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Abstrakt:

Téma diplomové priace bylo zaméfeno na stanoveni velikosti ¢éstic aktivnich
farmaceutickych substanci. Latkou, na které byly provadény experimenty byl Nicergolin.
Tento derivat ndmelovych alkaloida se vyrabi ve firmé Teva Czech Industries s.r.o0. jiz dlouha
1éta. Poslednim krokem pfi ptiprave této latky je krystalizace. Pomoci této operace je mozné
pripravit material s riznou distribuci velikosti ¢astic.

Cilem diplomové prace bylo pfipravit krystalicky material s rozdilnou distribuci
velikosti ¢astic a porovnat metody méteni distribuce velikosti ¢astic. Tyto distribuce byly
méfeny jednak online metodou pomoci FBRM laserové sondy a tyto distribuce byly
porovnany s offline méfenim pomoci laserové difrakce.

Touto praci bylo také prokézano, Ze zpiisob krystalizace ma vliv nejenom na distribuci
velikosti €astic, ale 1 na povrchové vlastnosti krystalického materialu. Tyto vlastnosti pak také
dale ovliviiuji chovani krystalického materialu pfi filtraci, rychlosti suseni, snadnosti sitovani
apod.

V pribéhu prace byl sledovan vliv teploty ockovani, vliv mnozstvi ockovaciho
materialu, vliv ultrazvuku a délka sonokrystalizace na kone¢nou distribuci velikosti ¢astic.

Experimentalné bylo zjisténo, ze ve vSech ptipadech krystalizanich experimentl byly
hodnoty distribuce velikosti ¢astic naméfené online FBRM metodou vétsi, nez distribuce
naméfené offline metodou pomoci laserové difrakce.

V piipad€ ockované krystalizace byly naméteny nejvétsi ¢astice (dle parametru D90) pfi
experimentech s mnozstvim 1% ockovaciho materialu a s 1 hodinovou chladici teplotni
rampou (ovsem s bimodalnim rozlozenim distribuce velikosti Castic). U experimenti s vétSim
mnozstvim ockovaciho materidlu byly naméfeny niz§i hodnoty parametri D90, ale zato

s uzkou distribuci velikosti ¢astic.



V druhém piipadé zptsobu krystalizace Nicergolinu (iniciace nukleace ultrazvukovou
sondou) byl parametr D90 zavisly na nastavené teploté pii sonikaci a délce chladici teplotni
rampy po ukonceni sonikace. Nejvétsi ¢astice byly nameéteny pii teploté 20 °C a délce teplotni
chladici rampy 120 minut. Naopak nejmensi pii teploté 25 °C a chladici teplotni rampa byla
nastavena na 30 minut.

V posledni skupin¢ experimentl (iniciace nukleace ultrazvukem a sonokrystalizace) byl
parametr D90 zavisly opét na teploté sonikace ale 1 na nastaveni amplitudy ultrazvuku a na
délce sonokrystalizace. Castice s nejvétsi hodnotou parametru D90 byly ziskany nejkratsi
dobou sonokrystalizace. S prodlouzenim doby sonokrystalizace se parametr D90 zmensoval a
nejmensi hodnoty dosahl pfi amplitudé ultrazvuku 50% a 120 minutové sonokrystalizaci.

Pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu bylo také zjisténo, ze povrch
krystalického materidlu se li8i, byla-li nukleace ultrazvukem pouze iniciovana nebo
probihala-li sonokrystalizace delsi dobu.

Tato zjisténi byla potvrzena pomoci mikroskopu atomarnich sil, pomoci kterého byla
spo€itdna prumérnd drsnost povrchu, bylo zjiSténo, Ze pokud sonokrystalizace probihd po
dobu 120 min. je povrch krystalického materidlu mnohem vice homogenni (to plati i pro
ockovanou krystalizaci), nez povrch materidlu, ktery byl vykrystalovan pomoci iniciace

nukleace ultrazvukem.
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Abstract:

The topic of this thesis is focused on establishing particles sizes of active
pharmaceutical ingredients. The material used for conducting experiments was Nicergolin.
This is a derivative of ergot alkaloids that has been produced by company Teva Czech
Industries s.r.o. for many years. The last step to prepare this material is crystallization. This
operation allows preparation of materials with a varied distribution of particle sizes.

The goal of this thesis was to prepare crystalline material with a varied distribution of
particle sizes and compare methods for measuring a distribution of particle sizes. These
distributions were measured by the online method of FBRM laser probe and compared with
offline measurements by laser diffraction.

This thesis also confirmed that a method of crystallization has impact not just on
distribution of particle sizes but also on surface properties of crystalline material. These
properties have also impact on the performance of a crystalline material during filtration,
speed of drying, ease of sieving and milling.

During the work was tracked seeding temperature, impact of amount of the seed
material, impact of ultrasound and length of sonocrystallization on the final distribution of
particle sizes.

All cases of the crystallization experiments found that values of distribution of particle
sizes measured by the online FBRM method were higher than distributions measured by the
offline method of laser diffraction.

The biggest particles (according to parameter D90) were in all cases measured during
experiments with 1% of the seed material and 1-hour cooling ramp (but with bimodal

distribution of particle sizes). The measurements during experiments with a bigger amount of



the seed material found lower values of parameter D90 but with a narrow distribution of
particle sizes.

Parameter D90 in the second crystallization method of Nicergolin (nucleation initiation
by an ultrasound probe) was dependent on a temperature set during sonication and on a length
of cooling ramp after completing of sonication. The biggest particles were measured with the
temperature 20 °C and 120 minutes’ length of a cooling ramp. The smallest particles were
with the temperature 25 °C and 30 minutes’ length of a cooling ramp.

Parameter D90 in the last group of experiments (nucleation initiation by an ultrasound
probe and sonocrystallization) was again dependent on a temperature set during sonication as
well as on a length of sonocrystallization. Particles with the highest value of parameter D90
were produces by the shortest time of sonocrystallization. Parameter D90 was decreasing with
increasing time of sonocrystallization and the lowest value was achieved by 50% ultrasound
amplitude and 120 minutes’ length of a cooling ramp.

With scanning electron microscope has also found that surface of a crystalline material
varies depending on whether ultrasound nucleation was only initiated or sonocrystallization
was going for a longer time.

Those findings were proved by a microscope of atomic forces. This calculated average
roughness of surface and found that if sonocrystallization lasts for 120 minutes then surface of
crystalline material is much more homogeneous (this applies also for seeding crystallization)

than surface of material crystalized with nucleation initiation by an ultrasound probe.
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1 UVOD

aktivnich substanci je totiz vyrabéna v pevné fazi. Krystalizacni proces musi garantovat
kvalitu produktu jako je napt. vytézek, chemicka a fyzikélni Cistota, distribuce velikosti
¢astic, krystalovy tvar a obsah zbytkovych rozpoustédel. [6,31]

Krystalizace patii mezi zakladni procesy a v pfirod¢ se sni Cloveék poprvé setkal pfi
krystalizaci zname tak dlouho, stale ji v nékterych piipadech nelze fidit. Patii k nim ptiklady
z farmaceutického primyslu krystalizace, napt. krystalizace nestabilnich polymorfa a jejich
mozné prechody na stabilni fazi v ur€itych technologickych stupnich, jako je vlhka granulace
nebo mikronizace. [9]

Aby vysledné krystaly mély pozadovanou kvalitu, je tfeba znat jejich faktory, které
samotnou krystalizaci ovliviiuji a tyto parametry kontrolovat. Zakladnimi parametry, kterymi
Ize ovlivnit krystalizaci, jsou koncentrace, teplota a pfesyceni roztoku, mnozstvi nedistot,
rychlost atyp michani. V poslednich letech bylo dosazeno velkého posunu pii sledovani
a ovliviiovani krystalizacnich parametrt. [4,6]

Cilem mé diplomové prace bylo stanovit rizné distribuce velikosti ¢astic pomoci FBRM
sondy aPSD laserové difrakce rlznymi postupy pftipravy krystalizace ucinné latky
Nicergolinu a dokazat, ze fizenou a kontrolovanou krystalizaci lze ziskat krystalicky material
pozadované distribuce velikosti Castic. A Ze 1V provoznich podminkdch se nemusime
spoléhat na nahodné procesy, ale Ze 1 zde plati pravidla a zadkonitosti, kterymi Ize fidit proces

krystalizace.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Struktura farmaceutického prumyslu

Farmaceuticky pramysl v soucasné dobé patii ve vétSiné technicky vyspélych zemi mezi
nejvyznamnéjsi odvetvi.

Do vyzkumu, vyvoje a vyroby 1éCiv se zapojuje riznym zptisobem velké mnozstvi instituci

a firem, mezi nimiz existuje fada synergickych efektt, ale i tvrdy konkurenéni boj.

2.2 Prehled svétovych farmaceutickych vyrobci

2.2.1 Inovativni firmy
Na S$pici z hlediska celkového pfinosu k urovni 1écby stoji tzv. inovativni firmy
(research based companies). Inovativni firmy vyuzivaji nejnovéjsi poznatky k vyvoji novych

originalnich 1é¢iv, které pfinaseji vyrazny terapeuticky prospéch. [1]

2.2.2 Generické firmy

Pod timto pojmem rozumime spolecnosti, které po vyprSeni patentovych ¢i jinych
dodate¢nych ochran zcela legalné vyrabé&ji 1éciva pivodné zavedena firmami inovativnimi.
Timto dochédzi ke znacnému sniZeni cen téchto léciv. Hlavnim pfinosem téchto firem je

zvyseni dostupnosti modernich 1é¢iv pro $irsi okruh pacientd. [1]

Nejvétsi generickou firmou na svété je Teva. Byla zalozena jiz v roce 1901 ve mésté

Jeruzalémé v lzraeli.

Na c¢eském trhu pusobi jako Teva Pharmaceuticals CR, s.r.o. od roku 1997. Se
soucasnym ro¢nim obratem se fadi na druhé misto. Korporatni dcerou Teva Pharmaceuticals
CR, s.r.0. je vyrobni zavod v Opavée Teva Czech Industries s.r.0. zaloZzena v roce 1883 a diive
znama také pod ndzvem Galena. Ve svém Sirokém portfoliu ma generické 1é€ivé pripravky —
pfedevSim antiastmatika, cytostatika, imunosupresiva aj. v podob¢ tablet, tobolek a kapalnych
lékovych forem. Dale také voln€ prodejné latky (OTC), rostlinné extrakty a ucinné

farmaceutické latky (API).

