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Sazetak:

Indometacin je lijek koji posjeduje protuupalna, analgetska i antipiretska svojstva. Spada
u skupinu nesteroidnih protuupalnih analgetika (NSAID). Farmakoloski u¢inak indometacina je
neselektivna inhibicija enzima ciklooksigenaze. Glavni tehnoloski problem kod indometacina,
kao 1 kod svih lijekova koji spadaju u BCS-II skupinu je slaba topljivost u vodi. Kako bi se
poboljsala topljivost lijekova u vodi razvijene su mnoge farmaceutsko-tehnoloSke strategije
izrade prikladnih ljekovitih oblika (kruta disperzija, emulzija, mikrokapsuliranje, itd.). Jedna od
tih strategija je priprema nanokristala te izrada nanosuspenzija. U ovom radu provedena je
priprema i pokusaj karakterizacije nanosuspenzije indometacina. Metode kojima se izvrSila
karakterizacija su: DLS, TEM i potenciometrijska titracija nanosuspenzije, s naglaskom na
zadnju metodu. Prvi rezultati pokazali su ocitu razliku izmedu titracijskih krivulja, ali izra¢un
povrsinskog suviSka protona se nije mogao napraviti zbog neodvoljne koncetracije krute tvari i

upitnog stanja pH elektrode koja je koristena pri potenciometrijskim titracijama.
Kljuéne rijeci:
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Abstract:

Indomethacin is a drug with anti-inflamatory, analgetic and anti-pyretic properties.
Indomethacin is classified as non-steroidal anti-inflamatory drug (NSAID). Pharmacological
effect of indomethacin is non-selective inhibition of cyclooxygenase enzyme. Main
technological problem with indomethacin, as well as with all drugs from BCS-II Class is poor
solubility in water. Many pharmaceutically-technological strategies have been developed in
order to improve properties of drug solubility in water (solid dispersions, emulsions,
microcapsules). In this paper, the preparation and attempt to characterize indomethacine
nanosuspension was performed. Methods by which the characterization was performed were:
DLS, TEM and potentiometric titration of nanosuspension, with an emphasis on the latter. The
first results showed obvious difference between titration curves, but calculation of surface
proton excess could not be made due to insufficient concentration of the solid and questionable

state of pH electrode that was used in the potentiometric titrations.
Key words:
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1. Uvod

Sinteza novih lijekova je poprili¢no sloZen proces. Zahtijeva udruzivanje znanja stru¢njaka
iz raznih podrucja znanosti (kemije, medicine, farmacije...). Proces sinteze novog lijeka je jako
spor 1 skup. Od pocetne molekule koja ima potencijal za uporabu u lijeenju pa sve do gotovog
farmaceutskog pripravka moze proci preko deset godina istrazivanja. IstraZivanje se provodi na
razne nacine: analiza strukture spojeva, analiza stabilnosti spojeva u razli¢itim uvjetima, in vitro
1 in vivo testovi, odredivanje najprikladnijeg ljekovitog oblika (tableta, kapsula, suspenzija,
gel...), sve do klinickih ispitivanja. Najveci problem kod sinteze novih lijekova je njihova slaba
topljivost u vodi, zbog ¢ega ¢ak 30% novih lijekova ne dolazi na trziSte. Jedan od nacina
poboljSavanja topljivosti u vodi i na taj nacin poboljSanja bioraspolozivosti je proizvodnja
nanokristala farmaceutski aktivne tvari. Pojavom nanotehnologije s vremenom se pronasla
potencijalna primjena nanomaterijala i nanocestica u medicini. Danas se osim sinteze novih
lijekova provode i mnoga ispitivanja na ve¢ postoje¢im lijekovima uz primjenu nekog oblika
nanotehnologije. Cilj ovog rada je procesom potenciometrijske titracije okarakterizirati novi
potencijalni ljekoviti oblik, tj. nanosuspenziju, za nesteroidni protuupalni analgetik

indometacin.



2. Glavni dio

2.1. BCS - sustav Kklasifikacije biofarmaceutika
BCS (Biopharmaceutics classification system) je sustav koji klasificira tvari (bioaktivne

tvari, lijekove) u odredene kategorije. Postoje Cetiri moguce kategorije i dva kriterija pomocu
kojih se odreduje u koju kategoriju spada pojedina tvar. Prvi kriterij je topljivost, a drugi

permeabilnost odnosno propusnost.

Tablica 1. BCS sustav klasifikacije biofarmaceutika[1].

KLASA KRITERDI

Klasa 1 Visoka topljivost, visoka permeabilnost:

generalno vrlo dobro apsorbirajuce tvari.

Klasa 2 Niska topljivost, visoka permeabilnost: tvari

pokazuju apsorpciju ograni¢enu brzinom

otapanja.

Klasa 3 Visoka topljivost, niska permeabilnost: tvari
pokazuju apsorpciju ograni¢enu
permeabilnoscu.

Klasa 4 Niska topljivost, niska permeabilnost: vrlo

slaba oralna bioraspoloZivost.

2.1.1. Topljivost
Topljivost je svojstvo krute, tekuce ili plinovite tvari da se otapa u krutom, tekuc¢em ili

plinovitom otapalu formiraju¢i homogenu otopinu. Topljivost odredene tvari prvenstveno ovisi
o vrsti koriStenog otapala, a veliku ulogu u povecanju ili smanjenju topljivosti imaju temperatura
1 tlak. Stupanj topljivosti odredene tvari u specificnom otapalu mjeri se i1 definira kao najveca
koli¢ina neke tvari koja se moZe otopiti u navedenom otapalu pri danoj temperaturi i tlaku, gdje

se daljnjim dodavanjem otopljene tvari u otapalo nece povecavati koncentracija otopine [2].

