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IZVESTAJ

A. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija kandidata diplomiranog facmda Jelene Jatijevi¢ pod nazivom:
»Karakterizacija prirodnih i modifikovanih dijatomit a kao potencijalnih funkcionalnih
materijala/ekscipijenasa za farmaceutsku primenl, napisana je na 153 strane i sadrzi 7
poglavlja: Uvod, Cilj istrazivanja, Eksperimentalgieo, Rezultati i diskusija, Zakljak,
Literatura i Prilozi. Na p&etku disertacije priloZen je rezime na srpskomgleskom jeziku.

Doktorska disertacija napisana je jasnim i pregiedstiiom i sadrzi 38 grafkih prikaza
(8 u uvodnom delu, 1 u eksperimentalnom delu i 2@aultatima i diskusiji), 22 tabele (4 u
uvodnom delu, 2 u eksperimentalnom delu i 16 ultatzona i diskusiji) i 157 literaturnih navoda
koji se ttu razmatrane problematike.

UVOD obuhvata 2 odeljka:Ekscipijenski mineralnog porekla — vrste, funkeioe
karakteristike i primena i Dijatomejska zemlja/dgenit kao potencijalni ekscipijensSvaki
odeljak sadrzi informacije koje su od Zag@ za predmet préavanja doktorske disertacije.

U prvom odeljkuizdvojene su najziajnije informacije o ekscipijensima mineralnog pgdag
medu kojima poseban ztaj imaju gline. Navedeno je da poZzeljne dfikn-hemijske osobine
glina omoguéavaju njihovu tradicionalnu primenu kao farmaceiltsgomanih supstanci sa
razlicitim ulogama/funkcijama, a poslednjih godina i pemu kao nos@ za isporuku lekovitih
supstanci. Pored slojevitih materijala, u koje spadgline, i porozni materijali se, zbog
moguenosti inkluzije i oslobdanja lekovitih supstanci na predvidljiv i reprodvkin n&in,
ispituju kao potencijalni noga

U drugom odelikunavedene su informacije o dijatomejskoj zemljdthmitu koja
predstavlja meku, trosnu, sitnozrnu, silikatnu semhitnu stenu nastalu taloZenjemaliskih
zidova (frustula) jedneeliskih algi-dijatomeja na dnu morskih i jezerskibasena i
o¢vr&tavanjem taloga uz istiskivanje vode. Zbog biokonfyilabsti, visokog poroziteta i
adsorpcionog kapaciteta, velike speci@ povrSine, inertnosti, ali i mo@uosti modifikacije
povrSine, dijatomit je prepoznat i kao nédakovitih supstanci. U cilju dobijanja materijala
odgovarajdih funkcionalnosti, ispitivana je i mognost modifikacije dijatomita organskim ili
neorganskim jedinjenjima.

CILJ ISTRAZIVANJA je bio ispitivanje mogu énosti dobijanja funkcionalizovanih
dijatomita poboljSanih fizi ¢ko-hemijskih osobina, modifikacijom pomau delimiéno
neutralisanog aluminijum-sulfata, kao i njihova farmaceutsko-tehnoloSka i
biofarmaceutska karakterizacija (u poredenju sa poznatim alumosilikatnim materijalom
farmakopejskog kvaliteta) sa aspekta potencijalne pmene kao farmaceutskog ekscipijensa
za modifikovano osloba@anje lekovitih supstanci. U cilju procene nesSkodljosti
modifikovanih dijatomita i intenziteta i duzine trajanja antihiperalgezijskog/antiedema-
toznog dejstva model supstance iz kompozita i ®ih smeSa modifikovani dijatomit-
lekovita supstanca planirano je izvdenjein vivo bioloskih testova.



EKSPERIMENTALNI DEO obuhvataMaterijale, gde su navedene supstance i reagensi koji su
koris¢eni u eksperimentalnom raduMetode, gde suopisani postupci dobijanja i metode
karakterizacije modifikovanih dijatomita i kompazit fizickih smeSa modifikovani dijatomit-
model lekovita supstanca (diklofenak-natrijum ipbofen).

Eksperimentalni rad odvijao se u tri faze.

U prvoj fazi eksperimentalnog rada&vrSena je fiziko-hemijska karakterizacija poroznih
silikatnih materijala: australijskog dijatomita kaji u literaturi postoje podaci o ispitivanjima u
svojstvu potencijalnog no&a za isporuku lekovitih supstanci, peruanskog aiyata stepena
Cistoce za prehrambenu upotrebu (enfglod grade koji se nalazi na trziStu i p¥scenog
dijatomita iz lokalnog nalaziSta (kolubarski dijath, poreklo - rudno jaloviste kolubarskog
basena uglja) koji do sada nisu opisivani u litgnmasa stanoviSta farmaceutske primene.
Pretis¢avanje kolubarskog dijatomita je sprovedeno t&kim postupkom (zarenje na 550 °C) i
prosejavanjem (sito 12&m) kako bi se uklonile organske i druggiseoce. Pomenuti materijali
su poré@eni sa bentonitom, tradicionalno ka@efim farmaceutskim ekscipijensom
farmakopejskog (Ph. Eur 8.0.) kvaliteta koji je,ogb slojevite strukture i moduaosti
interkalacije/umetanja supstanci u duslojni prostor, opisan u literaturi kao potencijahos&
za lekovite suptance.