2.3 API latky
Léciva latka je latka nebo soustava latek, kterd ma schopnost interagovat s lidskym
nebo zivociSnym organismem a vysledkem je poznani chorob, ochrana ptfed nimi, zmirnéni

ptiznakti onemocnéni a jejich 1éCeni.
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Vétsinou 1€civé latky nejsou vhodné pro piimé diagnostické nebo terapeutické pouziti,
proto je tfeba je upravit tak, aby mohly na daném misté¢ a v daném case plnit pozadovanou
funkci, proto je tfeba je transformovat do podoby 1éku. [2]

Lécivy piipravek je produkt ziskany z 1é¢iv a pomocnych farmaceutickych latek urcitym
technologickym postupem. LéCivé piipravky maji lékovou formu, kterd je ddna potiebou
podani (uziti) 1éku a koexistenci v ni pfitomnych 1é¢iv a pomocnych latek. Do tohoto pojmu
zahrnujeme nejen tvar 1éku, ale i jeho slozeni a fyzikalni strukturu. Lékovou formou jsou
napiiklad tobolky, tablety, injekce nebo masti a krémy. [2]

Platny Cesky i Evropsky 1ékopis jiz neuvadgji pojem 1ék. Lék je pojem historicky dany,
odvozuje se od n¢j pojem 1ékarna znamy v Evropé jiz od 13. stoleti, v Arabii jiz od 8. stoleti.
Pro ucely farmaceutické technologie je pojem 1€k vhodny a vystizny. Zékladni kategorie
1é¢ivo zahrnuje 1 1é¢ivé latky, jejichz vyroba nemusi byt farmaceutickou ¢innosti. Proto se

mizeme setkat s pojmem 1€k i jako 1é¢ivy pripravek. [2]

2.4 Krystalizace API

Ve farmaceutickém primyslu je klicovym procesem pii vyrobé farmaceutickych
substanci API krystalizace. Jedna se predevSim o separacni a Cistici proces pii findlnim stupni
vyroby krystalické API. Krystaly vznikaji nejCastéji z kapalné faze postupy, které jsou
zaloZzeny na vytvofeni piesyceného roztoku API. Pfi krystalizaci dochdzi ke
samouspofadajicimu supramolekuldrnimu procesu, pifi kterém se pivodné nahodilé

orientované molekuly skladaji do vnitiné uspotadanych krystalt (supramolekuly). [5, 6]

Krystalizace API substanci (Obr. 1) je zejména kriticka pro kvalitu produktu jako je
chemickda cistota a spravnad polymorfni forma, kterd musi byt pfisné kontrolovana, aby

spliiovala stanovené specifikace. [7] Dalsimi sledovanymi parametry krystalizace jsou:
- vytézek
- distribuce velikosti ¢astic (DVC)
- tvar Kkrystalu
- obsah zbytkovych rozpoustédel
- flowabilita

- kvalita povrchu (drsnost, adsorpce) [13]
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Obr. 1 Krystalizacni proces, od zacdtku po findalni produkt [4]

2.4.1 Teorie krystalizace
Ve farmacii se jedna téméf vzdy o vyluovani pevné faze z roztoku. Proces krystalizace

se sklada ze dvou hlavnich krokt: nukleace a rust krystalt. [8]

Nukleace
Primarni Sekundarni
Heterogenni Homogenni

Obr. 2 Rozdéleni nukleace

Homogenni nukleace

Jedna se o idelizujici proces, ktery slouzi k nastaveni zékladniho modelu. Pfi této
nukleaci se nuklea tvoii nahodnymi srdzkami molekul kdekoliv v objemu krystalizujiciho
roztoku bez ptitomnosti jiné faze. [6]

Tato nukleace hraje roli v urceni, jaka krystalicka forma vznikne a ma vliv i na

distribuci velikosti Castic. Hlavnim problémem pfi studiu nukleace je fakt, ze velikost
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krystaliza¢niho zarodku je v rozmezi 10 — 100 molekul a ¢as pottebny k vytvotreni zarodki je
Vv ¢asovém rozmezi od né€kolika sekund az po nékolik dni. [7]

Nukleacni teorie popisuje vznik krystaliza¢niho zarodku jako sekvenci molekularnich
adici, kdy vznikaji v pfesyceném roztoku molekularni agregaty neboli klastry podle schématu
[9]:

A+A— A

Ao+ A—/@8> As

A@ny + A —> Ay (kriticky klastr) (1)
Roztok pak obsahuje agregaty riznych velikosti Ao,.....An. Tento model je zalozen na pracich
Gibbse, Beckera a Doringera a Volmera. [8]

Aby v homogenni soustavé vznikla nova faze, musi se nejprve vytvofit stabilni zarodek této
nové faze — kritické nukleum. Nuklea se tvoii ndhodnymi srdzkami molekul kdekoliv
v objemu krystalizujiciho roztoku bez pritomnosti jiné faze.

Nukleacni teorie pfedpokladd krystalizaci v jednoslozkovém systému a uvazuje
kulovity tvar agregatii, ktery je spojen se zménou Gibbsovy energie AG, vztazeny na jeden
agregat:

A G = (4n/3)r® AGy + 4nr? yq (2)

kde AGy je hnaci sila nukleace, je zaporna a znaci rozdil mezi Gibbsovymi energiemi
jednotkovych objemi krystalické a kapalné faze. Veli¢ina y oznacuje mezifazové napéti mezi
krystalickou (c) a kapalnou (1) fazi, r je polomér kulovitého agregatu.

Prvni ¢len AG zplsobuje pokles, druhy €len rlst a pfi spontdnnim dé&ji musi byt A G
zaporné. Po pfekonani hranice kritického poloméru r a nukleaéni bariéry A G z nuklei rostou

krystaly. [6]

Heterogenni nukleace
Heterogenni nukleace probihd pfednostné na ptritomné fazi systému, napf. na
krystalizaénim ptidavku nebo na sténé krystalizatoru. [6]
Tato faze disponuje volnym povrchem a neexistuje tak velka energetické bariéra pro piechod
latky do nové faze jako u nukleace homogenni. [10] Je energeticky vyhodné;si, protoze pokud
vznikaji nuklea na povrchu cizich ¢astic bude stacit k jejich vytvotfeni mnohem mensi pocet
atomt (molekul), nez by vyzadovala nuklea o stejné kritické velikosti pfi homogenni

nukleaci. [8]

17



Sekundarni nukleace

Pti tizené krystalizaci ve farmaceutické vyrobé se velmi Casto pouziva nukleace
sekundarni — ockovand a to z divodu, ze nikdy nelze zcela vyloucit polymorfni chovani
systému. K vychozimu roztoku pii oCkovani ptidavame krystalky (zarodky, oc¢ka) pozadované
faze. Sekundarni nukleace miize byt vyvolana zdmérn€¢ nebo netimysiné, kdy jiz pfitomné
krystalky v suspenzi se déli napt. vzajemnym otérem nebo dochazi k jejich rozbiti pfi stietu
s michadlem. [11]

2.4.2 Termodynamika krystalizace
Krystaly mohou nukleovat a rist pouze tehdy, jestlize je roztok piesyceny.
V termodynamické rovnovaze je nasyceny roztok pii urCité teploté. Piesyceni roztoku je
vyjadieno jako:
A ¢ = cpr — Crov (3)
kde c,+ oznaCuje koncentraci pifesyceného roztoku a Croy koncentraci nasyceného

roztoku. Stav piresyceni je zakladni pozadavek pro vSechny krystaliza¢ni procesy. [6]

n

@
(&)
Al
& Metastabilni
e Z6na zbna
2 presyceni

Chlazeni
o e X
5y R S——

rozpustnosti
Cl--—=——mm - — = -
Presyceni=c—-c’

Teplota

Obr. 3 Presyceni ridici sila krystalizace

Na Obr. 3 je kiivka rozpustnosti, ktera je znazornéna cCervenou barvou. Jedna
se 0 zavislost koncentrace krystalizujici API na teplot¢ pro nasyceny roztok. Oblast

nenasycen¢ho roztoku se mnachazi pod kiivkou rozpustnosti. Pokud sniZzujeme
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teplotu, postupné se dostdvame z nenasyceného roztoku pies roztok nasyceny k modré
ktivce, kterd odpovidda maximalnimu pfesyceni (zacatek vylu¢ovani prvnich krystal). Tyto
dve kiivky vytycuji tfi oblasti:

stabilni — (nenasycend) zéna rozpustnosti, kde je nemozna krystalizace

metastabilni — (pfesycend) zona rozpustnosti, nachdzi se mezi kiivkou rozpustnosti
a kiivkou presyceni, kde ke krystalizaci mize, ale i nemusi dojit

nestabilni — (labilni) zbéna pfesyceni, kde je pravdépodobna spontanni
krystalizace, ale neni nevyhnutelna. [12]

Krystalizace API se musi provést v metastabilni zoné, v oblasti nenasycené¢ho roztoku

jiz pevna faze neexistuje.

2.4.3 Mechanismus ristu krystala

Rist krystalti znamena pfirGstani dal§iho materidlu k nukleim. Jedna se o komplikovany
proces, jehoz detaily dosud nejsou zcela objasnény. Dlvodem je, ze piesyceny roztok
obsahuje celou skalu stavebnich jednotek (atomy, ionty, molekuly). Vysledkem ristu krystalu
je krystalova plocha a soubor vSech krystalovych ploch uréuje morfologii krystalu. Podle
podminek krystalizace nemusi vSechny krystalové plochy vzdy stejnomérné
vyrust, v konecném disledku je krystalova morfologie tvofena plochami, které rostou
nejpomaleji a maji tudiz nejmensi energii. Oproti tomu nejrychleji rostouci plochy (s nejvétsi
energii) vétSinou zarastaji. [4]

Aby krystal v piesyceném roztoku rostl, musi byt rozpusténa slozka transportovana
objemem matecného roztoku k povrchu nuklea atam je nasledné ukotvena do krystalové

struktury. [9]

2.4.4 Tvar krystalu

Vnéjsi tvar (habit) krystalu je vymezen jeho wvnitini strukturou. Krystalografové
vytvofili nomenklaturu pro popsani mnoha raznych forem atvara, které se vyskytuji
vV kazdém ze sedmi krystalovych systémi. Nazev habit mé specificky vyznam a je pouZzivan
K popisu vngjsiho vzhledu krystalu a zahrnuje skupinu symetricky podobnych krystalovych

ploch. Pro mikroskopické pozorovani ve farmacii neni praktické identifikovat vSechny tyto
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formy (tetragondlni, kubickd, atd.). Obzvlast’ to plati pro krystaly, které maji rozdilny tvar
zapti¢enény deformaci, ktera byla zplisobena nestejnomeérnym vyvojem urcitych krystalovych
ploch béhem rustu. K popisu tvaru krystalu se pouzivaji mnohem jednodussi terminy, které
jsou vhodné pro sledovani rozdilti mezi jednotlivymi Sarzemi farmaceutické substance. [4,10]

Literatura uvadi Sest zakladnich tvarG a krystaly majici néktery z téchto tvart jsou
zatazeny do jednoho ze sedmi krystalovych systému.