Otapalo je u vecini slucajeva tekuéina, koja moZe biti Cista tvar ili smjesa dviju razlic¢itih
tekucina. Stupanj topljivosti proteze se od ,,beskonacne topljivosti“ ili potpunog mijesanja - kao

Sto su voda i etanol, sve do slabe topljivosti — standardni primjer je srebrov klorid 1 voda [2].



Sadrzaj, tj. koncentracija otopine izrazava se na razli¢ite nacine, a neki od njih su: maseni udio,
molarni udio, masena koncentracija, molarna koncentracija i molalnost. Povecanjem
temperature dolazi do povecanja topljivosti krutih tvari i smanjenja topljivosti plinova u

teku¢em otapalu.
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Slika 1. Ovisnost topljivosti krutina u teku¢inama o temperaturi[3].
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Slika 2. Ovisnost topljivosti plinova (Oz()), u teku¢inama o temperaturi [3].



Tablica 2. Kriterij topljivosti prema USP (United States Pharmacopoeia)[1].

Topljivost Dio otapala po dijelu otopljene tvari
(mL otapala po g otopljene tvari)

Vrlo dobro topljivo Manje od 1

Dobro topljivo Od1do 10

Topljivo Od 10 do 30

Slabije topljivo 0Od 30 do 100

Slabo topljivo Od 100 do 1000

Vrlo slabo topljivo Od 1000 do 10000

Prakticki netopljivo 10000 1 vise

2.1.2. Permeabilnost
Permeabilnost, tj. propusnost (lat. permeare) je prolazak ili difuzija plina, tekucine ili

krutine kroz odredeni materijal ne stvaraju¢i pri tome nikakve kemijske i/ili fizikalne promjene
na tom materijalu [4]. Odredivanje permeabilnosti aktivne tvari temelji se na izraCunavanju
apsolutne bioraspolozivosti [5]. Bioraspolozivost je farmakokineticko svojstvo tvari koje se
definira kao brzina apsorpcije 1 koli¢ina aktivne tvari iz primijenjene doze koja se apsorbira iz
ljekovitog oblika te u nepromijenjenom stanju krvotokom dolazi do aktivnog mjesta. Kod
intravenozne primjene tvari bioraspolozivost 1znosi 100%. BioraspoloZivost oralno
primijenjene aktivne tvari moze se dobiti usporedbama povrSina ispod krivulje intravenozno i

oralno primijenjene aktivne tvari na sljedeci nacin [6]:

AUCoral Dosejy,

(1) F =

AUC}y Dosegyrqp

F — bioraspolozivost; AUCoerat — povrSina ispod krivulje (kod oralne primjene); AUCiv —
povrsina ispod krivulje (kod intravenozne primjene); Doseora — Primijenjena doza (oralno);

Doseiv— primijenjena doza (intravenozno).

Tvar ima visoku permeabilnost ako bioraspolozivost kod oralne primijene iznosi 85% ili vise.
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Slika 3. Usporedba AUCiy i AUCoral (AUC — Area Under the Curve); C — koncentracija tvari u
krvnoj plazmi; t — vrijeme [7].

2.2. Indometacin
Indometacin je lijek koji ima protuupalna, analgetska i antipiretska svojstva, a spada u

skupinu nesteroidnih protuupalnih analgetika (NSAID). NSAID skupina sastoji se od ¢lanova
koji nemaju strukturnu povezanost, tj. sli¢nost odredenu reaktivnom skupinom. Sastoje od vise
razli¢itih reaktivnih skupina i postoje u nekoliko kategorija. Indometacin spada u derivate indol-
octene kiseline. [UPAC nomenklatura indometacina je 2-[1-(4-klorobenzoil)-5-metoksi-2-
metil-1H-indol-3-il] octena kiselina. Molekulska formula indometacina je Ci9HisCINOa.
Molarna masa molekule iznosi 357,788 g/mol. Indometacin je otkriven 1963., zajedno sa jos
nekoliko derivata octene kiseline kao Sto je diklofenak. Farmakoloski u¢inak indometacina je
neselektivna inhibicija enzima ciklooksigenaze (COX), glavnog enzima odgovornog za katalizu

biosintetskog puta prostaglandina 1 tromboksana preko arahidonske kiseline [8].

Indometacin se primijenjuje oralno kod odraslih i djece starije od 14 godina u lijeCenju
simptoma: upalnih reumatskih bolesti, pogotovo kada su ostali NSAID neucinkoviti;
reumatoidni artritis, degenerativne bolesti zglobova kao osteoartritis; akutni uricki artritis (giht);

izvanzglobni reumatizam; bolna stanja nakon kirurskih i zubarskih zahvata, itd. [9].
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Slika 4. Strukturna formula indometacina [8].

