UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIJO

MATJAZ PAJK

MAGISTRSKA NALOGA

INDUSTRIIJISKA FARMACIJA

Ljubljana, 2014



UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIJO

MATJAZ PAJK

OPTIMIZACIJA STUDIJA POJAVNIH OBLIK ZDRAVILNIHU  CINKOVIN Z
VISOKOZMOGLJIVIM RESETANJEM

THE OPTIMISATION STUDIES OF POLYMORPHIC FORMS OF AP | WITH
HIGH-THROUGHPUT SCREENING

Ljubljana, 2014



Magistrsko nalogo sem opravljal v laboratorijih dowve zdravil Krka, d.d., v
Razvoju analitike, pod mentorstvom prof. dr. Frand&ecerja in

somentorstvom dr. Mateja Smrkolja. Analizo na rengkem monokristalnem
difraktometru so izvedli na Fakulteti za kemijo kemijsko tehnologijo v

Ljubljani.

Zahvala

Krki, d.d., Novo mesto se zahvaljujem, da mi je gaida izvedbo magistrske
naloge. Zahvaljujem se vsem sodelavcem na Oddellstrakturne analize za
njihovo pom@ pri analizi vzorcev in interpretaciji rezultatoMvala prof. dr.
Antonu Medenu za analizo vzorca na monokristalneifrakdometru.
Zahvaljujem se tudi mentorjema prof. dr. Francu ¢érgs in dr. Mateju
Smrkolju za strokovno pondan kriticno oceno magistrske naloge.

Posebna zahvala pa gre mojim starSem, sestramandrefA za moralno

podporo in vso vzpodbudo med Studijem in pri nasijaj magistrske naloge.

Izjava
Izjavljam, da sem magistrsko nalogo samostojnolég®d mentorstvom

prof. dr. Franca Vreerja in somentorstvom dr. Mateja Smrkolja.



KAZALO

I U Y 1 5 TSRO PPPPTR 4
1.1, POJAVNE OBLIKE ....cooitiiiiiiiiiieiieeeemmmmn e 4
1.1.1. POLIMORFNE OBLIKE ......ccoiiiiiitiit e 5
1.1.2. PSEVDOPOLIMORFENE OBLIKE .......oitiiiiiitemriiiiiiceeeiiee e 5
1.1.3. KOKRISTALL ..ttt s 6
1.1.4. AMORFNE OBLIKE.......ottiiiiiiiiiiiimmmme e e e 6
1.1.5. POLIMORFIZEM V FARMACEVTSKI INDUSTRII. ..o 7
1.2, KRISTALIZACIJA ...t 8
1.2.1. METODE KRISTALIZCIJE ... 11
1.3.  POLIMORFNO RESETANUIE .......cociuiitecem ettt et anse e 12
1.4. VISOKOZMOGLJIIVO RESETANJE POJAVNIH OBLIK oo 14
1.5.  MODELNA ZDRAVLINA UCINKOVINA (K-2014) .....ccoveiriireiireieresiemieesieeeienns 16
2. NAMEN DELA L. e e e e e e e e e 19
3. MATERIALI IN METODE ... 20
3.1, OPREMA L 20
3.2.  MATERIALI IN KEMIKALIJE ...t 20
3.3, METODE ... e 21
3.3.1. RENTGENSKA PRASKOVNA DIFRAKCIJA.......ceceeeeeeeeeeeeeeeee e 21
3.3.2. DIFERENCNA DINAMI CNA KALORIMETRIJA ..o 23
3.3.3. TERMOGRAVIMETRCNA ANALIZA — MASNA SPEKTROMETRIJA.......... 24
3.3.4. VRSTCNA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA........c.covevererimmmeresereeeieesieneans 26
3.3.5. INFRARDECA SPEKTROSKOPIJA.......cviviuiiieeiene et 27
3.3.6. MONOKRISTALNA RENTGENSKA DIFRKACIJA ..o 28
4. EKSPERIMENTALNO DELO ....cooiiii i 29
4.1. PRIPRAVA VZORCEV ....ooiiiiiiiiiiiiiiiti ettt s s 29
4.1.1. K-2014 V DMSO ...t 29
4.1.2. K-2014 vV KLOROFORMU .....cciiiiiiiiiiitiiie e 29
4.1.3. K-2014 V 1-PrOH ... 30
4.1.4. K-2014 V ACETONU... ..ottt 30
4.1.5. PRIPRAVA NOVE KRISTALNE OBLIKE MP1 ... 30
4.1.6. PRIPRAVA NOVE KRISTALNE OBLIKE MP2 ..o 30
4.1.7. PRIPRAVA MONOKRISTALOV OBLIKE MP1......ccooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeiiee 31

4.2.  ANALIZNE METODE ...t 31



4.2.1. PRIPRAVA VZORCEV ZA XRPD V REFLEKSIISKI TEHKI.........c.cccceeeeen. 31
4.2.2. PRIPRAVA VZORCEV ZA XRPD V TRANSMISIISKI TEHIKI ..., 31
4.2.3. PRIPRAVA VZORCEV ZA DSC-ANALIZO ......otieeeiiiiiiiieieiiiiieeecee e 32
4.2.4. PRIPRAVA VZORCEV ZA TG-MS-ANALIZO.......ccviiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 32
4.2.5. PRIPRAVA VZORCEV ZA SEM-ANALIZO ..., 32
4.2.6. PRIPRAVA VZORCEV ZA IR-ANALIZO ...t 32
4.2.7. PRIPRAVA VZORCA ZA SCXRD ....ouiiiiiiitimmemss s 32
5. REZULTATI IN RAZPRAVA e 34
5.1. FIZIKALNA KARAKTERIZACIJA IZHODISCNE ZU K-2014 ......cooveveverreereene. 34
5.2.  VISOKOZMOGLJIIVO RESETANJIE ZU K-2014 ....ommeeeeeeeereeeeeeeieeeeeeeseeeeienns 36
5.2.1. KRISTALIZACIJA K-2014 1Z DMSO ......ottiiceeiiiiiiieeeeeeeeee e 36
5.2.2. KRISTALIZACIJA K-2014 IZ KLOROFORMA ..o 39
5.2.3. KRISTALIZACIJA K-2014 IZ 1-PrOH ....ooii e 42
5.2.4. KRISTALIZACIJA K-2014 IZ ACETONA ... 64
5.3. FIZIKALNA KARAKTERIZACIJA NOVIH KRISTALNIH OBL IK ZU K-2014 ....... 49
5.3.1. SEM-ANALIZA DELCEV K-2014 OBLIKE MP1 ..o 49
5.3.2. VISOKOTEMPERATURA RENTGENSKA ANALIZA OBLIKBMPL1............... 50
5.3.3. DSC-ANALIZA VZORCEV K-2014 OBLIK MP1 in MP2.......ccccccoiviiiiieiiiien. 52
5.3.4. TG-MS-ANALIZA VZORCA K-2014 OBLIKE MP2 ..o iiiiiiiiiiiiiiie 54
5.3.5. FT-IR-ANALIZA VZORCEV K-2014 OBLIK MPLINMR.........ccccviiiiiiiiiiins 55
5.3.6.  ANALIZA MONOKRISTALA K-2014 OBLIKE MP1...ccuiiiiiie e 57
B. SKILEDP ..ot e e e e e e a e e e e e aa e 59
7. LITERATUR A e e e e e e n e e e e e eaa s 61
8. PRILO G A L. et a e e e e e e e e e e e s 65

8.1. KRISTALOGRAFSKI PODATKI ZA K-2014 OBLIKO MPL......covvmiiieieeiiieeieenninnnnnns 65



Optimizacija Studija pojavnih oblik zdravilniitimkovin z visokozmogljivim reSetanjem

POVZETEK

Podrobna karakterizacija zdravilnilgimkovin in tudi pomoznih snovi v trdnem stanju je
eno najpomembnejSih poaipv farmacevtski industriji. Samo z dobrim poznajan
pojavnih oblik substanc za farmacevtsko uporabo reartahko zagotovimo ustrezne
fizikalno — kemijske lastnosti in ustrezno bioloStkxpoloZzljivost zdravilnih &inkovin v
celotnem Zzivljenjskem ciklu izdelka.

Z leti so se v kemijskem in farmacevtskem razvoyeljavili razlicni pristopi k Studiju
polimorfizma. Do Se pred nek&psa uveljavljen pristop klasiega polimorfnega reSetanja,
ki je dolgotrajen in pri katerem je potrebna velkaic¢ina materialov, v zadnjerasu vse
bolj nadome&a pristop t.i. visokozmogljivega reSetanja (HTS)awaih oblik zdravilnih
ucinkovin. HTS izvajamo na mikrotitrnih plégh, kjer je poraba materialov bistveno
manjSa kot pri klaghem polimorfnem reSetanju, hkrati pa se Stevilokpssv bistveno
povea, s tem pa tudi moznost kristalizacije novih paojawoblik zdravilnih ¢inkovin.

V okviru naloge smo princip visokozmogljivega potirmega reSetanja vpeljali v
raziskovalni proces. Mikrotitrne plds, na katerih smo izvajali kristalizacije, smo
analizirali z rentgenskim praskovnim difraktometrofri analizi rezultatov HTS smo
odkrili eno novo, do sedaj neznano pojavno oblikedeine zdravilne dinkovine (ZU) K-
2014, ki smo jo poimenovali oblika MP1. V nadaljejtasmo uspesno pripravili v@
kolicino nove oblike, ki smo jo nato fizikalno okaraki@ali Se z ostalimi analiznimi
tehnikami. S terntno obdelavo oblike MP1 z uporabo tehnike visokoteraprne
rentgenske difrakcije smo odkrili Se dodatno, ngajavno obliko ZU K-2014 (oblika
MP2). Za obe novi obliki smo ugotovili, da gre zepdopolimorfni obliki modelne ZU, ki
sta metastabilni in &asom prehajata v termodinamsko stabilno oblikoUl -2014. Za
obliko MP1 nam je s pongg monokristalne rentgenske difrakcije uspelo dmicdudi
strukturo, iz katere vidimo, da oblika MP1 pred§tad-heksanol solvat monohidrat ZU
K-2014.

Glede na to, da smo pri vpeljavi visokozmogljiveggsetanja v raziskovalni proces
kristalizacije izvajali le z metodo dodajanja ptopiil, je spekter kristalizacij in s tem

moznost odkrivanja novih pojavnih oblik Se zel@Eir
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ABSTRACT

Detailed solid-state characterization of active rptaceutical substances (API) and
excipients is one of the most important areas enpgharmaceutical industry. Only with a
good knowledge of different crystal forms of APl wan provide adequate physical-
chemical properties and adequate bioavailabilityABt throughout the product lifecycle.
Over the years the chemical and pharmaceutical la@vent enforced different
approaches to the study of polymorphism. Well disfabd approach of classical
polymorph screening, which requires a large amofimaterials and it is time consuming,
recently increasingly replacing approach of higletighput screening (HTS) of crystal
forms of API. HTS is carried out on a microplatefiere the consumption of material is
significantly lower than in the classical polymorgtreening. The number of experiments
with HTS increases significantly and also the gabsy of crystallization of the new
crystal forms of API.

In this work we have introduced the principle ofhrthroughput polymorph screening in
the research process. Microplates, on which thestaltzation was carried out, we
analyzed by X-ray powder diffractometery. When walgzed the results of the HTS, we
have discovered a new, so far unknown crystal fofrthe API K-2014, which we have
called form MP1. In the following experimetns wecsessfully prepared large amount of
new crystal form, which was then physically chasaeed also with other analytical
techniques. By the thermal treatment of form MPIngishigh-temperature X-ray
diffraction technique, we have discovered an adddi, new crystal form of the API K-
2014, which we have called form MP2. For both neystal forms we found out that they
are pseudpoymoprhic forms of API K-2014, which metastable and they convert into the
thermodynamically stable form Il of API K-2014. Bging single-crystal X-ray diffraction
we have been able to determine the crystal strei@ficrystal form MP1. From the crystal
structural data, we can see that the form MP1 hexXanol solvate monohydrate API K-
2014.

The fact that we have implemented only one crygatlbn method in the HTS process, is
the range of crystallizations and the possibilitydiscovering new crystal forms yet very

wide.
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SEZNAM OKRAJSAV

ZU — zdravilna dinkovina

XRPD (ang. X-ray powder diffraction) — rentgenska praskovna difrakcija
SCXRD f@ang. Single crystal X-ray diffraction) — monokristalna rentgenska difrakcija
HTS (@ng. High-throughput screening)— visokozmogljivo reSetanje

DSC (angDifferential scanning calorimetry) — diferer¢na dinamiéna kalorimetrija
TG-MS — termogravimetrija—masna spektroskopija

IR — infrard€a spektroskopija

SEM (ang. Scanning electron microscope) — vrstiéni elektronski mikroskop

DVS (ang. Dynamic vapor sorption) — dinaména sorpcija vlage

NMR (ang. Nuclear magnetic resonance) — jedrska magnetna resonanca

HPLC (@ng. High-performance liquid chromatography) — tek@inska kromatografija
visoke l@ljivosti

MeOH — metanol

EtOH — etanol

1-PrOH - 1-propanol

2-PrOH — 2-propanol

1-BuOH - 1-butanol

2-BuOH — 2-butanol

1-HeOH - 1-heksanol

THF — tetrahidrofuran

DMSO - dimetilsulfoksid

MIBK — metilizobutil keton
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1.UVOD

1.1. POJAVNE OBLIKE

Med pojavne oblike zdravilnih ¢inkovin (ZU) uvr&amo polimorfne oblike,
psevdopolimorfne oblike (solvate, hidrate), kolaistin amorfne faze. Verjetnost, da
dolocena zdravilna ginkovina obstaja v razinih pojavnih oblikah, je velika. Po podatkih
naj bi blizu 90 % manjSih organskih molekul obdtaja ve: kot eni pojavni obliki (1,2).
Zdravilne «inkovine (ZU) najvékrat obstajajo v obliki prostih baz ali kislin. Ruxj
problem pri uporabi ZU v obliki prostih baz ali kisv formulacijah predstavlja njihova
slaba topnost in bioloSka razpolozljivost. TopnipstbioloSko razpolozljivost ZU lahko
izboljSamo s tvorbo t.i. wikomponentnih molekulskih kristalov. Mednje sodijo
psevdopolimorfi (solvati in hidrati) in kokrista{R), v posebno skupino pa uvaino Se
soli. Med vékomponentne kristale uw&mo vse tiste kristale, ki imajo v osnovni celici
kristala poleg ZU vgrajeno Se dodatno molekuloi@h. Razltni tipi veckomponentnih

molekulskih kristalov so predstavljeni na sliki 1.
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Slika 1: Shematni prikaz razlénih tipov ve&komponentnih molekulskih kristalov

(prirejeno po 2).
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1.1.1. POLIMORFNE OBLIKE

Veliko zdravilnih &inkovin izkazuje polimorfizem (3). Polimorfizem Jjastnost snovi, da
ta kristalizira v veé polimorfnih oblikah, ki se med seboj razlikujejoo prazliéni
razporeditvi molekul ZU v osnovni celici kristala, (3-7). Med procesom kristalizacije
lahko identificiramo o0z. pogosto tudi izoliramo ¢v@olimorfnih oblik ZU, zgenSi z
termodinamsko najmanj stabilno, ki jo imenujemoi totetastabilna oblika, do kéne
termodinamsko najbolj stabilne oblike. Hitra kristacija ponavadi vodi k nastanku
termodinamsko manj stabilne oblike,¢asna pa k nastanku termodinamsko stabilne (8).
Stabilnost posamezne polimorfne oblike je odvisdan@ne proste energije. Nizja kot je
ta, bolj je polimorfna oblika stabilna. Metastalilipolimorfne oblike, ki imajo visoko
prosto energijo, le-to znizajo s prehodom v termadisko stabilno oz. stabilnejSo obliko
(1). Razléne polimorfne oblike ZU se med seboj razlikujejo kamijskih in fizikalnih
lastnostih, kot so topnost, kemijska stabilnodiSda, gostota, nasipni volumen, velikost in
oblika delcev, itd. (1, 7). Te lastnosti so airee tudi za ostale pojavne oblike.

