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Izvod

Na listi najzastupljenijih hemijskih elemenata u ¢ovekovom organizmu, bakar se nalazi na
trecem mestu, posle gvoZda i cinka. lako je ozbiljni deficit bakra u humanom organizmu
retka pojava, ona je propracena razli¢itim simptomima. U ovom radu je matemati¢kim mo-
delovanjem ispitana farmaceutska stabilnost novog organsko-neorganskog kompleksa na
bazi jona bakra sa polisaharidom pululanom, koji se moZe upotrebiti za tretman stanja de-
ficita bakra u humanom organizmu. Tokom modelovanja primenjen je pun faktorijalni di-
zajn. Vreme degradacije, koncentracija oksidacionog agensa, temperatura i pH vrednost
posmatrane su kao nezavisne promenljive, dok je vrednost elektri¢cne provodljivosti uzeta
kao odgovor. Posmatrani nivoi nezavisno promenljivih bili su: 0, 30, 60 min za vreme, 0,1,
0,51 1,0% za koncentraciju oksidacionog agensa, 20, 40 i 60 °C za temperaturui 1, 7i 13 za
pH vrednost. Na osnovu statisticke analize podataka (ANOVA) pri studiji termo stabilnosti
glavni uticaj na provodljivost kompleksa pokazala je temperatura i vreme degradacije. Zna-
Cajni faktor kod studije oksido stabilnosti je vreme degradacije, dok su kod hidroliticke stu-
dije znacajni vreme degradacije, pH vrednost, kao i temperatura.
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Na listi najzastupljenijih mikroelemenata u huma-
nom organizmu, bakar se nalazi na treéem mestu, posle
gvozda i cinka [1]. U organizmu su prisutna dva oblika
bakra: oksidovani Cu* i redukovani Cu®, od kojih je do-
minantniji oksidovani. Kao sastavni deo kuproenzima,
bakar je uklju¢en u redoks reakcijama (npr. oksido-re-
dukciona reakcija) bitnih metabilickih procesa [2]. Po-
treban je za stvaranje crvenih krvnih zrnaca, ulazi u sa-
stav hemocijanina, ima pozitivan uticaj na celijsku
membranu nervnih ¢elija i ima uticaj u prenosu nervnih
impulsa [3]. Bakar je kao kofaktor sastavni deo enzima
prolil i lizil hidroksilaze, enzima uklju¢enog u sintezu
kolagena [4] i formiranju vezivnog tkiva.

Takode, bakar je bitan za funkciju endogenih anti-
oksidativnih sastava, delujuéi na superoksid dismutaze.
Ukljuéen je u procesu sinteze hemoglobina, kao deo ce-
ruloplazmina, plazma proteina koji upravo bakrom ka-
talizuje oksidaciju gvozda (Fe®* u Fe*'). Za odbrambenu
moc¢ organizma bakar je od velikog znacaja, jer pomaze
iskori$¢avanje vitamina C. Dnevna doza bakra je od 0,6
do 2 mg, a neki strucnjaci preporucuju i 7 mg dnevno [5].

Simptomi ozbiljnog deficita bakra u organizmu su
promene u pigmentaciji kose i koze, nepravilnosti i de-
formacije skeleta i vezivnog tkiva, problemi repro-
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duktivnog sistema, pogorsana funkcija nervnog tkiva.
Mikrociticna hipohromna anemija u prisustvu normal-
nih serumskih koncentracija feritina klinicki je pokaza-
telj deficita bakra u organizmu.