Je dulezité rozlissit pojmy jako krystalova forma (crystal form) popis vnitini struktury-
vysledek se ziskava praskové difrakce a tvar neboli habitus (crystal shape) na zakladé

pozorovani.

desticky il _/-”'X
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krychlicky tycinky

Obr. 4 Sest zakladnich tvarii krystalu [10]

2.4.5 Krystalizace ve farmaceutické vyrobé

Krystalizace je dulezitym dé¢licim a Cisticim procesem pouzity pro Sirokou Skalu
materiali v chemickém, potravinaiském a farmaceutickém pramyslu.[31] Ve farmaceutické
vyrob¢ neni krystalizace kontinudlni proces, ale probihad v Sarzich jako vyroba chemickych

specialit. Kontrola velikosti krystalu, tvaru a krystalové struktury je velmi dilezita, protoze

20



muze ovlivnit navazujici operace jako filtrace, suseni a mleti jakoz i ovliviiovat fyzikalni
a chemické vlastnosti pevné latky jako je disolu¢ni rychlost a rozpustnost. [7]

Pied navrhem procesu krystalizace musi byt experimentalné stanovena Kinetika
procesu, jelikoz soucasné techniky nejsou schopny kinetiku presné urcit a 1ze provést vypocet
optimalnich pracovnich podminek a kontrolnich postupt. Jednd se o polymorfni chovani
a charakteristiku jednotlivych polymorfi a hydratd (solvat). Identifikace polymorfi
se provadi pomoci vhodné analytické metody, napt. RTG praskovou analyzou.

Dulezitym parametrem je i rovnovazna kiivka rozpustnosti zvoleného polymofru
(hydratu), kde je vyznamna zavislost koncentrace na teploté. Velmi dulezité je stanoveni Sitky
metastabilni oblasti (resp. kiivky metastabilni oblasti), ve které se vede krystalizace. Sitka
metastabilni zoény je déna jako teplotni interval (podchlazeni), kdy na horni hranici za¢nou
vznikat prvni krystaly a pod dolni hranici se za¢inaji prvni krystaly rozpoustét. Znalost Sitky
metastabilni  zony  poskytuje  informaci, kdy dojde knechténé  spontanni

nukleaci, ale i kdy zahajit o¢kovanou nukleaci.

Nukleace nastava v piesyceném roztoku a Ize toho dosédhnout:
- odpafovanim rozpoustédla,

- ochlazenim roztoku,

- pfidanim antisolventu (vysraZeni produktu),

- zménou pH,

- ptidanim latky, kterd chemickou reakci vytvoti zddany produkt (reak¢ni krystalizace).

Typy krystalizace ve farmacii
- krystalizace chlazenim [28]
- krystalizace pfidanim antisolventu
- krystalizace s odpafovanim rozpoustédla

- reak¢ni krystalizace

2.4.6 Krystalizace chlazenim

Krystalizace zménou teploty, zpravidla ochlazenim roztoku se pouziva v ptipadé, kdy
je rozpoustéci kiivka API latek vyrazné zavisléd na teploté. Pfi této metodé€ je vyhodné pokud
rozpustnost lezi v rozmezi 10 az 100 mg ml™. Pokud je rozpustnost mimo toto rozmezi, ziska

se bud’ maly vytézek (pii niz§i hodnoté) nebo velky vytézek (pii vyssi hodnot¢). Pokud tato
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hodnota v jednom rozpoustédle nevyhovuje, 1ze pozadovaného rozmezi dosahnout smési

rozpoustédel. [9]

2.4.7 Krystalizace s pridanim antisolventu

Casto se ve vyrobé pouziva technika piidani antisolventu (,,srazedla), aby se skokové
snizila rozpustnost krystalizované API a tim se dosahlo co nejvétsiho vytézku. Piidavek vody
naptiklad vysrazi API z polarniho organického rozpoustédla a naopak polarni organické
rozpoustédlo vysrazi API z vodnych roztoka. Lze také pouzit jako srazedlo kyselinu nebo

zasadu v pripadé, Ze je rozpustnost API zavisla na pH. [6,9]

2.4.8 Krystalizace s odpaienim rozpoustédla
Takova krystalizace ptichdzi v uvahu, kdyZz neni rozpoustéci kiivka prave teplotné
zavisla. Pro kone¢nou kvalitu produktu je dalezitd i rychlost dosazeni piesycené¢ho roztoku.

Pfi technice odpafovani by méla byt hodnota rozpustnosti API > 10 mg ml™L. [9]

2.4.9 Reakéni krystalizace

Kdyz je ptesyceni krystalizujici substance dosazeno chemickou reakci, nazyva se tento
typ operace reak¢ni krystalizaci. MiiZze to byt napi. reakce neutralizacni, za vzniku soli. Tyto
reakce mohou byt velmi rychlé a dochazi pii nich k velkému pfesyceni a krystalizace

je kontrolovana nuklea¢nim krokem. Tento typ krystalizaci byva n€kdy nazyvén precipitace

[2].

Presyceni krystalizace ve farmaceutickém primyslu byva vétSinou kontrolovano

nepiimo a to pomoci o€kovani nebo pomoci rychlosti chlazeni.

2.4.10 Ockovani

S ockovanou nukleaci je spojena otdzka. Jaké mnozZstvi ocek je potieba k UispéSné
krystalizaci a v jakém case je ocka tfeba do roztoku pridat? Oc¢kovani je proces zamérného
vneseni krystalki pfipravované latky do krystalizacniho roztoku. Jejim cilem je zabranit
nekontrolované nukleaci. Ockovaci krystaly zavedeny v procesu v pravém ¢ase mohou zménit
Spatné chovani, nekonzistentni proces krystalizace na takovy, ktery je v souladu a produkuje
pozadovanou specifikaci velikosti ¢astic. Nekonzistentni vynos, rychlost filtrace, doba suseni,
objemova hmotnost a také distribuce ¢astic mohou sahat az do nekontrolovanych krystalizaci

s nepravidelnou nukleaci nebo neoptimalizovanému ockovani. Dilezité parametry je tieba
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vzit v uvahu pii navrhovani strategie jako je velikost oka nebo ockovaci teplota. Pochopeni
ockovacich parametrii znamena mén¢ experimenti nezbytné k optimalizaci krystalizace.

Material ziskany krystalizaci, kde rozhodujicim krokem je rlst krystala
(termodynamicky fizena krystalizace), ma nékolik vyhod: ziskame vétsi Castice s uzkou
distribuci velikosti Castic, krystalicky materidl ma niz§i povrchovou plochu, vyssi sypnou
hmotnost a dobfe se susi.

S procesem ockovani jsou spojeny tyto nasledujici kroky, které musi byt
optimalizovany:

- ockovaci teplota

- mnozstvi o¢kovaciho materialu

- kvalita ockovaciho materialu

- rychlost chlazeni naockovaného materialu [5]

Z6na presyceni Odkovani
Zb6na

rozpustnosti

+—X

Chlazeni

Koncentrace

—

Teplota

Obr. 5 Efekt ockovani na krystalizaci v metastabilni oblasti [6]

Teplota roztoku, pri které je material naockovan: ockovani blizko kiivky rozpustnosti
(Obr. 5, piiklad 1) je provadéno pii nizkém piesyceni. Probiha zde mala sekundarni
nukleace, krystal roste pomalu a vysledkem jsou velké krystaly. Ockovani blizko kiivky
ptesyceni (Obr. 5, ptiklad 2) je provadéno pii velkém piesyceni, dochazi zde k sekundarni
nukleaci, krystal roste rapidné rychle a vznikaji malé krystaly.

Ockovaci material: pokud je mnozstvi materidlu ptili§ malé, sekundarni nukleace a rast

krystalu bude nedostatecné, aby pokracovalo v piesyceni. V tomhle pfipadé muze dojit
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k druhé fazi nukleace, coZz ma za nasledek heterogenni populaci, ktera na jejim konci obsahuje
velké 1 malé Castice.
Ockovaciho materidlu se pfiddvd maximalné do 10 % hmotnostniho vytézku, coz
Vv primyslovém méfitku muze byt i nékolik desitek kilogrami pozadovaného produktu. [9]
Rychlost chlazeni: pokud oCkovani materidlu provadime v metastabilni z6n¢, mohou

nastat dva pfipady (viz Obr. 6).

Zona presyceni
Zona
rozpustnosti

Koncentrace

Chlazeni

Metastabilni zéna

—

Teplota

Obr. 6 Efekt rychlosti chlazeni na krystalizacni proces [6]

Pomalé chlazeni (pfipad 1) umoZiuje krystalovym zéarodkim, které se jiz dale
nezvétSuje a v tomto piipadé obdrzime velké krystaly.

U rychlého chlazeni (pfipad 2) se pfesyceni zvétSuje a koncentrace roztoku se pohybuje
blizko kiivky ptesyceni. Muze zde nastat sekundarni nukleace a dochazi k bimodéalnimu
rozlozeni velikosti ¢astic. Jde o to, ze v suspenzi se nachdzi dva typy krystall, velké,
zpusobené ockovanim a malé, ziskané sekundarni nukleaci.

Lze konstatovat, Ze zdkladnim poZadavkem kontroly krystaliza¢niho procesu je kontrola

mnozstvi vznikajicich nuklei. [6]

2.5 Velikost Castic farmaceutickych latek

Velikost vznikajicich krystall je dalSim sledovanym parametrem. Velikost castic
je rozmérova vlastnost Castice charakterizovana jednotkou délky. Ideédlni praskovy material
obsahuje pouze castice stejné velikosti, realny material se naopak sklada z ¢astic o urcitém

velikostnim rozpéti. Pokud jsou krystaly piilis velké, muze dochazet k jejich odéru
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a ke vzniku mikrokrystalického prachu, na kterém mutize dojit k dalsi (nezadouci) nukleaci.
Kvalitu vznikajicich krystalti Ize ovlivnit geometrii, typem krystalizdtoru nebo opera¢nimi
podminkami. MtiZze se jednat o zplisob a rychlost michani suspenze, tvar michadla, umisténi
michadla atd.