2.2.1. Farmakodinamika indometacina
Indometacin je NSAID sa analgetskim i antipiretskim svojstvima koji svoje djelovanje

usmjerava na nacin da inhibira sintezu faktora koji utje¢u na stvaranje upale, temperature i boli.
Terapeutsko djelovanje indometacina ne ukljucuje hipofizno-adrenalnu stimulaciju. Glavni
nacin djelovanja je smanjivanje upale kod reumatoidnog artritisa. Efektivnost protuupalnog
djelovanja ispoljava se u obliku smanjenja natecenosti i jutarnje ukocenosti zglobova. Dolazi
do povecanja mobilnosti zglobova. S druge strane, koriStenje indometacina povezano je sa
rizikom pojave ozbiljnih kardiovaskularnih tromboicnih stanja, ukljucujuéi infarkt miokarda.
Takoder, moguce su i pojave gastrointestinalnih komplikacija kao §to su: krvarenje, ulceracija,
perforacija stomaka i crijeva [8]. U usporedbi sa ostalim NSAID, smatra se da je indometacin
ja¢i vazokonstriktor koji trajnije djeluje na smanjenje cerebralnog protoka krvi i inhibira
reaktivnost CO2 [10]. Postoje istrazivanja koja pokazuju direktnu inhibiciju neuronske

aktivnosti kod trigeminocervikalnog kompleksa do odredene mjere [10].

2.2.2. Mehanizam djelovanja
Indometacin je nespecifini reverzibilni inhibitor enzima ciklooksigenaze ili

prostaglandin G/H sintaze. Indometacin se veZe na aktivnho mjesto enzima 1 tako sprjecava
interakciju izmedu enzima 1 molekule arahidonske kiseline. Analgetska, antipiretska 1
potuupalna svojstva, kao i nuspojave koriStenja indometacina dovode do smanjenja sinteze
prostaglandina (PG) [8]. U ogranizmu postoje dva izozima ciklooksigenaze: COX-1, koji je
prisutan u gotovo svim tkivima u tijelu 1 ukljucen je u sintezu prostaglandina i tromboksana A2;
COX-2, je izozim koji se izlu€uje kao odgovor na ozljedu ili upalu. Izozim COX-1 ima ulogu

zaStite probavne sluznice i funkcije bubrega na nacin da katalizira pretvorbu molekule
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arahidonske kiseline u prostaglandin G2 (PGG2), te PGG2 do PGH2. 1zozim COX-2 se izlucuje
u slucaju prisutnosti molekula koje stimuliraju upalu. COX-2 prisutan je u CNS-u, bubrezima,
maternici 1 ostalim organima. COX-2 takoder katalizira pretvorbu molekule arahidonske
kiseline do PGG2 te PGG2 do PGH2. U sluc¢aju djelovanja COX-2, PGH2 se prevodi dalje u
molekule PGE2 i PGI2 (prostaciklin). PGE2 molekula uklju¢ena je u posredovanje boli, upale i
temperature pa snizenjem njezine koncentracije dolazi do smanjenja upalnih reakcija.
Indometacin djeluje kao inhibitor za oba izozima ciklooksigenaze, ali ima jace djelovanje na
COX-1 izozim. Stetne nuspojave koristenja indometacina koje se odnose na gastrointestinalni

sustav dokaz su da indometacin ima jace djelovanje na COX-1 izozim [8].

2.2.3. Farmakokinetika indometacina
Indometacin pokazuje tzv. linearnu farmakokinetiku. Kod linearne farmakokinetike

koncentracija tvari u plazmi je proporcionalna dozi. Molekula indometacina se lako i brzo
apsorbira u gastrointestinalnom traktu. BioraspoloZivost nakon oralne primjene je gotovo 100%,
a unutar Cetiri sata apsorbirano je oko 90% primjenjene doze. Volumen distribucije proteze se
od 0,34 do 1,57 L/kg. lako je ustanovljeno da indometacin prolazi kroz krvno-mozdanu

ovojnicu, tek mali dio molekula prolazi u slobodnom, nevezanom obliku [10].

Indometacin se metabolizira u jetrima, konjugacijom sa glukuronskom kiselinom; O-
dezmetilacijom 1 N-deacilacijom. N-dezklorobenzoil-indometacin 1  O-dezmetil-N-
dezklorobenzoil-indometacin metaboliti 1 njihovi glukuronidi su neaktivni oblici te nemaju
nikakvo protuupalno djelovanje [10]. Eliminacija indometacina odvija se urinom, Zuci i
fecesom. Otprilike 33% doze indometacina izlucuje se u demetiliranom, nekonjugiranom obliku
pomocu fecesa; 1,5% se izlucuje u obliku indometacina. Oko 60% primijenjene doze izlucuje

se urinom kao metaboliti indometacina ili kao nepromijenjena molekula [10].

2.2.4. Nuspojave koriStenja indometacina
Vecina mogu¢ih nuspojava koriStenja indometacina povezana je sa primijenjenim

dozama. Moguc¢e su razne vrste nuspojava koje imaju djelovanje na kardiovaskularni,
gastrointestinalni, Ziv€ani sustav, hematoloski problemi, itd. Naj¢eS¢a nuspojava koriStenja
indometacina, povezana sa predoziranjem je glavobolja koja se pojavila kod minimalno 10%
pacijenata. NesSto rjede nuspojave su mucnina i dispepsija, a pojavljivale su se kod 3-9%

pacijenata. Dijareja, bol u abdomenu 1 konstipacija pojavljivala se kod 1-3% pacijenata [10].



Ostale moguce nuspojave su povracanje, dezorijentiranost, slabost, parestezija i konvulzije.
Stetnost indometacina izrazena je u obliku letalnih doza za miSeve i takore. Akutna letalna

doza, LD50 indometacina izmjerena kod Stakora iznosi 2,42 mg/kg; kod miSeva 13 mg/kg [8].