Fizicko-hemijska karakterizacija peruanskog i gméenog kolubarskog dijatomita je
izvrSena metodama skenirégu elektronske mikroskopije u sprezi sa energets&oedzivhom
rendgenskom spektrometrijom (SEM-EDS), infracrvepektroskopije (FTIR), termalne analize
(TG/DTG/DTA), zatim odrdivanjem raspodele veine cestica metodom difrakcije laserske
svetlosti, merenjem elektrokinétiog (zeta) potencijalacestica, odréivanjem specitine
povrSine metodom adsorpcije-desorpcije azota ngpdeaturi t€nog azota (BET metod) kao i
ispitivanjem sadrZaja teSkih metala. MikrobioloRkalitet je ispitan u skladu sa farmakopejskim
propisima (Ph. Eur. 6.0). Nakon toga je ispitanrakcija dijatomita raztitog porekla kao i
bentonita sa model lekovitim supstancama diklofematkijumom i ibuprofenom. Interakcija
model supstanci sa dijatomitima ili bentonitom (olkapacitet adsorpcije) je ispitana
dispergovanjem odabrane Kkotie adsorbensa (dijatomita ra&ziog porekla ili bentonita) u
rastvoru poznate getne koncentracije adsorbata (diklofenak-natrijuim@uprofena) uz stalno
mesSanje i préenje promene procesa adsorpcije tokom vremena dtizapja adsorpcione
ravnoteze. U cilju povi@anja kapaciteta vezivanja diklofenak-natrijumaupbofena izvrSena je
modifikacija peruanskog i1 pEscenog kolubarskog dijatomita delitmo neutralisanim
aluminijum-sulfatom.

Modifikacija dijatomita delimino neutralisanim aluminijum-sulfatom izvedena je
suspendovanjem odgovarégukolicine dijatomita u vodenom rastvoru aluminijum-swdf#d,02
g/ml Alx(SOy)3-16H,0), a potom se u homogenu suspenziju dodavala (@axaM NaOH) iz
rotirajuceg rezervoara do postizanja molarnog OH/AI odno&a (delimiEna neutralizacija),
nakoncega su dobijeni talozi modifikovanih dijatomita ageni filtracijom, osuSeni i usitnjeni.
Pri postupku modifikacije katina dijatomita varirana je na tri nivoa, tako d@jpzan maseni
odnos dijatomit:delindino neutralisan aluminijum sulfat, u osuSenom mialeri bude 5:6, 5:3 |
5:2.

Fizicko-hemijska karakterizacija modifikovanih dijatomitu cilju procene uticaja
modifikacije na svojstva polaznih materijala izvraeje primenom SEM-EDS metode, FTIR
spektroskopije, termalne analize (TG/DTG/DTA), alivanjem raspodele veélne cestica



metodom difrakcije laserske svetlosti, merenjenktedkinetickog (zeta) potencijal&estica i
odreiivanjem specitine povrSine BET metodom.

Farmaceutsko-tehnoloSka karakterizacija polazmitodifikovanih dijatomita sprovedena je
u skladu sa propisima Ph. Eur. 8.0 za pojedindivgpija funkcionalnih karakteristika praskova
(odretivanje nasipne i tapkane gustine i piotosti praska).

Stabilnost modifikovanih dijatomita/spiranje alumiima (jona) ispitana je u tri razita
medijuma (0,1 M HCI, fosfatni pufer pH 6,8 i fosiapufer pH 7,4) odidivanjem koncentracije
otpusStenog jona aluminijuma nakon izlaganja/tremamodifikovanih dijatomita navedenim
medijumima.

U drugoj fazi eksperimentalnog rada ispitana interakcija modifikovanih dijatomitazti¢itog
porekla sa model lekovitim supstancama diklofenakfjumom i ibuprofenom u rastvoru
pracenjem kinetike adsorpcije i odii@anjem adsorpcionih izotermi. Analiza kinetike axije

tj. promene kolline adsorbovane supstance u zavisnosti od vrenpeimenom matematkih
modela koristi se radi procene mehanizma adsorpsigpena adsorpcije koji odige brzinu
celokupnog procesa kao i radi odir@anja kinetékih parametara. Matema&kio modelovanje
adsorpcionih izotermi, koje predstavljaju zavisnastsorbovane kaline od koncentracije
adsorbata u stanju ravnoteze pri konstantnoj temtyper pruza informacije o ravnoteznim
parametrima procesa, mehanizmu adsorpcije i uapEtese se koristi za opisivanje samog
procesa adsorpcije u datom sistemu.

