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1. UVOD

Poslednjih godina se intenzivno prou¢ava kompleksacija raznih lekova
sa B-ciklodekstrinom i njegovim derivatima. Jedan od osnovnih nedostataka
mnogih lekova, koji su inace vrlo efikasni, je mala rastvorljivost u vodi. Zbog
toga je terapijska doza veca od efektivne doze Sto rezultira smanjenom
bioloSkom raspolozivoSc¢u leka u organizmu, pri oralnoj terapiji. ReSenje ovog
problema je inkludovanje leka u molekul sa vecom rastvorljivoSéu u vodi.
Time se znatno povecava rastvorljivost leka kao i njegova bioloSka
raspolozivost. B-ciklodekstrin i njegovi derivati su se pokazali kao dobri nosaci
leka.

U okviru saradnje sa Tehnoloskim fakultetom u Leskovcu zapocet je
rad na strukturnoj karakterizaciji kompleksa B-ciklodekstrina koji su tamo i
sintetizovani. U ovom radu ce biti opisana strukturna karakterizacija atenolola
sa B-ciklodekstrinom i atenolola sa 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrinom. U tom
cilju su primenjene metode difrakcije rendgenskih zraka (XRD) i diferencijalna
skening kalorimetrija (DSC).

Difraktogrami praha su snimljeni na Institutu za nuklearne nauke
"Vin€a", dok su DSC krive snimljene na TehnoloSskom fakultetu u Novom
Sadu.

Zadatak ovog rada je analiza difraktograma i DSC krivih osnovnih
jedinjenja, atenolola i B-ciklodekstrina odnosno 2-hidroksipropil-p-
ciklodekstrina, i njihovo poredenje sa difraktogramima i DSC krivama
kompleksa i fizickih smesa atenolola sa B-ciklodekstrinom, tj. atenolola sa 2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrinom.
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2. INKLUZIONI KOMPLEKSI

2.1.UVOD

Inkluzioni kompleksi su klasa molekulskih kompleksa u kojima
makromolekuli ili grupa molekula obuhvataju druge molekule bez formiranja
kovalentne ili jonske veze izmedu njih [2]. Komponente inkluzionih kompleksa
su molekuli domacina i molekuli gosta. Molekuli domacina formiraju mrezastu
strukturu sa Supljinama koje su dovoljno velike da prime molekule gosta.
Molekuli domadina mogu biti makromolekuli kao Sto su ciklodekstrini ili
ansambli malih molekula koji formiraju mrezu povezivanjem jonskom ili
vodonicnom vezom. U nekim slu€ajevima su domacini kovalentno povezani
sa dovoljno velikim Supljinama da prime gosta (slika 2.1.). U drugim
slu€ajevima inkluzioni kompleks moze biti formiran samo zato $to molekuli
domacina ne mogu da postignu efikasno pakovanje preko Van der Valsovih
sila u odsustvu molekula gosta. Nastajanje inkluzionih kompleksa zavisi od
veli€ine i oblika molekula gosta i od dimenzija Supljina koje formiraju molekuli
domacdina.

Slika 2.1. Primer molekula sa dovoljno velikom Supljinom
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2.2. PRIMENA

Inkluzioni kompleksi imaju veliku primenu u farmaceutskoj industriji [1].
Prednost ovih kompleksa u izradi lekova je u slede¢em:

povecCanje ili smanjenje rastvorljivosti i brzine rastvaranja
kompleksa u odnosu na Cistu supstancu

bolja bioloSka raspolozivost leka

produzen vek trajanja leka

smanjenje neprijatnog mirisa i ukusa leka

smanjenje sporednih efekata leka zbog manjih unetih koli¢ina u
organizam

U izradi lekova u obliku inkluzionih kompleksa, u novije vreme su i
primeni kompleksi aktivnih supstanci i ciklodekstrina, pri ¢emu su osobine
aktivnih supstanci sledece:

slabo su rastvorljive pa je i njihova bioloSka raspolozivost mala
vreme postizanja efektivnhog nivoa u krvi je dugo

zbog male rastvorljivosti se ne mogu pripremiti vodeni rastvori
za injekcije

pogodnije su za izradu leka u formi praha ili tableta

kao Ciste u formi leka su hemijski i fiziCki nestabilne u odnosu na
kompleks.

nisu homogene po sadrzaju ili masi

imaju neprijatan miris ili ukus

2.3. DOBIJANJE INKLUZIONIH KOMPLEKSA

Dobijanje teCnih kompleksa. Izrada kompleksa u rastvoru se
dobija dodavanjem povecCane koliCine komponente gosta u vodeni rastvor
komponente domacina. Dobijena suspenzija se uravnoteZzava (oko sedam
dana na odredenoj temperaturi), zatim se filtrira ili centrifugira da se formira
bistar rastvor kompleksa gost-domacin.




Strukturno istrazivanje inkluzionih kompleksa B-ciklodekstrina

Dobijanje Cvrstih kompleksa. U ovom slu¢aju se vodeni rastvori
inkluzionih kompleksa uparavaju, suse sprej-postupkom. JoS neke metode su:
koprecipitacija, neutralizacija, metoda gnjeCenja i metoda utiskivanja.

Metoda gnjecenja. Komponenta koja se inkluduje dodaje se mesavini
vode i teSko rastvorne komponente domacdina. MeSavina se homogenizuje da
se dobije gusta pasta koja se potom susi.

Koprecipitacija. Ovo je metoda izrade Cvrstih inkluzionih kompleksa
sa organskim rastvaraCima, koji sluZze kao sredstvo za talozenje. Neki
organski rastvaraCi mogu da uCestvuju u kompleksaciji, pa se ovaj metod rede
primenjuje.

Metoda neutrlizacije. Ova metoda se primenjuje za komplekse koji
jonizuju. Gostuju¢a komponenta se rastvara u kiselom (ako je bazna) ili
baznom (ako je kisela) vodenom rastvoru komponente domadina.
Rastvorljivost gostuju¢e komponente se tada smanjuje podeSavanjem pH-
vrednosti, pri ¢emu se forsira taloZzenje kompleksa iz rastvora, tj. formira se
nejonizovana aktivna supstanca.