2.2.5. Farmaceutsko-tehnoloski aspekti
Indometacin je na trziStu dostupan u viSe ljekovitih oblika koje proizvode razne

farmaceutske tvrtke. Dostupni ljekoviti oblici indometacina su: kapsule (oralno); kapsule sa
odgodenim/produzenim djelovanjem (oralno), otopina kapi (za oftalmolosku primjenu); oralna
suspenzija (oralno); liofilizirani praSak za injekcijsku otopinu (intravenozno); supozitoriji
(rektalno); kozni sprej (vanjski, lokalno); krema (vanjski, lokalno). Na trziSte dolazi pod
razli¢itim marketinSkim imenima: ,,Indocin®, ,,Indolar®, ,,Indocid®, ,,Indoxen®, ,,Elmetacin®,
»Indoflex®, , Metindol®, itd. [8]. Indometacin se kao kemikalija u industrijskoj primjeni nalazi
u obliku blijedo Zutog kristalnog praha [15]. Kod indometacina prisutan je polimorfizam, tj.
postojanje tvari u vise kristalnih oblika. Prema nekim istrazivanjima indometacin postoji u
nekoliko oblika, ali sva istraZivanja slazu se oko postojanja dva oblika (Form I'1 Form II; odnoso
v-oblik i a-oblik). Za navedene oblike postoje podaci o to¢kama talista, IR analize i rentgenske
difrakcije praha. Od navedenih oblika, y-oblik je termodinamicki stabilniji §to se moze zakljuciti

zbog Cinjenice da ima visu tocku taliSta 1 slabiju topljivost [18].

Slika 5. Fotomikrografski prikaz kristala y-oblika koji rastu iz amorfne faze [24].



Slika 6. Fotomikrografski prikaz kristala a-oblika koji rastu iz amorfne faze [24].

Topljivost indometacina u vodi je vrlo mala, a iznosi 0,937 mg/L pri temperaturi od 25 °C [8].
Prema USP (United States Pharmacopoeia) indometacin spada u ,,prakticki netopljive spojeve*
(u vodi). Za poboljsanje kinetike topljivosti razvijeno je mnogo farmaceutsko tehnoloskih
strategija. Mogu se pripravljati krute disperzije lijeka [ 19], emulzije [20], mikrokapsule [21], ili
soli [22]. Priprava nanokristala je jedan od ustaljenih principa za pobolj$anje brzine topljivosti,
ali nanokristali nisu dovoljno stabilni. Postoji viSe metoda priprave nanokristala, kao §to su:
otparavanje otapala u nano-spray suSilu, vlazno mljevenje i liofilizacija, cryo-mljevenje u
prisutnosti tekuceg dusika, itd. [23]. Kod suspenzija nanokristala ¢esto dolazi do aglomeracije
nanokristala u vece Cestice. Kako bi se sprijecila aglomeracija potrebno je na neki nacin
stabilizirati nanokristale. Stabilizacija se postize nekom od vrsta povrSinske modifikacije
nanokristala. Za povrSinsku modifikaciju potrebno je znati koloidna svojstva suspenzije
nanokristala, kao $to su distribucija veli¢ine, oblik 1 morfologija kristala te povrSinska svojstva,
kao Sto je koli¢ina slobodnih povrSinskih disocirajucih skupina 1 zeta potencijal. Zeta potencijali
se rutinski odreduju mjerenjem elektroforeticke mobilnosti, dok za odredivanje disocijabilnih
povrsinskih protona na nanokristalima lijekova ne postoji standardizirana metoda. Odredivanje
povrsinskih disociraju¢ih skupina na mineralnim nanocesticama cesto se izvrSava pomocu
potenciometrijske titracije [16]. Koriste¢i analogiju te karakterizacije pokusat ¢e se odrediti

disocijabilni protoni na povrSini nanokristala indometacina.



2.3. Potenciometrijska titracija
Potenciometrijska titracija je volumetrijska metoda kojom se mjeri potencijal izmedu

dvije elektrode, a zatim se taj potencijal prikazuje kao funkcija volumena reagensa dodanog u
otopinu. Vrste elektroda ¢iji se potencijal mjeri su referentna 1 indikatorska elektroda. Temeljni
princip potenciometrijske titracije je odredivanje nepoznate koncentracije ispitivane otopine
titracijom s nekom standardnom otopinom pri ¢emu nagla promjena potencijala indikatorske

elektrode odreduje zavrsnu tocku titracije [11].

14 25
12 4 /_/_>ﬁ ,
10
L 15
pH s -
L
6 -
g 0.5
4 4
2 ‘ : ‘ 0
0 5 10 15 20
V (NaOH)

Slika 7. Graficki prikaz potenciometrijske titracije [11].

Titracijska krivulja kod potenciometrijske titracije ima karakteristiCan sigmoidni oblik.
Ekvivalentna tocka titracije je dio krivulje s maksimalnom promjenom potencijala. Tocka
ekvivalencije odreduje se iz diferancijalne krivulje AE/AV gdje maksimum krivulje odreduje
tocku ekvivalencije [11]. Referentna elektroda je polu€lanak sa poznatim elektrodnim
potencijalom, Erf, koji ne ovisi o koncentraciji analita ni o koncentracijama drugih iona
prisutnih u ispitivanoj otopini [12]. Idealna referentna elektroda ima potencijal koji je poznat,
stalan 1 potpuno neovisan o sastavu otopine analita. Takoder, referentna elektroda mora biti
jednostavne izvedbe, a pri prolazu malih struja mora zadrzavati konstantan potencijal [12].
Univerzalna referentna elektroda je standardna vodikova elektroda (SVE). Prema njoj se

odreduju potencijali drugih elektroda.
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Slika 8. Standardna vodikova elektroda [13].