1.1.2. PSEVDOPOLIMORFNE OBLIKE

Pri psevdopolimorfnih oblikah, kamor u¢esno solvatne in hidratne oblike, je v osnovno
celico kristala poleg molekule ZU vgrajena tudi etiaves razlicnih molekul topila (1),
kar je shematsko prikazano na sliki 1. Molekuléltopo v osnovni celici lahko prisotne v
stehiometdnem ali pa v nestehiomeatnem razmerju, zato govorimo o stehiomtith in
nestehiomettinin solvatih. Pri stehiometmih solvatih molekule topil(a) sestavlja(jo)
kristalno strukturo in je (so) kot taka(e) sestadal osnovne celice (slika 2b). Ob
desolvataciji stehiometmih solvatov vedno pride do pretvorbe pojavne abili pa do
amorfiranja ZU. Pri nestehiometnih solvatih je topilo ujeto v kani#de oz. v prazne
prostore v osnovni celici kristala med molekule @lika 2a). Za nestehiometne solvate

je zn&ilno, da se struktura ohranja ne glede na to, kdidpila se nahaja v osnovni celici.
Kolicina topila v osnovni celici je odvisna od parcigaetlaka v okolici snovi in od
temperature. Pri desolvataciji nestehionteihi solvatov se lahko zgodi, da se osnovna
celica in s tem tudi kristalna oblika ne sprem&hiem primeru govorimo o desolvatiranih
solvatih o0z. v primeru vode o dehidratiranih hidrat(10). Posebno skupino

psevdopolimorfnih oblik pa tvorijo izostrukturne eatne oblike. Med izostrukturne
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solvate oblike sodijo tiste, pri katerih osnovnéicekristala poleg molekul ZU sestavljajo
razlicne molekule topil, pojavna oblika pa, ne gledem&atero topilo je v osnovno celico
vgrajeno, ostaja enaka (10).

(a)

Slika 2: Primer pakiranja molekul pri nestehiomatem solvatu (a) in pakiranja molekul

pri stehiometkdnem solvatu (b) (povzeto po 10).

1.1.3. KOKRISTALI

Podobno vlogo kot molekule topila pri psevdopolimdr imajo pri kokristalnih t.i. inertne
molekule. Tvorba kokristalov je dobra alternativarbi psevdopolimorfov in soli posebej
takrat, ko imamo opravka z ZU, ki so Sibke bazepaliSibke kisline (1), ki izkazujejo

problematiko bodisi slabe topnosti ali stabiln@gti neustrezne procesibilnosti.

1.1.4. AMORFNE OBLIKE

Medtem ko pri kristalirinih snoveh govorimo o urejenosti dolgega dosegapameni, da
se dol@eni vzorci ureditve molekul v trdni snovi periédo ponavljajo v vseh smereh v
kristalu, pa pri amorfnirsnoveh govorimo o urejenosti kratkega dosega (Rje), so
molekule nakljgno razporejene, kar je sicer lastnost t&kq5). Amorfne snovi imajo
torej reoloske lastnosti podobne trdnim snovenuyksiirne lastnosti pa spominjajo na
tekatine (5). Topnost amorfnih snovi je ponavadi bolggh kristalingnih, kemijska in
fizikalna stabilnost pa je slabSa. Slabsa fizikabtabilnost ima lahko za posledico
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kristalizacijo ZU, ki je lahko bodisi spontana atiducirana z zunanjimi vplivi, npr.:

mehanskim stresom, poviSano temperaturo, vlago, itd

1.1.5. POLIMORFIZEM V FARMACEVTSKI INDUSTRIJI

Lastnost doldene zdravilne &inkovine, da le-ta lahko tvori oz. obstaja vcveojavnih
oblikah, je s pogleda farmacevtske industrije zedmimiva, saj vsaka pojavna oblika
izkazuje razikne fizikalno-kemijske lastnosti. Fizikalno-kemijskiastnosti raztinih
pojavnih oblik pomembno vplivajo na biolosko razmdjivost, procesibilnost in kemijsko
in fizikalno stabilnost ZU in formulacij (4). V izgb nezelenim spremembam pojavne
oblike med proizvodnim procesom in/ali shranjevamje(v roku uporabnosti)
farmacevtskega izdelka je pomembno, da lastnogivpe oblike, ki je v izdelek vstopala,
dobro poznamo in jih kontroliramo (4). Znani so matmprimeri, ko je bil zaradi
spremembe pojavne oblike in s tem posiedi spremenjene bioloSke razpolozljivosti,
potreben odpoklic farmacevtskega izdelka (posameeng ali celotnega izdelka) iz trga
(3).
Obstaja veé dejavnikov, ki lahko vplivajo na spremembo pojawtdike. Med njimi so
najpogostejSi: sprememba T, sprememba v relatilagivn prisotnost svetlobe (7). Prav
tako lahko tudi doldeni tehnoloski procesi, kot so mletje, granulirametabletiranje,
vplivajo na spremembe pojavne oblike ZU v formylgdi).
Obicajno v korgne izdelke vstopa polimorfna oblik, ki je termodimgko najbolj stabilna.
Metastabilno obliko pa v izdelkih lahko uporabimpnmerih:

* Ko je absorpcija in bioloSka razpolozljivost baljgot pri termodinamsko najbolj

stabilni obliki (1,3),
ko je potrebna visoka hitrost raztapljanja, posepej formulacijah, kjer je
potrebno hitro spr@anje ZU,
* pri procesnih tezavah v proizvodn;ji stabilne oblike

e pri patentnih omejitvah uporabe stabilne oblike, {&L).
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1.2. KRISTALIZACIJA

Kristalizacija je proces, ki je sestavljen iz¢vikorakov, in sicer prenasnja raztopine,
tvorbe kristalizacijskih jeder (nukleacije), raktistalov in Ostvaldovega zorenja kristalov
2).

Prenasienje raztopine je pogoj za ek nukleacije. O prengseini raztopini govorimo
takrat, ko je v raztopini raztopljenedsnovi, kot jo je pri doléenih pogojih okolja (T, p)
mogaie raztopiti. Prena&enje lahko dosezemo s spremembo T ali tlaka, odaayem
topila ali pa dodajanjem protitopila (12). Medsetmjodvisnost med pren&snjem in
kristalizacijo lahko opiSemo tudi z diagramomje&prikazan na sliki 3. V diagramiita a

— b prikazuje krivuljo nasgenja, ¢rta ¢ — d pa mejo med metastabilnim in labilnim

podrajem.

metastabiln pcdrogie

stabilno podrgje

T p
Slika 3: Meji nasienja in metastabilnega podja v C-T, p diagramu (prirejeno po 13).

V stabilnem podrgu do kristalizacije ne prihaja, saj je sistem rsten (taka e). V
metastabilnem podéu do spontane nukleacije ne prihaja, do nje ppaeride v primeru,
¢e raztopino ohlajamo ali pa dodajamo kristale, lizigo kot cepivo oz. kristalizacijska
jedra. Spontana nukleacija sec¢z@, ko prékamo mejo metastabilnega poé&jeo in
preidemo v labilno podige (tocka f) (14).

Nukleacija je eden najbolj krémnih korakov kristalizacije, saj je prav od nje aho, v
kateri polimorfni obliki bo ZU iz raztopine krisialrala. Je proces nastajanja
kristalizacijskih jeder iz prenasne raztopine (14). Na shemi na sliki 4 so prikazan

razlicni tipi nukleacije.
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NUKLEACIJA

|

v v
PRIMARNA SEKUNDARNA

(povzrocena z dodanimi kristali cepiva)

HOMOGENA HETEROGENA
(spontana) (povzrocena s tujimi delci)

Slika 4: Tipi nukleacije (prirejeno po 15).

Do primarne homogene nukleacije pride v primeru,vkaztopini ni prisotnih nobenih
dodanih tujih delcev ali posameznih kristalov Zlg primarne nukleacije lahko torej pride
le na meji med labilnim in metastabilnim pod&jem, kar je prikazano tudi v diagramu na
sliki 5. Ce so v raztopini prisotni tuji delci (tistot, prahu, stekla, mehikov) lahko pride
do primarne heterogene nukleacije, za katero mepat tako visoka stopnja preriasija,
tako, da lahko ta pote ze v metastablinem obijo. Do primarne heterogene nukleacije
lahko pride tudi na stenah kristalizacijske posope sprozitev nukleacije oz. kristalizacije
z drgnjenjem steklene @ik ob notranjo steno Bke (kristalizatorja). Se nizja stopnja
prenasienja pa je potrebna pri sekundarni nukleacijiy kjenasteno raztopino dodamo
cepivo, s katerim Kkristalizacijo vodimo v Zeleno esnt.j. v smer téno dolaene
kristalinicne pojavne oblike (15).

E

labilno podrogje

metastabilno podroéje

sekundarna nukleacija

_________ primarna heterogena nukleacija

-
-
_____

-
--
-

koncentracija (C)

primarna homogena nukleacija

stabilno podroéje

temperatura (T)

Slika 5: Tipi nukleacij v odvisnosti od T in C (pjeno po 15).
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Ko kristalizacijska jedra dosezejo kéitio velikost, se proces nukleacije ustavigpe pa
se rast kristalov. Skupaj z nukleacijo ima rasstiatov najvéji vpliv na kortno obliko in
velikost delcev oz. kristalov (15).

Obstaja veliko modelov, ki opisujejo rast kristaleendar nobeden izmed njih ne velja za
vse primere (15). NajpreprostejSi model rastitkts/ je predstavljen na sliki 6. Pri tem
modelu enota rasti kristala (gradnik, t.. molekud@om, ion) (polozaj A) difundira na
povrSino rastéega kristala, od tu nato potuje po povrsSini kigstéo polozaja kjer se lahko
vgradi v kristalno reSetko (polozaja B, C). Endatr kristala se v rastokristal vgradi na
mestu, Kjer je energija za pripenjanje najnizjddpaj C) (16), navadno na mesto, kjer je v

najmanjSi mozni meri njena povrsina brez stikataloai gradniki kristala.

D

2

Slika 6: Idealiziran model rasti kristala na powr3e-tega (povzeto po 16).

Vendar pa posploSeni model za&w® primerov realnih rasti kristalov ne velja, sajgjo
kristali na povrSini nepravilnosti oz. defekte. Zmjasnjevanje rasti teh Kkristalov
uporabljamo model BCF (Burton-Carbrera-Frank) dstrkristalov pojasnjuje s t.i. vijao

dislokacijo in je prikazana na sliki 7 (16).

- 3|

Slika 7: Shematni prikaz vijane dislokacije po modelu BCF (prirejeno po 16).

10
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1.2.1. METODE KRISTALIZCIJE

Izbira metode kristalizacije ima pomemben vplivpgavno obliko, ki jo bomo na koncu
izolirali iz procesa kristalizacije. 1z tega sledia pri polimorfnem reSetanju ¢réujemo
poskuse tako, da zajamertion SirSi spekter metod kristalizacije. Med pogastemetode
kristalizacije uvr8amo:

- kristalizacija z ohlajanjem raztopine,

- kristalizacija z odparevanjem topila,

- precipitacija,

- sprememba kristalne oblike kot posledica segreyanja

- kristalizacija iz taline,

- sublimacija,

- izsoljevanje,

- sprememba v pH,

- liofilizacija (8).

Na sliki 8 so prikazane metode kristalizacij izitapn kristalizacij v trdnem v odvisnosti
od ¢asa kristalizacije. V odvisnosti od izboratimea kristalizacije lahko predvidimo, ali bo
ZU kristalizirala v stabilni ali pa metastabilni Ipoorfni obliki. Hitra kristalizacija

ponavadi vodi k nastanku metastabilne oblike, nmadte s pdasno kristalizacijo dobimo

oblike, ki so termodinamsko stabilne, kar je priaa na sliki 8.

11
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OHLAJANJE TALINE
IZPOSTAVITEV HLAPOM TOPILA | |
IZPOSTAVITEV VISOKI ALI NIZKI MURTIERS
RELATIVNI VLAGI | SUBLIMACIJA

TEMPERATURNI CIKEL STISKANJE

kristalizacija v trdnem ~ Lkristalizacija iz topila

Slika 8: Shema kristalizacij v trden in iz topibdvisnosti odtasa kristalizacije (prirejeno
po 2, 17).

Pri metodah, kjer uporabljamo razia topila oziroma mesSanico le-teh, je zelo pomembno
katera topila izberemo, saj mora biti ZU v njih kKgsko stabilna. Pomembno je tudi, da je
topnost ZU v kristalizacijskem topilu ravno praw&nin sicer je optimalno, da je le-ta v
obmatju med 10 in 100 mg/miCe je topnost prenizka, ima to za posledico nizke
izkoristke, ce pa je previsoka, se lahko viskoznost raztopine tpovea, da je
kristalizacija zaradi tega zelo gasna, kar ima lahko za posledico, da dobimoc¢ikbn
produkt v obliki gela. Metodi kristalizacija iz taé in sprememba kristalne oblike kot
posledice segrevanja sta sprejemljivi le v primeda, je ZU termino stabilna pri
temperaturi tali& oz. v temperaturnem obijo polimorfnega prehoda oz. pretvorbe, kar

pomeni, da pri teh temperaturah kemijsko ne razp@da
1.3. POLIMORFNO RESETANJE

V zaetni fazi razvoja ZU je pomemben korak tudi izglaen identifikacija vseh oz. vsaj

vecine potencialnih polimorfnih in pseudopolimorfnilblik ter amorfne oblike dokene

12
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ZU. Ce imamo v razvojni fazi tako neionizirane ZU, fpjoste kisline oz. baze, kot

razlicne soli in kokristale, je potrebnom SirSe proditi tudi njihove pojavne oblike. Pri

tem je pomembna je njihova fizikalno-kemijska kaesizacija na podlagi katere nato

izberemo obliko, ki je s statia kemijskega in farmacevtskega razvoja najbolj prima (1,

8).

Razlicne polimorfne oblike lahko nastanej® spreminjamo pogoje kristalizacije (8). Z

namenom izdelave Siroke palete moznih pojavnihkobé lahko posluzujemo tehnike

polimorfnega reSetanja (angplymorph screening). Dodatno si pri napovedovanju moznih

pojavnih oblik posamezne ZU lahko pomagamo tudiazumalniSkimi metodami. V

preglednicah | in Il so podane procesne spremémljim parametri kristalizacije, katere

lahko pri polimorfnem reSetanju spremljamo in sprgamo.