Metoda utiskivanja. Ovde je sustina u pripremi fizicke smeSe
gostujuce komponente i komponente domacina, koja se potom zagreva u
zatvorenom sudu na povisenoj temperaturi (90°C).

Inkluzioni kompleksi, i kompleksi uopste, okarakterisani su konstantom
stabilnosti (Ky) ili konstantom disocijacije (Kq4) koje su merilo fizic¢ko-hemijskih
promena komponente koja je kompleksirana, odnosno inkludovana. Kod
inkluzionih kompleksa koji se koriste u proizvodniji lekova vazno je odrediti Ks
kompleksa kao merilo njihovog raspadanja u Zeludacnom i crevnom soku.
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3. CIKLODEKSTRINI

Ciklodekstrini su otkriveni krajem 19. veka, a njihova struktura u prvoj
polovini 20. veka. To su prirodna jedinjenja sa velikim moguénostima primene
u farmaceutskoj industriji.

Ciklodekstrini  su  makrociklicni oligosaharidi. U istrazivanjima
inkluzionih kompleksa naj¢eSc¢e su koris¢éeni a, B i y ciklodekstrini koji se
sastoje od 6, 7, i 8 glukopiranoznih jedinica respektivno. KarakteriSu se
prstenastom strukturom koja rezultira postojanjem Supljina. Kako raste broj
glukopiranoznih jedinica, raste i dijametar prstena i Supljine unutar njega (slika
3.1.).

Slika 3.1. Tipovi ciklodekstrina

Izgled ciklodekstrina podse¢a na zarubljenu kupu. Oni sadrze
hidroksilne grupe OH-2, OH-3 i OH-6 [9]. Sekundarne hidroksilne grupe( OH-
2 i OH-3) su na 8iroj, a primarne ( OH-6) na uzoj strani cilindricnog molekula
(slika 3.2.). Jaka vodoni¢na veza postoji izmedu OH-2 i OH-3 grupe, pri ¢emu
se OH-3 grupa pona$a kao donor protona. Odnos jagina vodoni¢nih veza kod
ciklodekstrina je slededi: a-CD < B-CD < y-CD. OH-6 grupe takode mogu da
se povezuju vodoniénim vezama sa donje strane molekula, ali su ove veze
destabilizovane dipolarnim efektima, lako se raspadaju u vodi i obi¢no ih
nema u kristalima ciklodekstrina.
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Strana sa sekundarnim
hidroksilnim grupama

Strana sa primarnim
hidroksilnim grupama

Slika 3.2. Izgled molekula ciklodekstrina

Dok su na spoljnim stranama Supljine OH grupe, u unutrasnjosti
molekula su atomi vodonika. U vodenom rastvoru ove hidrofobne Supljine
sadrze 3 (a-CD ), 7 (B-CD ) ili 9 (y-CD ) slabo vezanih molekula vode. Njihova
gustina u Supljinama je mala, a one su dovoljno velike da prime jo§ molekula.
ZnacCi da ciklodekstrini mogu da vezu nepolarne alifatiCcne i aromati¢ne
molekule odgovarajucih dimenzija. Oni se vezu u odnosu 1:1, 2:1 i 1:2, &to

zavisi od gostujuceg molekula.

Prou€avanje kristala B-ciklodekstrina je pokazalo da postoje tri nacina

pakovanja (slika 3.3.):
e zid od cigala (brick wall) (a)
¢ riblja kost (herring bone) (b)
¢ kanalna struktura (c).

QDGO
g0
QDEDED

a) b)

Slika 3.3. Nacini pakovanja ciklodekstrina
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Osim osnovnih ciklodekstrina u farmaceutskoj industriji se sve ¢eS¢e koriste
njihovi derivati. Oni mogu biti pripremljeni hemijskom ili enzimskom reakcijom.
Svi derivati ciklodekstrina grade kanalska inkluziona jedinjenja tj. "molekulska
inkluziona jedinjenja". Supljina prstena ciklodekstrina je preénika od 0,5 do
0,9 nm i ovaj prostor moze da primi molekule druge vrste i to je molekularno
inkapsuliranje.

Za ovaj rad znacCajan je P-ciklodekstrin. Njegove najvaznije
karakteristike [14] date su u tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Karakteristike - ciklodekstrina

Molekulska formula C42H70035
Relativha molekulska masa 1135
Dijametar unutrasnje Supljine(A) 7
Rastvorljivost u vodi(g/100mL:25°C) 1.85
Tacka topljenja(°C) 255-265
Broj molekula vode u Supljini 7

Postoji puno primera molekulskih inkluzionih jedinjenja ciklodekstrina i
njihovih derivata sa raznim vrstama lekova. Kod vecine lekova, zbog njihove
loSe rastvorljivosti, bioloSka raspolozivost lekovite supstance je mala i zbog
toga je njihova primena ograniCena. Jedan od metoda za potvrdivanje
kompleksacije leka je rendgenska difrakcija praha. Poznajuéi mehanizam
inkapsulacije malog molekula gosta u Supljinu molekula domacdina moze se
oCekivati da se raspored molekula domacina u kristalnoj reSeci nije mnogo
promenio. Moglo je samo do¢i do malih promena dimenzije elementarne celije
kristala. Na difraktogramu praha se to manifestuje kao neznatno pomeranje
pikova koji definiSu ciklodekstrin. Sintezom mogu da se dobiju i amorfni
uzorci, Sto potvrduje Siroki difrakcioni pik, ali to ne pomaze u potvrdivanju
molekularne inkapsulacije gosta. U ovakvim slu€ajevima jedna od potvrda je
razlika u difraktogramima kompleksnih jedinjenja i fiziCkih smeSa jedinjenja.
To se moze potvrditi i nekim drugim metodama kao sto su DSC i NMR.
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4. ATENOLOL

