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POVZETEK

Farmakokineti¢ne lastnosti zdravilne u¢inkovine so odvisne od njenih fizikalno-kemijskih
lastnosti. Pri razvoju formulacij lahko te lastnosti spreminjamo s tvorbo soli, hidratov,
solvatov, razli¢nih polimorfnih oblik ali amorfnih oblik. V zadnjih letih se je kot dodatna
moznost za spreminjanje pomembnih farmacevtskih lastnosti uveljavila tvorba kokristalov.
S kokristalizacijo lahko spremenimo naslednje lastnosti zdravilne u¢inkovine: temperaturo
taliSCa, topnost, hitrost raztapljanja in z njo povezano biolosko uporabnost, higroskopnost,
kemijsko stabilnost, mehanske lastnosti in posledicno tudi farmakoloSke lastnosti.
Farmacevtski kokristali so sestavljeni iz zdravilne ucinkovine in tvorca kokristala, tako
lahko izpolnjujejo tudi pogoje patentne zascite nove kristalne strukture.

Kokristale lahko pripravimo na razlicne nacine. Najbolj uveljavljena metoda je
kokristalizacija iz raztopine, njena alternativa pa je priprava kokristalov z mletjem v
krogli¢nem mlinu. Nedavna modifikacija pri postopku mletja je dodajanje majhne koli¢ine
topila. To izboljsa proces kokristalizacije v trdnem. Velja za metodo prvega izbora pri
reSetanju kokristalov, saj lahko na ta nain eksperimentalno v kratkem casu pripravimo
veliko Stevilo potencialno novih kokristalov.

Pri diplomski nalogi smo z mletjem reSetali zmesi klaritromicina, hidroklorotiazida
oziroma glibenklamida s tvorci za pripravo nove kristalne strukture (kokristala ali soli).
Kot tvorce kokristalov smo uporabili 17 karboksilnih kislin in njihovih derivatov (dva
amida, sol sulfimida ter derivat piridina). VVse zmesi smo najprej pripravili brez topila, nato
pa z zelo majhno koli¢ino etanola. Pri analizi z diferencno dinami¢no kalorimetrijo smo
opazili razli¢ne spremembe talis¢a. Na podlagi teh rezultatov smo izbrali 12 zmesi z
zanimivimi rezultati in jih analizirali $e z rentgensko praskovno difrakcijo. Ta je pokazala,
ali je prislo do nastanka nove kristalne strukture (kokristala ali soli). Kadar na X-ray nismo
zaznali sprememb kristalne strukture, smo sklepali, da je nastala evtektitna zmes.
Rezultati analiz so pokazali nastanek nove kristalne strukture pri zmeseh klaritromicina in
adipinske Kisline ter hidroklorotiazida in nikotinamida. Manj izrazite interakcije smo
zaznali pri zmeseh klaritromicina in nalidiksne Kkisline, klaritromicina in natrijevega

saharinata, klaritromicina in nikotinamida ter klaritromicina in 4,4-bipiridina.
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ABSTRACT

The pharmacokinetic properties of active pharmaceutical ingredients (API) are dependent
on their physicochemical properties. In the development of formulations properties can be
changed by formation of salts, hydrates, solvates, diverse polymorphic forms and
amorphous forms. In recent years the formation of co-crystals has gained importance as an
additional option to change important pharmaceutical properties. By co-crystallisation we
can change the following properties of therapeutic ingredients: melting point, solubility,
dissolution rates and its connected bioavailability, hygroscopicity, chemical stability,
mechanical properties and consequently also pharmacological properties. Pharmaceutical
co-crystals are composed of API and co-crystal formers, so they might also satisfy the
conditions of patent protection.

Co-crystals can be prepared in various ways. The most successful method is
cocrystallisation from solutions. Its alternative is preparation from ground ingredients in a
ball mill. Recent modification of solid-state grinding method is small quantity of solvent
addition. That improves the process of co-crystallisation in solid state. It is established as a
method of first choice because experimentally it offers many new potential co-crystals in a
short time.

In this dissertation we used solid-state grinding of different mixtures. We used co-crystal
formers with clarithromycin or hydrochlorothiazide or glibenclamide to create new crystal
structure (co-crystal or salt). We used 17 carboxylic acids and their derivates (two amides,
a salt of sulfimide and derivate of pyridine) as the co-crystal formers. All powders were
prepared first without solvent and than with small amount of ethanol. We spotted various
melting point changes using the differential scanning calorimetry analysis. Based on these
results we selected 12 compounds with interesting results and analyzed them with X-ray
diffraction. In some cases new cocrystal structures were created (co-crystal or salt) as X-
ray showed. At others there weren’t any changes and we concluded that eutectic mixture
was created. Results of these analyses indicated creation of new crystal structures at
mixtures of clarithromycin with adipic acid and hydrochlorothiazide with nicotinamide.
Less distinct interactions were also detected in mixtures of clarithromycin with nalidixic
acid, clarithromycin with sodium saccharinate, clarithromycin with nicotinamide and

clarithromycin with 4,4-bipyridine.
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SEZNAM OKRAJSAV IN ENOT

API
BU
CSD
DSC
FDA

GRAS
HCTZ, HCT ali HZT
IR

Ksp
Mr
PKs
SuU
Tral
TGA
X-ray
XRPD
ZU

- active pharmaceutical ingredients (zdravilna u¢inkovina)
- bioloska uporabnost

- podatkovna baza CSD (Cambridge Structural Database)
- diferen¢na dinami¢na kalorimetrija

- Ameriska agencija za hrano in zdravila (Food and Drug
Administration)

- splosno varne substance (Generally regarded as safe)

- hidroklorotiazid

- infrardeca spektroskopija

- topnostni produkt

- relativna molekulska masa

- negativni logaritem disociacijske konstante kisline (-log Kj)
- sulfonilurea

- temperatura taliS¢a

- termogravimetrija

- rentgenska difrakcija

- rentgenska praskovna difrakcija

- zdravilna u¢inkovina



Nina Hudobivnik Diplomska naloga

1. UVOD

Zdravilne u¢inkovine se pri sobni temperaturi zelo pogosto nahajajo v trdnem agregatnem
stanju. So v obliki delcev, ki so vgrajeni v tablete ali kapsule. Lahko obstajajo v obliki soli,
amorfni ali kristalni obliki, kamor spadajo polimorfi in psevdopolimorfi. Njihove
fizikalno-kemijske lastnosti se lahko medsebojno zelo razlikujejo in vplivajo na
farmakokineti¢ne lastnosti. Amorfne oblike se v primerjavi s kristalnimi hitreje raztapljajo
in so zato bolje topne, jih pa redkeje zasledimo v farmacevtskih izdelkih, saj so manj
kemijsko in fizikalno stabilne, kar pomeni predvsem, da lazje kristalizirajo. Razlicne
kristalne oblike (polimorfi) zdravilne u¢inkovine se med seboj razlikujejo v temperaturi
taliSCa, topnosti, stabilnosti, hitrosti raztapljanja, intrinzicni topnosti, obliki delcev,
bioloski uporabnosti, gostoti, barvi in stisljivosti. Te lastnosti lahko z izdelavo razlicnih
kristalnih struktur prilagajamo naSim Zeljam in potrebam. Struktura, ki je bolj stabilna, ima
slabSo topnost v primerjavi s termodinami¢no manj stabilno strukturo (1, 2, 3). Topnost
ene in druge strukture se od primera do primera zelo razlikuje. V dolocenih primerih je
razlika v topnosti med kristalnimi strukturami do 10-kratna. Lahko pa je neravnotezna

topnost amorfne oblike tudi do 1000-krat vecja od kristalne (4).

1.1. KOKRISTALI

Kokristali ponujajo nove moznosti za pripravo novih stabilnih struktur delcev, s katerimi
lahko izboljsamo lastnosti zdravilnih ucinkovin (3, 5). Sestavljeni so iz zdravilne
uc¢inkovine in tvorca kokristala, ki je sploSno uporabljena farmacevtska pomozna snov
oziroma »varna substanca«. Zdravilne u¢inkovine v obliki kokristalov imajo lahko boljse
fizikalno-kemijske lastnosti kot ¢iste ucéinkovine (patentirani kokristali z bolj$imi
lastnostmi so npr. ciprofloksacin s citronsko kislino ali s kofeinom, karbamazepin s
saharinom ali nikotinamidom, imipraminijev Klorid s fumarno Kislino ...), zaradi razli¢nih
struktur pa predstavljajo novost in inventivnost, zato jih farmacevtsko podjetje lahko
patentno zas€iti kot novo obliko zdravilne u€inkovine, sklicuje pa se lahko na klini¢ne
Studije Ciste ZU; podjetje ima zasluzek in vpliva na trg z zdravili (6).

Kokristalih in solvati imajo heteromolekularne strukture, tako so si strukturno podobni,

razlika pa je v agregatnem stanju komponent. Pri kokristalih sta zdravilna u¢inkovina in
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tvorilec kokristala v trdnem agregatnem stanju, medtem ko je pri solvatih ena komponenta
v tekocem agregatnem stanju (5).

Obstaja ve¢ definicij kaj je kokristal, ker izraz Se ni poenoten. Ena od definicij je:
»Kokristali so sestavljeni iz nevtralne ali ionske zdravilne ucinkovine in nevtralnega
tvorilca kokristala, ki sta povezana z nekovalentnimi, reverzibilnimi povezavami« (7).
Ucinkovina in tvorec sta v ustreznem stehiometrijskem razmerju (1:1, 1:2, 2:1, 1:3 itd.).
Kokristali so najpogosteje sestavljeni iz dveh molekul (u¢inkovine in tvorca), najdejo pa se
tudi primeri, ko so sestavljeni iz treh ali ve¢ molekul, pri teh je tar¢na molekula pogosto v
obliki solvata ali soli (8, 9, 10). Slika 1 prikazuje razporeditev molekul v polimorfu,

amorfni snovi, solvatu, soli in v kokristalu (11), slika 2 pa delce kokristala (12).

Trdne oblike

POLIMORF!I

e IS5
= 2y

SOLVATI‘ |.‘ ‘.
o_o o |

SOL
Molekula v trdnem agregatnem stanju
pri sobni temperaturi
— //

Prosta uéinkovina

Molekula topila

Kislina

Deprotonirana kislina

Protonirana molekula uéinkovine

| Prwel

-

Slika 1: Razporeditev molekul v polimorfu, amorfni snovi, solvatu, soli in v kokristalu (prirejeno po 11).
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Slika 2: Delci kokristala karbamazepina in izonikotinamida (12).

1.2. INTERAKCIJE V KOKRISTALIH ZDRAVILNIH UCINKOVIN

V kokristalu molekule medsebojno povezujejo nekovalentne interakcije, gre za vodikove
vezi, koordinacijske vezi, halogenske vezi, hidrofobne interakcije, van der Waalsove vezi,
n-n interakcije in elektrostatske interakcije (npr. dipol-dipol) (13). Vodikova vez je med
vsemi najpomembnejsa zaradi jakosti in usmerjenosti (9, 14). Najpomembnejsi strukturni
enoti v farmacevtskih uc¢inkovinah in bioloskih sistemih, ki najbolj sodelujejo pri tvorbi
interakcij, sta karboksi dimer O-H...O pri karboksilnih Kislinah in karboksamidni dimer
N-H...O pri amidih (5). Jakost teh interakcij je od 20 do 40 kJ/mol. Ve¢ kot je v u¢inkovini
in tvorilcu kokristala funkcionalnih skupin, ve¢je SO moznosti za nastanek farmacevtskega
kokristala (15). Poznamo Se druge vodikove vezi: CH...O, OH...n, CH...N, NH... =.
Njihova jakost je od 2 do 20 kJ/mol. Vodikova vez NH...N sodi med srednje mo¢ne vezi
(16). Za tvorbo kokristalov so zelo pomembne interakcije karboksilna skupina — aromatski
dusik, karboksilna kislina — amid in hidroksilna skupina — piridin. (7).

Na tvorbo kokristalov zdravilne u¢inkovine vplivajo Stevilne spremenljivke. Te so vrste
pomoznih snovi (tvorilci kokristalov), stehiometrijsko razmerje ZU : pomoZna snov,

uporabljeno topilo za izdelavo, temperatura, tlak, kristalizacijske tehnike idr.
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Koraki za nacrtovanje kokristalov so:

e izbira ustrezne ZU, kateri bomo s kokristalizacijo izboljSali fizikalno-kemijske
lastnosti;

e nacrtovanje, ali bo ZU z eno ali ve¢ pomoznimi snovi tvorila kokristale

e nacrtovanje in identifikacija medmolekulskih povezav znotraj kristalne strukture;

e predstava celotne kristalne resetke ter ureditev komponent v kon¢ni kokristalni
strukturi (17).

