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POVZETEK

Zdravilne «inkovine lahko obstajajo v trdnem stanju v r&zih oblikah (polimorfi,
solvati, soli, amorfna oblika), ki se med sebojlikagejo po fizikalno-kemijskih lastnostih,
kot so temperatura tadig& topnost, hitrost raztapljanja, stabilnost inrbsiopnost. Zadnja
leta postajajo zanimivi farmacevtski kokristalij &#hko pove€ajo Stevilo kristalnih oblik v
katerih se nahaja zdravilnacimkovina in omogoéajo izboljSanje klinino pomembnih
fizikalno-kemijskih lastnosti. Kokristali, ki spagav razred neraziskanih snovi, ponujajo
vrsto moznosti za farmacevtsko industrijo.

Kokristalizacija je metoda kristalizacije, ki omago povezovanje dveh ali ¥e
komponent znotraj ponavljaje se kristalne reSetke brez tvorjenja ali prekijajdovalentne
vezi. Komponente so ponavadi nevtralne molekule, ski medsebojno povezujejo z
vodikovimi vezmi. Farmacevtski kokristal je sesjaml iz zdravilne tinkovine in tvorca
kokristala, ki je lahko substanca, ki se sploSnoraplja v prehrambeni ali farmacevtski
industriji.

Priprava kokristalov z mletjem trdnih komponentdstavlja alternativo tradicionalni
metodi kokristalizacije iz raztopine in ponuja agkerazitih prednosti. V weprimerih se je
izkazalo, da lahko pripravimo kokristale le z metod, povezanimi z mletjiem. Nedavne
modifikacije postopka mletja, kjer dodamo majhnelidine topila, izboljSajo proces
kokristalizacije v trdnem stanju.

V sklopu diplomske naloge smo z mletjem ob dodathpila z razlEnimi tvorci
kokristalov pripravili pet kokristalov flukonazoldtukonazol : fumarna kislina v razmerju
2:1, flukonazol : glutarna kislina v razmerju 1fllijkonazol : maleinska kislina v razmerju
1:3, flukonazol : jabdna kislina v razmerju 1:1, flukonazol : salicilnslikna v razmerju 1:1
in kokristal flukonazol : malonska kislina v raznquet:1, ki smo ga pripravili z mletjem brez
uporabe topila.

Pripravljene kokristale smo ovrednotili s kombingachaslednjih analiznih metod:
diferertne dinaméne kalorimetrije, infrardge spektroskopije, praskovne rentgenske
difrakcije in jedrske magnetne resonance v trdnRezultati teh metod so potrdili nastanek
kokristalov.

lzvedli smo tudi analizo dinagie sorpcije pare in razhe topnostne Studije
kokristalov, ki so potrdile, da lahko s tvorbo kiskalov spremenimo fizikalno-kemijske

lastnosti flukonazola.
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ABSTRACT

Active pharmaceutical ingredients (API) are found different solid state forms
(polymorphs, solvates, salts, amorphous form), kwhdiffer in their physicochemical
properties, such as the melting point, solubiliigsolution rate, stability and hygroscopicity.
In recent years there is growing interest in phaentcal cocrystals, which can significantly
increase the number of crystal forms that existagoarticular API, and they can lead to
improvements in physical properties of clinicalergince. Cocrystals represent a class of
unexplored compounds and offer huge opportuniteshie pharmaceutical industry.

Cocrystallization is a crystallization method tteiows the binding of two or more
components within one periodic crystalline lattimgthout making or breaking covalent
bonds. These components are generally neutral oiatespecies linked via hydrogen bonds.
Pharmaceutical cocrystal is composed of API andystal former, that can be chosen among
widely used substances in food or pharmaceuticiigtry.

The solid-state grinding approach of preparing ystals is an alternative to the
traditional method of solution crystallization apdssesses several distinct advantages. In
several cases certain cocrystal materials candgaped only by solid-state grinding methods.
These examples underscore the importance of stalid-grinding approach in the search for
new cocrystals. Recent modification of the sol@kestgrinding, in which small quantities of
solvent are introduced, increase the process of/ztdlisation.

In the scope of this disertation we used solidestainding with minimal addition of a
solvent of appropriate polaritywith different cocrystals formers, which resultad five
cocrystals of fluconazole. We have succeeded impgmmeg the following cocrystals:
fluconazole : fumaric acid = 2:1, fluconazole :tghic acid = 1:1, fluconazole : malelic acid =
1:3, fluconazole : malic acid = 1:1, fluconazolesalicylic acid = 1:1 and fluconazole :
malonic acid = 1:1, wich was prepared by grindinthaut the addition of solvent.

Prepared cocrystals were characterized with cortibmaof solid-state methods
including differential scanning calorimetry, infear spectroscopy, nuclear magnetic
resonance and X-ray powder diffraction. Resultaiaed by these methods provided enough
data to confirm cocrystal formation.

We have also performed dynamic vapour sorptioniesudnd different dissolution
studies which confirmed that we can change phykiemical properties of fluconazole by

cocrystal forming.
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SEZNAM OKRAJSAV IN ENOT

d - kemijski premik

BCS - biofarmaceuvtski klasifikacijski sistem (Biaggimaceutics
Classification System)

cm - recipr@ni centimeter

CP - prenos polarizacije iz protonov na oglpkoton-to-carbon cross
polarisation)

CSD - podatkovna baza CSD (Cambridge Structurahlizeste)

DSC - diferedna dinaména kalorimetrija (differential scanning

calorimetry)

DVS - dinaména sorpcija pare (dynamic vapor sorption)

EAFUS - vse kar se dodaja hrani v ZDA (everythidded to food in the
United States)

GRAS - sploSno varne substance (generally recodragesafe)

HPLC - tek@inska kromatografija visoke dtivosti (high pressure liquid
chromatography)

Hz - hertz

IDR - intrinzi¢na hitrost raztapljanja (intrinsic dissolution pate

IR - infrardete/-a

J - joule

K - kelvin

MAS - vrtenje pod maghim kotommagic-angle spinning)

NMR - jedrska magnetna resonanca (nuclear magrestgmance)

ppm - ena na milijon (parts per million)

SEM - vrsténi elektronski mikroskop (scanning electron micoyse)

SSNMR - jedrska magnetna resonanca v trdnem (stdig-NMR)

T - transmitanca

toovs - ¢as, v katerem se raztopi 90 % zdravildekovine

XRPD - rentgenska praskovna difrakcija (X-ray pondiéraction)

ZU - zdravilna dinkovina



Karlo Lovrié¢ Diplomska naloga

1. UVOD

Vecina zdravilnih @inkovin se pri normalnih pogojih nahaja v trdnenreggatnem
stanju in so najpogosteje vgrajene v trdne farma&evoblike, kot so kapsule ali tablete.
Ureditev molekul v kristalni strukturi lahko vplivaa fizikalno-kemijske lastnosti, kot so
topnost, hitrost raztapljanja, higroskopnost, $tetsit, bioloSka uporabnost, oblika delcev,
gostota, barva, stisljivost, ipd. Farmakokite& lastnosti zdravilne ¢inkovine so
pogosto odvisne od njenih fizikalno-kemijskih lastti, ki niso odvisne le od molekulske
strukture, temvétudi od kristalne strukture oz. ureditve molekuyrestoru.

Pri razvoju formulacij in izboljSanju dinkovitosti zdravilne tinkovine lahko
spreminjamo fizikalno-kemijske lastnosti s tvorboli,s hidratov/solvatov, razinih
polimorfnih oblik in tvorbo amorfne oblike. V zadlnjletih pa se uveljavlja tvorba

kokristalov kot dodatna moznost za spreminjanjevbigh lastnosti zdravilnihdinkovin.

1.1. KOKRISTALI

V znanstveni literaturi se je pojem kokristal gryojavil leta 1968, ko so opisali
veckomponentni kristal pirimidina s purinom (1). Kee jpodr@je raziskovanja
kokristalov relativno mlado, znanstveniki Se vednso enotni glede sploSne definicije
pojma kokristal (2). Vsem pa je skupno, da so lst&hi enotne kristalidhe snovi,
sestavljene iz najmanj dveh r&rih komponent. Mnenja, kaj razumemo pod pojmom
komponenta, so si razha in tukaj nastanejo najje razlike v definiciji pojma kokristal.
Komponenta je lahko trdna, tela@ plinasta in atom, ion ali molekula (3, 4). Kee ga
podraije, ki se nenehno razvija, je tudi nomenklatur® zako raznolika (5).

V diplomski nalogi se bomo drzali definicije, ki g& ze uveljavila v slovenskem
znanstvenem prostoru in glasi: kokristali so endtnstalinicne snovi, njihovo kristalno
reSetko sestavljajo nevtralne molekule v stehioiském razmerju, ki so pri sobnih
pogojih v trdnem agregatnem stanju (6).

Kokristal je trdna snov v kateri sta dve raalimolekuli, ki sta med seboj povezani
z nekovalentnimi vezmi, pravilno urejeni po di#gaem vzorcu, ki se ponavlja v treh
dimenzijah. Kokristale uvidmo med t.i. vé&komponetne kristale, kamor spadajo Se

hidrati, solvati, klatrati, inkluzijski kompleksnisoli.
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Veckomponentni kristali so sestavljeni iz dveh al¢ W@mponent (atom, ion ali
molekula), ki so povezane z medmolekulskimi inteiahkni. Pri hidratih in solvatih je
ena izmed komponent voda oziroma topilo. Klatradi lgistali, kjer je ena izmed
komponent ujeta v prostorih znotraj kristalne stnoé druge komponente (2, 7). Kadar v
veckomponentnem kristalu nastopajo ioni ali ioniziranelekule, pa govorimo o soleh
(slika 1).

Soli se od kokristalov razlikujejo na podlagi preagrotona s kisline na bazbe
se proton nahaja na bazi, potem je priSlo do peepostona, in kristaliden kislinsko-
bazini kompleks je solCe ne pride do prenosa protona, ta ostane na kislipbtem
imamo kokristal. Vendar v nekaterih primerih ne emo jasno dokiti polozaj protona,
ker se ta nahaja nekje vmes (3, 8, 9).

Po svoji strukturi so kokristali najblizje solvatpreaj gre v obeh primerih za
heteromolekularne strukture, ptemer je osnovna razlika med obema v agregatnem
stanju komponent pri normalnih pogojih. Pri kokalgt sta obe komponenti v trdnem
stanju, pri solvatih pa je ena komponenta v ¢eko stanju.

Kokristal je najpogosteje sestavljen iz dveh molekutakne molekule in tvorca
kokristala. Lahko pa je sestavljen iz treh alic v@olekul, v tem primeru je tama
molekula ponavadi v obliki solvata ali soli in imankompleksne w&komponentne
kristale: kokristale hidratov/solvatov, soli kokakv, soli hidratov/slovatov itd. (slika 2).

sol hidrat/solvat kokristal polimorf
. ZU . Protiion w voda/ tvorec
topilo kokristala

Slika 1. Ve¢komponentni kristali (2).
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protiion voda/ \ 4 av
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Slika 2. Kompleksni vékomponentni kristali (2).

1.2. FARMACEVTSKI KOKRISTALI

Kadar v kokristalu nastopa zdraviln&inkovina kot ena izmed komponent,
govorimo o farmacevtskem kokristalu. V farmacevisk&okristalu mora biti poleg
zdravilne @inkovine tudi tvorec kokristala farmacevtsko spneljes. To pomeni, da
lahko izbiramo med Stevilnimi uveljavljenimi snovirki se uporabljajo v farmacevtski ali
prehrambeni industriji in veljajo za sploSno variie. substance najdemo na seznamih
EAFUS (Everything Added to Food) in GRAS (Gener&lggarded as Safe) (10).

Kokristali so zanimivi za farmacevtsko industrif@r ponujajo moznost izboljSanja
fizikalno-kemijskih lastnosti zdravilnih dinkovin brez tvorjenja ali prekinjanja

kovalentne vezi (11).
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S tvorbo kokristalov ustvarimo nove strukture zdrees winkovine, ki skupaj s
tvorcem kokristala gradi edinstveno kristalno rkSetSpremenjene lege molekul v
kristalni reSetki in spremembe v medmolekulskih geavah vplivajo na fizikalno-
kemijske lastnosti trdne snovi. S kokristalizadginko spreminjamo lastnosti zdravilnih
ucinkovin, ki so pomembne za farmacevtsko uporabosd temperatura tatig, topnost,
hitrost raztapljanja, stabilnost, higroskopnosgldiska uporabnost in mehanske lastnosti
(12).

Farmacevtski kokristali so zanimivi tudi zaradi ¢mesti, ki jih ponuja
kokristalizacija v primerjavi s tradicionalno metoaptimiranja fizikalnih lastnosti s
tvorbo soli. Za tvorbo kokristalov ne potrebujenomicionalne skupine, ki lahko ionizira,
kot je to potrebno pri tvorbi soli. Pri izbiri pateialnih tvorcev kokristala imamo pestro
izbiro iz mnozice farmacevtsko sprejemljivin molékki jih lahko uporabimo in s tem
tudi veliko moznosti za prilagajanje fizikalno-kgskih lastnosti. Nasprotno pa je Stevilo

protiionov primernih za tvorbo soli bolj omejen@j1

Slika 3. Kristalna struktura kokristala karbamazepin : sath¢g3).

1.3. INTERAKCIJE MED KOMPONENTAMI KOKRISTALA

Med molekulami v kokristalih prevladujejo nekovdiem vezi. NajpomembnejSe
interakcije v kristalih so vodikove vezi, ki nastgm v spojinah, kjer je vodik vezan na
elektronegativen atom. Vodikova vez je usmerjemaostoru in njena energija z razdaljo
pada. Razdelimo jih na nioe vodikove vezi (20-40 kJ mil OH~O, OH"N, NHO in
na Sibke vodikove vezi (2-20 kJ mdICH O, OHx, CH"N, NH" 7. Vez NH"N
uvr&amo vmes, med ndoe in Sibke. Zaradi svoje robustnosti in usmerjénss

vodikove vezi koristno orodje za sintezo kokrista{®4).
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Van der Waalsove interakcije (2-10 kJ foso neusmerjene, Sibke, njihovaipa
z razdaljo hitro pada. NajpogostejSe soG; CH, H"H in CHzn. Zadnja vez izkazuje
zn&ilnosti Van der Waalsovih interakcij in vodikovitexi (14).

V kristalih so lahko prisotne tudi- = interakcije, ki so posledica prekrivanja p-
orbital aromatskih sistemov (15).

Kristalna struktura kokristala karbamazepina s gabm ponazarja kako se
molekule medsebojno povezujejo z vodikovimi vezshkg 3).

1.4. NACRTOVANJE KOKRISTALOV

Ce Zelimo kar najbolje povati eksperimentalnoginkovitost tvorbe kokristalov,
moramo nartovati pripravo kokristala. Ta postopek imenujemaeniring kokristalov.
Najprej moramo analizirati t&mo molekulo zdravilne dinkovine. Pretiti moramo
obstoje&e kristalne oblike, Stevilo in razporeditev donuerja akceptorjev vodikove vezi,
moznosti tvorbe soli, konformacijsko fleksibilno& gibljivost molekul. Rigidne,
simetrine zdravilne &inkovine z nizko molekulsko maso so bolj primerna z
kokristalizacijo. Sledi iskanje primernih tvorcewMKistalov, ki morajo biti¢imbolj
komplementarni s t&ano molekulo in jih izberemo s porjo pravil za tvorbo vodikove
vezi in molekularne prepoznave. Lahko si pomagamoaznalniskimi modeli in
simulacijami, a zaenkrat zaradi kompleksnosti ngote napovedati, ali bo med dvema
molekulama potekla kokristalizacija.

Prvi korak pri nartovanju kokristalov je analiza obstojle kristalnih oblik taéne
molekule in identifikacija pomembnih strukturnincérenotraj molekule, ki povezujejo
molekule med seboj z nekovalentnimi povezavamiiim imenujemo sintoni. Ti se
pojavljajo v mnogih znanih kristalnih strukturah, $o objavljene v podatkovni bazi
Cambridge Structual Database - CSD, ki predstamggpopolnejSo zbirko znanih
kristalnih struktur (16). Cambridgova strukturnadptkovna baza ze vsebuje okoli
500.000 doloenih kristalnih struktur in se nenehno dopolnjuj&,(18). S pomgo
struktur, ki jih najdemo v podatkovni bazi CSD, kahocenimo, kakSne so moZnosti
medmolekulskih povezav med funkcionalnimi skupinarmane molekule in
potencialnega tvorca kokristalde upostevamo hierarhijo sintonov, ki se pojavljajed
mnozico funkcionalnih skupin, in dejstvo da so delwe funkcionalne skupine

(karboksilne kisline, amidi in alkoholi) posebnanperne za tvorbo heterosintonov, nam
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to znanje olajSa izbiro komplementarne komponektéo lazje tvorila medmolekulske
vodikove vezi in bo vodila do nastanka kokristdld)(

Sintone delimo v dve skupini: Homosintoni so sdgav iz dveh identinih
komplementarnih funkcionalnih skupin, ki sta medbaanajpogosteje povezani z
vodikovimi vezmi. Heterosintoni pa so sestavlje iazli¢nih, komplementarnih
funkcionalnih skupin, ki sta prav tako med sabo gmani z vodikovimi vezmi. Za
nastanek kokristala je kifno, da tvorjenje heterosintonov prevladuje nad hgntoni
(slika 4) (19).

H
0---H—0 /0----H— (
/4
RS S
0—H---0 N—H----0
H
{a} (b} H
0 — 0---H—N
—4 4 / —
/4 O—H---N y/
O—H-=N ¢ \— 0—H---0
(c) (d) (e)

Slika 4. Primeri homosintonov (a, b) in heterosintonov (ceX(19).

