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POVZETEK

Topnostne lastnosti, mehanske lastnosti in staklileo lastnosti zdravilnetimkovine,
ki imajo pomembno vlogo pri detovanju novih farmacevtskih oblik. Obstajatweatinov
manipuliranja s temi lastnostmi. Tako je mozno zagd Zeljene lastnosti zdravila z
uporabo razlinin pomoznih snovi, ter z uporabo drugih tehnolbsiesSitev. Lahko pa
spremenimo lastnosti Ze sami zdravil@iinkovini. Razlgne kristalne oblike zdravilne
ucinkovine so ena od moznih poti, druga moznost gelava kokristalov zdravilne
ucinkovine z razknimi spojinami.

Kokristal je edinstvena kristaliima snov, sestavljena iz dveh alic¢veazlicnih
komponent, ki so trdne pri sobni temperaturi. Komgrte so v kokristalih povezane z
medmolekulskimi interakcijami, kot so npr. vodikovezi, van der Waalsove interakcije,
n-n interakcije, dipol-dipol interakcije in interakeimed halogeni.

V sklopu diplomske naloge smo na osnovi principadmolekulskega prepoznavanja
in najnovejSih dognanj o kokristalih, dgréovali in pripravili 3 nove kokristale flukonazgla
ki je v vodi slabo topna protigli¥ha zdravilna tinkovina. Tako smo z metodo
kokristalizacije iz topila pripravili kokristale dkonazol : maleinska kislina = 1:3,
flukonazol : fumarna kislina = 2:1 ter flukonazol glutarna kislina = 1:1. Pri
kokristalizaciji smo uporabljali razihna organska topila oziroma kombinacije topil, pri
¢emer smo kokristalizacijo izvajali na osnovi supéusacije.

Pripravljene kokristale smo nato okarakterizirali weljavljenimi metodami za
karakterizacijo kokristalov. Tako so v diplomskilog predstavljene kristalne strukture
vseh treh kokristalov, pridobljene z rentgenskoati€ijo na monokristalih. Poleg tega so v
nalogi za dobljene kokristale predstavljeni Se itatiuanaliz z jedrsko magnetno resonanco
v trdnem in v raztopini, rentgenski praskovni dii@grami, DSC termogrami in rezultati
infrardee spektroskopije.

Pri poizkusih priprave kokristalov flukonazola zkaliboksilnimi kislinami nismo

uspeli pripraviti kokristalov z jab&ho, jantarno in vinsko kislino.
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ABSTRACT

Solubility properties, mechanical properties arab#ity are important characteristics
of active pharmaceutical ingredients in design @ rpharmaceutical formulations. There
are many ways of manipulating those properties. fssible way includes an aplication
of various technological solutions, e.g. the usevafious excipients. Another option
includes the manipulation of properties of actplearmaceutical ingredient itself, which
comprises preparation of different crystal formguoeparation of cocrystals with different
compounds.

Cocrystal is a unique crystalline solid, containitwgp or more components. Those
components must exist as solids at room temperaRossible interactions in cocrystals
usually include hydrogen bonds, van der Waals acteyns,n-n interactions, dipol-dipol
interactions and halogen atom interactions.

Based on principles of intermolecular recognitiand on latest achievements in
cocrystal design, we have designed and preparedws aocrystals of fluconazole, an
antifungal active pharmaceutical ingredient, whishslightly soluble in water. With
solution cocrystallization approach we have prepa@crystals fluconazole : maleic acid
= 2.5, fluconazole : fumaric acid = 2:1 and flucpole : glutaric acid = 1:1. We have used
various organic solvents and solvent mixtures thiea® cocrystallization, which was
based on supersaturation.

Prepared cocrystals were characterized with estaddi methods for characterization of
cocrystals including single crystal X-ray difframti solid-state nuclear magnetic
resonance, powder X-ray diffraction, differentiatasning calorimetry and Fourier
transform infrared spectroscopy.

In an attempt to prepare fluconazole cocrystal$ witarboxylic acids we have not

managed to produce fluconazole cocrystals withanaliccinic and tartaric acid.
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SEZNAM OKRAJSAV IN ENOT

d - kemijski premik

A - Angstrem

A - proton akceptor

CYP - citokrom P450

CP - “proton-to-carbon cross polarisation”
d - razdalja

D - proton donor

DSC - "differential scanning calorimetry”
FLU - flukonazol

Hz - hertz

IR - infrardee/-a

J - joule

K - kelvin

K - ravnotezna konstanta

Ksp - topnostni produkt

M - molarna koncentracija (mol/L)
MAS - “magic-angle spinning”

NMR - nuklearna magnetna resonanca

P - porazdelitveni koeficient

ppm - "parts per million” (ena na milijon)
PDB - "Protein Data Bank”

PXRD - “powder X-ray diffraction”

T - transmitanca

w - watt
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1. UVOD

Lastnosti trdne snovi niso odvisne le od molekuljoksestavljajo, temvetudi od
razporeditve molekul v prostoru. Kristakklne snovi imajo atome, molekule ali ione
razporejene v urejeno kristalno reSetko, ki se pijga celotnem prostoru kristala. Kristal
lahko v kristalni reSetki vsebujejo tudi 2 ali dveazlicnih molekul, povezanih z
medmolekulskimi interakcijami. TakSne kristale imgmo kokristali in imajo drugae
lastnosti kot kristali, grajeni le iz ene vrstedéov (1).

1.1. KOKRISTALI

Pojem kokristal zaenkrat Se nima enotno opredelgei@icije. Tako naletimo na
razlicne definicije tega pojma, s strani r&mih avtorjev. Raztine definicije lahko
enostavno povzamemo, da je kokristal edinstversaatimicna snov, sestavljena iz dveh ali
vec razlicnih komponent (1).

Zelo Siroko definicijo pojma ponuja Dunitz, ki opje kokristal kot kristal, ki vsebuje
dve ali v& razlicnih komponent. Tako pod okrilje pojma kokristal dg@ molekularne
zmesi, molekularni kompleksi, hidrati, solvati, lakijski kompleksi, klatrati in ostale
mozne kristalne zmesi (2). S takSno definicijo postStevilo poznanih kokristalov morda
preveliko. Problem predstavljajo predvsem hidrati solvati, ki so Siroko zastopani v
svetu kristalov. Posletho Aakeroy predlaga, da morajo biti kokristali sgfeni iz
komponent, ki so trdne pri sobni temperaturi (3)leB tega morajo biti komponente v
kokristalu zastopane v stehiometrijskem razmerpled zgornjih dveh Aakeroy postavlja
Se tretji pogoj, da morajo biti kokristali sestavij iz nevtralnih komponent. Zadnji pogoj
tako izlaii trdne snovi, ki vsebujejo ione, inkluzijske koragse ali ione kovin prehoda.
Tako lahko kot kokristale razumemo le binarne karkpé donorjev in akceptorjev, ter z
vodikovimi vezmi povezane kokristale (3). Slednjafidicija se ze skoraj sklada s
trenutnim razumevanjem pojma kokristala. Ker jeigleavanje kokristalov razmeroma
novo podrgje, se definicija pojma stalno nekoliko spreminja dopolnjuje. Najbolj
nedoréeno podrdje je verjetno meja med soljo in kokristalom.

Sol je ionska spojina, sestavljena iz venov, v kateri je prisotna izmenjava kislih

protonov. Mejo med kokristalom in soljo lahko defamo tako, da je izmenjava protonov
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v soli popolna, v kokristalu pa je izmenjava popoira odsotna (1). Realni primeri kazejo,
da meje ni mozno postaviti tako absolutno. Kot enrtahko navedemo aminofilin (zmes,
sestavljena iz 2 molov teofilina in 1 mola etilegndina). 1z 2 raztinih kristalnih struktur
je razvidno, da je v prvem primeru izmenjava pratda delna, medtem ko je v drugem
primeru izmenjava protona popolna ((4), slika Dstavitev meje med soljo in kokristalom
je tako Se predmet prihodnje znanstvene razprave.

L
DELNA IZMENJAVA PROTONA POPOLNA IZMENJAVA PROTONA

Slika 1. Kristalni strukturi aminofilina. Leva strukturaikazuje kristalno strukturo brezvodne oblike, Kr
proton dislociran na kislem teofilinskem duSikurnia bazinem etilendiaminskem duSiku. Desna struktura

prikazuje kristalno strukturo monohidrata, kjempseton nahaja na duSikovem atomu etilendiamina.

1.2. NACRTOVANJE KOKRISTALOV

Prvi korak pri nértovanju farmacevtskih kokristalov daneinkovine je izbira
partnerja (pomozne snovi), ki se bo v kristalnietkSpovezal z zdravilnodinkovino. Tu
velja omeniti, da je najpogosteje uporabljena korabija sestavljena iz molekule, ki

vsebuje karboksilno skupino in iz molekule, ki vsghdusikov heterocikel (3).

Partnerja v kokristalu navadno izberemo na podiaglednjih kriterijev:

1. pomozna snov je Ze bila uporabliena v farmacevtskitkelkin in je tako
farmacevtsko sprejemljiv&i(n vegja frekvenca uporabe v farmacevtskih izdelkih,
tem bolje),

2. pomozZna shov je netoksia,

3. velikost molekule je priblizno enaka ali sorazmevehkosti zdravilne tinkovine,

4. med kislino in bazo ne sme biti&/&ot 2 pKa enoti razlike. V nasprotnem primeru
bosta zdravilnadinkovina in pomozna snov tvorili sol, ki je stalalm vodi (1).
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Zadnji kriterij lahko razumemo tudi kot napyje verjetnost za tvorbo vodikove vezi med
kislino in bazo, med katerima razlika v pKa vreditosie presega 2 enot, hkrati pa je
razlika blizu tej vrednosti. Poleg tega pa je zagojgoj najmanj absoluten in je vreden
premisleka. Praktni primeri namré kazejo, da ob strogem upoStevanju tega kriterija
lahko izpustimo poizkuse, ki bi lahko pripeljali dmlkritja novih kokristalov. TakSen
primer je poizkus kokristalizacijgis-itrakonazola (pKa = 3,7) z dikarboksilnimi kislima
Itrakonazol je namketvoril kokristal z jantarno kislino (pka= 4,2, pKa = 5,6), medtem

ko ni tvoril kokristala z maleinsko kislino (pKa 1,9).

o CI wO\Q\N\/:/\N Sy

itrakonazol
o]
HO O
HO O
OH
) OH
jantarna kislina maleinska kislina

Slika 2. Kokristal itrakonazola in jantarne kisline (5).

Maleinska kislina je minejSa kislina med izbranima pomoznima snovemaakowvali bi,

da bo kot taka tvorila kokristal ali sol z itrak@séom, vendar poizkus kaze, da temu ni
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tako. Na podlagi tega je mogo trditi, da je prostorsko prileganje pomozne sniooj
pomembno od kislinsko-baznih zakonitosti (5).

Pri izbiri pomozne snovi je potrebno upoStevatii tsirukturne zné&lnosti zdravilne
ucinkovine, t.j. Stevilo, prostorsko razporeditev urste funkcionalnih skupin, ki lahko
sodelujejo v vodikovih vezeh. Pomembna je tudi siij@ein konformacijska fleksibilnost
molekule (1). Velika konformacijska fleksibilnostomeni sposobnost spojine za
prilagajanje drugemu gradniku v kristalni reSetkiolekule z veliko konformacijsko
fleksibilnostjo tvorijo polimorfne kristalne oblikelorej je lahko zmoZnost polimorfnega
obnaSanja molekule dober pokazatelj primernostekdé za n&tovanje kokristalov (3).
Zelo dober vir informacij pri izbiri gradnikov koistalov so tudi morebitne kristalne
strukture, pridobljene z rentgensko difrakcijo nanokristalih. Kristalna struktura nam
namre& nudi informacije o prostorskem prileganju moleknlpolozaju vodikovih vezi v
kristalu, sklepamo pa lahko tudi na ostale medmasile interakcije. Pri iskanju kristalnih
struktur se lahko opremo na podatkovno bazo CSRn(l€idge Structural Database”), ki

predstavlja najpopolnejSo zbirko znanih kristalstituktur (6).

1.3. INTERAKCHE V KRISTALIH

Interakcije, ki se pojavljajo v kristalih lahko rastimo po jakosti, po padanju jakosti z
razdaljo in po usmerjenosti (7).

Neusmerjene interakcije so Sibke (2-10 kJ HoNjihova ma hitro pada z razdaljo. K
neusmerjenim interakcijam spadajo van der Waalsteeakcije (najpogosteje GC, CH
in HH interakcije) in CH« (kisel C-H interagira konjugiranim sistemom) interakcija,
katera izkazuje zrgdnosti van der Waalsovih interakcij in vodikovilezi (7).

Vodikove vezi, ki so najpomembnejSe interakcije nstialih, so usmerjene. Njihova
mos posasi pada z razdaljo. Lahko jih razdelimo nasmevodikove vezi (20-40 kJ mdt
OH0O, NH"O in na Sibke vodikove vezi (2-20 kJ il CH~O, OH %, CH"N, NH"=,
CH"F, CH"Se in CH'CI . Vodikovo vez NH'N uvr&amo nekako vmes, med tre in
Sibke vezi. CH'O vez se pojavljaja pogosteje, medtem ko so osibke vodikove vezi
pojavljajo redkeje. Pri vodikovih vezeh, kjer sagel CH, je klj&na kislost vodika in

bazinost akceptorja protona. Sibke vodikove vezi satadstatske interakcije, vendar je



Ziga Hodnik Diplomska naloga

hitrost padanja njihove ndoz razdaljo visoka in jih zato lahko primerjamaliz Van der
Waalsovimi interakcijami (7).