Tvorilec kokristalov navadno izberemo na podlagi naslednjih kriterijev:

o biti mora farmacevtsko sprejemljiv in Ze uporabljen v komercialnih farmacevtskih
izdelkih; to so lahko substance, ki jim je FDA podelil oznako GRAS (angl.
Generally Recognized As Safe — sploSno varne substance) ali substance z oznako
EAFUS (angl. Everything Added to Food in the US — vse kar se dodaja k hrani); to
so npr. glutarna kislina, citronska kislina, ciklodekstrin, ocetna kislina, fosforna
Kislina, 1-hidroksi-2-naftolna kislina, idr.);

o je netoksicen;

o med kislino in bazo ne sme biti ve¢ kot 2 enoti razlike v pK, vrednosti, sicer pride
do nastanka soli;

o velikost molekule pomoZne snovi je sorazmerna velikosti ZU (18).

Ko izbiramo tvorilec kokristala, moramo upostevati strukturne znacCilnosti ZU. Te so:
Stevilo, razporeditev in vrsta funkcionalnih skupin, ki lahko tvorijo vodikovo vez, poleg
tega Se simetrija in konformacijska fleksibilnost molekule ZU (7).

Slika 3 prikazuje strukturni primer kokristala z vodikovimi vezmi (19), slika 4 pa razli¢no
razporeditev molekul in tvorbo druge vrste vezi med istima komponentama v razlicnem

razmerju (20).

Slika 3: Primer vodikovih vezi med molekulami v kokristalu (19).
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Kristalizacija veCkomponentnih kristalov v stehiometrijskem razmerju je posledica
razliéno mo¢nih povezav, ki povzro€ajo agregacijo istovrstnih molekul — homomerov in
agregacijo med razlicnimi molekulami — heteromeri (5). Kokristali lahko nastanejo
nakljucno, ¢e sta v zmesi komplementarni komponenti, ki sta se z vodikovimi in drugimi
nespecifi¢énimi nekovalentnimi vezmi med seboj povezali v urejeno strukturo. V procesu
nacrtovanja priprave farmacevtskih kokristalov je navadno prvi korak analiziranje
obstojecih kristalnih struktur. To se ponavadi izvaja s pomoc¢jo Cambridgove strukturne
podatkovne baze (angl. Cambridge Structural Database — CSD), ki poda statisti¢no analizo
kristalnih struktur in razporeditev molekul v kristalu, s tem pa tudi empiri¢no informacijo o
orientiranosti funkcionalne skupine in informacijo o moznih medmolekulskih povezavah
preko supramolekulskih sintonov. Ko je izbrana uc¢inkovina, je potrebno izbrati ustrezno
pomozno snov, S katero bosta skupaj tvorili ustrezne interakcije za tvorbo kokristala.
Interakcije so posledica njune molekulske strukture, lege molekul v kristalu, moZnosti
nastanka vodikovih vezi in gibljivosti molekul. Tako ni mogoce z gotovostjo trditi, ali bo
med dvema komponentama kokristalizacija potekla ali ne. Potrebni so empiri¢ni poskusi
(5). Razvoj kokristalov lahko racionaliziramo, ¢e upoStevamo pravila tvorbe vodikovih
vezi med trdimi komponentami (21):

e pritvorbi vodikove vezi sodelujejo vsi dobri donorji in akceptorji vodikove vezi;

e Sest-Clenski obro¢, ki ga tvorijo cikli¢ne intramolekularne vodikove vezi, nastanejo

laZje kot intermolekulske vodikove vezi;
e najboljsi donorji in akceptorji protona, ki ostanejo prosti po tvorbi medmolekulskih
vezi, med seboj tvorijo znotrajmolekulske vodikove vezi (21);

Ob upostevanju teh pravil pove¢amo verjetnost nastanka medmolekulskih vodikovih vezi,
s tem pa moznost vgraditve dveh komponent v kokristal. V opisanih kokristalih
najpogosteje nastopa ena molekula s karboksilno skupino in druga z duSikovim

heterociklom v strukturi (21).

halogenska \ L@
vez |—Q. + @’P\m vodikova vez
“a
~ F F

B, Wﬁﬂ%ig

Slika 4: Primer razli¢ne ureditve molekul ter tvorbe halogenske ali vodikove vezi glede na razliéno razmerje
komponent (20).
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1.3. RACUNALNISKO 7MODELIRANJE KOKRISTALOV

S sodobnimi racunalniskimi programi lahko iz eksperimentalnih podatkov modeliramo
ureditve molekul v kristalno reSetko, s tem pa teoreti¢no predvidimo tvorbo kokristalov.
Vecja verjetnost za nastanek kokristalov je bolj verjeten, ¢e je nastala kristalna struktura
termodinamsko ugodnejSa in bolj stabilna kot kristalna struktura posameznih komponent
kokristala. Raziskave so pokazale, da lahko teoreticno napovemo tvorbo najstabilnejSe
oblike kokristala in ureditev molekul v kristalni resSetki z izraGunom minimalne energije
kristalne resetke. Napovedovanje tvorbe najstabilnejSe oblike kokristala je primerljiva z
napovedovanjem tvorbe polimorfizma (23).

Ceprav se racunalniska tehnologija hitro razvija, je v farmacevtski industriji njena uporaba
omejena, saj na ureditev molekul v kristalno reSetko vplivajo Stevilni dejavniki, hkrati pa
morajo biti rezultati zanesljivi in uporabni. Podatke je z modelom tezko opisati, to pa
zmanjsuje zanesljivost rezultatov, zato je eksperimentalni del e vedno zelo pomemben pri

raziskavi in ima prednost pred racunalniskim modeliranjem (24-27).

1.4. POMEN IN LASTNOSTI FARMACEVTSKIH KOKRISTALOV

Zanimanje za kokristale se je povecalo konec 80-ih let 20. stoletja, ko so odkrili, da je
kokristale mogoce uporabiti v supramolekularni kemiji za organsko sintezo brez uporabe
topila oziroma sintezo v trdem stanju v tehnologiji nelinearne optike (NLO) in za
razvijanje fotografskih filmov. Gre za samozdruzevanje molekul z nekovalentnimi
interakcijami (28-31). Farmacevtski kokristali so Se precej slabo raziskani, vendar pa
farmacevtska znanost in industrija kazeta vedno vecje zanimanje zanje, predvsem zaradi
novih moznosti pri razvoju zdravil. Prednost kokristalov je v tem, da ponujajo moznosti za
izboljSanje lastnosti zdravilnih ucinkovin brez kemijskih sprememb molekule in brez
uporabe potencialno nezelenih topil. Tako brez slednjih ni treba opravljati testov zaostalih
topil, s tem pa se znizajo stroski, vecja pa je tudi verjetnost za kakovost in varnost izdelka,
ker niso uporabljena nevarna topila (5, 22, 32, 33).

Zdravilne ucinkovine uporabljamo v obliki soli, polimorfov, solvatov in hidratov, s
katerimi vplivamo na njihove fizikalno-kemijske lastnosti . Pri tem lahko pride do razli¢nih
tezav in omejeno koli¢ino protiionov in topil (34, 35). Pri farmacevtskih kokristalih

teoretiCno obstaja vec potencialnih tvorilcev kokristalov za doloceno ZU in s tem vecja
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moznost za prirejanje fizikalno-kemijskih lastnosti. Te lahko vefinoma razlozimo kot
posledico spremenjene lege molekule v kristalni resetki in medmolekulskih povezav, ki so
zelo odvisne od lastnosti tvorilca kokristala (7).
Lastnosti, ki jih lahko spreminjamo s tvorbo kokristalov in so pomembne za farmacevtsko
uporabo so:

e temperatura talisca,

e topnost,

e hitrost raztapljanja,

e Dbioloska uporabnost,

e higroskopnost,

o kemijska stabilnost,

e mehanske lastnosti,

e polimorfizem kokristalov (7).

1.4.1. Temperatura taliS¢a

Temperatura taliSca je fizikalna lastnost, zelo znacCilna za Cisto snov, v analizi se uporablja
kot metoda prve identifikacije. Pri tej temperaturi sta trdna in tekoca faza v ravnotezju (7).
Temperature talis¢a kokristala in posameznih sestavnih se med seboj razlikujejo (5, 36,
37). Pod to temperaturo ni drugih termi¢nih sprememb. Ce zniZamo temperaturo taliica s
kokristalizacijo, dosezemo bolj stabilno strukturo in prepre¢imo tezave, povezane S
termolabilnostjo u¢inkovine v procesih, ki potekajo pri vi§ji temperaturi, npr. v talini (5).
Na temperaturo taliS¢a kristalnih snovi vplivajo dolo¢eni dejavniki, kot so molekulska
ureditev znotraj kristalne resSetke, molekularna simetrija, intermolekularne interakcije in
konformacijska gibljivost molekule (7).

Schultheiss in Newmann sta izvedla obsezno raziskavo. Preucevala sta temperature taliS¢a
kokristalov in ¢istih zdravilnih ucinkovin ter temperature tali$¢a tvorilcev kokristalov.
Vkljuéila sta 50 razli¢nih kokristalov in sestavnih snovi. Rezultati so pokazali, da ima 26
od 50 kokristalov (51 %) temperaturo tali§¢a med taliS¢em ¢iste zdravilne u¢inkovine in
taliSCem tvorilca kokristala; pri 19 od 50 kokristalov (39 %) je temperatura talisca
kokristalov niZja od obeh temperatur talis¢a; samo pri 3 od 50 kokristalov (6 %) je
temperatura taliS¢a kokristalov vi§ja od temperatur obeh talis¢; pri 2 od 50 pa je

temperatura taliS¢a kokristala skladna bodisi s talis¢em ¢iste zdravilne u¢inkovine, bodisi s
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temperaturo taliS¢a tvorilca kokristala. Raziskava dokazuje, da s kokristalizacijo lahko
spreminjamo temperaturo taliS¢a glede na Cisto ucinkovino. Rezultat je najpogosteje
temperatura talis¢a med talis¢em ucinkovine in talis¢em tvorilca ali pa je nizje od obeh

talis¢ (7).
1.4.2. Topnost

Izboljsana topnost je eden glavnih vzrokov za pripravo in Kkarakterizacijo kokristalov.
Ucinkovine so zelo pogosto lipofilne, tako da so zelo slabo topne v vodi. Na topnost
kokristala vpliva koncentracija komponent in pH, kadar je katera od komponent ionizirana
(38). Razvili so matematicne modele, ki opisujejo topnost binarnih kokristalov, Ki
vsebujejo neionizirne komponente. Ti modeli temeljijo na ravnotezju med kokristali in
kokristalnimi komponentami v raztopini. Tu je pomembna lastnost topnostni produkt
kokristala Kg,. Veliko kokristalov je sestavljenih iz nevtralnih komponent, ki lahko
ionizirajo tekom raztapljanja. Tu bo na topnost vplivala tudi pK, vrednost ter pH raztopine
(5). Na topnost vpliva vrsta medija in pH medija, ki ga ustvarimo v vodni raztopini z
dodatkom kislin ali baz. Pri prostih kislinah in bazah lahko tako sol kot kokristal izboljsa
topnost, zato bolj$a topnost ni zagotovilo, kaksen sistem je nastal (38).

Sprememba pH Se posebej vpliva na topnost ucinkovin, ki v vodi ionizirajo ali imajo od
pH odvisno topnost in ko je izbrani medij nepufrana raztopina ali kar voda sama. Vecja
topnost kokristalov v pufranih medijih pa je posledica solubilizacijskega ucinka
raztopljenega kokristalizacijskega partnerja oziroma tvorbe bolj topnega kompleksa. Ce pa
kokristal preseZe topnostni produkt, ima slabso topnost (5, 38, 39).

Raziskave so pokazale, da u¢inkovina itrakonazol z 1,4-dikarboksilno kislino v obliki
kokristala izkazuje boljse lastnosti. Obnasa se kot ¢ista amorfna oblika in lahko doseze tudi
do 20-krat visjo topnost (37), kljub temu da ima ¢ista u¢inkovina manjse delce (36). Pri
tem lahko nastane prenasi¢enje ZU v mediju. Kokristali vplivajo tako kot amorfi na
Kinetiko raztapljanja, poleg tega pa Se na ravnotezno topnost. Podatki kazejo, da je to
povecanje man;j izrazito kot pri soleh zdravilnih u¢inkovin (28). Tvorilec kokristala v
veliki meri vpliva tako na topnost kot na hitrost raztapljanja (10).

Rodrigez — Homedo in sodelavci so dolocali topnost kokristalov karbamazepina v vodi,
etanolu, izopropanolu in etilacetatu, in sicer za sedem razli¢nih kokristalov karbamazepina.

Rezultati so dali od 2-krat do 152-krat vecjo topnost kokristalov od Ciste oblike
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ucinkovine. Dokazali so tudi, da je topnost kokristalov proporcionalna topnosti
posameznih komponent kokristala (38, 39).