Komplementarni heterosintoni, ki dajejo prednosttaaku kokristala, so Ze dobro
raziskani in poenostavljeno jih lahko ponazorimeasi: karboksilna kislina - duSikov
heterocikel, karboksilna kislina - amid in alkohaluSikov heterocikel (slika 4) (12, 19).
Kokristale, ki vsebujejo ustrezne sintone, lahkigprawvimo iz raztopine z obarjanjem, s

sublimacijo, iz taline ali z mletjem trdnih kompanes kroglénim mlinom (20, 21).

1.5. PRIDOBIVANJE KOKRISTALOV

Kokristale lahko pripravimo na raghe n&ine, najbolj uveljavljeni metodi sta
kokristalizacija iz raztopine in priprava z mletjemstavin v krogéinem mlinu. Kokristale
lahko pripravimo tudi s kokristalizacijo iz koncerdne suspenzije, iz taline, s
sublimacijo sestavin ali z delikvescenco sestavinvigoki relativni vlaznosti, vendar so
te metode bolj zapletene in se manj uporabljajo 232 24).

Priprava kokristalov je tezavna in nepredvidljiléa razpolago imamo ¢emetod,
Se vedno pa ni moge napovedati ali bo kokristalizacija uspesSna ali Z&#0 moramo

vsako reakcijo eksperimentalno preiskusiti z tamini tehnikami in potrditi nastanek
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kokristala. Posebej tezko je pridobiti monokristpleémerne velikosti in kakovosti za
analizo difrakcije z rentgenskimi zarki (25).

Strategije n&rtovanja kokristalov se Se vedno raziskujejo in ampem nastanka je
Se dokaj nepojasnjen. Velja, da je potrebno ¢arzlmolekuli s komplementarnimi
funkcionalnimi skupinami, ki ju Zelimo kokristaliati, priblizati dovolj blizu na
molekularnem nivoju, da lahko omagmo nastanek novih vodikovih vezi, ki so
energijsko bolj ugodne, kot tiste med enakimi malekii. Takrat je nastanek kokristala

termodinamsko (ne nujno kinétio) bolj ugoden.

1.5.1. PRIDOBIVANJE KOKRISTALOV IZ RAZTOPINE

Kokristale pogosto pripravljamo s tradicionalnoskalizacijo iz raztopine, in sicer z
odparevanjem topila, ohlajanjem raztopine ali z ajadjem netopila. Kljgno pri
kokristalizaciji iz raztopin je stehiometrijsko raerje obeh komponent kokristala, zlasti
¢e odparimo topilo do suheg@e ne uporabimo ustreznega stehiometrijskega raamer;
pride do obarjanja prebitne komponente, ki jo mararato I&@iti od nastalih kokristalov.

Pri pridobivanju kokristalov iz raztopin ima pomenabvlogo tudi izbira topila.
Pomembno je, da sta obe komponenti podobno topzibranem topilu, sicer se najprej
obori manj topna komponenta.

Obstaja ve razlogov za priljubljenost pridobivanja kokristalaz raztopine.
Najpomambnejsi je, da lahko na tatimadobimo velike, dobro oblikovane monokristale, s
katerimi lahko vrednotimo kristalno strukturo z uplo analize difrakcijskega vzorca
monokristala, ki je poznana kot najboljSa metodddacanje kristalne strukture (20).

Pomanijkljivosti pridobivanja kokristalov iz raztopise kazejo v problemih s
topnostjo z&etnih komponent v izbranem topilu. Pomembna je gbdoin primerljiva
topnost vseh komponent, v nasprotnem primeru béloprilo obarjanja manj topne
sestavine, zaradiesar se bomo oddaljili od pogojev, ki so idealnhaatanek kokristala.
A tudi podobna topnost ne zagotavlja uspeSne igdeleokristala. Topilo, ki ga
uporabimo pri kokristalizaciji, se lahko vmeSa \ebe medmolekulske interakcije in tako
postane del kristalne reSetke. Na ta&imanastali solvat ovira nastanek ¢navanega
kokristala. Dodatna tezava pri kokristalizacijireztopin je tudi velika poraba topila pri
pripravi kokristalov.

Studije kazejo, da lahko pekujemo veji uspeh pri kokristalizaciji zdravilnih

ucinkovin, ki imajo veé polimorfnih oblik. Ce ima neka snov ¥epolimorfov, pomeni, da



Karlo Lovrié¢ Diplomska naloga

je tudi dovolj fleksibilna in ni omejena zgolj na dip kristalne ureditve. Tako so
povetane moznosti, da se bo molekula lazje prilagodiagidkomponenti in tvorila
kokristal (26). Ampak v primeru polimorfnih kokradhih sistemov lahko pri kristalizaciji
iz topila pride do nastanka nezazelenega metaséegalpolimorfa.

Vse te teZzave kazejo na kompleksnost in zahtevpodbbivanja kokristalov iz
raztopin. Da bi se izognili nekaterim tezavam igedi dovolj velike monokristale, ki so
dovolj kvalitetni za rentgensko analizo monokristal znanstveniki ¢edalje bolj
uporabljajo tudi metodo sejanja kokristalov (angbcrystal seeding). Pridobivanje
kokristalov s sejanjem poteka podobno kot pridofjigaz raztopine. Obe komponenti, ki
ju zelimo zdruziti v kokristal, ob segrevanju rgatao v topilu. Ko se topilo ohladi in
preden se zae kokristalizacija, dodamo semena kokristalovatapino, ki vzpodbudijo
nukleacijo kokristalov iste oblike kot v semenih.s8janjem lahko pridobimo obliko
kokristala, katerega nastanek je kitieti manj ugoden. Tako lahko kokristale pridobljene
z mletjem ali s katero drugo metodo pretvorimo valpvelike monokristale, primerne za
rentgensko analizo (slika 5) (27, 28, 29).

s O ©a
10 + UM
Yo O @@
Q 9 .
raztopina A+B trdna ~ trdna
komponenta A komponenta B
kristalizacija l sejanje mletje

C@BLD rimeie: CIED))
C@D) ) miom @D

difrakcija
monokristal kokristala «—»  pragkast kokristal

Slika 5. Pridobivanije kokristalov iz raztopine in z mletjéii).

1.5.2. PRIDOBIVANJE KOKRISTALOV Z MLETJEM

Mletje trdnih komponent spada v podm t.i. mehanokemije, kjer z mehansko
aktivacijo snovi pride do kemijskih sprememb. Mebleamijo poznatlovestvo Ze ve

tiso¢ let, od ¢asa, ko so plemenski zdravilci uporabljali nekapqunega pestilu in
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moznarju, da so lahko obdelali zdravilne rastlidejzgodnejSa omemba mehanokemije v
znanstveni literaturi se pojavi leta 1844, ko je Aéd z metjem pripravil 1:1 kokristal
kinona in hidrokinona (30). Pri mletju omenjenihnkoonent je prisSlo do nastanka
kristalinicne snovi zelene barve, to je bil dokaz, da je rgamhuotekla. Znanstveniki so
kasneje skusSali ugotoviti kaj je nastala snowagu, ko niso poznali rentgenskih Zarkov,
so o nastali strukturi lahko le ugibali, vse dal&®58, ko so objavili popolno strukturo
monoklinskega kristala kinhidrona (31).

Zanimanje za mletje in tvorbo kokristalov pa zastemlod leta 1980, ko so Etter in
sodelavci demonstrirali, da lahko s suhim mletjeastane kokristal metiladenina in
metiltimina (32).

Kokristale z (suhim) mletjem pripravimo tako, danmm@samo obe komponenti v
Zelenem stehiometrijskem razmerju in ju zmeljen@no s pestilom v moznarju ali,
bolje, z uporabo kroginega oziroma vibracijskega mlina.

Priprava kokristalov z mletjem predstavlja alteiwatpostopkom pridobivanja
kokristalov iz raztopine in ponuja nekaj prednoskopnost vhodnih komponent v
dolotenem topilu pri mletju trdnih snovi ni pomembnay kaelo razSiri uporabnost
metode v primerjavi s kokristalizacijo iz raztopinékristalizacija v trdnem stanju brez
topila prav tako izl moznost nastanka nezelenih solvatov (33).

Pomemben napredek pri mletju se je pojavil, ko BanSn sodelavci spoznali, da
majhen kontroliran dodatek topila med miletjem ifmlproces in atutno povea
kinetiko nastanka kokristalov (34). Mletje z dodatk topila nudi Stevilne prednosti pred
kokristalizacijo iz topila. Tako ni potrebno, da stbe komponenti dobro topni v dodanem
topilu, izkoristek je v&i in vecja je kristalintnost produkta. Z izbiro pravega topila je
mogaie kontrolirati nastanek polimorfov. V ddenih primerih lahko z mletiem z
dodatkom topila dobimo kokristale, ki jih ni magopridobiti s kokristalizacijo iz topila
(35).

Ucinkovitost kokristalizacije z mletiem v primerjasi kokristalizacijo iz topila so
prewevali na primeru 25 kokristalov, ki so bili priptgani iz raztopine in objavljeni v
razliénih ¢lankih. Studija je pokazala, da je priprava kolalist z mletiem z dodatkom
topila zelo uspesna, saj so vseh 25 objavljenihigtatov pridobili tudi z mletjem (36).

Obe metodi, suho mletje in mletje z dodatkom tqmka se uveljavili kot hitri in
visoko winkoviti metodi za reSetanje (ang. screening) ksiktov, soli in polimorfnih
oblik farmacevtskih &inkovin (37, 38).
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Mletje predstavlja zanimivo alternativo uporabiitapdi zato, ker velja za okolju
prijazno sintezno kemijo, saj pri odkrivanju in pesiranju novih ali obstojéh uc¢inkovin
nastane malo ali diodpadnih produktov. Pri pripravi kokristalov z ameno metodo ne
potrebujemo velikih kodiin topila. To pomeni, da uporabljamo ekoloSko sgrgjiv
pristop, torej se priprava kokristalov z mletjenaska z naeli t.i. zelene kemije (ang.
green chemistry). Gre za filozofijo, ki spodbujamavanje produktov in procesov, ki v
kemijskih raziskavah zmanjSajo porabo in ustvagaolju nevarnih substanc (39).

1.5.3. MLETJE BREZ TOPILA

Studije makroskopskih mehanizmov suhega mletjang&p, da kokristalizacije v
trdnem stanju ne moremo opisati kot izkgn mehanizem. Namesto tega naj bi bilo
moznih v& mehanizmov, s katerimi se pri mletju tvorijo kdatali in vsak mehanizem
vsebuje raztien tip vmesne faze. Podrobno preni mehanizmi vkljaujejo: molekularno
difuzijo, tvorbo evtektika in kokristalizacijo prekamorfne faze. Vsem trem raziim
mehanizmom je skupno, da molekule (plin, t8ka, amorf) v vmesni fazi izkazujejo
povetano mobilnost in/ali viSjo energijo glede na njiboz&etne kristalintne oblike.
Ceprav so v naslednjih primerih predstavljene S&ugij vsak mehanizem posebej, lahko v

praksi kokristali nastajajo hkrati z nekaj ali 2as predstavljenimi mehanizmi (33).

Kokristalizacija z mletjem (brez topila) preko molekulske difuzije

Kokristalizacija preko molekulske difuzije med dventrdnima reaktantoma je
mogaia, ko ima eden ali oba reaktanta visok parni thktakih sistemih se tvorba
kokristala lahko pojavi na stiku med trdnima reakbana, celo v odsotnosti mletja in
meSanja. Rastogi in sodelavci so ugotovili, dapsterSinski premik in difuzija plinaste
faze osnovna mehanizma tvorbe kokristala pikringkne z aromatskimi ogljikovodiki
(40).

Enaki mehanizmi verjetno potekajo pri mletju hlagag-benzokinona z razhimi
fenolnimi derivati (41). Pri izpostavitvi kristala,2"-bifenola (bifenil-2,2'-diol) param p-
benzokinona opazimo nastanek kokristala, kar kdaetvorba kokristala poteka preko
difuzije plinaste faze (42).

Tvorba kokristala v miruj&i zmesi mikroniziranih praskov p-benzokinona in’2,2
bifenola poteka priblizno 60 ur. Po vzpostavitvivmatezja lahko reakcijo znova

pozenemo s kratkim mletiem zmesi, kar kaze, dagstamek kokristalov omejen z

10
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razpolozljivostjo novih povrSin za difuzijo molekuha kristale reaktantov. To
interpretacijo so potrdili tudi eksperimenti z difjo hlapov p-benzokinona, kjer so
opazili tvorbo kokristalov na povrSini bifenolnekastala. Tako so prisli do spoznanja, da
mletje pri kokristalizaciji v trdnem stanju paigehitrost reakcije z izpostavljanjem novih
povrsSin rektanta in meSanjem trdne reaktivne zif#i

V drugem primeru, ko so racemat [bhaftola (1,1'-binaftil-2,2'-diol) izpostavili
hlapom p-benzokinona in pomeSali obe trdni komptneniso dobili kokristala.
Nasprotno pa je pri mletju zmesi [pnaftola in p-benzokinona v stehiometrijskem
razmerju 2:3 priSlo do nastanka kokristala. Iz t&g&o sklepamo, da mletje igra bolj
pomembno vlogo pri tvorbi kokristala, kot samo nmg&ahlapnih trdnih reaktantov.
Mletje naj bi omogsalo tvorbo kokristala s premagovanjem dmitn intermolekularnih
vezi med molekulami v kristalu fi-naftola. Hkrati naj bi potekala tvorba neurejenih
plasti molekul na povrSini kristala reaktanta s pom striga (ang. shearing) —
mehanizma sorodnega tvorjenju amorfne faze, a aregge na dvodimenzionalno

povrsSino kristala (slika 6).

mletje: aktivacija
povrgine reaktana
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Slika 6. Potek reakcije v trdnem stanju z difuzijo plinafstee in difuzijo povrSin brez mletja (levo) in z
mletjem (desno) (33) .
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Razliko med mehanizmom, kjer nastane kokristal mebkinona z difuzijo hlapov v
primeru z 2,2"-bifenolom in mehanizmom z mletjenerkpotrebujemo mehansko
aktivacijo povrSine bp-naftola, si lahko razlagamo z &@lino ma&nejSimi
medmolekulskimi vezmi v kristalu Ifi-naftola kot v kristalu 2,2 -bifenola.

Iz rezultatov raziskav, kjer sta Rastogi in Singlazovala hitrost reakcije pikrinske
kisline z razlénimi aromatskimi tvorci kokristalov, predvidevajda gre za model v
katerem hlapi in povrSinska difuzija sodelujetanastanku kokristala (43).

Natartneje, pomemben prispevek difuzije hlapov opazimo kwokristalih z
naftalenom, medtem ko pri tezjih aromatskih ogh&dikin opazimo ve&i pomen
povrSinske difuzije pri nastanku kokristala, karp@vezano z nizjim parnim tlakom teh
molekul. Prav tako so opazili, da oblika in simatmolekul v manjSem obsegu vplivata
na hitrost reakcije. Ploate in ravne molekule alajno reagirajo hitreje, kot molekule z
velikimi substituenti. Rezultati raziskav nakazajepehanizem tvorbe kokristalov, kjer
prevladuje povrSinska difuzija podprta z ra&aimi stopnjami difuzije plinaste faze. V
taksnih sistemih je vioga mletja, da péagovrsinsko difuzijo z meSanjem reaktantov, da
z mletjem ustvari nove reaktivne povrsine in jihhaesko aktivira tako, da reaktanti lazje

vstopajo v reakcijo (slika 6).

Kokristalizacija z mletjem (brez topila) preko vmese tekate faze

Pri kokristalizaciji z mletjem preko vmesne tékofaze je tvorba kokristala
pospeSena z vmesno tékofazo, ki nato postane del trdnega kokristalnegadykta.
Najenostavnejsi je primer mletja dveh komponent,katkerih je ena komponenta pri
sobnih pogojih v tek® obliki. Tako dobimo solvate, ki nastanejo po ezrakmehanizmu
preko vmesne teke faze, a teh tukaj ne bomo obravnavali. V primeskristalizacije z
mletjem preko vmesne te&® faze, kjer dodamo med dve komponenti Se nekag,vod
pospesSi tvorbo kokristala, se lahko ne&pkiovano tvori kokristal hidrat (44).
Kokristalizacija z mletjem je lahko posredovananzegno tekdo fazo tudi v primerih, ko
komponente kokristala tvorijo podhlajene, metast@bevtekténe faze, ki se pozneje

strdijo in iz njih nastane kokristal (45).

Nastanek kokristalov hidratov

Dodatek topila pri mletju zmesi dveh komponent kstiata lahko ¥asih omogoi

kokristalizacijo tako, da nastane produkt, ki vkljje molekule topila kot sestavni del

12
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kokristala. 1z tega razloga je mletje s t&koi komponentami vsestranska tehnika za
odkrivanje trikomponentnih kokristalov. V nekaterilprimerih lahko nastanek
trikomponentnega kokristala hidrata pri mletju deesao z uporabo vode kot reaktanta ali
z uporabo enega ali ¥éristalinicnih hidratov. Kot primer, pri suhem mletju brezveda
teofilina in brezvodne citronske kisline z manj&i&no vode dobimo kokristal hidrat, ki
je sestavljen iz teofilina, citronske kisline indeov ekvimolarnem razmerju (44).

Isti kokristal dobimo tudi z mletjem teofilin hideaz brezvodno citronsko kislino, z
mletiem brezvodnega teofilina z monohidratom cislan kisline, pa tudi z mletjem
teofilin monohidrata z monohidratom citronske kisli Mletje brezvodnega teofilina z
brezvodno citronsko kislino pa, nasprotno, vodi astanek brezvodnega kokristala v
razmerju 1:1. V prisotnosti molekul vode prevladtyjerba kokristala hidrata nad tvorbo

brezvodnega kokristala (44).