Velikosti API latek se pohybuji v rozmezi 10 — 100 pm, nékdy mohou velikosti krystalti
dosdhnout i velikosti kolem stovky um, ale jen tehdy, pokud jsou specialné¢ pozadovany pro
vyvoj lékové formy. V tomto pfipad¢é ale musi byt rozpustnost API velmi dobra a velikost
krystali nesmi ovlivnit disolu¢ni profil a zaroven nesmi zplsobit kolisdni obsahu API
Vv tableté. [9]

V praxi se pro popis velikosti ¢astic pouziva pojem distribuce velikosti ¢astic. Pocetni
distribuce velikosti &astic (DVC) vyjadiuje procentudlni rozlozeni &astic vzhledem
k velikosti. Rozlozeni objemu ¢astic je charakterizovano objemovou distribuci. Dal$im
dilezitym parametrem pii popisu Castic je jejich tvar. Velikost a tvar ovliviiuji chovani

pevnych latek a jejich zpracovani. [14]
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Obr. 7 Disolucni profily tablet s lécivou latkou (API) o riizné velikosti Castic [14]

Tvar krystald urcuje dulezit¢é mechanické vlastnosti produktu, jako jsou sypna
hustota, filtrovatelnost, schopnost mikronizace aj. Ovliviiuji také tokové vlastnosti prasku, ale
také procesy mleti, homogenizace, granulace a tabletovani. Pfi homogenizaci 1éCivé latky

S jinymi 1é¢ivymi latkami je vhodné, aby jejich distribuce velikosti ¢astic nebyly pfilis
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rozdilné. Rozdilné hodnoty velikosti ¢astic zptisobuji i rozdilné disolucni profily u kone¢nych

produktu se stejnou API latkou (viz. Obr. 7)

2.5.1 Metody méreni distribuce velikosti ¢astic ve farmacii

Soucasnym standardem pii méfeni distribuce velikosti ¢astic ve farmaceutickém
pramyslu jsou obrazova analyza snimkl ze svételného nebo elektronového mikroskopu
(SEM) alaserova difrakce. V této dobé se navic dostdva do podvédomi online méfeni
distribuce castic v daném experimentu pomoci FBRM (Focused beam reflectance
measurement) sondy.

Vysledna distribuce je uvadéna jako pocetni nebo objemova. V zavislosti jakou zvolime
techniku jsou vysledné distribuce prezentovany formou histogramu nebo distribu¢ni kiivky
a také percentilnimi d-hodnotami dolniho decilu, horniho decilu a medianu — d(0,1), d(0,9),
d(0,5) odectenych z kumulativni kfivky, kterd popisuje procentudlni nartst vyskytu ¢astic
s jejich narustajici velikosti. Vzdy ma tvar rostouci funkce s oborem hodnot od 0 do 100 %.
[14]

2.5.2 Opticka mikroskopie

Jedna se o vybornou techniku, ktera umoziuje pifimy obraz ¢astic, ke které je potieba
navazka vzorku, fadové v miligramech. Tvar ¢astic mizeme nejen vidét, ale také muzeme
usoudit, zda bylo dosaZeno dobré disperze nebo doslo k vytvofeni aglomerati castic.
Vyhodou je 1 moznost dolozit vysledky analyzy fotografii preparatu, pii pfesné praci dava
dobré vysledky. Jde o relativné levnou metodu. [30]

Distribuce velikosti ¢astic se z mikroskopickych snimkl ziskava softwarem (napt. NIS
Elements). Obrazova analyza NIS Elements je zaloZzena na principu oznaeni dostatecné
velkého souboru castic (1000 a vice) ataké odecteni parametrti pro kazdou z nich. Mezi
nejpouzivanéjSi parametry fadime minimalni a maximdlni primét, projekéni plocha
a vypocitany objem ekvivalentni koule a kruhovitost. Na zakladé nami zvolenych parametri
a znalosti méfitka snimku program vygeneruje histogram DVC. Zpracovat je mozné jak
,»Z1vy* 1 archivovany obraz a vysledkem je objemova nebo pocetni distribuce velikosti ¢astic.
Vyhodou obrazové analyzy je moznost korelovat vysledek distribuce se skutecnym snimkem.

[14]
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2.5.3 Skenovaci elektronova mikroskopie

Elektronovy mikroskop je stejné jako svételny mikroskop opticky piistroj, ve kterém
jsou ale fotony nahrazeny elektrony asklenéné cCocky elektromagnetickymi.
Elektromagneticka ¢ocka je civka, ktera vytvari vhodné tvarované magnetické pole. SEM ma
mnohem vétsi rozliSovaci schopnost nez opticky mikroskop. RozliSeni je u mikroskopi
lzedanym zatizenim rozeznat jako oddé¢lené. Pokud mikroskop nema dostatecnou rozliSovaci
schopnost, nevede nas pouhé zvétSovani k dalsi informaci.

Ziskani obrazu ve skenovacim elektronovém mikroskopu je zalozeno na interakci
primédrniho svazku s povrchem prohlizeného objektu. Kazdy produkt této interakce piinasi
informaci o fyzikdlnich a chemickych vlastnostech zkoumaného objektu. K zobrazeni
povrchu preparatu se v SEM vyuzivaji sekundarni elektrony. Od zpétn€ odrazenych elektronii
se odliSuji svoji nizkou energii a rychlosti. ProhliZzeni preparatu v SEM je €asto doprovazeno
rusivymi jevy. K nim patfi pfedev§im nabijeni povrchu preparatu, na ktery dopadaji zaporné
nabité primarni elektrony, v pfipad¢, kdy neni dostate¢né elektricky vodivy. [34] Dusledkem
je odklon primarniho svazku elektront, které zahlti detektor sekundarnich elektrond.
Na obrazovce pak mizeme pozorovat v zavislosti na intenzit€ nabijeni bilé fadky aZ celkovou

pulsaci obrazu.

2.5.4 Laserova difrakce

Jedna se o stile vice preferovanou metodu méfeni velikosti ¢astic ve farmaceutickém
prumyslu, ktera je specialni ¢asti elektromagnetické teorie rozptylu. [15,32] Jde o techniku
hromadného méteni Castic, kterd generuje vysledek pro cely vzorek. Analyza pomoci laserové
difrakce je zalozena na skuteCnosti, ze Castice pii kolizi s laserovym paprskem rozptyluji
svétlo pod thlem, ktery souvisi s jejich velikosti. S klesajici velikosti ¢astic se logaritmicky
zvétSuje thel odrazu, intenzita odrazeného svétla souvisi také s velikosti ¢astic. Velké Castice
odrazi svétlo pod tzkym thlem s vyssi intenzitou, zatimco malé Castice odrazi svétlo pod
Sir§im uhlem s mensi intenzitou. [16]

Laserova difrakce méii v rozsahu 0,02 pm- 2000 um. Jedna se o méteni pevnych latek
nebo kapalin suspendovanych v jiné fazi (pevna latka v kapaliné, kapalina v jiné kapaliné
nebo pevna latka suspendovana ve vzduchu). Velikost castic bez ohledu na jejich tvar
jsou obvykle oznaceny jako objemova distribuce ¢astic. Postup méieni lze rozdélit do tii

kroku:
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Interakce Castic s laserovym paprskem a ziskani difrakéniho obrazu.

Ptevod difrak¢niho obrazu do digitalniho formatu.

Pievod digitalniho formatu difrak¢niho obrazu na distribu¢ni a kumulativni kiivku. [17]

Vysledky jsou bézné uvadény jako percentilni d-hodnoty (d 0,1; d 0,5; d 0,9). [18]
Pocita¢ kontroluje vSechny kroky méteni (méfeni pozadi, méfeni vzorku), ovlada disperzni
jednotku a prepocitdva difrakéni obrazec na distribuci velikosti Céstic. Presné nastaveni
pocitacového systému je uvedeno v kazdé metodé. Schéma zafizeni je zobrazeno na Obr. 6.
Ptistroj se sklada z optické lavice, nedilnou soucasti jsou vzorkové disperzni jednotky a
pocitac. [33] Metoda laserové difrakce poskytuje pouze difrakéni obraz a nikoliv pfimy obraz

Castice, je proto vhodné doplnit vysledek mikroskopickymi snimky. [14]
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Obr. 8 Typické schéma pristroje pro méreni velikosti castic laserovou difrakci[10]

(1-stinitko detektoru, 2-rozptyleny paprsek, 3-primy paprsek, 4-Fourierovy ¢ocky,
5- rozptylené svétlo nedopadajici na cocku, 6- soubor cdstic, 7-zdroj laserového paprsku, 8-jednotka
zpracovani paprsku, 9- pracovni vzdalenost cocek, 10- multiprvkovy detektor,
11- ohniskova vzddlenost objektivu)

2.5.5 FBRM (Focused Beam Reflectance Measurement)

Tato sonda vyuzivéa technologie métfeni svétla odrazeného na cCasticich ze svételného
paprsku fokusovaného do métené¢ho média [31]. Kdyz svételny paprsek emitovany laserem
zasahne krystal, senzor nahraje a analyzuje odrazeny signal. Metoda FBRM vyuziva unikatni
diskrimina¢ni obvod, ktery umoziiuje hodnotit Casovy interval trvani zpétného odrazu
Vv pritbéhu pohybu paprsku od jednoho konce Castice k protilehlému. Tento ¢asovy interval se
nasobi skenovaci rychlosti a vysledkem je délka. Délka métfend touto metodou se nazyva

tétivova délka (chord lenght). Tato tétivova délka je délka pirimky mezi kterymikoliv dvéma
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body nachazejicimi se na okraji Castice nebo aglomeratu. Systém je schopen méfit desitky
tisic tétivovych délek za sekundu [27], coz poskytuje mohutny zdroj dat pro vyhodnoceni
distribuce tétivovych délek (hodnoty naméfené v prubéhu jedné sekundy se tiidi podle délek
tétivy linearné do 1400 tiid).