Pri kokristalu fluoksetinijevega klorida je kokristal z benzojsko kislina slabo topen,
kokristal s fumarno kislino rahlo bolje topen, kokristal z jantarjevo Kislino pa je dvakrat
bolj topen, nato se pretvori v stabilno obliko in doseZe ravnotezno topnost Ciste oblike (10).
Tezava s topnostjo kokristalov se je pojavila pri pasji hrani: leta 2007 je FDA prejela
veliko pritozb lastnikov domacih zivali, ker so Stevilne poginile, in sicer zaradi hrane.
Odpovedala so jim ledvica. Zadevo so raziskali in ugotovili, da zastrupitev povzrocata dve
relativno netoksi¢ni substanci — melamin in cianuri¢na kislina, obe v hrani prisotni v
manjsi koli¢ini kot je toksi¢ni odmerek. Raziskave so pokazale, da je kokristal melamin :
cianuri¢na kislina = 1:1 prakti¢no netopen v vodi in zato pride do obarjanja kokristala v

ledvicah, s tem pa do zamasitve ledvi¢nih tubulov (33).

1.4.3. Hitrost raztapljanja

Zdravilna uc¢inkovina se mora iz trdne farmacevtske oblike najprej raztopiti v telesnih
tekocCinah, preden se lahko absorbira iz gastrointestinalnega trakta. Pogosto je vzrok nizke
bioloske uporabnosti slaba topnost kot posledica pa tudi slaba absorpcija skozi epitelne
celice gastrointestinalnega trakta. Tako so topnost, hkrati pa tudi hitrost raztapljanja in
permeabilnost zelo pomembne lastnosti zdravilne u¢inkovine za njeno uéinkovitost (41).
Na vecjo hitrost raztapljanja lahko vplivamo z zmanjSanjem velikosti delcev - s tem
zveCamo povrSino delcev, s tvorbo vodotopnih kompleksov, z dodatkom povrSinsko
aktivnih snovi doseZzemo solubilizacijo, z derivatizacijo ZU kot je tvorba soli, s spremembo
trdnega stanja ZU za izboljSanje raztapljanja (sem spada tudi tvorba kokristalov) ter s
tvorbo trdnih disperzij. Velikost delcev je zelo pomembna lastnost tako za raztapljanje kot
za absorpcijo (42).

Hitrost raztapljanja lahko opiSemo z Noyes—Whitney-evo enacbo :

dW  DA(C,-C)
dt L

L . . L C .
Kjer je "« hitrost raztapljanja, A je povr$ina trde snovi, ki je na razpolago za raztapljanje, C
je koncentracija trdnega v nasi¢enem mediju, Cs je nasi¢ena topnost ucinkovine, D je

difuzijski koeficient u¢inkovine, L je debelina difuzijskega sloja, ki je blizu povrsine delca,
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C je koncentracija u¢inkovine, raztopljene v ¢asu t. Povr$ina u¢inkovine, ki je na voljo za
raztapljanje, je odvisna od velikosti delcev ucinkovine in sposobnosti za mocljivost.
Velikost delcev je kritiCen parameter za hitrost raztapljanja in je odvisna od pogojev
kristalizacije (kokristalizacije) ter metode priprave (ko-)kristalov (15).

Studije so pokazale, da je profil raztapljanja kokristala celekoksib-nikotinamid (43)
odvisen od medija raztapljanja ter dodanih farmacevtsko sprejemljivih pomoznih Snovi.
Raztapljanje kokristala z ionizirajo¢o ucinkovino indometacin-saharin je bilo odvisno od
jakosti pufra v vodnem mediju (5).

Na hitrost raztapljanja vpliva tudi pH medija. Testira se topnost ucinkovine, ki ionizira v
vodi, in sicer ¢e ima od pH odvisno topnost ter ¢e je medij nepufrana vodna raztopina ali
kar sama voda (5, 7, 10). V pufrani raztopini pa je povecana topnost zdravilne u¢inkovine
kokristala lahko posledica tvorbe bolj topnega kompleksa, slabSa topnost pa je lahko
posledica doseganja topnostnega produkta kokristalov zaradi raztapljanja kokristalnih
komponent (44). Ce ima kokristal vi§jo ali nizjo temperaturo talii¢a od tali§éa Ciste ZU,
lahko sklepamo na SibkejSe ali moc¢nejSe medmolekulske povezave, to pa vpliva na hitrost
disociacije kokristala in s tem na hitrost raztapljanja (7). Na psih so delali
farmakokineti¢ne Studije, s katerimi so potrdili, da lahko z ustrezno kokristalizacijo slabo
topne in dobro permeabilne zdravilne u€inkovine pove¢amo njeno topnost in se ta hitreje
raztaplja. S tem pa zboljsamo njeno absorpcijo in biologko uporabnost. Slo je za (2-[4-(4-
kloro-2-fluorofenoksi)fenil]pirimidin-4-karboksamid, potencialno ucinkovino), blokator
natrijev kanal¢kov, ki je kot kokristal z glutarno kislino izkazovala tako dobre lastnosti

(36).

1.4.4. BioloSka uporabnost

Bioloska uporabnost (BU) je deleZ odmerjene zdravilne u€inkovine, ki je na razpolago v
neposredni obliki v sistemskem krvnem obtoku. Pri razvoju zdravil potekajo mnoge
raziskave na Zzivalih. Pri njih je bioloska uporabnost pomemben parameter, ki ga je treba
upostevati pri nacrtovanju nove ucinkovine ali pri pripravi nove farmacevtske oblike.
Rezultati teh $tudij so zelo pomembni in v veliko pomo¢ pred prehodom na testiranje na
ljudeh. Za testiranje BU uporabljamo naslednje zivalske vrste: podgane, zajce, pse, prasice

in opice. Pri relativnih in primerjalnih $tudijah bioloSke uporabnosti merimo koncentracijo

.....
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Farmakokineticne Studije na psih so pri raziskavi ucinkovine iz drugega razreda
biofarmacevtske klasifikacije pokazale, da lahko pri slabo topni in dobro permeabilni
ucinkovini s tvorbo kokristala izboljSamo raztapljanje, absorpcijo ter biolosko uporabnost
v primerjavi s ¢isto u¢inkovino (36).

Tudi pri raziskavi flavonoida kvercetina so z raziskavo potrdili vi§jo biolosko uporabnost s
tvorbo kokristala. Kot ¢ista u¢inkovina je slabo topen, vsi Stirje pripravljeni kokristali,
kvercetin : kofein, kvercetin : kofein:metanol, kvercetin : izonikotinamid in kvarcetin :
teobromin dihidrat, pa izkazujejo veliko veéjo topnost, dokazana pa je bila tudi visoka

absorpcija. Tako je bila doseZena 10x vi§ja bioloska uporabnost ué¢inkovine (45).

1.4.5. Higroskopnost

V kokristalu so molekule povezane v enotno kristalno reSetko, in sicer s
komplementarnimi funkcionalnimi skupinami in vodikovimi vezmi. V nekaterih primerih
to inhibira vgradnjo molekule topila v kristalno reSetko, ki prav tako temelji na
komplementarnosti sistema (5). Stabilnost trdne ucinkovine ali farmacevtske oblike v
pristnosti atmosferske vlage je zelo pomembna za farmacevtsko industrijo, tudi zaradi
nezelene tvorbe hidratov med procesi izdelave, shranjevanjem in transportom. Kokristale
lahko oblikujemo tako, da ne tvorijo hidratov in solvatov. Narejene so bile raziskave
kokristala indometacin : saharin v stehiometrijskem razmerju 1:1 in njegovo
higroskopnostjo. Pri merjenju dinami¢ne sorpcije vlage se je izkazalo, da kokristal veze
zanemarljivo koli¢ino vode (< 0,05 %) pri 95 % relativne vlaznosti, medtem ko ¢ista oblika
veze 0,07 %, fizikalna zmes indometacina in saharina pa 0,10 % (40). Tako ima v tem
primeru kokristal najboljSe lastnosti, saj je najmanj higroskopen. Vendar ta pojav ni
pravilo. Tako je bilo pri drugi raziskavi ugotovljeno, da kokristal kofeina in oksalne kisline
ni higroskopen, medtem ko kokristal kofeina z malonsko in maleinsko kislino veze vodo,

pri tem pa kokristal razpade in nastane hidrat kofeina (46).

1.4.6. Kemijska stabilnost

V dolo¢enih primerih tvorba Kokristala zve¢a kemijsko stabilnost ZU, ¢e je stabilnost 0z.
nastanek razpadnega produkta pogojena z doloceno konformacijo molekule v trdnem
stanju. Primer je molekula karbamazepina, kjer je fotokemijska stabilnost molekule

odvisna od strukture kristala in razporeditve molekul v njem. Tako je zaradi spremenjene

11
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konformacije molekule v kokristalu izboljSana kemijska stabilnost te ZU in preprecena

fotodegradacija karbamazepina s spremembo konformacije (5).

1.4.7. Mehanske lastnosti

Pomembni lastnosti trdnih kristalnih snovi sta tudi oblika kristalov in velikost delcev ZU,
ki lahko vplivajo tudi na razvoj in proces izdelave zdravil (preto¢ne lastnosti, stisljivost,
sedimentacija, hitrost raztapljanja) (47). Ker je spremenjena notranja struktura kristala, se
lahko spremeni tudi zunanja oblika in morfologija in s tem mehanske lastnosti delcev, s
tem pa se moramo pri tem zavedati, da ima velikost delcev velik vpliv na postopek
kristalizacije (47, 48). Razlicne mehanske lastnosti delcev lahko priCakujemo pri
kristalizaciji in kokristalizaciji norfloksacina, ki tvori v prisotnosti saharina sol
norfloksacinijevega saharinata dihidrata. Hkrati pri enakih pogojih nastanejo kokristali
norfloksacinijev saharinat : saharin (kokristal soli in nevtralne molekule) (9).

Boljse mehanske lastnosti (predvsem plasti¢nost in elasticnost) so bile potrjene tudi v
diplomski nalogi pri kokristalizaciji flukonazola z glutarno, maleinsko, fumarno ali

salicilno kislino (51).

1.4.8. Polimorfizem kokristalov

Polimorfi imajo lahko razli¢ne fizikalne in kemijske lastnosti. Obstajajo tudi polimorfi
kokristalov z razli¢nimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi (49).

Raziskovalcem je uspelo pripraviti kokristal benzojske kisline in natrijevega benzoata
(slika 5). Hitro izhlapevanje privede do nastanka novega kokristala (B) v stehimotetrijskem
razmerju 2 benzojska kislina : 1 natrijev benzoat. Termodinamske razlike med novim in
starim polimorfom so v strukturi molekul. Pri sobni temperaturi je nova oblika B
metastabilna (49).

Slika 5: Kokristal A benzojska kislina : natrijev benzoat = 1:1;

oblika B kokristal 2 benzojska kislina : 1 natrijev benzoat (49).

12
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Slika 6 kaze stopnje nacrtovanja kokristalov (7).
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Slika 6: Stopnje preizkusanja ustreznosti kokristalov (7).

1.5. METODE OBLIKOVANJA (DIZAJNIRANJA) IN PRIPRAVE
KOKRISTALOV

Kokristale najpogosteje pripravimo iz raztopine, z mletjem zmesi v kroglicnem mlinu in s
kokristalizacijo iz zelo goste suspenzije. Poznana je tudi kokristalizacija s sublimacijo

sestavin, kokristalizacijo iz taline in delikvescenco sestavin pri visoki vlaznosti (28, 50).

1.5.1. Kokristalizacija iz raztopin

Kokristalizacijo iz raztopin najpogosteje izvajamo s pocasnim odparevanjem topila iz
raztopine z ekvimolarnim oziroma stehiometrijskim razmerjem koncentracij kokristalnih
komponent. Lahko uporabimo tudi drugo metodo, kjer pri vi§ji temperaturi najprej
raztopimo komponente, nato pa raztopino ohladimo ali dodamo netopilo, da potece
kristalizacija (5, 52). Pri kokristalizaciji iz raztopine je pomembno, da imata obe
komponenti podobno in dovolj veliko topnost, sicer se najprej obori samo manj topna
komponenta. Tehnike se razlikujejo po nujnosti uporabe stehiometrijskega razmerja med

komponentami, ki so prisotne v kokristalu (52). Pri metodi odparevanja topila je
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stehiometrijsko razmerje klju¢nega pomena, Se posebej kadar pustimo odpareti topilo do
suhega (18).

Rodrigez — Homedo in sodelavci so opisali tehniko, ko pade topnost kokristala pod nivo
topnosti obeh komponent zaradi dodajanja ene od sestavin raztopini. Zato se kokristal
obori iz raztopine. Tu moramo izbrati topilo, v katerem je ena komponenta presezno topna
glede na drugo. Ce tako topilo ni na voljo, lahko dodajamo raztopino bolj topne
komponente h gosti suspenziji manj topne komponente. Ta postopek privede do Zelenega
koncentracijskega razmerja, ki bo vodilo do pretvorbe neraztopljene snovi v kokristal (53).
Vendar podobna topnost ne zagotavlja uspesne kokristalizacije (15).

Priporoc¢eno je, da za kokristalizacijo uporabimo tiste ucinkovine in pomozne snovi, ki
lahko tvorijo ve¢ polimorfnih oblik. Kadar ima molekula ve¢ polimorfnih oblik, ima s tem
vecjo strukturno fleksibilnost in ni ujeta v le dolocen tip kristalne reSetke. Tako je vecja
verjetnost, da se molekula postavi v primerno konformacijo za obstoj v kristalni resetki z
drugo molekulo (50). Vendar polimorfizem ni zagotovilo, da je izbrana spojina ustrezna
komponenta za kokristalizacijo. Glavno vlogo pri tem igra jakost heteromernih
medmolekulskih interakcij (9, 54).