Nastanek evtektika

Razumevanje vloge nastanka evtektika pri sinteriktala bi lahko bilo zelo
pomembno za razvoj novih farmacevtskih materiadastanek kokristala iz predhodno
nastale metastabilne evtekte tek@e faze so praievali Davey in sodelavci na primeru
kokristala difenilamina in benzofenona (45). Na é§m kokristalov, dobljenih iz
raztopine, je razvidno, da se obe komponenti v iktMu povezujeta z eno vodikovo
vezjo N-H"O.

Ce pomesamo difenilamin in benzofenon, obe brezlhdmponenti kokristala,
opazimo nastanek rumene faze na mejni povrSini doehponent (45). Mikroskopsko
opazovanje mejne povrSine med dvema makroskopskiareokristaloma difenilamina in
benzofenona je pokazalo taljenje povrSine, ki gmtelokler ni véina materiala pri sobni
temperaturi preoblikovana v tekoo. Sledi nukleacija kokristala, ki povzip da se
celotna talina strdi in tvori trden kokristal. Mietv z evtektikom posredovani
kokristalizaciji ima dva vpliva na nastanek kokalstv. PrvE, mletje razkrije nove
povrSine reaktanta za tvorbo evtektika, in déugi vzpodbujanjem nukleacije kokristala

povea tvorbo kokristala v evtekini fazi.

Kokristalizacija preko amorfne faze

Tvorba amorfnega intermediata je najverjetnejSi angtem nastanka kokristala pri

kokristalizaciji trdnih snovi, ki niso hlapne in govezane z mmimi medmolekulskimi
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interakcijami (vodikove vezi) oz. kjer ni difuzijenolekul. Ta ugotovitev je posebej
pomembna v povezavi s kokristalizacijo zdravilnémiovin.

Tvorba kokristala z mletjem, ki poteka preko vmesmaorfne faze, nam daje
priloznost, da lahko kontroliramo izid kokristaldg@ z uravnavanjem temperature pri
mletju. TakSno moznost so predstavila Willart insBems na enokomponentnih sistemih,
kot so laktoza, manitol in sorbitol. PriSla sta zikljucka, da z mletjem materialov pri
temperaturah nizjih od temperature steklastegaogielsnovi, najverjetneje pride do
tvorbe amorfne faze. Pri mletju pri temperaturahsd blizu ali viSje od temperature
steklastega prehoda snovi, pa lahko prejgktjemo nastanek metastabilnih polimorfnih
oblik (46).

Rodriguez-Hornedo in sodelavci so na primeru mlegegbamazapina in saharina
prikazali, da z mletiem komponent poddakovano temperaturo steklastega prehoda te
zmesi, nastane amorfna faza, ki po mirovanju nanistémperaturi péasi prehaja v
obliko kokristala (47). Temperaturo steklastegahpda amorfne zmesi lahko ocenimo
glede na temperaturo steklastega prehoda obeh kemp@48). Poleg tega so ugotovili,
da mletje dveh reaktantov pri sobni temperaturizpoii delno amorfizacijo in delno
kokristalizacijo. Ob mirovanju na sobni temperatlgiez kokristala v zmesi natas saj
se zmes pretvarja v kokristal in koo nastaneisti kokristal. Rezultati se ujemajo z
mehanizmom reakcije, kjer mletje oma@gokokristalizacijo karbamazepina in saharina s
tvorbo amorfnega intermediata z visoko energijgisoko mobilnostjo molekul. Amorfna
faza se pozneje pretvori v kokristal, ¢gsi z mirovanjem, ali pospeSeno z dodatnim
mletiem. Pretvorba amorfne faze je ovirana pri intgmperaturi in olajSana pri
temperaturah, ki so blizu gekovani temperaturi steklastega prehoda zmesi.

Ker je kokristalizacija karbamazepina in sahaririargetju odvisna od temperature
steklastega prehoda amorfnega intermediata, labkpg$imo kokristalizacijo pri nizjih
temperaturah z uporabo nd@ta kot je voda, ki zniza temperaturo steklastegdngqda
zmesi in tako powa mobilnost molekul in hitrost kokristalizacije 480 so dokazali s
shranjevanjem amorfnega intermediata pri 75 % iwelatviage in z eksperimentom, v
katerem so mleli karbamazepin dihidrat. V obeh primse pospesi tvorba kokristala v
primerjavi z rezultati karbamazepina, ki so ga Hrari 0 % relativne vlaznosti in z
rezultati brezvodnega karbamazepina (48). Vlagalgyae deluje samo kot mito,
ampak lahko delikvescenca omdégavorbo kokristala iz zmesi trdnih komponent

kokristala. V vlazni atmosferi lahko v teh primentote&e nastanek kokristala v treh
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korakih, in sicer najprej pate privzem vlage, sledi raztapljanje reaktanta ito iaorba

jeder kokristala in njihova rast (49).

1.5.4. MLETJE Z DODATKOM TOPILA

Oblika mletja, pri kateri zmesi dodamo nekaj kapljstreznega topila, se pogosto
uporablja pri sintezi kokristalov. Dodano topilo raameti ustrezno polarnost in mora
topiti eno od sestavin, ali pa delno topiti obetaé@si. V nasprotju s kokristalizacijo z
mletjem, posredovano z vmesno té&kofazo, kjer se teka faza porablja v samem
postopku kokristalizacije, ima teka faza pri mletju z dodatkom topila kataiito viogo
(50). Dodano topilo ngeloma ne izginja med reakcijo, razew, izhlapeva. Izjema so
reakcije, kjer molekule tekRe faze oblikujejo porozno ogrodje in lahko postedi
ostanejo rahlo ujete v strukturi produkta.
mletja z dodanim topilom, glede na navadno mlé&iB.(V nekaterih primerih naj bi imel
dodatek majhne kaline topilacisto fizikalno vlogo, topilo naj bi delovalo kothbukant
in medij za pospeSitev molekulske difuzije. V ostgbrimerih naj bi imelo topilo pri

mletju vpliv na oblikovanje formacije in zgradbekkistalnega ogrodja (35).

Topilo kot medij za difuzijo molekul

Uspesnost mletja z dodatkom topila je odvisna ochijske narave topila, ki ga
dodamo. Dokaze za to najdemo v analizi trikompaméntfaznih diagramov z
nikotinamidom in cimetovo kislino z dodatkom nekapljic vode ali metanola, ki so jo
opravili Chiarella, Davey in Peterson (52). Analfaznih diagramov poda razlago, zakaj
je tezko dobiti kokristal iz raztopine. Kokristad@ja iz raztopine, v kateri sta obe
komponenti bistveno razho topni, se bo prej kaéala z obarjanjem ene izmed
komponent kokristala, medtem ko pri kokristalizadg raztopine, v kateri sta obe
komponenti podobno topni, lahko gakujemo nastanek kokristala. Ker reakcije mletja z
dodatkom topila praviloma potekajo v poditofaznega diagrama, kjer je vsebnost topila
nizka, prtakujemo, da bo kokristal vedno termodinamsko nbilstejSa faza. Relativne
topnosti obeh komponent imajo majhen pomen na &tmizida mletja z dodatkom topila
(53). Zaradi tega razloga smatramo, da ima topdbkvpomen pri pové&anju difuzije

molekul in povezovanju komplementarnih komponent.
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Primer kako lahko z mletjem z dodatkom topila zdemo probleme, ki so
povezani s topnostjo komponent kokristala, je podan primeru Kkokristalizacije
teobromina z malonsko kislino (54). Kokristalizaciy raztopine obeh komponent je bila
nemogda zaradi slabe topnosti in nenadnega obarjanjadeuba. Vendar je z mletjem
z dodatkom topila ekvimolarne keéiine teobromina in malonske kisline z lahkoto nastal
kokristal v 20 minutah. Hitrost reakcije, visok aristek in kristalininost kokristala
pripomorejo k hitremu dot@nju strukture z rentgensko praskovno difrakciy)(5

Zaradi veéje winkovitost mletja z dodatkom topila v primerjavkskristalizacijo iz
raztopine lahko to metodo uporabimo kot alternatipdobivanju kokristalov iz

koncentriranih suspenzij. To so dokazalBuin sodelavci (55).

Kontrola izida kokristalizacije z dodatkom topila z izbiro topila

Lastnosti dodanega topila, ki ga uporabimo pri juJéahko imajo odIgilen pomen
pri postopku kokristalizacije. Braga in sodelaveirs primeru zmesi pimelinske kisline
in 1,1'-di(4-piridi)ferocena odkrili, da pri mletkomponent brez topila ne dobimo novega
kristalinicnega materialaCe so to zmleto zmes izpostavili hlapom dikloromatan
kloroforma, dietiletra, nitrometana in etil laktat@ nastal kokristal, medtem ko hlapi
metanola, etanola, vode ali izopropil alkohola ymdi nastanek piridinijeve soli. Zelo
zanimivo je, da so pri mletju teh istih komponent dodanim metanolom ali
diklorometanom vedno dobili kokristal. Ti rezultatiam nedvomno kazejo, da lahko
lastnosti topila vplivajo na potek kokristalizacgemletjem, tudi v primeru minimalnih
koli¢in topila (56).

Vpliv topila na nastanek kokristala pri mletju zdddkom topila so pojasnili tudi
Trask in sodelavci na primeru kokristalizacije ko in glutarne kisline (35).
Kokristalizacija iz raztopine obeh komponentigtega kloroforma ali izistega metanola
je tezavna, zaradi ¢btno razlénih topnosti obeh spojin v obeh topilih. Rast ketala iz
zmesi kloroforma in metanola vodi k nastanku morstéla kokristala glutarne kisline in
kofeina v razmerju 1:1 v dveh polimorofnih oblikakjn B. Toda pri mletju z dodatkom
topila obeh komponent, v prisotnosti majhne &ok cikloheksana, nastane izkijo

kokristal oblike A, medtem ko pri mletju s klorofoom dobimo kokristal oblike B.

16



Karlo Lovrié¢ Diplomska naloga

Oblikovanje ogrodij povezanih z H-vezmi

Molekule tek@e faze lahko pri mletju delujejo kot Sablona prstasmku poroznih, z
vodikovimi vezmi povezanih ogrodij kokristalov. hiaehanizem je pojasnjen na primeru
mletja p-kofeina in jantarne kisline ob prisotnosti diokaaRri mletju obeh komponent z
dodatkom dioksana nastane kokristal, v struktureriega so ujete molekule dioksana
(57).

Molekule dioksana so ujete znotraj kanalov v stuitktokristala. To nakazuje, da je
nastanek trikomponentnega kokristala rezultat dpussti dioksana, da sodeluje pri
usmerjanju in oblikovanju kofeina in jantarne kigliv kokristal in ni rezultat ndaih
interakcij med tremi komponentami, kot v kokristaldratu. Kofein in jantarna kislina ne
reagirata pri mletju brez topila ali pri mletju odhnim metanolom (dobro topilo za
jantarno kislino) ali acetonitrilom (dobro topila kofein), tako lahko opustimo moznost,
da je nastanek kokristala samo rezultat topnosghdnokemijski nastanek kokristala
enakega ogrodja poleg dioksana oblikuje Se 17 drowlekul, véina teh je tekdih pri
sobnih pogojih. Za primerjavo, poskusi za pridobg@akega ogrodja s kokristalizacijo iz
raztopine so bili uspesni le v 4 primerih, v ostale obori ali kofein ali jantarna kisilna.
Ta razlika med rezultati kokristalizacije z mletjgmkokristalizacije iz raztopine pokaze,
kako lahko mehanokemijske metode premagajo tezaigprsostjo, ki se pojavijo pri
pripravi kokristalov iz raztopin (57).

1.5.5. OSTALE METODE PRIPRAVE KOKRISTALOV

Iz taline pripravimo kokristale tako, da eno izmemmponent kokristala segrejemo
nad tali€e, tako da je ena komponenta t&kodruga pa je v trdnem stanju. Trdna
komponenta se v stiku s talino deloma raztopi.eBisp@asi ohladimo, da pride do
rekristalizacije. |z rekristalizirane taline nato pomajo mikroskopa in z uporabo
razlicnih filtrov ugotavljamo ali je priSlo do nastankakkistala. Ta metoda se uporablja
predvsem pri reSetanju kokristalov, saj z njo ngoée dobiticistih kokristalov (58, 59).

Kokristale lahko pripravimo tudi iz koncentriraneuspenzije. Zmes obeh
komponent raztopimo v man;Si kaii topila, tako da dobimo prenasno raztopino. To
nato nekaj dni meSamo pri sobnih pogojih. Kokristaktane posredno iz raztopine,
podoben princip kot pri prehodih med polimorfi. Méa je primerna le za odkrivanje
novih kokristalov, zaradi restosti pa ni primerna za pridobivanje ¢k koli¢in
kokristalov (60).
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1.6. VREDNOTENJE NASTANKA KOKRISTALOV

Komponente v kokristalu so urejene na edinstvetinnan kristalna struktura
kokristala se razlikuje od struktur posameznih komgnt. Zato so za vrednotenje
kokristalov primerne vse metode, ki nam podajajmrmacijo o kristalni strukturi. V
procesu izdelave nas najprej zanima, ali je préonastanka novega kokristala. To
ponavadi najprej preverimo z difetgm dinaméno kalorimetrijo (DSC), rentgensko
praskovno analizo (XRPD), ramansko in infraia€IR) spektroskopijo. Z analizo s temi
metodami dobimo posamezne spektre, ki jih nato gnjemmo med seboj. V primeru, da
kokristal ne nastane, so spektri vzorcev vsota tspekizhodnih komponentCe pa
komponente tvorijo novo skupno kristalno struktuso,spektri drugai. V DSC-spektru
vidimo eno samo tali®; v XRPD-difraktogramu se pojavijo odkloni pri Katki jih ni v
spektrih izhodnih spojin; v ramanskem in IR-speldaznamo spremembe v »fingerprint«
obmaju in signale, ki so posledica novih interakcij.ndar s temi metodami ne moremo
razlikovati, za kakSne ¥&omponentne kristale gre: za solvate, soli ali igilate, saj tudi
pri tvorbi soli ali solvata nastanejo edinstvenglgpi. Potrebne so zmogljivejSe metode.

Najbolj zazelena metoda za strukturno karakteni@aci potrjevanje nastanka
kokristalov je rentgenska analiza na monokristamng( Single Crystal X-Ray
Diffraction), saj s to metodo dobimo podrobne inmfacije o kristalni strukturi, o
prostorski urejenosti molekul in nataro strukturno sliko, iz katere razberemo vrsto in
polozaj interakcij v kokristalu.

Glavna omejitev metode je, da je zelo tezavno jitddovolj velike monokristale,
primerne za rentgensko difrakcijo. Monokristali mjor biti dovolj veliki in ustrezne
kakovosti. Tudi ko kokristali ustrezajo zahtevam reatgensko difrakcijo, ne moremo
vedno nedvomno doldi polozaja vodikovega atoma (ali pride do prengsatona iz
kisline na bazo ali ne) (13). Zato je za karakssip potencialnih kokristalov najbolje
uporabiti kombinacijo v&razlicnih tehnik (XRPD, IR, NMR v trdnem), ki ne zahtevaj
priprave monokristalov.

Stevilni poizkusi so tudi pokazali, da so mehanadiiga metode bolj tinkovite,
kot priprava kokristalov iz raztopine, predvsem tplez dodatkom topila. Tako
pripravljeni kokristali so zmleti in niso primernza rentgensko difrakcijo na
monokristalih. Zaradi tega se znanstveniki trudigsiti ta problem z odkrivanjem
moznosti strukturne doditve, ki ne zahteva monokristalov (13). Kokristplgpravljene z
mletjem lahko analiziramo z rentgensko praskovriakicijo (XRPD) (54). S to metodo
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odkrivamo spremembe v kristalni reSetki, zato jemotno orodje pri protevanju
polimorfnih kristalnih oblik in kokristalov. 1z olde spektra med sebojdiono razlicne
kristalne oblike. Tako lahko ugotovimo, ali nanmuggpelo pripraviti novo kristalno obliko
ali pa je na$ vzorec le zmes izhodnih sn@é.imamo za doken kokristal na razpolago
strukturne podatke pridobljene iz rentgenske ddijakna monokristalu, lahko iz teh
podatkov s pomfo programa simuliramo difraktogram rentgenske kwage difrakcije.
Strukturne podatke dobimo iz monokristalov, ki gami pripravimo iz raztopine, ali pa
jih dobimo iz podatovne baze CSD. Difraktogram gensske praskovne difrakcije za
kokristal pripravljen z mletiem nato primerjamoimsliranim difraktogramom (29). To
metodo so uporabili tudi Trask in sodelavci na rimkokristala kofeina in glutarne
kisline, ki so jih pridobili z mletiem z dodatkorogila (slika 7).Ce se difraktograma

ujemata, lahko za vzorec pripravljen z mletjem ghotio nastanek kokristala (35).