Atenolol, Cija je molekularna struktura prikazana na slici 4.1., je lek koji
se koristi u terapiji hipertenzije, aritmije i angine pektoris [7]. Poznat je kao B-
blokator. Pod - blokatorom se podrazumeva lek koji blokira efekte adrenalina
na telesne beta receptore. To ukida nervne impulse koji prolaze kroz srce, pri
¢emu se smanjuje broj i jaCina sr€anih kontrakcija, Sto dovodi do smanjenja
krvnog pritiska.

oH
D\A/NHHCH[CHE:I?
H,MN-OC
Slika 4.1. Molekularna struktura atenolola

U tabeli 4.1. su date neke fizicke karakteristike atenolola:

Tabela 4.1. Fizicke karakteristike atenolola

Naziv Atenolol
Molekulska formula C14H22N203
Relativha molekulska masa 266.3

Konstanta disocijacije Kq (pKa) 96naz24°C
Tacka topljenja 152-154 ° C

Izgled Beli prah bez mirisa

Rastvorljivost atenolola je slaba. Tabela 4.2. prikazuje relativhu
rastvorljivost atenolola u razli¢itim rastvara¢ima.
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Tabela 4.2. Relativna rastvorljivost atenolola u razli¢itim rastvaracima

Rastvarac Relativna rastvorljivost
voda 0.3 mg/mL
etanol 1.4 mg/mL
DMSO 18 mg/mL
eter prakti€no nerastvorljiv

Mala rastvorljivost atenolola u vodi je osnovni nedostatak ovog, inace
efikasnog, B-blokatora. Zbog toga je doza koja se koristi u terapiji mnogo veca
od efektivne doze. Odatle proistiCe umanjenost bioloSke raspolozivosti
atenolola u organizmu.

Atenolol ima dva optiCka izomera R(+) i S(-)(slika 4.2.). Industrijski,
atenolol se proizvodi kao racematska sme$a ova dva izomera. Obe ove forme
su bioloski aktivne u terapiji hipertenzije, angine i aritmije.

Slika 4.2. Opticki izomeri atenolola

U nasem radu smo koristili racematski atenolol proizvodaca Ipca Lab.
Lmt. Cisto¢e 99,46%.
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5.EKSPERIMENTALNI DEO

U eksperimentalnom delu ¢emo opisati ukratko sintezu kompleksnih
jedinjenja i njihovu analizu na osnovu rendgenske difrakcije praha XRD kao i
uporednu analizu snimaka diferencijalne skening kalorimetrije DSC.

5.1 SINTEZA

Inkluzioni kompleksi su dobijeni u destilovanoj vodi koriS¢enjem
odgovarajucih koli€ina atenolola i B-ciklodekstrina, odnosno atenolola i 2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrina, u molarnom odnosu 1:1. Rastvori su mesani
na sobnoj temperaturi 24 sata a potom suseni pod niskim pritiskom.

Nacin pripreme fizicke smese je vrlo jednostavan. Odredene koli€ine
atenolola i B-ciklodekstrina, odnosno 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina, u
molarnom odnosu 1:1, su smrvljene u kerami¢kom avanu i pazljivo izmeSane.

5.2. RENDGENSKA DIFRAKCIJA PRAHA

U ovom radu su obradena dva inkluziona kompleksa: atenolola sa B-
ciklodekstrinom i atenolola sa 2-hidroksi-propil-B-ciklodekstrinom. U cilju
strukturne karakterizacije ovih kompleksa i njihovog poredenja sa Cistim
supstancama posmatrali smo dve grupe jedinjenja. Prva grupa jedinjenja
obuhvata dist atenolol, B-ciklodekstrin, kompleks AT/B-CD i fiziCku smesu
atenolola i B-CD. Drugu grupu €ine atenolol, 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin,
kompleks AT/2-HP-B-CD i fizitka smes$a atenolola i 2-HP-3-CD.

Snimljene su dve grupe difraktograma:

. za atenolol, B-ciklodekstrin, kompleksno jedinjenje AT/B-CD i fiziCku
smesu atenolola i B-ciklodekstrina

. za atenolol, 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin, kompleksno jedinjenje
AT/2-HP-B-CD i fizicku smeSu atenolola i 2-hidroksipropil-B-
ciklodekstrina.

10
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Difraktogrami su snimljeni na Philips 1050 difraktometru za prah, sa
CuKa zracenjem talasne duzine 1,5418 A sa Ni filterom, u intervalu 20=5-45°
sa korakom 0,05 ° i vremenom ekspozicije 5s.

5.2.1. PRETRAZIVANJE BAZA PODATAKA PDF

U cilju identifikacije snimljenih difraktograma pretrazena je PDF
(Powder Diffraction File) baza podataka za praskaste uzorke [10]. Podaci za
sve supstance pronadeni su u PDF bazi podataka. Ova baza prikazuje
podatke o jedinjenju u obliku tabela, koje sadrze polozaje linija (20) ili
meduravanska rastojanja d, relativne intenzitete difrakcionih linija i Milerove
indekse h k | za sve linije, ukoliko je poznata kristalna struktura. Hemijska
formula jedinjenja, naziv jedinjenja, identifikacioni broj PDF datoteke i
literaturni podaci su takode naznaceni. Tabele mogu da sadrze i dodatne
informacije kao $to su parametri elementarne cCelije, fiziCke konstante, itd. Ovu
bazu je pretrazivana programom PCPDFWIN [11].

Program PCPDFWIN pruza mogucnost pretrazivanja PDF baze prema
raznim kriterijumima. Karakteristike praskastog uzorka mozemo dobiti ako
nam je poznat identifikacioni broj PDF datoteke, tacka topljenja uzorka, neke
linije iz difrakcionog spektra, itd. Na slici 5.1. je dat primer rezultata pretrage
PDF baze za atenolol. Vidimo da su intenziteti difrakcionih linija dati u
zavisnosti od njihovih poloZaja (20), ali u programu postoji opcija pomocu koje
mozemo izraziti intenzitete u zavisnosti od meduravanskih rastojanja (d).