Kinetika adsorpcije ispitana je dispergovanjem eddne Kkoltine adsorbensa
(modifikovanog dijatomita) u rastvoru poznate¢gime koncentracije adsorbata (diklofenak-
natrijuma ili ibuprofena) uz stalno meSanje igaaje promene kaline adsorbovane supstance
tokom vremena. Katina adsorbovane supstance u definisanom vremeatajeinata na osnovu
razlike poznate petne kolEéine supstance u rastvoru i kolie supstance u rastvoru u
odgovarajdem vremenu. Adsorpcione izoterme su ddree dispergovanjem odiene kolEine
adsorbensa (modifikovanog dijatomita) u rastvorimatitih koncentracija model lekovitih
supstanci uz stalno meSanje do postizanja ravnotépécina adsorbovane supstance je
izracunata iz razlike poznate getne koléine supstance u rastvoru i kofie supstance u
rastvoru po uspostavljanju adsorpcione ravnoteze.

Fizicko-hemijska karakterizacija modifikovanih dijatomitnakon adsorpcije lekovitih
supstanci u cilju procene prirode interakcija idmenodifikovanih dijatomita i model supstanci,
izvedena je primenom SEM-EDS metode, FTIR spektpg, TG/DTG/DTA analize i
merenjem elektrokinetkog (zeta) potencijaléestica.

In vitro biofarmaceutska ispitivanja obuhvatila su idenje ispitivanja brzine rastvaranja
model lekovite supstance iz komprimata kompozitfadadrze model supstancu adsorbovanu na
modifikovani dijatomit ili fizicku smeSu istog sadrzaja model supstance i moddikog
dijatomita. Ispitivanja su sprovedena primenom apse sa protmom celijom u sistemu
,Zatvorene petlje” u fosfatnim puferima pH vrednd®8 i 7,5 za komprimate sa diklofenak-
natrijumom, odnosno u fosfathom puferu pH 7,2 zapomate sa ibuprofenom, kao i u sistemu
,otvorene petlje” pri sledem protokolu izmene medijuma: 1 sat u 0,1 M HCls&a u
fosfathom puferu pH 6,8 i 4-5 sati u fosfathom pufeH 7,4.

Treca faza eksperimentalnog radabuhvatila je izvdenje in vivo bioloskih testova u cilju
procene neskodljivosti dobijenih modifikovanih dgenita i trajanja farmakoloskog efekta



lekovitih supstanci oslold@nih iz uzoraka/kompozita modifikovani dijatomiktevita supstanca.
Uzorci/lkompoziti modifikovanog dijatomita sa adsovanim model lekovitim supstancama, koji
lekovite supstance, pri odgovarégm (optimalnom) odnosu lekovita supstanca/modifghtov
dijatomit, podvrgnuti sun vivoispitivanju analgetke/antiedematozne aktivnosti.

Ispitivanje neSkodljivosti na miSevima soja NMRAN izvrSeno je u skladu sa protokolom
za neklinéko ispitivanje Potencijalnih ekscipijenasa namenjenih za kratkowaupotrebui
internim propisom laboratorije. Ispitivanje je ideno tako Sto je zivotinjama peroralnim putem
data doza ispitivanih uzoraka (modifikovanih dijaita) koja je iznosila 2000 mg/kg. Ispitivanje
je trajalo 72 h tokom kojih je posmatrano ispoljaeaznakova toksne reakcije ili uginge
zivotinja.

In  vivo ispitivanje  analgetke/antiedematozne  aktivnosti izvedeno je na
uzorcima/kompozitima modifikovanog dijatomita sasadbovanom lekovitom supstancom i
fizickim smeSama lekovita supstanca-modifikovani dijatamcilju praenja uticaja nosa na
intenzitet i duzinu trajanja antihiperalgezijskagiadematoznog dejstva u modelu inflamatornog
bola u pacova. Ispitivanje je sprovedeno na pacaWistar roda primenom aparata za merenje
pritiska u toku ispitivanja antihiperalgezijskogjstava, odnosno pletizmometra za merenje
volumena Sape pacova, nakon zapaljenja izazvan@piantarnom primenom karagenana.

REZULTATI | DISKUSIJA prikazani suna 67 stranica teksta, kroz 29 gekin prikaza i 16
tabela, kroz slede odeljke: Rezultati | faze eksperimentalnog rada, Rezultatifdze
eksperimentalnog rada i Rezultati Il faze ekspentalnog rada.

Uporedo sa rezultatima prikazana je detaljna aaadlimmaenje dobijenih rezultata, po svim
fazama eksperimentalnog rada.

Na kraju doktorske disertacije dat BAKLJU CAK, izveden na osnovu dobijenih rezultata
istrazivanja i njihove analize.