Preglednica I: Spremenljivke glede na vrsto pojanioiéke (prirejeno po 2, 18).

SPREMENLJIVKE GLEDE NA VRSTO POJAVNE OBLIKE

POLIMORFI / SOLVATI

SOLI / KOKRISTALI

topilo / kombinacija topil tip protiona
stopnja prenasenja kislinsko / bazno razmerje
vrste dodatkov topilo / kombinacija topil

koncentracija dodatkov

topilo / kombinacija topil
(vrstni red dodajanja topil)

stopnja prena&enja

vrste in koncentracija dodatko

L

pH
ionska mo
Preglednica Il: Procesne spremenljivke (prirejea@pl8).
PROCESNE SPREMENLJIVKE
v PRETVORBA YV OSTALE
TERMICNE | PROTIOPILA | [ZHLAPEVANJE SUSPENZIJI SPREMENLJIVKE
hitrost . vrsta hitrost izhlapevanja vrsta topila hitrost anga
segrevanja
hitrost hitrost
S dodajanja ¢as izhlapevanja inkubacijska T oblika in tip meSa
ohlajanja A
protitopila
. T pri , R
maksimalna . Do . . oblika kristalizacijske
dodajanju nosilni plin inkubacijskicas
T NS posode
protitopila
inkubacijska| c¢as dodajanja razmerje med oo
o . temperaturni cikli
T protitopila povrsino in V
inkubacijski
cas

a

13
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Pristopi k polimorfnemu reSetanju so raali Odvisni so od fizikalno-kemijskih lastnosti
ZU (8). Po Hilfikerju (8) naj bi vsako polimorfne@$etanje vsebovalo naslednje elemente
oz. faze:

- izhodi&no obliko ZU je potrebno podrobno okarakterizimtinaliznimi metodami,
med katere sodijo: XRPD, IR, TG-MS, DVS, Raman, NMRztapljanje,
elektronska mikroskopija, HPLC,

- uporaba visokotemperaturne dp& mikroskopije, pri kateri hitro dobimo
informacijo, ali je ZU podvrzena polimorfnemu predmgu, ki je posledica
poviSane T,

- pravilna izbira topil in ustreznih metod kristalizje izboljSuje moznosti za
detekcijo novi polimorfnih oblik. Pomembno je, debéremo topila z razinim
lastnostmi, kot so npr. polarnost, proton akcep®isz. proton donorske lastnosti,
viskoznost,

- karakterizacija hidratnih oblik s tehniko DVS,

- uporaba kromatografskih metod za detekcijéistet, ki lahko imajo kljgen vpliv
pri nukleaciji in kristalizaciji novih kristalnihldik ZU,

- pri kristalizaciji iz raztopin je potrebno izbratim SirSi nabor topil im SirSim
spektrom njihovih lastnosti in pripraviti zmesitieh, s¢éimer se povéa verjetnost
za detekcijo novih polimorfnih oblik,

- izbrati je potrebno ustrezne kristalizacijske metod

- iz nabora novih polimorfnih oblik je potrebno izbriaste, ki so iz farmacevtsko
tehnoloSkega statia perspektivne, in jih podrobno in natan analizirati (8).

Slabosti klaginega polimorfnega reSetanja sta predvsem velikabomaterialov ter

¢asovna potratnost (8).

1.4. VISOKOZMOGLJIVO RESETANJE POJAVNIH OBLIK

Z visokozmogljivim reSetanjem (HTS) se izognematipsai porabi materialov, poleg tega
pa v veliko krajSentasu pridobimo mnogo ¥epodatkov kot pri klagshem polimorfnem

reSetanju. Pri HTS je torej velik poudarek na awttraciji in minituarizaciji poskusov.
Kljub temu da poskuse lahko izvajamo vzporedno itnohje potrebno le-te smiselno

14
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nartovati. Pri HTS velja pravilo, da visokozmogljiveeSetanje ni nadomestilo za
razmisljanje oz. natovanje poskusov (8).

Visokozmogljivo reSetanje vklfiwje izbiro nd&ina in pogojev kristalizacije, izvedbo
kristalizacije, izbor metod za analizo vzorcev (XBRRaman mikroskop, itd.) in obdelavo
pridobljenih podatkov (4). HTS uporabljamo takoiglkkanje novih pojavnih oblik ZU kot
tudi za raziskave stabilnosti dékne pojavne oblike v smislu déltve robnih pogojev
kristalizacije in stabilnosti procesa.

Poskuse pri polimorfnem HTS ponavadi izvajajo naifi@ranih mikrotitrnih plogah s
96-imi kristalizacijskimi vdolbinami in volumni pasnezne vdolbine med 100 in 200 pl
(8). V uporabi so tudi mikrotitrne plé8 s 384 kristalizacijskimi vdolbinami, pri katerih
znasa volumen vdolbine med 30 in 100 pl, in oS 1536 kristalizacijskimi vdolbinami,
pri katerih znaSa volumen vdolbine med 2,5 in 10Rtl pove€anju Stevila mikrotitrnih
vdolbin se velikost mikrotitrnih pl@ne spremeni (19). Mikrotitrne pl&s z razlénimi

Stevili filtrnih vdolbin so prikazane na sliki 9.

Slika 9: Primeri mikrotitrnih ploSs 96, 384 in 1536 filtrnimi vdolbinami (povzeto {6).

Mikrotitrne plo&e morajo biti oblikovane tako, da jih lahko zapaoredinaliziramo z e
analiznimi tehnikami. Pri pripravi vzorcev na miktmih plo&ah moramo biti posebej
pozorni na prepkevanje navzkrizne kontaminacije vzorcev. Razdalgd posameznimi
vdolbinami je namr& zelo majhna, tako da lahko navzkrizna kontamiaaggstane velik
problem (8).

Najbolj pogosto uporabljeni tehniki pri analizi vzev pridobljenih pri polimorfnem HTS
sta rentgenska praskovna difrakcija v transmisifskiniki in Ramanska analiza (8, 18).
Obe analizni tehniki imata svoje prednosti in tgthbosti. Glavna prednost Ramanske
analize vzorcev je predvsem v tem, da’@s analize vzorca v primerjavi z rentgensko

difrakcijo nekoliko krajSi. Poleg tega pa je potnalkoliina vzorca pri tej analizi manjSa
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kot pri rentgenski difrakciji, saj je za analizovddj Zze en kristal ZU. Slabost Ramanske
sprektroskopije pa se izrazi v primeru obarvanilorgev (18). Pri rentgenski analizi
vzorceVv najveji problem predstavlja premajhna ali prevelika kivla izpadlega produkta v
filtrnih vdolbinah, vpliv preferetne orientacije v primeru, ko izpadejo veliki kristan
problem kristalizacije na stenah filtrnih vdolbmse to se v difraktogramih lahko odraza v
visokem ozadju, premiku dalenih uklonov ali celotnega difraktograma, v asimietr
uklonov ter v pojavu ram ob karaktertstih uklonih (20). Pri rentgenski analizi
mikrotitrnih plo& imajo pomembno vilogo tudi pravilne nastavitve aktometra. Obliko
rentgenskih Zarkov je potrebno z rezami omejitiotalla ti padajo izkljtno skozi eno
flitrno vdolbino naenkrat. Pred analizo je prav dagotrebno téno definirati polozaj
mikrotitrne ploge, ki se nahaja med rentgensko cevjo in detektorfgenje njen polozaj
nap&en, se to v difraktogramu odraza v zamiku detega dela difraktograma. Pri
obdelavi in interpretaciji rezultatov pridobljenthHTS, je zelo pomembna tudi kéitia
ocena izkuSenega analitika, Se poseaieepri obdelavi uporabljamo klaster analizo.

1.5. MODELNA ZDRAVLINA U CINKOVINA (K-2014)

Za modelno zdravilno dinkovino je v literaturi znanih \e polimorfnih, predvsem pa
veliko pseudopolimorfnih oblik. Do sedaj znane taise oblike so zbrane v preglednici
1.

Preglednica lll: Pregled v literaturi znanih krisid oblik modelne ZU.

patentna prijava oblike
mono (MeOH) solvat, mono (EtOH) solvat
patentna prijava St. 1 mono (1-PrOH) solvat, (podatki tudi za
obliko I1)

patentna prijava St. oblika 11, (podatki tudi za obliko I)

oblika I, oblika Il, mono(metilenklorid)
solvat

brezvodna oblika I, brezvodna oblika Il
dihidrat D, (podatki tudi za oblike I, Il in
dihidrat B)

dihidrat B, dihidrat D, dihidrat E, (podatki
tudi za obliko 1, obliko II)

brezvodna oblika Ill, oblika V- enaki XRD
patentna prijava St. 7 podatki kot oblika I, oblika V, (podatki tudi
za obliko I, obliko I1)

monohidrat-1, dihidrat-I, oblika Il iz
acetonitrila, oblika | iz diklorometana

patentna prijava St.

patentna prijava St.

g (B W N

patentna prijava St.

patentna prijava St. 6

patentna prijava St. 8
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patentna prijava St. 9

oblika X — enak difraktogram kot dihidrat E

574

patentna prijava St. 10 dihidrat-1l, (podatki tudi za obliko II)

patentna prijava St. 11 oblika X — enak difraktogram kot dihidrat E

patentna prijava St. 12 brezvodna oblika |

patentna prijava St. 13 oblika VI
(metilenklorid) voda solvat, (DMSO) voda

patentna prijava St. 14 solvat, (podatki tudi za obliko 1)

patentna prijava St. 15 brezvodna oblika |
acetonitril/metilenklorid/voda solvat,
acetonitril/'voda solvat, 2-PrOH solvat,

patentna prijava St. 16 metilenklorid solvat IA, metilenklorid solvat
IB, oblika A

patentna prijava &. 17 oblika'G, oblika.H, oinkq J, oblika K, oblika
Q, oblika S, oblika X, oblika Y

patentna prijava St. 18 cistost brezvodne oblike |

patentna prijava St. 19 amorf

patentna prijava St. 20 oblika |

patentna prijava St. 21 soli K-2014 (ni polimorfnih podatkov)

patentna prijava St. 22 acetat, oblika |

patentna prijava St. 23 oblika I, oblika Il

patentna prijava St. 24 dihidrat C

patentna prijava St. 25 brezvodna oblika |

patentna prijava St. 26 oblika X

patentna prijava St. 27 brezvodna oblika |

patentna prijava St. 28 brezvodna oblika |

patentna prijava &t. 29 soli S ma_llginsko, fum_arno, _salicilno,
acetilsalicilno, benzojsko kislino

patentna prijava St. 30 voda/THF solvat

patentna prijava St. 31 oblika E

patentna prijava St. 32 hidrat 3, dihidrat 4

patentna prijava St. 33 brezvodna oblika |

patentna prijava St. 34 brezvodna oblika |

patentna prijava St. 35 brezvodna oblika |

patentna prijava St. 36 brezvodna oblika |

patentna prijava St. 37 sol v obliki amorfnega pamoata

D

at,

¢lanek st. 1 amorf
oblika I, dihidrat B, dihidrat D, dihidrat E,
¢lanek st. 2 vi§ji hidrat
brezvodne oblike I, II, Ill, hidratne oblike pq
« < raztapljanju ZU v razregkni HCI, etilacetatu
¢lanek st. 3 ; : .
etilacetatu/toluen, aceton in po suspendiranju
v vodi
danek &. 4 etanol _solvat Qihidrat,butanol solvat
' monohidrat, diklorometan solvat
danek &. 5 monoacetat, 2-P_rOH hemisolvgt monohidr
' 2-propanon hemisolvat monohidrat
¢lanek st. 6 2-PrOH disolvat
¢lanek st. 7 metanol solvat
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¢lanek st. 8 metanol solvat monohidrat

etilacetat, MeOH solvat, EtOH solvat, 1-
PrOH solvat, 2-PrOH solvat, acetonitril
solvat, THF solvat, kloroform solvat,
diklorometan solvat

dimaleat monofumarat, p-Aminobenozoat
hemihidrat, hidrogenmalonat, benzen
salicilat, etanol monohidrat form II, etanol
hidrat form |, acetonitril monohidrat,
nitrometan monohidrat, nikotinat, dimaleat
monomaleat, malonat

¢lanek St. 9

¢lanek st. 10

Pregled kristalnih oblik je pripravljen po podatkipatentnih prijav irflankov modelne

ZU K-2014 (21 - 67).

Oblike 1, 1 in 11l so brezvodne oblike K-2014. Qkill in 1l sta v ¢lankih, glede na patente,
ravno obratno poimenovani. Zanimivo je predvsemda,je obratno poimenovanje v
¢lanku kot prvo uporabilo isto farmacevtsko podijekjgje prvo obliki poimenovalo tudi v
patentni prijavi. V nasi nalogi bomo oblike poimeab tako, kot jih navaja patentna
prijava Stevilka 3.

Za veliko pojavnih oblik ZU K-2014 so poznani tudistalografski podatki. Tako so za
oblike 1, II, dihidrat B, dihidrat D, viSji hidratnetanol solvat, metanol solvat monohidrat,
etanol solvat dihidrat, butanol solvat monohiddiklorometan solvat, 2-propanol solvat,
2-propanon hemisolvat monohidrat in 2-propanol ldeoreSene strukture, za dimaleat
monofumarat, p-Aminobenozoat hemihidrat, hidrogeomat, benzen salicilat, etanol
monohidrat form II, etanol hidrat form [, acetoiitmonohidrat, nitrometan monohidrat,

nikotinat, dimaleat, monomaleat, malonat pa so poplarametri osnovnih celic.
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2. NAMEN DELA

Dobro poznavanje pojavnih oblik in Se posebej potimma dol@éene ZU je s pogleda
farmacevtske industrije izrednega pomena. Za Stpdijmorfizma uporabljamo we
razlicnin konceptov, od klagnega polimorfnega reSetanja pa do visokozmogljivega
Odkrivanje novih pojavnih oblik in variranje poskmy kristalizacije se je z uporabo

koncepta visokozmogljivega reSetanja bistveno pstvdo.