11
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{4 PDF # 521981, Wavelength = 1.54060 (A)

521981 Qualiy: * Cl4 H2Z N2 03
: 557 | Atenolal

ﬁfﬁ.ﬁﬁ,,;ﬁ%ﬁ: Fef Andratschike, M., Univ. Regensburg, Gemany, |COD Grant-in-Aid, [2000]

Volume[CD] 442536

D 115 D t

Sye: Ancithic =gy
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SGFI (2 TE

Cell Parameters: B o

21441 b 2801 ¢ 11.446| * = | i

o 97.2445 99.704y 100.29 —

S5/F0M: F30=91[.0018,184] 0 10 20

E!:dc;"i:uhal H o-f Bk @ Wi kok || & e bk oI

Lambda: 154080 3.244 47 01 0 |24130 3 713 [318% 2782

Filter. Ge £.349 9 100 |24310 4 15 2 [31.950 24 3.2

d-spe difiactometer 452 25 020 24418 5 25 2 (32088 727 4

Blso called: 8.704 5 17 1 |24580 12 321 (32121 7 282

4-[2-helry-3(1- 9.744 6 030 |24725 2 161 (32121 7 004

methylethyllaminojoroposyl | 12,967 1131|2475 42 341 (32147 5 540

benzeneacetamide 13,005 1 04 0 |2475 52 271 32147 5 500
13.536 1 031 |24861 3 203 |32340 3 451
15.616 1 140|252 1012 3 |32340 312724
15,656 < 221|259 1 26 0 |32432 4 163
15.939 4 10 2 |25640 2 180 |3258 4 192
15.539 4 731 |25640 3 3 31 |32604 4 331
15.978 4 2 31 |256% 2 73 3 |32897 2 0% 3
16.025 2 221 |26101 1 25 2 |32742 2 292
16.168 1 0722|2614 117 2 |32783 1 2100
16.220 1 150 |226519 3 3722 |32 1 512
16.276 1 0650 |26519 37 33 3290 1 2734
16.276 1 201 |26602 7 441 |32930 1 270
16.316 1 041 |26782 10 0% 3 [33439 1 35 2
17.862 3 VT 2 |268ET 20 11 3 [3369 1 05 4
18,277 23 102 |222% 1 31 2 (33729 1 521
18.277 21 24 1 (28390 1 281 |33924 «1 353
18.342 Wm 202|840 2 323 |33 1 561
14,518 B8 2 6 0 |29440 2 0% 2 |34450 1 2101
19,365 55 1 3 2 |29.300 2 430 |34546 1 324
19.440 44 321 |29375 1 15 3 |34618 1 3100
20730 100 2 3 2 |29375 13 33 |34689 1 531
22438 3/ 170|942 1 33 3 |38 1 110 0
22,438 B 3102|2942 1 3 E 1 |34840 1 343
22.468 3 350|302 1 3 6 0 |34897 2 243
23926 703032 30304 2 21 3 |34897 2273
23,960 14 00 3 [30304 2 2% 2 |3 1 2% 3

Slika 5.1. Primer rezultata pretrage PDF baze za atenolol

5.2.2. PROGRAMI ZA ANALIZU DIFRAKTOGRAMA

Analiza difraktograma je vrSena kombinovanjem programa WinPLOTR
[12], koji se nalazi u okviru paketa aplikacija FullProf Suite, i programa
PeakFit [13].

WinPLOTR graficki predstavlja rezultate difrakcije X-zraka na prahu
Sto ujedno daje i uvid u kvalitet eksperimenta. Iz oblika difraktograma se moze
uociti kristali¢nost uzorka, visina fona (background) i sli€no. Pre interpretacije

12
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rezultata potrebno normirati intenzitete pikova na 100. To se vrsi odabirom
opcije Normalization u Calculations meniju. SledeCi vazan korak je
fokusiranje uglovnog opsega(Plot meni, opcija Focus). Detektovanje pikova
moze da se vrsi automatski (Points Selection meni- Automatic peak search),
ili ruéno, dolaskom miSem na pik pri ¢emu se u dnu ekrana pojave vrednosti
za X i Y. Na X-osi se prikazuje 20, a na Y intenzitet. Umesto 20 na X-osi
moze da se pojavi i meduravansko rastojanje, d. Prelazak sa 20 na d se vrSi
preko X space menija gde izaberemo opciju d(/(). Primer obrade
difraktograma za atenolol je dat na slici 5.2.

P WinPLOTR [LLB Saclay - LCSIM Rennes] BEIR
Flle Plat Options Points Selection ¥ space | Calculations  Ristveld plot options  Text  External applications  Tools  Help
Z(d| 3| B[2[0|E|we[a]m cnmeon Fie | Per| 5 || | PP | e | 20 s Big| s ] e X

Difference
Average
Multiply ¥ andfor
Derivative data
Smoothing 3
Mormalization
100 T T T T T Constant time normalisation (UXD) N B S B B B B S B B B B B B B S B

Centroid
Integration

£l

Profile fitting — Uzorakll. dat
80
Fit with CeL JPIKS MEW

Fit with TOF JPIK/,NEW
70

Background substraction 3

Fu/HM {Caglioki)
LR.F. (LY, ,%,1,2)
Read 1RF. file

&0

50

Infensity (a.n.)

40

30

20

5 9 13 17 21 25 28 33 37 41 45
28 (°)

Calculation on the data

Slika 5.2. Primer obrade difraktograma za atenolol

Radi kvalitetnije obrade i dobijanja tacnijih podataka potrebno je
odbaciti intenzitet fona. To je moguce uraditi biranjem opcije Background
substraction u Calculations meniju.

U naSem radu oduzimanje fona vrS§eno je u programu PeakFit, pomocu
opcije Automatically Fit and Subtract Baseline. Na slici 5.3. je dat primer
oduzimanja fona na difraktogramu atenolola.

