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ABSTRAKT

Aktivni farmaceutické substance (APIs) jsou velmi Casto pacientovi podavany v pevném
stavu jako soucast predepsané 1ékové formy (tablety, kapsle atd.). Pochopeni a kontrola
chemie substanci pevného stavu je proto dulezitym aspektem ve vyvoji 1é¢iva. Substance se
mohou vyskytovat v rliznych pevnych formach, zahrnujicich polymorfy, solvaty, hydraty,
smésné krystaly a také amorfni formy. Kazda forma vykazuje specifické fyzikalné-chemické
vlastnosti, které maji vyznamny vliv na biodostupnost, moznost zpracovani, stabilitu a dalsi
chovani charakteristické pro substanci.

Vétsina substanci je purifikovana a izolovéna krystalizaci z vhodného rozpoustédla, jako
posledni operaci ve farmaceutické vyrob€. Hlavnim cilem krystalizacniho procesu je ziskani
produktu s definovanymi vlastnostmi jako je distribuce velikosti Castic, tvar krystalu a jeho
chemicka a fyzikalni Cistota (polymorfie). VSechny farmaceutické substance v jakékoliv
form¢ musi byt vyrabény v reprodukovatelné kvalité. Této kvality je docileno jen v ptipadé
kontroly aktivni latky béhem procesu.

Pro on-line kontrolu krystalizaci Quetiapinu Fumaratu za uc¢elem dosazeni pozadované
distribu¢ni velikosti ¢astic a nezménénych fyzikalné-chemickych vlastnosti substance byla
pouzita FBRM laserova metoda.

ABSTRACT

Active pharmaceutical ingredients (APIs) are frequently delivered to the patient in the
solid-state as part of an approved dosage form (tablets, capsules, etc.). Understanding and
controlling the solid-state chemistry of APIs is therefore an important aspect of the drug
development process. APIs can exist in a variety of distinct solid forms, including
polymorphs, solvates, hydrates, co-crystals and amorphous solids. Each form displays unique
physicochemical properties that can profoundly influence the bioavailability,
manufacturability, stability and other performance characteristics of the drug.

Most APIs are purified and isolated by crystallisation from an appropriate solvent during
the final step in synthetic process. The main objective of a crystallisation process is to
produce crystals with desired properties such as particle size distribution (PSD), shape and
purity. All pharmaceutical dosage forms must be produced in uniform units, and good content
of uniformity is only possible when the size of the active component is carefully controlled.

For on-line control of crystallisations of Quetiapine Fumarate to achieve desired PSD and
no changed physicochemical purity was used the Lasentec Focus Beam Reflectance
Measurement (FBRM) system.

KLICOVA SLOVA

krystalizace, polymorfismus, krystalizace APIs, optimalizace krystalizace, distribuce velikosti
castic, Quetiapin Fumarat, Lasentec FBRM

KEYWORDS

crystallisation, polymorphism, crystallisation APIs, optimization of crystallisation, particle
size distribution, Quetiapine Fumarate, Lasentec FBRM
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1. UVOD

Krystalizace je jednim ze zékladnich procest v ptirod¢€ a Cloveék se s ni poprvé setkal asi pii
krystalizace znama tak dlouho, stale se ji v ne€kterych ptipadech nedaii cilené tidit. Témito
ptipady jsou ve farmaceutickém primyslu krystalizace nestabilnich polymorfu a jejich mozné
a nekontrolovatelné polymorfni pfechody na stabilni fazi v ur€itych technologickych stupnich
(vlhké granulace, mikronizace atd.) nebo vyjime¢né i pii skladovani 1é¢iv. Sledovanymi
parametry vysledného produktu jsou: vytézek, chemickd a fyzikalni (polymorfni) Cistota
krystald, distribuce jejich velikosti, krystalovy tvar a obsah zbytkovych rozpoustédel [3].

Pojem polymorfie resp. polymorfismus (z feckého: poly = mnohy, morph = tvar) pouzil
poprvé, v krystalografické souvislosti, Mitscherlich v roce 1822. Vsiml si, ze u nékterych
arsenicnanti a fosforeCcnani muze jedna sloucenina, urCitého chemického slozeni,
vykrystalovat ve vice krystalovych forméch. Jako mnoho termint v chemii, vSeobjasiujici
teorie polymorfie neexistuje. McCrone definuje polymorfii jako schopnost dané slouceniny
v pevném stavu uspotradat molekuly v krystalové struktufe nejméné ve dvou formacich.

S polymorfii se mizeme potencialné setkat u jakékoliv krystalické latky, v€etné polymert a
kovi. Spole¢n¢ s polymorfii je kompletni morfologie materidlu popisovdna i jinymi
proménnymi, jako krystalovy habitus, amorfni frakce a krystalografické defekty. Kdyz se
polymorfie vyskytuje jako vysledek rozdilného uspotfadani molekul v krystalu mluvime o
pakovaci polymorfii. Polymorfie mize byt také vysledkem existence rozdilnych konformera
stejné molekuly v krystalu, v tomto ptfipadé mluvime o konformacéni polymorfii. Jestlize
anhydratova, tzn. ¢ast krystalu bez solvatu je identicka, ale krystalova forma se 1i§i v mnozstvi
vody/solventu v krystalové mftizce, mluvime o pseudopolymorfii [4]. Zatimco u prvka a
anorganickych sloucenin existuje obvykle jen nékolik malo odlisnych strukturnich modifikaci
(alotropie), je u organickych slouc¢enin vyskyt pétii vice polymorfnich forem celkem bézny.
S polymorfii a polymorfnimi pfeménami se setkdvame u fady latek a tyto jevy musime
respektovat, protoze polymorfy se li§i v mnoha chemickych, fyzikalnich a biologickych
vlastnostech [3].



2. TEORETICKA CAST
2.1. Polymorfie

2.1.1 Charakteristika polymorfie APIs

U farmaceuticky aktivnich substanci (APIs), které jsou v drtivé vétSin€ organické molekuly,
je zvykem hovofit o pevnych formach ptip. fazich, tim jsou minény nejen krystalické
polymorty, ale také rizné krystalické hydraty nebo solvaty. Ackoliv je biologicky ucinek
aktivni  substance = vyvolan interakci molekuly 1éCiva scilovym  receptorem
(farmakodynamika), je velmi dilezité, v jaké pevné formé je aktivni substance pacientovi
podavana (farmakokinetika).

To znamena, Ze ve farmacii zalezi nejenom na molekulové, ale 1 krystalové struktufe pevné
aktivni substance. ProtoZe rizné formy jedné aktivni substance maji rtiznou krystalovou
strukturu a tvar krystall (obr. ¢. 2), ptip. jsou amorfni, musi se také 1iSit ve svych fyzikalnich
a biologickych vlastnostech. Riiznd rozpoustéci rychlost polymorfi a solvatomorfil
v zazivacim traktu ma za nasledek rozdilnou farmakokinetiku a biodostupnost (obr. ¢. 1).
Vlastnosti pevnych latek zavisi na formé soli, velikosti ¢astic a polymorfni formé. Pro
farmaceuticky aktivni latky jsou u pevnych latek dilezité vlastnosti:

® rozpustnost,

= biodostupnost, toxicita,

= barva,

* habitus (morfologie),

= teplota tani,

* hygroskopicnost,

= hustota, tvrdost krystalu,

= (istota, vytéZnost,

= chemicka stabilita,

= transformace béhem procesu,
= stabilita béhem skladovani [4].



ug/ml v krevnim obéhu

Obr. ¢. 1: Absorpcni stupen dvou polymorfii fenobarbitalu ordlné podanych. Osa x, cas
absorpce; Osa y, ug fenobarbitalu/ ml krve v krvevnim obéhu [1].

Obr. ¢ 2 : Sest polymorfnich forem: 5-Methyl-2-[(2-nitrophenyl)amino]-3thiophencarbonitril
[22].



2.1.2 Termodynamika polymorfie

Polymorfni struktury molekularnich krystald jsou rtiznymi fdzemi urcitych molekularnich
jednotek. K porozuméni vzniku a vztahim mezi jednotlivymi polymorfy miiZeme pouzit
fazové pravidlo.

F=C-P+2

F = pocet stupnit volnosti systéemu
C = pocet slozek systému
P = pocet fazi [1].

Faze je definovana jako homogenni ¢ast heterogenni soustavy oddélena od ostatnich fazi
ostrym fazovym rozhranim. Uvnitt faze jsou vlastnosti ve vSech mistech stejné nebo se méni
bod po bodu spojité. Na fazovém rozhrani se méni vlastnosti skokové [19]. Podle této definice
existuje pro kazdou slouceninu jedna plynna a jedna kapalnd faze, které jsou chemicky i
fyzikaln€ homogenni. Kazdd krystalicka forma vytvari individudlni fazi, napf. rGzné
krystalické formy ledu. Smés dvou polymorfii obsahuje dvé pevné faze, ale homogenni tuhy
roztok, nebo slitina vzajemné misitelnych kovl je jen jednou fazi. Problémy nastanou pii
posouzeni zda systém vyhovuje definici ,,homogenni“. Na molekularni urovni tato definice
Casto selhava, a dokonce nékteré slouceniny chovajici se pfi X-ray difrakci jako jeden krystal
(jedna faze) mohou byt pii bliz§im pohledu charakterizovany jako nehomogenni smés
krystali nebo racemickd smés. V jinych piipadech bylo potvrzeno, ze jednotlivy krystal byl
vlastn€ hybridem ve kterém koexistovaly dvé polymorfni formy.