U poglavljuLITERATURA navedeno je 157 referenci citiranih harvardskinosti

B. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

Rezultati doktorske disertacije podeljeni su c#line, shodno postavljenim ciljevima.
U okviru prvog dela prikazani su rezultati tikdo-hemijske karakterizacije uzoraka poroznih
silikatnih materijala peruanskog dijatomita stepetiatoce za prehrambenu upotrebu i
predis¢enog kolubarskog dijatomita koji su kamhi kao polazni materijali.Rezultati
karakterizacije uzoraka polaznih materijala ukazalina méusobne razlike u: morfologiji,
raspodeli veliina i specifénoj povrsinicestica.Odretivanjem i analizom adsorpcionih izotermi
procenjena je interakcija polaznih materijala sadeholekovitim supstancama diklofenak-
natrijumom i ibuprofenomPokazano je da je adsorpcija ibuprofena i diklokematrijuma na
ispitivane materijale, bila zanemarljiva (kretaka do 50 mg/g). U cilju povanja kapaciteta
vezivanja diklofenak-natrijuma i ibuprofena za tsmine nos&e, uraiena je modifikacija
polaznih materijala delimno neutralisanim aluminijum-sulfatom. Rezultatiiko-hemijske
karakterizacije modifikovanih dijatomita su ukazdk je modifikacija dijatomita dovela do:
zn&ajnog povéanja zapreminskog srednjeg §mika cestica (usled ukrupnjavanja), Zagme
promene zeta potencijakestica usled povrsSinskih promena, smanjenja speeifpovrsine,



poveanja nasipne i tapkane gustine i poboljSanja prasti. Ispitivanjem stabilnosti
modifikovanih dijatomita/spiranje aluminijuma (jona medijumima razéitih pH vrednosti,
utvrdeno je da se jedino zrajnije spiranje aluminijuma odvijalo u kiseloj sieid dok je
spiranje u fosfatnim puferima bilo zanemarljivo.

Rezultati farmaceutsko-tehnoloSke karakterizaciggagnih i modifikovanih dijatomita, koji
ukljucuju rezultate odriivanje nasipne i tapkane gustine i ispitivanja @¢nbsti pokazali su da
se modifikacijom poboljSavaju odtena svojstva praskova koja su &maa u proizvodnom
postupkwvrstih farmaceutskih oblika.

U drugom delu prikazana je adsorpcija diklofenakijuana, kao i ibuprofena, na modifikovane
dijatomite koja je procenjena odieanjem adsorpcionih izotermi. Pokazano je da gusjpr
diklofenak-natrijuma, kao i ibuprofena, na modifilame dijatomite bolje opisujeangmuirov
model, pa se pretpostavlja da se lekovite supstaus®rbuju u monosloju na energetski
homogenu povrSinu modifikovanih dijatomita. kwaate vrednosti maksimalnog kapaciteta
adsorpcije kod monoslojne pokrivenosti {£) diklofenak-natrijuma iznosile su ~ 378 mg#g
MD500 (modifikovani peruanski dijatomit) i ~ 394 fggza MD (modifikovani kolubarski
dijatomit). Izra&unata vrednost Qx uzorka MD500 znatno je ¥a od vrednosti adsorpcionog
kapaciteta odienog u uslovima eksperimenta (262 mg/g), posSto atarpetri postupka
adsorpcije diklofenak-natrijuma na modifikovane yserske dijatomite postavijeni tako da se
omogui skoro 100% stepen adsorpcgéklofenak-natrijuma u relativno kratkom vremenskom
periodu, usledéega se pun obim vezivanja supstanci nije pokazasamom ispitivanju.
Izraunate vrednosti R ibuprofena bile su ~ 207 mg/g za MD500 i MD. Pakaz je da
neorganska modifikacijdijatomita zn&ajno povéava kapaciteadsorpcije ovih materijala za
model supstance, Sto omagwa primenu adsorpcije kao postupka vezivéekavite supstance
na ove potencijalne funkcionalne nésa

Ispitivanja in vitro brzine rastvaranja model lekovite supstance iz jromata kompozita
pokazala su da nezavisno oH prednosti medijuma za ispitivanje (fosfatni pup¢t 6,8 i pH
7,5) kao i vrste dijatomita koji je koti8n za pripremu nosa (peruanski ili kolubarski),
komprimati koji sadrzediklofenak-natrijuma adsorbovan na nosa njihovu fizicku smesu
produzeno oslol@aju lekovitu supstancuZa opisivanje osloltanja diklofenak-natrijuma iz
komprimata kompozita i fizkih smeSa lekovitesupstance sa modifikovanim dijatomitima
najpogodniji je bioKorsmeyer—Peppagv model. Vrednost eksponemai Korsmeyer—Peppas
ovom modelu ukazala je da je ne-Fikova difuzijag{emnomalous transpoytdominantan
mehanizam osloldanja diklofenak-natrijuma iz komprimata modifikovanim dijatomitima.
Takaie, Korsmeyer—Peppagv model se pokazao kao najbolji za opisivanjeolzslanja
ibuprofena iz komprimata kompozita i #kih smeSa lekovite supstance sa modifikovanim
dijatomitima. Na osnovu vrednostn eksponentaKorsmeyer—Peppasvog modela, moze se
pretpostaviti da je mehanizam osldbaja ibuprofena iz komprimata sa modifikovanim
dijatomitima nepravilni transport.