13
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A PeakFit v4

* 2nd Deriv Zeto

:

24.022.4100.8

20 40 B0
2402241008

Slika 5.3. Primer oduzimanja fona na difraktogramu atenolola u programu
PeakFit

5.2.3. ANALIZA DIFRAKTOGRAMA

5.2.3.1. PRVA GRUPA JEDINJENJA

Kao §to je napred receno, prvu grupu jedinjenja Cine Cist atenolol, B-
ciklodekstrin, kompleksno jedinjenje AT/B-CD i fizicka smeSa atenolola i B-CD.
Pre nego Sto obratimo paznju na kompleksno jedinjenje, posmatracemo
osobine atenolola i B-ciklodekstrina.

Atenolol. U bazi podataka PDF su nadena tri podatka za ovo
jedinjenje 37-1553 (1984), 41-1657 (1990), 52-1981 (2000). Prva dva podatka
se medusobno dobro slazu, sem odnosa intenziteta pikova i razlikuju se za
prvi pik na 20= 6,407°, koji je i najintenzivniji. U najnovijoj kartici indeksirani

14
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su pikovi i utacnjenji parametri elementarne celije. Razlika u pojavljivanju
pikova se moZze pripisati uslovima snimanja i pripreme uzorka.

110

atenolol  dat

30

—_—

0

50

Infensity (arD. nnits)

30

-10 _||||I||||I||||I||||I||||I||||I||||I||||I||||I||||

26 (9
Slika 5.4. Difraktogram atenolola

Snimljen difraktogram atenolola (slika 5.4.) pokazuje slaganje sa
podacima iz baze, i to sa podatkom 41-1657(Ref: Kountourellis, J.,
Department og Pharmacy, Aristotelian University, Thesaloniki, Greece, ICDD
Grant-in-Acid, (1990))(slika broj 5.5.).
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L4 PDF # 411657, wavelenath - 1.5418 &)

B Qualhe O ClAHZZ M2 037
LoE Nurube 231 bl £ ﬁ”’f‘?ﬂ,ﬂm lis, J., Dapaitmant of P Siigtckelan Uriversihy, Thecdonii
. . Bl Bliz, J. . Llapaitman aAMmacy. Ansioialan Univealsin, [=1d= [aly] SN
aaoy % #53| Gieece, ICDD Grankindid (1 560)
Cha: Dinie B
= sz .
SG: c
Call Parameters: 'ﬁ E 2
& b o e
e s H | ] ]
S5/FOM:F = [ . ] T T T T
[loar 0 10 M a0 40 2
Fad: Cuk.a
Lambd= 1.5418 Fii] Irtf h ko ] Inf  h k | | Intf h k|
Filler. EAO7 100 22395 a0 71.9%9 150
hep: diffrachomeler 9E23 El m5s 19 THE 12
12 8RR E JAE 19 TIRER 3
1E108 12 24 B4+ 12 24580 10
17.742 17 o0 A H T 13
18200 17 A6 462 ir) 40,202 10
18274 25 JBERT 18 42EE5 10
20597 4 29174 10k

Slika 5.5. Podatak iz baze za atenolol

B-ciklodekstrin. Za B-ciklodekstrin su u PDF bazi pronadeni podaci
32-1626, 32-1627, 32-1628 (1979), modifikacije B-ciklodekstrina iskristalisani
iz vode, hladnog dimetil formanida i toplog dimetil formanida, kao i najnoviji
podatak 47-2421 (Ref: Pawlaczyk J., Hladon T., Przewozna, M., Acta Pol.
Pharm., 45, 168 (1988)) koji se ne razlikuje mnogo od predhodnih podataka
po informacijama o strukturi jer polozZaji linija nisu indeksirani.
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110

. CIKLO-NEFFE DAT

20

70

50

Intensity (arb. nnits)

20

] 9 13 17 21 25 29 33 37 41 45
26 ()

Slika 5.6. Difraktogram B-ciklodekstrina

Poredenjem polozaja pikova snimljenog difraktograma B-ciklodekstrina
(slika 5.6.) se dobija dobro slaganje sa podatkom 32-1626 ( Ref: Maciejewski,
M., et al., J. Macromol. Sci. Chem., Sec A, 13,87 (1979)) (slika 5.7.).
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£4 PDF # 321626, Wavelength = 1.54056 (A)

32-1626 Qualiyy: O C42HVI0H
CAS Number f-Cyclodestrin ]
Muolecular 'Weight 113493 Ref: b aciejewski, . et al. J. Macromol. Sci Chem., Sec. &, 13, 87 [1979]
Volume[CD]:
NS Dirn; 4
; = 5
Sys: & 0
5.6: Tt i
Cell Farameters: i
seradL | L
B B I T T T T 1 T
SSAOMF = [ L] a b 10 16 20 25 a0 214°
|/ zor:
Bt 2 I hk 1|2 It hk || 2 It hk |
S lat 5.810 10 16131 &0 24932 20
Filter . 400 10 12.277 100 7249 20
d-sp 9.658 a0 19.070 a0 28.680 10
10.793 a0 21,290 10 30,693 10
11.452 B0 22902 B0 22064 10
12.745 90 23.4an 20
15.211 an 24.902 20

Slika 5.7. Podatak iz baze za [B-ciklodekstrin

Ovim smo potvrdili kristalnu strukturu polaznih jedinjenja.