U toku visegodisnjih istrazivanja na razvoju proiz-
voda za tretman deficita bakra u humanom organizmu,
paznja istrazivaca je uglavnom bila usmerena na jedno-
stavna organska ili neorganska jedinjenja i njihove soli.
Na osnovu velikog broja literaturnih podataka o biolos-
kim svojstvima takvih jedinjenja [6,7], kao najpogodniji
u terapiji hipokupremi¢ne anemije, trenutno preovlada-
vaju preparati na bazi soli bakra, pre svega CuSQ,, CuCl,
i CuCOs. Hloridi i karbonati su slabo rastvorljivi, a pored
toga hloridi su higroskopni, a karbonati brzo oksidisu.
Sulfati su postojane soli, lake za preciséavanje, a sul-
fatni jon se lako izluCuje iz organizma. Medutim, kod
komercijalnih OTC preparata, ove soli su prisutne u
kombinaciji sa solima drugih oligo- i mikroelemenata.
Smatra se da one imaju malu stabilnost, delimi¢nu tok-
sicnost i nemogucnost potpune resorpcije bakra u orga-
nizmu [8]. Pored toga, poznato je i da ¢est unos suple-
menata cinka, visoke doze vitamina C ili gvozda mogu
doprineti ili uzrokovati smanjenu koncentraciju bakra u
organizmu.

Pored neorganskih formi mineralnih materija, danas
se sve viSe koriste, takozvani ,helatni“ oblici, odnosno
organski vezani mikroelementi. Minerali vezani sa ami-
no-kiselinom ili peptidom bolje su zastic¢eni za vreme
pasaze kroz Zeludac, a resorpcija helatne forme bakra
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je znatno vecéa od resorpcije iz sulfata. Sinteza novih
organsko-neorganskih kompleksa na bazi jona bakra sa
polisaharidima [9], koji su pokazali visoku stabilnost i
manju toksi¢nost od navedenih soli, otvorila je Siroko
polje ispitivanja novih formulacija. Ova jedinjenja su
farmakoloski ispitana na Zivotinjama i pokazala su nizu
toksi¢nost u poredenju sa komercijalno primenjivanim
neorganskim solima bakra [10]. Pozitivni rezultati uka-
zuju na mogucénost izrade novih formulacija za tretman
stanja deficita bakra u humanom organizmu.

Ispitivanje farmaceutske stabilnosti aktivne supstan-
ce neophodno je pri razvoju nove formulacije. Razlicite
hemijske i fizicke reakcije, koje se mogu javiti tokom
transporta, ¢uvanja i upotrebe, mogu uticati na svojstva
supstance. Sa farmaceutske tacke gledista, stabilnost
leka je jedan od preduslova za njegovu proizvodnju i
primenu.

S toga, cilj ove studije je ispitivanje farmaceutske
stabilnosti bioaktivnog kompleksa bakra sa oligosaha-
ridom pululanom. U saglasnosti sa ICH regulativom
[11], ispitana je termicka, oksidaciona i hidroliticka sta-
bilnost ovog kompleksa. Vrednost elektricne provodlji-
vosti, merena nakon studije stabilnosti rastvora kom-
pleksa bakra (Il), uzeta je kao odgovor.

EKSPERIMENTALNI DEO

Uzorci. Sinteza bakar(ll) kompleksa sa pululanom
opisali su Nikoli¢ i saradnici [12]. Dobijeni bioaktivni
kompleks sadrzi 13,1% bakra.

Konduktometrijska ispitivanja. Konduktormetrijska
merenja vr$ena su na Hanna HI 8020 konduktometru.
Konduktometar je kalibrisan pomocu HI-7031 standard-
nog rastvora na temperaturi od 25 °C sa temperatur-
nim koeficijentom = 2% °C™.

Studija stabilnosti. Za pracenje termicke stabilnosti,
50 mg kompleksa bakar(ll)-pululana rastvoreno je u de-
jonizovanoj vodi u mernom sudu od 50 cm®. Konduk-
tivnost pripremljenih uzoraka pra¢ena je do 60 min na
temperaturama od 25, 40 i 60 °C uz konstantno me-
Sanje. Za pracenje testa stabilnosti pri dejstvu oksidaci-

onog agensa, u odmernom sudu od 50 cm® rastvorena
je ista koli¢ina kompleksa u 0,1; 0,5; 1,0 i 10,0% v/v
vodonik—peroksidu. Konduktivnost ovog rastvora pra-
¢ena je takode do 60 min na temperaturi od 25 °C uz
stalno mesanje.