Na slici (Slika 8.) je prikazana standardna vodikova elektroda. Metalni vodic je plocica platine
presvucena (platinizirana) fino usitnjenom crnom platinom kako bi se postigla velika povrSina.
Ta je elektroda uronjena u vodenu otopinu kiseline poznatog aktiviteta vodikovih iona. Otopina
se odrzava zasi¢enom vodikom tako da se plin pod stalnim tlakom propusta na povrSinu
elektrode. Platina ne sudjeluje u elektrokemijskoj reakciji i sluzi samo kao mjesto na koje se

prenose elektroni [12].
Elektrodna reakcija poluclanka ove elektrode je:
(2) 2H'aq +2 ¢ 5 Hag

Zbog poteSkoca sa odrzavanjem standardne vodikove elektrode, ona se zamjenjuje sa
sekundarnim elektrodama ¢iji su potencijali takoder poznati. Neke od elektroda koje se koriste
umjesto SVE su kalomelova elektroda (postoje tri vrste: 0,1M; 3,5M; zasicena) 1 elektroda

srebro/srebrov klorid (postoje dvije vrste: 3,5M; zasicena).
Kalomelova elektroda prikazuje se na sljede¢i na¢in: Hg | Hg2Cla(zas), KC1 (x M) |
Elektrodna reakcija polu¢lanka kalomelove elektrode:

(3) Hg2Clys) +2 € 5 2 Hgry + 2 CI°
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Elektroda srebro/srebrov klorid prikazuje se na sljedeci nacin: Ag | AgClzas.), KClas) |
Elektrodna reakcija poluclanka elektrode Ag/AgCl:
(4) AgCls) +e s Ags) +CI

Tablica 3. Elektrodni potencijali referentnih elektroda kao funkcije sastava i temperature [12].

Temperatura °C Potencijal (prema SVE), V
0,1M 3,5M Zasicena 3,5M Zasicena
Kalomel Kalomel Kalomel Ag/AgCl Ah/AgCl
12 0,3362 / 0,2528 / /
15 0,3362 0,254 0,2511 0,212 0,209
20 0,3359 0,252 0,2479 0,208 0,04
25 0,3356 0,250 0,2444 0,205 0,199
30 0,3351 0,248 0,2411 0,201 0,194
35 0,3344 0,246 0,2376 0,197 0,189

Indikatorska elektroda daje brz i reproducibilan odziv na promjene koncentracije iona analita.
Ne postoji potpuno selektivna indikatorska elektroda. Indikatorske elektrode dijelimo na dvije
vrste: metalne i membranske [12]. Indikatorska elektroda koristena u ovom radu je staklena pH-
elektroda. Ona se sastoji od tanke staklene membrane osjetljive na pH, smjesStene na jednom
kraju staklene ili plasticne cijevi debele stijenke. U cijevi se nalazi mala koliina razrijedene
klorovodi¢ne kiseline, zasi¢ene srebrovim kloridom (kod nekih elektroda unutrasnja otopina je
pufer koji sadrzi kloridne ione). Srebrna Zica u toj otopini predstavlja referentnu elektrodu
Ag/AgCl, koja je spojena na jedan od prikljucaka instrumenta za mjerenje potencijala. Na drugi
prikljucak spojena je referentna elektroda. lako je unutrasnja referentna elektroda dio staklene
elektrode ona nije osjetljiva na pH. Odaziv na pH pokazuje tanka staklena membrana na vrhu
elektrode [13]. Koncentracija (i aktivitet) protona unutar membrane staklene elektrode je
konstantna. Koncentracija izvan membrane odreduje se pomocu aktiviteta vodikovih iona u
otopini analita. Razlika u koncentraciji stvara razliku u potencijalu koja se moze izmjeriti

pomocu instrumenta za mjerenje pH [13].

12



Spojeno na
pH-metar

LD _ Otvorza
putjergje

-+—— Referentna

elektroda Ag/AgCl
Ag-fica
0l MHCI &
zasifensa
AgCl

-~

Otopina
KCl  —

Tanka pH-staklena
membrana

Slika 9. Shematski prikaz staklene pH-elektrode [13].

2.3.1. Mjerenje povrsinskog naboja potenciometrijskom titracijom
Postoji nekoliko metoda pomocu kojih je moguce izmjeriti povrsinski naboj, povrSinski

potencijal ili zeta-potencijal. Glavna metoda za odredivanje gusto¢e povrSinskog naboja (o)
supstrata je potenciometrijska titracija suspenzije. Titracija Cestica rasprSenih u vodenoj otopini
moze se izvesti na nekoliko nacina, ovisno o cilju istraZivanja: potenciometrijska kiselo-bazna
titracija (volumetrijska ili kulometrijska), potenciometrijska masena titracija i potenciometrijska
elektrolitna titracija. Ovaj rad fokusiran je na potenciometrijsku kiselo-baznu titraciju u kojoj se
mjeri ovisnost pH vrijednosti suspenzije o0 dodanom volumenu titranta (titrant moze biti jaka
kiselina ili jaka baza). Rezultat ove vrste potenciometrijske titracije prikazuje se u obliku naboja
povezanog sa adsorpcijskim 1 desorpcijskim reakcijama protona i hidroksidnih iona. Ako je
pocetni sadrZaj, tj. koncentracija kiseline ili baze poznata, a uzorak ne sadrzi necistoce (u obliku
kiseline ili baze), te ima dovoljno visok udio krute tvari, pomocu potenciometrijske titracije
mozZe se izmjeriti naboj. U slucaju bilo kakve devijacije od idealnih uvjeta rezultate se gleda kao
relativne vrijednosti. Relativne vrijednosti mogu se preracunati u apsolutne ako postoji podatak
o vrijednosti PZC (Point of Zero Charge - pH pri kojem je naboj jednak nuli) uz ,,ignoriranje*
devijacija izazvanih ranije spomenutim oneciS¢enjima. Vazno je naglasiti da se ovom metodom