Relative Intensity

osition [ZTheta

Slika 7. PraSkovni difraktogrami (a) simuliran signalkidstalne strukture kokristala oblike I, (b) signal
kokristala oblike | pridobljenega z mletjem kofeiima glutarne kisilne, (c) simuliran signal iz katte
?B?Eti)k_e kokristala oblike I, (d) signal kokristatdblike 1l pridobljenega z mletjem kofeina in glutarkisilne
Po podobnem principu se je razvila tudi metodakstrmega doldanja iz XRPD. V
zadnjih nekaj letih je razvoj opreme za XPRD, kati raunalniskih programov in metod
dosegel takSen napredek, da lahko &alo kristalno strukturo iz podatkov praskovne
rentgenske difrakcije (20). Na dveh primerih kotaigv teobromina, s triflorocetno
kislino in z malonsko kislino, so znanstveniki poéh, kako lahko metodo praskovne
rentgenske difrakcije uporabimo za hitro struktukaoakterizacijo kokristalov (54). Oba
kokristala so strukturno daldi v enem dnevu, brez potrebe po monokristalu.t®m so
si pomagali z ré&unalniSkimi programi za dotanje kristalne strukture iz podatkov
praskovne rentgenske difrakcije, kot so DASH, DIQ\W@ in TOPAS (54). Metodo so
poimenovali direct-space. Program najprej na podiagane molekulske formule in

podatkov iz praskovne rentgenske difrakcije o osn@elici in prostorski skupini (ang.
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space group) sestavi mozne kristalne strukturevdeh moznih kristalnih struktur
prera&una in simulira spektre praskovne rentgenske diffakki jih nato primerja s

spektrom, ki smo ga eksperimentalno pridobili. Kisa struktura simuliranega spektra,
ki se najbolje ujema z izmerjenim, je enaka kristadtrukturi analiziranega vzorca
(kokristala) (13, 20).

Tako XRPD postaja mémo orodje za dokanje strukture trdnih vzorcev v organski
kemiji. To potrjuje tudi podatek o letnem pdeganju Stevila tako dotenih struktur
organskih spojin (54).

Z jedrsko magnetno resonanco v trdnem — SSNMR (abglid State Nuclear
Magnetic Resonance) lahko dobimoc¢rpne podatke o strukturi farmacevtskih
kokristalov. Analiza NMR v trdnem stanju nedestrakd analizira majhne kaline
praskastih vzorcev. To prednost izk¢amo pri analizi farmacevtskih kokristalov
pripravljenih z mehanokemijskimi tehnikami, ki nepdi€ajo analize na monokristalih.
SSNMR je analizna metoda, speaiia za jedrsko mesto in &ltljiva na vodikove vezi in
lokalne konformacijske spremembe. S to metodo lahwednotimo kokristale in solvate.
S SSNMR lahko dostopamo do ra&mih informacij v eno- in dvodimenzionalnih
eksperimentih, s katerimi pr&mo interakcije med jedri. S porjo ratunskih pristopov
pa lahko dol¢imo tudi strukturo kokristala, ker se metoda dotbopolnjuje z rentgensko
praskovno difrakcijo. Ta metoda za karakterizad{fukristalov se Se ni popolnoma
uveljavila, zato v literaturi najdemo omejeno Skedtudij (61).

Termika analiza DSC je uporabna za natan dol@itev talilnega intervala
kokristalov in drugih terngnih procesov, kot so razpad, rekristalizacija, pjahje med
polimorfnimi modifikacijami, izguba topila pri sadih ipd. (37)

IR spektroskopija je nmimo orodje za identifikacijo kokristalov na osnovi
"fingerprint" obmd@ja in sprememb absorpcijskih trakov funkcionalrkun, iz katerih
lahko sklepamo, da je priSlo do interakcij med ftiokalnimi skupinami. Na primete
pri tvorbi kokristala sodeluje karboksilna kislinéghko opazimo jasne razlike v
absorpcijskih trakovih med nevtralno karboksilnelikio in karboksilatnim aniononte
je v kokristalu prisotna nevtralna medmolekulska “@®H vodikova vez, lahko
pricakujemo dva Siroka trakova pri 2450 in 1950°c{B).

Se bolj napredna je ramanska spektroskopija, kkggovarjajo kot alternativo
praskovni difrakciji. Z ramansko spektroskopijo Kah preiskujemo vpliv kristalne
strukture na vibracijsko energijo vezi in z njo neogaie razlikovati med razinimi

polimorfi. Ker je ramanska spektroskopija kompletaema praskovni difrakciji, lahko z
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njuno kombinacijo méno poveéamo razumevanje pojavov Vv trdnem stanju (62). Pri
bliznji IR spektroskopiji pa se je pokazalo, daduovol] specifétna za identifikacijo
kompleksnih trdnih vzorcev (63).

1.7. UPORABNOST KOKRISTALOV V FARMACIJI

Farmacevtski kokristali prinasajo veliko novih mozti za farmacevtsko industrijo,
saj omogoajo optimiranje fizikalno-kemijskih lastnosti zdiborh uc¢inkovin, ki so
pomembne v zgodnji fazi razvoja zdravila. Tako @hkplivamo na kristaliinost,
temperaturo tali&, higroskopnost, topnost in hitrost raztapljajanimivi so tudi, ker
nudijo moznost patentiranja novih kristalnih obliks tem podaljSevanje patentne &i&s
zdravilne @inkovine.

Ce zelimo razviti farmacevtsko obliko, primerno z&& uporabo, moramo najprej
raziskati fizikalno-kemijske lastnosti kokristaloma enak né&n, kot pri ostalih trdnih

oblikah. Zanima nas kako so se spremenile last@bktki smo jo vgradili v kokristal:

» Temperatura tali&a
Ali se tali¥e kokristala spreminja v odvisnosti od posamezrmmponent in ali lahko
temperaturo tali& ocenimo na podlagi nizadl kokristalov?
 Higroskopnost
Ali lahko s kokristalizacijo ZU izboljSamo njeno &Sanje pri raztni vlaznosti?
* Topnost
Ali lahko spremenimo topnost Zde jo vgradimo v kokristal?
* Hitrost raztapljanja:
Se hitrost raztapljanja ZU v kokristalu izboljS@nmerjavi s samo ZU?
* BioloSka uporabnost:
Lahko izboljSamo bioloSko uporabnost Zi¢, uporabimo njene kokristale?

1.7.1. TEMPERATURA TALIS CA

Temperatura tali® je bistvena fizikalna lastnost, ki je doééma s temperaturo, pri
kateri je trdna faza v ravnoteZju s teékofazo.Ce je le mogoe, dolgdamo talige s
pomaijo DSC, kjer lahko pridobimo dodatne informacijat ke entalpija taljenja. Na

temperaturo taliga kristalintne snovi vplivajo razéini dejavniki, npr. molekularna
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razporeditev znotraj kristalne reSetke, molekulasinaetrija, intermolekularne interakcije
in konformacijske prostostne stopnje molekWe.veckomponentnem sistemu, kot je
kokristal, je situacija Se bolj kompleksna, ker ivegaka komponenta (molekula) svoje
lastnosti in te vplivajo na okolje in intermolekuia interakcije svojega soseda.
Schultheiss in Newman sta naredila pregled ¢ab®javijenih kokristalov in
primerjavo le teh s tak$ ZU in tvorca kokristala z namenom, da bi odkkiéikrSnokoli
povezavo med taki$ kokristalov. Zelela sta ugotoviti ali je talis visje, nizje ali med
talis&¢i obeh komponent. Po pregledu 50 ré&zilh kokristalov sta ugotovila, da ima 51 %
kokristalov tali$e med tali8&m ZU in tvorcem kokristala, 39 % jih je s t&B#n nizjim
ima enako tali®& kot ZU ali tvorec kokristala (2). Ta pregled jaskaze, da lahko
spremenimo talt®e ZU s tvorbo kokristala. Kokristalizacijo lahkoarpbimo tudi takrat,

kadar zZelimo znizati tali&® winkovine.

1.7.2. HIGROSKOPNOST

Pomembna lastnost zdravilnintimkovin je tudi higroskopnost oz. sposobnost
vezave vode pri razinih relativnih vlaznostih, ki lahko vpliva na preieanje,
formuliranje, pakiranje in shranjevanje zdravil.gesto se zgodi, da vlaga powv&ro
nezelene spremembe zdravilnéinkovine, kot so polimorfne transformacije, tvorba
hidrata ali kristalizacija amorfne oblike, kar l@hkvpliva na varnost in bioloSko
uporabnost zdravila.

Uveljavljen je pristop racionalnega izbora pomozngémovi za posamezno
formulacijo, s katerimi zmanjSamo vpliv vlage inzeene spremembe.clokovit pristop
pri reSevanju problema nestabilnosti zdravilniinkovin zaradi poviSane ztae
vlaznosti je lahko tudi kokristalizacija zdravilo&nkovine (64).

Znani so Stevilni primeri izboljSanja stabilnostuporabo kokristalizacije: kokristal
kofein : oksalna kislina je veliko bolj stabilen tkbrezvodni kofein (65), kokristal
karbamazepin : nikotiamid (66) in kokristal indomeh : saharin (67).

Vpliv vlage na stabilnost praskastih farmacevtskimovi lahko zelo hitro in
enostavno preimo z metodo dinamine sorpcije pare (angl. Dynamic Vapour Sorption —
DVS), ki temelji na zelo nat&nem gravimettinem sistemu, ki meri sorpcijo in
desorpcijo ekstremno majhnih kih vode, v odvisnosti od relativne né&smosti.

Sorpcijske eksperimente izvajamo prvenstveno z \aidea tudi z organskimi topili (68).
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Uporaba DVS metode nam zagotavlja kvalitativnevarkitativne podatke o vezavi
vode na tinkovino, pomozno snov ali na raate farmacevtske formulacije. Poleg
uporabe za dolevanje sorpcijskih/desorpcijskih izoterm, metodo Wporabljamo Se
za ugotavljanje kinetike privzema in izgube vlagdplotevanje amorfnosti in
kristalinicnosti, dol@&anje razlik polimorfnih modifikacij, morfoloskih $inosti,
ugotavljanje tvorbe in izgube hidratov, kapilarnenélenzacije in stabilnostna testiranja
(69).

1.7.3. TOPNOST

V zgodnjih fazah razvoja novega zdravila je edened pomembnejSih parametrov
topnost in posledno hitrost absorpcije zdravilnginkovine. Slaba topnost ZU je lahko
posledica visoke lipofilnosti molekule in/ali fmh medmolekulskih interakcij, ki
zahtevajo veé energije za prekinitev vezi med molekulami toptign(ZU). Pretievanje
topnosti novih kokristalov v zgodnjih fazah razviéghko pomaga pri iskanju primernih
resSitev za izboljSanje topnosti slabo topnémkovin.

Kokristali, nasprotno kot amorfi, ne vplivajo sama kinetiko raztapljanja, tem¥e
tudi na ravnotezno topnost, vendar je to gawge manj izrazito kot v primeru soli
zdravilnih w&inkovin. Ravnotezna topnost je odvisna od stabtiraskristala v topilu. Pri
dobro topnih kokristalih je skoraj nemagodolaiti dejansko topnost kokristala, saj ZU
izstopa iz kokristala v obliko, ki je bolj stabilma raztopini. Topnost dobro topnih
kokristalov lahko zgolj ocenimo na podlagi meritencentracij v prehodnem stanju, kjer
je raztopina v ravnotezju z ZU in kokristalom (7%).nekaterih primerih, so vodikove
vezi med obema komponentoma dovoljém® da molekuli ostaneta povezani tudi v
raztopini. Pri tem lahko nastane predasa raztopina zdravilnetimkovine. To velja za
slabSe topne komponente, ki dajejo v raztopinahdtabilne kokristale (71).

Topnost kokristala naréd s topnostjo obeh komponent, tako tvorca kokaskait
ZU. Tvorec kokristala, ki je priblizno vsaj desetkbolj topen od ZU, omoga nastanek
kokristala z ZU, ki bo bolj topen odiste ZU. To pomeni, da lahko topnost in hitrost
raztapljanja zdravilnedinkovine prilagajamo z izbiro razio topnih tvorcev kokristala
(70).

Raziskave so pokazale, da lahko s kokristalizaeijixo topne &inkovine olgutno
pove&amo njeno topnost (primer itrakonazol) (12). Dopaznani so tudi ostali primeri
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izboljSanja topnosti in hitrosti raztapljanja kakelov karbamazepina, fluoxetina, in
sildenafila(12).

Ker sta topnost in prepustnost skozi membrane gkamakteristiki ZU, ki vplivata
na absorpcijo in s tem na biolosko uporabnost dmkovitost zdravilne tinkovine,
poskuSajo razvojni laboratoriji podati topnost ZU hkrati pa ohraniti stabilnost. Tvarb
soli je sicer najbolj uporabljen pristop za izbalfe topnosti zdravilnihdinkovin, vendar
nimamo pri vseh molekulah te moznosti. To predvsetja za nevtralne molekule, Sibke
baze in kisline, ki ne morejo tvoriti soli. V takBnprimerih se kot uspesSna alternativa
izkaze tvorba kokristalov. Prednost kokristalizage tudi v tem, da imamo na izbiro
ogromno Stevilo potencialnih tvorcev kokristalovjik lahko uporabimo za spreminjanje
fizikalno-kemijskih lastnosti. TakSen pristop hamaga:a dopolnitev obstojgh metod
in tako lahko uporabimo tudi molekule z omejenimarnhiacevtskimi profili, katerih
lastnosti ne moremo spreminjati z funkcionalnimigkami, ki lahko ionizirajo (12).

Poveana topnost lahko d&htno poveéa absorpcijo in bioloSko uporabnost
zdravilnih &inkovin (12, 72). S kokristalizacijo lahko paigmo topnost molekul
kandidatk, s tem razSirimo nabor molekul primerzia nadaljne Studije in iskanje
primerne ZU (28).

Hickey in sodelavci so s pripravo kokristala karlaaepina in saharina uspesno
izboljSali topnost, zmajSsali Stevilo moznih polirfeor in s tem povéali stabilnost. Tudi
Studija bioloSke uporabnosti na psih je pokazal&uwio izboljSanje absorpcije

ucinkovine v obliki kokristala, v primerjavi z obs&gjm izdelkom na trgu (slika 8) (66).
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Slika 8. Plazemske koncentracije karbamazepina pri psimgoagnem odmerku 200 mg Tegretola® oz.
kokristala (66).
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1.7.4. HITROST RAZTAPLJANJA

Hitrost raztapljanja nam pove, kako hitro se trdnav raztopi v topilu. Raztapljanje
je sestavljeno iz dveh povezanih procesov: spvestnolekul topljenca iz trdne faze, ki ji
sledi prenos teh molekul s potjo difuzije po celi prostornini topila. Hitrost aghega
procesa je dokena s hitrostjo najgasnejSe stopnje, ponavadi je to difuzija topljema.
hitrost raztapljanja zdravilne ¢imkovine vplivajo lastnosti kot so: kristalimost,
amorfnost, polimorfizem, hidratacija, solvatacipglikost delcev in povrSina delcev
zdravilne @inkovine (73).

Hitrost raztapljanja lahko opiSemo s Noyes-Whiteep-en&bo:

dm__ ka(C, - C)

dt ’

kjer m predstavlja maso topljenca, ki se raztopi v topiltasut, dm/dtpredstavlja hitrost
raztapljanja,A povrSino snovi, ki je v kontaktu s topilonts koncentracijo topljenca
nastene raztopine pri doéeni temperaturiC koncentracijo topljenca v topiludasut in

k konstanto hitrosti raztapljanja. Faktorji, ki w@ijo na hitrost raztapljanja, so opisani v

preglednici I

Preglednica I.Parametri, ki vplivajo na hitrost raztapljanja (73)

simbol iz Noyes-Whitney-eve entbe parameter

A, povrsina snovi, ki je v kontaktu s topilom velikakelcev
disperzibilnost praskastih snovi v topilu

poroznost delcev

C,, topnost topljenca v danem mediju temperatura
narava topila
molekulska struktura topljenca*
kristalna oblika snovi*

prisotnost ostalih snovi*

C, koncentracija topljenca v topiludasu t volumen topila

katerikoli proces, ki odstranjuje topljenec iz tfapi

k, konstanta hitrosti raztapljanja debelina mejrasipl(boundary layer)

difuzijski koeficient topljenca v topilu*

* S kokristalizacijo zdravilne dinkovine lahko vplivamo na molekulsko strukturo Zkfjstalno
obliko ZU in difuzijski koeficient ZU v topilu. V tsukturi kokristala imamo prisotno pomozZno snowo(ec

kokristala), prisotnost katerega prav tako vpligshitrost raztapljanja ZU.
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1.7.5. INTRINZI CNA HITROST RAZTAPLJANJA

Intrinzi¢na hitrost raztapljanja (IDR) je definirana kotrbgt raztapljanj&iste snovi
pri konstantnih pogojih s konstantne povrsSine,ekivjstiku s topilom in je odvisna od
fizikalno-kemijskih lastnosti zdravilnecinkovine. Na hitrost raztapljanja vplivajo tudi
hidrodinamika in pogoji testiranja (temperaturaskaznost tekéne, pH, ionska mov
primeru kadar imamo snovi, ki ionizirajo). Intridmp hitrost raztapljanja lahko dalono,
ko izpostavimo povrsino snovi primernemu medijuaaapljanje, medtem ko ohranjamo
konstantno temperaturo, hitrost vrtenja mesSala kh @biajno izrazamo intrinZno
hitrost raztaplijanja v mg/min/cin Tako lahko z dokeanjem intrinzéne hitrosti
raztapljanja karakteriziramo lastnosti farmacevsdabstanc in pomoznih snovi (74).

Razlikovati moramo med intringmo hitrostjo raztapljanja in intrinmo topnostjo,
gre za dva razlnha pojma. IntrinZina topnost je topnost neionizirane oblike toplgenc

IDR je lahko uporaben indikator za oceno bioloSkporabnosti zdravilne
ueinkovine, kar so dokazali Yu in soledave@ie je IDR vé kot 1 mg/min/cri pomeni, da
raztapljanje ne bo omejujofaktor pri absorpciji, medtem ko pricikovinah z IDR
manjsim od 0,1 mg/min/chpricakujemo, da bo raztapljanje omejevalo absorpcijo. P
ucinkovinah z vmesnimi vrednostmi IDR je raztapljahgdko omejujoi dejavnik pri
absorpciji zdravilne ¢ginkovine ali pa tudi ne. Splosno naj bi bila mejadwobro in slabo

topnimi winkovinami pri IDR 0,1 mg/min/cA(75).