Pri kokristalizaciji iz raztopin pogosto nastajajo veliki in dobro oblikovani monokristali
kokristalov. Glavna prednost tu je, da lahko pripravimo kokristale tak$ne kakovosti, da so
primerni za analizo z rentgensko difrakcijo na monokristalu. Ta predstavlja
najpomembnejSo metodo za karakterizacijo strukture kokristalov. Druga prednost priprave
kokristalov iz raztopne je, da postopek predstavlja uveljavljen in u¢inkovit nacin ¢is¢enja
kokristalov (52).

Poleg nastanka kokristalov je konkurencen proces nastanek solvatov, ki so nezeleni. Na to
zelo vpliva vrsta topila. Zmesi topil, lahko preprecijo nastanek solvatov in povecajo
verjetnost za nastanek kokristalov. Pri $tudiji karbamazepama in saharina v prisotnosti do
devet razlicnih topil, ki tvorijo solvate, je bila ta teorija potrjena. Tvorba solvatov je
funkcija aktivnosti topila, ta pa je odvisna od deleza topila v raztopini. Z zmanjSano
koncentracijo topila, zmanjSamo tveganje za nastanek solvatov. Podobno se zgodi tudi, ¢e
izberemo topilo z visoko topnostjo obeh komponent kokristala. Zmes topil naj bi zmanjSala
verjetnost nastanka solvatov s katerimkoli topilom v zmesi, saj je tako aktivnost vsakega
naslednjega topila zmanjSana. V eksperimentu je kar nekaj topil kazalo manjSo molarno
topnost saharina v primerjavi s topnostjo karbamazepina. Premajhna koli¢ina saharina je

bila lahko vzrok za prevlado solvacije nad kokristalizacijo (55).
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Zmesi topil naj bi tudi izboljsale kinetiko pretvorbe posameznih komponent v skupno
kokristalno obliko. Stopnja nastanka kristalizacijskih jeder je v kar nekaj zmeseh topil visja
kot pri Cistih topilih. Vendar pa ima kokristalizacija iz kompleksne zmesi topil z
industrijskega vidika kar nekaj pomanjkljivosti. Tezko je skozi celotne proces zagotoviti in
kontrolirati popolnoma enako sestavo topil. Lahko so topila tudi toksi¢na. Kriteriji za izbor
ustreznih univerzalnih topil so aktivnost, hlapnost in viskoznost zmesi topil (55). Slika 7

kaze razli¢ne interakcije in razli¢ne procese med molekulami v raztopini (6, 11).

& Previadujejo homomerne
Q Q znotrajmolekulske interakcei

P

> D £ Q ‘Q ]’rcv]adujl.cjo .hclo_:romcfr?;_

D. .{ﬂ';""-?f . medmolekulske interakeije
'r'?ﬂo‘,' 3 Ii b 'i b

ta

Slika 7: Kokristalizacija iz raztopine: dominacija homomernih znotrajmolekulskih interakcij vodi do
rekristalizacije, dominacija heteromernih medmolekulskih interakcij vodi do kokristalizacije (6, 11).

1.5.2. Kokristalizacija z mletjem

Tvorba kokristalov v trdnem stanju temelji na mletju, in sicer pride s tem do mehanske
aktivacije komponent. Ta metoda sodi med metode »zelene kemije«, je alternativna, ker ni
prisotnih toksi¢nih topil (9). Znano je, da se z mletjem pogosto porusi kristalna resetka, s
tem nastane amorfna snov, lahko pa nastanejo tudi razli¢ne polimorfne oblike u¢inkovine
kot posledica mehanske obremenitve pri mletju. Tako so prednosti metode mletja, da je
hitra, odsotne so tezave s topnostjo komponent, ni tezav z nastankom solvatov, tako je ta
metoda bolj ustrezna pri reSetanju (screeningu) (56).

Pri dokazovanju kokristalizacije je cilj ponazoritev kristalne strukture. Z mletjem
pripravljenih kokristalov ne moremo identificirati z rentgensko difrakcijo na monokristalu.
Ta metoda namre¢ zahteva doloceno velikost kristalov, z mletjem pa preve¢ zmanjSamo
velikost delcev. Slaba lastnost je, da so ti delci manj €isti kot kokristali iz raztopin, tudi
kristalna neurejenost je zelo velika. Sprememba v stopnji kristalnosti se lahko pokaze tudi
v spremenjenjih fizikalno-kemijskih lastnostih (52).

Za uspes$no kokristalizacijo naj bi bila vsaj ena komponenta hlapna pri temperaturi mletja.

Pri mletju nastali dimeri pa naj bi imeli mo¢nejse intermolekularne vodikove vezi kot
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vsaka Cista komponenta. Kokristalizacijo v trdnem lahko izboljSamo tudi s segrevanjem
zmesi pred mletjem. Segrejemo jo na temperaturo, ki je vsaj 50 °C nizja od temperature
taliS¢a vsake posamezne komponente. Mletje lahko izvajamo v moznarju (terilnici s
pestilom) ali v kroglicnem mlinu, kjer lazje zagotovimo ponavljajoCe izvajanje in
kontrolirane pogoje. Z dodatkom nekaj kapljic topila med mletjem lahko znatno
izboljamo nastanek kokristalov. Ce je topilo ustrezne polarnosti, lahko tudi kontroliramo
nastanek polimorfov (52).

Na hitrost kokristalizacije pri amorfnih snoveh vplivajo pogoji mletja (temperatura) in
temperatura steklastega prehoda reaktantov. Pri tvorbi kokristala karbamazepin-saharinata
Zz mletjem obeh komponent kokristalizacija potece hitreje pri sobni temperaturi kot v
hladnej$ih pogojih, kjer je amorfna faza bolj stabilna (56). Ce dodamo pomozno snov z
niZjo temperaturo steklastega prehoda, deluje ta kot mehcalo, zniza namrec¢ temperaturo
steklastega prehoda zmesi, s tem pa poviSamo stabilnost molekul in hitrost kokristalizacije.
Ucinkovito mehcalo je voda, tu je tvorba kokristalov pospeSena, ¢e uporabimo hidratirano
kristalno obliko reaktanta ali kadar pri mletju uporabimo zelo majhno koli¢ino vode (5,
56). Vpliv topil na tvorbo kokristalov in njihovo primerjavo so analizirali Trash in
sodelavci, ko so dodajali nekaj kapljic razli¢nih topil zmesi kofeina in glutarne kisline
pripravljene z mletjem. Ugotovili so, da nastanejo razlicne kokristalne strukture, in sicer so
molekule obeh komponent v kristalni reSetki razlicno razporejene pri dodatku topila ali
brez njega. Predvsem so nastajale razlike pri polarnih topilih (kloroform, diklorometan,
acetonitril, voda) ali nepolarnih topilih (n-heksan, cikloheksan, heptan). Tako mletje brez
topila kot mletje s topilom predstavljata zelo ucinkoviti metodi za reSetanje pri izdelavi
kokristalov, soli in polimorfov zdravilnih u¢inkovin (57).

Kokristalizacija lahko nehote poteka tudi med razli¢nimi procesi vV proizvodnji, transportu
ali pri skladis¢enju zdravil. Ti procesi potekajo hitreje pri visji relativni vlaznosti. Zato bi
morali dodati spisku moznih pretvorb, tudi moznost nastanka kokristala k Zze poznani
tvorbi polimorfov in solvatov, ki so posledica kemi¢nih, termi¢nih in mehanskih vplivov

med izdelavo, transportom in shranjevanjem zdravil (5, 56).

1.5.2.1. Mletje brez topila

Kokristalizacija v trdnem stanju s suhim mletjem poteka po razli¢énih mehanizmih, vsak pa

vsebuje razli¢en tip vimesnega stanja. Ti so lahko molekularna difuzija, tvorba evtektika in
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kokristalizacija z amorfnim intermediatom. Vsem tem mehanizmom je skupno, da
izkazujejo poveano mobilnost in/ali visjo energijo glede na njihove zacetne kristalne

oblike. Kokristali lahko nastajajo hkrati z ve¢ od teh mehanizmov (58).

Kokristalizacija s suhim mletjem z molekularno difuzijo

Ta metoda je znacilna za nastanek kokristalov, ¢e ima ena ali obe sestavini visok parni
tlak. Kokristalizacija je hitra, poteCe tudi brez mletja ali meSanja. Velikokrat gre za
mehanizem povrSinskega premika in difuzije skozi plinasto fazo (59). Mletje zagotovi
vecjo povrS$ino in je tako difuzija olajSana. To povrSino reaktantov Se povecamo, Ce
odstranjujemo nastali produkt (60). Difuzija ni omejena le na povrSinski sloj, temve¢ lahko

prodira tud v notranjost (58).

Kokristalizacija s suhim mletjem z vmesno tekoco fazo

Kadar se uporablja ta metoda, tekoCa faza postane del produkta, ko pa se reakcija konca,
postopoma izgine kot ¢ista spojina. Osnoven primer tega mehanizma je, kadar je eden od
reaktantov pri sobnih pogojih v tekocem stanju. To pa ni skladno z osnovno definicijo
kokristalov. Kar nekaj kokristalov z vodikovimi vezmi obstaja, ki vkljuCujejo vsaj eno
tekoco komponento pri sobnih pogojih, primer je kokristal kofeina z mravljicno, ocetno ali
trifluorocetno kislino (61).

Lahko se tekocCina tudi dodaja za lazji nastanek kokristala, nevarnost pa je, da pri tem
nastane solvatna struktura. Preko tekoce faze lahko kokristalizacija poteka tudi, kadar
kokristalne komponente tvorijo podhlajen, nestabilen evtektik, ki navadno preide v
kokristal (58).

e Tvorba kokristalov hidratov:

Ce med mletjem zmesi pri izdelavi kokristalov dodamo tekogino, lahko to pomembno
pripomore k boljsi tvorbi kokristalov. Produkt lahko vsebuje topilo kot sestavni del
kokristala. Tako je ta tehnika ugodna za iskanje trikomponentnih kokristalov. V
nekaterih primerih lahko doseZemo nastanek trikomponentnega kokristala hidrata
predvsem z dodatkom vode kot tekocega reaktanta ali dodatkom kristalnega hidrata
(62).
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e Tvorba kokristala preko evtektiéne zmesi:

Ena od moZnih zmesi pri pripravi kokristalov je tudi evtekticna zmes. Evtekticna
zmes (eutektos gr.-snov z nizko temperaturo talis¢a) je razmerje komponent, ki
imajo v sistemu najnizjo temperaturo kristalizacije. Kadar gre v sistemu za
dvokomponentno zmes, tvori snov, ki jo je manj, s snovjo v prebitku evtekti¢no
zmes. V DSC diagramu opazimo pri evtekti¢ni temperaturi endotermni vrh, pri visji
temperaturi pa $e taljenje komponente v prebitku. Ce dolo¢amo entalpijo taljenja
glede na sestavo zmesi, lahko ugotovimo razmerje komponent v evtekticni zmesi
ali razmerje komponent v neznani zmesi (63).

MozZen je tudi nastanek kokristala iz predhodne evtekti¢ne zmesi. To so potrdili pri
zmesi difenilamina in benzofenona (56).

Vloga mletja pri tvorbi evtektika je dvojna: poskrbi za meSanje in za nastanek
novih povrsin reaktantov za tvorbo evtektika, hkrati pa izboljsa tvorbo kokristalov z

indukcijo kokristalnih jeder v fazi evtektika (58).

Priprava kokristalov s suhim mletjem preko amorfne faze

Ta princip poteka pri trdih snoveh, ki niso hlapne in so povezane z mo¢nimi vezmi, kot so
vodikove vezi. Amorfni intermediati lahko nastanejo kot posledica razli¢nih farmacevtskih
procesov, iz teh pa lahko nastanejo kokristali pri pogojih, ko je povecana mobilnost
molekul in njihova komplementarnost. Amorfno fazo lahko stabiliziramo, ¢e meljemo
reaktante pri znizani temperaturi. S tem je znizana mobilnost molekul in nastajanje
kokristalov poteka v manjSem obsegu (dokazano za indometacin) (56).

Temperatura steklastega prehoda amorfne snovi je zelo pomembna. Dolo¢a mobilnost
molekul in njihovo reaktivnost. Ce dodamo snov z visoko temperaturo steklastega prehoda,
deluje ta kot protimehcalo, ker se dvigne temperatura steklastega prehoda celotne zmesi,
saj je celotna mobilnost in reaktivnost molekul zveCana, s tem pa tudi moZnost
kokristalizacije (56).