pri mjerenju pH ne moZe ras¢laniti razlika otpusStanja H" iona od vezanja OH" iona i obrnuto
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[14]. Za pocetak je potrebno matematicki definirati Gibbsovu slobodnu energiju formacije

povrsinskog naboja:
(5) AG? = AGY,,,, + AGY,

Gibbsova slobodna energija formacije povrSinskog naboja sastoji se od kemijskog dijela
(AG%nem) i elektrostatskog dijela (AG?). Kemijski dio odreden je povrsinskim kemijskim
reakcijama protonacije 1 deprotonacije. Elektrostatski dio odreden je razvijanjem
elektrostatskog potencijala na povrsini u procesu protonacije i deprotonacije [16]. Ukupna
slobodna energija izrazava se pomocu konstante vidljive ionizacije (apparent ionization

constant) Kapp:
(6) AG? = RT In K,y

Ranije spomenuti kemijski dio izrazava se pomocu intrinzi¢ne konstante ionizacije (intrinsic

1onization constant) Kin:
(7) AGSom = RT In Ky,

Elektrostatski dio izrazava se pomocu razlike potencijala (‘o):
(8) AGY = AzF ¥,

R — opca plinska konstanta; T — apsolutna temperatura; Az — promjena naboja povrSinske
skupine (+1 ili — 1 u slucaju protonacije/deprotonacije); F — Faradayeva konstanta; Wo- razlika

potencijala.

Kombinacijom izraza za konstante Kint 1 Kapp sa jednadZbom pod (5) dobiva se Nernstova
jednadZba ovisnosti razlike potencijala (o) o aktivitetu H™ (In an+) iona za trenutno stanje u

usporedbi sa stanjem pri kojem je naboj jednak nuli, tj. tocka PZC [16]:

RT
9) ¥ = (E) (Inay, —Inayy pzc)
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Opcenito primjenjeni oblik Nernstove jednadzbe koristi pH vrijednosti umjesto aktiviteta H"

iona:

RT
(10)E = =2,303 (=) (PH — pHyer)

U slucaju pH elektrode jednadzba glasi:

RT
(11)¥y = 2,303 (372) (bH — PHpzc)

Za odredivanje gustoce povrSinskog naboja potreban je podatak o povrsinskom suvisku protona.
Za titraciju kisele suspenzije jakom bazom vrijedi slijedeéa relacija :

CNaoH (Vb=Vd)
() Ty, — Ty = %

U obrnutom slucaju titracije bazi¢ne suspenzije jakom kiselinom vrijedi slijedeca relacija:

(13)Tys — Top- = — W

Gdje je: T (I'n+ i 'on-) — povrsinska koncentracija odredene vrste, tj. H™ ili OH™ (koli¢ina mola
podijeljena sa relevantnom povrSinom povezana sa promjenom koncentracije iste tvari u
otopini); cNaoH 1 cHcl — koncentracije titranta (jaka baza 1 jaka kiselina); vb — volumen titranta
dodan u titraciju slijepe probe; va — volumen titranta dodan pri titraciji disperzije kako bi se
postigao isti pH kao kod vv; s — specifi¢na povrSina krutine (povr$ina podijeljena s masom krutih
Cestica); y — masena koncentracija krutine; F — Faradayeva konstanta; oo — gusto¢a povrSinskog
naboja. Vrijednosti I'u+ 1 ['on- su pozitivne u slucaju vezanja na povrsinu 1 negativne u slucaju
otpustanja s povrsine. Interakcije H" i OH" iona sprje¢avaju moguénost odredivanja zasebnih
ranije navedenih vrijednosti, ali njihova razlika (I'u+ - Ton-) prikazuje se kao ukupni utrosak H"
ili otpustanje OH" iona [14]. Gustocu povrSinskog naboja tvari koji je nastao procesom prijenosa
protona moguce je definirati pomocu podataka ukupnog povrSinskog suviSka protona iz

jednadzbi (12) ili (13):

(14) oo = F(Ty — Ton-)

o0 — gustoc¢a povrsinskog naboja; F — Faradayeva konstanta; (I'n+ - I'on-) — povrSinski suviSak

protona.
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Slika 10. Shematski prikaz potenciometrijske titracije (lijevo): titracija slijepe probe (puna
linija), titracija koloidne suspenzije (isprekidana linija); Shematski prikaz povrSinskog naboja

kao funkcije pH (desno) [14].

3. Eksperimentalni dio:

3.1. Priprava nanosuspenzije indometacina
Nanosuspenzija indometacina pripremljena je homegenizacijom na visokom pritisku

(High Pressure Homogenization - HPH) pomo¢u HPH instrumenta APV 2000. U tu svrhu
pripremljena je 2% vodena suspenzija indometacina ¢ija je prosjecna veli¢ina kristala iznosila
300 mikrometara. Suspenzija je podvrgnuta homogenizaciji pri tlaku, p=300 bar i 5 prolazaka

kroz HPH.