Interakcije med halogeni so usmerjene, Sibke irtkkiseezne. Njihova narava je Se
nerazjasnjena, znano pa je, da pomembno vlogoepriiriterakcijah igra polarizacija
udelezenih atomov. Sem spadajo naslednje inteeakclj Cl, BrBr, I''I, I'"CI, Br-F in
IF (7).

V kristalih so lahko prisotne tudi-n interakcije, katere so posledica prekrivanja p-
orbital aromatskih sistemov in interakcije Zveptar( S'N, SS in S Cl interakcije), ki
so elektrostatske in usmerjene, zaxgdar jih uvr8&amo med dipol-dipol interakcije (7).

Kljucen pogoj za nastanek kokristalov so ¢mejSe heteromerne interakcije od
homomernih interakcij. To pomeni, da se molekulacmege povezuje z drugao
molekulo, kot s sebi enako molekulo (3). Te intefjgkso najpogosteje vodikove vezi. Ko
torej govorimo o ménejSih heteromernih interakcijah, to pomeni, dardermolekularne

vodikove vezi med razinimi molekulami ménejSe od intermolekularnih vodikovih vezi

Q § Prevladujejo homomerne
/ intermolekularne interakeije.

D D \ Prevladujejo heteromerne
_Q Q Q intermolekularne interakcije.

Slika 3. Prekristalizacija (zgoraj) in kokristalizacija (st#).

med enakimi molekulami (8).

Pri sklepanju na poloZzaj morebitnih vodikovih vezi kokristalu si je smiselno
pomagati s pravilom, ki ga je oblikoval Donohuei ¥ssli vodiki, ki so na voljo v
molekuli, bodo tvorili vodikove vezi v kristalnirsikturi (9). Pravilo Donohuea smiselno
dopolnjujejo Etter-inina pravila:

1. vsi dobri proton donorji in akceptorji sodelujejovedikovih vezeh,

2. Sestlenske cikléne intramolekularne vodikove vezi nastajajo pretimospred

intermolekularnimi vodikovimi vezmi,

3. najboljSi proton donorji in akceptorji, ki ostanejma voljo po tvorbi

intramolekularnih vezi, tvorijo intermolekularnedi&ove vezi med seboj (8).
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Poleg navodil, navedenih na prejsSnji strani, jesatmo upoStevati tudi pKa vrednosti
proton donorjev: nizja kot je pKa vrednostgpeje ma@ proton donorja. Zgoraj navedena
pravila so lahko neveljavnée za vodikove vezi tekmuje &¥@roton donorjev/akceptorjev,

¢e prihaja do stetnih ovir ali ¢e so prisotne kompetitivne dipolne in ionske s (

1.4. METODE PRIPRAVE KOKRISTALOV

Kokristale je mozno pripraviti s kokristalizacija itopila, z mletjem sestavin v
kroglicnem mlinu in s kokristalizacijo iz zelo goste suspg. Znane so tudi metode
kokristalizacije iz taline, pridobivanja kokristale sublimacijo sestavin in pridobivanja
kokristalov z delikvescenco sestavin pri visokiateini viaznosti (10, 11, 12). Slednje tri
metode se uporabljajo redkeje in zaradi neptaksti izvedbe trenutno ne predstavljajo
vecje perspektive v farmacevtski industriji.

Priprava kokristalov je teZzavna in nepredvidljivga pripravo kokristala ustrezne
kakovosti, namenjenega analizi z rentgensko diffak@ monokristalih, je lahko potrebno
tudi do 6 mesecev raziskav (13). Za pripravo 10im&wkristalov karbamazepina so bili
izvedeni poizkusi s 50 pomoznimi snovmi, kar pom&hiodstotni izkoristek (14). Taksni
teZzavnost in nepredvidljivost sta posledici pomeastndejavnikov, opisanih v prejSnjih

dveh poglavjih.

karbamazepin

2

1.4.1. KOKRISTALIZACIJA IZ TOPILA

Pri kokristalizaciji iz topila se navadno uporafjatehnike odparevanja topila,
dodajanje netopilain hlajenja raztopin. V vseh primerih je pomembredostna in

primerljiva topnost sestavin v izbranem topilu omira zmesi topil. V nasprotnem primeru

" Izraz "netopilo” uporabljamo za topilo, v katereamponente kokristala niso topne.
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bo priSlo do obarjanja manj topne sestavine, zateshr se bomo oddaljili od pogojev, ki
pripeljejo do rasti kokristalov.

Tehnike se razlikujejo predvsem po nujnosti uporab&eznega stehiometrijskega
razmerja, v katerem so zastopane sestavine v a@s@n kokristalu. Pri odparevanju
topila, zlastice pustimo topilo odpareti do suhega, je ustrezebisinetrijsko razmerje
kljuéno. Ce ne uporabimo ustreznega stehiometrijskega raamierjpotrebno kokristale
lociti od kristalov posameznih sestavin. Pri tehnikdjénja topila uporaba ustreznega
stehiometrijskega razmerja ni nujna, sajelama ostaja kalina topila nespremenjena, kar
omogaa loacbo kokristalov od kristalov posameznih sestavinavPtako je Idba
kokristalov mogoa tudi pri dodajanju netopila (1).

Poleg zgoraj omenjenih tehnik, ki so najpogostegdéeznane tudi novejSe modifikacije.
Tako so Rodriguez-Hornedo in sod. opisali tehngkokateri raztopini sestavin dodajamo
eno od sestavin, zaraggsar znizujemo topnost kokristala pod nivo topnolséh sestavin.
Posledica je obarjanje kokristala iz raztopine. régtno osnovo tehnike predstavlja
topnostni produkt (edde 1, 2 in 3). Pri izbiri topil za to tehniko je pomembna izbir
topila, v katerem bomo lahko zagotovili preseznpntest ene sestavine v primerjavi z
drugo. V primeru, da taksSno topilo ni na voljo, Za enak tinek potrebno dodajati
raztopino bolj topne sestavine suspenziji manj ¢opastavine. Tak postopek tudi lahko
pripelje do koncentracijskega razmerja, ki bo vodib pretvorbe neraztopljene snovi v
kokristal (15).

X[A]razt. + Y[B]razt_ g Z[AB]trden (Enatba 1. Ravnotezje kokristalizacije.)

[AB] Ztrden

c A X B y (Enaéba 2. RavnoteZna konstanta.)
razt. razt.

K

— X y
Ksp - [A] razt.[B] razt. (Ena¢ba 3. Topnostni produkt.)

Glavna prednost priprave kokristalov iz topila jezmost priprave kokristalov ustrezne

kakovosti, primernih za analizo z rentgensko difigkna monokristalih, ki predstavlja
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najpomembnejSo metodo za strukturno karakterizaapkristala. Prav tako pomembna
prednost kokristalizacije iz topila je postopek s&mpredstavlja uveljavljen indnkovit
n&cin ciscenja (16).

Seveda obstajajo tudi slabosti takSne priprave i&@hov. Tako sta lahko
problematéni ustrezna in primerljiva topnost obeh sestaviizbranem topilu. Mozna je
tudi tvorba solvatov, ki so posledica émih intermolekularnih interakcij molekul topila s
sestavinami v raztopini, kar je Se posebej poggsigolarnih, prottnih topilih. To je
povezano z visoko teznjo tvorbe vodikovih vezitaksSnih topilih. V primeru, da obstajajo
polimorfi kokristalov, je pri kokristalizaciji iz dpila mozna kinetno usmerjana
kokristalizacija, pri kateri lahko nastane metaségbpolimorf (16).

1.4.2. PRIPRAVA KOKRISTALOV Z MLETJEM

Pri mletju snovi lahko pride do kemijskih spremerklr imenujemo mehanokemija.
Mletje ustrezno izbranih sestavin v zmesi tako talgkivede do nastanka kokristalov.
Mletje je zanimiva alternativa tradicionalni metogiiprave kokristalov iz topila, saj
prinaSa Stevilne prednosti. Pri metodi mletja nirglono uposStevati topnosti sestavin, kar
mocno olajSa izvedbo poizkusa. Prav tako se izognempnosti nastanka solvatov (16).
Za enokomponentne sisteme so znani primeri, ko soetjem nastali termodinamsko
stabilni polimorfi z visokimi tali&i (17). Ker pri tej metodi topil ne uporabljamohko
govorimo o ekoloSkem pristopu (16).

Glavna slabost priprave kokristalov z mletjem jemeznost pridobivanja kokristalov,
primernih za analizo z rentgensko difrakcijo na wilorstalih. Z mletiem namee
zmanjSujemo velikost delcev. Pri mletju prav takqnsotne fazetisSéenja, ki jo ponuja
klasicna kokristalizacija iz topila. Poleg tega je moznali pove&evanje kristalnega
nereda, ki je zn#no za dol@ene snovi, ter sprememba fizikalnih in kemijskibtiesti
snovi (16).

Pogoj za kokristalizacijo z mletjem je vsaj rahlagmost ene od komponent v zmesi.
Metodo pa je mogte izboljSati s segretjem zmesi pred mletiemgpmer je temperatura
vedno vsaj 50 °C niZja od temperature taljenja .(18etodo lahko izvajamo na
tradicionalen né&n s trenjem sestavin v terilnici. BoljSa je uparakroglcnega mlina, v

katerem so pogoji konstantni in kontrolirani (16).
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Slika 4. Princip delovanja kroginega mlina (19).

Znana je tudi modifikacija metode, pri kateri zmdedamo nekaj kapljic ustreznega
topila. To metodo imenujemo mletje z dodatkom w@piTopilo mora imeti ustrezno
polarnost in mora topiti eno od sestavin, ali pldé¢opiti obe sestavini. S to metodo lahko
mocno povéamo kinetiko procesa kokristalizacije. Tako lahkd gripravi primerljivo
Cistega kokristala cikloheksan-1,3,5-trikarboksilkisline z 2,2 -bipiridinomc¢as mletja

skrajSamo npr. iz 1 ure na 10 minut z dodatkom jriedaljic ustreznega topila (20).
0 0

HO OH

o} OH
cikloheksan-1,3,5-tkoksilna kislina 2,2 -bipind

Z dodatkom ustreznega topila je mégdudi nadzor polimorfizma kokristalov: ob dodatku

razlicnih topil lahko dobimo raztne polimorfe kokristalov kofeina z glutarno kisli@i).
o
Y N/
J Iy : :
o T N

kof glna kislina
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V vecini primerov lahko tako z mletjem, kot tudi s kakalizacijo iz topila, dobimo
enake kokristale. Obstajajo pa izjeme tako na etink drugi strani. Primer takSne izjeme

je priprava kokristalov 2-aminopirimidina z jantarm malonsko kislino.

0
N NH,
HO X 0 0
o | PPN
N
o} Z HO OH
jantarna kislina 2-aminopirimidin malonska kislina

Kokristale z jantarno kislino je mozno pripravitimletiem v razmerjih 1:1 in 2:1
(razmerje baza : kislina). 1z topila je mozno panati le kokristale v razmerju 1:1. Obratno
lahko iz topila pripravimo 2 polimorfa kokristalamalonsko kislino v razmerju 1:1. Z

mletjem pa lahko pripravimo le enega od obeh patiovokokristala (22).

1.4.3. PRIPRAVA KOKRISTALOV IZ SUSPENZIJE

Osnovo te metode predstavlja topnostni produkt {trengbe 1, 2 in 3). Poizkus
navadno izvedemo tako, da dodamo topilu tako védd&ine obeh sestavin kokristala, da
nastane izredno gosta suspenzija. Pomembno je, adian sestavine v pravem
stehiometrijskem razmerju. Na takcma dosezemo maksimalno nésnje raztopine z
obema sestavinama, kar predstavlja dober pogojasa kokristalov. Ko se pmejo
kokristali obarjati, se na osnovi topnostnega pkbaluahko raztopijo dodatne koine
osnovnih sestavin. Ta proces se nato zvezno penaldkler obstaja v sistemu ngsia
raztopina z obema konponentama, kar ondagaspenzija. Nato poteka kokristalizacija do
konca z odparevanjem topila, enako kot pri Kiaismetodi kokristalizacije iz topila (23).

Prednost priprave kokristalov iz suspenzije preabi&ho metodo priprave iz topila je
dejstvo, da skoraj celotedas poizkusa vzdrzujemo né&snhje osnovnih sestavin v
raztopini. Ta pogoj, ob upoStevanju stehiometriggkeazmerja, v raztopini ni zagotovljen,
saj zaradi olgiajno razltnih topnosti sestavin, raztopina ni ri@sia z eno od sestavin. To
pomeni, da niso zagotovljeni optimalni pogoji z&ikstalizacijo. Poleg tega lahko pride

do obarjanja slabSe topne sestavine, bolje toprsiaga v raztopini (23).

10
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Zhang in sod. so s to metodo poizkuSali pripral@ razltnih, ze prej znanih
farmacevtskih kokristalov, ptiemer so bili 100 odstotno uspesni. \Ewe primerov so se
kokristali pojavili v eni uri, za celotno pretvorlpa je bil potreberas od 12 ur do 8 dni
(23).

1.5. UPORABNOST KOKRISTALOV V FARMACEVTSKI
INDUSTRIJI

Nabor prednosti, ki jih prinaSajo zdraviln€inkovine v obliki kokristalov, je Sirok,
hkrati pa tudi nepredvidljiv. Tako lahko govorimo dobrih moZznostih za izboljSanje
fizikalno — kemijskih lastnosti zdravilnec¢mkovine, vendar priprava kokristalov ne
predstavlja absolutne garancije za izboljSanje.idRaze namre& kazejo, da je izboljSanje
dolocenih lastnosti, kot je npr. topnost, mozno v vetileri, ni pa nujno uspesno (24).