U trecem delu prikazani su rezultat vivo bioloskih testova koji su imali za cilj procenu
nesSkodljivosti dobijenih modifikovanih dijatomit&ao i procenu intenziteta i duZine trajanja
antihiperalgezijskog/antiedematoznog dejstva maigistance iz kompozita i fékih smeSa
modifikovani dijatomit-lekovita supstanc&ezultati ispitivanja neskodljivosti ukazali su na
bezbednost primene modifikovanih dijatomita u swajs potencijalnin nosa lekovitih
supstanci. Kompozit i fizka smeSa ibuprofena sa modifikovanim kolubarskijatoimitom,
ostvarili su véu efikasnost u odnosu na ekvivalentne dégtg ibuprofena u suprimiranju bola
kao manifestacije zapaljenja u pacova. Antiedenmtaiejstvo pomenutih kompozita i ke



smese bilo je poredbeno efektima ibuprofena. Mkoani dijatomit, kao potencijalni nasaa
lekovite supstance, kao i &ia pripreme nos& sa lekovitom supstancom, nisu uticali @jao
na produzenje dejstva ibuprofena, iako j& witro uslovima pokazano produzeno osldéaje
aktivne supstance.

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA SA PODACIMA IZ LITERA TURE

Morfologije frustula trziSno dostupnog (peruanskagpregiséenog kolubarskog dijatomita
znatno se razlikuju ndeisobno, kao i u odnosu na @igen australijski dijatomit (Aw i sar.,
2011; Bariana i sar., 2013). Visok sadrzaj silicipui kiseonika (odnosno silicjum-dioksida) u
uzorcima polaznih dijatomita u skladu je sa nalazibosic i sar. (2010), koji za australijski
dijatomit navode da je sadrzaj silicijum-dioksidativod 95%. Fiztko-hemijska karakterizacija
peruanskog i pk&Scenog kolubarskog dijatomita ukazala je na razlikeraspodeli veliina
cestica, specifinoj povrsini i zapremini pora u odnosu nadgéen australijski dijatomit (Aw i
sar., 2012) i pr&&éen trzisno dostupan dijatomit Fossil Shell Ffouzhang i sar., 2013).
Vrednosti zeta potencijala polaznih dijatomita bi#® sléne vrednosti zeta potencijala
predis¢enog trzisSno dostupnog dijatomita (Zhang i sar.13)0 Konverzija negativnog
naelektrisanja dijatomita u pozitivnhu vrednost kaddifikovanog kolubarskog dijatomita usled
bolje pokrivenosti supstancom za modifikaciju uaskl je sa nalazima Zhang i sar. (2011).
Prisustvo dijatomejskog silicijum-dioksida u polamrdijatomitima potvdeno je FTIR analizom
na osnovu karakterigtih traka (llia i sar., 2009; Gulturk i Guden, 2Q01Na prisustvo
ongisc¢enja tipa glina u peruanskom dijatomitu ukazalakgeakteristtna traka (Madejova i
Komadel, 2001; llia i sar., 2009), dok su &8éenja u préisS¢enom kolubarskom dijatomitu
(kvarc i dehidroksilovan ilit - mineralni sastavanka prikazan u radu Jdijevi¢ i sar., 2015)
pokazala karakterigine trake (Jiang i sar., 2008; Oumabady Alias Caanaar., 2013) u istom
regionu kao i silicijum-dioksid, te usled prepolanja nisu utene FTIR analizom. Trake
delimi¢no neutralisanog aluminijum-sulfata tu¥eae su na osnovu analogije sa pojedinim
jedinjenjima aluminijuma (Garcia-Gonzales i saQp@; Bhattacharya i sar., 2004). Primenjeni
postupak modifikacije ne dovodi do promene struktdijatomita, Sto je u skladu sa nalazima
Zhang i sar. (2011), koji su pokazali da modifikadijatomita aluminijum-oksidom ne dovodi
do promene strukture. Termalno ponasSanje peruansgogiséenog kolubarskog dijatomita u
skladu je sa termalnim ponaSanjem dijatomejskagjsin-dioksida, kao i prisutnih odgcenja
(lia i sar., 2009; Foldvéari, 2011), dok je termalrponasSanje delifino neutralisanog
aluminijum-sulfata tum&no na osnovu analogije sa termalnim ponaSanjemjgega sltnog
sastava (Bhattacharya i sar., 2004; Jiménez-Bédewsar., 2011). Adsorpciju diklofenak-
natrijuma na peruanski, @tigéen kolubarski i australijski dijatomit bolje je gpiaoFreundlich

ov negoLangmuirov model izoterme i na osnovu vrednosti parameteandlichovog modela
1/n zakljiteno je da je u datom slaju adsorpcija otezana/nepovoljna (Aivalioti i s&010;
Kaur i Datta, 2014). Znatno &e vrednosti maksimalnog kapaciteta adsorpcije u asiojfu
opisane su u literaturi za adsorpciju tetracikiivadijatomit i lantanom modifikovani dijatomit
(Chao i sar., 2014; Li i sar., 2015) u odnosu ndijdoe vrednosti kapaciteta adsorpcije
diklofenak-natrijuma na ispitivane dijatomite. Nde®o se moZe objasniinjenicom da je
adsorpcija na dijatomit i lantanom modifikovaniadgmit ispitivana iz rastvora tetraciklidai je