Systém poskytuje vrealném case udaj o velikosti akoncentraci pevnych ¢astic
ve zvoleném misté procesniho proudu. Méii ¢astice v rozsahu velikosti od 0,5 um — 2,5 mm
a nepiedpoklada sféricky tvar ¢astic. Metoda poskytuje ve dvousekundovych intervalech tdaj
o distribuci velikosti a 0 poctu ¢astic v kazdé velikostni kategorii a umoziuje monitorovani
poctu ¢astic ve specifickych oblastech velikosti (jemné, hrubé atd.). [31]

Mezi vyhody této techniky patii jednoduché ovladani a velmi mald drzba nebo
kalibrace pfistroje. Limitovana je tim, Ze nezobrazuje tvar ¢astic. Nicméné, toto je atributem
a omezenim, za predpokladu, Ze tvar je dilezity a to zejména u nekulovitych ¢astic, pokud

dojde ke zménam tvaru a rozméru v pribéhu casu. [31]

2.5.6 Optimalizace primyslové krystalizace sledovanim velikosti ¢astic online

Dnes, online technologie charakterizace ¢astic je vyuZzivana pro velikost Castic, tvar
a pocet méfeni pti plném koncentracnim procesu a v prithledném nebo matném kalu.

Mozné pracovni prekéazky, kde Castice hraji roli:

surovina — potencionalni zdroje variability

krystalizator - nukleace/srazky

centrifuga — pomaly pritok/ mala rychlost, nizka odstfediva rychlost

susici pec — dlouh4 doba suseni

Tradi¢ni techniky méfeni velikosti ¢astic jsou vétSinou v rezimu offline a vyzaduji odbér
vzorkl, pfipravu vzorkil a vzdalené analyzy, které jsou Casové narocné. Vzorky v rezimu
offline jsou Casto pfipravovany a zménény prostfednictvim zfedéni, disperze nebo suSeni,
které mizou zménit nebo znicit ¢astice. Méteni v rezimu offline také nemiiZze byt aplikovano
Vv realn€ casovém procesu k optimalizaci a fizeni rozhodnuti.

Se zavedenou technologii charakterizaci ¢astic Particle Track s FBRM technologii védci
ainzenyfi mohou méfit a porovnat chovani krystalu bez odbéru vzorku nebo roziedéni
a pozorovat krystaliza¢ni proces v plné koncentraci a ménit teplotu.

Umoznuje také redlné casovou zpétnou vazbu a rychlé rozhodovani ke zlepSeni pficiny
variability v krystalizatoru a optimalizuje konzistenci velikosti ¢astic pole finalniho produktu.

Kvalita produktu, jak uz bylo zminéno zavisi na procesu krystalizace a velikosti ¢astic. [29]
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzita API — Nicergolin

Nicergolin C24H26BrN3O3 s molekulovou hmotnosti 484,39 g/mol je téméf bily az Zluty
krystalicky prasek. [19] Jedna se o derivat namelovych alkaloidd a je zcela nerozpustny
ve vodg. V Ceské republice je registrovan
k indikaci 1écby presenilnich a senilnich syndromt a 1é¢bé poruch periferniho prokrveni.
V psychiatrii indikovan k 1écbé demence a Alzheimerovy choroby. Je uzivano i1 jako

nootropikum k pomoci zlep$eni funkce mozku a lep$iho vnimani.

Obr. 9 Vzorec Nicergolinu

3.2 Pouzité pristroje pri charakterizaci velikosti ¢astic

Crystall6 (Avantium Technologies)

Pomoci pfistroje Crystall6 byla stanovena kiivka rozpustnosti u nicergolinu. Pfistroj
Crystall6 obsahuje 4 x 4 1,5 ml magneticky michanych bloki, kazdy blok mé nezavislé
elektrické vyhtivani a chlazeni, kombinace Peltierova prvku a kryostatu, kazdd michana cela

obsahuje nezavisly senzor na méfeni turbidity a nukleace [20, 21].

Laserova sonda FBRM - Lasentec S400 (Mettler toledo)
Mg¢feni poctu a velikosti ¢astic bylo provadéno sondou FBRM-Lasentec S400 (Mettler-
Toledo) [22, 23]. Tato sonda vyuziva technologie méfeni svétla odrazeného na cCasticich

ze svételného paprsku fokusovaného do méfen¢ho média. Kdyz svételny paprsek emitovany
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laserem zasahne krystal, senzor nahraje a zanalyzuje odrazeny signal (Obr. 10). Tato sebrana
data se nazyvaji tétivové délky [24] a jsou definovany jako vzdalenost, kterou urazi paprsek
béhem svého pohybu pies krystal z jednoho konce na druhy. Technologii FBRM je mozno
méfit az deset tisic tétivovych délek za sekundu a vysledkem je robustni distribuce poctu
méfeni  jednotlivych tétivovych délek (je to pocet zmeéfenych tétivovych délek
za sekundu, roztfidény podle délky do linearnich mnozin). Pti provadénych experimentech
byly pouzity tyto rozsahy velikosti: 0,5-10um, 10-50pum, 50-150pum, 150-300um,
300-1000um. Je to vysoce precisni a citlivy vysledek, vyuzivany pro sledovani zmén
jak velikosti c¢astic, tak populace ¢astic. Vyuziva se k dynamické kvantifikaci vlivu
procesnich proménnych, jako jsou: reakéni rychlost, teplota a rychlost chlazeni, rychlost

ptidavani antisolventu, rychlost michani apod. [6]

Schema tétivové délky

ooz R
N &

= .

Smeér skenovani

. h . —}
\\L_’J‘_ Typicka ¢astice

Tétivova délka

Intezivni profil

Obr. 10 Princip méreni tétivové délky [6]

Vysledky méfeni pomoci laserové FBRM sondy mohou byt prezentovany v grafické
podobé jako distribu¢ni kiivky a to jako vazena nebo nevazena distribuce. Vazena distribuce
klade duraz na vétsi Castice (rust krystaltl) a nevazena distribuce na mensi Castice (proces
nukleace).

Vysledky mohou byt dale prezentovany pomoci statistickych dat jako napft.:

stiedni hodnota velikosti ¢astice — pro vazenou i nevazenou distribuci

median — hodnota, ktera rozd€luje soubor na dvé casti

modus — hodnota, ktera ma nejvyssi ¢etnost v daném souboru. [6]
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EasyMax TM 102 Standard Set (Mettler toledo)

Krystalizacni experimenty byly provadény ve 100 ml mechanicky michanych reaktorech
EasyMax™ 102. Tyto teplotni reaktory pracuji v teplotnim rozmezi (-30) — 150°C.
(viz Obr. 11)

Obr. 11 EasyMax™ 102 set s FBRM sondou S400 Lasentec

Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM)

SEM snimky byly ziskany pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu Hitachi
TM3030 Plus (Obr. 12). Vzorky pro SEM byly ptipraveny nasledovné: praskovy material byl
pomoci oboustranné uhlikové lepici pasky pfipevnén na hlinikovou podlozku.

Vzorek nebyl nijak upravovan ani pokovovan.

Obr. 12 Skenovaci elektronovy mikroskop Hitachi TM3030 Plus
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Malvern Mastersizer 2000
Distribuce velikosti ¢astic krystalického materidlu byla méfena piistrojem Malvern
Mastersizer 2000 vybavenym méfici celou Hydro 2000S . Jako fedici médium byla pouZita

destilovana voda.

Ultrazvukova sonda (SONICS vibra cell VCX 750)

Pomoci ultrazvukové sondy byla u experimentli iniciovdna nukleace krystalizace
Nicergolinu a nasledné sonokrystalizace vzniklé suspenze. Ultrazvukové kmity umoZznuji
fizeni rastu krystal a zabranuji tvofeni shlukd a srustd. [25] Sonda umoznuje nastavit
ultrazvukové vibrace na $picku sondy v libovolné amplitudé od 10 — 100 % a umoziuje
nastaveni sonikace od 1 s do 10 hodin a délku cyklu od 1 s do 59 s.

V provedenych experimentech byly nastaveny parametry 5 s puls, 3 spauza a 5 s
puls, 1s pauza, amplituda od 30 — 80 %.

Obr. 13 Ultrazvukova sonda (Sonics vibra cell VC 505 — VC 750)

Mikroskop atomarnich sil (AFM)
AFM snimky byly ziskany pomoci mikroskopu AFM: NTEGRA (NT-MDT). M¢ieni
bylo provadéno v semi-contact rezimu. Byly pouzity hroty NSG10 s polomérem hrotu 10nm.

Mikroskop atomarnich sil byl pouzit k charakterizaci povrchu ¢éstic.
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3.3 Priprava Nicergolinu
Krystalicky Nicergolin byl ptipraven v laboratofi témito 4 zptsoby k dosazeni rtiznych

distribuci velikosti ¢astic.

3.3.1 Kirystalizace Nicergolinu s piidavkem o¢kovaciho materialu

Navazka 17 g Nicergolinu byla spolu s 68 ml acetonu pfevedena do 100 ml sklenéného
reaktoru EasyMax, opatieného vrtulovym michadlem a suspenze byla vyhtata na 55°C béhem
20 minut do rozpusténi pevné latky. Rozpustény roztok byl ochlazen béhem 20 minut na
teplotu 40°C a po dosazeni této teploty byl roztok naockovan 1-10 % Nicergolinu. Krystal
vykrystaloval béhem n¢kolika sekund po naockovani. Po naockovani byla suspenze michana
po dobu 30 minut pii teploté 40°C. Krystalicka suspenze se ochladila na 0°C bé¢hem 1-4
hodiny podle nastaveni chladici rampy a poté pii 0°C michana 1-2 hodiny. Po ukonceni
krystalizace byly krystaly odfiltrovany vychlazenym acetonem a suSeny pod inertni

atmosférou po dobu 10 hodin pfi teploté 45°C.

3.3.2 Kirystalizace Nicergolinu bez o¢kovaciho materialu

Navazka 17 g Nicergolinu byla spolu s 68 ml acetonu pfevedena do 100 ml sklenéného
reaktoru EasyMax, opatiené¢ho vrtulovym michadlem a suspenze byla vyhtata na 55°C béhem
20 minut do rozpusténi pevné latky. Rozpustény roztok byl ochlazen na 20°C béhem 30
minut. Krystaly vypadly v teplotnim rozmezi 23 — 25 °C. Suspenze byla ochlazena na 0°C
béhem 2 hodin. Po ukonceni krystalizace byly krystaly odfiltrovany vychlazenym acetonem a

suSeny pod inertni atmosférou po dobu 10 hodin pfti teplote 45°C.