Na nastanek kokristalov z mletjem poleg temperature izvedbe vpliva Se solvatna kristalna
struktura reaktantov. Pri karbamazepinu s saharinom je voda meh¢alo v kristalni resetki in
zniza temperaturo kokristalizacije. Rezultati raziskav so pokazali, da nastane amorfna
oblika karbamazepina med dehidracijo dihidratne oblike pri mletju pri sobni temperaturi.
Ker tudi mletje povzro¢a amorfizacijo, so proucevali obnasanje amorfnega intermediata pri

shranjevanju na 0 % in 75 % vlaznosti po 5 minutnem mletju pri sobni temperaturi.
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Rezultati so pokazali, da se pri vis§ji vlaznosti pospesi tvorba kokristalov. Tako absorpcija
vlage poveca mobilnost molekul in kristalizacijo amorfnega intermediata. Vzrok je tako
kot pri mletju karbamazepin dihidrata v vodi, ki ima temperaturo steklastega prehoda -138

°C in dokazano zniza temperaturo steklastega prehoda zmesi (56).

1.5.2.2. Mletje s topilom

Kokristalizacija z mletjem ob majhni Kkoli¢ini ustreznega topila je tudi perspektivna
metoda. Njene prednosti so, da je uCinkovita, lahka, poceni in zanesljiva metoda tako za
odkrivanje novih kot za pripravo Ze poznanih kokristalov. Poleg tega je ekoloSko
sprejemljiva, ker ni potrebno uporabljati velike koli¢ine topil kot pri metodi iz raztopine. Z
dodatkom majhne koli¢ine topila se poveca kinetika nastanka kokristalov in moZznost
kontrole nastanka polimorfov (52).

Raziskovalci so odkrili, da je pri dodatku ustreznega topila olajSana tvorba kokristalov in
bistveno skrajSan ¢as njihovega nastanka. Pri dodatku neustreznega topla, predvsem kjer
komponente niso topne, pa kokristalizacija ne potece (15, 36).

Pri suhem mletju, kjer je prisotna vmesna tekoca faza, se ta tekoca faza tekom
kokristalizacije pretvori v trdno. Pri mletju s topilom pa to igra kineti¢no vlogo. Topilo se
tekom kokristalizacije naj ne bi izlo¢alo, razen ¢e izhlapi. Niso pa Se dokon¢no ugotovili,
kako tekoca faza pri mletju s topilom prispeva k vecji uc¢inkovitosti mletja v primerjavi s
suhim mletjem (58). Ena predpostavka je, da ima majhna koli¢ina topila v nekaterih
primerih cCisto fizikalno vlogo, in sicer kot drsilo v reakciji, ter je tako medij za
molekularno difuzijo. Lahko pa ima narava mletja velik vpliv na potek kokristalizacije v
odvisnosti od vrste tekocCine, ki je prisotna, med drugim tudi z vplivom na tvorbo

multikomponentne reSetke (ogrodja ) (57).

Topilo kot medij za molekularno difuzijo

Raziskovalci so analizirali, kako kemijska narava uporabljene tekocine vpliva na rezultate
mletja trdnih komponent. Raziskovali so trikomponentne fazne diagrame, cimetna kislina
in nikotinamid sta bila komponenti za tvorbo kokristalov, voda ali metanol pa topilo. Fazni
diagram razloZi tezavo, ki se pojavi pri raztopinah. Ce sta komponenti za kokristalizacijo
razliéno topni, navadno nastane oborina posamezne komponente. Ce pa imata obe

komponenti kokristala podobno topnost, lahko pride do nastanka kokristala. Pri mletju z
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dodatkom topila je koli¢ina prisotnega topila zelo nizka, zato je nastanek kokristala s
termodinamskega vidika najstabilnejSa faza, ki lahko nastane (64). Predpostavljamo, da

topilo mo¢no vpliva na povecanje molekularne difuzije (65).

Primer kokristalizacije teobromina z malonsko kislino nakazuje, kako lahko mletje s
topilom prepreci teZzave s topnostjo kokristalnih komponent. 1z raztopine s tema dvema
komponentama prakticno ni bila mogoca tvorba kokristala. Pri mletju ekvimolarnega
razmerja teobromina in malonske kisline s topilom pa nastane kokristal v 20 minutah (6).

Slika 8 kaze principa priprave kokristalov (66).

raztopina A +B trdna P~ trdna
komponenta A komponenta B

kristalizacija l sejanje l mletje

primerjava:
rentgenska
pragkovna
difrakeija
monokristal kokristala <«—»  pra¥kast kokristal

Slika 8: Pridobivanje kokristalov iz raztopine ali z mletjem (35).

1.6. METODE KARAKTERIZACIJE KOKRISTALOV

V kokristalu so posamezne komponente med seboj drugace povezane in orientirane kot
sicer vsaka posamezna. Tako so za karakterizacijo kokristalov primerne vse metode, Ki
dajejo informacijo o kristalni strukturi. Ko kokristal izdelujemo, nas najprej zanima ali ta
sploh nastane. Zato uporabljamo diferen¢no dinami¢no kalorimetrijo (angl. Differential
Scanning Calorimetry - DSC), termogravimetrijo (TGA), rentgensko praskovno analizo
(XRPD), Ramansko in infrarde¢o spektroskopijo (IR). Rezultati teh metod so spektri. Ce

kokristal ne nastane, so spektri vsota spektrov ¢istih izhodnih substanc. Ce pa komponente
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po procesu priprave tvorijo novo skupno kokristalno strukturo, so ti spektri drugacni.
Vrhovi se premaknejo ali celo nastanejo novi. V DSC vidimo eno samo taliS¢e novega
kokristala, razen ¢e ostane Se nekaj Ciste komponente. V XRPD spektru nastanejo ukloni
pri kotih, ki jih v XRPD spektrih izhodnih komponent ni. V Ramanskem in IR spektru
vidimo signale, ki so posledica novih interakcij in druga¢no »fingerprint« obmocje (7, 57,
67-70).

S temi metodami pa ne moremo zagotovo potrditi prisotnosti kokristalov, saj tudi pri tvorbi
soli in solvatov nastanejo novi, edinstveni spektri. Potrebne so Se metode, ki lahko zaznajo
stopnjo prenosa protona med dvema komponentama, s tem pa podajajo informacijo o
tvorbi ionske interakcije ali vodikove vezi. Zato je za strukturno karakterizacijo kokristalov
najzanesljivejSa metoda rentgenska difrakcija na monokristalu (angl. Single Crystal X-Ray
Diffraction). Ta metoda nam daje absolutno kristalno strukturo, s tem pa moZznost da
razberemo razmerje molekul v kokristalu, prostorsko urejenost molekul in vrsto ter polozaj
interakcij v kokristalu. Tezava pa je, da za to analizno metodo potrebujemo ustrezno
velikost in kvaliteto kristala. To je pogosto problem, saj kokristali pripravljeni z mletjem
ne zadostujejo tem zahtevam in tako niso primerni za to analizo. Dobra analiza je tudi
jedrska magnetna resonanca v trdem stanju (angl. Solid-state nuclear magnetic resonance -
CP/MAS NMR), s katero lahko dolo¢amo polimorfe in razberemo interakcije v kokristalu.

Metode se dobro dopolnjujejo z rentgenesko praskovno difrakcijo (7, 57, 67-70).

1.7. FARMACEVTSKI KOKRISTALI IN INTELEKTUALNA
LASTNINA

Farmacevtska in biotehnoloska podjetja se Se posebej zanaSajo na zas¢ito intelektualne
lastnine, s tem pa hkrati zasc¢itijo prihodke od lastnih proizvodov, saj so s to panogo
povezane Stevilne regulatorne ovire, visoki razvojni stroski in vedno prisotna tveganja, da
se stroski razvoja produkta ne bodo povrnili med njegovim trzenjem. Kokristali, ki jih tvori
zdravilna u¢inkovina s tvorcem kokristala, lahko izpolnjujejo pogoje patentne zaséite (71).
Kokristalizaciji je alternativna modifikacija ZU v trdnem agregatnem stanju, tako da gre za
podobno spremembo, kot jo dosezemo s tvorbo soli, s tem pa pravno zadostijo Kriteriju

novosti za patentno zas¢ito (6).
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Farmacevtski kokristali imajo ve¢inoma enako terapevtsko uporabnost, kot jo ima Cista
zdravilna ucinkovina in je patentno zaSitena z originatorjevo prijavo. V industriji so
kokristali lahko bolj uporabni zaradi prednosti, ki jih imajo, saj kazejo v primerjavi s Cisto
zdravilno ucinkovino izboljSane fizikalno-kemijske lastnosti. Industrijska uporabnost se
nanasa tudi na izvedljivost postopka v industrijskem merilu (6).

Za farmacevtska podjetja imajo nove oblike s patentno zaséito velik pomen. To lahko
pomeni dodatno trzno prednost za podjetja, ki lahko vlozi dodatne prijave za zas¢ito novih
izdelkov na trgu in s tem Casovno podaljSano ekskluzivnost svojega izdelka na trgu oz.

omogoca generi¢nemu proizvajalcu, da pred¢asno vstopi na trg (6).
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2. NAMEN DELA

Namen diplomskega dela je raziskati, ali lahko u¢inkovine klaritromicin, hidroklorotiazid
in glibenklamid potencialno tvorijo kokristale. V raziskavi bomo z mletjem proucevali
interakcije nastetih treh uéinkovin z sedemnajstimi tvorilci kokristalov. Vse tri ZU so v
vodi zelo slabo topne. Kot tvorilce kokristalov bomo uporabili razliéne karboksilne kisline
in njihove derivate - dva amida, sol sulfimida in derivat piridina (od tega je Sest kislin
dikarboksilnih in ena trikarboksilna kislina). Uporabili bomo: nalidiksno kislino, cimetno
kislino, benzojsko kislino, salicilno kislino, adipinsko kislino, sukcinsko kislino, fumarno
kislino, glutarno kislino, oksalno kislino, maleinsko kislino, citronsko kislino, 4-
aminobenzojsko kislino (PABA), biotin, ureo, nikotinamid, natrijev saharinat in 4,4-
bipiridin. Vzorec bomo mleli brez topila in z dodatkom zelo majhne koli¢ine etanola. Za
primerjavo z dvokomponentnimi mletimi zmesmi bomo pripravili tudi fizikalne zmesi vseh
ucinkovin z vsakim tvorilcem kokristala. Pripravljene zmesi bomo analizirali z metodo
diferen¢ne dinamicne kalorimetrije (DSC), s katero bomo primerjali temperaturo taliS¢a
glede na ciste izhodne snovi, bomo analizirali Se z rentgensko praskovno difrakcijo
(XRPD). Tako bomo potrdili ali ovrgli smisel nadaljnjega raziskovanja nastanka

kokristalov klaritromicina, hidroklorotiazida in glibenklamida.
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3. MATERIALI IN METODE
3.1. MATERIALI

Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali naslednje spojine:

- klaritromicin (Sigma Aldrich Chemie, Nemcija)
- hidroklorotiazid (Sigma Aldrich Chemie, Nemcija)
- glibenklamid (Sigma Aldrich Chemie, Nemcija)

- 4-aminobenzojska kislina (PABA) (Sigma Aldrich Chemie, Nemcija)

- 4,4-bipiridin (Riedel de Haén, Nemcija)

- adipinska kislina (Sigma Aldrich Chemie, Nemcija)
- benzojska kislina (Riedel de Haén, Nemcija)

- biotin (Merck, Nemcija)

- cimetna kislina (Merck, Nem¢ija)

- citronska kislina (Sigma Aldrich Chemie, Nemcija)
- fumarna kislina (Merck, Nemcija)

- glutarna kislina (Merck, Nemcija)

- maleinska kislina (Merck, Nemcija)

- nalidiksna kislina (Sigma Aldrich Chemie, Nemcija)
- natrijev saharinat (Merck, Nem¢ija)

- nikotinamid (Merck, Nemcija)

- oksalna kislina (Merck, Nemcija)

- salicilna kislina (Sigma Aldrich, Nemcija)

- sukcinska kislina (Sigma Aldrich Chemie, Nemcija)

- urea (Sigma Aldrich Chemie, Nemcija)

topilo:

- etanol (Merck, Nemcija)

Pri eksperimentalnem delu smo uporabili naslednje aparature:

- analizna tehtnica, A-150-sx, Cobos, Spanija
- tehtnica Exacta 300 EB, Telezniki, Slovenija
- analizna tehtnica Mettler Toledo AG 245, Svica
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- vibracijski mlin Pulverisette 0, Fritsch, Nemcija

- diferen¢ni dinamicni kalorimeter Mettler Toledo Differential Scanning Calorimeter
DSC1, opremljen s programsko opremo STAR® Software v9.30, Svica

- difraktometer Philips X Pert Pro MPD

Laboratorijski pribor:
- tehtalni Colnicki, spatule, patena
- mikropipeta (100uL)

- Skarje, ura, etikete

3.2. PREISKOVANE UCINKOVINE

3.2.1. KLARITROMICIN

Klaritromicin je makrolidni antibiotik. Je semisintezni analog eritromicina - ima vecjo
obstojnost kot eritromicin. Reverzibilno se veze na 23S rRNA blizu 50S podenote, tu je
lociran peptidiltransferazni center na del, ki povzro¢i translokacijo tRNA. S tem ustavi
sintezo proteina na neki stopnji (ribosom se ne premika ve¢ po mRNA). Klaritromicin
deluje na G+ bakterije, na G- praktiéno nima ucinka. Delovanje je baktericidno ali
bakteriostati¢no (72).