Namen dela je bil vpeljati koncept polimorfnega H¥3aziskovalni proces ob uporabi
rentgenske praskovne difrakcije kot izbrane analizahnike. Na modelni zdravilni
ucinkovini K-2014 bomo izvedli serijo poskusov, pfemer bomo K-2014 raztopili v
razlicnih topilih, kristalizacijo pa nato izvedli z u@dro vnaprej izbranih protitopil na
mikrotitrnih plogah. Poleg uporabe raatih topil bomo spreminjali tudi pogoje
kristalizacije, kot so kristalizacija pod znizanitlakom, kristalizacija pod N in

kristalizacija pri nizki T. Mikrotitrne plaf% bomo nato analizirali z XRP@e bomo pri

XRPD analizi ugotovili nove, Se neznane kristali#ike modelne ZU, bomo le-te po
ponovljeni kristalizaciji, imer bomo pridobili v&o kolicino vzorca za analizo, Se bolj
podrobno fizikalno ovrednotili z ostalimi analiznitehnikami, kot so visokotemperaturna
rentgenska difrakcija, vrsta elektronska mikroskopija, difekera dinamina

kalorimetrija, termogravimetrija z masno spektrom@t monokristalna rentgenska

difrakcija in infrardé€a spektroskopija.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. OPREMA

- Rentgenski praskovni difraktometer: Empyrean, PAN@l, Nizozemska

- Vrsti¢ni elektronski mikroskop: Ultra Plus, Carl Zeiserixija

- Termogravimetdni analizator: TGA/DSC 1, Mettler Toledo, Svica

- Masni spektrometer: GSD301, Pfeiffer Vacuum, Ayatri

- Diferergni dinamgni kalorimeter: DSC 1, Mettler Toledo, Svica

- FT-IR spektrometer: Spectrum Frontier, Perkin EInZ&yA

- Monokristalni difraktometer: Agilent SuperNova, Aant Technologies, ZDA
- Magnetno mesSalo: IKA C-MAG MS7, Nefija

- Mikropipeta: mLine, Sartorius Biohit, Finska

- Mikrototrne ploge: MSFBNG6B, MultiScreen HTS FB, Merck Millipore, Keija
- Precizna tehtnica: PG2002-S, Mettler Toledo, Svica

- Analitska tehtnica: MT5, Mettler Toledo, Svica

- Hladilnik: Gorenje, Slovenija

3.2. MATERIALI IN KEMIKALIJE

- K-2014 (vsebnost 99,7%), Krka, Slovenija
- Etanol (96 vol%), Sigma Aldrich, Neiija
- Etanol (abs.), Sigma Aldrich, Neima

- Metanol, J.T. Baker, Nizozemska

- 1-propanol, Merck, Nethja

- 2-propanol, Merck, Nethja

- 1-butanol, Sigma Aldrich, Netija

- 2-butanol, Sigma Aldrich, Netija

- Heptan, Sigma Aldrich, Negija

- Aceton, Merck, Ner@ija

- Acetonitril, Sigma Aldrich, Nerja

- 1,2-dikloroetan, Merck, Netija

- Diklorometan, J.T. Baker, Nizozemska
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- Metilizobutil keton, Merck, Nerija

- Butilacetat, J.T. Baker, Nizozemska
- Etilacetat, Sigma Aldrich, Ne&ja

- Toluen, Merck, Nerja

- Heksan, J.T. Baker, Nizozemska

- Cikloheksan, Merck, Netija

- 1-heksanol, Merck, Ned#ija

- Klorobenzen, Sigma Aldrich, Nefija
- Tetrahidrofuran, Merck, Neéija

- Dieltiketon, Sigma Aldrich, Netija
- Dimetilsulfoksid, Merck, Nerija

- Kloroform, Sigma Aldrich, Neija

3.3. METODE

3.3.1. RENTGENSKA PRASKOVNA DIFRAKCIJA

Rentgenska praSkovna difrakcija (XRPD) je ena iznk§dcnih analiznih tehnik na
podraiju karakterizacije trdnih kristalitnih in tudi amorfnih snovi. XRPD uporabljamo
predvsem pri raziskavah, pri katerih imamo opravkalikristalinenimi snovmi (68).
Rentgenski posnetki (difraktogrami) se uporablja@ dol@anje kristalinknih faz v
vzorcu, za doleanje fazneistosti in za doldanje strukturnih lastnosti materialov.

Pri rentgenski praskovni difrakciji sta poznani dwniki snemanja vzorcev, in sicer
transmisijska, kjer rentgenski zarki potujejo skazorec, in refleksijska, kjer se rentgenski
zarki uklanjajo na povrsini vzorca (kristala). Bbeh tehnikah lahko uporabimo r&nie
geometrije snemanja. Med temi so najbolj pogostraigjened-26, 6-6 in 20 geometrija.
Pri 8-20 geometriji je izvor Zarkov fiksen, medtem ko sdelteor pomika po kroznici,
vzorec pa se nagiba s poléwd kotno hitrostjo detektorja. V primer® 2yeometrije je
izvor Zarkov fiksen, medtem ko se detektor pomikakmznici. Pri6-8 geometriji pa se
rentgenska cev in detektor eden drugemu pribliaupetorec, ki stoji med njima, pa miruje
(68).

Rentgenski Zarki iz rentgenske cevi potujejo skeze, ki Zarke poravnajo 0z. usmerijo do

vzorca, kjer prihaja do difrakcije (uklanjanja rgemskih Zarkov na kristalnih ravninah).
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Do difrakcije pride le v primeru, ko je izpolnjerrdgygov pogoj, ki je shematsko prikazan
na sliki 10. Braggov pogoj zapiSemo s formulo /1/:

N*A = 2*dn*sind /11,
pri cemer je® kot (Braggov kot) med vpadnim zarkom in kristahaoning dny — razdalja

med kristalnimi ravninamn — celo Stevilo in. — valovna dolzina rentgenskih zZarkov (68).

N 7 di

Slika 10: Braggov pogoj (povzeto po 68).

Do uklanjanja rentgenskih zarkov na kristalnih iaah pride takrat, ko je vpadni kot
primarnega Zarka enak Braggovemu kotu. Kot med rawo Zarkov in detektorjem
ozna&imo z D in se imenujaiklonski kot (68).

Shematsko lahko difrakcijo opiSemo tudi s t. i.i&amm krogom. Na obodu kroga se
nahajajo izvor Zarkov, vzorec in zam& taka, ki je v tem primeru sprejemna reRaleg
zari¥nega kroga poznamo tudi difraktometrski krog. Rfiaitometrskem krogu pa je v
vzorec postavljen v sredis kroga, medtem ko se rentgenska cev in &aai$aka, ki je
tudi v tem primeru sprejemna reZa, nahajata naomy obodu (68). Zak&i in
difraktometrski krog sta predstavljena na sliki 11.

ZARISCNIKROG

RENTGENSKA CEV
DETEKTOR

DIFRAKTOMETRSKI N ZARISENA TOCKA

KROG

UKLONSKIKOT

PRIMARNI ZAREK

Slika 11: Difraktometrski in Zaréhi krog (prirejeno po 68).
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3.3.2. DIFERENCNA DINAMI CNA KALORIMETRIJA

Diferencna dinamina kalorimetrija (DSC) je tehnika tertne analize, kjer merimo
spremembo toplote v vzorcu, medtem ko je ta izpjsta kontrolirani temperaturni
spremembi. DSC meri temperaturo in toploto, ki gtsledici fizikalnih ali kemijskih
sprememb v vzorcu, v odvisnosti &alsa in temperature, v kontrolirani atmosferi (69).
Pri DSC najvekrat uporabljamo kompenzacijski dia merjenja. To je nan, pri katerem
tako vzorec kot tudi referenco tekom eksperimemintb blizu nastavljene temperature.
Temperaturne spremembe v vzorcu, ki so posledicaideih reakcij v vzorcu (t.).
endotermnih oz. eksotermnih), ki postaw znizajo oz. zviSajo trenutno T vzorca v
primerjavi z referenco, lahko kompenziramo s kdiraoim gretjem vzorca ali pa s
kontroliranim gretjem reference pri eksotermnihka@h v vzorcu. Tako morebitni
nastali termini efekt nevtraliziramo na e, da ni nobene izmenjave toplote med
vzorcem in referenco, zato pa porabimo nekaj toglatnergije, iz katere izanamo
velikost toplotnega efekta (69). StarejSe napravenerile razliko v T med vzorcem in
referenco podvrzeno enakemu T programu. Ker pai&ot T razlike tezko natano
meriti, novejSi instrumenti torej merijo razlikoporabljeni toploti na vzdrzevanjeceine

T razlike med vzorcem in referenco, ki jo je ¢reelo natadno izmeriti.

Rezultat DSC-analize je krivulja toplotnega tokadvisnosti od temperature &asa. 1z
krivulje za toplotni efekt (npr. fazni prehod) iZtemamo entalpijo prehoda. Entalpija
prehoda je vrednost integrala pod povrsino vrhaskieza energiji faznega prehoda.
Temperaturne spremembe v vzorcu so posledica enautein eksotermnih prehodov ali
pa reakcij v vzorcu. Mednje sodijo taljenje, kristacija, steklast prehod, vrenje,
sublimacija, izhlapevanje, itd. Nekatere izmed $pnememb so predstavljene na DSC-
krivulji na sliki 12.
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Na obliko DSC-krivulje in Stewdino vrednost parametrov vplivajo Stevilni dejavnikijin
lahko razdelimo v dve skupini ni sicer na dejavnikg&rumenta, kot so atmosfera jpe
(vrsta plina oz. atmosfere, pretok plina), oblikamaterial lodka, velikost in oblika p&,
tip senzorja, hitrost segrevanja oz. temperaturog@am, hitrost, odzivnost in ¢btljivost
instrumenta, in dejavnike vzorca, kamor sodijo hete terména prevodnost, toplotna
kapaciteta, stresalni volumen vzorca in velikodtele ter stopnja kristalighosti vzorca
(69).

V farmacevtski industriji DSC naj¢krat uporabljamo za Studij polimorfizma ZU,;
identifikacijo polimorfov in spremljanje faznih gredov ter za detekcijo amorfnega stanja
v snovi (dol@éanje temperature steklastega prehoda, kvantitatdwiocanje amorfne
faze). Zaradi dobre d¢htljivosti jo uporabljamo tudi za identifikacijo swin ter za

dolotanjecistosti vzorcev (69).

3.3.3. TERMOGRAVIMETRI CNA ANALIZA — MASNA SPEKTROMETRIJA
Termogravimetkina (TG) analiza meri izgubo mase vzorca, ki je &aajen doléenemu

temperaturnemu programu. Meritve izvajamo pod defito atmosfero, ponavadi pod
inertnimi pogoji (pod N, Ar). TG analiza poda informacijo o kaini hlapnih komponent v
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vzorcu, kot so voda, solvatna in rezidualna togia,tudi informacijo o nanu razpada

vzorca. Primer TG-krivulje je prikazan na sliki {@).

100% — 1 1-hlapne komponente
o ' (vlaga, topila)
g X 2-izguba kristalno
..; > vezane vode
g 3-razpad vzorca
N 4-ostanki po razpadu
vzorca
50%—
0% T T I | —

200 400 °C T

(o8]
wn

Slika 13: TG-krivulja z efekti, zrééinimi za ZU (prirejeno po 70).

Pri sklopljeni TG-MS-analizi je na aparat za termaxgmetrijo zaporedno vezan Se masni
spektrometer. Masna spektrometrija je tehnika zmtifikacijo snovi na osnovi analize
ionov, nastalih iz osnovne molekule. Masni speketan je instrument, ki o ione v
plinski fazi glede na njihovo masm in nabojz oz. glede na razmerje m/Bistveni
sestavni deli masnega spektrometra so ionski izx@drupolni analizator in detektor. V
ionskem izvoru molekule ionizirajo in razpadejo manjSe fragmente, nastale ione pa
pospesi elekténo polje. Tako dobimo curek pozitivnih ionov, Ki kvadrupolni analizator
lo¢i v posamezne komponente/fragmente z ¢&amhi vrednostmi razmerja m/z.
Fragmentirani ioni se zaradi razlike v vrednostz m/elektrénem polju kvadrupolnega
analizatorja raztino odklonijo. Posledica tega je serija signalovjokimenujemo masni
spekter (71).
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3.3.4. VRSTICNA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA

Vrsti¢na elektronska mikroskopija je ena izmed metodKktarezacije trdnih snovi, ki nam

omoga&a analizo vzorcev na mikro- in nanometrskem nivojuje zaradi tega zelo

uporabna v farmacevtski industriji. Namenjena jeazmyanju povrSin trdnih nehlapnih
vzorcev.

Elektronski mikroskop, ki je shematsko prikazan siki 14, deluje po naslednjem

principu. Elektroni iz katode zaradi velike razlikéektricnega potenciala med anodo in
katodo pospesSijo proti vzorcu. Magnetnéeleelektrone oblikujejo v elektronski snop
majhnega premera, ki nato zadane ob vzorec. Mddrahskim snopom in atomi vzorca
prihaja do Stevilnih interakcij, ki nam s potjm ustreznih detektorjev podajo informacijo
o morfologiji, topografiji, elementni sestavi in ldéu posameznih elementov v vzorcu

(72). Tipi interakcij elektronskega snopa z vzorcanprikazani na sliki 15.

__| izvor visoke
napetosti

elektronska ... Katoda
puska
.............. anoda
== [— zaslonka
= clektronski Zarek
kolona z
elektromagnetuimi . zaslonka
le€ami b - stigmator vezje za kontrolo
e B [ &
odklonske tuljave ovecave
gis=l. zaslonka

komora z
vzorcem

BE ojadevalec wJ ==
signala

ekran za opazovanje

Slika 14: Zgradba vrsinega elektronskega mikroskopa (povzeto po 72).

PRIMARNI ELEKTRONI

NASPROTNO-SIPAJOCI
ELEKTRONI

RENTGENSKI
ZARKI

SEKUNDARNI
ELEKTRONI

y

Slika 15: Tipi interakcij elektronskega snopa zneemn (povzeto po 73).
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Za opazovanje morfologije delcev uporabljamo selwnne elektrone. Sekundarni
elektroni nastanejo ob neel@si@m sipanju primarnih elektronov v jedru ali pa na

elektronih iz lupin atomov vzorca (72).

3.3.5. INFRARDE CA SPEKTROSKOPIJA

IR-spektroskopija je analizna tehnika, ki uporabfjavanje v obmgu infrarde&ega
elektromagnetnega valovanja. To je sevanje, kiwalavno dolzino daljSo, frekvenco pa
nizjo od vidne svetlobe (74). Fotoni infratéga sevanja z valovnimi dolzinami od 2.5 do
50 um imajo dovolj visoko energijo, da vzbudijo aijp atomov v molekulah. Stevilo
moznih nihanj nara® z velikostjo molekule, zato so lahko IR-spekgiikin molekul zelo
zapleteni in je tako skoraj nemago dolciti, kateremu nihanju ustreza doén
absorpcijski trak (75).

IR-spekter delimo na tri spektralna obtj& in sicer bliznjedng. near) (14000 — 4000 cm
1), srednje éng. middle) (4000 — 400 ci) in daljno @ng. far) obmasje (400 — 100 cm).
Srednje IR obmge delimo na dva dela, in sicer na olfedunkcionalnih skupin (4000 —
1200 cn') in obmaje prstnih odtisovang. finger print) (1200 — 400 ci) (76).

V farmacevtski industriji IR-spektroskopija sluza mentifikacijo molekul, funkcionalnih
skupin, strukturno analizo, spremljanje kemijsleakcij in kvantitativno analizo (76).
Obstaja ve tipov spektrometrov. Najwkrat pa uporabljamo FT-IR (Fourier Transform
Infrared)-spektrometre, ki za analizo uporabljgbrtiko Fourierove transformacije. Glavni
del FT-IR-spektrometra je interferometer, ki jetaelen iz treh glavnih komponent, in
sicer razdelilca Zarkag. beamsplitter), fiksnega in prendnega zrcala. 1z interferograma,
ki ga dobimo med meritvijo, nato z mateniaim procesom Fourierove transformacije
dobimo spekter, ki predstavlja energijo kot fun&cifekvence. IR spekter nam pokaze
zn&ilno frekvenco, ki pove ali v molekuli obstaja dééma vez ali pa funkcionalna
skupina (76). V IR-spektrih namesto valovne dolzimgvekrat uporabljamo valovno

Stevilo (V), ki je recipréna vrednost valovne dolZine, izraZena v'ofn5).
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3.3.6. MONOKRISTALNA RENTGENSKA DIFRKACIJA

Monokristalna rentgenska difrakcija (SCXRD) je glavanalizna tehnika za dokvanje
struktur trdnih kristalininihn snovi. Je nedestruktivna analizna tehnika, &amnpoda
podrobno informacijo o notranji zgradbi kristatinih snovi, kar vkljduje parametre
osnovne celice kristala, kot so dimenzije osnoveliee, oblika osnovne celice, polozaja
atomov v osnovni celici, itd. (77).