Pocet slozek C je minimdlni pocCet nezavislych latek definujici slozeni vSech fazi v
systému. Nejjednodussim a Casto uvadénym piikladem je voda, kterd miiZze existovat v
riznych rovnovéaznych stavech zahrnujicich fazi pevnou, kapalnou i plynnou. V takovém
systému je jen jedna slozka. Podobné je tomu u kyseliny octové, ackoli je tato kyselina ve
vSech svych fazich asociovdna do dimerti, miize byt jednoznacné urcena jako molekula
kyseliny octové. Dillezitym faktorem je v tomto ptipadé rychlost ustanoveni rovnovazného
stavu monomer-dimer. Rychlost ustanoveni rovnovéhy je vyss$i nez pozadovana rychlost k
uréeni napf. tlaku par nad kapalinou. V ptipadech, kdy je rovnovazny stav ustaven pomaleji
neZ je rychlost potfebna k fyzikdlnimu méfeni, neni tento stav jen funkci teploty, ale také
sloZzenim smési, a k definovani slouc¢eniny vyzaduje kineticky aspekt.

Pocet stupiili volnosti F' je poctem proménnych (teplota, tlak, koncentrace), které musi
byt dany k definovani podminek rovnovazného systému. Jednoslozkovy systém v jedné fazi
(napf. vodni para) méa dva stupné volnosti, jednoslozkovy systém ve dvou fazich (napf.
kapalina a plyn) ma jeden stupeni volnosti a jednoslozkovy systém ve tfech fazich nema zadny
stupenl volnosti. V polymorfnim systému urcité latky nés zajima vztah mezi polymorfy jedné
slouceniny. V rovnovazném stavu mohou tedy koexistovat maximalné tii polymorfy s Zaddnym
stupném volnosti. Mnohem obvyklejsi ptipad je koexistence dvou polymorfi v systému s
jednim stupném volnosti v kapalné nebo plynné fazi, ale ne v obou. V téchto piipadech
docilime jiného trojného bodu pro dvé pevné faze a kapalinu na jedné strané, nebo dvou
pevnych fazi a plynu na strané druhé.
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Relativni stabilita dvou polymorfii zavisi na jejich volnych energiich, nejstabilnéjsi forma
ma nejmensi mnozstvi volné energie. Méné stabilni forma bude energeticky vedena k
transformaci na stabilnéjsi formu, 1 kdyz kinetické faktory mohou této transformaci zabranit.
Protoze pracujeme s pevnymi latkami, rozdily v objemech dvou polymorfii jsou nepatrné, a
muzeme je tudiz spolecné se zménami tlaku zanedbat. Za téchto podminek tzn. konstantniho
tlaku a teploty, je volna energie 4 pevnych latek reprezentovana Helmholzovym vztahem:

A=E-TS

E = vnitini energie, T = absolutni teplota, S = entropie.

Energie

Tpam
Teplota

Obr. & 3: Energeticke vs teplotni krivky pro dva polymorfy I a Il. A znaci Helholzovu volnou
energii a E je vnitini energie. U formy I je predpoklad vyssi stability pri pokojové teplote [1].

Pti teploté 0 K, ¢len TS zmizi, a Helmhotzova volna energie je rovna energii vnitini, né¢kdy
se také oznacCuje jako energie miizkova, nebo strukturni. Disledkem toho by nejstabilnéjsi
polymorf mél mit nejmensi vnitini energii. Nad teplotou 0 K mtze dva polymorfy rozdélovat
entropicky €len. Chovani volnych energii jako funkci teploty se mizZe u riznych polymorfi
lisit, tak jak je to prezentovano (Obr. ¢. 3) u kiivek AI, AIl. Forma [ je stabilngj$i pfi
»absolutni nule“. Kfivky se stfetavaji v bod¢ transformace 7p I/Il. Nad touto teplotou je
stabiln¢jSi forma /1. Pii teploté fazové pfemény maji oba polymorfy stejné mnoZzstvi volné
energie, ale jelikoz je vnitini energie formy F7 niz$i nez formy FII, mnoZstvi energie potiebné
k fazové preméné¢ je AE. Buerger (1951) také demonstruje endotermni povahu kazdé
transformace, ktera nastava pii zvySovani teploty.

Castéji nez diagram na obrazku ¢&. 3 byvaji pouzivany diagramy, kde je Helmholzova volna
energie 4 nahrazena Gibbsovou volnou energii G a vnitini energie E je nahrazena enthalpii H.
Data k témto diagramim jsou experimentalné snadnéji dosaZzitelnd. Kiivky enthalpie proti
teploté mohou byt experimentalné vytvofeny uréenim tepelné kapacity Cp ze vztahu:

o H
(5_T)":Cp
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Tteti zdkon termodynamiky fikd, Ze tepelnd kapacita idedlniho krystalu je nulova pti 0 K.
Proto musi byt sklon kiivky v grafu (Obr. ¢. 4) pti 0 K také nulovy.

Energie

0 Teplota [K]

Obr. ¢. 4: Vyneseni enthalpie H proti teploté znazornuje spojent s tepelnou kapacitou Cp [1].

Z termodynamického hlediska rozliSujeme dva typy polymorfie. Prvni typ, ktery se nazyva
enantiotropie, ve kterém dveé formy mohou ptechazet reverzibiln¢ faizovou preménou. Druhy
typ, ktery se nazyvd monotropie, je charakterizovan prechodem jedné formy ireverzibilné
fazovou preménou na formu druhou formu. Vzestup teploty vede k pfeméné polymorfu na
stabiln€jsi formu. Hodné organickych sloucenin krystalizuje ztaveniny jako monotropni
formy. Tyto slouceniny vykazuji niz$i stabilitu a nizsi teplotu tani .

Z vyrazu pro Gibbsovu volnou energii, parcidlni derivace zohlediujici teplotu je:

0G
(5_T)P:'S

Protoze S je vzdy positivni, G je konstantné klesajici funkci. Isobary volnych energii G
mohou sledovat rtizné drahy, a jejich spojnice representuji body premény 7p mezi fazemi
(Obr. ¢. 5). Fyzikaln€ je mozné jen jedno protnuti isobar [1].
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Obr. ¢. 5: E/T diagram dimorfniho systému. G znaci Gibbsovu volnou energii a H enthalpii.
Tento diagram znazornuje situaci v enantiotropnim systému v kterém je forma I stabilni pod
bodem premeény Tp, a pravdépodobné pri pokojové teploté [1].

Energie

G

|
GluLb

|
|
i
mpy; mpj

Teplota [K]

Obr. ¢ 6: E/T diagram dimorfniho systéemu. G znaci Gibbsovu volnou energii a H enthalpii.
Tento diagram znazornuje situaci v monotropnim systému v kterém je forma I stabilnéjsi pri
vSech teplotach. Spojnice kiivek volnych energii G I, G Il (neni zndzornéna) bude nad
teplotou tani pro obé formy [1].
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Protoze jsou tlak a teplota dvé dobie experimentalné méfitelné veliiny, vztahy mezi
parou, kapalinou a polymorfy substance jsou Casto vyjadfovany P/T diagramy (Obr. ¢. 7) [1].

A 4 pewna faze Il

pewna faze | kapalina

D

C ) para

v
v

Obr. ¢ 7: a) enantiotropni systéem b) monotropni systéem [4].

Obecna pravidla polymorfie:

V daném systému (napr. T, P) je stabilni jen jedna forma polymorfu. Nejstabilnéjsi polymorf
ma nejnizsi rozpustnost. Hydraty maji vzdy niz8i rozpustnost v rozpoustédlech obsahujicich
vodu. Krystalicka forma s nejvyssi hustotou je casto nejstabilnéjsi [5]. Termodynamicka
stabilita fazi substanci zavisi na :

= teploté,

= tlaku,

* médiu obklopujicim krystal,

= vzduch : relativni vlhkost,

= solvent : rozpustnost,

= mechanickych faktorech (mleti, sitovani atd.).

Zména téchto parametri vede Casto k metastabilnim formam [2]. Pii polymorfnich

transformacich je nutné brat v uvahu dynamickou povahu krystalizacniho procesu, to jaka
forma nakonec vznikne neni dano pouze termodynamikou, ale 1 kinetikou krystalizace [20].

14



2.1.3 Kinetika polymorfie

Kdyby byly fazové premény zavislé Cisté jen na termodynamickych zakonech, vznikaly by
stabilni krystalické formy pomérné snadno. S ohledem na kinetické faktory musime pocitat i
se vznikem forem metastabilnich. Pfechod metastabilniho stavu na stabilni vyzaduje
pfekonani vyznamné energetické bariéry. Aktivacni energie E je spojena s rychlostni
konstantou transformace &, v znamém Arhenioveé vztahu:

k= A e ERT

A = frekvencni faktor spojeny s entropii aktivace S
R = plynova konstanta
T = absolutni teplota (K)

Energetickd bariéra mize byt sniZzena katalyzou, pfitomnosti necistot, a/nebo defekty v
krystalové struktute [21].

Volna
energie

A J

Reakéni koordinata

Obr. ¢. 8: Reakcni koordinata pro krystalizaci v dimorfnim systému ukazuje energeticke
bariéry pro formovani polymorfu l a Il [1].
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Pro jednoduchost uvazujme monotropni dimorfni systém (Obr. ¢. 9). Je ziejmé, Ze v oblasti
dané slozenim rozpoustédla a teplotnim rozmezim, ktera lezi mezi kiivkami rozpustnosti
krystalické formy 7 a /I muze vykrystalizovat jen forma /. Vysledek krystalizace vedené za
isotermnich podminek, které znazoriiuje vektor (obr. ¢. 9) nebude tak ziejmy pii pocatecnim
ptesyceni roztoku. Termodynamické podminky napoméhaji vzniku formy /7, zatimco kinetické
podminky (pfesyceni roztoku) naopak vzniku formy //. SkuteCnost, ze pii krystalizaci z
roztoku nebo taveniny vznikd nejdiive metastabilni forma, kterd se posléze transformuje na
formu stabilni, je zndma dlouho a némecka technicka literatura (1870 — 1914) popisuje mnoho
experimentl na toto téma v organické i anorganické chemii [1].

polymorf i

polymorf |

Rozpustnost

Teplota

Obr. ¢&. 9: Solucni diagram pro dimorfni systém ukazuje hypotetickou krystalizacni drahu
(vertikalni Sipka) pri konstantni teplote [1].