Makrolidni antibiotiki so med najvarnejSimi antibiotiki in se pogosto uporabljajo za
zdravljenje v zgornjem in spodnjem respiratornem traktu, pri infekcijah mehkih tkiv
povzro¢enih z G+ bakterijami. Z njimi zdravimo legionelozo, profilakso, bakterijski
endokarditis, vnetje srednjega wusSesa, mikoplazemsko plju¢nico, gonorejo, blage
respiratorne okuzbe, sistemske okuZzbe (jetra, ledvica, prostata, mlecne Zleze)...
Klaritromicin se uporablja tudi proti gastricnemu ulkusu, Ki je povzrocen s Helicobacter

pylori v kombinaciji drugih antibiotikov (72).
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3.2.1.1. OSNOVNI PODATKI O KLARITROMICINU

IUPAC poimenovanje: (3R,4S,5S,6R,7R,9R,11S,12R,13S,145)-6-{[(2S,3R,4S,6R) -4-
(dimetilamino)-3-hidroksi-6-metiloksan-2-iljJoksi} -14-etil-12,13-
dihidroksi-4-{[(2R,4S,5S,6S)-5-hidroksi-4-metoksi-4,6-
dimetiloksan-2-ilJoksi}-7 -metoksi-3,5,7,9,11,13-heksametil-1-
oksaciklotetradekan-2,10-dion

Strukturna formula:

Molekulska formula: CasHeoNO;3 ; pKa = 12,94
Molekulska masa: 747,953 g/mol
Temperatura taliS¢a: 220 °C

3.2.2. HIDROKLOROTIAZID

Hidroklorotiazid, skrajsano HCTZ, HCT ali HZT, spada v skupino tiazidnih diuretikov, in
sicer deluje kot inhibitor Na*/CI-simporterja, ki se nahaja v distalnem tubulu. Imenujemo
jih saluretiki, ker zavirajo reabsorpcijo natrijevih, kloridnih in kalijevih ionov. S tem
odvaja tudi vodo iz telesa. Posledi¢éno zmanj$anje volumna krvi stimulira izlo¢anje renina,
kar vodi do nastanka angiotenzina in izlo¢anja aldosterona. Ta homeostazni mehanizem
omejuje ucinek diuretikov na krvni pritisk. Zaradi moznega pojava hipokaliemije se
obicajno uporabljajo v kombinaciji z uinkovinami, ki varcujejo s kalijem (72).

Tiazidi so po delovanju sibkejsi od diuretikov Henlejeve zanke (npr. furosemid), vendar se
pogosteje uporabljajo za terapijo nekompliciranih hipertenzij. Pacienti tiazidne diuretike

bolje prenasajo kot diuretike Henlejeve zanke. Klini¢ne Studije so pokazale, da uporaba
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tiazidov zmanjsa tveganje za kap in sréni napad, ki sta povezana s hipertenzijo. V terapiji
hipertenzije je zaCetni padec krvnega pritiska posledica zmanjSanega krvnega volumna
zaradi diureze, kasneje pa je hipotenzivni ucinek tudi posledica delovanja na vaskularne
gladke miSice. Posledi¢no se zmanj$a tudi izloCanje secne kisline, pojavi se lahko
hipokloremi¢na alkaloza. Prav tako tiazidi zmanj$ajo izloCanje kalcija. To je lahko
pozitiven u¢inek na kostni metabolizem pri dolgotrajni uporabi pri starejSih pacientih (v

primerjavi z diuretiki Henlejeve zanke) (73).

3.2.2.1. OSNOVNI PODATKI O HIDROKLOROTIAZIDU

IUPAC poimenovanje: 6-kloro-1,1-diokso-3,4-dihidro-2H-1,2,4-benzotiadiazin-7-

sulfonamid
Strukturna formula:
H
Cl N
H>N i@: NH

?fsﬁ afi»*s*;

0O 0 O 0O
Molekulska formula: C7HsCIN3O,4S; ; PKa1 =7,9; pKaz = 9,2
Molekulska masa: 297.74 g/mol
Temperatura taliSca: 273 - 275 °C

3.2.3. GLIBENKLAMID

Glibenklamid, znan tudi kot gliburid (v ZDA) spada v skupino peroralnih antidiabetikov,
derivatov sulfoniluree (SU). Derivati iz te skupine zapirajo kalijeve kanalcke in povecajo
obcutljivost tar¢nih celic za inzulin tudi preko povecane ekspresije transportnih proteinov
za glukozo. Uporabljajo se le v primeru ohranjene funkcije beta celic Langerhansovih
otockov trebusne slinavke (sladkorna bolezen tipa 2). Vezejo se na plazemske proteine.

Derivati SU delujejo enako kot povecana koncentracija ATP znotraj beta celic: povzrocijo
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depolarizacijo membrane in odprtje kalcijevih kanalckov ter sekrecijo inzulina. Tarca
derivatov SU so kalijevi kanalcki (vezava na beta podenote, pri I. in Il. generacija na
notranjo stran membrane, pri Ill. generacija pa na zunanjo stran membrane). Na notranji
strani membrane je afiniteta vezave vecja, saj spojine, ki se vezejo sem, delujejo dlje Casa.
Glibenklamid spada v Il. generacijo derivatov SU (72). Z delovanjem na beta celice
stimulira izlocanje inzulina. S farmakokineti¢nega vidika se mo¢no veze na plazemske
albumine, tako lahko pride do interakcij z drugimi ZU, ki se prav tako vezejo nanje.
Vecina derivatov SU se izloCan z urinom — ojacano delovanje pri starejSih in bolnikih z

renalno boleznijo (73).

3.2.3.1. OSNOVNI PODATKI O GLIBENKLAMIDU

IUPAC  poimenovanje:  5-kloro-N-(4-[N-(cikloheksilkarbamoil)sulfamoil]fenetil)-2-

metoksibenzamid

Strukturna formula:

oo o f
Hyi.. P o .J-a‘ e

ISPUYRA

|.-" H‘b'.:# "\-\.H i

'\-\..['-'-'

Cl
Molekulska formula: Ca3H2sCIN3OsS ; pKs =5,3
Molekulska masa: 494.004 g/mol
Temperatura taliSca: 173-175 °C

V preglednici | so navedeni uporabljeni tvorilci kokristalov s strukturnimi formulami,

relativno molekulsko maso, temperaturo talis¢a in pK, vrednostmi (74).

28


http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Chlorine
http://en.wikipedia.org/wiki/Chlorine
http://en.wikipedia.org/wiki/Chlorine
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
http://en.wikipedia.org/wiki/Sulfur
http://en.wikipedia.org/wiki/Gram
http://en.wikipedia.org/wiki/Mole_%28unit%29

Nina Hudobivnik

Diplomska naloga

Preglednica I: Strukturne formule uporabljenih tvorilcev kokristalov, njihova relativna molekulska masa,

temperatura talis¢a in pK, vrednost (74).

(
N N\
“OW
O O
nalidiksna Kkislina
Mr=232,235;

Tw = 229.5°C;
pK,=5.94

9]
o
N

nikotinamid
Mr =122,12;
T =128-131 °C;

@“\*’H

Mr = 148,16;
T = 133 °C;
pK, = 4,44

o
HO
OH
0

adipinska Kkislina

pK,=3.3
0
@H‘LOH

benzojska Kislina

0]

oL
OH

salicilna kislina

Mr = 146.14; Mr =122,12; Mr = 138,12;
Tw=152,1°C; Tw= 122.35°C; Tw=159,0 °C;
pKa = 4.43; pK,,=5.41; pK,=4.20 pK,=2.97
0O OH 7 — COOH
0 0 NN N
_ N\ /
HO 5n OH
NH,
citronska Kislina 4.4-bipiridin PABA
Mr = 192,12, Mr = 156,19, Mr = 137.14:
Ttal =153 OC; Ttal =110-114 OC; Ttal =187-189 OC;
pK:1=3.09; pK,=4.75; pK,= 3,27 pK,= 6,5
pK5=5.41; ’
1L 2 i
HO OH HO
H2N/C\NH2 \H/\)LOH
(@]
glutarna Kislina urea sukcinska Kislina
Mr =132,12; Mr = 60,06; Mr = 118,09;
Tia = 95-98 °C; T = 133-135°C; Tw= 184 °C;
pKa=4.31 pK,= 13,82 pKa = 4.2; pKyp =5.6;
7 0 P
;N Na* HONOH Iiio
s
AN ° o
natrijev saharinat fumarna kislina maleinska Kislina
Mr = 183,18; Mr = 116,07; Mr = 166,07;
T = 228,8-229,7 °C; T = 287 °C; Tw = 135 °C;
pKy=2,2 pKa = 3.03; pKy = 4.54; pKa = 1.93; pK,, = 6.58;
HO o} o
H HN J\NH
o} OH H H
g m " COOH
oksalna Kkislina biotin
Mr =90,03; Mr = 244,31,
T = 189-191 °C; T = 232-233 °C;
pKa= 1.25; pK,p=4.14; pK,=4.51
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3.3. METODE

Priprava vzorcev za reSetanje kokristalov z metodo mletja

Zmesi za pripravo kokristalov smo izdelovali z mletjem v vibracijskem mlinu Pulverisette
0, proizvajalca Fritsch (ldar-Oberstein, Nemcija) na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani
(slika 9). Najprej smo zatehtali ustrezni koli¢ini obeh komponent - ZU in tvorilec
kokristala sta bila v molarnem razmerju 1:1, skupna masa zmesi pa je znasala 1g. Obe
natehtani komponenti smo stresli v moznar mlina, dobro premesali in mleli 30 minut pri
3000-3600 nihajev/min, pri amplitudi 1-3 mm. Vse te kombinacije smo nato mleli $e¢ z
dodatkom kapljic topila, in sicer smo ponovno natehtanima komponentama dodali 100uL
70 % etanola.

Slika 9: Vibracijski mlin Pulverisette 0 Fritsch (75).

Priprava fizikalnih zmesi

Fizikalne zmesi smo pripravili brez mletja in vecinoma brez topila v molarnem razmerju
1:1, 1:2, 2:1, 1:3 in 3:1. Obe komponenti v ustrezno prerac¢unanem razmerju smo natehtali

in stresli v pateno, nato pa mesali s spatulo 5 minut.
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Termi¢na analiza

DSC krivulje so bile izdelane z instrumentom Mettler-Toledo Differential Scanning
Calorimeter DSC1, opremljenim s programsko opremo STARe Software v9.30 na
Fakulteti za farmacijo, Univerze v Ljubljani. Meritve so bile izvedene v duSikovi

atmosferi, pretok dusika je znasal 40 ml/min. Hitrost segrevanja ja znaSala 3K/min.

Rentgenska praskovna difrakcija

PraSkovni difraktogrami so bili posneti z difraktometrom Philips X'Pert Pro MPD.
Obmocje snemanja je znasalo 3 - 31° 2 theta. Integracijski Cas je znasal 100 sekund, korak

pa 0,033°. Meritve so bile opravljene na Kemijskem institutu v Ljubljani.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1. REZULTATI RESETANJA Z METODAMA DSC IN XRPD

V preglednici II so navedene vse mlete zmesi ucinkovine in potencialnih tvorilcev
kokristala, ki smo jih analizirali z metodo DSC in opazene interakcije. Temno osencena

polja oznacujejo zmesi, ki smo jih natan¢neje proucili z XRPD.

Preglednica I1: Uporabljene u¢inkovine in tvorilci kokristalov za pripravo zmesi ter opaZene interakcije.

klaritromicin  hidroklorotiazid  glibenklamid

nalidiksna kislina

nikotinamid
adipinska Kislina
4,4-bipiridin
natrijev saharinat

cimetna kislina

benzojska kislina
salicilna kislina

urea

biotin

4-aminobenzojska Kislina
glutarna Kislina
sukcinska kislina

oksalna kislina

citronska kislina

fumarna kislina

11111 | IIIII
11 + | | | \I | \ \II

maleinska kislina

Legenda:
_ - zanimive zmesi; poleg DSC smo posneli tudi XRPD
+ - zmesi, Ki so tudi kazale zanimive interakcije; analizirali smo jih
samo z DSC, z XRPD pa ne, ponavadi so bile prekompleksne
/ - brez zanimivih interakcij
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4.2. MLETJE ZMESI KLARITROMICINA Z NALIDIKSNO KISLINO

Aexo

klaritromicin, nemlet

___ nalidiksna kislina, nemleta

klaritromicin + nalidiksna kislina,
mleta z EtOH

TOPLOTNI TOK

klaritromicin : nalidiksna kislina,
fizikana zmes = |:1, nemleta

klaritromicin : nalidiksna kislina,
_ fizikana zmes = 1:2, nemleta

klaritromicin : nalidiksna kislina,
fizikana zmes = 2:1, nemleta

. T T T T
0 20 40 60 80 100 120

T T T T T T T T
140 160 180 200 220 240 °C

Slika 10: DSC krivulje Klaritromicina, nalidiksne kisline, mlete zmesi klaritromicin : nalidiksna kislina = 1:1
brez topila in z dodanim etanolom, nemlete fizikalne zmesi obeh komponent v razmerju 1:1, 1:2 in 2:1.

klaritromicim

—

—
—

L

Polozaj uklona (°2 Theta)

Slika 11: Praskovni difraktogrami klaritromicina, mlete zmesi klaritromicin :

nalidiksne kisline.