Za proucavanje uticaja pH i temperature na stabil-
nost bakar(ll)—pululan kompleksa, 50 mg ove kompo-
nente rastvoreno je u 0,1mol dm HCl (pH 1) i NaOH
(pH 13), kao i u destilovanoj vodi (pH 7) u sudu od 50
cm®, Provodljivost ovih rastvora pracena je do 60 min i
merena na temperaturi od 25, 40 i 60 °C uz stalno me-
$anje na magnetnoj mesalici.

Eksperimentalni dizajn. Statisticka analiza podataka
vr$ena je upotrebom softvera Statistica 8.0 (StatSoft,
Inc., Tulsa, USA).

U slucaju studija termicke i oksido stabilnosti pri-
menjen je pun faktorijalni dizajn sa 2 nezavisno pro-
menljive na 3 nivoa. KoriS¢éene nezavisno promenljive
za studiju termicke stabilnosti su degradaciono vreme,
X1, temperatura, X,, dok koncentracija oksidacionog
agensa, X3, za studiju oksidacione stabilnosti. Elektri¢na
provodljivost kod termo, Yy, oksido, Y5, i hidroliticke, Y3,
studije koris¢ena je kao odgovor u ispitivanim slucaje-
vima.

Odgovor pri razli¢itim kombinacijama nezavisno
promenljivih kod studija termicke i oksido stabilnosti
kompleksa prikazane su u tabelama 1i 2.

Model eksperimentalnog dizajna sa 3 nezavisno
promenljive na 3 nivoa primenjen je za studiju hidroli-
ticke stabilnosti. Primenjene su sledece nezavisne pro-
menljive: degradaciono vreme, X;, temperatura, X;, i
pH vrednost, X;. Kao i u prethodnom slucaju, elektri¢na
provodljivost rastvora posmatra se kao odgovor, Y;.
Kombinacija nezavisno promenljivih i vrednosti odgo-
vora za studiju hidroliticke stabilnosti kompleksa prika-
zane su u tabeli 3.

REZULTATI | DISKUSIJA

Na stabilnost leka uti¢u mnogi spoljasni i unutradnji
faktori. Prisustvo peroksida i jona teSkih metala, pH

Tabela 1. Vrednosti odgovora pri razlic¢itim kombinacijama nezavisno promenljivih za studiju termicke stabilnosti
Table 1. The values of response at different combinations of the independent variables for the thermal stability study

Eksperiment X1/ min X,/ °C Elektri¢na provodljivost, Y; / mS-cm™
1 0 25 0,168
2 30 25 0,224
3 60 25 0,222
4 0 40 0,168
5 30 40 0,410
6 60 40 0,440
7 0 60 0,168
8 30 60 1,360
9 60 60 1,378
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Tabela 2. Vrednosti odgovora pri razli¢itim kombinacijama nezavisno promenljivih za studiju oksido stabilnosti
Table 2. The values of response at different combinations of the independent variables for the oxide stability study

Eksperiment X1/ min X/ % Elektri¢na provodljivost, Y; / mS-cm™
1 0 0,1 0,168
2 30 0,1 0,614
3 60 0,1 0,856
4 0 0,5 0,168
5 30 0,5 0,764
6 60 0,5 0,612
7 0 1,0 0,170
8 30 1,0 1,202
9 60 1,0 1,102

Tabela 3. Vrednosti odgovora pri razli¢itim kombinacijama nezavisno promenljivih za studiju hidroliticke stabilnosti
Table 3. The values of response at different combinations of the independent variables for the hydrolytic stability study

Eksperiment X,/ min X,/ °C pH, X3 Elektri¢na provodljivost, Y; / mS-cm™
1 0 40 1 0,09
2 0 60 1 0,09
3 0 25 1 0,09
4 30 60 1 0,57
5 30 40 1 0,516
6 30 25 1 0,445
7 60 40 1 0,69
8 60 25 1 0,6
9 60 60 1 0,78
10 25 7 0,11
11 0 40 7 0,12
12 0 60 7 0,12
13 30 40 7 0,4
14 30 60 7 0,598
15 30 25 7 0,2
16 60 40 7 0,64
17 60 60 7 0,76
18 60 25 7 0,28
19 0 25 13 0,168
20 0 60 13 0,168
21 0 40 13 0,168
22 30 40 13 0,865
23 30 25 13 0,901
24 30 60 13 2,98
25 60 40 13 1,95
26 60 25 13 1,3
27 60 60 13 4,15