Doloé¢anje intrinzi ¢ne hitrosti raztapljanja

Pri intrinzicni hitrosti raztapljanja (IDR) dot@mo hitrost raztapljanja brez vpliva
velikosti delcev. To dosezemo tako, da stisnema@gkas disk z Woodovim aparatom
(slika 9). Sestavljen je iz ravne pteSna katero s tremi vijaki privijemo matrico. Ma#i
ima na sredini okroglo odprtino premera od 0,1 dbcin, v katero stresemo material, ki
mu nameravamo izmeriti IDR. V odprtino nato vstawimrebijalo in s stiskalnico
stisnemo material. Na dnu matrice nastane kompattig preiskovanega materiala z
ravnim dnom, ki je pri poskusu v neposrednem stikoedijem. Matrica se nato privije na
drzalo, ki ga potem vstavimo v napravo za merjdnfeosti raztapljanja in potopimo v

posodo z medijem (76).
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Slika 9. Shemi Wood-ove naprave.

Merimo koncentracijo analita skoztasovno obdobje in daotono hitrost
raztapljanja v mg/min/cfrali mmol/min/cnf (slika 10). Med eksperimentom mora disk
ostati cel, zato je tlak med stiskanjem lahko &emi faktor za slabo stisljive praske.
Pomembno je tudi, da po stiskanju in med samimapinjem ni sprememb v obliki

diska, saj v nasprotnem primeru ta tudi vpliva oarpino in meritve niso veljavne (74).
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Slika 10. Profili intrinzi¢ne hitrosti raztapljanja fluoksetina HCl in kokakiv (91).
1.7.6. KOKRISTALI IN INTELEKTUALNA LASTNINA

Farmacevtski kokristali so trdne snovi z edinstvammepredvidljivo strukturo in
fizikalnimi lastnostmi, ki lahko ustrezajo kritegin za patentno zé&fo, saj so novi,

koristijo dola&tenemu namenu in njihov nastanek titen (77). Dol@eni farmacevtski
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kokristali lahko imajo izrazito komercialno predhas jih je zato smiselno zasiti kot
intelektualno lastnino.

Kokristali ponujajo veliko moznosti za patentirgnier obstaja tudi veliko Stevilo
molekul, ki jih lahko uporabimo kot tvorec kokriktaFarmacevtska industrija ima tako
moznost povéati obseg svoje intelektualne lastnine in podalj§stentne pravice.
Kokristali so zanimivi tudi za genéno industrijo, saj naj bi predstavljali alternativo
polimorfom in solvatom, vendar regulatorni aspekkaj Se niso popolnoma déemni.
Registracija zdravil, ki vsebujejo kokristale, Sdwo ostaja odprto vprasanje. Jih lahko
registriramo po skrajSanem postopku podobno katakedin slovate, ali pa so potrebne
obsezne klinine Studije, kot pri zdravilnihdinkovinah v obliki soli (77)?

Patentiranih je ze nakaj kokristalov ingakujemo lahko, da se bo Stevilo patentnih
prijav pove&evalo. Omeniti velja patent strokovnjakov iz Plikeso patentirali kokristal
sildenafila z acetilsalicilno kislino (78). Devamaida in sodelavci pa so patentirali
kokristal aripiprazola z fumarno kislino (79), l@ ptabilen in primeren za industrijsko
proizvodnjo. Prav tako so ze patentirani kokristatiofovira in teofilina (80, 81).

1.8. FLUKONAZOL

1.8.1. DELOVANJE IN UPORABA

Flukonazol je triazolni antimikotik, ki se uporadljpri zdravljenju invazivnih
glivicnih infekcij. Flukonazol inhibira glivni encim b4demetilazo, ki sodeluje v
biosintezi ergosterola. Veze se na hemsko skupamosterol-1d-demetilaze in tako
preprei oksidativnho demetilacijo lanosterola v ergoste#dradi pomankanja ergosterola
je zmanjSana stabilnost glivine @égle membrane, kar vpliva na prenos hranil in sintezo
hitina, porusi se integriteteta cgle membrane in sledi propad celice.

Zaradi dobrih farmakokingtnih lastnosti, varnosti, dinkovitosti in Sirokega
spektra delovanja ga uporabljamo tako topikalno gmvrSinskin mikozah, kot tudi
peroralno pri sistemskih infekcijah. Uporablja se zdravljenju vaginalne kandidoze,
sluznine kandidoze (npr. orofaringealne kandidoze in Ildome poziralnika), pri
zdravljenju globoke sistemske kandidoze, pri zgeanyl kriptokoknega menigitisa in pri
prepré&evanje okuzb, ki jih povzt@a Candida pri bolnikih z zmanjSano obrambno
sposobnostjo organizma (po citotaksi kemoterapiji ali radioterapiji, po transplanjaci

kostnega mozga, pri bolnikih z AIDS-om) (82, 83).
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1.8.2. OSNOVNI PODATKI

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

Strukturna formula:

OH
N

[

N

Molekulska formula: gH12FNeO

Molska masa: 306,3 g/mol

Opis: Flukonazol je bela kristaldma snov. Lahko topen je v metanolu, topen v
etanolu in acetonu, tezko topen v vodi in toluegruzelo tezko topen v heksanu. Je zelo
Sibka baza s pKa vrednostjo 1,76 pri 24 °C in jslgaino nedvomno neprotonirana pri
pH vrednostih, visjih od 3,5.

Topnost v vodi: 8 g/l (pri 37 °C)

Tali&e: 138-140 °C

Log P: 0,5

Vir: (83, 84)

1.8.3. KOKRISTALI FLUKONAZOLA

Molekula flukonazola vsebuje dva triazolna af@o ki sta dobra akceptorja
vodikove vezi in eno hidroksilno skupino - donorsitaipino vodikove vezi, preko 2,4-
difluorofenilne skupine pa so mogdn-n interakcije s komplementarnimi skupinami. Iz
kristalne strukture flukonazola je razvidno, da meolekule flukonazola povezane v
dimere preko vodikovih vezi, ki povezujeta hidrdksiskupini in N4 atoma triazolskih

obratev dveh molekul flukonazola (slika 11) (85).
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Slika 11.Kristalna struktura flukonazola. S prekinjeni¢niami so prikazane vodikove vezi (85).

Znani sta tudi dve razini polimorfni modifikaciji flukonazola, flukonazol
monohidrat in solvati flukonazola z acetonom, b&ore in etil acetatom, kar kaze na
veliko sposobnost flukonazola za tvorbo intramolakuih, kot tudi intermolekularnih
vodikovih vezi in drugih interakcij (86). Kot tale jflukonazol primernadinkovina za

pripravo kokristalov, kar so tudi dokazali Kastehcsodelavci (87).

Slika 12.Kristalna struktura kokristala flukonazol : maldiaislina 1:3 (90).

30



Karlo Lovrié¢ Diplomska naloga

Kastelicu in sodelavcem je uspelo z metodo koHizsteije iz topila pripraviti tri
nove kokristale flukonazola. Kot pomozne snovi gmrabili razltne dikarboksilne
kisline, ker so dosedanje raziskave o kokristalikgzale, da je povezava karboksilne
kisline in duSikovega heterocikla najpogosteje @aaha kombinacija v kokristalih. Poleg
tega so dikarboksilne kisline v vodi na sploSnorddiopne, kar daje dobre moznosti za
izboljSanje raztapljanja ¢inkovine. SkuSali so pripraviti kokristale flukorada z
maleinsko, fumarno, jantarno, jabob, vinsko in glutarno kislino. Z uporabo ustreznih
topil oz. kombinacije topil in z razihimi postopki odparevanja topila ter poskusi pri
razlicnih stehiometrijskih razmerjih, so uspesSno pridrakiokristale: flukonazol
maleinska kislina v razmerju 1:3, flukonazol : fuma kislina v razmerju 2:1 in
flukonazol : glutarna kislina v ramerju 1:1. Vse kokristale jim je uspelo pripraviti v
obliki monokristalov ustrezne velikosti in kakoviosta rentgensko difrakcijo na
monokristalih, ki je najminejSa metoda za karakterizacijo kokristalov. Ta&odsbili
popolne podatke o kristalni strukturi in interalatijznotraj kokristala (slike 12-15). 1z teh
podatkov so razbrali, da je kokristal flukonazolanaleinsko kislino dejansko kokristal
soli, saj je priSlo do izmenjave protonov med nradko kislino in flukonazolom. Vsaka
molekula flukonazola je sprejela dva protona odhdeelekul maleinske kisline. Nove
kokristale so tudi okarakterizirali z rentgensk@agkovno difrakcijo, jedrsko magnetno
resonanco v trdnem, s tefno analizo DSC, z IR-spektroskopijo in SSNMR metoda
(87).

0O
O O] HO
HO —<_>—OH N OH
— o]
maleinski kislina fumarn kislina

O 0]

HOWOH

glutarne kislina
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Slika 15.3D struktura kokristala flukonazol : glutarna kigliv razmerju 1:1 (87).
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2. NAMEN DELA

V tem diplomskem delu Zelimo smiselno nadaljevatsetianje delo na podija
kokristalov flukonazola. S poni nove metode — mletja bomo poskusali pripraviti
znane kokristale flukonazola, ki so jih pripralastelic in sodelavci s kokristalizacijo iz
raztopine (87). Zelimo pripraviti kokristale flukarola v vé&jih koli¢inah, jih ovrednotiti
in primerjati rezultate z dosedanjimi, prav takartwoposkusili z mletjiem pripraviti tudi
nove kokristale flukonazola. Tako pripravljene wrexdnotene kokristale Zelimo primejati
med seboj, ugotoviti razlike v bistvenih lastnogkibt so hitrost raztapljanja in stabilnost.

Z diplomskim delom zelimo bolje spoznati novo metqoriprave kokristalov z
mletjem, ki secedalje bolj uveljavlja. Mletje ponuja Stevilne predti v primerjavi z
ostalimi metodami in velja za metodo prvega izbpriareSetanju kokristalov. Priprava
kokristalov z mletjem jetasovno hitra, pogoje izdelave lahko dobro nadzamajepri
mletju potrebujemo zelo malo topila. Z mletiem borposkusili pripraviti znane
kokristale flukonazola s fumarno, glutarno in magkio kislino. PoskuSali bomo izdelati
tudi nove kokristale flukonazola v kombinaciji z lmasko, jabatno, vinsko, jantarno,
citronsko, salicilno in nikotinsko kislino ter zeag, nikotinamidom in metilparabenom.
Kokristale bomo poskusali pripraviti z uporabo ré&azih topil, pri tem se bomo opirali na
dosedanje raziskovalno delo Kastelica in sodelavggvpridobivanju kokristalov iz
raztopine, saj nekateri rezultati nakazujejo naskakokristalov z jab@ho, vinsko in
salicilno kislino.

Produkte mletja bomo nato okarakterizirali z metodaentgenske praskovne
difrakcije, jedrske magnetne resonance v trdnemiersnikno analizo in z IR-
spektroskopijo. Dobljene rezultate bomo primerjadi podatki, dobljenimi iz
monokristalov.

Pri novih kokristalih, kjer podatki rentgenske p@aéne difrakcije pokazejo na
nastanek nove kristaliéne faze, bomo poskusSali pripraviti monokristalereatgensko
difrakcijo.

Ce nam bo z mletjem uspelo pripraviti zadostnedkadi kokristalov, bomo sku3ali
preltiti tudi hitrost raztapljanja in dinamo sorpcijo pare kokristalov flukonazola.
Primerjali bomo lastnosti razhih kokristalov flukonazola z lastnostmiistega

flukonazola, ter lastnosti kokristalov z lastnosfimikalnih zmesi.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. MATERIALI

Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali nasledpfgine:

flukonazol (Krka)

citronska kislina (Sigma-Aldrich)

fumarna kislina (Merck)

glutarna kislina (Merck)

jabokna kislina (Merck)

jantarna kislina (Fluka)

maleinska kislina (Merck)

malonska kislina (Merck)

nikotinska kislina (Merck)

salicilna kislina (Sigma-Aldrich)

vinska kislina (Sigma-Aldrich)

metilparaben (Sigma-Aldrich)

nikotinamid (Merck)

urea (Sigma-Aldrich)

o) o) o) OH 0 OH
M OH o
HO OH HO HO
0 OH o)
malonski kislina jabokne kislina vinske kislina
o) o) OH
0 o)
OH
HO
HO OH
0 OH
jantarni kisling citronske kislina
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in topila:

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

etilacetat
nitrometan
n-heksan
kloroform

tetrahidrofuran

OH

OH

salicilne kislina

HO

metilparabe

(Merck, cistota> 99,9 %)
(Merck, cistota> 99,9 %)
(Merck, ¢istota> 99,0 %)
(Merck, cistota> 99,9 %)

(Merck, ¢istota> 99,8 %)
(Merck, cistota> 99,9 %)
(Merck, cistota> 99,5 %)
(Merck, cistota> 98,0 %)
(Merck, cistota> 98,0 %)
(Merck, cistota> 99,8 %)
(Merck, cistota> 99,9 %)

X OH

Z
N

nikotinskz kisling

- A

HoN
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3.2. METODE

Mletje

Kokristale z mletiem smo pripravili s porjo vibracijskega mlina Pulverisette 0
proizvajalca Fritsch (ldar-Oberstein, Né&ja) (slika 16), ki melje vzorce z udarjanjem in
drgnjenjem krogle ob vzorec v moznarju. Moznar wibrs pomdjo elektromotorja.
Material, ki ga meljemo, prenese vibracije na koodti jo poloZzimo na material, ki ga
Zelimo zmleti. Na z&etku je mletje posledica udarcev krogle v grobecelekasneje so
drobni delci zmleti z drgnjenjem in gnetenjem mialer med kroglo in dnom moznarja.
Material se nenehno poseda zaradi vibracij, to ponu& se tudi dobro premeSa. Energijo
udarca krogle lahko poljubno nastavljamo, posiedilahko precizno prilagajamo pogoje
mletja vzorcu, ki ga meljemo.

Slika 16. Vibracijski mlin Pulverisette 0 Fritsch.

Priprava fizikalnih zmesi

Fizikalne zmesi smo pripravili tako, da smo najpwsako ¢isto snov mleli v
vibracijskem mlinu Pulverisette 0 Fritsch 10 minaten smo zatehtali kalini obeh
komponent v Zeljenem stehiometrijskem razmerju unzj rahlim kroznim gibanjem s

pestilom mesSali v ahatni terilnici 15 min.

Rentgenska praskovna difrakcija

PraSkovni difraktogrami so bili posneti z difrakterom Philips X Pert Pro MPD.

Obmaje snemanja je znaSalo 3 - 31°, 2 theta. Integcips je znaSal 100 sekund, korak
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pa 0,033°. Meritve so bile opravljene v podjetjuk&r d.d., Novo mesto, Oddelk 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 sonda.
Hitrost vrtenja vzorcev je zna$ala 20000 F£ CP/MAS NMR spektri so bili posneti z
Varian Unity Inova 300 MHz NMR-spektrometrom. Upbljana je bila 5 mm MagicAngle
VT CP/MAS sonda. Hitrost vrtenja vzorcev je zna&80 Hz. Meritve so bile izvedene v
Nacionalnem centru za jedrsko magnetno resonansokei l@ljivosti na Kemijskem

institutu v Ljubljani.

Termiéna analiza

Termogrami DSC (diferame dinaméne kalorimetrije) so bili posneti z instrumentom
Differential Scanning Calorimeter DSC1 proizvajaMattler-Toledo (Svica), opremljenim
s programsko opremo STARe Software v9.10Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani.
Meritve so bile izvedene v duSikovi atmosferi (pketiusika je znasal 40 ml/min). Hitrost

segrevanja je znasSala 2 K/min.

IR spektroskopija

IR-spektre kokristalov in ostalih spojin v obliki Bf-diskov smo posneli s
spektrofotometrom Perkin Elmer Spectrum BX FTIR Fekulteti za farmacijo Univerze v

Ljubljani. Meritve so potekale pri 25 °C.

Intrinzi ¢€na hitrost raztapljanja

Intrinzi¢no hitrost raztapljanja smo deéki po postopku iz ameriSke farmakopeje
(US Pharmacopeia) (88), v 900 ml deionizirane vpde37 £+ 0.1 °C in 100 obratih na
minuto v stekleni posodi. V matrico Woodove napramo vstavili priblizno 250 mg
kokristalov in stisnili s stiskalnico z maso 2,51tea 10 s, v diske s povrsino 0,5%<m
Poskus smo izvajali 3 ure, dasovnih intervalih smo tmo vzokili po 10 ml raztopine,
topila nismo nadomeéali, smo pa to upoStevali pri izZnanu vsebnosti raztopljenega
flukonazola. Vsak kokristal smo pomerili v dveh gdatah in pri izrdunu upoStevali

povpre&no vrednost. Koncentracijo flukonazola smo ddies pomaijo sistema HPLC. 1z
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dobljenih podatkov smo s powjo linearne regresije datdi intrinzi¢no hitrost
raztapljanja. Raztapljanje je potekalo na sisteranRél VK 7000 na Fakulteti za farmacijo

Univerze v Ljubljani.