3.3.3 Iniciace krystalizace Nicergolinu pomoci ultrazvukové sondy

Navazka 17 g Nicergolinu byla spolu s 68 ml acetonu pfevedena do 100 ml sklenéného
reaktoru EasyMax, opatiené¢ho vrtulovym michadlem a suspenze byla vyhtata na 55°C béhem
20 minut do rozpusténi pevné latky. Roztok byl ochlazen na 25°C béhem 20 minut a pfi této
teploté presunut na ultrazvukovou sondu. Podminky byly nastaveny jako 5s puls, 3s pauza
Vv ¢asovém intervalu 20 minut. Krystalky vypadly po 1,5 minuté. Na ultrazvuku suspenze
nechana 10 min. Po ukonceni sonikace, suspenze dana zpét do reaktoru a nastavena chladici
rampa na 0°C béhem 60 minut a michani pii této teploté béhem dalSich 60 minut. Po
ukonceni krystalizace byly krystaly promyty vychlazenym acetonem a suseny V teplovzdusné

susarné po dobu 10 hodin pfi teploté 45°C.
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3.3.4 Iniciace nukleace Nicergolinu a sonokrystalizace
Tento experiment je identicky viz. 3.3.3 Iniciace Krystalizace Nicergolinu pomoci

ultrazvukové sondy, ale doba sonikace v té€chto ptipadech az 120 minut.

3.4 Pouzité chemikalie
Nicergolin
Aceton p.a.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Krivka rozpustnosti Nicergolinu v acetonu
Byla stanovena kiivka rozpustnosti Nicergolinu v acetonu pomoci piistroje Crystal 16
za téchto podminek viz. (Tabulka 1). VSech 6 navazek bylo rozpousténo ve sklenénych

vialkach s objemem acetonu 1 ml pti dané teploté. (Obr.14)

Nicergolin
teplota koncentrace
ra [mg/ml]
21 50
26 70
35 110
41 150
47 200
52 250

Tabulka 1 Rozpustnost Nicergolinu v acetonu

300 +
250 R?=0,997
200 ~
150
100 -

50 A

koncentrace [mg/ml]

0 T T T T T 1
0] 10 20 30 40 50 60

teplota [°C]

Obr. 14 KFivka rozpustnosti Nicergolinu v acetonu
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4.2 Krystalizace Nicergolinu s piFidavkem oc¢kovaciho materialu

Nicergolin-ockovani
MnoZstvi
Sarse ockovaciho FBRM PSD Teplotni chladici Poznémka
materidlu | D (90) um | D (90) um rampa
(t=40°C)
NK150917/01 3% 188 232 2t40 ;h”a oc
1h
NK151020/01 3% 310 290 zt40 fh”a oc
e 2t 55°C na 20°C NCG
NK151103/01 otkovani 290 218 30 min, zt 20°C | vykrystalizoval v
na 0°C 2h rozmezi 23-25°C
NK151109/01 10% 280 216 zt40 ;:h”a oc
10% 260 199 zt40°Cna 0°C
2h
NK151119/01 10% 288 189 zt40 fh”a oc
NK160114/01 10% 170 160 Zt45 fh”a O°C | sonikace 30 min
NK160119/01 10% 220 199 zt45 Zch”a 0°C | sonikace 30 min

Tabulka 2  Prehled vysledkit parametrii D 90 (um) z FBRM sondy a laserové difrakce

Experimenty v tabulce (Tabulka 2) jsou ockované kromé experimentu §$.NK151103/01.
Mnozstvi okovaného materidlu bylo zvoleno v rozmezi 1 — 10 %, vztazeno na vstupni
material. Z tabulky je zfejmé, ze nejvétsi distribuci velikosti ¢astic (méfeno parametrem D90)
bylo dosazeno u Sarze NK150929/01.U tohoto experimentu bylo mnozstvi ockovaciho
materialu 1 % a délka teplotni chladici rampy ze 40 °C na 0 °C 1 hodinu. Nejmensi distribuce
velikosti castic byla dosazena u Sarze NK160114/01 (opét méteno parametrem D90), u tohoto
experimentu bylo mnozstvi o¢kovaciho materialu 10 %, nasledné byla krystalicka suspenze
sonikovana po dobu 30 minut, délka teplotni chladici rampy ze 45 °C na 0 °C byla 4 hodiny.

Z experimentti uvedenych v Tabulce 2 je ziejmé, ze nejsme schopni pfipravit material
s distribuci velikosti ¢astic mensi nez 160 um (metfeno parametrem D90) a to ani ockovanou

nebo neockovanou krystalizaci.
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Pro ziskani materidlu s mensi distribuci velikosti ¢astic bude proto muset zvolit jiny

zpusob krystalizace.
10
8
& 6
4
2
.01 0.1 1 10 100 1000 3000

velikost ¢asice (pm)

Obr. 15 Objemova distribuce velikosti castic z laserové difrakce. Porovndni distribucnich krivek,
S. NK150929/01 (¢ervena), S.NK15111/01 (modra), s.NK160114/01 (zelena)

100
80
60

%
40

20

8.01 0.1 1 10 100 1000 3000
velikost castice (um)

Obr. 16 Objemova distribuce velikosti castic z laserové difrakce. Porovndni kumulativnich krivek,
5. NK150929/01 (¢ervena), s. NK15111/01 (modra), s.NK160114/01 (zelend)
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Obr. 17 Porovndani distribuce tetivovych délek u krystalizace Nicergolinu s pridavkem ockovaciho
materidalu pomoci FBRM sondy, 5. NK150929/01 (¢ervena), . NK15111/01 (modra),
S.NK160114/01 (zelena)
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Obr. 18 Porovnani distribuce kumulativnich (relativnich) kifivek souboru Cdstic o urcité velikosti,
S. NK150929/01 (Cervena), $. NK15111/01 (modra), S.NK160114/01 (zelend)
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Nicergolin0003 2015/11/10 09:22 mL U x150 500 pm
NCG NK150929_01

Obr. 19 Zdznam SEM, s. NK150929/01, nejvétsi castice pri pridavku ockovaciho materidalu

NCG0014 2016/01/19 11:041 LUD5.1 x150 500 um
NCG NK160114_01

Obr. 20 Zaznam SEM, $. NK160114/01, nejmensi castice pri pridavku ockovaciho materidalu

Ve vsech ptipadech krystalizace Nicergolinu s ptidavkem ockovaciho materialu vysly

distribuce velikosti ¢astic vzdy u FBRM sondy vétsi v porovnani s laserovou difrakci.
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Nicergolin0004 2015/11/10  09:22 mL U x150 500 pm
NCG NK150929_01

Obr. 21 Zdaznam SEM, s.NK150929/01 velikost ¢astic ziskand pomoci softwaru TM3030Plus, verze
01-04-02

Velikost castic byla naméfena 1 pomoci elektronového mikroskopu Hitachi
(Obr. 21), v tomto piipadé vSak byly méfeny pouze linearni rozméry krystalického materialu
(délka, sitka). Vysledky méfeni nejsou kompatibilni s vysledky namétenymi pomoci laserové
sondy FBRM a pomoci laserové difrakce. Z tohoto dliivodu nejsou tyto vysledku v dal§im

textu uvadeny.
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4.3 Iniciace nukleace Nicergolinu ultrazvukovou sondou

Nicergolin-iniciace nukleace ultrazvukovou sondou
PSD
” D FBRM
SarZe c'>ba D (90) | Podminky sonikace Poznamka
sonikace |D (90) um
um
t=40°C,amplituda krystal pfit 40°C
. 30% nevykrystalizoval, pfi
NK151022/01 1 1 1
51022/0 0 min 36 ? interval (5s puls, 3s | ochlazeni na 25°C zpét
pauza) na ultrazvuk
t=20°C litud , .
30% -amplituda teplotni chladici
2 min 150 102 o rampa zt 20°Cna 0°C
interval (5s puls, 3s
2h
pauza)
=15° li
;0; ¢,amplituda teplotni chladici
NK160203/01 2 min 106 84 oun rampa zt 15°C na 3°C
interval (5s puls, 3s 1h
pauza)
t=15°C,amplituda zfiltrovano pfi 40°C,
. 30% teplotni chladici
NK160204/01 2 min 100 62 interval (5s puls, 3s | rampazt15°Cna 3°C
pauza) 1h
=10° li
;0; C,amplituda teplotni chladici
2 min 102 57 e rampa zt 10°C na 3°C
interval (5s puls, 3s
1h
pauza)
t=40°C,amplituda zfiltrovano pfi 40°C,
. 30% teplotni chladici
NK160225/01 4 11 7 .
60225/0 min 8 > interval (5s puls, 3s | rampazt20°Cna 3°C
pauza) 10 min
=25° li
;0; C,amplituda teplotni chladici
NK160317/01 2 min 84 57 o rampa zt 25°Cna 3°C
interval (5s puls, 3s .
30minut
pauza)

Tabulka 3 Prehled vysledkit parametrii D 90 (um) z FBRM sondy a laserové difrakce

U experimett z tabulky (Tabulka 3) byla iniciovana nukleace pomoci ultrazvukové
sondy.

Nastavena délka sonikace byla vrozmezi 2 — 10 minut, teplota pii sonikaci od
10 — 40 °C a teplotni chladici rampa od 10 minut do 2 hodin.

Z naméfenych hodnot je zifejmé, Ze nejvetsi distribuce velikosti Castic (méfeno
parametrem D90) byla dosazena u experimentu s.NK160202/01, kde byla teplota pfi sonikaci
20 °C, délka sonikace 2 minuty a délka teplotni chladici rampy z 20 °C na 0 °C 2 hodiny.