vrednost, priroda rastvaraca, vlaznost, svetlost i tem-
peratura imaju znacajan efekat na hemijsku stabilnost
supstanci. U fazi preformulacije pozeljno je poznavati
hemijsku strukturu supstanci, osetljivost funkcionalnih
grupa, kao i njihova fizicka svojstva. Takode je neop-
hodno poznavati moguénost degradacionih reakcija,

kao i farmakolosku aktiovnost dobijenih degradacionih
proizvoda.

Bioaktivni kompleks bakra sa oligosaharidom pulu-
lanom, kao farmaceutski aktivna supstanca, jo$ uvek
nije farmakopejski propisana. Postupak sinteze, fizicko-
hemijska i spektroskopska karakterizacija kompleksa
moze se samo naci u patentnoj literaturi [12,13]. Za
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ispitivanje farmaceutske stabilnosti kompleksa prime-
njena je konduktometrijska metoda [14,15].

Eksperimentalni dizajn i statisticka analiza prime-
njena je za simultano, sistemati¢no i brzo procenjivanje
uticaja nezavisno promenljivih (vremena, temperature,
pH) na odgovarajuéi odgovor (elektricna provodljivost).
Interakcije izmedu procesnih promenljivih mogu se pro-
ceniti primenom eksperimentalnog dizajna. Na osnovu
statisticke analize kriticne nezavisne promenljive mogu
se identifikovati.

U slucaju studije termicke stabilnosti, redukovani
matematicki model primenom punog faktorijalnog di-
zajna prikazan je slede¢om jednacinom:

Y, =0.523+0.27X, +0.12X? +0.391X, +0.296X,X, (1)

Temperatura, X,, i degradaciono vreme, X, imaju
znacajan uticaj na elektricnu provodljivost bakar(ll)
kompleksa. Za razliku od degradacionog vremena, tem-
peratura ima vedi uticaj na stabilnost kompleksa. Dakle,
linerani ¢lanovi temperature i degradacionog vremena
su znacajni jer je njihova p-vrednost niza od 0,05. Na-
kon povecanja temperature, pokretljivost molekula pu-
lulana je veca, a interakcije izmedu bakarnih jona i OH
grupa glukopiranoznih jedinica pululana slabija. Provo-
dljivost rastvora je inaCe posledica delimi¢nog osoba-
danja bakarnih jona iz kompleksa.

Funkcionalna zavisnost elektricne provodljivosti od
temperature i degradacionog vremena prikazana je na
slici 1. Trodimenzionalni dijagram je pogodan za ilus-
trovanje uticaja nezavisnih promenljivih na elektri¢nu
provodljivost bakar(ll) kompleksa, tj. njegove stabil-
nosti.

1.6
12 ¢t
08
Y, 04 ¥
x/mSem’
0.0

04 |

Pri viSim temperaturama, provodljivost se znacajno
povecava sa povecanjem degradacionog vremena. Po-
vecanje temperature destabilizuje kompleks kao Sto je
prikazano na slici 1. Razlog ove promene je delimi¢na
hidroliza i preuredenje globalne forme kompleksa. Mo-
del predvida najvece vrednosti odgovora, odnosno naj-
manju stabilnost kompleksa pri temperaturi od 60 °C i
vremenu od 45 do 60 min.

Provodljivost vodenog rastvora CuCl, (c =1 mg cm_3)
merena je sa ciliem da se poredi stabilnost kompleksa
bakra. Ova so je inace koriSéena za sintezu ispitivanog
kompleksa bakra. Provodljivost rastvora CuCl, bila je
2,580 mScm ™.

Kako je izmerena vrednost elektri¢ne provodljivosti
rastvora kompleksa bakra(ll), tokom termicke degra-
dacije manja od 2,580 mS cm ™", to ukazuje na &injenicu
da se kompleks moZe smatrati termostabilnim.