Raztapljanje

Hitrost raztapljanja smo dalali z metodo s koSaricami po postopku iz ameriSke
farmakopeje (USP) (89). KoSarice smo deloma piiireako, da smo pokrili dno s pla&tio
folijo. Poskus smo izvajali v 900 ml deioniziranede pri 37 + 0.1 °C, hitrost vrtenja
koSarice je bila 200 obratov na minuto. Pri vsakpaizkusu smo nat&no zatehtali
koli¢ino vzorca, ki je odgovarjala ekvivalentu 150 mgkfinazola in ga previdno prenesli v
koSarice. V 60 minutah smocasovnih intervalih réno vzorili po 10 ml raztopine, ki smo
jo nato filtrirali z uporabo membranskih filtrov Nkesti 80 um. Topila nismo nadomedili,
smo pa to uposStevali pri izranu vsebnosti raztopljenega flukonazola. Vsak wz@m®mo
pomerili v dveh paralelah in pri iztanu upoStevali povptao vrednost. Koncentracijo
flukonazola smo dolbli s pomajo sistema HPLC. Raztapljanje je potekalo na sistem

Vankel VK 7000 na Fakulteti za farmacijo Univerzejubljani.

Tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti (HPLC)

Koncentracijo flukonazola v raztopini smo vrednailpoma@jo HPLC sistema (HP
Agilent 1100 HPLC) Pri tem smo uporabili nepolarno kolono Eclipse XBB8 (5um,
150 x 4,6 mm, Agilent). Mobilna faza (MF) je bilastavljena iz 70 % 0,05 M raztopine
kalijevega dihidrogen fosfata, 20 % acetonitrilalh% metanola, pretok MF je znaSal 1,0
ml/min. Injicirali smo po 20ul vzorca. Laba pa je potekala pri 25 °C. Flukonazol smo
detektirali z UV diode array detektorjem pri valowtolzini 261 nm. Meritve so bile

opravljene v podjetju Krka, d.d., Novo mesto, Oétded stabilnost (Ljubljana).

Dinami¢na sorpcija pare (DVS)

Cisto posodico za DVS-vzorec smo razelektrili in yfk. V tako pripravljeno
posodico smo natehtali od 20 do 25 mg vzorca. Rosadvzorcem smo vstavili v hapravo
za avtomatsko merjenje sorpcije vlage DVS-1 (Serfdeasurment System LTD) ter oboje
ponovno razelektrili. R@kali smo, da se je na tehtnici vzpostavilo ravietetarirali in

zateli z meritvijo.
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Vzorce smo testirali s programskim spreminjanjetativne viaznosti od 0 do 95 %
(11 stopenj) ter zopet nazaj do 0 %. Tak test swakmht ponovili (dva cikla). Relativha
vlaznost se je spreminjala v stopnjah po 10 %akénja stopnja z 90 na 95 % in obratno.
Meritve smo opravili pri kontrolirani sobni tempard (25 °C) in pretoku duSika 200
ml/min, ki mu je bila glede na nastavljeno relabwlaznost primeSana ustrezna Eiola
vodne pare. Meritve so bile opravljene v podijetjtk& d.d., Novo mesto, Oddelk za

stabilnost (Ljubljana).

Vrsti €ni elektronski mikroskop (SEM)

PraSkaste kokristale smo analizirali z vsiim elektronskim mikroskopom. Delce
kokristalov smo pripeli na obojestranski karbonkdpilni trak (premer 12 mm, Oxon,
Oxford Instruments, UK). Slike smo posneli s pa@jposistema Supra 32VP (Zeiss,
Oberkochen, Netfija) s pospeSevalno napetostjo 0,8 kV in sekundardetektorjem.

Vzorce smo posneli z 10.000-kratno péaeo na Kemijskem institutu v Ljubljani.

Risanje in poimenovanje spojin

Za risanje strukturnih formul in poimenovanje spgimo uporabljali program Chem
Draw Ultra 11.0, podjetja CambridgeSoft CorporatiéBA.
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4. EKSPERIMENTALNI DEL

4.1. MLETJE FLUKONAZOLA S POTENCIALNIMI TVORCI
KOKRISTALOV

Najprej smo poskusSali z mletjem flukonazola in patalnih tvorcev kokristalov v
razlicnih stehiometrijskih razmerjih, z dodajanjem ré&ail topil in z mletjem brez topila,
pridobiti ¢imve¢ vzorcev za nadaljno analizo in potrjevanje nastakékristalov. Vzorce
(kokristale) smo pripravijali s pond vibracijskega mlina Pulverisette 0 proizvajalca
Fritsch (Nendija).

Vzorce pripravljene z mletjiem smo najprej analizzametodo DSC. Metoda DSC je
hitra, enostavna indinkovita pri reSetanju in odkrivanju novih kokrikig, a z njo ne
moremo zagotovo potrditi nastanka nove kristalnkkepsaj pozitivhe odzive dajejo tudi
evtekténe zmesi. V primerih, kjer se je pojavil primeradziy in smo prtakovali nastanek
kokristala, smo izvedli Se analizo z rentgenskoSkwoano difrakcijo, s katero smo
nedvomno potrdili nastanek nove kristalne oblikedd@&ki XRPD so pokazali, da pri mletju
flukonazola s fumarno, glutarno, maleinsko, j&hol malonsko in salicilno kislino,
(krepko ozn&ene v preglednici Il) pride do nastanka nove kingablike.

Kokristalov flukonazola z vinsko kislino nam ni @p pripraviti z mletjem, smo jih
pa pripravili v vejih koli¢ini iz raztopine. Pri tem smo si pomagali s sejanjekristalov
Zelene oblike, ki so jih pri raziskovalnem deluppavili Kastelic in sodelavci.
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Preglednica Il. Seznam tvorcev kokristala, ki smo jih uporabili pietju s flukonazolom in rezultati
reSetanja z metodama DSC in XRPD (znak + dzjgazaznane spremembe).

odziv po mletju flukonazola in potencialnega tvorca

kokristala
potencialni tvorec kokristala DSC XRPD
citronska kislina - -
fumarna kislina* + +
glutarna kislina* + +
jaboléna kislina* + +
jantarna kislina** + -
maleinska kislina* + +
malonska kislina* + +
metilparaben** + -
nikotinamid** + -
nikotinska kislina** + -
salicilna kislina* + +
urea** + .

vinska kisling** - -

* Pri poudarjenih kislinah nam je z mletjem uspptraviti kokristale in jih okarakterizirati.

** Pri oznaenih spojinah po DSC-analizi dobimo pozitiven ogzigndar se je po rentgenski praskovni
difrakciji izkazalo, da ne nastane nova kristalraldura. V teh primerih gre najverjetneje za nask
evtektEne zmesi.

*** Kokristale flukonazola z vinsko kislino smo gmiavili iz raztopine s sejanjem.
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4.2. PRIPRAVA KOKRISTALOV

4.2.1. FLUKONAZOL : GLUTARNA KISLINA = 1:1*

Najprej smo mleli vsako komponento posamezno, pmitiut. Nato smo flukonazol
(2,0 g 0z. 6,53 mmol) in glutarno kislino (0,86 g 6,53 mmol) prenesli v moznar in rahlo
pomesali s pestilom. Zmes smo patitics 300 ul n-heksana in 300 ul acetonitrila, flio
kroglo in vse skupaj mleli 35 min. Po kamem mletju smo pustili topilo odpareti do

suhega pri sobnih pogojih.

4.2.2. FLUKONAZOL : MALEINSKA KISLINA = 1:3*

Najprej smo 10 minut mleli vsako komponento posarmoeZNato smo v moznar
prenesli 1,60 g (5,23 mmol) flukonazola in 1,821§,7 mmol) maleinske kisline in rahlo
pomesali s pestilom. Zmes smo paiitice 400 ul acetonitrila, nanjo polozili kroglo mleli
vse skupaj 35 min. Po kdanem mletju smo pustili topilo odpareti do suhegaspbnih

pogojih.

4.2.3. FLUKONAZOL : FUMARNA KISLINA = 2:1*

Najprej smo vsako komponento posamezno mleli 10utninato smo v moznar
prenesli 2,0 g (6,53 mmol) flukonazola in 0,38 g263 mmol) fumarne kisline in rahlo
pomesali s pestilom. Zmes smo pasiice 200 pl metanola, nanjo polozili kroglo in rfile
vse skupaj 80 min. Po kdamnem mletju smo pustili topilo odpareti do suhegaspbnih

pogojih.

4.2.4. FLUKONAZOL : JABOL CNA KISLINA = 1:1*

Flukonazol (2,0 g oz. 6,53 mmol) in jabob kislino (0,88 g 0z. 6,53 mmol) smo s
pestilom rahlo pomesali v moznarju, polozili krogiomleli priblizno 20 min. Nato smo
zmes pomaili s 500 ul EtOAc in nadaljevali z mletiem 35 miNastane lepljiva masa

evtektik, ki smo ga susili v vakumskem susSilnikuiz4ori 60°C.

4.2.5. FLUKONAZOL : VINSKA KISLINA = 1:1*

Flukonazol (0,98 g oz. 3,2 mmol) in vinsko kisli§@48 g oz. 3,2 mmol) smo ob

segrevanju raztopili v nekaj ml acetonitrila. Nasono raztopino ohladili pri sobni
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temperaturi. V toplo raztopino smo dodali nekajnthdkokristalov flukonazol : vinska
kislina, ki so jih pripravili Kastelic in sodelavcs tem smo vzpodbudili rast in kristalizacijo

Zelene oblike kokristalov.

4.2.6. FLUKONAZOL : MALONSKA KISLINA = 1:1*

Kokristal flukonazola in malonske kisline smo papili z mletjem, tako da smo
najprej zmleli obe komponenti posamo. Nato smo v moznarju rahlo pomesali 2,0 g (6,53
mmol) flukonazola in 0,68 g (6,53 mmol) malonskslikie, mleli smo 35 min brez uporabe
topila. Nastane evtektik, talina, ki smo jo pustitati 10 dni pri sobnih pogojih, da jedasi

kristalizirala.

4.2.7. FLUKONAZOL : SALICILNA KISLINA = 1:1*

Najprej smo vsako komponento posamezno mleli 10utninato smo v moznar
prenesli 2,0 g (6,53 mmol) flukonazola in 0,90 ¢& mmol) salicilne kisline in rahlo
pomesali s pestilom. Zmes smo aficz 200 pl acetona, nanjo polozili kroglo in mlgke
skupaj 40 min. Po ka&anem mletju smo pustili topilo odpareti do suhega sobnih

pogojih.

" Vsi kokristali flukonazola, ki se pojavijajo v dgmski nalogi so pripravljeni v navedenem
stehiometrijskem razmerju. Zaradi preglednosti banmadaljevanju diplomske naloge pri kokristalipustili

navajanje stehiometrijskega razmerja.
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1. VRSTICNI ELEKTRONSKI MIKROSKOP (SEM)

S pomdjo elektronskega mikroskopa smo najprej ugotavljglliv mletja na velikost

nastalih kokristalov. Primerjali smo velikosti iztmh snovi in kokristalov, ki smo jih

pridobili z mletjem. Iz slik je razvidno, da se pmletju velikost delcev alutno zmanjSa, za
primerjavo prikazujemo sliki flukonazola pred in pdetju (sliki 17 in 18). Tudi velikosti

delcev pomoznih snovi (tvorcev kokristala) se ptetio zelo zmanjSajo (slika 19). Delci
nastalih kokristalov so veliki do nakaj mikrometrnovso primerljive velikosti (slike 20-26).
Ker velikost delcev vpliva na hitrost raztapljangmo to kasneje upoStevali pri izbiri
metode za dok@nje hitrosti raztapljanja.

s N :
@ar A= el < 010000 Mag He8:00 Kixf“ ate 146t 2000
ile %

Nare 2 1z glijsdg agnhex 21 9 0038 1t & _,?d,

D= 43mm  File Name = glutama

Slika 19. Glutarna kislina po 10 min mletju. Slika 20. Koristal flukonazol : glutarna kislina
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Slika 25.Koristal flukonazol : salicilna kislina. Slika 26.Kokristal flukonazol : vinska kislina.
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5.2. TERMI CNA ANALIZA KOKRISTALOV
KOMPONENT

IN POSAMEZNIH

S pomgjo termine analize DSC smo ugotavljali t&iSkokristalov in jih primerjali s
tali&i flukonazola in pomoznih snovi. Iz oblike termogra lahko ugotovimo tudiistoto
nastalega kokristala.

Iz termogramov, ki smo jih posneli, je razvidno, id&jo vsi nastali kokristali nizje
tali&e, kot sta tali& obeh posameznih komponent (flukonazola in pomaivi — tvorca
kokristala) (slike 27-33). Ta ugotovitev se skladagotovitvami Schultheissa in Newmana,
da naj bi véina kokristalov imela tali& nizje od obeh komponent (2). V preglednici Ill so

zbrani podatki o taliSh tvorcev kokristala in nastalih kokristalov.

Preglednica Ill. Tali&a tvorcev kokristalov in nastalih kokristalov:

talis¢e tvorca talis¢e nastalega

tvorec kokristala

kokristala (°C) kokristala (°C)
fumarna kislina 287 130,5
glutarna kislina 98 95,1
jabokna kislina 101-103 98,3
maleinska kislina 142-143 106
malonska kislina 132 -135 100,2
salicilna kislina 157 - 159 106,8
vinska kislina 168 - 170 110,5
flukonazol 138-140
”ﬂukmmml o B i
Integral 307.45 mT N
Onset 136.73 °C
Heating Rate 2.00 “Cmin’ -1 |
7knk| istal flukonazol : fumarna kislina e, o o o
Tntegral -437.98 mJ - -
Onset 130.50 °C ] ‘
Heating Rate 2,00 “Cmin -1
\
mW fumarna kislina | ] S T
7 A
Tntegral -3075.95 mJ \\
Onset zsmsﬂ C \\
Heating Rate 2,00 *Cmin"-1 \\
\
V y
0 2‘(» ' -I‘U 60 ' X‘U IEDU ' 1‘20 ' 1‘40 ' l(‘w() ' 14“50 ' ZGU 2‘20 ' 240 2(‘»0 ' 280 '

Slika 27.DSC-termogrami flukonazola, fumarne kisline in kstala flukonazol : fumarna kislina.
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flukonazol ¢ 3
Integral -350.63 mJ
Onset 137.12°C
. Teating Rate 2,00 “Cmin’-|
glutarna kislina N .\
» ki
Integral -566.98 mT W
Onset 96.30 °C
Ileating Rate 2,00 “Cmin"-1
10
mW kokristal flukonazol : glutarna kislina
£ 1
Integral -365.20 mJ
Onset 95,14 °C
Heating Rate 1,00 “Cmin’-1
LA A o B L L e
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 °C

Slika 28.DSC-termogrami flukonazola, glutarne kisline in kistala flukonazol : glutarna kislina.

flukonazol

|
jaboléna kislina

Integral -350,02 mJ
. Onset  137.12°C
3 ¥

Integral -714.30 mJ
Onsct 10231 °C

kokristal flukonazol : jaboléna kislina

r
3

Integral -280,59 mJ
10 Onsct 9834 °C
mW

-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80

90 100

110 120 130 140 150 °C

Slika 29. DSC-termogrami flukonazola, jakiole kisline in kokristala flukonazol : jaksoia kislina.

Mukonazol

Integral -347.90 mJ
Onset  137.12°C
maleinska kislina

kokristal flukonazol : maleinska kislina

20
mW

Integral

-334.02 mJ
Onset

106,00 °C

50 60 70 80

90 100 110 120 130 1p0 150 °C

Slika 30.DSC-termogrami flukonazola, maleinske kisline iokkstala flukonazol : maleinska kislina.
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flukonazol B .
Integral -307.45 mJ N
Onset 136,73 °C \ (
Heating Rate 2,00 “Cmin’-1 |
malonska Kislina
- v‘/w." ('/" LA Y A1 B —
| Integral I R
Onset B |
10 Heating Rate 2,00 “Cmin-1 ] I |
mw d
kokristal flukonazol : malonska kislina
_— — . _ -
N — N
Integral -406.61 mJ N
Onset 100,20 °C | J
Heating Rate 2,00 “Cmin’-1 |
\ |
If
¥
|
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 C

Slika 31.DSC-termogrami flukonazola, malonske kisline inktstala flukonazol : malonska kislina.

flukonazol

—r s

salicilna kislina
[

Onset

Integral

[

Integral

b
-349.86 mJ -470.86 mJ
137.12 °C

kokristal flukonazol : salicilna kislina

Onset 15729 °C

; , 1
Integral -439.43 mJ
et Onsct 106,82 °C
210 0 10 20 30 40 50 60 7080 90 100 110 120 130 140 150 160 170 °C

Slika 32.DSC-termogrami flukonazola, saliclne kisline inkkistala flukonazol : salicilna kislina.

flukonazol
N " -
v ‘\\ﬁ—}‘
Tntegral -307.45 mJ \
Onget 136,73 °C \
Peak 137,46 °C |
Heating Rate 2,00 “Cmin"-1 |
Tntegral -587.39 mI
Onset 168.30 °C
) o Peak 169.71 °C
_ vinska kislina | . Ueating Rate2.00 *Cmin’-1
5 ’
mw
kokristal flukonazol  vinska Kislina ]
S— —— — et ¢
el Tntegral 204,04 m! \ ‘r' ‘
¢ Onset 110,50 °C \
Peak 11234°C | I
Heating Rate 2,00 “Cmin’-1 \ |
Y |
|
M
0o 10 20 30 40 50 6070 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180  190°C

Slika 33. DSC-termogrami flukonazola, vinske kisline in kakala flukonazol : vinska kislina.
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Omeniti velja tudi dejstvo, da oblika termogramowkkstalov, pridobljenih z

mletjem, dokazuje, da so vzor&isti, saj ni nepravilnosti v obliki termogramov, rkae

razlikuje od rezultatov analiz kokristalov, pridm@slih iz raztopine (slika 34).

wg'-1

-154,67 mJ
ed -59,72Jg"-1
96,25°C

Peak
Heating Rate

99,86 °C
1,00 °Cmin®-1

Slika 34.DSC-termogram kokristala flukonazol : maleinskdik&s= 1:3 pridobljenega iz raztopine.