Ne glede na spremenjene lastnosti zdravilrimkovin, ki jih prinaSajo kokristali, je
moznost njihovega patentiranja gotovo zelo atraktiyprednost. Tako lahko vgradnja
kokristala zdravilne &inkovine v farmacevisko obliko prinaSa veliko predn pred
konkurenco v farmacevtski industriji. Ob tem pajegotrebno zavedati Sirine definicije
kokristala, saj je &asih meja med solmi, kokristali in zmesmi tezkoodfplva (25).

S pripravo kokristalov zdravilnec¢inkovine je mozno izboljSati topnost v vodi. Baspvo
in sod. so nameepokazali, da ima solvat kokristala norfloksacizanikotinamid = 1:1 s
kloroformom trikrat véjo topnost kot kristaliien norfloksacin. S solmi z raahimi
dikarboksilnimi kislinami so uspeli povati topnost kar 25- do 40-krat (26).

HN/ﬁ K
k/N N (e}
jijiﬂj\ﬂ/m @Jl\ NH,
j |
(0] (0] N /

norflaksn izonikotinamid

Shiraki in sod. so uspeli poseti intrinzicno hitrost raztapljanja megestrolacetata 3- do

4-krat, ko so tvorili kokristal s saharinom. Nadpiw se intrinzina hitrost raztapljanja ni

11
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poveala eksemestanu, ko so tvorili kokristal z maleing&lslino. Oba kokristala sta bila
pripravljena v razmerju 1:1 (24).

megestrotate eksemestan
? o]
\L/
HO 0 \
0 NH
OH o)
maleinska kislina saharin

Remenar in sod. so pokazali, da se je mozno sawopkokristala itrakonazola in
jabokne kisline skoraj povsem priblizati profilu razt@plja farmacevtske oblike, ki
vsebuje itrakonazol v amorfni obliki. Pojavila setpdi supersaturacija (rég krivulja na
sliki 5, str. 12).

itrakonazol

ox

OH

0] OH

jabokna kislina

12
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Kokristali z drugimi dikarboksilnimi kislinami nisazkazali tako ugodnih profilov
raztapljanja, vendar so bili njihovi profili razigmja Se vedno bolj ugodni od profila

raztapljanja farmacevtske oblike, ki vsebuje itmaaol v kristalinkni obliki.

0 100 200 300 400
t (min)

Slika 5. Graf koncentracije itrakonazola v odvisnostid@sa. Zelena barva predstavlja itrakonazol v amorfni
obliki, rdeta kokristal z jabaino kislino, modra kokristal z vinsko kislino, roza&okristal z jantarno kislino

in ¢rna itrakonazol v kristaligni obliki. Raztapljanje delcev je potekalo v 0,1H(I, pri 25°C (5).

Slednji primer kaze na velik potencial kokristalpa izboljSanje absorpcije in bioloSke
uporabnosti predvsem zdravilnindimkovinam, ki izkazujejo slabo topnost v vodi intalo
permeabilnost, kar jih po biofarmacevtski klasitifiazdravil uvr&a v 2. razred zdravilnih
ucinkovin (5). Pri obravnavanju topnosti kokristalp& je seveda potrebno uposStevati tudi
druge vplive, kot so npr. velikost delcev, pH madi) uporabljene pomozne snovi (24, 27,
28).

S pripravo kokristalov lahko zdravilnic¢unkovini izboljSamo tudi stabilnost in ob
morebitnem pou&anju topnosti zdruzimo dobre lastnosti amorfne rist&linicne oblike.
Tako so Trask in sod. pokazali, da je mozno s aviprkokristalov kofeina z raziimi
dikarboksilnimi kislinami zmanjsati higroskopnost fako povéati fizikalno stabilnost.
Kofein v obliki kokristalov z dikarboksilnimi kisiami je namré& v primerjavi z

brezvodnim kristalininim kofeinom pri 98 odstotni relativni vlaznosti manjSi meri

L
Ny N
ﬁp
|

kofein

prehajal v kofein hidrat (29).

13



Ziga Hodnik Diplomska naloga

Kokristali predstavljajo tudi potencial pri izbddjsju mehanskih lastnosti snovi. Tako
sta Sun in Hou pokazala, da lahko z izbiro kokiustaki v svoji kristalni strukturi
izkazujejo slojevitost, izboljSamo stisljivost pka¥, kar predstavlja veliko uporabnost pri
tabletiranju (30).

Slika 6. Kokristal kofeina in metilgalata vsebuje v svojistalni strukturi slojevitost (30).

HO /

HO

OH

metilgalat

1.6. KARAKTERIZACIJA KOKRISTALOV

NajzmogljivejSa analizna metoda za strukturno kizmdkacijo kokristalov je zagotovo
rentgenska difrakcija na monokristalih. Rezultaintetode je absolutna kristalna struktura,
iz katere lahko razberemo razmerje molekul v kaéhis prostorsko urejenost molekul ter
vrsto in polozaj interakcij v kokristalu (slike 2,in 5). Za analizo s to metodo potrebujemo

monokristale ustrezne velikosti in kakovosti, kanmfasih zelo tezavno ali celo nema@go

14
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dose€i. Zato se uporabljgjo tudi druge analizne metolle,ne zahtevajo priprave
monokristalov (16).

Jedrska magnetna resonanca jééer*c, °N in *°F v trdnem (npr. CP/MAS NMR)
predstavlja méno analizno metodo za strukturno karakterizacijirisbalov. Tako lahko
iz oblike spektra in kemijskinh premikov dmno polimorfe kokristalov in razberemo
stehiometrijsko razmerje v kokristalu. Iz kemijskhemikov lahko razberemo interakcije
v kokristalu. S pomgjo ustreznih réunskih pristopov pa je mozna tudi détev strukture
kokristala, pricemer se metoda lahko dobro dopolnjuje z rentgeps&skovno difrakcijo
(312).

Rentgenska praskovna difrakcija ("powder X-ray rdiffion”; PXRD) je analizna
metoda, s katero lahko na osnovi oblike spektradlozZzaja signalov kmo med seboj
razlicne kristalne oblike, ter kristale od amorfnih snovako lahko iz spektra razberemo,
ali nam je uspelo pripraviti novo kristalno oblikkokristal), ali pa je naS vzorec le zmes
izhodnih sestavin. S porjo ustrezne programske opreme pa je mozna tudiciievo
strukture kokristala (32).

IR spektroskopija omoga identifikacijo kokristalov na osnovi “fingerprinbbmaja
na IR spektru. Poleg tega lahko na osnovi sprempatbzajev ter oblik absorpcijskih
trakov funkcionalnih skupin sklepamo na morebitmerakcije na funkcionalnih skupinah.
Slednje velja tudi za ramansko spektroskopijo (26).

DSC terména analiza pa je uporabna za naten dolcitev talilnega intervala
kokristalov in drugih terrdno pogojenih procesov, kot so razpad, rekristali@azguba

topila v primeru solvatov, prehajanje med polimarfnmodifikacijami idr. (26).

1.7. FLUKONAZOL
1.7.1. DELOVANJE IN UPORABA

Flukonazol je protigliwina zdravilna tinkovina (antimikotik), in je kot tak selektivni
kompetativni inhibitor glivine citokrom P450 sterol C-lsddemetilaze (P45Qpwm,
CYP51). V glivah je sterol C-14-demetilaza kljani encim v biosintezi ergosterola:
katalizira oksidativno demetiliranje d@4metilne skupine lanosterola, kar vodi v nastanek

A2 nenasienih intermediatov ergosterola. Selektivna inhjaiciCYP51 povzrdi

15



Ziga Hodnik Diplomska naloga

deplecijo ergosterola in akumulacijo lanosterola dstalih 14-metil sterolov, posledica
cesar je inhibicija rasti celic gliv (33).

Flukonazol se uporablja pri zdravljenju sistemslkandidoze, mukozne kandidoze,
kandidoze noznice, kriptokoknega meningitisa inntomikoze. Tako je med drugim
uporaben kot spremljevalna terapija pri bolnikihi iknajo zmanjSano obrambno
sposobnost organizma (oboleli za AIDS-om, rakaviniéa@ ki jemljejo citostatike in
bolniki, ki jemljejo imunosupresive). Uporablja sedi za prepréevanje kandidoze pri

bolnikih pred presaditvijo mainih krvnih celic (34).

1.7.2. OSNOVNI PODATKI

IUPAC poimenovanje: 2-(2,4-difluorofenil)-1,3-dif -1,2,4-triazol-1-il)propan-2-ol.

Strukturna formula:

Molekulska formula: @H;,FNgO.

Molska masa: 306,3 g mitl

Opis: Flukonazol je bela, kristalima snov. Lahko topen je v metanolu, topen v etanolu
in acetonu, zmerno topen v kloroformu in izoprogandezko topen v vodi in
toluenu, ter zelo tezko topen v heksanu.
Flukonazol je zelo Sibka baza s pKa vrednostjo hi624°C, ki je posledno
nedvomno neprotonirana pri pH vrednostih, visjih3gsl

Talise = pribl. 140°C (odvisno od polimorfne modifikaij

Log P =0,5.

Vir: (34, 35).
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1.7.3. FLUKONAZOL KOT U CINKOVINA ZA KOKRISTALIZACIJO

Iz znanih kristalnih struktur kompleksov flukonaaah Mycobacterium tuberculosis
citokrom P450 sterol C-1d-demetilaz CYP51 (PDB koda 1EA1) in CYP121 (PDB &od
21J7) je razvidno, da se flukonazol veze v aktimmesti obeh encimov preko vodikovih
vezi, hidrofobnih interakcij int-n interakcij (36, 37, 38). Tako je na spodniji sliki,
prikazuje kristalno strukturo kompleksa flukonazsl&YP51, vidna blizina flukonazola in
hidrofobnih stranskih verig aminokislin Met-79, 1-8a21, Thr-260, Ala-256, Phe-78, Phe-
83 in Phe-255, kar nakazuje verjetne hidrofobnesrakcije med flukonazolom in
omenjenimi aminokislinskimi stranskimi verigami. pésredna blizina 2,4-difluorofenilne

skupine flukonazola in stranske verige Phe-255gk@aruje mozna-n interakcijo.

Slika 7. Kristalna struktura kompleksa flukonazola (FLU)3IYP51 (36). Na sliki so prikazane

aminokislinske stranske verige, ki so od flukonazadidaljene manj kot 4,1 A.

Na sliki 8 (str. 18), ki prikazuje kristalno struko kompleksa flukonazola s CYP121,
so prikazane vodikove vezi flukonazola z vodo stranskimi verigami aminokislin. Tako
N4 atom 1. triazolskega olita flukonazola tvori vodikovo vez z amino skupincasske
verige Arg-386, medtem ko N4 atom 2. triazolskegpaota flukonazola tvori vodikovi
vezi s hidroksilnima skupinama stranskih verig Tirin GIn-385 (stranska veriga vsebuje

amidno skupino, za katero je zilaa laktam-laktim tavtomerija). Sledniji triazols&bra:
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preko N2 atoma tvori intramolekularno vodikovo \&ehidroksilno skupino, obe omenjeni
funkcionalni skupini pa preko molekule vode tvontadikovo vez s karbonilno skupino
glavne verige Thr-229.

Thr-229

Slika 8. Kristalna struktura kompleksa flukonazola in CYP1Riblekula vode je prikazana z tde

krizcem. Vodikove vezi so prikazane z rumenimi pmgnimi ¢rtami.

Iz spodnje slike, ki prikazuje kristalno struktuflokonazola je razvidno, da so v
kristalni reSetki molekule flukonazola povezaneime&re preko vodikovih vezi. Vodikovi
vezi sta prisotni med hidroksilnima skupinama in &dddmoma triazolskih ob&ev znotraj

dveh molekul flukonazola (39).

f}i{i

Slika 9. Kristalna struktura monokristala flukonazola (38pdikove vezi so prikazane s prekinjeniéniami.
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Navedene kristalne strukture monohidrata flukoreaolkompleksov flukonazola s C-
14-0-demetilazama kazejo na veliko sposobnost flukolaaza tvorbo intramolekularnih,
kot tudi intermolekularnih vodikovih vezi in drugihterakcij. Poleg tega je poznanih tudi
ve¢ polimorfnih modifikacij flukonazola (39). Kot taje flukonazol primerna dinkovina
za pripravo kokristalov. To potrjuje tudi patent Miahona in sod., ki med drugingig
kokristal flukonazoliiev maleat : maleinska kislina katerem pa ni navedenega

stehiometrijskega razmerja kokristala (40).
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2. NAMEN DELA

Namen dela obsega pripravo novih kokristalov flukamia in karakterizacijo tako
pridobljenih kokristalov, ki obetajo izboljSanjeptwosti, absorpcije, bioloSke uporabnosti,
stabilnosti in mehanskih lastnosti flukonazola.

Flukonazol izkazuje ustrezno strukturo za tvorbadikovih vezi in ima znano
polimorfno obnaSanje. Zaradi svoje relativno enastastrukture ptiakujemo, da bodo
kokristali flukonazola relativno enostavni za kdeakacijo z NMR metodami. Ker je
slabo topen v vodi, predstavlja perspektivo za liZboje topnosti v vodi zaradi
kokristalizacije.

Kot pomozne snovi bomo uporabili razie dikarboksilne kisline, saj je najpogosteje
uporabljena kombinacija za tvorbo kokristalov ségaa iz molekule, ki vsebuje
karboksilno skupino in iz molekule, ki vsebuje dao8 heterocikel. Poleg tega so
dikarboksilne kisline v vodi na sploSno dobro tophkar pomeni dobre moznosti za
izboljSanje topnosti kokristala, v primerjavi s sanflukonazolom. Tako bomo kokristale

skusSali pripraviti z maleinsko, fumarno, jantarjaokno, vinsko in glutarno kislino.