1 3 I i
LWV U A
klaritromicin + nalidiksna kislina
i 4 A A
11, YN | R P A YL Y Y I A N
J YAV UV UY LW UV W UV W W N ea M A
nalidiksna kislina
|
J A A
5 10 15 20 25 30 35 40

nalidiksna kislina = 1:1 in

DSC krivulja (slika 10) prikazuje zmes klaritromicina in nalidiksne Kisline. Temperatura

taliS¢a pri vseh vzorcih zmesi se zniZza pod talis¢i obeh ¢istih komponent. Za interakcije je

dovolj le meSanje, saj je temperatura talis§¢a mletih in nemletih zmesi enaka. Vrhovi pri
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mleti zmesi so bolj ostri v primerjavi z nemletimi vrhovi. Tudi etanol ne prispeva k
spremembi talisca.

XRPD graf (slika 11) prikazuje pri zmesi podoben graf, kot je vsota obeh Cistih
komponent. Nekaj novih odklonov pa vseeno nastane: uklonski kot pri 15,58 °260; 17,56
°20; 25,97 °20; 27,86 °20; 29.31 °20 in 29,93 °26. Lahko nastane nova kristalna struktura

(kokristal ali sol).

4.3. MLETJE ZMESI KLARITROMICINA Z ADIPINSNO KISLINO

Aexo

klaritromicin - nemlet

adipinska kislina - nemleta |

klaritromicin + adipinska kislina, ‘ | ‘ f
i |
mleta, brez topila - | !

- - I N/

klaritromicin + adipinska kislina. |
mleta z ELOH

TOPLOTNI TOK

klaritromicin : adipinska kislina,
fizikalna zmes = 1:1, nemleta

klaritromicin : adipisnka kislina,
fizikalna zmes=1:1, nemleta, 2x segrevana

T T T T T g T T T T T T T g T g T G T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 °C

Slika 12: DSC krivulje Kklaritromicina, adipinske Kisline, mlete zmesi klaritromicin : adipinska kislina = 1:1
brez topila in z dodanim etanolom, nemleta fizikalna zmes obeh komponent v razmerju 1:1 in 2-krat
segrevana enaka fizikalna zmes.

Slika 12 z DSC krivuljami ¢istega klaritromicina in adipinske kisline prikazuje, da je pri
mletih zmeseh taliS¢e med taliS¢ema klaritromicina in adipinske kisline, medtem ko se
fizikalnima zmesema talis¢i znizata. Glede na to bi lahko sklepali, da je zaradi interakcij
med mletjem mozen nastanek nove kristalne strukture, ki je lahko kokristal ali sol. Pri
fizikalni zmesi pa je lahko priSlo do nastanka evtekti¢ne zmesi, kar bi lahko bil mehanizem
nastanka nove kristalne strukture, ki sta jo nakazali mleti zmesi. Zato smo fizikalno zmes
analizirali Se z dvakratnim segrevanjem. Rezultat se ni spremenil, torej nismo potrdili
nastanka nove kristalne strukture preko evtekti¢ne zmesi. Se vedno obstaja moZnost tega

mehanizma za nastanek nove kristalne strukture. Etanol ne prispeva k znizanju talisca.
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Iz difraktogramov (slika 13) je razvidno, da pri mleti zmesi nastanejo novi odkloni, kar
potrjuje nastanek kokristala ali soli. Novi uklonski koti so pri: 7,40 °20; 8,26 °20; 9,91 °20;
14,60 °26; 15,70 °20 in 21,20 °26.

) Klaritromicin
I
|
I g
L
klaritromicin + adipinska kislina
| 1 | )
(I | | A
N s S MPAR e e
A ﬂ JLA A
AN TY Nwg WYY s
i adipinska Kislina
A = )L ﬂ.ﬂ\_n M A
5 10 15 20 25 30 35 40

Polozaj uklona (°20)

Slika 13: Praskovni difraktogrami klaritromicina, mlete zmesi Klaritromicin : adipinska kislina = 1:1 in
adipinske kisline.

4.4. MLETJE ZMESI KLARITROMICINA Z NATRIJEVIM
SAHARINATOM

hexo
klaritromicin, nemlet
natrijev saharinat, nemlet -
B ~ —
“ I
\
Vo
\I
th;n'm*mmtin + natrijev saharinat, mleta, brez topila "‘U-"
é o o I - TN — -
=
£
3 klaritromicin + natrijev saharinat, mleta z EtOH
8
=
klaritromicin : natrijev saharinat, fizikalna zmes=1:3, mleta z E{OH
—— ~ —
\ /
v
klaritromicin : natrijev saharinat, fizikalna zmes=3:1, mleta z E{OH - SN Is -
o — — -\/
o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 °C

Slika 14: DSC krivulje klaritromicina, natrijevega saharinata, mlete zmesi klaritromicin : Na-saharinat = 1:1
brez topila in z dodanim etanolom, z etanolom mlete fizikalne zmesi obeh komponent v razmerju 1:3 in 3:1.
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Na DSC diagramu (slika 14) klaritromicina in natrijevega saharinata opazimo pri zmeseh
dva endotermna vrhova med tali§¢ema obeh Cistih komponent. Talis¢e, ki se pojavi pri
temperaturi 117 °C verjetno pripada kokristalu oziroma soli, tali§¢e pri visji temperaturi pa
predstavlja raztapljanje prebitne komponente v talini zvrsti, ki je nastala med
komponentama. Fizikalni zmesi smo mleli z etanolom, da bi zmanjsali delce in olajsali
prehod protona, s tem pa omogocili nastanek nove kristalne strukture. Segrevanje fizikalne
zmesi v razmerju klaritromicin:Na-saharinat = 1:3, Kjer je prebitka najmanj, nakazuje, da je
v kristalni strukturi nove zvrsti ve¢ natrijevega saharinata. Tako mletje kot etanol ne
vplivata na nastanek interakcij — taliS¢e je enako.

Tudi XRPD analiza (slika 15) kaze nekaj novih odklonov, kar nakazuje nastanek nove

kristalne strukture (10,25 °26; 17,25 °20; 26,72 °20 in 33,11 °26).

klaritromicin
S 1 5| TR ST revees
klaritromicm + Na-saharmat
. | i A 1 A
\ i PR | I V||| T = 1\ | N\ . A
| || AL W NN Y A AN AV VWAAAA AN N pAnen oA A A\~

—1 Na-saharmat

5 10 15 20 25 30 35, 40

Polozaj uklona (°2 Theta)

Slika 15: Praskovni difraktogrami klaritromicina, mlete zmesi klaritromicin : natrijev saharinat = 1:1 in
natrijevega saharinata.

4.5. MLETJE ZMESI KLARITROMICINA Z NIKOTINAMIDOM

Slika 16 prikazuje zmes klaritromicina in nikotinamida, in sicer da se tako pri mletih
zmeseh kot pri nemleti fizikalni zmesi taliS¢e zniza pod talis¢i obeh ¢istih komponent.
Enako taliS¢e zmesi dokazuje, da je za nastanek interakcij v tej zmesi dovolj ze meSanje s
spatulo v ahatni terilnici, mletje ni potrebno. Tudi mletje z etanolom ne vpliva na strukturo

DSC krivulje, kar pomeni, da je v vseh primerih nastala zmes z enakimi lastnostmi. Zelo
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verjetno nastane evtekti¢na zmes. Drugi vrh v DSC krivulji zmesi predstavlja komponento
v prebitku (203 °C in 225 °C).
Na XRPD (slika 17) nismo zaznali novih odklonov v zmesi obeh komponent glede na ¢isti

komponenti, zato ne moremo trditi, da je med tema dvema komponentama nastala nova

kristalna struktura.

Aexo

klaritromicin, nemlet

nikotinamid, nemlet

A I{
klaritromicin + nikotinamid \ ‘
mleta, brez topila
M )
=
E klaritromicin + nikotinamid,
) mleta z EtOH
2 . | D —
klaritromicin : nikotinamid, !
fizikalna zmes = 1:1, nemleta
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|
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|
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Slika 16: DSC krivulje klaritromicina, nikotinamida, mlete zmesi Klaritromicin : nikotinamid = 1:1 brez
topila in z dodanim etanolom, nemleta fizikalna zmes obeh komponent v razmerju 1:1.

klaritromicin

ﬁ klaritromicin + nikotmamid
I
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|
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Slika 17: Praskovni difraktogrami klaritromicina, mlete zmesi klaritromicin : nikotinamid = 1:1 in
nikotinamida.
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4.6. MLETJE ZMESI KLARITROMICINA S 4,4-BIPIRIDINOM

Aexo

klaritromicin, nemlet

4 4-bipiridin, nemlet

— _

tromici 4 4-bipiridin ‘}
nleta, bret topila
|

klaritromicin + 4,4-bipiridin,
__mleta z EtOH

TOPLOTNI TOK

klaritromicin : 4,4-bipiridin,
fizikalna zmes = 1:1, nemleta
Akana zmes = 1: a___

klaritromicin : 4.4-bipiridin, o _ .
fizikalna zmes = 1:3, nemleta —
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Slika 18: DSC krivulje klaritromicin, 4,4-bipiridin, mlete zmesi Klaritromicin : 4,4-bipiridin = 1:1 brez topila
in z dodanim etanolom, nemlete fizikalne zmesi obeh komponent v razmerju 1:1, 1:3 in 3:1.

klaritromicim

—
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i klaritromicin + 4,4-bipiridin
f
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Slika 19: Praskovni difraktogrami Klaritromicina, mlete zmesi klaritromicin : 4,4- bipiridin = 1:1 in 4,4-
bipiridina.
Na DSC grafu (slika 18) klaritromicina in 4,4-bipiridina se nizja temperatura taliS§¢a zmesi
zniza pod tali§¢i obeh Cistih komponent. Ta nakazuje na nastanek evtektika, lahko pa da
gre tudi za nastanek nove kristalne strukture. Temperature tali$¢a zmesi so enake (108 °C).

Nastane tudi zmes, ki ima temperaturo taliS¢a med taliS¢ema cCistih komponent (218 °C in

38



Nina Hudobivnik Diplomska naloga

225 °C). Lahko gre za taljenje prebitne komponente v talini zvrsti, ki je nastala med

komponentama. Mletje in etanol ne vplivata na spremembo talisca.
Na XRPD grafu (slika 19) se pojavijo tudi novi odkloni (15,55 °26; 23,24 °20 in 28,52
°20), kar nakazuje na nastanek nove kristalne strukture.

4.7. MLETJE ZMESI HIDROKLOROTIAZIDA Z NALIDIKSNO
KISLINO

Aexo

hidroklorotiazid, nemlet

nalidiksna kislina, nemleta

hidroklorotiazid + nalidiksna kislina,
mleta, brez topila

hidroklorotiazid + nalidiksna kislina,

mleta z E{OH

hidroklorotiazid : nalidiksna kislina,
fizikalna zmes = 1:1, nemleta

TOPLOTNI TOK
A

hidroklorotiazid : nalidiksna kislina,
fizikalna zmes = 1:2, nemleta

hidroklorotiazid : nalidiksna kislina,
| fizikalna zmes = 2:1, nemleta

"

hidroklorotiazid : nalidiksna kislina,
fizikalna zmes = 3:1, nemleta
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Slika 20: DSC krivulje hidroklorotiazida, nalidiksne kisline, mlete zmesi hidroklorotiazid : nalidiksna kislina
= 1.1 brez topila in z dodanim etanolom, nemlete fizikalne zmesi obeh komponent v razmerju 1:1, 1:2, 2:1,
1:3in 3:1.

Na DSC diagramu (slika 20) zmesi iz hidroklorotiazida in nalidiksne Kisline se temperature
taliS¢a vseh zmesi znizajo pod taliS¢i obeh Cistih snovi in so enake, zato je za nastanek
interakcij dovolj meSanje brez dodatka etanola. Verjetno nastane evtektiCna zmes.
Zanimivo je, da sprememba razmerja komponent v zmesi ne povzro¢i pojava novega vrha,
ki bi predstavljal prebitno komponento v evtekti¢ni zmesi. Lahko je energija taljenja in
raztapljanja prebitne komponente v evtekti¢ni zmesi prenizka. Dodaten vrh opazimo le pri
zmesi z razmerjem u¢inkovina:pomozne nov=3:1.

V XRPD (slika 21) nismo zaznali novih odklonov, kar potrjuje ugotovitev, da med

komponentama nastane evtekticna zmes.
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Slika 21: Praskovni difraktogrami hidroklorotiazida, mlete zmesi hidroklorotiazid : nalidiksna kislina = 1:1
in nalidiksne kisline.