Kompleksno jedinjenje AT/B-CD. Rezultat XRD analize za atenolol
kompleksiran sa [B-ciklodekstrinom dat je na slici 5.8. sa uporednim
difraktogramima osnovnih jedinjenja, atenolola i p-ciklodekstrina, inkluzionog
kompleksa AT/ B-CD i fiziclke smeSe dva jedinjenja, a uporedni polozaji i
intenziteti pikova su prikazani u tabeli 5.1.
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Slika 5.8. Uporedni difraktogrami atenolola (plavo), B-ciklodekstrina
(crveno), inkluzionog kompleksa AT/ B-CD (zeleno) i fizicke smeSe atenolola i
B-ciklodekstrina (ljubic¢asto)

Mnostvo jasno izrazenih pikova ukazuje na veliku kristaliCnost
atenolola (plavo), Sto se odrazava i na spektar fiziCke smeSe atenolola i B-
ciklodekstrina (ljubiCasto). Na spektru fiziCke sme$e je uofeno izrazeno
prisustvo pikova atenolola (20= 6,27, 9,53, 20,44, 22,16°) u smesSi i
prepoznatljiva struktura XRD spektra B-ciklodekstrina. Postoji razlika u
spektrima kompleksa i fizicke smeSe ova dva jedinjenja. Pikovi kompleksa
atenolola i B-ciklodekstrina (tabela 5.1.) se slazu sa pikovima iz spektra B-
ciklodekstrina koji je dat u bazi podataka PDF 32-1626 (slika 5.7.). U ovom
spektru (zeleno) nema pikova koji pripadaju atenololu, sto potvrduje njegovu
inkluziju u kristalnu reSetku B-ciklodekstrina.
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Tabela 5.1. Uporedni polozZaji i intenziteti pikova ocitani difraktograma prve

grupe jedinjenja
inkluzioni
Atenolol B-ciklodekstrin kompleks AT/ 3- fizicka smeSa
CD

20° /1o 20° /1o 20° /1o 206° /1o
6.27 100 6.05 11 5.65 22 6.15 25
9.53 33 8.80 67 6.5 36 8.69 39
12.62 4 10.47 21 7.06 14 9.42 13
15.92 9 11.48 9 9.79 15 10.37 27
17.57 12 12.39 100 11.57 75 11.50 25
18.16 13 13.40 16 12.98 20 12.29 100
19.11 18 14.51 21 13.72 20 14.37 50
20.44 28 15.19 15 14.49 29 15.80 16
22.16 23 15.92 16 14.98 26 16.84 32
23.71 17 16.92 30 15.49 30 17.58 47
24.31 14 17.54 34 17.49 100 19.26 38
25.80 10 17.82 35 18.57 62 20.52 49
26.41 15 18.55 47 19.51 54 22.54 34
29.02 4 19.40 35 23.67 38 23.18 18
31.80 6 19.92 11 2413 32 23.99 19
32.44 6 20.56 23 26.03 26 26.74 29
34.57 4 20.92 28 31.49 30 31.69 10
35.88 6 22.55 47 34.45 22 34.39 25
40.52 4 23.44 12 35.57 16
43.56 12 24.09 19 39.29 11

25.53 15

26.92 32

28.42 11

29.37 9

30.95 12

31.80 24

33.74 10

34.59 21

35.64 13

36.43 10

37.45 9

40.51 8
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5.2.3.2. DRUGA GRUPA JEDINJENJA

Drugu grupu proucavanih jedinjenja Cine atenolol, 2-hidroksipropil-p-
ciklodekstrin, kompleksno jedinjenje AT/2-HP-B-CD i fizicka smeSa atenolola i
2-HP-B-CD.

Osobine atenolola su ve¢ obradene u odeljku 5.2.3.1.

2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin. Podatak za ovo jedinjenje nije
pronaden u PDF bazi. Na difraktogramu ovog jedinjenja postoji Sirok
difrakcioni pik u oblasti 26=13,53-26,86° koji nije struktuiran i ukazuje na
neuredenost kristalne strukture na velikim rastojanjima. Poredenjem
difraktograma 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina (slika 5.9.) sa podacima iz
baze uoCena je slicnost sa difraktogramom [-ciklodekstrina, PDF 32-1626
(slika 5.7.).

110

a0 UzorakZNEFFP . dat

—_—

70

50

Intensity (arb. nnits)

20
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26 ()

Slika 5.9. Difraktogram 2-hidroksipropil- B-ciklodekstrina

Kompleksno jedinjenje AT/2-HP-B-CD. Rezultat XRD analize za
atenolol kompleksiran sa 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrinom dat je na slici
5.10. sa uporednim difraktogramima osnovnih jedinjenja, atenolola i 2-
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hidroksipropil-B-ciklodekstrina, inkluzionog kompleksa AT/2-HP-B-CD i fiziCke
smese osnovnih jedinjenja, a uporedni polozaji i intenziteti pikova su prikazani
u tabeli 5.2.
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Slika 5.10. Uporedni difraktogrami atenolola (plavo), 2-hidroksipropil-3-
ciklodekstrina (crveno), inkluzionog kompleksa AT/2-HP- B-CD (zeleno) i
fizicke smese atenolola i 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina (ljubi¢asto)

Sa ove slike vidimo da je difraktogram kompleksa (zeleno) skoro
identi¢an sa difraktogramom 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina (crveno), odakle
zakljuCujemo da se molekul atenolola ugradio u kristalnu reSetku 2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrina. Na difraktogramu 2-hidroksipropil-3-
ciklodekstrina postoji Sirok difrakcioni pik u oblasti 20=9,87° i 20=18,59° koji
ukazuje na neuredenost kristalne strukture na velikim rastojanjima.
Difraktogram smeSe atenolola i 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina pokazuje da
je to stvarno meSavina dva difraktograma (plavo i crveno), sto potvrduje
prisustvo pikova atenolola (20=6,27, 9,53°). Ovih pikova nema u
difraktogramu kompleksa atenolola i 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina (zeleno).
XRD analiza potvrduje da se kompleksiranje atenolola ostvaruje kao inkluzija
molekula u kristalnu reSetku domacina, u ovom slu€aju 2-hidroksipropil-3-
ciklodekstrina.
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Tabela 5.2. Uporedni poloZaji i intenziteti pikova ocitani sa druge grupe

difraktograma

2-hidroksipropil- inkluzioni o .
Atenolol B-ciklodekstrin kompleks fizicka smesa
20° /1o 20° /1o 20° /1o 206° /1o
6.27 100 6.06 7 6.83 10 6.27 100