~7
OH
N
N 7
\
flukonazol
0 0
HO 0
(0] HO HO
\ OH OH
X
OH o} o}

maleinska kislina

fumarna kislina
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HO 0} ]

(6] OH (6] OH HO OH

jabokna kislina ska kislina glutarna kislina

ox

Dikarboksilne kisline, ki jih bomo uporabili, soessazen glutarne kisline sestavljene iz 4
ogljikovih atomov in tako zavzemajo priblizno emaddumen. Uporabljene dikarboksilne
kisline tako prostorsko relativno dobro ustrezajalemski kislini, s katero je ze bil
pripravljen kokristal s flukonazolom.

Kokristale bomo skuSali pripraviti z metodo kokaistacije iz topila. Pri tem bomo
poiskali ustrezna topila 0z. kombinacije topil,kido zagotavljale zadostno in primerljivo
topnost flukonazola in dikarboksilnih kislin. Koktale bomo poizkuSali pripraviti v
razlicnih stehiometrijskih razmerjih, z namenom poiskstrezna stehiometrijska razmerja
komponent za tvorbo razhih kokristalov istih osnovnih gradnikov.

Tako pripravljene kristale bomo okarakteriziralmetodami rentgenske difrakcije na
monokristalih, rentgenske praskovne difrakcijerg&d magnetne resonance v trdnem, z

DSC terméno analizo in z IR spektroskopijo.
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3. MATERIALI IN METODE
3.1. MATERIALI

Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali nasledpggine:

flukonazol

fumarna kislina
glutarna kislina
jabokna kislina

jantarna kislina

maleinska kislina

vinska kislina

in topila:

aceton
acetonitril
i-butilmetilketon
cikloheksan
deionizirana HO
1,4-dioksan
etanol

etilacetat
nitrometan
n-heksan
kloroform

tetrahidrofuran

(Krka)

(Kemika)

(Merck)

(Kemika)

(Fluka)
(Riedel-de Haén)
(Merck)

(Merckgistota> 99,9 %)
(Merckgistota> 99,9 %)
(Merckgistota> 99,0 %)
(Merclkgistota> 99,9 %)

(Merckiistota> 99,8 %)
(Merckgistota> 99,9 %)
(Merckgistota> 99,5 %)
(Merckgistota> 98,0 %)
(Mercksistota> 98,0 %)
(Merck cistota> 99,8 %)
(Merclgistota> 99,9 %)
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3.2. METODE

Rentgenska difrakcija na monokristalih
Kristalne strukture so bile posnete z difraktomtrNonius Kappa CCD, opremljenim s
kriostatom na tek® dusSik (Oxford Cryostream 700), pri temperaturi01&. Meritve so

bile izvedene na Fakulteti za kemijo in kemijskbrtelogijo, Univerze v Ljubljani.

Rentgenska praskovna difrakcija

Praskovni difraktogrami so bili posneti z difraktemom Philips X Pert Pro MPD.
Obmasje snemanja je znaSalo 3 - 31°, 2 theta. Integkicips je znaSal 100 sekund, korak
pa 0,033°. Meritve so bile opravljene v podjetjuk&rd.d., Novo mesto, na Oddelku za

strukturne raziskave.

Jedrska magnetna resonanca v trdnem

'H MAS NMR spektri so bili posneti z Varian NMR Sgst 600 MHz NMR
spektrometrom. Uporabljena je bila 3.2 mm NB DouRésonance HX MAS Solids proba.
Hitrost vrtenja vzorcev je znaSala 20000 Hz.

3%c CP/MAS NMR spektri so bili posneti z Varian Unityjova 300 MHz NMR
spektrometrom. Uporabljena je bila 5 mm MagicAngle CP/MAS proba. Hitrost vrtenja
vzorcev je znaSala 5000 Hz.

Meritve so bile izvedene v Nacionalnem centru z&rgko magnetno resonanco visoke

lo¢ljivosti, na Kemijskem inStitutu v Ljubljani.

Jedrska magnetna resonanca v raztopini

'H NMR spektri so bili posneti z Bruker Advance Dgxspektrometrom, na Fakulteti za
kemijo in kemijsko tehnologijo, Univerze v Ljubljarki deluje v okviru Nacionalnega
centra za jedrsko magnetno resonanco visokkviosti. Spektri so bili posneti pri 300
MHz, s TMS kot internim standardom. Kot topilo soqmorabili DMSO-d.
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DSC termi¢na analiza

DSC termogrami so bili posneti z instrumentom Mgetiloledo Differential Scanning
Calorimeter DSC1, opremljenim s programsko opreARe Software v9.10. Meritve so
bile izvedene v dusikovi atmosferi (pretok duSikazpasal 40 ml/min). Hitrost segrevanja

je znaSala 1 K/min oz. 10 K/min.

IR spektroskopija

IR spektri vzorcev v obliki KBr diskov so bili posti s spektrometrom Perkin Elmer
Spectrum BX FTIR na Fakulteti za farmacijo, Univenz Ljubljani. Meritve so potekale
pri temperaturi 25°C.

Elementna analiza
Vsebnosti elementov C,H,N so bile izmerjene z aa#drjem Perkin Elmer 2400 CHN na

Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo, Unizerv Ljubljani.
Nomenklatura in risanje spojin

Za poimenovanje spojin in risanje strukturnih fotreino uporabljali program Chem Draw
Ultra 11.0, podjetja CambridgeSoft Corporation, USA
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4. EKSPERIMENTALNI DEL

4.1. PRIPRAVA KOKRISTALA FLUKONAZOL : MALEINSKA
KISLINA = 1:3

Flukonazol (100,0 mg, 0,33 mmol) in maleinsko kisli(113,8 mg, 0,99 mmol) smo
raztopili v 1,5 ml EtOAc, ob segrevanju na°60 Bistro raztopino smo pustili zaprto v
hladilniku, dokler niso zrasli kokristali. Nato snpustili topilo odhlapeti do suhega pri

sobni temperaturi. SuSenje je trajalo 96 ur prinsédmperaturi.

Priprava monokristalov za rentgensko difrakcijo

Flukonazol (200,0 mg, 0,66 mmol) in maleinsko kisli(227,5 mg, 1,98 mmol) smo
raztopili v 3 ml EtOAc, ob segrevanju na°®0 Bistro raztopino smo zaprto pustili v
hladilniku, dokler niso zrasli prvi kokristali. Natsmo pustili topilo zelo p@si
odhlapevati pri sobni temperaturi, dokler niso krasonokristali ustrezne velikosti in

kakovosti.

IR (KBr): 3497, 3361, 3132, 3072, 2765, 2572, 1890, 17184,11624, 1560, 1456,
1426, 1380, 1349, 1298, 1276, 1246, 1222, 1179] 115615, 1088, 1058, 990, 968, 930,
904, 872, 861, 832, 816, 792, 737, 666, 638, 633, 569, 462 cih.

TaliS¢e: 96 °C.

Stehiometrijsko razmerje

Razmerje obeh komponent v kokristalu smo preverii NMR v DMSO-d, pri éemer je
bila kljucna pravilna izbira referéne integrirane vrednosti v spektru kokristala, jsaj
mogaie med seboj primerjati le integrirane vrednostnalgv, ki pripadajo protonom s
primerljivimi relaksacijskimicasi. Tako smo stehiometrijsko razmerje @diaz spektra
kokristala (str. 27, slika 12), s primerjavo intgat signala flukonazola F2 in signala

maleinske kisline M2.
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Slika 10.*H NMR spekter flukonazola, posnet v DMS@-&ignali, ki pripadajo protonom flukonazola so
ozn&eni s Stevilkkami od 1 do 6, na strukturni formul o ozn&ni polozaji pripadajgih protonov.

Referertna integrirana vrednost je ozema z rd&o barvo.
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Slika 11."H NMR spekter maleinske kisline, posnet v DMSQ-Signala, ki pripadata protonom maleinske
kisline sta oznégena s Stevilkama 1 in 2, na strukturni formuli psogn&eni polozaji pripadajtih protonov.

Referertna integrirana vrednost je ozema z rd&o barvo.
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Slika 12.*H NMR spekter kokristala flukonazol :

pripadata protonom maleinske kisline sta @ema kot M1 in M2. Signali,

maleinskalikia = 1:3, posnet v DMSOgdSignala, ki

ki pripadajo protonom

flukonazola so ozr@ni od F1 do F6. Na strukturnih formulah pa so o¢ena polozaji pripadajiih

protonov. Referetna integrirana vrednost je oziema z rd&o barvo.

Elementna analiza za GsH24F2NgO13 (654,49):

C (%) H (%) N (%)

Izraunane vrednosti:

Izmerjene vrednosti:

45,88 3,70 12,84
46,46 3,88 13,02

" Za analizo je bilo na voljo manj vzorca, kot jéd@ino potrebno.
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4.2. PRIPRAVA KOKRISTALA FLUKONAZOL : FUMARNA
KISLINA = 2:1

Flukonazol (200,0 mg, 0,66 mmol) in fumarno kisli{®7,9 mg, 0,33 mmol) smo
raztopili v 1,8 ml EtOH, ob vrenju. Bistro raztopirsmo pdasi ohladili na sobno
temperaturo in nato pustili topilo zelo dasi odhlapevati do suhega. SusSenje je trajalo 96

ur pri sobni temperaturi.

Priprava monokristalov za rentgensko difrakcijo

Flukonazol (200,0 mg, 0,66 mmol) in fumarno kisli{3y,9 mg, 0,33 mmol) smo raztopili
v 1 ml EtOH, ob vrenju. Bistri raztopini smo dodalekaj predhodno pridobljenih
kokristalov, pripravljenih po zgoraj navedenem ppg&u. Zmes smo nato gasi ohladili
na sobno temperaturo in pustili topilo zeloc¢asi odhlapevati, dokler niso zrasli

monokristali ustrezne velikosti in kakovosti.

IR (KBr): 3412, 3118, 2671, 2544, 2365, 1924, 1708, 16934,16619, 1560, 1517
1503, 1473, 1423, 1369, 1343, 1316, 1298, 12770,12808, 1194, 1140, 1112, 1094,
1084, 1021, 1014, 991, 968, 916, 898, 875, 853, 883, 765, 736, 695, 680, 654, 617
587, 571, 530, 516m™.

TaliSée: 131°C.

Stehiometrijsko razmerje

Razmerje obeh komponent v kokristalu smo preverii NMR v DMSO-d, pri éemer je
bila kljucna pravilna izbira referéne integrirane vrednosti v spektru kokristala, jsaj
mogaie med seboj primerjati le integrirane vrednostnalgv, ki pripadajo protonom s
primerljivimi relaksacijskimicasi. Tako smo stehiometrijsko razmerje 2:1 diilaz
spektra kokristala (str. 29, slika 14), s primegawntenzitet signala flukonazola F6 in
signala fumarne kisline FU2. V spektru kokristaasjdna tudi prisotnost etanola kot topila

v stehiometrijskem razmerju 2:1:1, kar pa je olwazho v poglavju 5.2..
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Slika 13.'H NMR spekter fumarne kisline, posnet v DMS@-8ignala, ki pripadata protonom fumarne
kisline sta oznéena s Stevilkama 1 in 2, na strukturni formuli paogn&eni polozaji pripadajgh protonov.

Refererina integrirana vrednost je ozmsa z rdéo barvo.
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Slika 14.™H NMR spekter kokristala flukonazol : fumarna kisli= 2:1, posnet v DMSOsdSignala, ki
pripadata protonom fumarne kisline sta azwma kot FU1l in FU2. Signali, ki pripadajo protonom
flukonazola so oznzni od F1 do F6. Signali, ki pripadajo protonomneta so oznéni od E1 do E3. Na
strukturnih formulah pa so ozfeni polozaji pripadajtih protonov. Referama integrirana vrednost je

ozna&ena z rdéo barvo.
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Elementna analiza za GoH2sF4N1206 (728,61):

C (%) H (%) N (%)
Izracunane vrednosti: 49,45 3,87 23,07
Izmerjene vrednosti: 49,57 3,77 23,17

4.3. PRIPRAVA KOKRISTALA FLUKONAZOL : GLUTARNA
KISLINA = 1:1

Flukonazol (100,0 mg, 0,33 mmol) in glutarno kislif43,1 mg, 0,33 mmol) smo
raztopili v 1 ml CHCN, ob segrevanju na 90. Bistro raztopino smo @asi ohladili na
sobno temperaturo in nato pustili topilo odhlapkdi prozornega filma, iz katerega so v
roku 72 ur zrasli kokristali. Kokristale smo podugri sobni temperaturi. Susenje je trajalo

72 ur pri sobni temperaturi.

Priprava monokristalov za rentgensko difrakcijo

Flukonazol (100,0 mg, 0,33 mmol) in glutarno kisli@3,1 mg, 0,33 mmol) smo raztopili
v meSanici 0,5 ml CECN in 0,75 ml heksana, ob segrevanju n&5@istri raztopini Smo
dodali nekaj predhodno pridobljenih kokristalov,ippavljenih po zgoraj navedenem
postopku. Zmes smo natodasi ohladili na sobno temperaturo in pustili topko p&asi
odhlapevati, dokler niso zrasli monokristali ustrexelikosti in kakovosti.

IR (KBr): 3420, 3129, 3078, 3060, 3026, 2948, 2696, 25422,11820, 1560, 1512,
1447, 1417, 1360, 1317, 1291, 1279, 1213, 118811541, 1132, 1112, 1079, 998, 971,

919, 877, 863, 820, 792, 768, 676, 654, 618, 525, 516, 47%m ™.