Dobijeni matematicki model za studiju oksido stabil-
nosti opisan je na sledeci nacin:

Y, =0.634+0.344X, +0.1737X> +0.145X, (2)

Na osnovu statisticke analize (p < 0,05), glavni uticaj
na stabilnost kompleksa ima degradaciono vreme. Kon-
centracija oksidativnog agensa nije znacajna nezavisna
promenljiva u ovom modelu.

Trodimenzionalni dijagram (slika 2) konstruisan je
da bi se prikazao uticaj degradacionog vremena i kon-
centracije H,0, na stabilnost kompleksa.

Povecéanje koncentracije H,0, dovodi do neznatne
destabilizacije kompleksa. Sa povecanjem degradacio-
nog vremena, provodljivost se povecava do 45 min, a
nakon toga opada. Najvisa vrednost provodljivosti po-
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Slika 1. Funkcionalna zavisnost vremena degradacije i temperature na elektricnu provodljivost kompleksa bakra(ll).
Figure 1. The functional dependency of degradation time and temperature on the electrical conductivity of copper(ll) complex.
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Slika 2. Funkcionalna zavisnost vremena degradacije i koncentracije H,0, na elektri¢nu provodljivost kompleksa bakra(ll).
Figure 2. The functional dependency of degradation time and concentration of H,0, on the electrical conductivity of copper(ll)

complex.

stize se nakon tretiranja uzorka sa 1% H,0, za degrada-
ciono vreme od 30 do 60 min. Tada delimi¢no dolazi do
otvaranja nekih glukopiranoznih jedninica. U ovom slu-
¢aju, dialdehidni derivati pululana se formiraju samo sa
jedne strane lanca [16—19]. Kao rezultat, joni bakra se
brzo oslobadaju iz kompleksa i poveéavaju provodlji-
vost rastvora. Sa druge strane, OH grupe glukopira-
nozne jedinice na kraju pululanskog lanca oksiduje se
do karboksilne grupe. Dakle, elektricna provodljivost
testiranog rastvora povecava se usled formiranja deri-
vata pululan-karbonska kiselina.

Kompleks moZe da se posmatra kao oksido-stabilan,
zato Sto izmerena provodljivost kompleksa za vreme

studije oksido stabilnosti je manja od provodljivosti
vodenog rastvora CuCl, (2,58 mS cm™).

Nakon studija termicke i oksido stabilnosti sprove-
dene su studije hidroliticke stabilnosti analiziranog
kompleksa. Jednacina ovog modela moze da se prikaze
kao:

Y, =0.748 +0.571X, +0.347X, +0.507X, — 0.280X>

(3)
+0.295X, X, +0.425X, X, —0.252X, X2 +0.397X, X,

Kod studije hidroliticke stabilnosti kompleksa, de-
gradaciono vreme, temperatura i pH prikazane su kao
znacajne nezavisne promenljive. Kod redukovanog mo-

3
x/mScm’

Slika 3. Funkcionalna zavisnost vremena degradacije i temperature za pH 1,2 (a) i 7,56 (b).
Figure 3. The functional dependency of degradation time and temperature for: pH 1.2 (a) i 7.56 (b).

697



I.M. SAVIC i sar.: STABILNOST BIOAKTIVNOG BAKAR(I1) KOMPLEKSA

Hem. ind. 66 (5) 693-699 (2012)

dela, svi ¢lanovi su znacajni zato S$to su njihove p-vred-
nosti nize od 0,05. Najvedi uticaj na stabilnost kom-
pleksa ima degradaciono vreme, dok pH vrednost ima
manji efekat. Temperatura ima nizi uticaj od ovih pro-
menljivih.

S ciljem odredivanja stabilnosti kompleksa u Zelu-
da¢nom soku pri pH 1,2 i crevnhom soku pri pH 7,56,
trodimanzionalni dijagrami prikazani su na slici 3.