Monokristalni difraktometer je tako kot difraktoreetza rentgensko praskovno difrakcijo
sestavljen iz rentgenske cevi, nosilca vzorca itelderja. Za monokristalno rentgensko
difrakcijo uporabljamo monokromatske rentgenske k&arpridobljene ob izbijanju
elektronov iz K lupine (kK in K,2). Valovna dolzina rentgenskih zarkov je odvisnade
anodnega materiala, ki je pri SCXRD najbolj pogddtwz valovno dolZino k=0,7107 A,
redkeje pa tudi Cu z valovno dolZinouk1,5419 A. Na sliki 16 je shematsko prikazan
monokristalni difraktometer s Stirimi gniometrskimlavami. Te Stiri glave predstavljajo
Stiri kote (29, y, @, Q), ki definirajo razmerje med kristalno mrezo, paimim Zarkom in

detektorjem (77).

vrtenje okoli osi ¢

vrtenje okoli osi
blokada

. /‘\'-r’\)primarnega
— Zarka

. . | detektor
primarni /
rentgenski Zarki

vrtenj@ okoli osi {
e I

P

vrtenje okoli osi 26

Slika 16: Shematski prikaz zgradbe monokristalraiffaktometra (prirejeno po 77).

Za SCXRD so primerni le nepoSkodovani, opti ¢isti kristali dimenzij 150 — 250 um. Za
analizo lahko uporabimo tudi lomljeni delcigyega monokristala (77).
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4. EKSPERIMENTALNO DELO

4.1. PRIPRAVA VZORCEV

4.1.1. K-2014 v DMSO

Modelno zdravilno &inkovino K-2014 smo pri sobni temperaturi raztopiliDMSO v
koncentraciji 300 mg/ml. Z mikropipeto smo nato olag vdolbine na mikrotitrni plod.
Vzeli smo po 10Qul ZU, raztopljene v DMSO, ter dodali Se 10QDizbranega protitopila.
Protitopila smo dodajali v vrstnem redu, kot jekpmano v preglednici IV. Tako
pripravljeno disperzijaZU na mikrotitrni plogi smo nato vzdrzevali pri 25° C in 40 %
relativni vlaznosti (RV) 24 h, da so topila odparel

Preglednica IV: Seznam dodatnih protitopil.

A B C D E F G H
1| dietilketon Toluen Heksan cikloheksap 1-HeOH klorobenzen  THF epat
2 EtAc BuAc MIBK diklorometan dikloroetan| acetonitril | Aceton Heptan
3| dest. H20| EtOH (96%) EtOH (abs.) MeOH 1-PrOH 2-PrOH 2-BuOH1-BuOH

*- kot vzorec slepe smo oztih raztopino K-2014 v topilu brez dodatka protitg

4.1.2. K-2014 v KLOROFORMU

Modelno zdravilno &inkovino smo pri sobni temperaturi raztopili v kidbormu v
koncentraciji 50 mg/ml. Z mikropipeto smo nato niagovdolbine na mikrotitrni plo&.
Vzeli smo po 100ul ZU raztopljene v kloroformu ter dodali Se 1Q0 izbranega
protitopila. Protitopila smo dodajali v vrstnem vekbt je prikazano v preglednici IV. Tako
pripravljeno disperzijo na mikrotitrni plé8smo nato vzdrzevali pri 25° C in 40 % RV 4 h,

da so topila odparela.
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4.1.3. K-2014 v 1-PrOH

Modelno zdravilno &inkovino smo pri sobni temperaturi raztopili v 1Rt v
koncentraciji 50 mg/ml. Z mikropipeto smo nato nagbvdolbine na mikrotitrni plosi.
Vzeli smo po 10Qul ZU raztopljene v 1-PrOH ter dodali Se 100izbranega protitopila.
Protitopila smo dodajali v vrstnem redu kot je pa&no v preglednici IV.

Pripravili smo tri serije poskusov. Pri prvem poskusmo vzorce pripravljene na
mikrotitrni plo&i, 4 ure vzdrzevali pri 25° C in podtlaku 400 mbRri drugem poskusu
smo vzorce pripravljene na mikrotitrni ptd® uri vzdrzevali pri 25° C ob konstantnem
prepihovanju z dusSikom. V tretjem poskusu pa smorae pripravljene na mikrotitrni

plo&i za 2 dni izpostavil 7° C in 70 % RV (pogoji v Hilniku).

4.1.4. K-2014 v ACETONU

Modelno zdravilno &inkovino smo pri sobni temperaturi raztopili v amai v
koncentraciji 44 mg/ml. Z mikropipeto smo nato nlagovdolbine na mikrotitrno plos.
Vzeli smo po 10Qu ZU, raztopljene v acetonu, ter dodali Se 10@zbranega protitopila.
Protitopila smo dodajali v vrstnem redu, kot jekpmano v preglednici IV. Tako
pripravljeno disperzijo ZU na mikrotitrni pléSsmo nato vzdrzevali pri 25° C in 40 % RV

4 h, da so topila odparela.

4.1.5. PRIPRAVA NOVE KRISTALNE OBLIKE MP1

V 100 ml¢asSo smo natehtali 200 mg ZU K-2014 in jo pri saiemperaturi raztopili v 4
ml 1-PrOH. Med meSanjem na magnetnem meSalu smalidbanl| protitopila 1-HeOH.
Ca3o smo nato postavili pod vakuumsko odsesovamjeu(im 400 mbar), gimer smo
pospesili izhajanje topil. Po 24 urnem odsesovasguv c¢asi izpadli kristali, ki po

rentgenski analizi predstavljajo obliko MP1.

4.1.6. PRIPRAVA NOVE KRISTALNE OBLIKE MP2

V 100 ml¢asSo smo natehtali 200 mg ZU K-2014 in jo pri saiemperaturi raztopili v 4

ml 1-PrOH. Med meSanjem na magnetnem meSalu smalidbanl| protitopila 1-HeOH.
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Caso smo nato 48 ur prepihovali z.Nzpadli kristali po rentgenski analizi predstajdj
obliko MP2.

4.1.7. PRIPRAVA MONOKRISTALOV OBLIKE MP1

V 100 ml¢aso smo natehtali 200 mg ZU K-2014 in jo pri sdiemperaturi raztopil v 4 ml
1-PrOH. Med me3anjem na magnetnem me3alu smo dbddlprotitopila 1-HeOHCa%o
smo pokrili s parafiimom, v katerega smo nareddkay luknjic. Po 1 tednu so iz raztopine
izpadli veji kristali. Nekaj kristalov smo z namenom prevegikristalne oblike zdrobili v
terilnici, prah pa analizirali na XRPD. Z rentgeasknalizo smo potrdili, da izpadli kristali

predstavljajo obliko MP1.

4.2. ANALIZNE METODE

4.2.1. PRIPRAVA VZORCEV ZA XRPD V REFLEKSIJSKI TEHNIKI

Majhno kolino vzorca (~10 mg) smo na tanko nanesli na ShmezNMzorec smo
analizirali z uporab®-6 geometrije v kotnem obniu med 3 in 32,5° @ Integracijski¢as
ob uporabi detektorja X Celerator je bil 100 s ardku 0,033° @ Napetost na rentgenski
cevi je znaSala 45 kV, tok pa 40 mA. Celatas snemanja je bil 11 minut.

4.2.2. PRIPRAVA VZORCEV ZA XRPD V TRANSMISIJSKI TEHNIKI

Mikrotitrno plogo s 96 fitrnimi vdolbinami smo namestil na nosilede. S programom za
krmiljenje difraktometra smo viSino mikrotitrne gte prilagodil tako, da ob analizi
standarda Si-prahu v difraktogramu nismo zaznaimpka uklonov.

Vzorce smo analizirali z uporabd® yeometrije v kotnem obnim med 3 in 32,5° @
Integracijskicas ob uporabi detektorja PIXcel je bil 30 s in kor®,026° 2. Napetost na
rentgenski cevi je znaSala 45 kV, tok pa 40 mA.aAeezno filtrno vdolbino smo snemali
po trikrat s t.i. »wobble scanom«, pri katerem skrotitrna plofa vescas premika po X-
smeri. S tem smo dosegli, da smo posneli celottradivdolbino. Eno snemanije je trajalo

2,5 minute, skupnias snemanja ene vdolbine pa je bil 7,5 minute.
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4.2.3. PRIPRAVA VZORCEV ZA DSC-ANALIZO

Vzorec z maso ~3 mg smo natehtali v d0aluminijaste lokdke. Analiza je potekala v
inertni atmosferi pri konstantnem pretoky MO ml/min. Hitrost segrevanja je bila 10°

C/min.

4.2.4. PRIPRAVA VZORCEV ZA TG-MS-ANALIZO

Vzorec z maso ~10 mg smo natehtali v 1Jd@luminijaste lokke. Analiza je potekala v
inertni atmosferi pri konstantnem pretoky MO ml/min. Hitrost segrevanja je bila 10°

C/min.

4.2.5. PRIPRAVA VZORCEV ZA SEM-ANALIZO

Vzorec smo v tanki plasti nanesli na aluminijassitex, na katerega smo predhodno
nalepili dvostransko prevodno karbonsko folijo, kna tako kot nosilec lastnost
elektrostatine nevtralnosti. Skupaj z nosilcem vzorcev v konteorijo prevodnika, kar
onemogda ustvarjanje elekithega naboja na povrsini vzorca.

Produkcija slik je potekala pri pospesevalni nageth,00 kV in delovni razdalji nad 3,5
mm. Tlak v komori je bi vedno pod 1x fGnbar. Za detektor elektronov smo uporabili
SE2-detektor, ki zaznava sekundarne elektronsg lemitirani z relativno nizko energijo

iz povrSine vzorca.

4.2.6. PRIPRAVA VZORCEV ZA IR-ANALIZO
Vzorce smo vV terilnici pomesali in homogeniziralK8r in jih na hidravléni stiskalnici

stisnili v tabletko. Sila stiskanja je bila 10 tdfl-IR spektre smo posneli v obtiiw 4000
do 400 cnit pri resoluciji 4 cnit.

4.2.7. PRIPRAVA VZORCA ZA SCXRD

Kristal za analizo smo izbrali pod stereomikroskopio ga z vakuumsko pasto nalepili na

stekleno nitko, kot je prikazano na sliki 17. Mark&stalcek, ki je viden na sliki 17 na
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vrhu, je sicer motnja, ki pa na samo analizo nirplva. Kristal je bil med analizo z
napravo CryoJet XL ohlajen na 150 K. Analizo smaedi na monokristalnem
difraktometru Agilent SuperNova z detektorjem A@ED ob uporabi Mo K svetlobe X
=0.71073 A) v kotnem obndju med 5,6 in 70,62°@.

Slika 17: Izbrani kristal K-2014 oblike MP1 za mdmistalno rentgensko difrakcijo.
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA

Pojavne oblike ZU K-2014 so v literaturidtreoma opisane le s XRPD-analizami. Za SirSi
in bolj pogloblien vpogled v lastnosti posameznitjgunih oblik smo tako izhodifo
obliko ZU K-2014 kot tudi novo nastale pojavne &bliokarakterizirali Se z ostalimi

analiznimi tehnikami.

5.1. FIZIKALNA KARAKTERIZACIJA IZHODIS  CNE ZU K-2014

Z XRPD, DSC in FT-IR smo ugotovili, da izhoditga oblika ZU predstavlja v literaturi
znano in opisano obliko | ZU K-2014, kar je prikap slikah 18 do 20.

Na sliki 18 vidimo, da se praskovni difraktogramok@a izhodigne oblike K-2014

popolnoma ujema z difraktogramom K-2014 oblike 1, j& izratunan iz strukturnih

podatkov. V difraktogramu ne ugotovimo dodatnihamdv katere od ostalih pojavnih
oblik K-2014.

Counttfy 5014 — izhodi&na oblika

| T JV\JUU\JWM

K-2014 struktura oblika |

| | |
20 25 30

Position [°2Theta] (Copper (Cu))

o T

Slika 18: PrasSkovni difraktogram ZU K-2014 primém@na difraktogram oblike 1, ki je

izratunan iz strukturnih podatkov.
Iz DSC-krivulje na sliki 19 v obmigu med 180 in 185° C opazimo talilni vrh, ki

predstavlja taljenje ZU K-2014 oblike | ter rekabtacijo v obliko Il. K-2014 oblika Il se
nato pri ~195° C tali, kar se na DSC-krivulji n&isl9 odraza v izrazitem talilnem vrhu.
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K-2014, 3,198 mg k

20 30 40 50 6 70 80 & 100 110 120 130 140 150 160 170 1sc 180 200 °d
TFCY

Slika 19: DSC-krivulja izhodishe oblike ZU K-2014.

Tudi z FT-IR-analizo ugotovimo, da se izhagha oblika K-2014 ujema s standardom za
K-2014 oblike |, kar je prikazano na sliki 20. Vespru ni prisotnih dodatnih vrhov, ki bi
nakazovali na primesi drugih pojavnih oblik K-2014.

K-2014 — izhodi&na oblika
K-2014 — standard oblike |

M
s s

%T
& 5

4000 3500 3000 2500 2000
cm-1

Slika 20: IR-spekter izhodige ZU K-2014 primerjalno na standard oblike 1.

g

1000 S0 40

MorfoloSko analizo vzorca smo izvedli z vesto elektronsko mikroskopijo. 1z posnetih

slik 21 in 22 je jasno razvidno, da so primarnicdeitebréastih oblik in ostrih robov.
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Primarne delce smo fizikalno okarakteriziral s pdjogrograma Analaysis (program za
obdelavo slik) in ocenili velikost primarnih delcea ~10 pm, maksimalno do 45 pum.

Delci so véinoma sprijeti v skupke, katerih maksimalna velitkes300 pm.

| 20pm Mag= 100KX ENT= 100KV

L— I

(LOKRKN

Sliki 21, 22: SEM-slike izhod&e ZU K-2014 pri 500x in 1000x potavi.

Izhodi&na oblika K-2014 je torej polimorfn@ista. Z nobeno izmed analiznih tehnik
namre& nismo ugotovili prisotnost drugih pojavnih obll4,bi lahko kot neéistoce vplivale

na potek kristalizacij pri visokozmogljivem reSgtadU K-2014.

5.2. VISOKOZMOGLJIVO RESETANJE ZU K-2014

ZU K-2014 smo raztopili v topilih, v katerih je te-dobro topna. Kot protitopila smo
izbrali topila, ki jih pri proizvodnji ZU pogostejeiporabljajo in ki ne poskodujejo

mikrotitrnih plog.

5.2.1. KRISTALIZACIJA K-2014 1Z DMSO

V preglednici V smo zbrali podatke o vplivu propita na pojavno obliko K-2014,
kristalizirane iz DMSO kot topila.