TaliSée: 97°C.
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Stehiometrijsko razmerje

Razmerje obeh komponent v kokristalu smo preverii NMR v DMSO-d, pri éemer je
bila kljucna pravilna izbira referéne integrirane vrednosti v spektru kokristala, jgsaj
mogaie med seboj primerjati le integrirane vrednostnalgv, ki pripadajo protonom s
primerljivimi relaksacijskimi casi. Tako smo stehiometrijsko razmerje 1:1 diilaz
spektra kokristala (str. 32, slika 16), s primegawntenzitet signala flukonazola 6F in

signala glutarne kisline 3G.
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Slika 15. *H NMR spekter fumarne kisline, posnet v DMS@-8ignali, ki pripadajo protonom glutarne
kisline so ozn&ni s Stevilkami od 1 do 3, na strukturni formulh o ozn&eni polozaji pripadajtih

protonov. Referama integrirana vrednost je ozmaa z rdéo barvo.
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Slika 16.*H NMR spekter kokristala flukonazol : glutarna kisl = 1:1, posnet v DMSOgd Signali, ki
pripadajo protonom glutarne kisline so oz od 1G do 3G. Signali, ki pripadajo protononkéinazola so
ozna&eni od 1F do 6F. Na strukturnih formulah pa so ¢enapolozaji pripadaj@ih protonov. Referaeima

integrirana vrednost je oz¥ena z rdéo barvo.

Elementna analiza za GgH2oF2NgOs (438,39):

C (%) H (%) N (%)
Izracunane vrednosti: 49,32 4,60 19,17
Izmerjene vrednosti: 49,54 4,55 19,23
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA
5.1. KOKRISTAL FLUKONAZOL : MALEINSKA KISLINA=1: 3

5.1.1. RENTGENSKA KRISTALNA STRUKTURA

Na sliki 17 je prikazana kristalna struktura kotala flukonazola z maleinsko kislino,

pripravljenega po metodi 4.1.:

Slika 17. Kristalna struktura kokristala flukonazol : maldma kislina = 1:3, pridobljena z rentgensko
difrakcijo na monokristalih. S sivo barvo so prikaz ogljikovi atomi, z belo barvo vodikovi atomi,rdeso
barvo kisikovi atomi, z modro barvo dusikovi atomiz rumeno barvo fluorovi atomi. Vodikove vezi so
ozn&ene s svetlo modrimi prekinjenirditami. Molekule maleinskih kislin so ozfene sérkami A, B in C.

Slika je bila izdelana s programom Mercury 2.2 (CQZMelika Britanija).

Preglednica I.Podatki o triklinskem kokristalu flukonazol : maieka kislina = 1:3.

dolzina stranice (A) kot (9
a = 5,4983(10) a = 98,062(10)
b = 13,8723(5) B =91,748(2)
c = 18,4331(5) y = 95,479(2)
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Preglednica Il. Vodikove vezi v kokristalu flukonazol : maleinskslina = 1:3 (D=donor, A=akceptor in

d=razdalja v A).

Zap. §t. vezi D-H d(D-H) d(H A) d(D"A) A
1 O1-H1 0,820 1,897 2,665 012C
2 021A-H1A 0,972 1,484 2,454 O11A
3 021B-H1B 0,950 1,741 2,684 021C
4 0O1l11C-HiC 1,091 1,342 2,433 022C
5 011B-H2B 0,840 1,813 2,652 O12A
6 N14-H14 0,928 1,725 2,648 021C
7 N24-H24 1,043 1,618 2,658 O1l1A

Iz kristalne strukture je vidno, da je omenjeni kstal dejansko kokristal soli. PriSlo je
do izmenjave protonov med maleinsko kislino in @okzolom. Vsaka molekula
flukonazola je sprejela 2 protona od dveh molekaleimske kisline. V obeh triazolovih
obratih sta namré dusSika, oznéena kot N14 in N24, sprejela protona. Tako se alkes
od teh dusSikovih atomov nahaja po ena molekula imslte kisline (molekuli A in C), ki s
COO skupinama tvorita vodikovi vezi z Nikupinama (vodikovi vezi &t. 6 in 7). Ena od
obeh delno deprotoniranih maleinskih kislin (molek@) preko karbonilnega kisikovega
atoma preostale COOH skupine tvori vodikovo vezdsdksilno skupino druge molekule
flukonazola (vodikova vez St. 1). Tu torej nastaneikova vez brez izmenjave protona.
Karboksilatna skupina molekule maleinske kislinévGri vodikovo vez St. 3 z molekulo
maleinske kisline B, ki je v neionizirani obliki. rga ionizirana maleinska kislina
(molekula A) pa preko karbonilnega kisikovega atdd@OH skupine tvori vodikovo vez
St. 5 z drugo neionizirano molekulo maleinske kisliB. Prisotnost vseh 3 zgoraj
omenjenih vodikovih vezi brez izmenjave protonanpai, da je nastal kokristal. Preostali
2 vodikovi vezi (H-vezi St. 2 in St. 4), ki se pojata v kokristalu, sta intramolekularni
vodikovi vezi znotraj obeh ioniziranih maleinskirslin.

Zaradi kompleksnosti sistema vodikovih vezi, kipggavljajo v tem kokristalu, tezko
govorimo o prevladujgih homomernih ali heteromernih interakcijah. Kljtému si glede
na jakost vodikove vezi sledijo v lagiem zaporedju. Tako sta intramolekularni vodikovi
vezi v ioniziranih maleinskih kislinah najkrajSi;éd,484 in d=1,342),in zato najmonejsi
v kokristalu. Sledita intermolekularni vodikovi Vvemed COO in NH® skupinama
(de=1,725in d;=1,618), nato intermolekularni vodikovi vezi §tir35 (obe med COOH in
COQO skupinama maleinskih kislinzdl,741 in g=1,813). NajSibkejSa pa je vodikova vez
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St. 1 (d=1,897), ki povezuje OH skupino flukonazola in CO8Ipino maleinske kisline.
Pri razvrstitvi dolzin vezi smo uposStevali razdafjed protonom in akceptorjem (d(H)).
Osnovni vzorec, ki se ponavlja v celothem mono#hist je tako sestavljen iz 2
protoniranih molekul flukonazola, 4 delno deprotanih molekul maleinske kisline in 2
neioniziranih molekul maleinske kisline, ptemer so tako opisane plasti med seboj
povezane z vodikovimi vezmi (H-vez St. 5) med nawanimi molekulami maleinske

kisline B in ioniziranimi molekulami maleinske kisé A (slika 18). Tako opisan kokristal

soli lahko opredelimo kot flukonazol : maleinskalkia = 1:3.

Slika 18. Kristalna struktura kokristala flukonazol : maldiaskislina = 1:3, pridobljena z rentgensko
difrakcijo na monokristalih. Na sliki so prikazaBeplasti, ki so med seboj povezane z vodikovimimiez
med neioniziranimi in ioniziranimi molekulami matske kisline (vezi ozrigne s puScami; vodikova vez
§t. 5). Slika je bila izdelana s programom Merc2u® (CCDC, Velika Britanija).
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5.1.2. RENTGENSKA PRASKOVNA DIFRAKCIJA (PXRD)

Iz difraktogramov flukonazola, maleinske kislinelkiakristala flukonazol : maleinska
kislina = 1:3 je razvidno, da se difraktogram ketala flukonazol : maleinska kislina = 1:3
razlikuje od superpozicije difraktogramov flukonkzom maleinske kisline. To potrjuje, da

je pri poizkusu kokristalizacije nastala nova kaist oblika.

4000 —
Counts

3000 —

2000 —

1000 —

5 m 15 0 pi] 30
2 Theta

Slika 19.PraSkovni difraktogram kokristala flukonazol : magka kislina = 1:3.
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Counts
S0 —
Y,/ 1 - - - - I - - - - I - - - I - " 7 ]
) 0 15 20 25 20
2 Theta
Slika 20.PraSkovni difraktogram flukonazola (polimorfna mfddicija St. 2 (41)).
Counts
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Slika 21.Praskovni difraktogram maleinske kisline.

5.1.3. JEDRSKA MAGNETNA RESONANCA

'H NMR spekter kokristala flukonazol : maleinskalikia, posnet v DMSO+l je
pokazal, da je razmerje v kokristalu 1:3 (podroBn@odatki o analizi so navedeni v

poglavju 4.1.). Ta podatek se sklada z rentgensiktakno strukturo.

37



Ziga Hodnik

Diplomska naloga
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—12.90
—12.16
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25 23 21 19 17 15 13 11

Slika 22."H MAS NMR spekter kokristala flukonazol :

maleindkalina = 1:3.

6.92
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—0.98
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Slika 23."H MAS NMR spekter flukonazola.
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Slika 24."H MAS NMR spekter maleinske kisline.

'H MAS NMR spekter je pokazal prisotnost 4 rézih vodikovih vezi v kokristalu
(signali pri 18.79, 17.27, 12.90 in 12.16 ppiH. MAS NMR spekter maleinske kisline
vsebuje signala za vodikovi vezi pri 15.96 (intrdekalarna vez, minejSa) in 13.18 ppm
(intermolekularna vez, $ibkejsa). ¥YH MAS NMR spektru flukonazola ni prisotnih
signalov, ki bi lahko pomenili prisotnost vodikowilezi. Iz tega lahko sklepamo, da so se v
kokristalu tvorile 4 vrste vodikovih vezi, ki seztkujejo od vodikovih vezi, ki sta prisotni
v kristalu maleinske kisline. Menimo, da signal @8.79 ppm pripada najrioejSi
interakciji v kokristalu: intramolekularnima vodikona vezema v molekulah maleinske
kisline. Signal pri 17.27 ppm pripada vodikovimaema med COGkupinama maleinske
kisline in NH" skupinama flukonazola. Signal pri 12.90 ppm pripadarmolekularnima
vodikovima vezema med COOH in CO®Gkupinamamaleinske kisline. NajSibkejSo
vodikovo vez v kokristalu predstavlja signal pri.1@ ppm: vez med COOH skupino
maleinske kisline in OH skupino flukonazola. ¥ MAS NMR spektru so namée
mocnejSe vodikove vezi vidne pri viSjih vrednostih ppgibkejSe pa pri nizjih. Ostali
signali v spektru pa pripadajo vodikovim atomom eokikstalu, ki niso udelezeni v

vodikovih vezeh. Zgoraj navedeni podatki in ugoteise skladajo z rentgensko kristalno
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strukturo kokristala flukonazol : maleinska kisliral:3, v kateri je prisotnih 7 razhih

vodikovih vezi, ki jih je glede na jakost magprazdeliti v 4 skupine.

vvvvvv
BTG &y

74.28

!

1.

9.

7.

1

7.
—147.10
—144.07
—139.38
—135.98
—132.26
—125.23
—121.57
—113.67
—107.14

—58.38

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
250 230 210 190 170 150 130 110 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Slika 25.°C CP/MAS NMR spekter kokristala flukonazol : makka kislina = 1:3.
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Slika 26.°C CP/MAS NMR spekter flukonazola (polimorfna mokiftija st. 2 (41)).
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Slika 27.%*C CP/MAS NMR spekter maleinske kisline.

Preglednica Ill. Kemijski premiki v G3CP/MAS NMR spektrih.

C-ATOM KOEKE;I;:]U)AL. FLUé((()prfSOL. MALEEI(E;?)A K.: A5 (ppm)
HOOC-CH-CH-COOH 173,6/171,3 172,8 0,8/-15
HOOC-CH-CH-COOH 169,2/167,6 169,2 0/-1,6
C-F (2,4-difluorofenil) 161,5 /
C-F (2,4-difluorofenil) 157,9 /

CH (triazol) 147,1 151,2 -4,8
CH (triazol) 144,1 145,3 -1,2
HOOC-CH-CH-COOH 139,4 140,0 -0,6
HOOC-CH-CH-COOH 136,0/132,3 133,2 2,8/-0,9
C (2,4-difluorofenil) 125,2/121,6 121.,4 3,8/0,2
CH (2,4-difluorofenil) 113,7 /
CH (2,4-difluorofenil) 107,1 /
C-OH 74,3 76,7 2,4
-CH»- 58,4 55,0 3.4

Iz 3C CP/MAS NMR spektra kokristala flukonazol : makka kislina = 1:3 in iz
preglednice Il je razvidno, da je v kokristalu qwinih 5, v raztina okolja ume&nih
karboksilnih C-atomov, s kemijskimi premiki 173.571.3 (rahlo razcepljen), 169.2 in
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167.6 ppm. Vsak od teh signalov predstavlja povamazlicno okolje ume&n karboksilni
C-atom maleinske kisline. Primerjava teh ugotovitevkristalno strukturo je tezko
izvedljiva zaradi kompleksnosti kristalne strukture posledtnega tezkega vrednotenja
okolij, v katerih se nahajajo karboksilni C-atorfikrati pa lahko pozitivno spremembo
kemijskega premika pri 172.8 ppm za +0.8 ppm peimi8 prisotnosti delno deprotoniranih
molekul maleinske kisline v vzorcu, kar se sklad&ristalno strukturo. Deprotonirana
karboksilna skupina namtevsebuje manj zaséen C-atom glede na neionizirano
karboksilno skupino, kateri je poslédo viden pri viSjih vrednostih ppm. Negativne
spremembe kemijskih premikov signalov pri 172.8.69.2 ppm, za -1.5 in -1.6 ppm, pa
so zelo verjetno posledica tvorbe vodikovih vexiasboksilnimi skupinami v kokristalu,
kar je razvidno tudi iz kristalne strukture. Nepabra blizina vodikovega atoma natre
povzrai povetanje zasetenosti karboksilnega C-atoma, zaraelsar je ta viden pri nizjih
vrednostih ppm.