4.8. MLETJE ZMESI HIDROKLOROTIAZIDA S CIMETNO
KISLINO

Aexo

hidroklorotiazid, nemlet

cimetna kislina, nemleta

hidroklorotiazid + cimetna kislina, J
mleta, brez topila V

TOPLOTNI TOK

hidroklorotiazid + cimetna kislina,
mleta z EtOH

hidroklorotiazid : cimetna kislina
fizikalna zmes = 1:1, nemleta
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Slika 22: DSC krivulje hidroklorotiazida, cimetne kisline, mlete zmesi hidroklorotiazid : cimetna kislina =
1:1 brez topila in z dodanim etanolom, nemleta fizikalna zmes obeh komponent v razmerju 1:1.

Na DSC diagramu hidroklorotiazida in cimetne kisline (slika 22) imajo zmesi eno
temperaturo taliS¢a pri isti vrednosti kot cimetna kislina (135 °C). Mletje in dodatek

etanola ne vplivata na strukturo DSC krivulje. Se en vrh pa se pojavi pri visji temperaturi,
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kar najverjetneje predstavlja raztapljanje prebitne komponente (ucinkovine) v talini

pomozne snovi. Z XRPD (slika 23) nismo zaznali novih odklonov.

hidroklorotiazid
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Slika 23: Praskovni difraktogrami hidroklorotiazida, mlete zmesi hidroklorotiazid : cimetna kislina = 1:1 in
cimetna Kislina.

4.9. MLETJE ZMESI HIDROKLOROTIAZIDA Z NIKOTINAMDOM

Aexo

hidroklorotiazid, nemlet

nikotinamid, nemlet

hidroklorotiazid + nikotinamid,
__ mleta, brez topila “

hidroklorotiazid + nikotinamid,
__mleta z EtOH

TOPLOTNI TOK

hidroklorotiazid : nikotinamid, ||
fizikalna zmes = 1:1, nemleta | |
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Slika 24: DSC krivulje hidroklorotiazida, nikotinamida, mlete zmesi hidroklorotiazid : nikotinamid = 1:1
brez topila in z dodanim etanolom, nemleta fizikalna zmes obeh komponent v razmerju 1:1.
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Na DSC grafu (slika 24) zmesi hidroklororotiazida in nikotinamida zavzame temperatura
taliS¢a pri mletih zmeseh vrednost med talis¢ema obeh Cistih komponent, in sicer med 152
°C in 154 °C. Zelo verjetno gre za nastanek nove kristalne strukture (kokristala ali soli).
Fizikalna zmes ima dva vrhova. Eden je manj izrazit, ima enako talis¢e kot nova kristalna
struktura, torej Ze med mesanjem fizikalne zmesi v ahatni terilnici nastane nova kristalna
struktura. Drugi vrh se pojavi nizje, pri nekoliko vi§ji temperaturi kot je talisce
nikotinamida (115 °C).

Na XRPD grafu (slika 25) je difraktogram zmesi popolnoma nova slika in s tem kristalna
struktura v primerjavi z vsoto odklonov posameznih komponent, kar potrjuje nastanek
nove kristalne strukture (kokristala ali soli). Novi vrhovi so pri 14,12 °20; 16,23 °20; 17,26
©20; 17,63 °26; 20,15 °26; 23,73 °260; 26,60 °26; 31,32 °26; 32,94 °26 in 37,89 °26.

hidroklorotizaid

NS W | NS WY S

- hadroklorotizaid +nikotinamid

R S | D LA N AN NI \WWMW A A

nikotimamid
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Slika 25: Praskovni difraktogrami hidroklorotiazida, mlete zmesi hidroklorotiazid : nikotinamid = 1:1 in
nikotinamida.

4.10. MLETJE ZMESI GLIBENKLAMIDA Z NALIDIKSNO KISLINO

DSC diagram glibenklamida in nalidiksne kisline (slika 26) prikazuje znizano temperaturo
taliS¢a zmesi glede na taliS¢e posameznih komponent. TaliS¢e se ne razlikuje ne glede na
to, ali je zmes mleta ali ne, torej je za interakcije dovolj meSanje. Nekoliko niZje talisce
mlete zmesi z etanolom je verjetno posledica zmanjSanja velikosti delcev. Rezultat kaze,

da je med komponentama najverjetneje nastala evtekti¢na zmes.
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Tudi na XRPD diagramu (slika 27) se odkloni ne spremenijo, graf zmesi je enak vsoti
spektrov obeh Cistih komponent, kar potrjuje nastanek evtekticne zmesi med

komponentama.

"exo

glibenklamid, nemlet

nalidiksna kislina, nemleta Y

glibenklamid + nalidiksna kislina If
mleta, brez topila (

glibenklamid + nalidiksna kislina,
mleta z EtOH

TOPLOTNI TOK
|
|
|
|
|
|

glibenklamid : nalidiksna kislina,
fizikalna zmes = 1:1, nemleta

glibenklamid : nalidiksna kislina,
fizikalna zmes = 1:3, nemleta

glibenklamid : nalidiksna kislina,
fizikalna zmes = 3:1, nemleta
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Slika 26: DSC krivulje glibenklamida, nalidiksne kisline, mlete zmesi glibenklamid nalidiksna kislina = 1:1
brez topila in z dodanim etanolom, nemlete fizikalne zmesi obeh komponent v razmerju 1:1, 1:3 in 3:1.

glibenklamid
l [ | ﬂl [
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Slika 27: Praskovni difraktogrami glibenklamida, mlete zmesi glibenklamid : nalidiksna kislina = 1:1 in
nalidiksne kisline.

43



Nina Hudobivnik Diplomska naloga

4.11. MLETJE ZMESI GLIBENKLAMIDA S SALICILNO KISLINO

Aexo

glibenklamid, nemlet

salicilna kislina, nemleta

glibenklamid + salicilna kislina, ‘ |‘
mleta, brez topila ‘
|

glibenklamid + salicilna kislina,
mleta z EtOH

TOPLOTNI TOK

~ S _yk
glibenklamid : salicilna kislina, \

A
fizikalna zmes = 1:1, nemleta \‘\‘J 'l
|
- . -
™~ — ‘L
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fizikalna zmes = 1:2, nemleta ~
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Slika 28: DSC krivulje glibenklamida, salicilne kisline, mlete zmesi glibenklamid : salicilna kislina = 1:1
brez topila in z dodanim etanolom, nemlete fizikalne zmesi obeh komponent v razmerju 1:1, 1:2 in 2:1.
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Slika 29: Praskovni difraktogrami glibenklamida, mlete zmesi glibenklamida : salicilna kislina = 1:1 in
salicilne kisline.

Slika 28 prikazuje DSC krivulje zmesi glibenklamida in salicilne Kisline, Kkjer se
temperature taliS¢ zmesi zniZzale pod obe talis¢i ¢istih komponent. Tali§¢a mletih zmesi so
nekaj stopinj niZja od nemletih. Etanol ne prispeva k zniZanju taliS¢a. Najverjetneje nastane

evtekticne zmes. To najbolje potrjuje DSC krivulja z razmerjem glibenklamid:salicilna

44



Nina Hudobivnik

Diplomska naloga

kislina = 2:1, kjer opazimo dva endotermna vrhova - taljenje evtektika pri 120 °C, ki mu

sledi taljenje prebitne komponente pri 155 °C. Prav tako je XRPD graf zmesi (slika 29)

dejansko vsota spektrov ¢istih komponent, kar dodatno potrjuje nastanek evtekticne zmesi.

4.12. MLETJE ZMESI GLIBENKLAMIDA Z BENZOJSKO KISLINO

"exo

glibenklamid, nemlet

benzojska kislina, nemleta

glibenklamid + benzojska kislina,
mleta, brez topila

glibenklamid + benzojska kislina,
mleta z EtOH

AT a—
]

S —‘-\},f
. NV
glibenklamid : benzojska kislina, J

1 : 1, nemlets |

TOPLOTNI TOK

fizikalna zmes

glibenklamid : benzojska kislina, |
fizikalna zmes =3 : 1, nemleta
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Slika 30: DSC krivulje glibenklamida, benzojske kisline, mlete zmesi glibenklamid : benzojska kislina = 1:1
brez topila in z dodanim etanolom, nemlete fizikalne zmesi obeh komponent v razmerju 1:1 in 3:1.
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Slika 31: Praskovni difraktogrami glibenklamida, mlete zmesi glibenklamida :

benzojske kisline.
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DSC krivulje ¢istega glibenklamida, benzojske kisline in njunih zmesi (slika 30) kaZejo
znizanje temperature taliS¢ zmesi glede na obe komponenti tako pri mletih zmeseh kot pri
nemletih, z etanolom ali brez. Verjetno med komponentama nastane evtekticna zmes.
Rezultat potrjuje pojav drugega talilnega vrha pri temperaturi tali§¢a med obema ¢istima
komponentama, Ki je najbolj viden pri fizikalni zmesi 3:1 pri 158 °C.

XRPD graf (slika 31) je pri zmesi enaka vsoti obeh ¢istih komponent, kar potrjuje nastanek
evtektika.

4.13. MLETJE ZMESI GLIBENKLAMIDA S CIMETNO KISLINO

fexo
glibenklamid, nemlet
e R ~ f_
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V
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E glibenklamid : cimetna kislina
8 fizikalna zmes = 1:1, nemleta
= |- -
=] _
=
— _
ghibenklamud : cimetna kislina,
fizikalna zmes =1:3, nemleta
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..................................................... T
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Slika 32: DSC krivulje glibenklamida, cimetne Kkisline, mlete zmesi glibenklamid : cimetna kislina = 1:1 brez
topila in z dodanim etanolom, nemlete fizikalne zmesi obeh komponent v razmerju 1:1, 1:2, 2:1 in 1:3.

Na DSC grafu (slika 32) glibenklamida in cimetne kisline je lep primer evtekti¢ne zmesi;
temperature taliS¢ mletih in nemletih zmesi ter z etanolom in brez so enake. Talis¢e je pri
vseh vzorcih zmesi nizje od talis¢ obeh ¢istih komponent.

XRPD graf (slika 33) je pri zmesi enaka vsoti obeh ¢istih komponent, kar potrjuje nastanek
evtektika.
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Slika 33: Praskovni difraktogrami glibenklamida, mlete zmesi glibenklamida : cimetne kisline = 1:1 in
cimetne kisline.
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5. SKLEP

V diplomski nalogi smo z mletjem dvokomponentnih zmesi proucevali moznost tvorbe
kokristalov klaritromicina, hidroklorotiazida ali glibenklamida z 17-imi karboksilnimi
kislinami ter njihovimi derivati kot tvorilci kokristalov (dvema amidoma, soljo sulfimida in
derivatom piridina). Vse tri u¢inkovine, kot tudi karboksilne kisline in uporabljeni derivati,
imajo funkcionalne skupine, ki bi lahko tvorile vodikove vezi kot najpomembnejSe
interakcije za tvorbo kokristalov. V literaturi nismo nasli opisov  kokristalov s
proucevanimi zdravilnimi u¢inkovinami. Z mletjem zmesi u¢inkovine in pomoZzne snovi
ter s termi¢no analizo produktov smo izbrali 12 zmesi z obetavnimi rezultati in jih
analizirali Se z XRPD.

Pri klaritromicinu smo dokazali interakcije pri zmesi klaritromicina in adipinske kisline.
Na XRPD grafu so nastali novi vrhovi, kar pomeni, da komponenti tvorita novo kristalno
strukturo (kokristal ali sol). Tudi pri zmeseh: klaritromicin z nalidiksno kislino, natrijevim
saharinatom, nikotinamidom ali 4,4-bipiridinom smo ugotovili interakcije, ki so bile manj
izrazite. Obstaja moznost, da je nova kristalna struktura nastala v majhnem deleZzu, vendar
je njen nastanek tezji. Ker se je talis¢e zmesi znizalo pod talis¢e komponent obstaja
verjetnost, da so z nastetimi pomoznimi snovmi nastale tudi evtekti¢ne zmesi.

Pri zmeseh iz hidroklorotiazida je najbolj$i rezultat dala zmes hidroklorotiazida in
nikotinamida. Nastala je popolnoma nova struktura in prostorska ureditev molekul, saj smo
pri meritvi z XRPD dobili bistveno spremenjen spekter, kar potrjuje nastanek kokristala
oziroma soli. Pri mletju hidroklorotiazida in nalidiksne Kisline ter cimetne Kisline je
nastala evtekti¢na zmes.

Pri glibenklamidu nastane pri vseh proucevanih pomoznih snoveh evtektiCna zmes.
Temperature taliS¢ zmesi se znizajo pod taliS¢i obeh ¢istih komponent, XRPD diagrami pa
so vsota grafov obeh Cistih komponent. Te zmesi so: glibenklamid in nalidiksna kislina,
glibenklamid in salicilna Kislina, glibenklamid in benzojska kislina ter glibenklamid in
cimetna kislina.

Mletje v krogli¢cnem mlinu z dodatkom topila ali brez njega se je izkazalo za ustrezno in
hitro metodo priprave vzorcev s spremenjeno kristalno strukturo. Za potrditev novih
kristalnih struktur bo potrebno pripraviti nove vzorce v obliki monokristalov in jih

analizirati z rentgensko analizo.
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