Vzorci, pripravljeni z mletjem flukonazola in pomok komponent (nikotinamid,

urea in metilparaben), po DSC-analizi kazejo le &ti&e, kot je prikazano na slikah 35 in

36, medtem ko podatki rentgenske praskovne diffakgtrjujejo, da gre za fizikalne zmesi

flukonazola z omenjenimi pomoznimi komponentamite¥t primerih gre najverjetneje za

nastanek evtekinih zmesi.

Flukonazol ; ;
Integral -351.08 mJ
Onset  137.12°C
3 0
Integral -493.74 mJ
Onset 127.14 °C
Fluko 2 ; ;
10 Integral -307.33 mJ
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Slika 35.DSC-termogrami flukonazola, nikotinamida in zméskénazola z nikotinamidom.
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Slika 36.DSC-termogrami flukonazola, uree in zmesi flukodazoureo.
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5.3. IR-SPEKTROSKOPSKA ANALIZA

Primerjali smo IR-spektre kokristalov pripravljenith raztopine, ki so jih pripravili

Kastelic in sodelavci (90), z IR-spektri kokristalpripravljenin z mletjem. Iz slik (slike 37-

39) opazimo, da

se oblike spektrov dobro ujema&arl maleinski kislini opazimo manjSe

razlike. Ker so Kastelic in sodelavci Ze opravitidpobno analizo IR-spektrov kokristalov

flukonazola z glutarno, fumarno in maleinsko kislibomo v naSem delu to izpustili (90).
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Slika 38. Primerjava IR-spektrov kokristala flukonazol : fama kislina.
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kokristal flukonazol : maleinska kisilna (z mletjiem)
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kokristal flukonazol : maleinska kislina (iz raztopine)
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Slika 39.Primerjava IR-spektrov kokristala flukonazol : matka kislina.

IR-spektri kokristalov flukonazola z jalimlo, malonsko, salicilno in vinsko kislino se

razlikujejo od vsote spektrov flukonazola (slike-4i®) in tvorcev kokristalov. Da ne gre le

za zmes, temveza kokristale, potrjujejo spremembe oblik, intéeizin polozajev vé

absorpcijskih trakov v spektrih kokristalov.

%T

jabolena kislina

kokristal flukonazol : jabdlcna kislina

800 0 60 4500

Slika 40.1R-spektri jabotne kisline, flukonazola in kokristala flukonazgabokna kislina.

V IR-spektru kokristala flukonazol : jalwla kislina je vidnih v& razSirjenih
absorpcijskih trakov, ki lahko nakazujejo nastamveklikovih vezi. Vidni so razsirjeni
absorpcijski trakovi pri 3462, 2450 in 1950 ¢nPoloZaji teh absorpcijskih trakov se ne

skladajo s polozaji absorpcijskih trakov v spektiitkonazola in jabdine kisline, iz teh
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podatkov lahko sklepamo, da je priSlo do tvorbegetnih vodikovih vezi, kot v obeh
izhodnih komponentah. Siroka absorpcijska trakav@450 in 1950 cil nakazujeta, da se
je tvorila nevtralna intermolekularna vodikova v@zH "N med dvema komponentama (2).
Trak pri 3462 crit je viden tudi pri flukonazolu, vendar je pri kadtalu bolj intenziven
(slika 40).
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Slika 41.IR-spektri malonske kisline, flukonazola in kokaikt flukonazol : malonska kislina.

V IR-spektru kokristala flukonazol : malonska kislije viden razSirjen absorpcijski
trak pri 3361 crit, ki ga v IR spektru izhodnih komponent ne vidinm lahko nakazuje
nastanek nove vodikove vezi. Na spektru kokristaladnih razSiritev absorpcijskih trakov
v obmaiju med 1800 in 500 ci ki so vidne v spektru malonske kisline, kar nakana
odsotnost intermolekularnih vodikovih vezi OB med molekulami malonske kisline, kar
prav tako nakazuje nastanek kokristala (slika 41).

V IR spektru kokristala flukonazol : salicilna kish lahko vidimo vé razSirjenih
absorpcijskih trakov, ki lahko nakazujejo nastamelikove vezi. Najbolj izrazita sta dva
razsirjena trakova pri 3440 in 1950 ¢mPoloZaj slednjega se ne sklada s poloZaji
razSirjenih absorpcijskih trakov v spektrih flukaoéa in salicilne kisline. Nakazan je tudi
vrh pri 2450 crit, kar bi znova lahko pomenilo nastanek intermolainih vodikovi vezi
O-HN. PoloZaj absorpcijskega traku pri 3440 tree sklada s poloZajem podobnega
absorpcijskega traku v spektru flukonazola, versfaroblika in intenziteta razhi (slika
42).
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Slika 42.1R-spektri salicilne kisline, flukonazola in kokidda flukonazol : salicilna kislina.

V IR-spektru kokristala flukonazol

vinska kislinapazimo veé razSirjenih

absorpcijskih trakov, ki lahko nakazujejo nastameklikovih vezi. Najbolj izraziti so pri

3448, 2450 in 1950 cth PoloZaji trakov se ne skladajo s poloZaji trakowspektrih

flukonazola in vinske kisline, kar nakazuje torbodikove vezi v kokristalu. Pojav dveh
Sirokih absorpcijskih trakov pri 2450 in 1950 ¢rahko pomeni, da se je tvorila nevtralna

intermolekularna vodikova vez O=HN med obema komponentama (slika 43).
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Slika 43.IR-spektri vinske kisline, flukonazola in kokristalukonazol : vinska kislina.
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5.4. RENTGENSKA PRASKOVNA DIFRAKCIJA (XRPD)

S primerjanjem difraktogramov flukonazola, flukonkz monohidrata, tvorcev
kokristalov in kokristalov ugotovimo, da se dobljetlifraktogrami med seboj razlikujejo
(slika 48). Razlike v superpoziciji difraktogramflukonazola in tvorcev kokristala glede
na kokristal (slika 48) potrjujejo, da je z mletjerastala nova kristalna oblika.

Hodnik je v svoji diplomski nalogi v sodelovanjKastelicem pripravil in podrobno
okarakteriziral kokristale flukonazola s fumarndutgrno in maleinsko kislino (90).
Kokristale je pripravil iz raztopine z odparevanjéopila, iz pripravljenih monokristalov je
dolccil tudi kristalno strukturo kokristalov. Te podatkehko izkoristimo pri identifikaciji
kokristalov, pripravljenih z mletjem. Primerjali snpraskovne difraktograme kokristalov
pripravljenih z obema metodama in potrdili istoveth(slike 4446). Tako smo potrdili, da
smo z mletjem pripravili identhe kokristale, kot so jih je pripravili Kastelic sodelavci in
katerih kristalno strukturo poznamao.

Iz difraktogramov na sliki 44e razvidno, da so kokristali flukonazola z mal&ms
kislino, pripravljeni z mletjem, bol§isti, saj ni nekaj slabSe intenzivnih uklonov kat p
difraktogramih kokristalov, pridobljenih iz raztoy. Najbolje se ujemata difraktograma
kokristala flukonazola z glutarno kislino (slika )45Pri difraktogramu kokristala
flukonazola s fumarno kislino, pridobljenega z naet, pa opazimo nekaj manj intenzivnih
uklonov, ki jih pri difraktogramu kokristala priprienega iz raztopine ni opazitCe ga
primerjamo z difraktogramom flukonazola oblike Vidimo, da dodatni ukloni pripadajo
flukonazolu oblike I, to pomeni, da je po mletjgtalo nekajistega flukonazola, ki ni
preSel v kokristalno obliko (slika 46). To tezavo lahko odpravili z dodatkom vge

kolicine topila ali s podaljSanjefasa mletja.
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Slika 44. Prekrivanje praSkovnih difraktogramov kokristalakbnazola z maleinsko
kislino. Difraktogram kokristala iz raztopine j&ne barve, difraktogram kokristala
pridobljenega z mletjem je oranzne barve
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Slika 45.Prekrivanje praskovnih difraktogramov kokristalakibnazola z glutarno kislino.
Difraktogram kokristala iz raztopine §ene barve, difraktogram kokristala pridobljenega z
mletjem je rdée barve.
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Position [2Theta]

Slika 46.Prekrivanje praskovnih difraktogramov kokristalakibnazola s fumarno kislino.
Difraktogram kokristala iz raztopine §ene barve, difraktogram kokristala pridobljenega z
mletjem je modre barve. Z oranzno barvo je éenaifraktogranflukonazola oblike I1.
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Slika 47. PraSkovnih difraktogrami: a) flukonazola obliké) flukonazola oblike Il, c)
flukonazoa monohidraa.
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Slika 48. Praskovni difraktogrami XRPD izhodnih spojin in kigtalov flukonazola od zgoraj
navzdol: a) flukonazola oblike | b) flukonazola ikl 11 c) flukonazol monohidrata, d) jaliolae
kisline, e) kokristala z jabsho kislino, fymalonske kisline, g) kokristala z masko kislino, h)salicilne
kisline, i) kokristala s salicilno kislino, j) viike kisline, k) kokristala z vinsko kislino.
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5.5. JEDRSKA MAGNETNA RESONANCA V TRDNEM

Z jedrsko magnetno resonanco v trdnem stanju srabizaali le nove kokristale, saj
smo s praskovno rentgensko difrakcijo dokazaliind@okokristali flukonazola s fumarno,
glutarno in maleinsko kislino enake strukture kokikstali, ki so jih pripravili Kastelic in
sodelavci in so jih Ze analizirali z jedrsko magretesonanco (87).

Iz rezultatov analiz’H MAS NMR, *C CPMAS NMR in >N CPMAS novih
kokristalov flukonazola z jab&ho, malonsko, salicilno in vinsko kislino je razna@ da so
interakcije v kokristalih drugme od interakcij v izhodnih spojinah, kar pomerd, e gre
le za fizikalne zmesi. Ker ne poznamo kristalnitulgiur novih kokristalov, bolj podrobna
interpretacija ni mogta. Lahko le sklepamo, da se pri kokristalih pojavipve interakcije.

V 'H MAS NMR-spektru flukonazola ni prisotnih signajoki bi lahko pomenili
prisotnost monih vodikovih vezi. V'H MAS NMR-spektru jabdine kisline je prisoten
signal pri 13,06 ppm, ki predstavlja intermolekalarvodikovo vez med karboksilnimi
skupinami jabainih kislin. Pri kokristalu flukonazol : jab&iha kislina se pojavi signal pri
16,06 ppm, izesar lahko sklepamo na nastanek nove vodikovenuedi flukonazolom in
jabokno kislino, ki je ménejSa od prej omenjene vodikove vezi, prisotne istdini
strukturi jabokne kisline. V'*H MAS NMR-spektru so naméemainejse vodikove vezi
vidne pri vi§jih vrednostih ppm, SibkejSe pa pdjiti. Ostali signali v spektru pa pripadajo
vodikovim atomom v kokristalu, ki niso udelezenvedikovih vezeh. Tudi iz spremembe
oblike teh signalov lahko zakliumo, da je prisSlo do interakcije med flukonazolom i
jabokno kislino in spremembe okolja, v katerem se nabajadikovi atomi obeh molekul
v kokristalu (slika 49).

Iz 13C CPMAS NMR-spektra kokristala flukonazol : jatiwé kislina je razvidno, da
sta v kokristalu prisotna dva signala za karbolsi®ratoma, s kemijskima premikoma
178,17 in 176,15 ppm. Vsak signal predstavlja pe eazlicno okolje ume&n karboksilni
C-atom jabaine kisline. Negativhe spremembe kemijskih premilsignalov glede na
kemijske premike v jabohi kislini (182,95, 181,0, 178,9 ppm) pomenijo, da s
karboksilnimi skupinami v kokristalu nastale dréga vodikove vezi, ni pa priSlo do
lonizacije oz. prenosa protona. Deprotonirana Kesihoa skupina bi naméevsebovala
manj zaseten C-atom glede na neionizirano karboksilno skupméa bi bil posledino

viden pri visjih vrednostih ppm.
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Ostale spremembe kemijskih  premikov
signalov v spektru kokristala je mago
razloziti kot posledico interakcij na bliznjih
funkcionalnih skupinah in kot posledico
sploSno drugénega okolja, v katerem se
nahajajo C-atomi v kokristalu, glede na
kristale izhodnih komponent.

Podobne

premikov opazimo tudi v  primerih

spremembe kemijskih
kokristalov z malonsko, salicilno in vinsko
kislino, ¢e jih primerjamo s spektri izhodnih
komponent, kar je razvidno iz slik (slike 49-
53). Zaradi preobseznosti teh primerov tukaj
ne bomo podrobneje obravnavali. Iz
sprememb med spektri lahko zakimo, da
so v kokristalih atomi v drugaem okolju oz.
tvorijjo nove vodikove vezi. Spremembe
kemijskih premikov in podatki praskovne
rentgenske difrakcije nam potrjujejo nastanek

nove kristalne strukture.

Slika 49. '"H MAS NMR-spektri: a) flukonazolab)
jabokne kisline, c) kokristalaflukonazol : jabaing

kislina, d) malonske kisline, e) kokristallukonazol
malonska kislina, f) salicilne kisline, g) kokrikta
flukonazol : salicilna kislina, h) vinske kisline) i
kokristala flukonazol : vinska kislina.
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Slika 50. ®C CPMAS NMR-spektri: a) jabshe Slika 51. **C CPMAS NMR-spektri: a) malonske
kisline, b) flukonazola, c) kokristala flukonazol kisline, b) flukonazola, c) kokristala flukonazol :
jabokna kislina. jabokna kislina.
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Slika 52. *C CPMAS NMR-spektri: a) salicilne Slika 53. *C CPMAS NMR-spektri: a) vinske

kisline, b) flukonazola, c) kokristala flukonazol kisline, b) flukonazola, c) kokristala flukonazol :
salicilna kislina. salicilna kislina.
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5.6. ANALIZA DINAMI CNE SORPCIJE PARE (DVS)

Dinamina sorpcija pare je hiter in enostavencimaza dol@itev sorpcijsko-
desorpcijskih izoterm. Temelji na zelo nataem gravimettinem sistemu, ki meri sorpcijo
in desorpcijo majhnih kadin vode (tudi organskih topil), v odvisnosti odatiyne vlaznosti
(relativne nasienosti par). Sorpcijske eksperimente izvajamo st&mo z vodo, lahko pa
tudi z organskimi topili. Uporaba metode DVS narmgatavlja kvalitativne in kvantitativne
podatke o vezavi vode naciokovino, pomozne snovi ali na raale farmacevtske
formulacije.

Z analizo DVS smo Zeleli primerjati obnaSanje kstaiov in fizikalnih zmesi
flukonazola s tvorci kokristalov. Analizirali smoaslednje prasSkaste snovi: nemlet
flukonazol, flukonazol, ki smo ga pred tem mleli dfinut in kokristale flukonazola s
fumarno, glutarno, meleinsko, salicilno in vinskaslino ter njihove fizikalne zmesi.
Analize so potekale v dveh ciklih, sorpcije in dgmije od 0 % do 95 % relativhe vlage
(RH). Zaradi preobseznosti smo se @dipda v diplomski nalogi predstavimo le najbol
zanimive ugotovitve.

Analize DVS so pokazale zelo dobre lastnosti flidaoia, saj je v obeh ciklih do
95 % relativne vlage (RH) slabo vezal vodo. Prietemn flukonazolu so bili rezultati po
prvem ciklu primerljivi z rezultati nemletega flukazola, v drugem ciklu pa je zmleti
flukonazol pri 80 % RH vezal vodo in nastal je mbiaoat, ki je pri desorpciji ohranjal
monohidratno obliko vse do 10 % RH.

Kokristal flukonazola s fumarno kislino in fizikaremes enake sestave sta pokazala
nizko tendenco do vezave vode. Pri 95 % RH stacazkokristala (0,2 % vezane vode) in
fizikalne zmesi (0,1 % vezane vode) vezala podokwi@ino vode kot sam flukonazolol
(0,07 % vezane vode).

Kokristal flukonazola s salicilno kislino je pokdzizko tendenco do vezave vode
(0,25 % vezane vode). Fizikalna zmes enake septye Ze v prvem ciklu sorpcije pri RH
vedji kot 80 % pokazala mimo tendenco do vezave vode, kar je razvidno izcieko-
desorpcijskih izoterm (slika 54). Iz dobljenih ptdas lahko sklepamo, da v fizikalni zmesi
del flukonazola veze vodo in nastane hidrat flulkzota (1,5 % vezane vode). Med
sorpcijsko-desorpcijskimi izotermami kokristalakibinazola s salicilno kislino in fizikalne

zmesi enake sestave so vidne razlike.
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DVS Isotherm Plot
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Slika 54. Sorpcijsko-desorpcijske izoterme kokristala (KK)finikalne zmesi (zmes) flukonazola (FLZ) s
salicilno kislino (SAL).