Triazolska C-atoma sta vidnaXxC CP/MAS NMR spektru flukonazola kot signala pri
151.2 in 145.3 ppm. Negativni spremembi kemijskienpikov teh signalov v spektru
kokristala za -4.8 in -1.2 ppm pomenita, da seNa@atoma nahajata v protonirani obliki v
kokristalu. Signal pri 144.1 ppm (-1.2 ppm) je mryagen na 3 dele, kar nakazuje na
prisotnost dodatnih dveh, Se bolj zasamh triazolskih C-atomov. Torej se v kokristalu
nahajajo 4, v raztha okolja ume&eni triazolski C-atomi, kar je vidno tudi iz kriste
strukture. Bolj izrazita sprememba kemijskega pkanda -4.8 ppm je posledica manjSe
zaselienosti enega od Stirih triazolskih C-atomov zadhdiga&nega okolja, v katerem se
nahaja. 1z kristalne strukture je razvidno, da deverjetno v najvgi meri prispevajo
razlike v neposredni blizini karboksilnih skupin2m-difluorofenilnega obra.

Hidroksilna skupina flukonazola prav tako omoégdvorbo vodikove vezi z drugimi
funkcionalnimi skupinami. Negativha sprememba keka@ga premika pri 76.7 ppm, za -
2.4 ppm, kaze na nastanek vodikove vezi na hidkskupini, zaradicesar se signal za
C-atom, vezan na hidroksilno skupino, pomakne kmizrednostim ppm. To potrjuje tudi
kristalna struktura, v kateri je vidna vodikova veed hidroksilno skupino flukonazola in
neionizirano karboksilno skupino maleinske kisline.

Vse zgoraj navedene ugotovitve glede prisotnostikavih vezi v kokristalu se
skladajo s podatki o vodikovih vezeh, ki smo jibbwali iz'H MAS NMR spektra.

Razcepljenost enega od signalov v spektru kokaistalpripadata C2- in C3-atomoma

maleinske kisline, kaze na to, da se eden od omigngggljikovih atomov nahaja v dveh
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razlicnin okoljih, kar lahko potrdimo s kristalno strukbtu Razlénih okolij je glede na
kristalno strukturo dejansko &evendar so razlike med njim&ibno premajhne, da bi bile
vidne v*C CP/MAS NMR spektru. Podobno velja za razcepljesimmala pri 125.2/121.6
ppm, ki pripada C1-atomu 2,4-difluorofenilnega ataro

Ostale spremembe kemijskih premikov signalov v spekokristala, ki so navedene v
preglednici Ill, je mogee razloziti kot posledico interakcij na bliznjih nkcionalnih
skupinah in kot posledico splosno drtigega okolja, v katerem se nahajajo C-atomi v

kokristalu, glede na kristale osnovnih gradnikov.

5.1.4. DSC TERMICNA ANALIZA

Na spodnjem termogramu kokristala flukonazol : nmslea kislina = 1:3 so vidni 4
endotermni vrhovi. Najbolj izrazit vrh predstavt@isce kokristala, ki tako znaSa 96,25
Talise je ozko in se razlikuje od tali§lukonazola (pribl. 139°C) in maleinske kisline
(pribl. 134°C), zaradtesar lahko potrdimo, da vzorec predstavlja novstéimo obliko.

02 Integral 864mJ Integral ) -154.67 IIAIJ
wg'1 normalized -3,34 Jg*-1 Onnrmallz ed —59,72DJg -1
Onset 80,40 °C nset 96,25 °C
Peak 83,40 °C Peak 99,86 °C
Heating Rate 1,00 °Cmin*-1 Heating Rate 1,00°Cmin”-1

-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 130 °C

Slika 28.DSC termogram kokristala flukonazol : maleinskdiké&= 1:3.

V patentu McMahona in sod. je navedeno taliza kokristal flukonazolijev maleat :
maleinska kislina, ki znasa pribl. 82 (hitrost segrevanja v patentu ni navedena). Tgnee]

v tem primeru nedvomno za novo obliko kokristalakfinazola in maleinske kisline, saj
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sta taligi obeh kokristalov nedvoumno razti. Manjsi vrh pri 80,40C pa verjetno kaze
na prisotnost kokristala, opisanega v patentu Maiiahin sod., ki se je pojavil v naSem
kokristalu kot néistota.

Iz obstoj€ih analiznih podatkov je nemog®e dolaiti pomen vrha pri pribl. 11%C.
Endotermen odklon krivulje, ki se &g pri pribl. 130C in doseze vrh pri pribl. 18C pa

predstavlja razpad kokristala.

5.1.5. IR SPEKTROSKOPSKA ANALIZA

IR spekter kokristala se razlikuje od spektrov éinfzola in maleinske kisline. Da ne
gre le za zmes, tem¥eza kokristal, potrjujejo spremembe oblik, inteariin polozajev

vecine absorpcijskih trakov v spektru kokristala:

he2,10

81%,9°
28 792,1°

-6 8p1,73
%T 1890,29

24 298b5

22 | 736,95
6,45

20 114,53 592,53

058,36 569,44
2764,97 127570 631,92
51,05 632,08
16 2571,95 1088,01 929,84
968,45 |

349655
12 990,20 903,5

3360,63
72,19 142654 1246,2p

178,51 ada.56
872,19
3131,54

13794
17174.88
1704,29
162365 1456,12 134946 1221.64
1560,42

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 0 60 4500
cm-1

Slika 29.IR spekter kokristala flukonazol : maleinska kialm 1:3.
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Slika 30.IR spekter flukonazola.
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Slika 31.IR spekter maleinske kisline.

V IR spektru kokristala je vidnih ¥erazSirjenih absorpcijskih trakov, ki lahko
nakazujejo nastanek vodikovih vezi (42, 43). Takov&lni razSirjeni absorpcijski trakovi
pri 3361, 2572 in 1890 ch PoloZaji teh absorpcijskih trakov se ne skladajooloZaji
razSirjenih absorpcijskih trakov v spektrin flukaoé& in maleinske kisline, kar si je
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mogae razlagati, da je priSlo do tvorbe dragé vodikovih vezi kot v obeRistih
komponentah. Izjema je absorpcijski trak pri 183@™"¢c ki je viden tudi v spektru
maleinske kislineNa spektru kokristala je vidna tudi razSiritev aipsgjskih trakov na
obmaiju med 1800 in 500 cth kar nakazuje na obstoj intramolekularnih ‘OB
vodikovih vezi v molekulah maleinske kisline inyjeskladu s kristalno strukturo (44). Vsi
ti podatki nakazujejo nastanek kokristala.

5.2. KOKRISTAL FLUKONAZOL : FUMARNA KISLINA = 2:1
5.2.1. RENTGENSKA KRISTALNA STRUKTURA

Na sliki 32 je prikazana kristalna struktura kotala flukonazola s fumarno kislino,

pripravljenega po metodi 4.2.:

Slika 32. Kristalna struktura solvata kokristala flukonazdumarna kislina : etanol = 2:1:2, pridobliena z
rentgensko difrakcijo na monokristalih. S sivo o prikazani ogljikovi atomi, z belo barvo vodiko
atomi, z rdéo barvo kisikovi atomi, z modro barvo duSikovi aioim z rumeno barvo fluorovi atomi.
Vodikove vezi so ozrgne s svetlo modrimi prekinjeningrtami. Slika je bila izdelana s programom
Mercury 2.2 (CCDC, Velika Britanija).

Preglednica IV. Podatki o triklinskem solvatu kokristala flukonazéumarna kislina : etanol = 2:1:2.

dolZina stranice (A) kot (9
a = 5,5989(10) a = 78,098(10)
b = 11,9864(3) B = 83,743(2)
¢ = 15,7100(4) y = 88,824(2)
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Preglednica V.Vodikove vezi v solvatu kokristala flukonazol : fanma kislina : etanol = 2:1:2 (D=donor,

A=akceptor in d=razdalja v A).

Zap. §t. vezi D-H d(D-H) d(H "A) d(D"A) A
1 O1-H1 0,820 1,941 2,712 O1M
2 O1M-H1M 0,820 2,020 2,831 N14
3 O2F-H1F 1,149 1,565 2,713 N24

Iz kristalne strukture je razvidno, da je nastakrigial brez izmenjave protonov.
Flukonazol in fumarna kislina sta se povezala ptelazolskega obr&a in COOH skupine
(vodikova vez &t. 3), kar se sklada z najpogostagtopano kombinacijo v kokristalih, t.].
s povezavo karboksilne skupine in dusSikovega heildeo (3). Flukonazol in fumarna
kislina tako tvorita v eni ravnini verigo v razmer2:1, dve molekuli flukonazola pa med
seboj povezujeta dve molekuli etanola, prav talek@rvodikovih vezi. Posle¢o sta v
solvatu kokristala prisotni Se vodikovi vezi st.il 2. Vodikova vez St. 1 povezuje
hidroksilni skupini flukonazola in etanola, @emer ima flukonazol viogo proton donorja.
Vodikova vez St. 2 pa povezuje N14 duSikov atorkdhazolovega triazolskega oleoin
hidroksilno skupino etanola. V opisanem kokristédwej hidroksilna skupina etanola
nastopa tako v vlogi proton akceptorja, kot tugiagi proton donorja.

V solvatu kokristala so nastale le heteromernerimbéekularne interakcijeCe
primerjamo dolzine vodikovih vezi (d(iA)), je razvidno, da je najndaejSa vodikova vez
prisotna med molekulami flukonazola in fumarne ikisl Jakosti vodikovih vezi med
molekulami flukonazola in etanola sta primerlji.odatki o jakosti vodikovih vezi
potrjujejo naSa opazanja, da se solvat kokristallsom pretvarja v kokristal, zaradi
odpuganja molekul etanola iz kristalne reSetke. Tak&®® CP/MAS NMR spektru ni
vidnih signalov, ki bi lahko pripadali etanolu. W& C termogramu pa je etanol viden le Se
v majhnih kolEinah.

VKljucitev etanola v kristalno reSetko preko vodikovilzivee sklada z ze znanimi
opazanji, da v primeru priprave kokristalov iz pakga, protinega topila obstaja velika
verjetnost tvorbe solvata, kar je posledica vistéenje tvorjenja vodikovih vezi pri
taksnih topilih (16).
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5.2.2. RENTGENSKA PRASKOVNA DIFRAKCIJA (PXRD)

Iz difraktogramov flukonazola (str. 37, slika 20ymarne kisline in kokristala
flukonazol : fumarna kislina = 2:1 je razvidno, ska difraktogram kokristala flukonazol :
fumarna kislina = 2:1 razlikuje od superpozicijéraktogramov flukonazola in fumarne

kisline. To potrjuje, da je pri poizkusu kokristalcije nastala nova kristalna oblika.

15000 —

Counts

10000 —f

4000 —|

5 1 15 n 25 an
2 Theta

Slika 33.PrasSkovni difraktogram kokristala flukonazol : fuma kislina = 2:1.
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Slika 34.PrasSkovni difraktogram fumarne kisline.
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Ko smo posneli praskovna difraktograma kokristdladnazol : fumarna kislina = 2:1
14 dni in 45 dni starih vzorcev, ki sta biladas suSena pri sobnih pogojih, se praskovna
difraktograma med seboj nista razlikovala. Obaaftifngrama predstavlja slika 33. 1z tega

sklepamo, da etanol najkasneje v 14 dneh izstdpistalne reSetke.

5.2.3. JEDRSKA MAGNETNA RESONANCA

'H NMR spekter, posnet v DMSQ;de pokazal, da je razmerje med komponentama v
kokristalu 2:1 v prid flukonazola (podrobnejSi ptddao analizi so navedeni v poglavju
4.2.). Ta podatek se sklada z rentgensko kristaindturo. V*H NMR spektru je vidna
tudi prisotnost etanola v stehiometrijskem razméijii1l, kar pa se ne sklada kristalno
strukturo. Vzorec smo analizirali z jedrsko magoetasonanco po petih dneh susSenja pri
sobnih pogojih. To potrjuje naSa opazanja, da lstériscasom odpufa etanol iz svoje

strukture.

—14.96

25 23 21 19 17 15 13 11 9 8 7 6 5 4 3 2 10 -1 3 -5 -7 9
f1 (ppm)

Slika 35.'"H MAS NMR spekter kokristala flukonazol : fumarnialina = 2:1.
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Slika 36."H MAS NMR spekter fumarne kisline.

'H MAS NMR spekter kokristala je pokazal prisotndswvodikove vezi (signal pri
14.96 ppm).*H MAS NMR spekter fumarne kisline vsebuje signalvoalikovo vez pri
13.12 ppm, ki predstavlja intermolekularno vodikowez med karboksilnimi skupinami
fumarnih kislin. V spektru flukonazola (str. 38ijkal 23) ni vidnih signalov, ki bi lahko
kazali na prisotnost vodikovih vezi. Iz tega lahkklepamo, da se je v kokristalu
flukonazol : fumarna kislina = 2:1 tvorila nova vkava vez, ki je monejSa od vodikove
vezi, prisotne v kristalu fumarne kisline. To sedelno sklada s podatki iz kristalne
strukture, saj je iz te razvidno, da so se tv@ilazlicne vodikove vezi. Menimo, da signal
pri 14.96 ppm pripada najrioejSi vodikovi vezi v kokristalu, in sicer vezi m&OOH
skupino fumarne kisline in N4 duSikovim atomom zobskega obréa flukonazola.
Vodikove vezi med etanolom in flukonazolom nis@ wédne, saj v veliki meri niso ve
prisotne zaradi opazenega odfar§a etanola iz kristalne reSetke v odvisnosticada
(vzorec smo analizirali po 45 dneh suSenja pri golpogojih). Ostali signali v spektru
pripadajo vodikovim atomom v kokristalu, ki nisoaleizeni v vodikovih vezeh.
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Slika 37.%%C CP/MAS NMR spekter kokristala flukonazol : fumarkislina = 2:1.
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Slika 38.°C CP/MAS NMR spekter fumarne kisline.

51



Ziga Hodnik Diplomska naloga

Preglednica VI. kemijski premiki v3C CP/MAS NMR spektrih.