Nejmensi distribuce velikosti castic (méfeno parametrem D90) bylo dosazeno
u experimentu s.NK160317/01. Teplota pii sonikaci byla 25 °C, délka sonikace opét 2 minuty
a délka teplotni chladici rampy 30 minut.
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Z experimentt uvedenych v tabulce (Tabulka 3) je ziejmé, ze distribuce velikosti ¢astic
je zévisla jak na dobé sonikace, ale zaroven je zfejmé, Ze po iniciaci nukleace dochézi béhem
teplotni chladici rampy 1 k rustu krystalii, tedy konecna distribuce je zavisla hlavné na délce

teplotni chladici rampy.
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velikost ¢astice (pm)

Obr. 22 Objemova distribuce velikosti castic z laserové difrakce. Porovnani distribucnich krivek
§.NK160202/01 (cervena), $.NK160210/01 (modra), S.NK1603117/01 (zelena)
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Obr. 23 Objemova distribuce velikosti castic z laserové difrakce. Porovnadni kumulativnich kiivek
5. NK160202/01 (¢ervena), s. NK160210/01 (modra), $.NK1603117/01 (zelena)
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Obr. 24 Porovnani distribuce tétivovych délek iniciace nukleace ultrazvukovou sondou pomoci
FBRM sondy, 5. NK160202/01 (¢ervend), $.NK160210/01 (modra), S.NK1603117/01
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Obr. 25 Porovnani distribuce kumulativnich (relativnich) kiivek souboru castic 0 urcité velikosti
(%), 5. NK160202/01 (cervena), s.NK160210/01 (modra), S.NK1603117/01 (zelena)
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Nicergolin0009 2016/02/25 08:32 mL UD5.0 x400 200 pm
NCG NK160202/01

Obr. 26 Zdaznam SEM, $. NK160202/01, nejvétsi castice pri iniciaci nukleace

NCGO0009 2016/03/21  17:50 mL U x400 200 pm
NCG NK160317_01

Obr. 27 Zdaznam SEM, s. NK160317/01, nejmensi Castice pii iniciaci nukleace

Jako u krystalizace pomoci ockovaciho materialu, i U téchto experimentd vysly vysledky

distribuci velikosti ¢astic vétsi u FBRM sondy nez u distribuci laserové difrakce.
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4.4 Iniciace nukleace Nicergolinu a sonokrystalizace

Nicergolin-iniciace nukleace + sonokrystalizace

Doba FBRM PSD
Sarze sonikace | © (90) | D(90) Podminky sonikace Pozndmka
um um
t=45°C,amplituda 30%
20 min 105 74 interval (5s puls, 3s NCG vykrystalizoval po 1,5 min
pauza)
t=11°C,amplituda 30%
NK160301/02 | 60 min 105 212 interval (5s puls, 3s na FBRM pf¥i 5°C michdno 30 min
pauza)
£210°C,amplituda 30% NCG Zfiltrovan pfi 40°C, NCG
- ()
) . ’ vykrystalizoval po 3 min,teplotni
30 min 87 >2 |ntervala(3:a|:;uls, 3s chladici rampa zt 10°C na 3°C 10
P min
t=5°C,amplituda 30%
NK160310/01 | 120 min 63 144 interval (5s puls, 3s na FBRM pf¥i 5°C michdno 30 min
pauza)
t=25°C,amplituda 20% , - oo
NK160322/01 | 60 min 72 49 interval (5s puls, 15 | LePioti chladicirampa z t=25°C na
pauza) 0°C 60 min
t=25°C,amplituda 80% , - oo
NK160323/01 | 60 min 74 48 interval (55 puls, 1s | LcPotni chladicirampa z t=25°C na
pauza) 0°C 60 min
t=25°C,amplituda 50% , - apo
NK160324/01 | 120min | 60 33 interval (55 puls, 15 | (POt chladici rampa 2 t=25°C na
pauza) 0°C 60 min

Tabulka 4 Prehled vysledkii parametrii D 90 (um) z FBRM sondy a laserové difrakce

V posledni skupiné experimentii (Tabulka 4) u krystalizace Nicergolinu byla nejen
inicovana nukleace, ale navic nastavena sonokrystalizace. V priitbé¢hu experimentti byly riizné
nastavovany teploty (od 5 — 45 °C), délky sonikace (20 — 120 minut), parametry amplitudy
(5 s puls, 3 s pauza; 5 s puls, 1 s pauza) a délka teplotni chladici rampy.

Nejveétsi  distribuce velikosti  ¢astic (méfeno parametrem D90) byla dosazena
u experimentu §.NK151221/01. U tohoto experimetu byla teplota pii sonikaci
45 °C, amplituda 30 %, parametry 5s puls, 3 s pauza, délka sonikace 20 minut a délka teplotni
chladici rampy z 25 °C na 0 °C 60 minut.

Nejmensi distribuce velikosti ¢astic (méfeno parametrem D90) byla zaroven nejmensi

distribuci ze vSech namétenych experimenti. Byla dosazena u $.NK160324/01 pii teploté
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sonikace 25 °C, amplitudé 50 %, parametrech Ss puls, 1s pauza, délce sonikace 120 minut
a délce teplotni chladici rampy z 25 °C na 0°C 60 minut.

U experimentt uvedenych v tabulce 4 je ziejmé, ze zasadni vliv na kone¢nou distribuci
velikosti ¢astic ma doba sonokrystalizace, s prodluzujici se dobou sonokrystalizace dochazi

I K poklesu distribuce velikosti ¢astic.

10

%
o

8.01 0.1 1 10 100 1000 3000

velikost ¢astice (pm)

Obr. 28 Objemova distribuce velikosti castic z laserové difrakce. Porovndni distribucnich krivek,
§. NK151221/01 (¢ervena), $.NK160308/01 (modra), S.NK160324/01 (zelena)

100
80
60

%
40

20

8.01 0.1 1 10 100 1000 3000

velikost ¢astice (um)

Obr. 29 Objemova distribuce velikosti castic z laserové difrakce. Porovndni kumulativnich krivek,
§. NK151221/01 (cervena), S.NK160308/01 (modra), S.NK160324/01 (zelena)
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Obr. 30 Porovnani distribuce tétivovych délek u iniciace nukleace a sonokrystalizace pomoci FBRM
sondy, §. NK151221/01 (¢ervend), $.NK160308/01 (modra), s.NK160324/01 (zelena)
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Obr. 31 Porovnani distribuce kumulativnich (relativnich) kiivek souboru castic o urcité velikosti
(%), s. NK151221/01 (cervend), $.NK160308/01 (modra), $.NK160324/01 (zelend)
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NCGO0005 2016/01/05 09:22 mL U x600 100 pym
NCG NK151221_01

Obr. 32 Zdaznam SEM, $. NK151221/01, nejvétsi castice pri iniciaci nukleace + sonokrystalizace

NCG0004 2016/04/06 10:33 mL UD4.1 x600 100 pi
NCG NK160324/01

Obr. 33 Zdaznam SEM, s. NK160324/01, nejmensi cdstice pri iniciaci nukleace + sonokrystalizace

Tak jako v pfedchozich dvou skupinach experimentt byly distribuce velikosti ¢astic
u FBRM sondy vétsi nez u distribuci pomoci laserové difrakce.

V piehledu vysledku (Tabulka 4), mizeme vidét u Sarzi NK160301/02 a NK160310/01
vétsi distribuce Castic u laserové difrakce nez u FBRM sondy. Tyto Sarze byly smichany
z predchozich experimenti s nejvétSimi velikostmi castic. V obou piipadech se jednalo

0 velmi hustou suspenzi, kterd se pifi sonikaci dostate¢n¢ nerozmichala a nejvétsi Castice
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se usadily na dn¢ reaktoru. Tyto Castice se poté nezachytily na FBRM sond¢, ale az

po ukonceni experimentu pomoci laserové difrakce.

4.5 Srovnani krystalického materialu s nejvétsi a nejmensi distribuci
velikosti ¢astic

Nicergolin0006 2015/11/10 09:25 mL U x200 500 um  NCGO002 2016/04/06 10:311 LUD4.1 x200 500 pym
NCG NK150929_01 NCG NK160324/01

Obr. 34 Zdaznam SEM, s, NK150929/01 (D90 300um) a $.NK160324/01 (D90 30um)

Dle Obr. 34 azvysledki uvedenych v tabulce (Tabulka) je ziejmé, ze je mozné
pfipravit material s riznymi distribucemi velikosti ¢astic (méfeno parametrm D 90). Nejvetsi
distribuce velikosti ¢astic u §.NK150929/01 je parametr D90 300 um, nejmensi distribuce
velikosti ¢astic u §$.NK160324/01 je parametr D90 30 um.
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4.6 Drsnost krystalického materialu

SEM HV: 5.0 kV WD: 10.04 mm VEGA3 TESCAN

View field: 86.1 pm Det: SE 20 ym R L

SEM MAG: 4.82kx  Date(midly): 04/06/16 KEF UPOL NCG-09 1.0kV 5.9mm x4.00k 10.0um

Obr. 35 SEM zdznam, porovnani povrchovych viastnosti krystalického materialu,
§.NK160317/01 (iniciace nukleace-levy obradzek), $. NK160324/01 (sonokrystalizace-pravy
obrazek)

Pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu byly zjistény jiné povrchové vlastnosti
u krystalického materidlu ziskaného iniciaci nukleace ultrazvukem (5.NK160317/01) oproti
iniciaci nukleace ultrazvukem a nasledné sonokrystalizace (§.NK160324/01). Povrch
se v ptipad¢é nasledné sonokrystalizace jevil vice homogenni. Tato skute¢nost byla potvrzena
pomoci mikroskopu atomarnich sil, pomoci kterého byla spocitdna relativni drsnost
jednotlivych povrchti krystalickych materialu. Primérna drsnost povrchu u sonokrystalizace
byla namétena 90 nm (Obr. 36) a u iniciace nukleace 270 nm (Obr. 37).

Tato skuteCnost ma vliv na filtraci, délku suSeni a sitovadni, pfipadné¢ mleti takto

pripravovanych materiali.
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Obr. 36 Zdznam AFM, drsnost povichu sonokrystalizace, S.NK160324/01

um

Obr. 37 Zaznam AFM, drsnost povrchu iniciace nukleace, $.NK160317/01
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4.7 Statistické vyhodnoceni pomoci JMP softwaru
I. Stanoveni zaméru / cil

Korelace PSD D90 s FBRM D90

I1. Nastavené parametry vs. odezvy
Data ziskana online pomoci FBRM D90 sondy z krystalizace statisticky srovnana

s PSD D90 analyzou.

Typ Nazev Zkratka Jednotka
Parametr FBRM D90 FBRM D90 pm
Odezva PSD D90 PSD D90 pum

I11. VSechny provedené experimenty

Vesker¢ udaje byly ziskany pomoci laboratornich experimenti.

Parametr Odezva
Sarze FBRM D90 PSD D90
NK150917/01 188 232
NK150929/01 410 301
NK151020/01 310 290
NK151022/01 136 91
NK151103/01 290 218
NK151109/01 280 216
NK151110/01 260 199
NK151119/01 288 189
NK151221/01 105 74
NK160114/01 170 160
NK160119/01 220 199
NK160202/01 150 102
NK160203/01 106 84
NK160204/01 100 62
NK160210/01 102 57
NK160225/01 118 57
NK160301/02 105 212
NK160308/01 87 52
NK160310/02 63 144
NK160317/01 84 57
NK160322/01 72 49
NK160323/01 74 48
NK160324/01 60 33

Tabulka 5 Vsechna namérend data
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Zvyraznéné provedené experimenty byly odstranény z vyhodnoceni extrémnich hodnot.