pH takav da su pri toj vrednosti tetraciklini ptisuu obliku cviterjona, usledega je njihova
elektrostatika interakcija sa negativno naelektrisanigsticama dijatomita povoljnija nego u



slucaju diklofenak anjona. Mtitim, u literaturi su opisani primeri dobijanja ekog kapaciteta
adsorpcije/vezivanja diklofenak-natrijuma i ibupoé interkalacijom u montmorilonit (Kaur i
Datta, 2014), ali ove vrednosti nisu reprodukovaneslovima ispitivanja adsorpcije pomenutih
supstanci na bentonit farmakopejskog kavalitetanellku adsorpcije diklofenak-natrijuma i
ibuprofena na modifikovane peruanske i modifikov&niubarski dijatomit najbolje opisuje
model kinetike pseudo-drugog reda, usieda se pretpostavlja da se u datim sistemima odvija
hemisorpcija (Al-Ghouti i sar., 2005; Al-Qodah irsa&2007). Takde, adsorpciju diklofenak-
natrijuma i ibuprofena na modifikovane dijatomiteljb opisujeLangmuirov negoFreundlich

ov model Sto ukazuje da se lekovite supstance bdgou monosloju na energetski homogenu
povrSinu modifikovanih dijatomita (Foo i Hameed 120 Chao i sar., 2014). U odnosu na FTIR
spektar ¢istog diklofenak-natrijuma, u FTIR spektrima mokidvanih dijatomita nakon
adsorpcije diklofenak-natrijuma doSlo je do pomg@hojave novih traka/pikova. Posto je u
literaturi opisana mogunost graenja kompleksa diklofenaka sa jonima metala (El-Mebel i
sar., 2015; Tabrizi i sar., 2015) pretpostavilodsetokom adsorpcije diklofenak-natrijuma na
modifikovane dijatomite mozZze db do koordinativnog vezivanja karboksilatne grupe
diklofenaka za aluminijum jone na povrSigestica modifikovanih dijatomita. Metim,
pregledom literaturnih podataka r&#ih oblika diklofenaka (Palomo i sar., 1999; Baena
Aristizabal i sar., 2011) utdeno je slaganje novih pikova sa onim karakteémngtn za
diklofenak kiselinu. Ibuprofen se tak® adsorbuje u kiselom obliku na modifikovane dijaite
Sto potvduje karakteristina traka FTIR spektra (Bannach i sar., 2010)dWien, uatene su
nove trake u FTIR spektrima modifikovanih dijatoaitakon adsorpcije ibuprofena i one su
pripisane istezanju karboksilata iz povrSinskog gtaksa ibuprofena sa aluminijum jonima.
Naime, poznato je i da ibuprofen moze da gradi Kekge sa jonima metala (Palacios-
Hernandez i sar., 2013; Silva i sar., 2013; Galisar., 2014). Takie, pojava nove trake u
skladu je sa nalazima Mallick i sar. (2008) i Andirsar. (2012), Sto potduje interakciju
ibuprofena sa delimiho neutralisanim aluminijum-sulfatom iz modifikovandijatomita. Za
razliku od pomenutih autora koji navode da je iakeija ibuprofena sa aluminijum-hidroksidom
kiselo-bazna reakcija uz gi@nje soli, pojava nova trake pripisana je karbaksilz povrSinskog
kompleksa, zbog prethodno navedene mdégasti graenja kompleksa. Termalna analiza
modifikovanih dijatomita nakon adsorpcije diklofémaatrijuma i ibuprofena pokazala je da se
termalno ponaSanje supstanci na gdasand&ajno razlikuje od termalnog ponaSanjsstih
supstanci (diklofenak-natrijuma i diklofenak kigedi- Llinas i sar., 2007; Giordano i sar., 2003;
ibuprofena i ibuprofen-natrijuma - Tita i sar.,13) Grochowicz i Kierys, 2015) Sto je posledica
interakcije lekovite supstance sa n@a. PoboljSanje termalne stabilnosti ibuprofenaaxeg
za nosatakaie je opisano u literaturi (Lu i sar., 2013).

Oslobatanje diklofenak-natrijuma iz komprimata kompozitézickih smeSa bilo je produzeno
(Jantijevi¢ i sar., 2014; Jagijevi¢ i sar., 2015). Poznato je da fosfati pokazuju ieftnka
aluminijum-(hidr)oksidu (Del Nero i sar., 2010), pa atekivan uticaj fosfatnih anjona na
oslobaanje diklofenak-natrijuma sa dijatomita modifikoWan delimiéno neutralisanim
aluminijum-sulfatom. Na osnovu literaturnih podatakkoji opisuju uticaj fosfata na
adsorpciju/desorpciju jedinjenja koja sadrze kadiak grupe (Guan i sar., 2006; Schefe i sar.,
2009) @ekivano je vée oslobdanje diklofenak-natrijuma iz kompozitaifizi ckih smeSa na pH
6,8 nego na pH 7,5, rdetim dobijeni rezultati su ukazali na druégauticaj pH vrednosti.
Korsmeyer—Peppasv model najbolje opisuje oslotenje diklofenak-natrijuma i ibuprofena iz
komprimata kompozita i fizkih smeSa Sto ukazuje da ne-Fikova difuzija predista
dominantan mehanizam osldaaja lekovitih supstanci iz komprimata (Costa i €pB001).