Vliv nuklea (ocka krystalu) stabilni krystalické formy obsaZzeného ve formé metastabilni je
demonstrovan na nasledujicim piikladu. Dvé€ SarZe stejné krystalické formy urcité substance
byly podrobeny stabilitnim testim. Pfed zahdjenim testli byly Sarze analyzovany metodou
DSC a u SarZe ¢. 2 byly detekovany stopy stabilni krystalické formy, zatimco u Sarze ¢. 1
nikoli. Po péti letech se zjistilo, Ze SarZe €. 2 byla transformovana na stabilni formu v
zavislosti na teploté. U Sarze €. 1 nebyla transformace pii skladovacich teplotach pozorovana.
Transformace na stabilni formu miize byt urychlena pfitomnosti rozpoustédla. Tato
rozpoustédlem iniciovana transformace byva pozorovéana napiiklad pfi granulaci substance

[].
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2.1.4 Strukturni rozmanitost

Struktura riznych polymorfi, resp. forem aktivnich substanci je déana ptedevSim
nekovalentnimi interakcemi mezi jejich molekulami. Krystaly organickych latek které by
byly drzeny iontovymi nebo kovalentnimi vazbami, se prakticky nevyskytuji. Nekovalentnimi
interakcemi v molekularnich krystalech jsou velice Casto vodikové mustky, dale van der
Waalsovy vazby, n-nt interakce a ziidka i vazby ,,charge-transfer* komplext.

Riizné krystalické formy urc¢ité molekuly vznikaji ¢asto krystalizaci z riznych rozpoustédel
(polarnich nebo nepoléarnich), nékdy zélezi i na obsahu vody v rozpoustédle a samoziejmé na
hodnotéch teploty a tlaku pfi krystalizaci [3].

2.1.5 Analytické techniky ke studovani a stanoveni polymorfu

Analytické techniky k rozliSeni a stanoveni polymorfl jsou dany pfislusnymi smérnicemi
statnich autorit. Podle uznavané smérnice FDA ICH Q6A — decision trees k nim patii:

RTG praskova (fazova) analyza,

Spektroskopie pevného stavu (NMR, IC, Ramanova),
Termicka analyza (TGA, DSC, mikrokalorimetrie),
Mikroskopie (opticka, termooptickd, SEM, AFM),
Mikrometrie (granulometrie, povrch ¢astic, porozita, hustota),
Stanoveni rozpustnosti a rozpoustéci rychlosti,
Sorpce/desorpce vlhkosti [31].

YV V. V V V V V

2.1.5.1 RTG difrakce

je zifejm¢ nejpouzivangj$i metodika, jejiz méfenim lze zjistit krystalovou strukturu
substance. Je zaloZena na pruzném rozptylu dopadajiciho (priméarniho) RTG svazku na
krystalové struktufe (trojrozmérné se opakujici molekularni motiv). Rozptylovymi centry jsou
jednotlivé atomy, které jsou v krystalové struktufe charakterizované urcitou pozici vici
zvolenému pocatku, a proto maji rozptylené viny neménny fazovy rozdil [11].

2.1.5.2 Termicka analyza

Metody termické analyzy jsou zalozeny na uvoliiovani nebo absorpci tepla pii stavovych
zméndch materialu. Riizné techniky termické analyzy jsou tedy zamétfeny na urceni entalpie
provazejici stavové zmény méfenim rozdild v tepelném toku mezi studovanym vzorkem a
referen¢nim standardem [1].
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2.1.6 Patentova ochrana APIs

Problémy spojené s polymorfii a solvatomorfii APIs jsou v centru pozornosti vyrobcil 1é€iv.
Snahou etické farmaceutické firmy (originalniho vyrobce), ktera vyvinula urcitou aktivni
substanci, je patentové ochranit vSechny jeji formy. Lze ovSem predpovédét vSechny formy,
které miiZze aktivni molekula vytvofit? S tim také souvisi vyvoj takové analytické metodiky,
ktera je schopna vSechny formy jednoznacné charakterizovat a rozlisit. To je nutné nejenom
pro stanoveni fazové (polymorfni, solvatomorfni) Cistoty zvolené formy pti vyrobé, ale také
pii patentovych sporech etickych a generickych firem (dalSich vyrobci). Nové vyvinuté latky
si etické firmy obvykle chrdni pomoci patentii. V zavislosti na teritoriu je nova aktivni
substance chranéna po urcitou dobu prakticky nezpochybnitelnou latkovou ochranou. Spolu
s tim je chrdnén 1 zplisob vyroby, ktery jiz tak neotfesitelny neni a ve vétsSiné piipadl jej l1ze
obejit, zjednodusit nebo nalézt vyhodnéjsi meziprodukty. Tak Ize pro jednu aktivni substanci
posléze najit celou fadu patentli, obvykle pochéazejicich jiz od generickych vyrobcl a
popisujici nové zpusoby vyroby. V posledni dobé je nové vyuzivan patentovy trik, ktery
spociva v dodatecném objeveni nové krystalové formy a jejim patentovém chranéni.
Vzhledem k tomu, Ze u 1éCiv je pro urcitou lékovou formu nékdy vyhodnéjsi rychle rozpustna
krystalova forma a jindy naopak méné rozpustnd, nékdy piinaSeji vyhodu vétsi a stalejsi
krystaly, jindy je naopak biodostupnost lepsi u mikrokrystalickych nebo amorfnich fazi.
ProtozZe jednotlivé formy se lisi stalosti nebo obsahem zbytkovych rozpoustédel, je prakticky
téméi vzdy mozno nalézt alespon jakousi virtuadlni vyhodu nové krystalické formy, kterad
patentovani umozni. Tim vznikd prostor pro syntézu dosud nepopsanych a patentové
nechranénych forem aktivnich substanci a jejich farmaceutickou formulaci generickymi
firmami. Klicovym disledkem tohoto postupu je moZznost prodlouzeni patentové ochrany
napt. 1 u latek, u nichz jiz pominula latkovéa ochrana, a staly se tak generickymi substancemi
[3]. Nové vyvinuty polymorf mize byt efektivnéj$i a vhodnéjsi neZz originalni produkt.
Ptikladem muze byt ranitidine hydrochlorid, 1€k proti viedim vyrdbény firmou
GlaxoSmithKline, zndmy jako Zantac. V poloviné 90-tych let koncila latkova ochrana u této
substance a ostatni firmy se chtély co nejdiive dostat na trh slevnéj$i generickou formou.
Obchodovéanim se substanci, které skoncila patentova ochrana se firmy vyhnou nejnakladnéjsi
fazi vyvoje l1éku, ktera zahrnuje zkousky na lidech. Firma Glaxo méla ovSem patent na druhy
polymorf, ktery objevila brzy po zahajeni vyroby prvniho, a tim si zachovala monopol na tuto
substanci 1 po expiraci prvniho patentu.

FDA (Food and Drug Administration) vyzaduje od vSech vyrobcl registraci presného
polymorfu kazdého 1€ku, ktery produkuji. Farmaceutické spole¢nosti musi také demonstrovat
stabilitu a reprodukovatelnost dané¢ho polymorfu, jinak by bylo t&Zké stanovit efektivni davku
1¢ku [23].
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2.2 Krystalizace APIs

Klicovym procesem pii vyrobé farmaceutickych substanci (APIs) je krystalizace. Krystaly
vznikaji nejcastéji z kapalné faze postupy, které jsou zaloZeny na vytvoteni piesycené¢ho
roztoku API. Pfi krystalizaci dochéazi k samouspotadajicimu supramolekularnimu procesu, pfi
kterém se piivodné nahodile orientované molekuly skladaji do vnitin€ uspofadanych krystalti
(supramolekuly). Ackoliv je proces krystalizace znam dlouho, stale se ho nedafi v nékterych
pfipadech cilené¢ fidit. Témito piipady jsou ve farmaceutickém pramyslu krystalizace
nestabilnich polymorfil a jejich mozné a nekontrolovatelné polymorfni pfechody na stabilni
fazi v urcitych technologickych stupnich (vlhkéa granulace, mikronizace) nebo vyjime¢né i pii
skladovani 1é¢iv [21]. Krystalizace se skladd ze zdkladnich chemickych, fyzikalnich a
technickych procest, které jsou navzijem propojeny a ovliviluji se. Z tohoto divodu je
navrhovani krystalizacniho procesu mezioborovym tukolem, kde odbornici zvyvoje,
technologie a kontroly kvality (QC) musi vzdjemné spolupracovat. Krystalizace je vétSinou
poslednim krokem, kdy je API homogennim roztokem, proto je tento krok v centru zajmu
kontroly jakosti (QA). Cilem je navrhnout proces krystalizace tak, aby bylo dosaZeno Cisté
substance v pozadované polymorfni form¢, dobré vytéznosti, reprodukovatelné distribuci
Castic a pozadovanych fyzikalnich vlastnosti.