V primerih kokristalov in fizikalnih zmesi flukonata z glutarno, maleinsko in
salicilno kislino opazimo mmo vezavo vode pri viSjih RH, v tolikSni meri, daovrci
zvodenijo. Pri vseh treh opazimo tudi, da imajokaie zmesi v§o tendenco do vezave
vode kot kokristali, saj zaejo vezati vodo pri nizjih RH (slika 55). Rezuiltdesorpcije
vzorcev, ki zvodenijo, niso relevantni zaradi nekea skorje na povrSini vzorcev pri
desorpciji. Skorja zadrzuje vodo v notranjosti \e&rkar se kaze v ohranjanju pdaee
mase pri desorpciji vzorcev. Razloge za takSn@&noovezavo vode lahko povezemo z
veliko topnostjo tvorcev kokristalov v teh primefiRreglednica 1V). Ti podatki nakazujejo
povezavo med topnostjo komponente v kokristalu ggoskopnostjo kokristala, viSja je
topnost tvorca kokristala, ¥ je tendenca istega kokristala do vezave vode.

Zanimiv je primer kokristala in fizikalne zmesi litarno kislino, kjer opazimo, da se
fizikalna zmes po prvem ciklu sorpcije in desorpdglo verjetno spremeni v kokristal, to
sklepamo iz podobnega obnaSanja obeh vzorcev @taktiin fizikalne zmesi) v drugem
ciklu (slika 56). V primeru fizikalne zmesi vodajwerjetneje deluje kot mehlo in zniza
temperaturo steklastega prehoda (Tg) fizikalne gnkes privede do prekristalizacije in

tako nastane kokristal.
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DVS Isothermal Plot
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Slika 55. Primerjava sorpcijskih izoterm prvega cikla kolaist (KK) in fizikalnih zmesi (zmes) flukonazola
(FLZ) z glutarno (GLU), maleinsko (MAL) in vinskd&/(N) kislino.
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Slika 56. Sorpcijsko-desorpcijske izoterme kokristala (KK)fimikalne zmesi (zmes) flukonazola (FLZ) z
glutarno kislino (GLU).

63



Karlo Lovrié Diplomska naloga

DVS Isotherm Plot
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Slika 57. Sorpcijsko-desorpcijske izoterme kokristala (KK)finikalne zmesi (zmes) flukonazola (FLZ) z
maleinsko kislino (MAL). Sorpcijo ustavimo pri 80 RH, ker nismo Zeleli, da pride do zvodenitve vaorc

Ker pride v primeru kokristalov in fizikalne zmesimaleinsko kislino do zvodenitve
vzorcev, smo poskus ponovili. Da bi se izognili pam zvodenitvi, smo v drugo izvajali
test le do 80 % RH. Iz slike 57 vidimo, da fizikalames m&no veze vodo nad 70 % RH,
medtem pa kokristal kaze slabo tendenco do vezade tudi pri 80 % RH. Pri fizikalni
zmesi obstaja moznost, da je Ze priSlo do nastaskkge na povrSini vzorca, saj se pri
desorpciji masa vezane vode ohranja pri poviSadmnosti.

Iz podatkov analize DVS lahko zakijmo, da pri razlinih relativnih vlaznostih
kokristali izkazujejo precej manjSo tendenco doawezvode kot fizikalne zmesi. Med
samimi kokristali pa so tudi razlike v higroskoptioblajmanjSo tendenco do vezave vode
kaze sam flukonazol, slabo tendenco do vezave padeseh relativnih vlaznostih kazeta
tudi kokristala flukonazola s fumarno in salicilkislino, ki sta tudi slabSe topni kot ostali

tvorci kokristalov (preglednica 1V).
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5.7. INTRINZI CNA HITROST RAZTAPLJANJA (IDR)

Rezultati doldanja IDR razknih kokristalov flukonazola so razvidni iz slike .58
Podatki kazejo, da ni priSlo do bistvenega izboigatopnosti, razen pri kokristalu
flukonazola z maleinsko kislino.

V kokristalu flukonazol : maleinska kislina naj lgp podatkih rentgenske analize
monokristala, nastal kokristal soli, saj pride denmsa protona med maleinsko kislino in
flukonazolom. To in dejstvo, da se maleinska keshnkokristalu s flukonazolom nahaja v
stehiometrijskem razmerju 3:1, pripomore Kjvénitrosti raztapljanja in pojasni taksSno
veliko odstopanje od ostalih rezultatov.

Kokristali flukonazola s fumarno in kokristali flokazola z malonsko kislino imajo
rahlo ve&jo IDR kot sam flukonazol, medtem ko imajo ostatkkstali nekoliko manjso
IDR. Pricakovali bi, da bodo tvorci kokristalov vplivali fatrost raztapljanja kokristala
glede na svojo topnost. ¥a kot je topnost tvorca kokristala, &f@ naj bi bila hitrost
raztapljanja kokristala. Vendar po analizi rezaitaiz preglednice Il ugotovimo, da ni
tako. Pri nekaterih kokristalih bi ta trditev drdah se na to pravilo ne moremo zanasati.

Za majhne razlike med vrednostmi IDR med kokristafilukonazolom lahko i&mo
vzroke tudi v dejstvu, da flukonazol ni tako slalopen (8 g/L pri 37 °C) in mu zato s
tehnologijo kokristalov ne moremo bistveno izbdij$atrosti raztapljanja. Razlike so tako
majhne tudi zato, ker smo raztapljanje izvajali3#i°C, pri nizjih temperaturah so procesi
raztapljanja p&asnejsi in so zato lahko §je razlike v IDR vrednostih (91).

Po podatkih iz preglednice Ill opazimo, da se ksthtiflukonazola s fumarno kislino
hitreje raztaplja, kot kokristal flukonazola z g@ltto kislino, kljub dejstvu, da je topnost
glutarne kisline veliko vwga od topnosti fumarne kisline. Lahko sklepamo, pia
omenjenima kokristaloma veliko e vlogo pri raztapljanju igra urejenosti molekul v
kristalni reSetkiCe pogledamo kristalno strukturo kokristala flukomlazs fumarno kislino
(slika 14), opazimo veliko weprostora med molekulami, kot pri kokristalu fluleaola z
glutarno kislino (slika 15). Za odcepitev in difjeimolekul v kokristalu flukonazola z
glutarno kislino zato potrebujemo &energije, posledno pa se ti pri enakih pogojih

pocasneje raztapljajo.
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Slika 58. Intrinzi¢na hitrost raztapljanja kokristalov flukonazol&istega flukonazola.

*Kokristal flukonazola z meleinsko kislino (kokratsoli) se je tako hitro raztopil, da se IDR prafahaja

izven meja tega digrama. Profil maleinske kislirino na sliki 59.
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Slika 59. Intrinzi¢na hitrost raztapljanja kokristala flukonazola Zenssko kislino (kokristal soli).
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Preglednica IV. Topnosti tvorcev kokristala in intriniie hitrosti raztapljanja kokristalov flukonazola z
danim tvorcem kokristala.

) topnost tvorcev kokristala IDR kokristala
tvorec kokristala
pri 20 °C flukonazol : tvorec kokristala
glutarna kislina 640 mg/ml 0,72 mg/ml/ém
maleinska kislina 780 mg/ml 28,1 mg/ml/em
fumarna kislina 4,9 mg/ml 0,92 mg/ml/ém
malonska kislina 735 mg/ml 0,90 mg/mlem
salicilna kislina 2,2 mg/ml 0,62 mg/ml/ém
vinska kislina 1390 mg/ml 0,68 mg/ml/ém
jabokna kislina 558 mg/ml 0,77 mg/ml/ém
flukonazol (oblika II) 4,6 mg/ml 0,88 mg/ml/ém

Pri proevanju topnostnih lastnosti kokristalov se pojamitvprasanje primernosti
metode dol®anja intrinzéne hitrosti raztapljanja. Hitrost raztapljanja se PR meri s
konstantne povrsSine, kadar pa imandmkovino v kokristalu, se povrsina&inkovine, ki je
v stiku s topilom, relativno zmanjSa za delez teokokristala. Zato lahko v nekaterih
kokristalih opazimo tudi zniZzanje hitrosti raztaplja, kljub dejstvu, da je tvorec kokristala
bolj topen kot zdravilnadinkovina.

Nikjer v literaturi nismo zasledili, da bi topnostiastnosti kokristalov primerjali z
pripadaj@&imi fizikalnimi zmesmi, zato smo Zeleli dalid tudi IDR samim fizikalnim
zmesem flukonazola in pomoZzne snovi, a smo ugotaldlmetoda IDR za takSno merjenje
ni primerna. Pri fizikalnih zmeseh je priSlo dorbjfega raztapljanja ene izmed komponent,
v naSem primeru tvorca kokristala. Tako je izplawje pomozne snovi izoblikovalo
porozen flukonazol, ki je ostal v matrici. S tem jeepovrSina iz katere se je raztapljal
flukonazol okkutno poveéala in tako podatki o IDR niso smiselni (slika 60).

Slika 60 .Levo - disk kokristala po dotanju IDR, z ravnim dnom. Desno - porozen ostanije &stal po
poskusu dol®anja intrinzéne hitrosti raztapljanja fizikalne zmesi.
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5.8. DOLOCANJE HITROSTI RAZTAPLJANJA Z UPORABO
KOSARIC

Ker z metodo intrinZine hitrosti raztapljanja nismo mogli primerjati rbkti
raztapljanja kokristalov s fizikalnimi zmesmi, snse odl@ili, da uporabimo metodo s
koSaricami. Primerjali smo hitrost raztapljanja kstalov flukonazola s fumarno, glutarno,
maleinsko in salicilno kislino s hitrostjo raztapija fizikalnih zmesi. Fizikalne zmesi smo
pripravili tako, da smo zmlete komponente flukorlaggpomozno snov v stehiometrijskem
razmerju dobro premesali s pestilom v pateni.

KoSarice smo rahlo priredili, na dno smo namedgéistécno folijo, da smo lazje
prenesli zatehtano kélno materiala v posodo, oz. da ni prihajalo do kzgui prenosu. V
vsako kosSarico smo zatehtali katio materiala, ki je vsebovala enako kuolb flukonazola
(150 mg). Poskus je trajal 60 minut, v teasu sta se v ¥&i primerov raztopili obe

komponenti zmesi.
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Slika 61. Profili raztapljanja kokristalov flukonazola #istega flukonazola, doéeni z metodo s koSaricami.
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Slika 62. Profili raztapljanja kokristala flukonazola sSlika 63. Profili raztapljanja kokristala flukonazola z
fumarno kislino, zmesi flukonazola in fumarnglutarno kislino, zmesi flukonazola in glutarnelikie

kisline in¢istega flukonazola. in Cistega flukonazola.
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Slika 64. Profili raztapljanja kokristala flukonazola zSlika 65. Profili raztapljanja kokristala flukonazola s
maleinsko kislino, zmesi flukonazola in maleinskealicilno kislino, zmesi flukonazola in salicilne
kisline in¢istega flukonazola. kisline in¢istega flukonazola.

Iz dobljenih rezultatov je razvidno, da tako kofalskot fizikalne zmesi izboljSajo
hitrost raztapljanja flukonazol&e primerjamo kokristale in fizikalne zmesi opazirda,se
kokristali hitreje raztapljajo. Iz grafov raztaplja se opazi, da se najhitreje raztopijo
kokristali, malce slabSe se raztapljajo fizikalneesi, najpdasneje se pa raztaplja sam
flukonazol (slike 61-65). Lahko opazimo tudi sprenbe v profilih raztapljanja, kar
nakazuje na razino kinetiko raztapljanja med kokristali in fizikétm zmesmi.

Da bi lazje ponazorili hitrosti raztapljanja, sm@ \zsak vzorec ocenitias v katerem

se raztopi 90 %dinkovine (bos). Podatki so zbrani v preglednici V.
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Preglednica V.Ocenatasa v katerem se raztopi 90% flukonazag,fiz razlicnih vzorcev kokristalov
flukonazola ircistega flukonazola.

to0% IDR
kokristal flukonazol : fumarna 31min 0,92
fizikalna zmes flukonazol : fumarna 40min
kokristal flukonazol : glutarna 39min 0,72
fizikalna zmes flukonazol : glutarna 45min
kokristal flukonazol : maleinska 10min 28,1
fizikalna zmes flukonazol : maleinska 11min
kokristal flukonazol : salicilna 38min 0,62
fizikalna zmes flukonazol : salicilna 34min
flukonazol 49min 0,88

Po hitrosti raztapljanja izstopa maleinska kisliha, se zelo hitro raztopi, tudi
fizikalna zmes flukonazola in maleinske se razfepiobno hitro kot kokristal (slika 64),
kar kaze na velik vpliv same maleinske kislinerpatapljanju v zmesi.

Poudariti velja, da se je tudi kokristal salicikisline hitreje raztapljal kot flukonazol,
¢esar v eksperimentu z IDR nismo ugotov(]]e primerjamo vrednosti IDR inygh, te

nakazujejo povezavo med rezultati ene in druge degteendar bi za kakrSenkoli zakigk
potrebovali veliko vé meritev.
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6. SKLEP

Glavni cilj diplomske naloge je bil pripraviti koktale flukonazola z novo tehniko, ki
se ¢edalje bolj uveljavlja — z mletiem. Tako smo prighavecje koli¢ine kokristalov in
poleg standardnih analiz smo opravili tudi Studgenosti in higroskopnosti. Z mletjem
smo pripravili kokristale, ki so jih s kokristalizigp iz raztopine pripravili in strukturno
dolxcili Ze Kastelic in sodelavci (87). Pripravili soedge kokristale: flukonazol :
maleinska kislina v razmerju 1:3, flukonazol : fumekislina v razmerju 2:1 in flukonazol
: glutarna kislina v razmerju 1:1. Mi smo jih p@wili z mletjem in z analizami DSC, IR, in
jedrske magnetne resonance (NMR) v trdnem in pexduentgenske praskovne difrakcije
(XRPD) uspesno potrdili, da gre za kokristale stieikture. Tako smo potrdili, da mletje
omogaa hitrejSo in enostavnejSo pripravo kokristalov &tjir kolicinah kot priprava
kokristalov iz raztopine. Potrdili smo tudi ugottwa, da dodatek majhne kahe topila pri
mletju izboljSa proces.

Poleg omenjenih kokristalov smo poskusili pripraxde nekaj novih kokristalov
flukonazola z razéinimi tvorci kokristalov. Z mletiem nam je uspeloigsaviti nove
kokristale: flukonazol : jaboha kislina v razmerju 1:1, flukonazol : malonskalikia v
razmerju 1:1 in flukonazol : salicilna kislina vzraerju 1:1, iz raztopine pa smo pripravili
vecje kolicine kokristala flukonazol : vinska kislina v razuet:1. Da ne gre samo za zmes
izhodnih spojin in da so nastale nove kristalnek$tre, smo potrdili z termdino analizo
DSC, IR-spektroskopsko analizo, rentgensko praskodifrakcijo (XRPD) in jedrsko
magnetno resonanco (NMR) v trdnem. Za popolno 8irak karakterizacijo pa bi
potrebovali monokristale ustrezne kakovosti in kadti. Ker je priprava novih kokristalov
v obliki monokristalov precej tezavna in zahtevremo po zé&etnih poskusih to
prizadevanje opustili in se odit za vrednotenje fizikalno-kemijskih lastnostij ko
najbolj zanimive za farmacevtsko industrijo. Takooskokristalom dol®ali intrinzi¢cno
hitrost raztapljanja, hitrost raztapljanja z metedasSaricami in higroskopnost.

Ugotovili smo, da je metoda ddlanja intrinzéne hitrosti raztapljanja pri kokristalih
precej omejena, saj je povrsSina flukonazola, kv jdirektnem stiku s topilom odvisna od
tvorca kokristala in se zmanjSa za delez povrSoragzne molekule v kokristalu. Tako se
rezultati med sabo lahko razlikujejo Ze samo zarazlicne plogine zdravilne tinkovine,
ki je v neposrednem stiku s topilom, kar kaze npringernost te metode za vrednotenje
kokristalov. Primerjava s fizikalnimi zmesmi pa ypr@ko ni mogoéa, ker se oblika diska

med poskusom spremeni v porozen material, ki nied&kgnstantne povrsine.
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Pri_merjenju hitrosti raztapljanja kokristalov inzikalnih zmesi z metodo s
koSaricami smo opazili, da se kokristali hitrejetagpljajo kot sam flukonazol, a smo prav
tako ugotovili, da fizikalne zmesi pripomorejo kvadanju hitrosti raztapljanja. Da bi
prewili sam vpliv kokristalizacije in izvzeli vpliv pooZnih snovi na hitrost raztapljanja, bi
se morali bolje poglobiti in izbrati bolj specifio metodo.

Pri pregevanju higroskopnosti fizikalnih zmesi v primerjavkokristali smo opazili,
da so kokristali bolj higroskopni kot sam flukongzoazlike variirajo in so odvisne
predvsem od topnosti tvorca kokristala. Pri priraejy higroskopnosti kokristalov in
fizikalnih zmesi enake sestave smo ugotovili, dikéilne zmesi ofutno bolj vezejo vodo
pri nizjih relativnih vlaznostih. Opazili smo tudla je higroskopnost kokristalov odvisna od
topnosti pomozne molekule (tvorca kokristala).

V nadaljevanju raziskovalnega dela bi se posvefitimiranju priprave kokristalov z
mletjem, predvsem pri pripravi kokristalov z makkn kislino. Potrebno bi bilo tudi
dolaciti vsebnost kokristala v materialu po mletju. Ngelzenje raziskovalnega dela bi
obsegalo tudi pripravo novih kokristalov v oblikiomokristalov, ki bi bili primerni za
analizo z rentgensko difrakcijo na monokristalil, ol dobili popolno kristalno strukturo.
Pri tem bi si lahko pomagali s sejanjem drobnihetihl kokristalov v nageno raztopino
flukonazola in tvorca kokristala, da bi vzpodbudgist kokristalov zahtevane oblike. V
primeru kokristala flukonazola s salicilno kislinam je to celo deloma uspelo, vendar je to

predmet nadaljnih raziskav.
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