9.53 33 7.85 21 10.04 28 7.90 8
12.62 4 9.29 35 14.65 23 9.47 37
15.92 9 9.59 37 15.55 35 10.32 17

17.57 12 10.68 39 18.42 100 16.06 17
18.16 13 12.98 27 21.85 56 17.58 40
19.11 18 17.37 76 24.55 28 18.08 46
22.16 23 17.87 83 28.37 9 19.03 52
23.71 17 18.26 89 33.55 12 20.44 54
24.31 14 18.66 100 36.02 10 22.13 29

25.80 10 19.39 96 23.76 16
26.41 15 19.93 86 24 .33 15
29.02 4 20.27 82 26.41 9
31.80 6 28.31 24 31.86 7
32.44 6 30.75 26 39.17 7
34.57 4 35.21 24
35.88 6 37.03 21
40.52 4 40.49 18
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5.3. DIFERENCIJALNA SKENING KALORIMETRIJA

Svaka fazna transformacija je pracena izmenom energije vezivanja
konstituenata. Od vrste fazne transformacije i prirode strukturnih elementa
zavisi da li dolazi do apsorpcije energije (endotermne promene) ili
oslobadanja energije (egzotermne promene).

Metoda diferencijalne skening kalorimetrije (DSC) se zasniva na
registrovanju i merenju protoka toplote pri entalpijskoj promeni u nekom
uzorku u zavisnosti od temperature [6].

Na slici 5.11. je Sematski prikazan uredaj za DSC analizu.

Slika 5.11. Sema uredaja za DSC analizu: 1- posuda sa uzorkom, 2-
posuda sa referentnim materijalom, 3- termopar za uzorak, 4- termopar za
referentni materijal, 5- grejno telo, 6- termoelektricni disk, 7- poklopac

Sistem DSC uredaja moze kalorimetrijski pratiti odgovaraju¢e promene
na dva principa: izotermski i adijabatski.

Sustina izotermskog principa je u obezbedivanju uslova da se
temperatura ispitivanog uzorka i temperatura referentnog materijala odrzavaju
jednakim u toku zagrevanja, ili rede, hladenja. Tako se uzorak, odnosno
posuda 1, da bi bio sve vreme na istoj temperaturi kao materijal u posudi 2,
mora nalaziti u uslovima da mu se dodatno odvodi, odnosno dovodi
odgovarajuca koli¢ina toplote. Odgovaraju¢a promena toplote se na pisacu
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registruje kao negativno ili pozitivno odstupanje od horizontalnog polozZaja
osnovne linije (slika 5.12.). Signal na apscisi je proporcionalan temperaturi
koja se kontroliSe dodatnim termoparom u posudi uzorka. Posto je
apsorbovana, odnosno oslobodena energija proporcionalna toploti reakcije,
amplituda pikova neposredno ukazuje na brzinu promene (dH/dt).

dH/dt[1/s]

ENDO| EGZO

TIK]

Slika 5.12. llustracija endotermnog i egzotermnog efekta kod DSC analize

U adijabatskoj varijanti DSC kalorimetar radi u rezimu obezbedivanja
uslova da se u uzorku i referentnom materijalu odrzava konstantan toplotni
fluks.

Dobijene DSC krive omogucéuju pored odredivanja temperature i
kvantitativno odredivanje energijskog protoka, tj. energije entalpijske
promene. Za to se Kkoristi povrSina pika u odnosu na povrSine kalibrisane
odgovarajuc¢im standardima. Diferencijalna skening kalorimetrija moze da se
koristi za merenje brojnih parametara koji karakteriSu uzorak. To su:
temperatura omek$avanja, kristalizacije, tacka topljenja, itd. Ovim metodom je
moguce posmatrati oksidaciju, kao i mnoge druge hemijske reakcije.
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5.3.1. EKSPERIMENTALNI REZULTATI

DSC krive atenolola, B-ciklodekstrina, 2-hidroksipropil-3-ciklodekstrina,
kompleksnih jedinjenja AT/ 3-CD i AT/ 2-HP-B-CD i fizickih smeSa atenolola
sa B-CD i atenolola sa 2-HP-B-CD snimljene su na DuPont Instruments
diferencijalnom skening kalorimetru sa brzinom skeniranja od 10°C/min u
opsegu temperatura 30-280°C. Termalne osobine uzoraka su proucavane
zagrevanjem oko 5 mg uzorka u atmosferi azota, sa praznom aluminijumskom
posudom na mestu predvidenom za referentni materijal. DSC kriva [-
ciklodekstrina snimljena je na istom uredaju i pod istim uslovima, ali u
temperaturnom opsegu 30-320°C.

| u ovom slucaju posmatrane su navedene dve jedinjenja pa su u tom
cilju napravljene i dve grupe snimaka:

. za atenolol, B-ciklodekstrin, kompleksno jedinjenje AT/ B-CD i fiziCku
smesu atenolola i B-ciklodekstrina
. za atenolol, 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin, kompleksno jedinjenje

AT/2-HP- B- CD i fizicku smeSu atenolola i 2-hidroksipropil-p-

ciklodekstrina.

5.3.1.1. PRVA GRUPA JEDINJENJA

Atenolol. Na slici 5.13. je data DSC kriva za atenolol. Na krivoj postoji
jedan endotermni pik na oko 155°C, koji odgovara topljenju atenolola.

B-ciklodekstrin. Na slici 5.14. je data DSC kriva za B-ciklodekstrin. U
intervalu od 80-90°C javlja se Sirok endotermni pik, koji najverovatnije potice
od gubljenja vode. Jo§ jedan endotermni pik, koji odgovara topljenju B-
ciklodekstrina, se javlja na temperaturi 300°C. Prema literaturi [14], taCka
topljenja za B-ciklodekstrin je od 255-265°C. Razlika je nastala zbog razliCitih
uslova pripreme uzorka i izvodenja eksperimenta.
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Slika 5.13. DSC kriva za atenolol
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Slika 5.14. DSC kriva za [-ciklodekstrin
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Kompleksno jedinjenje AT/ B-CD. Rezultati DSC analize za atenolol
kompleksiran sa B-ciklodekstrinom dat je na slici 5.15. Prikazane su uporedno
krive za osnovne supstance, atenolol i B-ciklodekstrin, njihov kompleks i
fizicku smesSu.