C-ATOM KOaKI('\;)IF?r;]I',)AL. FLUé«()prﬁSOL. FUI\éI?‘I;ZpI\rI’;]A; K.: A5 (ppm)
HOOC-CH-CH-COOH 172,6 / 168,5 172,2 0,5/-3,6
C-F (2,4-difluorofenil) 161,8 /
C-F (2,4-difluorofenil) 159,5 /

CH (triazol) 151,7 / 150,6 151,2 0,6/-0,6
CH (triazol) 1471 145,3 1,9
HOOC-CH-CH-COOH 135,1 136,1 -1,0
C6-H (2,4-difluorofenil) 129,9 /
C (2,4-difluorofenil) 124,9/123,5 121.,4 35/2,1
C-OH 74,6 76,7 -2,0
-CHo- 57,2/55,8 55,0 2,2/0,8

Iz *C CP/MAS NMR spektra kokristala in iz preglednic¥ Je razvidno, da
karboksilni skupini fumarne kisline nista ioniziranemve tvorita vodikovi vezi, kar
dokazuje nekoliko wga negativha sprememba (-3.6 ppm) kemijskega pre@msignala
karboksilnih C-atomov pri 168.5 ppm. §e negativho spremembo kemijskega premika
signala karboksilnih C-atomov nanirahko pripiSemo nastanku vodikovih vezi. Enoten
signal pa pomeni, da se oba C-atoma nahajata veenakolju, kar je razvidno tudi iz
kristalne strukture kokristala (str. 46, slika 38krati pa je nd*C CP/MAS NMR spektru
kokristala viden manjsi signal pri 172.6 ppm, ki gaav tako lahko pripiSemo
karboksilnima C-atomoma fumarne kisline. Kemijskemik tega signala se sklada s
kemijskim premikom pripadajega signala v spektru kristala fumarne kisline. orak
obstaja verjetnost, da je bilo v analiziranemu gaoprisotne nekaj fumarne kisline kot
necistote. To ni razvidno iz ostalih analiz, izjemajpaDSC termina naliza, ki nakazuje
na to moznost.

Vecje spremembe kemijskih premikov signalov, ki prig@dtriazolskim C-atomom,
niso vidne. Ker se signal pri 151.2 ppm ni prembakmizjim vrednostim ppm, pa lahko
sklepamo, da N4-atom ni sprejel protona. To parjudi kristalna struktura. Ker je v tem
primeru priSlo do pozitivne spremembe kemijskegapka signala pri 145.3 ppm za +1.9
ppm, bi to lahko pomenilo nastanek vodikove véegar pa samo na osnd¥C CP/MAS
NMR spektrov flukonazola (str. 40, slika 26) in kiskala ne moremo trditi zagotovo. Ko
ta opazanja primerjamo s kristalno strukturo kdktegs lahko potrdimo, da sta se na N4-

atomih dveh raztinih molekul flukonazola tvorili vodikovi vezi. Omgmi kemijski
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premik torej res pomeni nastanek vodikove vezi mdeéatomom triazola in karboksilno
skupino fumarne kisline. Riakovali smo tudi pozitivno spremembo kemijskegarpka
signala pri 151.2 ppm, ki bi lahko pomenila naskamedikove vezi med N4-atomom
flukonazola in hidroksilno skupino etanola, ki jedva v kristalni strukturi. Omenjene
spremembe kemijskega premika nismo opazili. Razimgto vidimo v dejstvu, da faC
CP/MAS NMR spektru kokristala ni vidnih signalowv,ik lahko pripadali etanolu. Etanol
v tem vzorcu skoraj ni bil weprisoten, saj smo opazili, da etanotasom izstopa iz
kokristala. Vzorec smo namreanalizirali po 45 dneh suSenja pri sobnih pogojih.
Prisotnost manjSih kalin etanola je bila po temiasu sicer vidna na DSC termogramu
kokristala, vendar je tacano prisoten v premajhnih keéinah, da bi se signali, ki
pripadajo etanolu, li od Suma na’®C CP/MAS NMR spektru, ter da bi bile v
spremembah kemijskih premikov signalov vidne Seahibne vodikove vezi, ki pripadajo
triazolskim C-atomom. Ta opaZanja pa se skladajpgtH MAS NMR spektrom, kjer je
viden le signal pri 14.96 ppm, ki zelo verjetnopada vodikovi vezi med N4-atomom
triazola in karboksilno skupino fumarne kisline.

Hidroksilna skupina flukonazola prav tako omoégdvorbo vodikove vezi z drugimi
funkcionalnimi skupinami. Na podlagi negativhe speenbe kemijskega premika signala
ogljika G-OH pri 76.7 ppm, za -2.0 ppm, bi bilo to ma@gopotrditi, vendar je to v
nasprotju z zgoraj opisanimi ugotovitvami. NajvargiSa se zdi razlaga, da je ta premik
posledica sploSno drug@ega okolja, v katerem se v kokristalu nahaja @rateezan na
hidroksilno skupino, glede na kristal flukonazola.

Razcepljenost signala pri 57.2/55.8 ppm na spéddkuistala, ki pripada veriznima C-
atomoma flukonazola, kaze na to, da se omenjerjikang atoma nahajata v radtih
okoljih, kar je v skladu s kristalno strukturo.

Ostale spremembe kemijskih premikov signalov v spekokristala, ki so navedene v
preglednici VI, je mogeée razloziti kot posledico interakcij na bliznjih nkcionalnih
skupinah in kot posledico splosno driigaga okolja, v katerem se nahajajo C-atomi v
kokristalu, glede na kristale osnovnih gradnikoign@li, ki so ozn&eni na sliki 38, a niso
navedeni v preglednici IX, so pomnozitve ostalignsilov (angl. “spinning sidebands”) in

so posledica vrtenja vzorca med analizo.
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5.2.4. DSC TERMICNA ANALIZA

Na spodnjem termogramu je viden endotermen vriprédstavlja tali®& kokristala.
Talisce kokristala tako znaSa 130569 je ozko in se razlikuje od tati$lukonazola (pribl.
139°C) in fumarne kisline (pribl. 294°C). Zato lahgotrdimo, da vzorec predstavlja novo

kristalno obliko.

y -

s
Wg-1

Integral -761,47 mJ
normalized -98,00 Jg"-1
Onset 130,69 =C
Peak 131,64 °C
Heating Rate 1,00 °Cmin”-1
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 20 90 100 110 120 130 140 150 °C
0 10 20 30 40 50 60 70 80 20 100 110 120 130 140 150 160 min

Slika 39.DSC termogram kokristala flukonazol : fumarna kialF 2:1. Srno barvo je prikazano segrevanje
vzorca brez predhodnega segrevanja. Z zeleno harpdkazano predhodno segrevanje vzorca do 95°C. Z

rdeso barvo je prikazano segrevanje vzorca po predhodiegrevanju do 95°C.

Poleg najizrazitejSega odklona krivulje je vidnie 8& manjSih odklonov. Manj
izrazita endotermna vrhova pri pribl. 55°C in pribb°C tako pripadata odpishju etanola
iz vzorca. To smo potrdili z naslednjim poizkusastik@a 24): vzorec smo segreli na 95°C
(zelena krivulja), nato smo ga ohladili na -10°C gonovno segreli na 160°C (k&e
krivulja). Pri zadnjem segrevanju sta izginila etedmna vrhova pri pribl. 55°C in pribl.
75°C. Zaradi relativne majhnosti endotermnih vrhon pribl. 55°C in pribl. 75°C,
menimo, da je bila kalina preostalega etanola v vzorcu majhna, kar petrpasa
opaZzanja o izstopanju etanola iz kristalne reSetkedvisnosti odc¢asa (vzorec smo
analizirali po 45 dneh susSenja pri sobnih pogojih).

Po drugem segrevanju je postal bolj izrazit prewojulje pri pribl. 110°C. Prav tako
se je nekoliko spremenila oblika endotermnega auklkrivulje pred talilnim vrhom. Iz
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opravljenih analiz je nemoge sklepati,cemu pripadata zadnja 2 endotermna odklona
krivulje. Menimo, da bi odklona lahko predstavljgasotnost n&stot v vzorcu, kar se
sklada s*C CP/MAS NMR spektrom, kjer je nakazana moZnossanosti fumarne
kisline kot neistote v kokristalu. Vendar tega ne moremo zagotislii, saj bi bile za

dokaz naSih predvidevanj potrebne dodatne analize.

5.2.5. IR SPEKTROSKOPSKA ANALIZA

IR spekter kokristala se razlikuje od spektrov @inkzola (str. 45, slika 30) in fumarne
kisline. Da ne gre le za zmes, tertiza kokristal, potrjujejo spremembe oblik, inteakzin

polozajev véine absorpcijskih trakov v spektru kokristala:

63,5,

192389

%T 13 1084,00 852,99

142315

11,74
1194,2

1693,40

1502,82 968,15

1618,67 1140,21

3411,94

1517,41 1276,66
311806
14,7.

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 0 60 450,0
cm-1

Slika 40. IR spekter kokristala flukonazol : fumarna kislm&:1.
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Slika 41.IR spekt;:fumarne kisline.

V IR spektru kokristala sta vidna tudi razsirjets@rpcijska trakova pri 2544 in 1924
cm?, ki lahko nakazujeta nastanek vodikovih vezi (48juna poloZaja se ne skladata s
polozaji razSirjenih absorpcijskih trakov v spektfiukonazola in fumarne kisline, kar si je
moga:e razlagati, da je v kokristalu prislo do tvorbeginih vodikovih vezi. Na spektru
kokristala ni vidnih razsiritev absorpcijskih trakna obmaju med 1800 in 500 cih ki so
vidne v spektru fumarne kisline, kar nakazuje naobaost intermolekularnih OHO
vodikovih vezi med molekulami fumarne Kkisline, kprav tako nakazuje nastanek

kokristala.
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5.3. KOKRISTAL FLUKONAZOL : GLUTARNA KISLINA =1:1
5.3.1. RENTGENSKA KRISTALNA STRUKTURA

Na sliki 42 je prikazana kristalna struktura kotala flukonazola z glutarno kislino,

pripravljenega po metodi 4.3.:

Slika 42. Kristalna struktura kokristala flukonazol : glutar kislina = 1:1, pridobljena z rentgensko
difrakcijo na monokristalih. S sivo barvo so prikaz ogljikovi atomi, z belo barvo vodikovi atomi,rdeso
barvo kisikovi atomi, z modro barvo dusikovi atoimiz rumeno barvo fluorovi atomi. Vodikove vezi so
ozn&ene s svetlo modrimi prekinjenindirtami. Slika je bila izdelana s programom Mercur PCCDC,

Velika Britanija).

Preglednica VII. Podatki o triklinskem kokristalu flukonazol : glute kislina = 1:1.

dolzina stranice (A) kot (9
a = 5,6897(2) a = 72,909(2)
b = 10,6590(3) B = 84,453(2)
¢ = 17,0635(5) y = 80,863(2)

Preglednica VIII. Vodikove vezi v kokristalu flukonazol : glutarnaskina = 1:1 (D=donor, A=akceptor in

d=razdalja v A).

Zap. &. vezi D-H d(D-H) d(H “A) d(D"A) A
1 022A-H2A 1,008 1,728 2,729 N24
2 01-H1 0,851 2,185 2,916 N12
3 O11A-H1A 0,975 1,729 2,701 N14

Iz kristalne strukture je vidno, da je nastal ketal brez izmenjave protonov.

Flukonazol in glutarna kislina sta se povezala prigiazolskega obk@ in COOH skupine
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(vodikovi vezi st. 1 in 3), kar se sklada z najpsigge zastopano kombinacijo v kokristalih,
tj. s povezavo karboksilne skupine in dusSikovegatetocikla (3). Tako molekuli
flukonazola in fumarne kisline tvorita verigo v nagrju 1:1. Posamezne verige pa med
seboj povezujejo molekule flukonazola, prav takekprintermolekularnih vodikovih vezi
(H-vez st. 2), in sicer med OH skupino in N12-atomtriazolskega obk@. Torej so v
kokristalu nastale homomerne in heteromerne interkotarne interakcije. Heteromerne
interakcije, ki so nastale, so krajSe in zatangjSe, kar pa je pogoj za nastanek kokristala.
Vodikova vez, ki povezuje med seboj molekule flukpola, je namke daljSa od obeh
vodikovih vezi, ki povezujeta molekule flukonazala glutarne kisline. Pri razvrstitvi

dolzin vezi smo uposStevali razdalje med protonorakceptorjem (d(HA)).

5.3.2. RENTGENSKA PRASKOVNA DIFRAKCIJA (PXRD)

Iz difraktogramov flukonazola (str. 37, slika 2@)jutarne Kkisline in kokristala
flukonazol : glutarna kislina = 1:1 je razvidno, ska difraktogram kokristala flukonazol :
glutarna kislina = 1:1 razlikuje od superpozicijgraktogramov flukonazola in glutarne

kisline. To potrjuje, da je pri poizkusu kokristalcije nastala nova kristalna oblika.

Counts

30000 —

20000 —

10000 —

0 T ‘ T T T T | T T T T | T T T T ‘ T T T T ‘

5 10 15 20 = i
2 Theta

Slika 43.Praskovni difraktogram kokristala flukonazol : @luta kislina = 1:1.
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Slika 44.PraSkovni difraktogram glutarne kisline.

)

5.3.3. JEDRSKA MAGNETNA RESONANCA

'H NMR spekter kokristala flukonazol : glutarna kisl, posnet v DMSO4] je
pokazal, da je razmerje v kokristalu 1:1 (podroBn@odatki o analizi so navedeni v

poglavju 4.3.). Ta podatek se sklada z rentgensktakno strukturo.

—14.08
—13.20
76
—5.38
—3.44
196
—0.93

A

7 6 54 3 2 1 0 -1 -3 -5 -7 =0

25 23 21 19 17 15 13 11 9 8
f1 (ppm)

Slika 45."H MAS NMR spekter kokristala flukonazol : glutarkialina = 1:1.