Preglednica V: Kristalne oblike K-2014, kristalaire iz raztopine v DMSO v odvisnosti
od dodanega protitopila.

PROTITOPILO IZPADLA KRISTALNA OBLIKA
destilirana HO monohidrat
EtOH (96%) monohidrat
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EtOH (absolutni) monohidrat
MeOH monohidrat
1-PrOH monohidrat
2-PrOH monohidrat
1-BuOH monohidrat
2-BuOH monohidrat

EtAc monohidrat
BuAc monohidrat
MIBK monohidrat
Diklorometan monohidrat
Dikloroetan monohidrat
Acetonitril monohidrat
Aceton monohidrat
Heptan monohidrat
Dietilketon monohidrat
Toluen monohidrat
Heksan monohidrat
Cikloheksan monohidrat
1-HeOH monohidrat
Klorobenzen monohidrat
THF monohidrat
brez protitopila monohidrat

Iz rezultatov visokozmogljivega polimorfnega re$ghavidimo, da vseh primerih dobimo
enako, monohidratno obliko modelne ZU K-2014 intdaizpade tudi v primeru, kjer
protitopila ne dodamo (slepa), zato lahko sklepati@odo interakcije med protitopilom in
ZU v nobenem primeru ne pride. Na sliki 23 je pnija@o prikazan difraktogram vzorca
kristalizacije iz DMSO brez dodatka protitopila pozicije uklonov monohidratne oblike
K-2014 iz patentne prijave St. 8 (28). Ob primerrjdifraktograma na patentne podatke
vidimo, da se intenzitete uklonov v difraktogrameadg na intenzitete uklonov iz patentne
prijave precej razlikujejo. To je posledica preférge orientacije kristalov monohidratne
oblike v vzorcu. Se bolj nazorno je vpliv prefetea orientacije prikazan na sliki 24, kjer
so predvsem pri primeru, kjer smo kot protitopifmtabili diklorometan méneje izrazeni
le nekateri ukloni monohidratne oblike, medtem lsbabh v difraktogramu prakio ne
vidimo. Do pojava preferéne orientacije pride predvsem takrat, ko so kiiglo veliki

in so dol@ene kristalne ravnine bolj zastopane in izpostaeljalifrakciji kot druge.
Preferetino orientacijo lahko zmanjSamo z mletjem kristaldkgr pa seveda pri

kristalizaciji na mikrotitrnih plo&ah ni mogoe.
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Counts
800 4K 2014 razt. v DMSO (300mg_ml)_slepa
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100

monohidrat (patentna prijava St. 8)
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R A '_]‘1!11'1”‘11.‘ '“
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Position [“2Theta) (Copper (Cu))

e

Slika 23: Primerjava difraktograma K-2014 vzoragpsl na uklone monohidratne oblike iz

patentne prijave $t.8.

Counts

monohidrat (patentna pfjava St. 8)

500 l
0 3 11 I l 111 3 ll l ',
TIK 22014 razt. v DMSO (300mg_ml) + diklorometan
1000 -
. S N A P, W — ——
800K 2014 razt. v DMSO (300mg_ml) + heptan
600 -
400+ |
2004 \ i A
0

"IR2014 razt. v DMSO (P00Omg_mi) + McOH

I e e e I e e e S e LI
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Slika 24: Vpliv preferedtne orientacije kristalov monohidratne oblike K-201a}

difraktogram vzorca.
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5.2.2. KRISTALIZACIJA K-2014 1Z KLOROFORMA

Rezultati rentgenskega visokozmogljivega polimogineeSetanja K-2014, kristalizirane iz
raztopine v CHGJ, so podani v preglednici VI.
Preglednica VI. Kristalne oblike K-2014, kristalane iz raztopine v kloroformu v

odvisnosti od dodanega protitopila.

PROTITOPILO IZPADLA KRISTALNA OBLIKA
destilirana HO dihidrat E
EtOH (96%) dihidrat E
EtOH (absolutni) dihidrat E
MeOH [*
1-PrOH dihidrat E
2-PrOH /
1-BuOH /
2-BuUOH /
EtAc /
BuAc dihidrat E
MIBK sledi dihidrat E
Diklorometan dihidrat E + sledi MP1
Dikloroetan MP1 + sledi dihidrat E
Acetonitril /
Aceton /
Heptan sledi dihidrat E
Dietilketon /
Toluen /
Heksan dihidrat E
Cikloheksan dihidrat E
1-HeOH sledi dihidrat E
Klorobenzen /
THF /
brez protitopila /

*- | pomeni da v difraktogramu ni odzivov, ztfilaih za amorfno ali kristaliine oblike
ZU.

Iz rezultatov polimorfnega HTS K-2014, raztopljenkloroformu, vidimo, da pri polovici
vzorcev v difraktogramih ugotovimo le uklone K-20&Blike dihidrat E, ki je opisana v
patentni prijavi St. 6 (26) te¢lanku St. 2 (59). V literaturi je sicer opisaniht pblik
dihidrata K-2014. Od teh petih je prav oblika diadE med termodinamsko najmanj
stabilnimi in s¢asoma prehaja v termodinamsko stabilno brezvodrikcoli K-2014.
Ukloni oblike dihidrat E so v nekaterih difraktognén dobro izraZzeni, medtem ko so pri

ostalih vidni le najbolj karakteristhi ukloni. Na sliki 25 je prikazana primerjava
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difraktograma vzorca, kjer so ukloni oblike dihitfa dobro izrazeni, in difraktograma
vzorca, kjer sta vidna le najbolj karaktekis@ uklona, na difraktogram K-2014 oblike
dihidrat E, ki je bil izrdunan iz strukturni podatkov. Iz difraktogramov ti&i25 vidimo

tudi, da je vpliv preferetne orientacije na difraktogram vzorca v tem primeginemarljiv,

saj se difraktogram vzorca, pri katerem so kot ifmpilo uporabili heksan, tudi po
intenzitetah uklonov ujema z intenzitetami iz didi@grama izrdunanega iz strukturnih
podatkov. V zelenem difraktogramu na sliki 25 vidinda je ozadje precej visje kot pri
ostalih dveh vzorcih. Dvignjeno ozadje ni amorfnazad K-2014 ampak pripada
instrumentalnemu ozadju, ki ga dobim& posnamemo prazno filtrno vdolbino. Ko
govorimo o sledeh dotme faze v difraktogramu imamo v mislih le nekaj kaiz

intenzivnih uklonov, ki so obajno najbolj karakteristni ukloni dolatene kristalne oblike.

Counts

K-2014 x'.mklur’ oblika dihidrat €

5000 ‘
|

W A La A | ". |

N —t MV A A I\ NJ\

K-2014 razt. v kproform (50mg_ml) + heksan

300 - K-2014 razt. v kloroform (S0mg_ml) + heptan

200 -

B S e e S A e S e
10 15 20 25 30

Position [*2Theta] (Copper (Cu))
Slika 25: Primerjava difraktogramov K-2014 oblikéidrat E na difraktogram oblike

dihidrat E izr&unan in strukturnih podatkov.

Pri analizi vzorcev, pri katerih smo kot protitapitiodali diklorometan in dikloroetan,
ugotovimo uklone nove, neznane kristalne oblike (MK-2014 oblika MP1 je v vzorcih,
pri katerih smo kot protitopilo uporabili diklororaen in dikloroetan, prisotna zmesi z
obliko dihidrat E, kar je prikazano tudi na sliks.2Pri poskusu, kjer smo kot protitopilo
uporabili diklorometan, je oblika MP1 prisotna edth, medtem ko je njen delez v
vzorcu, kjer je bil kot protitopilo uporabljen dddoetan, njen delez precej viSji. Ukloni
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oblike MP1 so na sliki 26 ozneni z zelenimirtami. V obeh difraktogramih vzorec zopet

opazimo dvignejo ozadje. Tudi v tem primeru je ¢slpdica instrumentalnega ozadja.

Counts

K-2014 struktura oblikp dihidrat €

5000 -
0 - l\‘.' A\ " ) I —— J‘." S_As." &
=1K-2014 razj| v kloroform (50mg_ml) |+ dikloroetan
3004
2009 "AWMM”
100
2 n
400 - K-2014 razt. v kloroform (S0mg_ml) |+ diklorometan

300
200 J\
1004 M

0 | B T T T T v T
15 20 25 30
Position [*2Theta) (Copper (Cu))

Slika 26: Difraktograma vzorcev K-2014 zmesi obldikidrat E in oblike MP1
primerjalno na difraktogram oblike dihidrat E.

Iz rezultatov rentgenskega polimorfnega HTS K-2(0b&topljene v kloroformu, vidimo
tudi, da pri doléenih poskusih odzivov v difraktogramih ne dobimo. & ti v

difraktogramih kazejo le kot instrumentalno ozadjar je prikazano na primeru na sliki
27. Do tega je verjetno prislo, ker je ZU kristalda hitro in v zelo tankem sloju po
celotni filtrni vdolbini. Zaradi hitre kristalizajg je ZU verjetno izpadla v amorfni obliki,
katere pa zaradi njene majhne Ewie in porazdelitve po celotni povrSini filtrne utdme v

difraktogramu nismo zaznali. Rama n&et&u difraktograma pripada primarnemu zarku.
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Slika 27: Primerjava difraktograma K-2014, raztepg v kloroformu, pri uporabi

protitopila acetonitril na instrumentalno ozadje.

5.2.3. KRISTALIZACIJA K-2014 1Z 1-PrOH

Glede na to, da pri kristalizacijah iz DMSO in CHQ@lismo ugotovili novih kristalnih
oblik, oziroma je ta izpadla le v dveh primerih,§®to v zmeseh s K-2014 obliko dihidrat

E, smo pri kristalizaciji iz 1-PrOH poskusili z di@nimi n&ini odstranjevanja topil iz

filtrnih vdolbin.

Rezultati rentgenskega visokozmogljivega polimogmeaeSetanja ZU, raztopliene v 1-

PrOH, so podani v preglednicah VII, VIl in IX.
Preglednica VII: Kristalne oblike K-2014, raztopigev 1-PrOH, v odvisnosti od dodanega
protitopila pri suSenju mikrotitrne plés pri 25° C 4 h pri podtlaku 400 mbar.

PROTITOPILO IZPADLA KRISTALNA OBLIKA
destilirana HO dihidrat E
EtOH (96%) dihidrat E
EtOH (absolutni) dihidrat E
MeOH dihidrat E
1-PrOH dihidrat E
2-PrOH dihidrat E
1-BuOH dihidrat E
2-BuOH dihidrat E
EtAc dihidrat E
BuAc dihidrat E
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MIBK dihidrat E
Diklorometan dihidrat E
Dikloroetan dihidrat E + MP1
Acetonitril dihidrat E
Aceton dihidrat E
Heptan dihidrat E
Dietilketon dihidrat E
Toluen dihidrat E
Heksan dihidrat E
Cikloheksan dihidrat E
1-HeOH MP1
Klorobenzen dihidrat E
THF sledi dihidrata E
brez protitopila dihidrat E

Pri veiini poskusov smo v difraktogramih ugotovili le ukloliteraturno znane polimorfne
oblike dihidrat E ZU K-2014. Izjemi sta bila vzorcpri katerih smo kot protitopilo
uporabili dikloroetan in 1-HeOH. V teh dveh printex difraktogramu ugotovimo uklone
neznane kristalne oblike MP1, ki je pri uporabitpopila dikloroetan prisotna v zmesi z
K-2014 obliko dihidrat E, medtem ko je v pri uporaiotitopila 1-HeOH polimorfno
Cista, kar je prikazano na sliki 28. Iz difraktogmari-2014 oblike MP1 vidimo, da je
kristalinicnost vzorca precej visoka. Poleg tega v difraktogravidimo tudi, da je prvi
uklon na 6,4° @, glede na ostale uklone dn®je izrazen. To je lahko posledica zrnatosti
vzorca, manj verjetno pa prefetele orientacije kristalov. V primeru prefeter
orientacije bi se morali bolj intenzivni ukloni regkrat pojaviti v celotnem difraktogramu

kot mnogokratniki prvega uklona in kot predstavrake kristalne ravnine.
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Slika 28: Primerjava difraktograma K-2014 oblike MRa difraktogram oblike dihidrat E.

Preglednica VIII: Kristalne oblike K-2014, raztoghe v 1-PrOH, v odvisnosti od

dodanega protitopila pri susenju mikrotitrne g$ri 25° C 24 h pod N

PROTITOPILO IZPADLA KRISTALNA OBLIKA
destilirana HO dihidrat E
EtOH (96%) dihidrat E
EtOH (absolutni) dihidrat E
MeOH dihidrat E
1-PrOH dihidrat E
2-PrOH dihidrat E
1-BuOH sledi dihidrata E
2-BuOH sledi dihidrata E
EtAc dihidrat E
BUAC sledi dihidrata E
MIBK sledi dihidrata E
Diklorometan dihidrat E
Dikloroetan dihidrat E
Acetonitril dihidrat E
Aceton dihidrat E
Heptan dihidrat E
Dietilketon /
Toluen sledi dihidrata E
Heksan dihidrat E
Cikloheksan sledi dihidrata E
1-HeOH MP1
Klorobenzen sledi dihidrata E
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THF /
brez protitopila dihidrat E

Pri veiini poskusov smo v difraktogramih ugotovili le ukloliteraturno znane polimorfne
oblike dihidrat E ZU K-2014. Izjema je vzorec, kgmo kot protitopilo uporabili 1-HeOH.
Difraktogram tega vzorca predstavlja K-2014 oblM@1. V primerih, kjer smo ugotovili
le sledi K-2014 oblike dihidrat E, je ostali defrdktograma predstavljalo instrumentalno

ozadje.

Preglednica IX: Kristalne oblike K-2014, raztopken 1-PrOH, v odvisnosti od dodanega
protitopila pri odhlapevanju topil iz mikrotitrndgsce pri 7° C 70 % RV 2 dni (pogoji v
hladilniku).

PROTITOPILO IZPADLA KRISTALNA OBLIKA
destilirana HO dihidrat E
EtOH (96%) dihidrat E
EtOH (absolutni) dihidrat E
MeOH dihidrat E
1-PrOH dihidrat E
2-PrOH dihidrat E
1-BuOH dihidrat E
2-BUOH dihidrat E
EtAc dihidrat E
BUAC dihidrat E
MIBK dihidrat E
Diklorometan dihidrat E
Dikloroetan dihidrat E + sledi MP1
Acetonitril dihidrat E
Aceton dihidrat E
Heptan dihidrat E
Dietilketon dihidrat E
Toluen dihidrat E
Heksan dihidrat E
Cikloheksan dihidrat E
1-HeOH MP1 + dihidrat E
Klorobenzen dihidrat E
THF /
brez protitopila dihidrat E

Pri ve&iini poskusov smo v difraktogramih ugotovili le ukk® v literaturi znane pojavne
oblike dihidrat E ZU K-2014. V difraktogramu vzordger smo kot protitopilo uporabili
1-HeOH, poleg uklonov oblike dihidrat E, ugotovirge uklone K-2014 oblike MP1, ta je
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v sledeh prisotna tudi v difraktogramu vzorca, k@no kot protitopilo uporabili

dikloroetan.