Velikost Castic a polymorfie se staly velmi podstatnymi charakteristikami pro findlni
kvalitu a pouziti API. Spolu s vytvofenym sloZenim jsou tyto faktory zodpovédné za vystupni
profil 1é¢ivého piipravku. ZvySujici se zdjem o krystalizani proces je pochopitelny, kdyz
uvazime vliv na kone¢ny 1é¢ivy piipravek a na celkovy proces. Prvotné je krystalizace hlavni
Cistici operaci chemickych syntéz v provoznim meéfitku. Tak je krystalizaéni proces pfimo
spjat s profilem cCistoty findlnich APIs. Vytézek a cas filtrace jsou hlavni faktory majici vliv
na ekonomiku procesu. Navic krystalizace urcuje fyzikéalni parametry vyslednych krystali,
které jsou vyznamné pro nasledujici vyrobni procesy. Napiiklad velikost krystald a jejich tvar
pfimo ovliviiuji granulaci, schopnost lisovani a drsnost vyslednych tablet.

Tzv. screening polymorfnich forem, solvati a soli je konstruovan k identifikaci a
charakterizaci vSech moznych krystalickych forem farmaceutické substance. Tento proces je
realizovan ve velmi malém méfitku. Cilem je nasledné provadét reprodukovatelny
krystaliza¢ni proces vybrané formy ve velkém méfitku. Pouziti substance ve formé soli nebo
solvatu je obvykle zdivodu horSich vlastnosti této substance, jako je nedostatecna
krystalinita, rozpustnost ve vod¢ nebo stabilita. Jestlize vykazuje substance horsi rozpustnost,
nabizi né€kdy amorfni forma lepsi alternativu. Studium chemické a strukturni stability
amorfnich forem je jednou ze zakladnich otazek béhem farmaceutického vyvoje [17].

Abychom mohli krystalizaci fidit je nutné tento proces ovlivnit jiz v prvotnim,
tzv. prenukleacnim stadiu. To znamenda, Ze musime ovlivnit jak termodynamiku — jaké
krystalické faze vzniknou za urcitych podminek, tak kinetiku — jak rychle se tvofi krystalové
zarodky (nuklea) a jak rychle z nich rostou krystaly [21].
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Obr. ¢& 10: Vliv krystalizace na pridruzené aspekty
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Obr. ¢. 11: Krystalizacni proces, od zacdtku po finalni produkt.
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2.2.1 Nukleace

Krystalizace se skldda ze dvou hlavnich krokd: nukleace a rlstu krystalt. Jestlize k
nukleaci nedojde, resp. koncentrace nuklei nepiekroci kritickou mez, vznika pii solidifikaci
roztoku amorfni fadze. Nukleace miize byt bud’ primarni (spontanni) nebo sekundarni
(ovlivnéna pfitomnosti pevné faze). Homogenni nukleace je teoreticky model, kdy se nuklea
tvofi nahodnymi srazkami molekul kdekoliv v objemu krystalizujiciho roztoku, bez
ptitomnosti pevné faze. Sekvenci molekularnich adici vznikaji v presyceném roztoku
molekularni agregaty (klastry).

A+4 —— 4
A+ 24 — 4;
A+n-DA+— 4,

Roztok pak obsahuje agregaty rtiznych velikosti, 4....4,, které maji tendenci se spontanné
rozpadat, ovSem v disledku vzajemnych kolizi i rostou. Agregaty které dosdhnou tzv. kritické
velikosti se nazyvaji nuklea a jsou schopné dal§iho rlstu (jiz se samovolné nerozpadaji).
Nukleus obsahuje (podle typu API) né€kolik molekul az nékolik stovek molekul. Pokud je
roztok ponechan spontanni nukleaci, znamena to nebezpeci, Ze vykrystalizuje nezadouci
produkt (polymorf). Ve farmaceutické vyrobé se proto pti fizené krystalizaci velmi c¢asto
pouziva nukleace sekundarni — ockovana, pravé z divodu, ze nelze zcela vyloucit polymorfni
chovani systému. Pii ockovani pfiddivame k vychozimu roztoku krystalky (zarodky, ocka)
pozadované faze a tim zajistime, ze se vytvoii pouze tato faze. Sekundarni nukleace muze byt
vyvolana i jinymi, nechténymi vlivy, napt. pohybem michadla krystalizatoru.

2.2.2 Termodynamika krystalizace

Krystaly mohou nukleovat a rast jen tehdy, kdyz je roztok presyceny. Piesyceni roztoku je
vyjadieno jako:
Ac = cpi- Cog

kde ¢, je koncentrace presycené¢ho roztoku a c., je koncentrace nasycené¢ho roztoku. V
grafu (Obr. ¢. 11) je plnou €arou zndzornéna obecnd rovnovazna kiivka rozpustnosti [ce, (T) —
zéavislost koncentrace krystalizujici API na teplot¢ pro nasyceny roztok]. Pod kiivkou
rozpustnosti lezi oblast nenasyceného roztoku. Pokud sniZzujeme teplotu, dostdvame se
postupné z nenasyceného roztoku ptes roztok nasyceny k preruSované kiivce, ktera je zhruba
rovnob&€znd s kiivkou rozpustnosti. PreruSovand kiivka, ktera odpovida maximalnimu
presyceni (za¢nou se vyluCovat prvni krystaly), urcuje spolu s kiivkou rozpustnosti tzv. Sitku
metastabilni oblasti (zony). Nad pferuSovanou kiivkou je oblast pfesyceného roztoku, kde
prednostné probiha nukleace. Sitka metastabilni oblasti zavisi na typu nukleace (heterogenni,
homogenni, o¢kovand), a pfedev§sim na piitomnych necistotach. Krystalizace API se musi
provést pravé v metastabilni oblasti (Obr. ¢. 12). V oblasti nenasycen¢ho roztoku uz pevna
faze neexistuje. Z termodynamického hlediska dochazi ke krystalizaci tehdy, kdyz je
chemicky potencidl krystalizované slozky v rovnovazném stavu (u.,) niz8i nez chemicky
potencial této slozky v pfesyceném stavu (u,-). Hnact silou krystalizace je pfislusny rozdil:

AP = Wi Ueg
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Obr. ¢. 12: Obecnd rovnovazna kirivka rozpustnosti (plna cara), ¢ — koncentrace, T — teplota.
Prerusovana cara odpovida maximalnimu presyceni a vymezuje Sirku metastabilni oblasti.

2.2.3 Mechanismus ristu krystalu a jeho kinetika

Rast krystalu znamena pfirtistdni dalSiho materialu k nukleu. Mechanismus riistu krystalt je
komplikovany proces, jehoz detaily nejsou dosud zcela objasnény. Diivodem je, ze presyceny
roztok obsahuje celou Skélu stavebnich jednotek (atomy, ionty, molekuly, dimery, trimery,
polymery, agregaty a jejich solvatované formy atd.) jejichz struktura je nékdy nejasna. Pii
rustu krystalu prevazuje rychlost toku stavebnich jednotek nad jejich odtokem. Vysledkem
rustu krystalu je krystalova plocha. Soubor vSech krystalovych ploch urcuje morfologii
krystalu neboli jeho habitus. Podle podminek krystalizace nemusi vSechny krystalové plochy
habitu vzdy stejnomérné vyrist, konstantni vSak zlstavaji vzdy thly mezi plochami (tzv.
Stenliv zdkon). V kone¢ném vysledku je krystalovy habitus tvofen plochami, které rostou
nejpomaleji a maji tudiz nejmensi energii. Plochy s nejmensi energii maji nejvétsi hustotu
obsazeni stavebnimi Césticemi. Nejrychleji rostouci plochy (s nejvétsi energii) vétSinou
zartstaji. Krystalova plocha vSak nenariistd pfisunem stavebnich jednotek pravidelné, ale
rustovymi mechanismy. Z energetického hlediska se stavebni jednotky nejsnaze ptipojuji ke
zlomim krystalové plochy, mén¢ ochotné k hrandm a nejhife k hladké plose.

Aby krystal v pfesyceném roztoku rostl, musi byt rozpusténd slozka transportovdna
objemem mate¢ného roztoku k povrchu nuklea. Tam je nasledné ukotvena do krystalové
struktury. Podle klasické ptedstavy transport probiha pies tenkou vrstvu roztoku (film). Vrstva
filmu je v dynamické rovnovaze jak s povrchem krystalu na jedné strané, tak s kapalnou fazi
matecného roztoku na stran€ druhé. Tloustka filmu 0 (okolo 20 — 50 um) zavisi na teploté a
hydrodynamice krystaliza¢niho systému (michani roztoku). Vlastni krystalizace se potom da
popsat nasledujicimi kroky:
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» ptenos slozky z kapalné (roztokové) faze do vrstvy filmu obklopujici krystalickou
fazi,

» difuze slozky ptes vrstvu filmu,

» orientace a zabudovani stavebni ¢astice do krystalové struktury,

» odvedeni krystaliza¢niho tepla do mate¢ného roztoku.

Celkovou kinetiku krystalizace uréuje nejpomalejsi tzv. fidici d€j. V nemichaném roztoku
to bude zfejm¢ difuze, v michaném roztoku to bude pravdépodobné zorientovani a
zabudovani Castice do krystalu. Zabudovani do krystalu je zpomaleno pokud je molekula
konformacné flexibilni.

2.2.4 Krystalizace polymorfi

V polymorfnim systému je za danych podminek vzdy jeden polymorf (solvat) stabilni a
ostatni metastabilni, tzn. z termodynamického hlediska nestabilni. I metastabilni polymorfy
mohou byt stalé a hodit se pro Iékovou formulaci. Stabilni polymorf je charakterizovan:

svvr
sv v
svvr
sv v
svvr

swvwvr

VVVYVVYVY
=
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=
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%
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[oN
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@
[
o]
=
o
&

nejvys$im bodem téni.