Potencijalna bezbednost dijatomita u biomedicinksoneni potkrepljena je rezultatima vitro
ispitivanja citotoksinosti dijatomita n&elijskim linijama kancera kolona Caco-2, HT-29 i AC
116 (Zhang i sar., 2013). Dodatno, u korist bezbstinprimene dijatomita modifikovanih
delimi¢no neutralisanim aluminijum-sulfatom govore i padde se aluminijum-sulfati nalaze na
Listi aditiva odobrenih za upotrebu u hrani (Sluiibglasnik RSopoj 63/2013). Uin vitro
uslovima pokazano je da ndsana bazi dijatomita pov@avaju kapacitet vezivanja,
permeabilnost i produzavaju osldaaje pojedinih lekovitih supstanchyv i sar., 2011; Zhang i
sar., 2013; Jagijevi¢ i sar., 2015), ali dijatomiti kao noSaza modifikovano oslolktanje
lekovitih supstanci nisu do sada ispitivannwivo uslovima. Pokazano je da kompozit i fiza
smeSa ibuprofena sa modifikovanim kolubarskim dijgitom ostvaruju véu efikasnost u
odnosu na ekvivalentne dogistog ibuprofena u suprimiranju bola kao manifeigazapaljenja

u pacova. Nedavno je pokazano da zeolit, prirodisogpcioni nos&a potencira dejstvo
diklofenaka, ali zeolit za razliku od dijatomitakazuje izvesnu intrizku aktivnost (Krajisnik i
sar., 2014). U literaturi postoje podaci o pobaiFaefikasnosti nesteroidnih antiinflamatornih
lekova od strane sintetskih adsorpcionih gasa animalnim modelima bola (Shah i sar., 2006,
Nguyen i sar., 2013). Miaitim, kako rezultati FTIR analize kompozita ukazwma stvaranje
kompleksa ibuprofena sa jonima aluminijuma na gavem$odifikovanog dijatomita, a postoje
podaci da kompleksi nesteroidnih antiinflamatornédkova sa metalnim jonima pokazuju
uporedivu ili véu antiinflamatornu aktivnost u odnosu fiste supstance (Andrade i sar., 2000),
pretpostavlja se da kompleks ibuprofena sa aluommm moze dovesti do potencijacije
analgettkog dejstva lekovite supstance. Duzine trajanjatdajibuprofena, kompozita i fidie
smesSe ibuprofena sa modifikovanim dijatomitom upa@ne su posredstvom nagiba krivih
odnosa maksimalnog antihiperalgezijskog (%AH)/atgmatoznog (%AE) efektaAPIK, koji je
merilo duzine trajanja dejstva lekova (T@nnisar., 2010). Pokazano je da ne postoji stekisti
znaajna razlika u duzinu trajanja antihiperalgezijskoantiedematoznog dejstva izdwesvih
ispitivanih tretmana.
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E. ZAKLJU CAK - OBRAZLOZENJE NAU CNOG DOPRINOSA DISERTACIJE

Predmet protavanja doktorske disertacije bili su porozni silikamaterijali dijatomiti,
sa stanoviSta farmaceutske primene. Zahvaljupiokompatibilnosti, visokom porozitetu i
adsorpcionom kapacitetu, velikoj spediidj povrsini, inertnosti, ali i mogumosti modifikacije
povrSine, dijatomit je prepoznat kao potencijalarniaceutski ekscipijens za modifikovano
oslobatanje lekovitih supstanci.

Kao polazni materijali kori&ni su komercijalno dostupan peruanski dijatonepsha
cistoce za prehrambenu upotrebu i @8éeni dijatomit iz lokalnog nalaziSta (kolubarski
dijatomit, poreklo - rudno jaloviSte kolubarskogsbaa uglja) koji do sada nisu opisivani u
literaturi sa stanoviSta farmaceutske primene. Qu adobijanja materijala odgovardiin
funkcionalnosti/poboljSanih fizko-hemijskih osobina ispitivana je i magnost modifikacije
dijatomita neorganskim jedinjenjem (delimo neutralisani aluminijum-sulfat).