V téchto piipadech jsou hodnoty odezvy vétsi nez parametru.

IV. Pouzity software

Zavislost byla vyhodnocena pomoci softwaru JMP, verze 12.0.1.

V. Model rovnice
Model PSD D90 je popsan nasledujici rovnici:
PSD D90 = - 14,32455 + 0,8253919*FBRM D90 4)

350
300
250
200

150

PSD D90 Actual

100

50

0 50 100 150 200 250 300 350
PSD D90 Predicted P<.0001 RSq=0,95
RMSE=20,334

Obr. 38 Namérené hodnoty v zavislosti vypoctené hodnoty

Summary of fit:

Square 0,94708
RSquare Adj 094414
Root Mean Square Error 20,33401
Mean of Response 126,9
Observations (or Sum Wgts) 20
Analysis of Varience:
Source DF Sum of Mean Square F Ratio
Squares
Model 1 133195,30 133195 322,1386
Error 18 7442,50 413 Prob > F
C. Total 19 140637,80 <,0001*
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Parameter estimates:

Term Estimate Std Error tRatio Prob>|t|
Intercept -14,32455  9,087685 -1,58 0,1324
FBRM D90 0,8253919  0,045987 17,95  <,0001*

V1. Hlavni zavéry, doporuceni, postiehy a komentaie
VSech 24 vztahi mezi PSD D90 a FBRM D90 byly hodnoceny pomoci JMP
softwaru. Tti body byly odstranény z vyhodnoceni extrémnich hodnot (odezvy jsou vyssi nez
parametry). Existuje linedrni zavislost mezi PSD D90 a FBRM D90 s ptedpokladanym
modelem rovnice PSD D90: PSD D90 = - 14,32455 + 0,8253919*FBRM D90. Tento model je

statisticky vyznamny a z 95 % je tento model proloZeny daty.
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5 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
FBRM — Focused beam reflectance measurement
PSD — Particle size distribution
NCG — Nicergolin
SEM — Scanning electron microscopy
AFM — Atomic force measurement

API — Active Pharmaceutical Ingredient
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo stanoveni velikosti ¢astic aktivnich heterocyklickych
farmaceutickych substanci, testovanou farmaceutickou substanci byl Nicergolin, derivat
namelovych alkaloiddi. Ukolem bylo pfipravit krystalicky material s riiznou distribuci
velikosti ¢astic a porovnat distribuce ziskané online pomoci laserové sondy FBRM
s distribucemi naméefenymi offline metodou laserové difrakce.

Krystalicky Nicergolin byl pfipraven v laboratofi ¢tyfmi ruznymi zpusoby a to jako
krystalizace  Nicergolinu s ptidavkem  ockovaciho  materialu, krystalizace bez
ockovani, krystalizace s iniciaci nukleace pomoci ultrazvukové sondy a iniciace nukleace
Nicergolinu pomoci ultrazvukové sondy se sonokrystalizaci.

Nejvetsi  distribuce  velikosti  €astic (méfeno parametrem D90) bylo dosazeno
u S§.NK150929/01. U tohoto experimetu bylo mnozZstvi oc¢kovaciho materialu
1 % a teplotni chladici rampa byla ze 40 °C na 0 °C béhem 60 minut. S prodlouzenim teplotni
chladici rampy se distribuce velikosti ¢astic zmensovala ($.NK151110/01) a nejmensi
distribuce velikosti castic bylo dosazeno po ockované krystalizaci (10 % ockovaciho
materialu), nasledované 30 minutovou sonikaci a 4 hodinovou teplotni chladici rampou
(8.NK160114/01).

Ve druhé skupiné experimentii u iniciace nukleace Nicergolinu ultrazvukovou sondou
byla nastavena amplituda ve vSech piipadech 30 %, parametry 5 s puls, 3 s pauza a doba
sonikace 2 minuty. Nejvétsi distribuce velikosti ¢astic bylo dosazeno u Sarze
NK160202/01, kde byla teplota pii sonikaci 20 °C a teplotni chladici rampa z t 20 °C na 0 °C
120 minut. Nejmensi distribuce velikosti ¢astic bylo dosazeno u $.NK160317/01, pfi teploté
sonikace 20 °C a teplotni chladici ramp¢ 30 min.

V posledni skupiné experimentli byla nejen iniciovana nukleace Nicergolinu pomoci
ultrazvukové sondy, ale navic délka sonikace byla Vv rozmezi 20 — 120 minut. U Sarze
NK151221/01 byly naméteny nejvétsi distribuce velikosti ¢astic. V tomto piipadé byla délka
sonikace nejkratSi a to 20 minut, teplota sonikace 45 °C, amplituda 30 %, nastavené
parametry 5 s puls a 3 s pauza a teplotni chladici rampa z t 25 °C na 0 °C 60 minut. Nejmensi
distribuci velikosti Castic Vv této skupiné experimentd a nejmensi distribuci ze vSech
experimentli, byla u Sarze NK160324/01. U tohoto experimentu byla teplota sonikace
25 °C, amplituda 50 % a parametry 5 s puls a 1 s pauza. Doba sonikace byla nejdelsi, a to 120

minut a teplotni chladici rampa z t 25 °C na 0 °C 60 minut.
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Po vyhodnoceni vSech Ctyt druhli experimentl bylo zjisténo, ze distribuce velikosti
¢astic pomoci FBRM sondy (parametrem D90), vysly hodnoty vzdy vyssi nez distribuce
pomoci laserové difrakce (parametr D90). Toto tvrzeni bylo potvrzeno i statistickym
vyhodnocenim v JMP softwaru, kde byla potvrzena linearni zavislost mezi naméfenou a
vypocitanou hodnotou PSD D90. Timto statistickym vyhodnocenim bylo také zjisténo, Ze
online metodu méfeni distribuce ¢astic lze s ispéchem pouzit k odhadu konecné distribuce
Castic ziskané offline metodou laserové difrakce. Je tieba dodat, ze toto zjisténi lze aplikovat
pouze na dany tvar krystalického materialu a nelze ho pouzit u materialu s jinym krystalovym
habitem, napf.
u ¢astic ve tvaru jehlic.

U krystalického materidlu ziskan¢ho iniciaci nukleace ultrazvukem a ndasledné
sonokrystalizaci byly zjiStény pomoci zaznami ze skenovaciho elektronového mikroskopu
jiné povrchové vlastnosti (povrch se jevil vice homogenni) nez u materidlu, kde prob¢hla
pouze iniciace nukleace ultrazvukem. Tato skute¢nost byla potvrzena pomoci mikroskopu
atomdrnich sil, pomoci kterého byla spocitdna relativni drsnost povrchu. Povrch materidlti
pfipravenych sonokrystalizaci byl vice homogenni, nez povrchy krystalickych materiala
ziskanych iniciaci nukleace ultrazvukem. Tato skutecnost mé vliv na filtraci, délku suSeni

a sitovani, pfipadné mleti takto pfipravenych materialti.
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7 SUMMARY

Aim of this masters thesis was assessing the definition of particle size of active
heterocyclic farmaceutical substances, the tested farmaceutical substance was Nicergolin, a
derivative of ergot alkaloids. The task was to prepare crystalline material with a different
particle size distribution of particle sizes and to compare the distributions of obtained from
online laser probe FBRM with distributions measured offline using the laser diffraction
method.

Crystalline Nicergolin was prepared in the laboratory using four different methods
which were crystalization of Nicergolin with the addition of seeding material, crystallization
without seeding, crystallization with initiation of nucleation using an ultrasound probe and
initiation of nucleation of Nicergolin using and ultrasound probe with sonocrystallization.

The widest particle size distribution of particlesizes (measured by parameter D90) was
achieved in b.NK150929/01. In this experiment, the amount of seeding material was 1 % and
the temperature cooling ramp was from 40°C to 0°C in 60 minutes. With the extension of the
cooling time on the cooling ramp, the distribution of particle sizes was decreasing
(b.NK151110/01), and the smallest distribution of particle sizes was achieved after seeded
crystallization (10 % seeding material), following 30 minutes of sonication and a 4 hour
cooling on a cooling ramp (b.NK160114/01).

In the second group of experiments for the initiation of nucleation of Nicergolin with an
ultrasound probe the amplitute was set on 30 % in all cases, parameters of 5 s pulses, 3
s pauses and 2 minutes of sonication. The widest distribution of particle sizes was achieved
with b.NK160202/01, where the temperature during sonication was 20 °C and the temperature
cooling ramp from 20 °C to 0 °C was 20 minutes. Smallest distribution of particle sizes was
achieved with b.NK160317/01, where the temperature during sonication was 20 °C and the
cooling lasted for 30 minutes.

In the last group of experiments, nucleation initiation of Nicergoline was done using an
ultrasound probe and also the length of sonication was within the range of 20 — 120 minutes.
In the case of b.NK151221/01, we measured the widest distribution of particle size. The
leghth of sonication was the shortest, which was 20 minutes, temperature of sonication was 45
°C, amplitude 30 %, set parameters of 5 s pulses and 3 s pauses, cooling on a ramp from 25
°C to 0 °C in 60 minutes. The smallest distribution of particle size in this set of experiments
and the smallest distribution in all experiments was for b.NK160324/01. In this experiment

the temperature of sonication was 25 °C, amplitude 50 % and parameters of 5 s pulses and 1

59



s pauses. Length of sonication was the longest, which was 120 minutes and the cooling from
25 °C to 0 °C was 60 minutes.

After assessing all four types of experiments was found that distribution of particle size
using the FBRM probe (parameter D90) had higher figures than distribution using laser
diffraction (paremeter D90). This statement was confirmed with a statistical assessment in
JMP software, where a linear correlation was confirmed between the measured and the
calculated figure PSD D90. With this statistical assessment we also discovered, that the online
method of measuring distribution of particles can be successfully used to approximate the
final distribution of particles obtained using the offline method of laser diffraction.

It must be said that these findings may be applied only for a given crystalline structure
and cannot be used for a material with a different crystalline structure, e.g. particles in the
needle shape crystals. Crystalline material which was obtained using initiation of nucleation
with ultrasound and following sonocrystallization showed different surface characteristics,
which was detected using scanning electron microscope, than in materials where nucleation
was initiated with ultrasound. This fact was confirmed using atomic force microscopy, where
relative roughness of the surface was calculated. The surface of materials which were
prepared using sonocrystallization were more homogenous than the surfaces of crystalline
materials obtained using initiation of nucleation with ultrasound. These properties have also
impact on the performance of a crystalline material during filtration, speed of drying, ease of

sieving and milling.
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