3.2. Karakterizacija nanosuspenzije

3.2.1. Odredivanje Zeta-potencijala mjerenjem elektroforeticke mobilnosti
Instrument: Malwern Zetasizer Nano Z

Princip: Zetasizer Nano Z koristi tehnologiju mikro-elektroforeze/elektroforeticko
rasipanje svjetlosti za mjerenje zeta potencijala 1 elektroforeticke mobilnosti. Laserska Doppler
mikroelektroforeza koristi se za mjerenje zeta potencijala. Otopina molekula ili disperzija
Cestica stavlja se u elektricno polje u kojem se Cestice analizirane tvari krecu brzinom koja
odgovara njithovom zeta potencijalu. Brzina se mjeri patentiranom laserskom
interferometrijskom tehnikom M3-PALS (Phase analysis Light Scattering). Navedena metoda
omogucuje izracunavanje elektroforeticke mobilnosti iz koje se zatim moze izraCunati zeta

potencijal 1 distribucija zeta potencijala [25].
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3.2.2. Dinamicko rasprsivanje svjetlosti (Dynamic Light Scattering, DLS)
za odredivanje raspodjele veli¢ine Kristala indometacina
Instrument: Malwern Zetasizer Nano S

Princip: Navedeni instrument kombinira dvije tehnike pomocu kojih se dobiva veliki
spektar mogucnosti i1 alata za optimiziranije i jednostavnije mjerenje razli¢itih vrsta uzoraka.
DLS se koristi za mjerenje veli¢ine Cestica 1 molekula. Ova tehnika mjeri difuziju Cestica koje
su u Brownovom gibanju i te podatke pretvara u veli¢inu i distribuciju veli¢ine koriste¢i Sokes-
Einsteinovu jednadzbu. NIBS (Non-Invasice Back Scatter technology) inkorporirana je kako bi

dala najvecu osjetljivost preko najveceg podrucja veli¢ine 1 koncentracije [26].

3.2.3. Transmisijska elektronska mikroskopija (Transmission
Electron Microscopy - TEM)
Instrument: JEOL TEM

Princip: Transmisijska elektronska mikroskopija (TEM) koristi visokoenergetske
elektrone koje Salje kroz vrlo tanak sloj uzorka. Interakcije do kojih dolazi izmedu elektrona i
atoma uzorka mogu se koristiti za karakteriziranje svojstava kao $to su kristalna struktura i
svojstava strukture kao dislokacije i granice zrnaca cCestica. Pomo¢u TEM-a moze se provoditi
1 kemijska analiza uzorka. Ovom tehnikom mozZe se pratiti razvijanje slojeva, njihov sastav 1
defekti u sastavu uzorka. TEM radi na istom principu kao svjetlosni mikroskop ali koristi
elektrone umjesto svjetla. PoSto je valna duljina elektrona puno manja od valne duljine
svjetlosti, optimalna rezolucija koju je moguce posti¢i za TEM-slike je nekoliko redova veli¢ine
kvalitetnija od rezolucije koja se moze dobiti svjetlosnim mikroskopom. 1z tog razloga TEM
omogucuje uvid u najsitnije detalje unutarnje strukture promatranog uzorka, a u nekim

slu¢ajevima se radi o individualnim atomima [27].

3.2.4. Potenciometrijska karakterizacija nanosuspenzije
U eksperimentu je koristen kruti indometacin za izradu nanosuspenzije na kojoj se vrsila

analiza, a o izradi navedene nanosuspenzije se detaljnije moze procitati pod 3.2. Kruti NaOH
koriSten je za izradu otopine koncentracije, cnaor=1x10"* mol/dm® i cnaor=4x10" mol/dm’.
Otopine NaOH standardizirane su otopinom HCI. Za izradu otopina, kao otapalo se koristila

procisc¢ena, deionizirana voda. Postupak se odvijao pomocu instrumenta za automatsku titraciju
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Metrohm 808 Titrando i magnetske mjesalice Metrohm 801 Magnetic Stirret koja je odrzavala

Slika 11. Metrohm 808 Titrando i Metrohm 801 Magnetic Stirrer [17].

Referentne elektrode Ag/AgCl (Methrom), te indikatorske, staklene-Ph elektrode. Standardni
laboratorijski pribor (epruvete, Case, tikvice, kapaljke, stalci, itd.) nije nabrojen. Nanosuspenzija
indometacina stavljena je na magnetsku mjesalicu te su elektrode i cijevi titratora uronjene u
¢aSu. Nanosuspenzija indometacina titrirana je otopinom NaOH. Postupak je kontroliran i
pra¢en pomocu softwarea za titraciju (Tiamo). Rezultati analize obradeni su i graficki prikazani

softwareom Microsoft Excel, a u ovom radu biti ¢e prikazani u poglavlju 4.

Slika 12. Aparatura za izvodenje eksperimentalnog dijela rada
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Priprava nanosuspenzije indometacina
Nakon homogenizacije na visokom pritisku pripravljena je homogena suspenzija

indometacina, bijele boje, koja nije sedimentirala ni nakon 30 dana pohranjivanja na 4 °C.

4.2. Karakterizacija nanosuspenzije

4.2.1. Odredivanje zeta potencijal mjerenjem elektroforeticke

mobilnosti:

Izmjereni zeta potencijal suspenzije nanokristala indometacina iznosio je -29,7 mV.

