  1,33x10°® -2,88
2 263  1,11x10° -2,95
3 2,96  1,90x10° 2,72
4 366  1,79x10° 2,75
5 455  1,69x10° 2,77
6 537 1,67x10° 2,78
7 588  1,39x10° -2,86
8 6,16  1,35x10° -2,87
9 6,37  1,21x10° -2,92
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Doktorska disertacija

Tabela P26. Set 7 — rastvorljivost imipramina u suspenzijama koje sadrze hloride
i fosfate (OM1-OM4), hloride (OM5 i OM6) i fosfate (OM7 i OM8)

oznaka pH S (M) logS
OM1 2,67 254x10° -2,60
OM2 621 4,46x10° -2,35
OM3 828 1,38x10° -2,86
OM4® 1255 1,47x10* -3,83
OM5 140 6,32x10° -2,20
OM6* 12,87 1,41x10™ -3,85
OM7 126 4,32x10° -2,36
OM8 520 5,46x10™ -3,26

®Degradacioni proizvodi prisutni u rastvoru.
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Slika P5. HPLC hromatogrami uzoraka imipramina iz seta 1 na razli¢itim pH vrednostima [9]: a)
Uzorak 1 — razblazen 200x; b) Uzorak 2 — razblazen 40x; ¢) Uzorak 3 — razblazen 20x; d) Uzorak 4
— razblazen 10x; €) Uzorak 5 — razblazen 10x; f) Uzorak 6 — razblazen 10x; g) Uzorak 7 —
razblazen 10x; h) Uzorak 8 — razblazen 10x.
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Slika P5. (nastavak) HPLC hromatogrami uzoraka imipramina iz seta 1 na razli¢itim pH
vrednostima [9]: a) Uzorak 1 — razblazen 200x; b) Uzorak 2 — razblazen 40x; c¢) Uzorak 3 —
razblazen 20x; d) Uzorak 4 — razblazen 10x; €) Uzorak 5 — razblazen 10x; f) Uzorak 6 — razblazen
10x; g) Uzorak 7 — razblazen 10x; h) Uzorak 8 — razblazen 10x.
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Slika P6. Kalibraciona prava koris¢ena za odredivanje koncentracije
imipramina u uzorcima iz seta 1. Opseg koncentracija 9,89%10°— 5,92x10™ M.
Linearna zavisnost: Povr§ina=9,6655x10% — 25,9765; r>=0,9989 [9]
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X PRILOG 4 Amitriptilin — pomoéni materijal

Rastvorljivosti amitriptilina u setovima 1 — 7 prikazane su u Tabelama P27 — P33. Na Slikama
P7. i P8. dati su hromatogrami uzoraka amitriptilina iz seta 4 i kalibraciona prava kori§¢ena za
izraCunavanje koncentracija u istom setu.

Tabela P27. Set 1 (titracija od niZe ka viSoj pH vrednosti) — rastvorljivost
amitriptilina u suspenzijama koje sadrze fosfate i hloride [9]

uzorak pH S (M) logS
18 7,66 1,94x10° 2,71
28 8,07 7,25x10™ -3,14

#Degradacioni proizvodi prisutni u rastvoru.

Tabela P28. Set 2 (titracija od vise ka nizoj pH vrednosti) — rastvorljivost
amitriptilina u suspenzijama koje sadrze fosfate i hloride [9]

uzorak pH S (M) logS
1 710  2,24x107 -1,65
22 10,44  6,54x10* -3,18

®Degradacioni proizvodi prisutni u rastvoru.

Tabela P29. Set 3 — rastvorljivost amitriptilina
u suspenzijama koje sadrze hloride [9]

uzorak pH S (M) logS
18 6,93 1,17x101 -0,93
2b 7,46 2,92x10°® -2,54
3° 12,38  5,55x10* -3,26

#Rastvorljivost iznad KMK amitriptilin-hidrohlorida
(KMK=2,02x10 M; odredena konduktometrijski u
0,15 M NaCl na 25,0+0,1 °C, pH=5,61 — 4,50). [12]

® Degradacioni proizvodi prisutni u rastvoru.

Tabela P30. Set 4 — rastvorljivost amitriptilina
u suspenzijama koje sadrze fosfate [12]

uzorak pH S (M) logS
1 6,90 9,39x107 -1,03
2 7,54 5,02x10™ -3,30

Tabela P31. Set 5 — rastvorljivost amitriptilina
u suspenzijama koje sadrze fosfate [12]
uzorak  pH S (M) logS
1 7,09 1,97x10°° 2,71
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Tabela P32. Set 6 — rastvorljivost amitriptilina
u suspenzijama koje sadrze fosfate [12]

uzorak pH S (M) logS
1 6,96 3,15x10° -2,50
2 7,52 6,32x10* -3,20

Tabela P33. Set 7 — rastvorljivost amitriptilina u suspenziji koja sadrzi
hloride (OM10) i suspenziji koja sadrzi hloride i fosfate (OM13)
uzorak pH S (M) logS
OM10 737  591x10°  -2,23
omM13? 11,11 1,99x10™ -3,70
# Degradacioni proizvodi prisutni u rastvoru.
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Slika P7. HPLC hromatogrami uzoraka amitriptilina iz seta 4 na razli¢itim pH vrednostima [12]: a)
Uzorak 1 — razblazen 200x; b) Uzorak 2 — razblazen 2x.