5.2.4. KRISTALIZACIJA K-2014 1Z ACETONA

Rezultati rentgenskega polimorfnega reSetanja Z4topljene v acetonu, so podani v

preglednici X.

Preglednica X: Kristalne oblike K-2014, raztopljen@cetonu, v odvisnosti od dodanega

protitopila pri odparevanju topil iz mikrotitrnegie pri 25° C 40 % RV 24 h.

PROTITOPILO IZPADLA KRISTALNA OBLIKA
destilirana HO dihidrat E
EtOH (96%) dihidrat E
EtOH (absolutni) etanol solvat
MeOH dihidrat E
1-PrOH metanol solvat
2-PrOH dihidrat E
1-BuOH dihidrat E
2-BuOH sledi dihidrata E
EtAc sledi dihidrata E
BuAc dihidrat E
MIBK dihidrat E
Diklorometan dihidrat E
Dikloroetan dihidrat E + sledi MP1
Acetonitril dihidrat E
Aceton dihidrat E
Heptan dihidrat E
Dietilketon /
Toluen dihidrat E
Heksan dihidrat E
Cikloheksan dihidrat E
1-HeOH MP1
Klorobenzen dihidrat E
THF /
brez protitopila dihidrat E

Pri poskusih, kjer smo ZU K-2014 raztopili v acaipie po dodatku protitopil izpadlo
najved razlicnih kristalnih oblik. Pri kristalizaciji, pri katersmo kot protitopilo
uporabili MeOH, je izpadla literaturno znana obliKa&2014 metanolnega solvata. Pri

kristalizaciji, pri kateri smo kot protitopilo upabili absolutni etanol, pa je izpadla K-
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2014 oblika etanolni solvat, ki je prav tako Ze paaza v literaturi. Za metanolni solvat
je v literaturi reSena tudi struktura, tako da sinmje lahko izraunali difraktogram,
le-tega pa primerjali na difraktogram izmerjenegaorca po polimorfnem HTS.
Izmerjen difraktogram etanolnega solvata smo prjaliena uklone za etanolni solvat
iz patentne prijave St. 1 (21). Primerjave difraj@mov so podane na slikah 29 in 30.
Iz primerjav lahko vidimo, da se izmerjena difraftama dobro ujemata z
literaturnimi podatki. V difraktogramu etanolnegalwata okoli prvega uklona
opazimo véje Stevilo nizje intenzivnih uklonov. Ti ukloni séahko posledica
neenakomerne kristalizacije vzorca na stenah iovitbfiltrne vdolbine na mikrotitrni

plo&i, kar ima za posledico premaknjene uklone v difogkamu.

Counts
6000

K-2014 razt. v acetoq] (44mg_ml) + MeOH

4000+

. @JJJLMW

K- 2014 struktura mefanoini solvat

5000 -
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Slika 29: Primerjava izmerjenega difraktograma Kt2WMeOH solvata na

difraktogram izrgunan iz strukturnih podatkov.
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Slika 30: Primerjava izmerjenega difraktograma KE2EtOH solvata na pozicije

uklonov EtOH solvata iz patentne prijave St.1.

Iz rezultatov visokozmogljivega polimorfnega resggaZzU K-2014 lahko vidimo, da v
vecini primerov izpadejo hidratne (monohidrat, dihidi&d) oblike ZU K-2014. Ti dve
obliki sta termodinamsko metastabilni in sta naraenjkot je opisano v literaturi (patentni
prijavi St. 6 in 8), kot intermediata za priprasmodinamsko stabilne brezvodne oblike
Il. S tem smo samo potrdili dejstvo, da pri krisgatiji najprej izpadejo termodinamsko
manj stabilne oblike, ki natoé&asom in pod ustreznimi pogoji prehajajo v termoniako
bolj stabilne.

Poleg literaturno znanih hidratnih (monohidrat,idiiat E) in solvatnih oblik (EtOH solvat,
MeOH solvat) nam je z visokozmogljivim reSetanjespelo pridobiti Se eno novo, v
literaturi neznano kristalno obliko modelne ZU K120 ki smo jo poimenovali MP1. K-
2014 obliko MP1 smo uspeli izolirati iz treh topih sicer diklorometana (prisotna v
sledeh) in dikloroetana, kjer jo ugotovimo v zmesibliko dihidrat E ter iz 1-HeOH, kjer
je prisotna kotista pojavna oblika. Glede na to, da K-2014 oblMB1 ugotovimo pri
kristalizaciji iz treh razlinih topil, lahko v tem primeru govorimo o izostruktih
pojavnih oblikah.

Glede na to, da smo pri HTS uporabili tako polatoanepolarna topila in protitopila, smo
s primerjavo njihovih lastnosti, kot so dielekir& konstanta, polarnost/nepolarnost,
topnostni parametri, itd., poskusili predvidetihgv vpliv na nastanek daienih oblik oz.

poskusili pojasniti, zakaj je bila pri nekaterihsgasih kristalizacija bolj, pri drugih pa
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manj uspesSna. Ob primerjavi parametrov nismo ugiotogkih konkretnih lastnosti oz.

zakonitosti, s katerimi bi lahko te razlike pojdsni

Obliko MP1 smo nato z namenom podrobnejSe fizikddaskterizacije pripravili Se v
vecjem merilu, prav tako pa nam je za to obliko uspaipraviti tudi kristale, ki so bili
dovolj veliki in obstojni, da smo na njih lahko &lli analizo na monkristalnem

difraktometru.

5.3. FIZIKALNA KARAKTERIZACIJA NOVIH KRISTALNIH OBL IK ZU K-2014

5.3.1. SEM-ANALIZA DELCEV K-2014 OBLIKE MP1

S SEM-analizo vzorca K-2014 oblike MP1 smo ugoipda so delci le-te pléatih oblik

in nekoliko zaobljenih robov. Primarni delci sccye&kot pri vzorcu izhodi&ne ZU in smo
jih ocenil na ~130 pum, maksimalno pa do 350 umcDsd po najvé&i ploskvi sprijeti v
skupke, maksimalna velikost skupka sega do 1500kanje prikazano na slikah 31 in 32.
Na slikah 32, 33 in 34 se vidi tudi, da je povrStlecev rahlo napokana, kar je posledica
izpostavitve vzorca podtlaku v komori vestega elektronskega mikroskopa in

izhlapevanju topila iz delcev.

Mag- %OX  ENT- 100

‘
100 pm

1 Mage MOX  ENT= 100MV n | |

: NN | —

Sliki 31, 32: SEM-slike K-2014 oblike MP1 pri 20@x 500x povéavi.
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Sliki 33, 34: SEM-slike K-2014 oblike MP1 pri 100poveavi.

Glede na to, da smo pri SEM-analizi opazili, dacdehzpokajo kot posledica izhajanja
topila, smo s visokotemperaturno rentgensko analeli preveriti, kako izhajanje topila

vpliva na spremembo pojavne oblike.

5.3.2. VISOKOTEMPERATURA RENTGENSKA ANALIZA OBLIKE MP1

Vzorec ZU K-2014 oblike MP1 smo z namenom gite polimorfnih prehodov
izpostavili razlenim T, ob tem pa snemali difraktograme. Difraktagrezorca pri sobnih
pogojih (=25 °C, 40 % RV) predstavlja K-2014 obliktP1. Ze ob rahlem segrevanju
vzorca na T=30 °C K-2014 oblika MP1 e prehajati v neznano obliko MP2. Prehod se
Se pospesi, ko vzorec segrejemo na T=40 °C. Takgegrevanju na to T nandreblika
MP1 popolnoma preide v K-2014 obliko MP2, kar j&azano na sliki 35. Glede na to, da
med prehajanjem ene oblike v drugo ne opazimonjaljeggre v tem primeru za prehod v

trdnem éng. solid-solid transition).
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Counts K-2014 referenca CHC 25°C oblika MP1
K-2014susen CHC 40°(oblika MPz

\ \
5 10 15 20 25 30
Position [°2Theta] (Copper (Cu))

Slika 35: Primerjava difraktogramov K-2014 oblik Mih MP2.

Karakteristéni ukloni obeh oblik so podani v preglednici XI.

Preglednica XI: Karakterigini ukloni oblike MP1 in oblike MP2.

ukloni oblike MP1 [° 20] ukloni oblike MP2 [° 20]
6,4 6,4
11,8 12,1
13,0 12,9
16,5 15,9
18,0 16,7
18,7 17,5
19,3 18,9
19,8 19,5
20,2 20,5
21,0 20,9
23,1 22,5
24,5 25,2
25,3 26,0

Ob ponovnem ohlajanju na T=25° C K-2014 oblika Mo ~1 uri preide nazaj v obliko
MP1. Proces prehajanja oblike MP1 v MP2 in obrgitorej temperaturno pogojen, pri
cemer je temperatura prehoda ene oblike v drugceprezka.

Vzorec smo nato zopet segrevali. Pri tem smo ugjgtde je oblika MP2 stabilna vse do
T=60° C. Na tej T pa oblika MP2 grie prehajati v K-2014 obliko I, ki je termodinanesk

51



Optimizacija Studija pojavnih oblik zdravilniitimkovin z visokozmogljivim reSetanjem

stabilna in se tudi po ohlajanju na sobno tempevate spreminja, kar prikazuje slika 36.
Glede na to, da med prehajanjem oblike MP2 v oblikoe opazimo taljenja, gre tudi v

tem primeru za prehod v trdnem.

Counts K-2014 oblika MP2 suse@HC 40°C

K-2014 ﬂblika MP2 susen CHC 60°C
|

K-2014 oblika MP2 susen CHC 60°C po 6h

K-2014 struktura oblika Il

] A \ ‘ ) SPAS AN
5 10 15 20 25 30
Position [°2Theta] (Copper (Cu))

Slika 36: Prehod K-2014 oblike MP2 v K-2014 oblilko

Obliki MP1 in MP2 sta torej metastabilni obliki K824 in Ze s segrevanjem pri nizjih T
prehajata v termodinamsko stabilno brezvodno ollika) K-2014.

Pri rentgenski analizi vzorca K-2014 oblike MP1Jmesecu iz sobnih pogojev (~ 25° C
50 % RV) smo ugotovili, da je oblika MP1 v tefasu popolnoma presla v K-2014 obliko
dihidrat B, ki je objavljena v patentnih prijavah 5 in 6 terélanku St. 2. Oblika dihidrat B
je nato ob segrevanju na 60° C presla v termodikarstabilno obliko Il ZU K-2014.

Z visokotemperaturno rentgensko analizo nam jgj tospelo pripraviti Se eno neznano
pojavno obliko K-2014, ki smo jo poimenovali MP2ljb temu da je oblika izrazito
neobstojna, nam jo je uspelo pripraviti tudi jeen merilu. S takojSno DSC-, TG-MS- in

FT-IR-analizo smo uspeli obliko Se bolj podrobn@kterizirati.

5.3.3. DSC-ANALIZA VZORCEV K-2014 OBLIK MP1 in MP2
Na DSC krivulji K-2014 oblike MP1 (modra krivulja)a sliki 37 opazimo tri toplotno

pogojene efekte. Prvi, v obi&a med 70 in 85° C, je posledica izhajanja vodeigdrv
obmaiju med 85 in 120° C, pa predstavlja izhajanje 1shebkla. Tretji toplotno pogojeni
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efekt, v obme¢ju med 180 in 195° C, je posledica taljenja K-2@ibklike 1. Na DSC-
krivulji K-2014 oblike MP2 ¢rna krivulja) na sliki 37 opazimo le dva toplotnogojena
efekta. Prvi, v obmfu med 80 in 125° C, predstavlja izhajanje 1-hek&andrugi, v
obmaiju 180 in 195° C, pa je, tako kot v primeru oblik 1, posledica taljenja K-2014
oblike 1.

Izhodi&na oblika K2014

K-2014 oblikeMP1

K-2014 oblika MPZ J

20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200  210C

TOPLOTNI TOK 20 [mW]

TI[°C]

Slika 37: DSC-krivulje K-2014 oblike MP1 in K-20bblike MP2 primerjalno na DSC-
krivuljo izhodig&ne K-2014.

Ugotovljene toplotne efekte, ki so posledica izhgavezanih topil, smo integrirali —
Stevikna vrednost integrala predstavlja toploto, ki joramo dovesti v sistem, da se ta
efekt zgodi. Pridobljene podatke smo primerjalizparilnimi entalpijami za vodo in 1-
HeOH iz literaturnih podatkov, navedenih v NIST Wek (78) in so predstavljeni v
preglednici XII.
Preglednica XII: Primerjava izmerjenih toplotnitektov pri segrevanju oblike MP1 in
MP2 na literaturne podatke.

1-HeOH (pri T=120° C) voda (pri T=80° C)
AHizp,. (vrednost iz literature) 480 J/g 2300 J/g
toplota izparevanja (teorétio) 0,3J 0,3J
toplota efekta MP1 (eksperimentalno) 0,35J 0,5J
toplota efekta MP2 (eksperimentalno) 0,4J -

Izmerjene toplote izparevanja vode in 1-HeOH izloMP1 in MP2 se kar dobro ujemajo
s teoretinimi podatki. ViSje eksperimentalne vrednosti taplood teoretinih lahko

razlozZimo z dodatno energijo (toploto), ki jo mo@mdovesti za porusitev
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solvatne/hidratne strukture/mreze oz. za prekinitexi, ki vezejo vodo in topila znotraj
kristalne reSetke.

Z DSC-analizo vzorcev K-2014 oblik MP1 in MP2 smotrgili, da sta obe obliki
metastabilni in s segrevanjem prehajata v literatuznano in termodinamsko najbolj
stabilno obliko Il K-2014. Glede na to, da na DS@GAklji v obmogju med 70 in 120° C
opazimo dva izrazita endotermna efekta, nas jedalfevanju zanimalo, koliko in v kaksni
sestavi se nahajajo topila v vzorcih obeh oblikoMa oblik MP1 in MP2 smo zato

prelili Se z TG-MS-analizo.

5.3.4. TG-MS-ANALIZA VZORCA K-2014 OBLIKE MP2

Na TG-MS smo analizirali vzorec, ki je po XRPD anigbredstavljal K-2014 obliko MP2.
Vsa zaznana izguba mase (~ 23 %) pri TG analipogedica izhajanja topila 1-HeOH
(Twrer = 155 — 159 °C), kar smo potrdili z analizo hlapkttimponent na sklopljenem MS
analizatorju. Zelena TG-krivulja na sliki 38 torpredstavlja K-2014 1-HeOH solvat.
Eksperimentalno dot@na vsebnost 1-HeOH se zelo dobro ujema z stehijsket

vrednostjo za mono-1-heksanolni solvat, ki zna5é 24

Vzorec smo nato 4 ure pustili na sobnih pogojit2%® C 45 % RV). Po analizi vzorca iz
sobnih pogojev ugotovimo na TG-krivulji dva efekpavi efekt (do 90 °C) z izgubo ~ 4,5
% mase in drugi efekt (nad 90° C), pri kateremzguba mase ~21%. Z MS-analizo
hlapnih komponent smo ugotovili, da je prva izgymssledica izhajanja vode, druga
izguba pa posledica izhajanja topila 1-HeOH. Mob@&krivulja na sliki 38 predstavlja K-
2014 obliko 1-HeOH solvat hidrat, ki po XRPD anafizedstavlja K-2014 obliko MP1.
Eksperimentalno dot@na vsebnost vode (4,5 %) in 1-HeOH (21,2 %) seaafema s
stehiometrijsko vrednostjo za obliko mono-1-HeOHvab monohidrat, ki znaSa 4,2 %
vode in 23,6 % 1-HeOH.
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Slika 38: TG-krivulji vzorcev K-2014 oblike MP2dasu t=0 in po 4 h na sobnih pogojih.