Originalni farmaceutickd firma k vyrobé zpravidla vybere termodynamicky stabilni
polymorf (hydrat, jiné solvaty se pouZzivaji pouze jako mozné prekurzory), u kterého je
zarucena reprodukovatelnost vyrobnich Sarzi a stabilita jak pfi formulaci, tak do expirace
I€kové formy. Generické firmy, napt. z divodu obejiti patentové ochrany nebo terapeutickych
vyhod, voli nestabilni polymorf (hydrat). Pro cilenou vyrobu nestabilniho polymorfu
(hydratu) se pouziva ockovana krystalizace. Problém nastava, kdyZ neni k dispozici
krystaliza¢ni ocko, protoZe univerzalni technika, jak usmérnit polymorfni chovani urcité API
zddanym smeérem, tj. robustné¢ a reprodukovatelné vyrabét urcity polymorf neexistuje. To
souvisi se souCasnou absenci fundamentdlni teorie polymorfismu. O tom jaky polymorf
vykrystalizuje se rozhoduje v prenukleacnim stadiu, tedy u molekularnich agregati, na
zakladé¢ kompetice kinetickych a termodynamickych faktori. Vzhledem k tomu, Ze
energetické rozdily mezi polymorfy jsou velmi malé, snadno se miiZe stat, Ze vykrystalizuje
jiny polymorf, nez si pfejeme. Faktori, které ovliviiuji krystalizaci (nukleaci), zrovna tak jako
moznych metod krystalizace polymorfl je celd fada. Nékteré jsou velmi subtilni, a je t€zké je
mit pod kontrolou ve vyrobnim méfitku. I u technologie, kterd byla doposud bezproblémova a
vedla vzdy k pozadovanému polymorfu, mize dojit k jevu, ktery Dunitz a Bernstein nazvali
»disappearing polymorph* (ztraceny polymorf). Dlouho vyrdbény polymorf se najednou
nedafi reprodukovat. Pfi¢inou je ziejmé skutecnost, Ze (ndhodou?) vzniknou prenuklea jin¢ho
polymorfu, kterd kontaminuji krystaliza¢ni zatizeni, pfip. jsou pfitomna ve vzduchu, a tak
muzZe tvrdosijné krystalizovat vzdy nechtény polymorf a pokusy vykrystalizovat jiny na
stejném mist€ jsou dlouhodob¢ neuspésné.
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Zndmym piikladem je nezvladnutelné dimorfni chovani ritonaviru (inhibitor HIV—proteasy,
Iékova forma Norvir, Abbott Laboratories). V roce 1996 bylo toto 1éCivo uvedeno na trh,
pfi¢emz ritonavir byl zndm pouze v jedné form¢. Po dvou letech prodeje, v roce 1998,
najednou prestaly u vyrabénych Sarzi souhlasit disolucni testy a z polotuhého 1é¢iva zacala
vypadavat substance. Vyzkumem se zjistilo, Ze se jedna o novy stabilni polymorf, pozd¢ji
oznacovany jako forma /I, piicemz pivodné vyrabéna forma byla oznaCena jako forma 1.
Forma /I zdhy kontaminovala vyrobu a veskeré vyrobené Sarze formy I prechdzely samovolné
na formu //. Je zajimavé, ze pred rokem 1998 nebyla forma /7 v Sarzich viibec detekovéana. K
vyteSeni dimorfie ritonaviru byla nasazena znacna vyzkumna kapacita, ovSem problém se
nepodafilo uspokojivé zvladnout, takze firma Abbot byla nucena v roce 1999 pieformulovat

Norvir na roztok [24].

Tabulka ¢. 1: Faktory ovliviwjici, ktery polymorf (solvat) vykrystalizuje z roztoku, a metody
transformace na jiny polymorf :

Faktory

Metody

teplota a tlak pfi krystalizaci

sublimace

rychlost ochlazovani nebo odparovani
roztoku

ochlazovani taveniny

stupen presyceni roztoku

desolvatace (dehydratace)

zvolené rozpoustédlo (srazedlo)

rekrystalizace z jiného rozpoustédla
respektive ze smési rozpoustédel

obsah vody (jiného kosolventu) ve findlnim
rozpoustédle

zména pH

pfitomnost necistot, aditiv v roztoku

rekrystalizace v suspenzi

rychlost dosazeni presyceného roztoku

zahtivani pfi (enantiotropii)

doba stani produktu v matecném roztoku

lyofilizace

intenzita michani roztoku

koncentracni a teplotni gradienty v roztoku

zvukové, ultrazvukové, mikrovinné,
laserové, akustické nebo jiné razy
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Obr. ¢ 13, 14: Dve modifikace stejného produktu. Alfuzosin hydrochlorid bezvody (nahore) je
termodynamicky stabilni, krystaly jsou dobre definované. Alfuzosin hydrochlorid dihydrat
(dole) tvori jemné jehlicky, predpoklada se horsi manipulace s produktem.
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2.2.5 Tvar krystalu

Vn¢jsi tvar, nebo-li habit krystalu je vymezen jeho vnitini strukturou. Krystalografové
vytvofili nomenklaturu pro popsdni mnoha rozdilnych forem a tvart, které se vyskytuji v
kazdém ze sedmi krystalovych systémi. Termin habit ma specificky vyznam, je pouZivan k
popsani vnéjSiho vzhledu krystalu a zahrnuje skupinu symetricky podobnych krystalovych
ploch. Pro rutinni mikroskopické pozorovani ve farmacii neni praktické identifikovat vSechny
tyto formy (ortorombickou, tetragonalni, kubickou atd.). Plati to obzvlasté pro krystaly, které
maji rozdilny tvar v duasledku deformaci zplisobenych nestejnomérnym vyvojem urcitych
krystalovych ploch béhem riistu. K popisu tvaru krystalu se pouzivaji mnohem jednodussi
terminy, které¢ jsou vhodné pro sledovani rozdili mezi jednotlivymi SarZemi farmaceutické
substance.

Tvar krystali ovliviiuje také farmaceutické chovani latky (napt. disolucni vlastnosti).
Popséno je Sest zdkladnich tvard, a krystaly majici néktery z téchto tvard jsou zafazeny do
jednoho ze sedmi krystalovych systémti.

% . :

deskowy

listkovy

sloupovity latovity

jehlickovy

stejnomérny

Obr. ¢&. 15: Nakres znazornujici Sest zakladnich tvari krystalu [25].

Né&které krystaly mivaji velmi zietelny a presny geometricky tvar, podobny napf. tvaru
diamantu. Tento jev se objevuje zvlasté u deskovych a listkovych krystalli, kde jsou hrany
krystalu definovany tzkymi plochami. V takovych ptipadech si miizeme dovolit oznacovat
krystaly podle téchto tvara [25].
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2.2.6 Distribuce velikosti ¢astic (DVC)

Cilem vsech technik pro méfeni velikosti ¢astic je poskytnout jen jedno ¢islo, které by tuto
&astici charakterizovalo. Céstice jsou oviem t¥f dimenzionalni objekty, pro které potiebujeme
k jejich uplnému popisu tii parametry (délku, vysku, Sitku). VétSina technik pro méfeni
velikosti ¢astic proto predpokladd tvar mefeného materidlu kulovity, a vysledna velikost
¢astic je potom prumér ,.ekvivalentni koule®, kterd by poskytla stejny vysledek jako méfena
Castice. Zpusob aproximace Céstice na ekvivalentni kouli je zndzornén na obrazku ¢. 16
Primér urCeny pro tuto c¢astici bude zalezet na fyzikalni vlastnosti méfené zvolenou
technikou. V piipadé laserové difrakce musime k dobré aproximaci vzit v uvahu vSechny
aspekty zobrazené na obrazku ¢. 16 [29].

-
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@ \.

Obr. ¢ 16: Castice a prirazené ,, ekvivalentni koule*: dmax, koule o priméru shodném s
maximadlnim rozmérem cCastice, dmin, koule o priiméru shodném s nejmensim rozmeérem
castice; dv, koule o stejném objemu jako cdstice; dw, koule o stejné hmotnosti; ds, koule o
stejném povrchu, dsed, koule se stejnou usazovaci rychlosti.

Vysledky méfeni ¢astic mohou byt prezentovany v grafické podobé jako distribucni kiivky
(histogramy — viz. obr ¢. 17).
Statistické hodnoty:
> Modus (Mode) — hodnota, kterd ma nejvyssi ¢etnost v daném souboru.
> Median (Median) — hodnota ktera soubor rozdéluje na dvé ¢asti.

> Stfedni hodnota (Mean) — aritmeticky primeér daného souboru hodnot [30].
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x (Prumer) / um

Obr. ¢ 17: Grafické vyjadrent distribuce velikosti castic merené laserovou difrakct.
Horizontalni osa x zobrazuje prumérnou velikost castic [um]; vertikalni osa Q3 zobrazuje
kumulativni (relativni) cetnost souboru castic o urcité velikosti [%].
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2.3 Pouzité metody
2.3.1 FBRM (Focused Beam Reflectance Measurement)
2.3.1.1 Popis metody FBRM

Sonda vyuZivajici technologii FBRM (Obr. ¢. 18) se vlozi do proudiciho média libovolné
koncentrace nebo viskozity. Laserovy paprsek se promitd pies safirové okénko cidla a je
fokusovan tésné¢ za jeho vnéjsi sténu. Ohnisko takto zaostieného paprsku se pohybuje po
obvodu okénka ¢idla. Rychlost pohybu zminéného zaostfené¢ho paprsku je vysoka — od 2 m/s
do 8 m/s podle typu aplikace — takze pohyb ¢astic je pro méfeni nevyznamny.