Provodljivost se blago povecava u svim ispitivanim
slucajevima kisele hidrolize bakar(ll) pululana (pH 1,2),
(slika 3a). Blago povecanje provodljivosti moze se uociti
pri svim temperaturama. Povecanje kineticke energije
usled povecanja temperature dovodi do veée pokret-
ljivosti molekula oligosaharida kod studija termicke sta-
bilnosti. Nakon odvajanja od molekula oligosaharida,
interakcije izmedu jona bakra i OH grupa glukopura-
noznih jedinica postaju slabije.

Dakle, provodljivost rastvora je rezultat postojanja
bakarnih jona, delimi¢no oslobodenih iz kompleksa. Vi-
soka predvidena vrednost elektricne provodljivosti pos-
tize se za degradaciono vreme od 60 min i temperaturu
od 60 °C. Ovakvo ponasanje kompleksa ukazuje na nje-
govu nestabilnost u kiselim medijumima.

Povecanje temperature utice na provodljivost kod
alkaline hidrolize bakar(ll) pululan kompleksa (pH 7,56),
(slika 3b). Provodljivost kompleksa pri svim ispitivanim
temperaturama bila je gotovo ista.

Povecanje elektricne provodljivosti rezultat je deli-
micne hidrolize kompleksa i otvaranja glukopiranoznih
jedinica. U tom slucaju joni bakra se naglo oslobadaju iz
kompleksa. Poredenjem provodljivosti ovog rastvora sa
vrednostima za vodeni rastvor CuCl, (2,58 mS cm )
moze se zakljuciti da je rastvor kompleksa nestabilan
pri datim uslovima. U tom slucaju kordinacione inter-
akcije izmedu cu™i liganda su veoma slabe.

ZAKLJUCAK

Stabilnost bioaktivnog kompleksa bakra sa pulula-
nom proucavana je primenom eksperimentalnog dizaj-
na. Na osnovu statisticke analize podataka (ANOVA),
glavni uticaj na provodljivost rastvora kompleksa imaju
temperatura i degradaciono vreme kod studija termic-
ke stabilnosti. Degradaciono vreme ima znacajan uticaj
na stabilnost kompleksa kod studija oksido stabilnosti.
Pored degradacionog vremena, pH vrednost i tempera-
tura imaju znacajan efekat kod studija hidroliticke sta-
bilnosti. Rezultati stres studije stabilnosti novog bioak-
tivnog kompleksa bakra sa pululanom potvrdili su mo-
guénost njegove primene pri izradi novih farmaceutskih
proizvoda, koji ¢e se upotrebiti za tretman stanja defi-
cita bakra u humanom organizmu. Medutim, na osnovu
ispitivanja stabilnosti kompleksa tokom hidrolize, izvodi
se zakljucak da se kompleks moze jedino primeniti za
pripremu parenteralnih proizvoda.
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SUMMARY

MODELING THE BIOACTIVE COPPER(Il) COMPLEX STABILITY BY THE USE OF AN EXPERIMENTAL DESIGN

Ivana M. Savic’l, Goran S. Nikolic’l, lvan M. Savic’l, Milorad D. Cakic’l, Aleksandar Doéic’z, Janos Canadi®

1University of Nis, Faculty of Technology, Leskovac, Serbia

2University of East Sarajevo, Faculty of Technology, Zvornik, Bosnia and Herzegovina
3’University of Novi Sad, Faculty of Sciences, Department of Chemistry, Novi Sad, Serbia

(Scientific paper)

A new organic-inorganic complex based on copper ions with pullulan polysac-
charide can be used for the treatment of copper deficiency in human organism.
Therefore, the aim of this paper was to carry out the stress stability study of this
potential active substance by the use of mathematical modelling. A full factorial
design was successfully applied for the stability studying. The electrical conduc-
tivity was taken as the response, while the degradation time, concentration of the
oxidative agent, temperature, and pH value were used as the independent vari-
ables. All process variables were analyzed at the three levels. On the basis of
statistical analysis of data for the thermal stability study, the temperature and
degradation time had the main impact on the conductivity of the complex so-
lution. The degradation time had the significant effect in the case of oxidative
stability study. In addition to the degradation time, the pH value and the tempe-
rature had the significant effect on the complex stability for the hydrolytic sta-
bility study.

Keywords: Modeling e Copper—pullulan
complex e Stability
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