K-2014 obliki MP1 in MP2 smo nato analizirali S&E-IR-tehniko.

5.3.5. FT-IR-ANALIZA VZORCEV K-2014 OBLIK MP1 IN MP2

Spektra vzorcev ZU K-2014 oblike MP1 in MP2 sedglena primerjalni spekter izhodne
ZU K-2014 razlikujeta, kar je prikazano na sliki.3Razlike so vidne v obndu
funkcionalnih skupin in v obnigu prstnega odtisa.

V obmaju funkcionalnih skupin je razlika predvsem v dédjer so nihanja karakterigtia
za O-H skupino = 3400 cnt Kjer je viden dodaten vrh. Viden je tudi premika - pri
3235 cnt (N-H nihanja). Spremembe so vidne tudi v olsjuamed 3050-3010 cth kjer

se nahajajo signali za nihanja C-H vezi v aromadr,je prikazano na sliki 40. Glede na
FT-IR-spektra lahko predpostavimo, da je priSlospeemembe strukture / sestave. Glede
na to, da tudi v spektru oblike MP2 opazimo O-Hanmija, je verjetno K-2014 oblika MP2
vsaj delno Ze prisla v obliko MP1. Se vedno pa smbeh spektrih prisotni vrhovi, ki so
zn&ilni za tipe vezi oz. funkcionalne skupine ZU K-201Glede na to, da v spektrih ne
ugotovimo karakteristnih absorpcijskih trakov termodinamsko stabilnelabll K-2014,
lahko sklepamo, da ob pripravi vzorca, pri katembsvzorec stisnili v tabletko, ni priSlo do

spremembe pojavne oblike ZU.
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Slika 39: Primerjava FT-IR-spektrov K-2014 oblik Mih MP2 na spekter izhodise ZU

85
80
70
60
50
—
= 40
3415
30 | 3218,1
3415 ‘
20 . 32181
10 3233,8
0 S S S )
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2500

cm-1
— ZU K-2014 vstopna
—— ZU K-2014 oblika MP1
—— ZU K-2014 oblika MP2

Slika 40: Primerjava IR-spektrov novih oblik MP1MP2 na spekter izhodige ZU K-
2014 v obmaju 4000 in 2500 cr.

Rahle razlike so vidne tudi med spektri vzorcevsikio jih po XRD analizi definirali kot

obliki MP1 in MP2. Te razlike so prikazane na sHii v obmaju med 2500 in 400 cth
Spektra obeh oblik imata rahlo nakazane posamezheve na mestu, kjer ima
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absorpcijske trakove tudi spekter 1-HeOH. Posameavi, ki so vidni v spektrih obeh
vzorcev, so v spektru oblike MRitenzivnejsi.
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Slika 41: Primerjava IR spektrov novih oblike MPINIP2 med 2500 in 400 ¢

Glede na rezultate TG-MS- in FT-IR-analiz lahkoegkdmo, da K-2014 oblika MP1
predstavlja mono-1-heksanol solvat monohidrat hidtd K-2014. Glede na to, da nam je
uspelo pripraviti tudi dovolj velike kristale, kogjlede na rezultate rentgenske praskovne
analize predstavljali K-2014 obliko MP1, smo leatalizirali Se z tehniko monokristalne

rentgenske difrakcije.

5.3.6. ANALIZA MONOKRISTALA K-2014 OBLIKE MP1

Z analizo kristala oblike MP1 na monokristalnemraktometru smo ugotovili, da se v
asimetréni enoti poleg ene molekule ZU K-2014 nahaja Se méekula vode in ena
molekula 1-HeOH, kar je prikazano na sliki. K-20ddlika MP1 je torej mono-1-HeOH
solvat monohidrat ZU K-2014. Na molekulo ZU K-20jet z vodikovo vezjo pripeta
molekula 1-HeOH, na katero je nato zopet preko kgt vezi pripeta molekula vode.

Na slikah 42 in 43 je na molekuli 1-HeOH videti tneéred — heksanolna veriga se zvije na
dva n&ina, ki sta v kristalu zastopana v razmerju pritdi50 : 50.
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Slika 43: Pakiranje molekul v kristalu K-2014 oldiMP1.

Iz vseh pridobljenih rezultatov lahko zakijmo, da sta obliki MP1 in MP2 solvatni obliki
ZU K-2014. Za obliko MP1 lahko potrdimo, da je gteda njene fizikalne lastnostih
stehiometrijski solvat K-2014.
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6. SKLEP

Kot sledi iz namena naloge, je bil primarni cilj gigtrskega dela na izbrani modelni ZU
K-2014 vpeljati koncept visokozmogljivega polimaefya reSetanja v raziskovalni proces.
Kot sekundarni cilj smo si postavili podrobno fiaiko karakterizacijo novonastalih
kristalnih oblik modelne ZU K-2014.

Pri visokozmogljivem reSetanju smo K-2014 raztopilvet razlicnih topilih, medtem ko
so bila uporabljena protitopila pri vseh kristatigah enaka. Na ta gam smo dobili 24
razlicnin sistemov topil. Pri w@ni kristalizacij so izpadle literaturno znane fatire
(dihidrat E, monohidrat) oblike modelne zdravilngnkovine K-2014. Poleg hidratnih
oblik nam je s HTS uspelo pripraviti Se dve literab znani solvatni obliki (matanolat in
etanolat) in neznano kristalno obliko MP1, pri kaseno nato ob segrevanju le-te ugotovili
njen prehod v novo neznano obliko MP2. Vse izolraoblike ZU K-2014 so
termodinamsko nestabilne in &soma ali pa ob segrevanju nad 60° C prehajajo
termodinamsko stabilno obliko 1.

Pri HTS ZU raztopljene v DMSO je vedno izpadla mioideatna oblika K-2014, medtem
ko smo pri raztapljanju ZU v kloroformu, 1-propamah acetonu od hidratnih oblik vedno
dobili enako pojavno obliko, t.j. dihidrat E.

Iz rezultatov HTS ZU, raztopljene v DMSO, v difragtamih vzorcev opazimo nan
vpliv preferene orientacije kristalov, kar je posledica r&zé rasti kristalov v filtrnih
vdolbinah mikrotitrnih plo&. Rast kristalov je, glede na to, da so bili vsiabspogoji
enaki, kot kaze bila odvisna le od tega, katerdijm@lo smo uporabili.

Pri HTS ZU, raztopljene v kloroformu, je iz dvehoptopil v zmesi z literaturno znano
obliko dihidrat E izpadla tudi neznana oblika MR1ve¢ primerih HTS ZU raztopljene v
kloroformu pa odzivov v difraktogramu nismo dobilifraktogrami iz dol@enih filtrnih
vdolbin so se naméeujemali z difraktogramom instrumentalnega ozadja.je verjetno
posledica hitrega in enakomernega izpadanja K-zl 4elotni filtrni vdolbini v obliki
plasti, ki je bila zaradi majhne koéine tako tanka, da oborjene substance v samem
difraktogramu nismo zaznali niti kot amorfno fazo.

Pri HTS ZU, raztopljene v 1-propanolu, je vcie primerov izpadla K-2014 oblika
dihidrat E in to ne glede na to, kakSne pogojet&iiacije smo uporabili. 1zjemo smo
ugotovili le pri vzorcih kristalizacije, kjer smook protitopili uporabili dikloroetan in 1-

heksanol. Pri teh dveh protitopilih je vedno iz@adéznana oblika MP1. Oblika MP1 je v
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primeru, kjer smo kot protitopilo uporabili 1-heksd ter pri »susSenju« mikrotitrnih plos
pri podtlaku 400 mbar ali pod.Nbila polimorfnocista, v vseh ostalih primerih pa nastopa
v zmesi z obliko dihidrat E.

Polimorfnocisto obliko MP1 smo pri uporabi protitopila 1-heksaugotovili tudi pri HTS
ZU, raztopljene v acetonu, prav tako je oblika MPimesi z obliko dihidrat E, v sledeh
prisotna tudi pri uporabi protitopila dikloroetaRri uporabi protitopil etanol (abs.) in
metanol pa izpadeta literaturno znani solvatnikoidi2014 (etanol in metanol solvat).

Z bolj podrobno analizo K-2014 oblike MP1 smo ugiiipda ta ob segrevanju na 40° C
prehaja v obliko MP2, le-ta pa ob ohlajanju preh@aaj v obliko MP1(Ce smo vzorec
segreli nad 60° C, pa oblika MP2 preide v literatuznano in termodinamsko stabilno
obliko Il K-2014. Obliko MP2 smo nato uspeli pripittudi v vecjem merilu. Izkazalo se
je, da je le-ta izrazito neobstojna in Ze po nekajutah na sobnih pogojih preide nazaj v
obliko MP1. Nadaljnja karakterizacija obeh neznamiithk je pokazala, da sta obe obliki
psevdopolimorfni obliki ZU K-2014. Glede na rezud#tal G-MS-analize je oblika MP1
meSani solvat 1-heksanola ter vode, katerih dekiujemajo s stehiometnimi
vrednostmi za mono-1-heksanol solvat monohidratikebMP2 pa 1-heksanol solvat,
katerega delez se ujema s stehiormdetrivrednostjo za mono-1-heksanolni solvat. Da gre
pri obliki MP1 za meSani solvat smo potrdili tudiR-analizo vzorca. Kristal oblike MP1
smo analizirali tudi na monokristalnem difraktonoetriz rezultatov monokristalne
difrakcije smo resSili strukturo, iz katere se vidia se v asimetmi enoti poleg ene
molekule ZU K-2014 nahaja Se ena molekula 1-heksamo ena molekula vode. V
primeru oblike MP1 gre torej za K-2014 mono-1-hekdasolvat monohidrat &mer smo
potrdili rezultate TG-MS-analize.

Obe novi obliki sta torej] metastabilni in¢asom prehajata v termodinamsko stabilno
obliko Il ZU K-2014. Poleg polimorfne nestabilnostiobeh oblikah predstavlja tezavo
tudi velika vsebnost topila. Kot heksanolna solvstia obliki neprimerni za uporabo v
farmacevtskih izdelkih tudi s stad& tehnologije.

Visokozmogljivo reSetanje smo uspesno vpeljali zigikovalni proces. Pri samem delu
smo ugotovili, da tehnika HTS, ob ustreznendrttvanju poskusov, omoga Sirok in
poglobljen vpogled v polimorfizem izbrane zdravilmgnkovine.

Pri tej magistrski nalogi smo se omejili le na exiim kristalizacije, in sicer kristalizacije z
uporabo protitopil. Nadaljnje raziskave bi lahkontdjile na uporabi HTS pri drugih

n&tinih kristalizacije in pri iskanju robnih pogojevigtalizacije izbrane pojavne oblike.
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8. PRILOGA

8.1. KRISTALOGRAFSKI PODATKI ZA K-2014 OBLIKO MP1

Instrument
Formula

Molska masa
Temperatura/K

Singonija

Prostorska skupina

alA

b/A

c/A

a/°

B/

y/°
Volumen/A®
Z
Pcalcmg/mrﬁ
m/mm*
F(000)

Dimenzije kristala/mr

Radiacija

Obmasje merjenja 2
Obmaja indeksov
Izmerjenih uklonov
Neodvisnih uklonov

Podatki/omejitve/parametri

Kakovost ujemanja na’F

Kon¢ni R indeksi [I>=2 (1)]
Kon¢ni R indeksi [vsi podatki]

Agilent/SuperNova/Atlas CCD
(K-2014)(€H1:0H)(H20)
432,63
150.00(10)
monoklinska
P2
13.4866(3)
12.0948(2)
14.8555(3)
90
102.082(2)
90
2369.53(9)
6
1.2126
0.162
936.8
0,2 x 0,2 x 0,02
Mo K (A = 0.71073)
5.6 to 60.72°
-1£h<19,-17< k<15, -20< 1< 20
24346
6439 [R = 0.0393, Bgm: = 0.0378]
6439/0/315
1.080
R; = 0.0508, wRR=0.1186
R=0.0749, wRR = 0.1386

Najvesji diferenini mx./luknja/ e A°0.49/-0.30

Frakcijske koordinate atomov in izotropni atomskrgmetri odmika

Atom
S1
N21
C2
C6
Cl14
C12
N10
C15

X
500.9(3)
1577.8(11)
1327.8(13)
139.2(12)
1281.5(12)
-2037.7(13)
279.6(10)
-142.3(13)

y z U(eq)

4065.3(3) 2939.1(3)  27.65(12)
8189.5(11) -356.8(10) 26.8(3)
4042.3(13) 2183.8(11) 25.7(3)
5394.8(13) 1557.8(11) 22.8(3)
7274.3(14) 1037.5(11) 25.6(3)
5669.6(13) 908.7(12) 25.7(3)
6915.3(11) 534.7(9) 25.1(3)
7676.3(14) -213.2(11) 26.2(3)
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N11
C18
C3
C4
C19
C9
Cl6
C17
Ci13
C20
C22
C5
N2
C1A
O1
02
Ci1
Clc
Ccid
Cle
Cih
Cii
Clj
Cik

-1323.1(10)
1995.6(13)
-239.7(13)
1026.8(13)

590.9(13)

-2005.3(12)

-2887.5(13)

-3653.2(14)

-2817.9(14)

-3678.4(13)
2268.6(15)
2215.8(15)

-1142.9(11)
-351.4(12)

-1607.8(12)

-2572.8(10)

-3411.9(19)

-5827.0(17)

-5335.1(19)

-5113(2)
-4409(3)
-4350(3)
-4622(4)
-4106(3)

6414.8(11)
7405.7(14)
5088.1(13)
4779.7(13)
7786.6(15)
5249.4(13)
5428.2(15)
4415.6(16)
4636.4(14)
4792.6(16)
8341.6(16)
3271.5(16)
5464.6(12)
6266.6(13)
9949.5(11)
8117.0(11)
8363(2)
8444(2)
9306(3)
7869(2)
8341(3)
9252(3)
8458(4)
9130(4)

675.0(9)
377.6(12)
2305.9(11)
1490.9(11)
-851.0(12)
1798.1(12)
220.9(13)
1277.9(15)
1976.3(14)
396.5(14)
-985.3(14)
2335.3(13)
2509.6(10)
922.3(11)
-767.2(9)
-244.6(9)
164.0(16)
-2700.1(18)
-2025.5(17)
-3214(2)
-634(3)
-1342(2)
-1255(4)
-453(3)

25.6(3)
28.7(4)
24.1(3)
25.2(3)
29.2(4)
25.4(3)
30.3(4)
37.7(4)
32.6(4)
35.0(4)
37.3(4)
35.8(4)
26.3(3)
23.3(3)
40.0(3)
36.9(3)
47.6(6)
54.4(6)
55.6(6)
64.1(7)
31.3(8)
31.1(7)
48.2(11)
45.3(10)
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