Jakmile ¢astice prochéazi kolem povrchu okénka, fokusovany paprsek narazi na jeji okraj. V
tom okamziku Castice zacne odrazet svétlo a odraz trva do okamziku, kdy paprsek dosahne
opacného konce castice. Odrazené svétlo je shromazd’ovano optikou FBRM a je
konvertovano na elektronicky signal.

Metoda FBRM vyuziva unikatni diskrimina¢ni obvod, ktery umoziuje hodnotit ¢asovy
interval trvani zpétného odrazu v prabéhu pohybu paprsku od jednoho konce castice k
protilehlému. Tento ¢asovy interval se nasobi skenovaci rychlosti a vysledkem je délka. Délka
méfena metodou FBRM je nazyvana tétivova délka (chord length).Tato tétivova délka je
délka pfimky mezi kterymikoliv dvéma body nachédzejicimi se na okraji Céstice nebo
aglomeratu. Systém meii desitky tisic tétivovych délek za sekundu, coz poskytuje mohutny
zdroj dat pro vyhodnoceni distribuce tétivovych délek (hodnoty naméfené v pribéhu jedné
sekundy se tfidi podle délek tétivy linearneé do 1400 ttid.

2.3.1.2 Charakteristika dat

Distribuce tétivovych délek je v podstaté unikatni pro kazdou jednotlivou distribuci
velikosti a tvaru Castic. Za predpokladu, ze primérny tvar pro vice nez jeden milion ¢astic je
konstantni, je mozno zmény v distribuci tétivovych délek povazovat za funkci zmény
velikosti a poctu ¢astic.

2.3.1.3 Moznosti systému

> Systém poskytuje v redlném Case Udaj o velikosti a koncentraci pevnych Castic ve
zvoleném misté procesniho proudu.

> MEfi Castice v rozsahu velikosti od 0,5 um do 2,5 mm. Metoda FBRM neptedpoklada
sféricky tvar ¢astic.

> Poskytuje ve dvousekundovych intervalech idaj o distribuci velikosti a o poctu ¢astic
v kazdé velikostni kategorii.

> Umoziluje monitorovani poctu castic ve specifickych oblastech velikosti (jemné,
hrubé¢ atd.).
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Obr. ¢. 18: Popis laserové sondy (vievo). Moznost vyuziti FBRM v provoznim méritku

2.3.1.4 Vyhodnoceni dat

(vpravo).

Data mtizou byt zobrazena ve dvou modulech:

Pocet ¢astic za sekundu

> Modul akvizice dat (Distribution Compare): Umozituje porovnani FBRM distribuci a
kvantifikuje nastalé zmény v poc€tu a velikosti Castic. Na obrazku ¢. 18 jsou
znazornéna dv€ mozna zobrazeni dat. Vlevo vidime tzv. nevdzenou distribuci (no
weighted distribution), kterd zduraziiuje pocet Castic, coZ je uzitecné pro detekci
procesu nukleace. Vpravo je zobrazena tzv. vazend distribuce (square weighted
distribution), ktera se pouzivd k zvyraznéni velkych ¢&éstic, coz je vyznamné pro

sledovani rtstu krystald.

sygycepucscf

Nevazena distribuce,
zdlraziuje pocet

¢astic

Tétivova délka [um]

Obr. ¢. 19: Distribucni porovndni: Osa X — pocet castic zmerenych za sekundu; Osa Y —

Vazena distribuce,
zdUraziuje
velké Castice

Pocet “vaZenych” Castic za sekundu

velikost ¢astic v mikrometrech.

¥ BYs s RE G P

Tétivova délka [um]
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> Modul ptfehledu dat (Data Rewiew): Zobrazuje, a to z jednotlivého datového souboru,
trendy analogovych vstupt spolu s ¢asové soubéznou distribuci tétivovych délek v
kazdém jednotlivém bodé¢ trendu (Obr. ¢. 20).
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Pocet ¢astic
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12221_/

Cas

Obr. ¢ 20: Typicky graf modulu ,,prehled dat*. Osa X — cas krystalizace; Osa Y — pocet
castic. Cernd Sipka ukazuje na oblast kde se zacali objevovat velké cdstice (293 — 1000 um)
po pridani antisolventu. Modra Sipka ukazuje vzriist poctu castic (86 — 185 um) po prvnim

ockovani. Cervend Sipka ukazuje castice o velikosti (1 — 46 um) [27].

2.3.2 Laserova difrakce

Technika laserové difrakce se pouziva k ur€eni distribucni velikosti ¢astic. Analyza pomoci
laserové difrakce je zaloZena na skutecnosti, Ze Castice pii kolizi s laserovym paprskem
rozptyluji svétlo pod uhlem, ktery souvisi s jejich velikosti. S klesajici velikosti Castice se
logaritmicky zvétSuje tihel odrazu. Intenzita odraZzeného svétla souvisi také s velikosti ¢astic.
Velké c¢astice odrazi svétlo pod tizkym uthlem s vyssi intenzitou, zatimco malé ¢astice odrazi
svétlo pod §irSim Ghlem s mensi intenzitou. Technika nemiiZze rozliSovat mezi jednotlivymi
Casticemi a aglomeraty nebo agregaty. Laserova difrakce méti v rozsahu 0,/ um — 3 mm.
Typicky systéem (obr. ¢. 21) sestavad ze zdroje laserového paprsku, Fourierovych cocek,
systému zajiStujictho prichod vzorku paprskem a série fotocitlivych detektorii. K
vyhodnocovani udajl jsou v soucasné dob¢ pouzivany dva teoretické modely rozptylu svétla
¢asticemi. Star$i Fraunhoferova teorie a nova Mie teorie.

Vystupni data jsou obvykle prezentovana jako souhrnnd distribuce pod sitem a/nebo
jako distribuce objemova. Symbol x je pouzivan k oznaceni velikosti Céstice, kterd je
definovana jako priamér ekvivalentni koule. O3(x) oznacCuje objemovou frakci pod sitem o
urcité velikosti x. V grafickém vyjadfeni je x zaneseno na ose X v zavislosti na proménné O3
na ose Y. Obvyklejsi je vyjadieni distribucni velikosti ¢astic pomoci interpolace. Symboly x;9,
Xs0 @ Xgo Vyjadiuji 10%, 50% a 90% podil castic pod sitem o urcité velikosti x . Symbol x mize
byt nahrazen symbolem d, ktery se ¢asto k oznaceni velikosti ¢astic pouziva [26].
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Obr. ¢ 21: Priklad usporadani laserového difraktografu: 1, stinitko detektoru, 2, rozptyleny

paprsek; 3, primy paprsek; 4, Fourierova cocka, 5, rozptylené svétlo nedopadajici na cocku,

6, castice, 7, zdroj laserového paprsku; 8, procesni jednotka, 9, pracovni vzdalenost cocek;
10, multiprvkovy detektor, 11, ohniskova vzddlenost.

2.3.3 Diferencialni skenovaci kalorimetrie — kompenzacni (DSC)

Pomoci DSC kompenza¢ni metody se meéfi mnozstvi tepla (energie) uvolnéné nebo
absorbované vzorkem v prib&hu kontrolovaného ohfevu , chlazeni nebo udrzovani konstantni
teploty. Kompenzacni systém vyuziva dvou nezavislych termoclanki ptipojenych ke dvéma
kalorimetrim (mérné a referencni cela) a v prubéhu teplotniho programu reaguje na vychylku
v mérné cele proti referen¢ni teploté okamzitou kompenzaci energie proti této vychylce, tedy
udrzuje systém v tepelné€ ustaleném tzv. ,,thermal null* stavu [28].

Kdyz prochézi vzorek fyzikalni transformaci (fazovou pfeménou), pottebuje dodat vice ¢i
mén¢ tepla v porovnani s referencnim celou pfi stejné teploté. Velikost tepelné¢ho toku zavisi
na tom, zda je proces exotermni nebo endotermni. Napiiklad pti pfeméné pevného vzorku na
kapalinu (tani), je potfeba dodat vzorku vice tepla ke zvySeni jeho teploty stejnou rychlosti
jako u referencni cely, to je disledek absorpce tepla vzorkem béhem fazové premeény.
Podobné, kdyz vzorek prochdzi exotermnim procesem (napt. krystalizaci), je potfeba méné
tepla ke zvySeni jeho teploty. Porovnanim rozdili v tepelnych tocich mezi vzorkem a
referencni celou mizeme pomoci DSC kompenzac¢ni techniky méfit mnozstvi absorbovaného
nebo uvolnéného tepla béhem fazovych piemén. Vystupem DSC experimentu jsou kiivky
vyhfevu a kiivky chladnuti (obr. ¢. 22). Tyto kiivky mohou byt pouzity k vypoctu entalpii
fazovych premeén. To se provadi integraci pikt korespondujicich s danou pfeménou [12].
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Teplota >

Obr. ¢. 22: Teoreticky DSC vystup ukazuje charakteristické kiivky fazovych premeén v pevné

latce (isotermni usek, zacatek vyhievu, skelny prechod, krystalizace, tani, rozklad). Tepelny

tok dq/dt (heat flow) je v grafu vynesen proti teplote, ktera vrusta konstantni rychlosti dT/dt
[21] .

dg/dt = C, @T/dt) + £ (T,

dq/dt = tepelny tok (heat flow)
C, = tepelnd kapacita vzorku
dT/dt = rychlost ohievu (heating rate)

f (T t) = tepelny tok jako diisledek kinetiky procesu — pro kazdy proces specificky