1200

800

400

povrsina pika

0,00 2,00x10" 4,00x10" 6,00x10"

koncentracija (M)

Slika P8. Kalibraciona prava koris¢ena za odredivanje koncentracije
amitriptilina u uzorcima iz seta 4. Opseg koncentracija 4,78x10°— 5,97x10™ M.
Linearna zavisnost: Povr§ina=2,2429x10° — 46,5004; r>=0,9994 [12]
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1. AyrtopcTrBo. Jlo3BoJbaBaTe yMHOXKaBame, MUCTPUOYIM]Y W jaBHO CAOIIITaBame nea, U
npepaje, ako ce HaBelle MME ayTopa Ha HauuH ojjpel)eH 0f] cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JIUIEHIIS,
Yak ¥ y KomepuujaiaHe cBpxe. OBo je Hajca0001HM]ja 01 CBUX JTUIICHIIH.

2. AyTopcTBO — HeKoMepuujajiHo. J[o3BospbaBaTe yMHOXKABamke, TUCTPUOYIHM]Y U jaBHO
CaoINIITaBamke JIeNa, U Ipepaje, ako ce HaBele UMe ayTopa Ha HauuH ojpeleH o cTpaHe ayropa
WM 1aBaona juueHne. OBa JUIEHIA He 103B0JbaBa KOMEpIHjaHy ynoTpely aena.

3. AyTopcTBO — HeKoMepuHjaJHo — 0e3 mpepaga. Jlo3BospbaBaTe YMHOXKaBambE,
TUCTpUOYIIM]y U jJaBHO CaoNINTaBame Jeia, 0e3 mpoMeHa, MpeoOIMKoBamka Wik ynorpede aena y
CBOM JIeNly, aKO C€ HaBeJe MME ayTopa Ha HauwH ojpeheH om crpaHe ayropa wiu aaBaona
nunenne. OBa JHUIICHIIA HE JT03B0JbaBa KOMEPIHMjaIHy yHoTpeOy jena. Y OHOCY Ha CBE OCTalie
JIUIIEHIIE, OBOM JIMIIEHIIOM CE€ OrpaHMyYaBa HajBehn 0OMM mpaBa Kopuinhema aena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepHHjaJHO — [eJUTH MOJ MCTHM YycjoBuMma. Jlo3BosbaBaTe
YMHO)KaBame, TUCTPUOYIIN]Y U JaBHO CAOMIITABAE JIeNa, U Tpepajie, ako Ce HaBeIe UMe ayTopa
Ha Ha4MH ojipel)eH o/ cTpaHe ayTopa WM J1aBaolla JIMIEHIIE U aKo ce mpepajia JUCTpUdyupa moj
UCTOM WJIH CIMYHOM JuueHoM. OBa JMIEHIa He 103B0JbaBa KOMEPLHUjalIHy YHOTpeOy Jena u
npepaja.

5. AyropctBo — ©0e3 mpepana. Jlo3BojpaBaTe yMHOXaBame, JAUCTPUOYIH]Yy € JaBHO
caomiiTaBame Jena, 0e3 nmpoMeHa, NpeoOIMKOBamka WM yIoTpede Jiena y CBOM Jely, ako ce
HaBeJle MM ayTopa Ha Ha4yMH onpeleH o1 cTpaHe ayTopa WiM AaBaola juneHie. OBa JUICHIA
JI03BOJbaBa KOMEPIHjaTHY yIIOTpeOy aea.

6. AyTopcTBO — 1€JMTH MO UCTHUM yciaoBHMA. Jl03BoJpaBaTe yMHOXKaBame, TUCTPHOYLU)Y U
JaBHO caomIlTaBame Jeja, U Ipepase, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH on crpane
ayTopa WM JlaBaolla JIMLIEHLIE M aKo Ce€ Ipepaja AUCTPUOyHpa MOJ HCTOM MWIH CIUYHOM
muneHnoM. OBa JMIleHIIa JO3BOJbAaBAa KOMEpLUHMjalHy ynoTpeOy aena u mpepaga. CiauuHa je
cO(TBEpCKHUM JHUIEHIIaMa, OJIHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.