59



Ziga Hodnik Diplomska naloga

—12.94
6.83

—2.38

~1.85

VAR

1 3 5 7 9

25 23 21 19 17 15 13 i1

6 54 32 & @

9 8 7
f1 (ppm)

Slika 46."H MAS NMR spekter glutarne kisline.

'H MAS NMR spekter kokristala je pokazal prisotn@stazlinih vodikovih vezi
(signala pri 14.08 in 13.20 ppniH MAS NMR spekter glutarne kisline vsebuije signal z
vodikovo vez pri 12.94 ppm, ki predstavlja interetallarno vodikovo vez med
karboksilnimi skupinami glutarnih kislin. V spektflukonazola (str. 38, slika 23) ni
prisotnih signalov, ki bi lahko kazali na prisoth@sdikovih vezi. Iz tega lahko sklepamo,
da sta se v kokristalu tvorili 2 vrsti vodikovih zieki sta m@nejSi od vodikove vezi v
kristalu glutarne kisline. Menimo, da signal pri.a8 ppm pripada mimejSi vodikovi vezi
med COOH skupino glutarne kisline in N4 duSikovintoraom triazolskega obéa
flukonazola. Signal pri 13.20 ppm pa pripada Sikepdikovi vezi med OH skupino in
N2 duSikovim atomom triazolskega obep katera povezuje 2 molekuli flukonazola.
Signale vodikovih vezi v kokristalu smo asigniralpoStevaje pravilo, da morajo biti
heteromerne intermolekularne interakcije cmgSe od homomernih intermolekularnih
interakcij (3). Ostali signali v spektru pripadajodikovim atomom v kokristalu, ki niso
udelezeni v vodikovih vezeh. Zgoraj navedeni podatkigotovitve se skladajo s kristalno

strukturo kokristala.
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Slika 47.%%C CP/MAS NMR spekter kokristala flukonazol : glutarkislina = 1:1.
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Slika 48.°C CP/MAS NMR spekter glutarne kisline.
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Preglednica IX. kemijski premiki v C*CP/MAS spektrih.

C-ATOM KO;((RpI;;I;)AL. FLUé((()prﬁSOL. GLU;'@)IE%? K.: A5 (ppm)
HOOC-CH;-CH;-CH,-COOH 175,3 181,5 -6,3

C-F (2,4-difluorofenil) 161,5 /

C-F (2,4-difluorofenil) 158,5 /

CH (triazol) 153,7 151,2 2,5
CH (triazol) 145,9/143,3 145,3 0,7/-2,0
C6-H (2,4-difluorofenil) 127,4 /

C1 (2,4-difluorofenil) 121,8 1214 0,4
C3-H (2,4-difluorofenil) 113,1 /
C5-H (2,4-difluorofenil) 105,4 /

C-OH 76,4 76,7 -0,3

-CHy- 57,3 55,0 2.4
HOOC-CH>-CH>-CH>-COOH 33,1/30,2 33,7 -0,6/-3,5
HOOC-CH,-CH,-CH>-COOH 19,2 18,5 0,6

Iz *C CP/MAS NMR spektra kokristala in iz preglednic¥ Je razvidno, da
karboksilni skupini glutarne kisline nista ioniziia temve tvorita vodikovi vezi, kar
dokazuje negativha sprememba (-6.3 ppm) kemijskegeika signala karboksilnih C-
atomov pri 175.3 ppm. Veliko negativno spremembaniigkega premika signala
karboksilnih C-atomov nam¢dahko pripiSemo nastanku vodikovih vezi. Enotegnal pa
pomeni, da se oba karboksilna C-atoma nahajatakeem okolju. Zgornje ugotovitve se
skladajo s kristalno strukturo.

Vecji premiki signalov triazolskih C-atomov flukonazohiso vidni. Ker se signal pri
151.2 ppm ni pomaknil k nizjim vrednostim ppm, lahéklepamo, da N4-atom ni sprejel
protona. To potrjuje tudi kristalna struktura. Kerv tem primeru priSlo do pozitivhe
spremembe kemijskega premika za +2.5 ppm, bi labkpomenilo nastanek vodikove
vezi, tesar pa samo na osndvC CP/MAS NMR spektrov flukonazola (str. 40, slikd)2
in kokristala ne moremo trditi zagotovo. Ko ta ogaja primerjamo s kristalno strukturo
kokristala, lahko potrdimo, da se je na triazolsk&@#-atomu tvorila vodikova vez.
Omenjena sprememba kemijskega premika torej resepomastanek vodikove vezi.
Ostalih signalov, ki pripadajo triazolskima C-atama ni mogdée natatineje komentirati.

Hidroksilna skupina flukonazola prav tako omoégdvorbo vodikove vezi z drugimi
funkcionalnimi skupinami. Na podlagi negativhe speenbe kemijskega premika signala
ogljika G-OH pri 76.7 ppm, za -0.3 ppm, tega ni mégarditi, 0z. je mozno sklepati le na
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nastanek SibkejSe vodikove vezi. Nastanekma{e vodikove vezi bi bil namferiden kot
bolj izrazita negativna sprememba kemijskega pransignala, ki pripada C-atomu,
vezanemu na hidroksilno skupino. Iz kristalne stk je razvidno, da je nastala vodikova
vez med hidroksilno skupino ene molekule flukonazol N2-triazolskim atomom druge
molekule flukonazola. Glede na dolzino te vodikaezi lahko trdimo, da je SibkejSa od
ostalih vodikovih vezi v kokristalu, kar potrjujedi signal pri 13.20 ppm n&H MAS
NMR spektru kokristala.

Razcepljenost signala pri 31.3/30.2 ppm v spekubkriktala, ki pripada C2- in C4-
atomoma glutarne kisline, kaze na to, da se omargefjikova atoma nahajata v raziih
okoljih, kar je v skladu s kristalno strukturo. @tarazlog je verjetno v razinih pozicijah
2,4-difluorofenilnih obréev flukonazola in v dodatni vodikovi vezi na enethtoazolskih
obraev flukonazola.

Ostale spremembe kemijskih premikov signalov v spekokristala, ki so navedene v
preglednici IX, je mogeée razloziti kot posledico interakcij na bliznjih nkcionalnih
skupinah in kot posledico splosno drtigega okolja, v katerem se nahajajo C-atomi v
kokristalu, glede na kristale osnovnih gradnikoign@li, ki so ozn&eni na sliki 47, a niso
navedeni v preglednici IX, so pomnozitve ostalignsilov (angl. “spinning sidebands”) in

so posledica vrtenja vzorca med analizo.
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5.3.4. DSC TERMICNA ANALIZA

Na spodnjem termogramu je viden endotermen vriprédstavlja tali®& kokristala.
Taliste kokristala tako znaSa 96,85 je ozko in se razlikuje od tat& flukonazola (pribl.
139°C). Talige kokristala se sklada s t&k#n glutarne kisline (pribl. 99°C), vendar je na
DSC termogramu kokristala viden samo en talilni, wzhradi¢esar lahko potrdimo, da
vzorec predstavlja novo kristalno obliko.

Wwe~1 ]
sl
] Integral -F531125md
0,57 normalized 00,50 Jg"-1
] Onset 06,66 °C
AT Peak 90,20 5C
1,57
2,07
2,5
3,07
3,5
4,0
0w = @ w w w e 2 10 w0 B0 C

Slika 49.DSC termogram kokristala flukonazol : glutarnaikigl= 1:1. Hitrost segrevanja je znaSala 10

K/min.
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5.3.5. IR SPEKTROSKOPSKA ANALIZA

IR spekter kokristala se razlikuje od spektrov dokzola (str. 45, slika 30) in glutarne
kisline. Da ne gre le za zmes, tertiza kokristal, potrjujejo spremembe oblik, intearzin

poloZajev véine absorpcijskih trakov v spektru kokristala:
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Slika 50.IR spekter kokristala flukonazol : glutarna kislimd.:1.
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Slika 51.IR spekter glutarne kisline.
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V IR spektru kokristala je vidnih tudi verazSirjenih absorpcijskih trakov, ki lahko
nakazujejo nastanek vodikovih vezi (43). Najbotp@ta sta absorpcijska trakova pri 3420
in 2542 cnit. PoloZaj slednjega absorpcijskega traku se nelakéapoloZaji razsirjenih
absorpcijskih trakov v spektrih flukonazola in glute kisline, kar si je moge razlagati,
da je v kokristalu priSlo do tvorbe drugee vodikove vezi. Polozaj absorpcijskega traku
pri 3420 cm' se sklada s poloZajem podobnega absorpcijskeka apektru glutarne
kisline, vendar sta oblika in intenziteta rémli Na podlagi kristalne strukture lahko
trdimo, da omenjeni absorpcijski trak ne pripadanmolekularnim vodikovim vezem med
molekulami glutarne kisline, kar potrjuje tudi nedshja ugotovitev: na spektru kokristala ni
vidnih razsiritev absorpcijskih trakov na obw med 1800 in 500 cth ki so vidne v
spektru glutarne kisline, kar nakazuje na odsotmustmolekularnih OHO vodikovih

vezi med molekulami glutarne kisline. Vsa ta opg@aa dokazujejo nastanek kokristala.

5.4. OSTALI POIZKUSI PRIPRAVE KOKRISTALOV
FLUKONAZOLA

Vsi poizkusi priprave kokristalov so temeljili n@arabi treh stehiometrijskih razmerij,
in sicer 1:1, 2:1 in 1:2. Na osnovi rezultaft¥ NMR, rentgenske praskovne difrakcije in
dolocenih tali€, smo izbrali ustrezna stehiometrijska razmerjasd&i obetala najboljSe
rezultate. Rezultat takSnega pristopa so v pré&Spodpoglavjin opisani kokristali
flukonazola z maleinsko, fumarno in glutarno kislirOstale uporabljene dikarboksilne
kisline (jabotna, jantarna in vinska kislina) niso dale Zzeljemdzultatov. Pri zgoraj
opisanem reSetanju smo kokristale poizkuSali pvigiraiz razlicnih topil (aceton,
acetonitril, i-butilmetilketon, deionizirana B, 1,4-dioksan, etanol, etilacetat, n-heksan,
nitrometan in tetrahidrofuran) oz. kombinacije tqjaicetonitril/cikloheksan, acetonitril/n-
heksan, tetrahidrofuran/cikloheksan in tetrahidraf/kloroform), ki smo jih izbrali na

osnovi zadostnih in primerljivih topnosti osnovigtadnikov kokristalov.
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6. SKLEP

Osnovni namen naloge je bila priprava in karakgaja kokristalov flukonazola, kar
nam je tudi uspelo. Tako smo uspeli pripraviti ikakterizirati 3 nove, doslej Se
neobjavljene kokristale flukonazola, in sidekristal flukonazol : maleinska kislina =
1.3, kokristal flukonazol : fumarna kislina = 2:1 in kokristal flukonazol : glutarna
kislina = 1:1.

Dosedanja dognanja o kokristalih so pokazala, daojeezava karboksilne skupine in
dusSikovega heterocikla najpogosteje zastopana kwauip v kokristalih. Poleg tega je bil
do sedaj ze znan 1 kokristal flukonazola z malenkislino. Zaradi teh dejstev smo
poizkuSali pripraviti kokristale flukonazola z dikeksilnimi kislinami, kar se je izkazalo
kot winkovit pristop. Kokristale smo namte poizkuSali pripraviti s Sestimi
dikarboksilnimi kislinami, précemer smo bili uspesni s tremi dikarboksilnimi kislimi.

Pri n&rtovanju kokristalov smo upostevali tudi pKa vredti@snovnih gradnikov, kar
se je v naSem primeru izkazalo kot nezanesljivtgpisFlukonazol (pKa = 1,8) je nandre
tvoril kokristal soli z maleinsko kislino (pKa= 1,5, pKa = 4,5), kar se ne sklada s
potrebno razliko najmanj 2 pKa enot za tvorbo sdlako v naSem primeru nismo
pricakovali izmenjave protona med maleinsko kislinoflukonazolom. Glede na delno
vprasljivost smiselnosti uposStevanja pKa vredngsti nacrtovanju kokristalov, se zdita
prostorsko prileganje molekul in upoStevanje zma#notvorbe vodikovih vezi
najzanesljivejSa kriterija.

Priprava kokristalov iz topila se je izkazala kostrezna metoda za raziskave
kokristalov v laboratorijskem merilu. Slabosti mé¢o ki smo jih opazili med naSim
delom, kot sta npr. izbira ustreznega topila oznkimacije topil in moznost nastanka
solvatov, po naSem mnenju ne prevladajo nad glgvednostjo metode, katera je gotovo
moznost priprave kokristalov v obliki monokristaJoki so primerni za analizo z
rentgensko difrakcijo na monokristalih. Pri priprasonokristalov ustrezne velikosti in
kakovosti smo bili namgeuspesni pri vseh treh novih kokristalih.

Rentgenska difrakcija na monokristalih se je izkazeot najm@nejSa metoda za
karakterizacijo kokristalov, ob predpostavki, darjegaie pripraviti monokristale ustrezne
kakovosti in velikosti. V nasprotnem primeru pa NMR trdnem v kombinaciji z
rentgensko praskovno difrakcijo, NMR v raztopini,SO terméno analizo in IR

spektroskopijo predstavljajo ustrezno alternativo.
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Logicno nadaljevanje raziskovalnega dela bi obsegaloimig#cijo priprave
kokristalov flukonazola z maleinsko in fumarno kisl. Prav tako bi bilo potrebno
natargneje raziskati proces odpiahja etanola iz solvata kokristala flukonazolaumérne
kisline. Zatem pa bi sledilo ovrednotenje topndstlastnosti, stabilnosti in mehanskih

lastnosti pripravljenih kokristalov.
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