2.3.4 Mikroskopie

Svételna mikroskopie je zavedena metoda pro méfeni velikosti ¢astic od 7 um do 400 um.
Pii porovnavani velikosti Gastic je v nékterych piipadech tato metoda dostadujici. Castice
které jsou dispergovany v kapaliné mohou byt pozorovany pii riznych zvétSenich. Velikost
nejmensich a nejvetSich Castic je zaznamenana a potom je odhadnuta primérnd hodnota.
Ackoli neni tato metoda pfili§ pfesnd, s dostatkem zkuSenosti operatora muize byt rychla,
jednoduse reprodukovatelnd a pouzitelna k pozorovani podstatnych rozdili mezi jednotlivymi
vzorky. Manuélni zplsob ur¢ovani distribucni velikosti ¢astic je pomaly a neni moc piesny,
protoze mize byt zméfen jen maly pocet Castic. Z tohoto divodu je efektivnéj$i pouziti
automatického analyzatoru. V tomto piipadé je presnost vysledku zavisla na ptiprave vzorku.
Jednotlivé castice by se nemély pirekryvat nebo byt vzijemné slepeny. K statisticky
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prikaznému vysledku je nutné zméfit tisice ¢astic. Vétsina DVC analyz ve farmaceutickém
pramyslu je v soucasné dob¢ provadeéna jinymi technikami, ale svételna mikroskopie je stale
cenénd jako metoda podptirna [25].
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2.4 Charakteristika zkoumané substance
Quetiapin Fumarat

C2iHasN;08 . !/, CHLO; CASRN [111974-72-2]
C21H25N3028 (béze)

Chemicky nazev: 2-[2-(4-Dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yl-1-piperazinyl)ethoxyethanol
11-[4-[2-(2-hydroxyethoxy)ethyl]-1-piperazinyl]dibenzo[b,f][ 1,4]thiazepin

HO

:

Obr. ¢. 23: Quetiapin Fumarat

Quetiapin se chemickou strukturou fadi mezi dibenzothiazepiny. Dle mechanismu ucinku
patii do skupiny multireceptorovych antagonistii — MARTA (Multi-Acting Receptor Targeted
Antipsychotics). Quetiapin je antagonista serotoninovych receptorti 5-HT 4, 5-HT,,, 5-HTxc a
dopaminovych D;- a D,- receptorii. V 1é¢bé schizofrenie se pouzivaji antipsychotika (diive
neuroleptika), z nichz jsou dle doporuceni expertl tzv. nova (atypickd) antipsychotika 1éky
prvni volby. V roce 1999 bylo v CR registrovano nové antipsychotikum Quetiapin [16].

Literatura popisuje tii krystalick¢ formy Quetiapinu Fumaratu, zékladni formu kterd byla
pojmenovana jako Forma I a pfi diferencidlni skenovaci kalorimetrii (DSC) vykazuje
charakteristicky endotermicky pik pii teploté okolo 173 °C. Tato forma krystalizuje vétSinou z
alkoholt. Dalsi forma, nazyvana jako Forma II vykazuje pti DSC analyze dva endotermické
piky pfi teplotach okolo 130 °C a 166 °C. Tato forma se miiZze vyskytovat jako solvat
chloroformu nebo dichlormetanu. Posledni krystalicka forma QF (Forma III) vykazuje pfi
DSC analyze tii endotermické piky pii teplotach okolo 111 °C, 142 °C a 167 °C a miZze se
stejné jako Forma II vyskytovat ve formé solvatu chloroformu [32].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristrojové vybaveni
3.1.1 Systém Lasentec FBRM M 400 L, Mettler — Toledo, Inc.

Systém pro méteni velikosti a poctu Castic
> 0,5 L sklenény krystalizator s duplikaci, sklenéné michadlo,
» termostat Huber,
> laserova sonda FBRM z nerezové oceli, provozni teplota od -20°C do 120°C,

» software : Lasentec Control Interface version 6.7.0.

Obr. ¢ 24: Systém pro meéreni velikosti a poctu castic Lasentec FBRM M 400 L, Mettler-
Toledo, Inc.
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3.1.2 Opticky mikroskop Olympus CX 41

> optickd soustava UIS (Universal Infinity systém — univerzalni soustava s
mezizobrazenim v nekonec¢nu. Celkové zvétSeni 40x, 100x, 400x, 600x,

> software — analySIS Soft Imaging systém.

Obr. ¢ 25: Opticky mikroskop OLYMPUS CX 41.
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3.1.3 Diferencialni skenovaci kalorimetr, PYRIS Diamond DSC

A4

kompenzaéni DSC princip,

> dvé nezavislé platino-iridiové picky s odporovym vyhfevem a teplotnimi senzory,
> platinové odporové teplomery,

> teplotni rozmezi -170°C — 730°C,

> presnost 0,01°C,

> skenovaci rychlost 0,01°C — 500°C/min.

11.14.2007

Obr. & 26: Diferencni skenovaci kalorimetr, PYRIS Diamond DSC.
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3.1.4 Systém CILAS 930

Laserovy analyzator distribuéni velikosti ¢astic (DVC)
> laserové zdroje — nizkovykonové laserové diody, vykon 3mW, vinova délka 830 nm,

> meéfici kyveta umisténd mezi optickym systémem a detektorem je sestavena ze dvou
sklenénych desti¢ek vzdalenych od sebe 1mm,

> detekéni systém — Cocka, multi-prvkovy kiemikovy detektor fotodiodového typu se
ttemi doplitkovymi snimaci,

> jednotka pro zpracovani signalu — deska ptedzesilovace, deska zesilovace, deska
zpracovani dat, deska ovladace.

> Venturiho trubice, vysavac

> rozptylova (vibra¢ni) nasypka vzorku

11.14.2007

Obr. ¢. 27: Laserovy analyzator distribucni velikosti castic CILAS 930.
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3.1.5 Kapalinovy chromatograf Agilent HPLC

> kolona — Hypersil BDS C18, 100 mm x 4,6 mm, 3 um,
> mobilni faze — Acetonitril gradient grade : 0,05 M CH;COOHNH, v pomé&ru 80:20,

» detektor UV 255 nm.

Obr. ¢ 28: HPLC, kapalinovy chromatograf 1100 s UV detektorem.
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3.2 Pomiicky

YV V V VYV V

Elektronické vahy, KERN (vazivost 4200 g, piesnost 0,01 g)

Elektromagnetickd michacka, IKA Labor technik, RTC basic (0 — 1500 ot./min.)
Laboratorni motorova michacka, IKA Werke Eurostar (0 — 2000 ot./min.)
Teplovzdus$na susarna, Tesur (20 — 200 °C)

Bézné laboratorni sklo.

3.3 Seznam pouzitych chemikalii

\4

YV V.V V V V V VY

Kyselina fumarova USP, Sigma-Aldrich CR s.r.o
Cpavkova voda, BorsodChem MCHZ Ostrava s.r.o.
Aceton, Brenntag CR s.r.o

Metanol, VIA — REK Rjjec s.r.o

Etanol, Moravsky lihovar Kojetin a. s.
Demineralizovana voda, Farmak a. s.

Aktivni uhli Norit A Supra, Norit Nederland BV
Imersni olej, Olympus Optical Co. Ltd. Japan
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3.4 Pracovni postupy
3.4.1 Pripravy Quetiapinu Oxalatu (QO)
3.4.1.1 Priprava QO ¢. 1

15,0 g Quetiapin baze (Q) bylo rozpusténo v 85 cm’ acetonu. Ota¢ky michadla byly
nastaveny na hodnotu 200 ot./min. Roztok byl vyhiat k refluxu (56,6 °C) a potom bylo
zahdjeno piipousténi suspenze kyseliny §tavelové, pfedem piipravené z 30 cm’ acetonu a 5,45
g kyseliny. Po pfipusténi (10 min.) byl roztok vyhiat na 56,6 °C, a udrzovan 180 min. na této
teploté. Nasledné byl roztok vychlazen béhem 30 min. na 30 °C. Na této teploté byla suspenze
QO za michani ponechdna 120 min. krystalizovat. Potom byla suspenze ptefiltrovana za
vakua pftes filtracni papir. Krystaly QO byly po dokonalém odsati mate¢ného roztoku promyty
50 ¢cm® vychlazeného acetonu. Nakonec byl produkt 6 hod. susen v teplovzdusné susarné pii
75°C.

3.4.1.2 Priprava QO ¢. 2

15,0 g Quetiapinu baze bylo rozpusténo v 85 cm® acetonu. Otacky michadla byly nastaveny
na hodnotu 200 ot./min. Roztok byl vyhrat k refluxu (56,6 °C) a potom bylo zahajeno
piipousténi suspenze kyseliny $tavelové, piedem pfipravené z 30 c¢cm’® acetonu a 545 g
kyseliny. Po pfipusténi (10 min.) byl roztok vyhtat na 56,6 °C a udrzovan 180 min. na této
teplote. Nasledné byl roztok vychlazen béhem 60 min. na 20 °C. Na této teploté byla suspenze
QO za michani ponechana 240 min. krystalizovat. Potom byla suspenze prefiltrovana za
vakua pres filtra¢ni papir. Krystaly QO byly po dokonalém odsati mate¢ného roztoku promyty
50 ¢cm® vychlazeného acetonu. Nakonec byl produkt 6 hod. susen v teplovzdusné suSarné pfi
75 °C.

3.4.1.3 Priprava QO ¢. 3

15,0 g Quetiapinu baze bylo rozpusténo v 85 cm’ acetonu. Otacky michadla byly nastaveny
na hodnotu 200 ot./min. Roztok byl vyhiat k refluxu (56,6 °C) a potom bylo zahajeno
pfipousténi suspenze kyseliny $tavelové, pfedem pfipravené z 30 cm’ acetonu a 5,45 g
kyseliny. Po pfipusténi (10 min.) byl roztok vyhtat na 56,6 °C a udrzovan 60 min. na této
teploté. Nasledné byl roztok vychlazen béhem 15 min. na 20 °C. Na této teplote byla suspenze
QO za michani ponechana 90 min. krystalizovat. Potom byla suspenze ptefiltrovana za vakua
pres filtracni papir. Krystaly QO byly po dokonalém odsati matecného roztoku promyty 50
cm’® vychlazeného acetonu. Nakonec byl produkt 6 hod. suSen v teplovzdusné susarné pii 75
°C.