Rezultati karakterizacije uzoraka polaznih maddgijukazali su na ndesobne razlike u:
morfologiji, raspodeli vetina i specifénoj povrSini ¢estica. Odréivanjem i analizom
adsorpcionih izotermi procenjena je interakcija agoih materijala sa model lekovitim
supstancama diklofenak-natrijumom i ibuprofenomkd@ano je da je adsorpcija ibuprofena i
diklofenak-natrijuma na ispitivane materijala, danemarljivaPostupak modifikacije polaznih
materijala sproveden je taloZzenjem proizvoda déheineutralizacije aluminijum-sulfata u
suspenziji dijatomitaProcena uticaja modifikacije na svojstva polazn#tenjala izvrSena je na
osnovu rezultata fizko-hemijske karakterizacija modifikovanih dijatomiDobijeni rezultati su
ukazali da je modifikacija dijatomita dovela do:azamjnog povéanja zapreminskog srednjeg
precnika cestica (usled ukrupnjavanja), Zage promene zeta potencijakgestica usled
povrSinskih promena, smanjenja spe&cié povrSine, pov@nja nasipne i tapkane gustine i
poboljSanja proténosti. Ispitivanjem stabilnosti ispitivanih dijatdan na oslobdanje/spiranje
aluminijumovog jona u medijumima raglte pH vrednosti (0,1 M HCI i fosfatnim puferima pH
6,8 i 7,4) utvdeno je da je spiranje bilo neznatno (do 2% ukupalgnijuma u fosfatnim
puferima), odnosno do 15% u kiseloj sredini i danauedene kaline oslobdenog aluminijuma
bile manje od literaturno navedenih vrednosti 2@ nzlozenosti aluminijumu najmanjeg rizika
po zdravlje ljudi.

Adsorpcija diklofenak-natrijuma, kao i ibuprofems modifikovane dijatomite procenjena je
odrefivanjem adsorpcionih izotermiPokazano je da neorganska modifikacija dijatomita
zna&ajno poveéava kapacitet adsorpcije ovih materijala za modgistance, Sto omodava
primenu adsorpcije kao postupka vezivanja lekositpstance na ove potencijalne funkcionalne
nos&e. Ispitivanjima brzine rastvaranja model lekovitihpstanci iz komprimata kompozita
(koji sadrze model supstancu adsorbovanu na moddiki dijatomit) i komprimata fizke
smese istog sadrzaja model supstance i modifikayaiatomita, pokazano je da nezavisno od
pH vrednosti medijuma za ispitivanje (fosfatni pupét 6,8 i pH 7,5), kao i vrste dijatomita koji
je korigen za pripremu nosa (peruanski ili kolubarski), komprimati koji sadr@liklofenak-
natrijuma adsorbovan na ndésdi njihovu fizicku smeSu produzeno oslaagu lekovitu
supstancu u toku 8 sati. Osldlaaje ibuprofena iz ispitivanih nasa (medijum: fosfatni pufer
pH 7,2) bilo je takde produzeno u toku 12 sati.

Ispitivanje nesSkodljivosti pokazalo je da se neljggu toksine reakcije niti uginéa
zivotinja nakon peroralne primene polaznih i mddifianih dijatomita, Sto pruza osnov za dalje
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istrazivanja navedenih materijala kao potencijaimds&a lekovitih supstanci u farmaceutskim
oblicima. Rezultati ispitivanja analgéte/antiedematozne aktivnosti kompozita idfkih smeSa
lekovita supstanca (ibuprofen)-modifikovani dijaiba modelu inflamatornog bola u pacova,
pokazali su statistki znajano i dozno-zavisno antihiperalgezijsko i antiedeomab dejstvo.
Kompozit i fizicka smeSa ostvarili su e efikasnost u odnosu na ekvivalentne domstog
ibuprofena u suprimiranju bola kao manifestacijpat@nja u pacova, uz genu zna&ajnu
razliku izmelu kompozita i fizéke smeSe u zavisnosti od primenjene doze leka.Zaokgje da
je antiedematozno dejstvo bilo poredbeno efektimgriofena u skaju oba ispitivana uzorka
(kompozit i fizicka smeSa). Dobijeni rezultain vivo farmakoloskih ispitivanja uz prethodno
pokazano produzeno oslaitzenje lekovite supstanda vitro, pruzaju osnov za dalje ispitivanje
prirodnih i modifikovanih dijatomita kao potencipgh funkcionalnih materijala/ekscipijenasa za
farmaceutsku primenu i moguost njihove primene u okviru unagemja terapije inflamatornog
bola.
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F. PREDLOG KOMISIJE ZA OCENU ZAVRSENE DOKTORSKE DIS ERTACIJE

Uvidom u rezultate zavrSene disertacije, moze sestiabovati da je kandidat uspesSno ostvario
postavljene ciljeve, Sto je potkrepljeno objavijijem rezultata disertacije u dva rada u
relevantnim méunarodnimcasopisima lfiternational Journal of Pharmaceutics Materials
Science and Engineering)C

Na osnovu svega izlozenog moze se zéhljda je kandidat ispunio ciljeve postavljene wink
doktorske disertacije pod nazivoniKgrakterizacija prirodnih i modifikovanih dijatomit a
kao potencijalnih funkcionalnih materijala/ekscipijenasa za farmaceutsku primenu; te
predlazemo Nastavno-nenom veu Farmaceutskog fakulteta da prihvati 1zvesStaj iogudi
kandidatu dipl. farm. Jeleni J&@nevi¢ da pristupi odbrani doktorske disertacije.

Beograd, 04.11.2016.
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