Vrijednost od -29,7 mV ¢ini nanosuspenziju stabilnom. Na slici 13. i u talbici 4. rezultati

mjerenja su prikazani graficki i numericki.

Total Counts

2000007 <o e R
100000F - - P N I o

BO000 T+ e TR

Zeta Potential Distribution

-100

0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV)

Record 99: IN pH=7|

Slika 13. Graficki prikaz rezultata mjerenja zeta potencijala.

Tablica 4. Rezultati mjerenja zeta potencijala.

pH | elektri¢na Zeta [%] po Std. Dev.
vodljivost Potencijal intenzitetu (d, nm)
[mS/cm] [mV]
Indometacin 1 m/m % | 7 0,00825 29,7 100 8,12
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4.2.2. Dinamicko rasprSivanje svjetlosti (Dynamic Light Scatering
DLS) za odredivanje raspodjele veli¢ine kristala indometacina
Odredena je distribucija velicine kristala DLS metodom i rezultati prikazuju da postoje

dva karakteristicna vrha u distribuciji veli¢ine kristala. Prvi vrh je zastupljen sa 4,7 % po
intenzitetu rasprSene svjetlosti, dok je drugi vrh 701 nm 1 95,3%. Prosjecna veliCina kristala je

bila 486 nm. Na slici 14. i u tablici 5. rezultati analize prikazani su graficki i numericki.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

|—— Record 269: 10.04. 6. 5 minta 1|

Slika 14. Graficki prikaz rezultata analize DLS metodom.
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Tablica 5. Rezultati analize DLS metodom.

Velidina % po Std. Dev.
(d, nm) intenzitetu (d, nm)
Prosjecna 485 Peak 1 701 95,3 380
veli¢ina
PDI 0,258 Peak 2 110 4,7 26

4.2.3. TEM Transmisijska elektronska mikroskopija (Transmission
Electron Microscopy TEM)
Analizom kristala pomoc¢u transmisijske elektronske mikroskopije odreden je izgled,

duzina i $irina kristala indometacina u nanosuspenziji. Kristali indometacina su iglicasti. DuZina
kristala iznosila je 1-3 pm, a Sirina im je iznosila 100-300 nm. Slike 15. i 16. prikazuju TEM

snimke kristala indometacina.

Microscope |Accelerating Voltage Magnification
JEM-1200EX |1 80 kV 10000 x —2 pm—

Slika 15. TEM snimka uzorka kristala indometacina.
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L i
Microscope |Accelerating Voltage Magnification
| JEM-1200EX 1l 80 kV 20000 x —1 pm—

Slika 16. TEM snimka uzorka indometacina.

4.2.4. Potenciometrijska karakterizacija nanosuspenzije
Rezultati titracije suspenzije indometacina koncentracije, c=0,13975 mol/dm?, prikazani

su na slici 17.

Potenciometrijska titracija vodene suspenzije
indometacina

10 o o ° ° ° ° °

8 "’....

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
V [cm3]

Slika 17. Graficki prikaz potenciometrijske titracije vodene suspenzije

indometacina otopinom NaOH, cnaon=1x10"*mol/dm?.
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Slika 18. Graficki prikaz potenciometrijske titracije otopine nanosuspenzije indometacina
dispegirane u HCI-u, pri ¢emu je i otopine HCI-a koncentracije, cuci=1x10mol/dm?, s

otopinom NaOH koncentracije, cnaon= 4x107 mol/dm?.

Nanocestice indometacina dispergirane su u otopini HCl-a, a koncentracija iznosi

CIndometacinZO, 13975 mOI/dm3 .
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5. Zakljucak

Uspjesno je pripremljena suspenzija nanokristala indometacina koriStenjem
homogenizatora na principu visokog tlaka te je izvrSena njena karakterizaciju. Distribucija
veli¢ine odredena je pomoc¢u dvije metode DLS i TEM. DLS metodom odredena je prosjecna
veli¢ina kristala od 486 nm, koja se ne podudara sa veli¢inama Cestica koje se mogu odrediti sa
TEM snimaka. Razlog se moze naci u teoretskoj pozadini DLS mjerenja u kojoj se odredivanje
distribucije hidrodinamickog promjera Cestica vrSi po Stokes-Einsteinovoj jednadzbi koja je
definirana za monodisperzne sustave izometricnih Cestica. Na TEM snimkama se vidi da su
kristali indometacina igliCasti, zbog ¢ega se na njih ne moze primijeniti Stokes-Einsteinova
jednadzba. Pripravljena suspenzija indometacina ima iglicaste kristale duzine od 1-3 um i
nanokristali imaju negativan zeta potencijal (-29,7 mV), zbog kojeg je suspenzija indometacina
stabilna. U svrhu odredivanja povrSinskih disocijabilnih skupina na sucelju kristala i vode
isprobana je potenciometrijska titracija. Prvi rezultati pokazali su ocitu razliku izmedu
titracijskih krivulja, ali izratun povrSinskog suvisSka protona se nije mogao napraviti. Razlog
tome je bila neodvoljna koncetracija krute tvari, i upitno stanje pH elektrode koja je koriStena
za potenciometrijska titriranja. Uz daljnu optimizaciju uvjeta titracije kao Sto su koncetracija
krute tvari i koncentracija tiranta mogla bi se razviti metoda za brzu karakterizaciju

nanosupenzija lijekova.
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