ENDO

20 40 &0 80 100 120 140 160 180 2

TEMPERATURA [°C]

Slika 5.15. DSC krive: (a) atenolol, (b) B- ciklodekstrin, (c) kompleks AT/ B-
CD, (d) fizicka smeS$a atenolola i 3- ciklodekstrina
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Na krivoj koja predstavlja kompleks atenolola i (-ciklodekstrina (c)
javlja se endotermni pik koji poti¢e od gubitka vode. Ovaj pik je malo pomeren
u odnosu na odgovarajuéi pik kod B-ciklodekstrina i nalazi se u
temperaturnom intervalu od 50-70°C. Primecuje se i da je pli¢i od
odgovarajuceg pika kod 3-ciklodekstrina jer su se usled kompleksacije neki od
molekula vode u Supljini B-ciklodekstrina vezali sa molekulima atenolola, pa je
apsorbovana manja koli€ina toplote za dehidrataciju. Opseg snimanja
kompleksa je bio manji nego kod B-ciklodekstrina, tako da se na krivoj
kompleksa ne pojavljuje njegova endoterma topljenja. Na krivoj nema pika
koji odgovara atenololu, Sto znaci da se on inkludovao u kristalnu reSetku -
ciklodekstrina. Na krivoj fizicke smesSe (d) pojavljuju se pikovi i atenolola i -
ciklodekstrina.

5.3.1.2. DRUGA GRUPA JEDINJENJA

Osobine za atenolol su date u odeljku 5.3.1.1.

2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin. DSC kriva ovog jedinjenja je data
na slici 5.16. Kriva pokazuje jedan Sirok endotermni pik, koji poti€e od
gubljenja vode, u temperaturnom intervalu od 60-100°C. Na krivoj nema
endoterme koja bi odgovarala topljenju, jer temperaturni opseg snimanja nije
obuhvatio tacku topljenja 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina.

ENDO

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

TEMPERATURA [°C]

Slika 5.16. DSC kriva za 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin
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Rezultati DSC analize za atenolol kompleksiran sa 2-hidroksipropil-3-
ciklodekstrinom prikazani su na slici 5.17. Prikazane su uporedno krive za
osnovna jedinjenja, atenolol i 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin, njihov kompleks
i fiziCku smesu.

ENDO

+ + + + + + + + + + + + + +
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

TEMPERATURA [°C]

5.17. DSC krive: (a) atenolol, (b) 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin, (c) kompleks
AT/2-HP- B-CD, (d) fizicka smeSa atenolola i 2-HP- 3-CD
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Na krivoj koja predstavlja kompleks atenolola i 2-hidroksipropil-p-
ciklodekstrina (c) javlja se endotermni pik na 110°C koji poti¢e od gubljenja
vode. Pikovi su malo pomereni u odnosu na pikove koji odgovaraju Cistom 2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrinu, Sto znaci da je prilikom kompleksiranja doslo
do promene broja slabo vezanih molekula vode. Na krivoj nema pikova koji bi
odgovarali atenololu, odakle mozemo da zaklju¢imo da se on inkludovao u
kristalnu reSetku 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina. DSC kriva smes$e atenolola
i 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina (d) pokazuje da je to stvarno meSavina
dvaju DSC krivih (a i b) Sto potvrduje prisustvo endoterme topljenja atenolola.
Na krivoj smeSe postoji i jedan egzotermni pik na 235°C koji odgovara
prekristalizaciji.
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6. ZAKLJUCAK

Zadatak ovog diplomskog rada je bila strukturna karakterizacija
novosintetizovanih  kompleksa B-ciklodekstrina i  2-hidroksipropil-B-
ciklodekstrina sa atenololom. Ovi kompleksi su sintetizovani u cilju povecanja
rastvorljivosti atenolola u vodi i telesnim teCnostima kao i njegove biloSke
raspoloZivosti.

Posmatrane su dve grupe jedinjenja:

. atenolol, B-ciklodekstrin, kompleksno jedinjenje AT/B-CD i fizicka
smesa atenolola i B-ciklodekstrina

. atenolol, 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin, kompleksno jedinjenje AT/2-
HP- B-CD i fizicka smeSa atenolola i 2-hidroksipropil- B-ciklodekstrina.

Analizirali smo i poredili difraktograme i DSC krive atenolola, [-
ciklodekstrina, tj. 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina sa difraktogramima i DSC
krivama kompleksnog jedinjenja AT/ B-CD, odnosno AT/2-HP-B-CD i fizickih
smesSa osnovnih jedinjenja. Na osnovu analize moZe se zakljuciti da se
atenolol inkluduje u kristalnu reSetku B-ciklodekstrina, a takode i u kristalnu
reSetku njegovog derivata, 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina.

Ovim se reSava problem male rastvorljivosti atenolola, farmakoloski
aktivnog B-blokatora, koji se koristi u terapiji hipertenzije, angine pektoris i
aritmije.

Povoljna okolnost kod inkluzionin kompleksa atenolola sa p-
ciklodekstrinom i 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrinom je $to se u inkluzionom
kompleksu mogu ostvariti terapijske koncentracije atenolola u organizmu sa
manjom koli¢inom atenolola u formi inkluzionog kompleksa nego doziranjem
slobodnog atenolola.

Opisanim postupkom za sintezu inkluzionih kompleksa dobijen je
proizvod kome je ispitana i dokazana struktura inkluzionog jedinjenja
atenolola i 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina rastvorljivosti u vodi 37,5 mg
atenolola/cm® na sobnoj temperaturi, §to je veliki napredak u odnosu na
rastvorljivost slobodnog atenolola u vodi, koja iznosi 0,3 mg/ cm?.
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