3.4.1.4 Priprava QO ¢. 4

15,0 g Quetiapin baze (Q) bylo rozpusténo v 85 cm?®acetonu. Otacky michadla byly
nastaveny na hodnotu 200 ot./min. Roztok byl vyhtat k refluxu (56,6 °C) a potom bylo
zahajeno pfipousténi suspenze kyseliny $tavelové, pfedem piipravené z 30 cm® acetonu a 5,45
g kyseliny. Po pfipusténi (10 min.) byl roztok vyhtat na 56,6 °C, a udrzovan 90 min. na této
teploté. Nasledné byl roztok vychlazen béhem 90 min. na 10 °C. Na této teploté byla suspenze
QO za michani ponechdna 180 min. krystalizovat. Potom byla suspenze prefiltrovana za
vakua pftes filtracni papir. Krystaly QO byly po dokonalém odsati mate¢ného roztoku promyty
50 ¢cm® vychlazeného acetonu. Nakonec byl produkt 6 hod. susen v teplovzdusné suSarné pfi
75 °C.
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3.4.2 Stanoveni Cistoty Quetiapinu Oxalatu HPLC metodou
Podminky:

> Mobilni faze: B: Acetonitril gradient grade : 0,05M CH3;COONH, v poméru 80 : 20
C: Acetonitril gradient grade : 0,05M CH;COONH, v poméru 20 : 80

» Qradient: O min. 20% B 80 % C
25min. 75% B 25%C
35 min. 90% B 10% C

> Rozpoustédlo: Acetonitril : Voda v pomé&ru 30 : 70
> Pritok: 0,6 cm?/min.

> Kompressibilita 80.10° Mpa
> Délka analyzy: 40 min.

» Ekvilibrace: 12 min.
> Nastiik: 10 um
> Teplota kolony: 35 °C

> Detekce: UV 255 nm

> Retencni Casy: Kyselina Stavelova 1,6 min.
Quetiapin 11,8 min.
Necistota X (piperazinethanol derivat) 11,1 min.

> Roztok standartu: Asi 4,0 mg standartu se rozpusti s pomoci ultrazvuku v 10,0 cm’
rozpoustédla.

> Roztok vzorku: Asi 4,0 mg vzorku se rozpusti s pomoci ultrazvuku v 10 cm’
rozpoustédla.

Provedeni:

kondicionace kolony do ustaleni nulové linie
1 x nastfik slepého vzorku (rozpoustédla)

1 x nastiik roztoku standartu z jedné navazky
2 x nastfik vzorku z jedné navazky

el

Vyhodnoceni: Metodou vnitini normalizace. Pik kyseliny S§tavelové se do integrace
nezahrnuje.
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3.4.3 Stanoveni teploty tani Quetiapinu Oxalatu
Podminky:

> Pftistroj Pyris Diamond DSC, Perkin Elmer
> Inertni dusikova atmosféra, pritok 20 cm’/min.

> Teplotni program 50 — 200 °C pfi nartstu 10 °C/min.

Bylo navéazeno 3 mg vzorku QO, ktery byl vlozen na panvicku Aluminium standart pan, a
po nastaveni teplotniho programu bylo zah4jeno méteni.

3.4.4 Pripravy Quetiapinu Fumaratu (QF)
3.4.4.1 Priprava QF ¢. 1

36,2 g Quetiapinu oxalatu (QO) bylo rozpusténo v 360 cm’ D — vody. Nasledné byly
piidany 3 g CX aktivniho uhli, a po 15 minutovém michéni byl roztok zfiltrovan. K filtratu
bylo pfidano 30 cm’ 25% ¢pavkové vody a 180 cm® toluenu. Za michani doslo k pieméné QO
na bazi Quetiapinu (Q), a piechodu do organické vrstvy toluenu. Po 10 min. michani byly
vrstvy ponechany 15 min. stat bez michéni, tim doslo k jejich dokonalému rozdé€leni. Vodna
vrstva byla vypusténa a zlikvidovéana. Toluenovy roztok Q byl oddestilovdn na odparek.
K 30,9 g odparku Q bylo pfidano 250 cm?® acetonu a takto vznikly roztok byl zchlazen na 20
°C. Roztok baze byl dan do krystalizdtoru a za michani byl vyhtat na 56,6 °C. Otacky
michadla byly nastaveny na hodnotu 200 ot./min. Po dosazeni teploty byla pfidana suspenze
kyseliny fumarové, piedem piipravena z 40 cm’ acetonu a 4,7 g kyseliny fumarové. Asi po 2
minutach byl pozorovan vznik krystali QF. Po 5 min. michani bylo zahajeno chlazeni na 0
°C. Po vychlazeni béhem 30 min. byla suspenze ponechédna 90 min. krystalizovat za michani
a udrzovani teploty 0 °C. Potom byla suspenze pfefiltrovana za vakua pfes filtrani papir a
promyta 2 x 40 cm® vychlazeného acetonu. Po odsati promyvaciho acetonu byl produkt 6
hod. susen v teplovzdusné susarn¢ pii 75 °C.

3.4.4.2 Priprava QF ¢. 2

Postup piipravy Quetiapinu baze byl stejny jako u piipravy QF ¢&. 1. 30,1 g odparku baze
Quetiapinu bylo rozpusténo v 250 c¢cm® acetonu. Roztok byl nalit do krystalizatoru a vyhfat
k varu (56,6 °C). Otacky michadla byly nastaveny na hodnotu 200 ot./min. Po 5 min. refluxu
byl piidana suspenze kyseliny fumarové, piedem pfipravené z 40 cm® acetonu a 4,7 g kyseliny
fumarové. Témet okamzité byl pozorovan vznik krystalli. Po 15 min. varu bylo zahajeno
chlazeni na 20 °C. Doba chlazeni byla 20 minut. Suspenze byla dale udrzovana na teploté po
dobu 90 min. a nasledn¢ prefiltrovana za vakua ptes filtracni papir. Krystaly QF byly po
dokonalém odsati mate¢ného roztoku promyty 2 x 40 cm® vychlazeného acetonu. Po odsati
promyvaciho acetonu byl produkt susen 6 hod. v teplovzdu$né susarné pii 75 °C
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3.4.4.3 Priprava QF ¢. 3

Do 1000 c¢cm?® baiiky bylo navazeno 37,5 g Quetiapinu Oxalatu, pfidano 375 ¢cm® D-vody a
250 cm’ toluenu. Do smési bylo naraz pfidano 31,3 g ¢pavkové vody (23,4%). Po kontrole pH
(>10), byla smés 20 min. michdna, pficemz doslo k pfechodu Quetiapinu do toluenu. Smés
byla pielita do 2000 cm’ délici nalevky, a ponechdna 10 min. k déleni. Spodni vodna vrstva
byla oddélena do chemické kanalizace. Horni organicka vrstva byla vy¢isténa 2 x 100 cm® D-
H,O0, nalita do 1000 cm’ destila¢ni bafiky a oddestilovana na vakuové odparce na sirupovity
odparek. K odparku bylo piiddno 156 cm® acetonu. Roztok byl vyhtat k refluxu do rozpusténi.

Do 1000 cm® destila¢ni baiky bylo diano 156 c¢cm’ acetonu a 4,88 g kyseliny fumarové.
Smés byla vyhtata k varu. K suspenzi kyseliny fumarové byl naraz piipustén roztok
Quetiapinu. Byla pozorovdna okamzita tvorba krystald QF. Smés byla 10 min. michana za
refluxu, a poté rychle ochlazena pod tekouci vodou na 30 °C. Po vychlazeni byla suspenze
zfiltrovana za vakua pfes papirovy filtr.

Do 500 cm® krystalizatoru bylo pfipraveno 190 ¢m?® metanolu a nasledné piidano 42,3 g
vlhkého QF. Suspenze byla vyhtata k varu (64 °C) otacky michadla byly nastaveny na 200
ot./min. Pro uplné rozpusténi QF, bylo postupné (po 10 cm®) piidano celkem 100 cm’
metanolu, a roztok byl ponechdn 1 hod. na refluxu. Potom byl roztok b&hem 2 hod.
vychlazen na teplotu 5 °C. V pribéhu chlazeni byl pozorovan vznik krystali. Okamzité po
zchlazeni byla suspenze piefiltrovana za vakua pres papirovy filtr a promyta 2 x 40 cm’
vychlazeného acetonu. Po odsati promyvaciho acetonu byl produkt 6 hod. susen v
teplovzdusné susarné pii 75 °C.

3.4.4.4 Priprava QF ¢. 4

Do 1000 cm® bafiky bylo navazeno 37,5 g Quetiapinu Oxalatu, pfidano 375¢cm® D-vody a
250 cm?® toluenu. Do smési bylo naraz pfidano 31,3 g ¢pavkové vody (23,4 %). Po kontrole
pH (>10), byla smés 20 min. michana, pficemz doslo k piechodu Quetiapinu do toluenu.
Smés byla pielita do 2000 ¢cm® délici nalevky, a ponechana 10 min. k d&leni. Spodni vodna
vrstva byla oddélena do chemické kanalizace. Horni organické vrstva byla vy¢isténa 2 x 100
cm® D-H,0, nalita do 1000 c¢cm® destilaéni bafiky a oddestilovana na vakuové odparce na
sirupovity odparek. K odparku bylo pfidano 156 cm® acetonu a roztok byl vyhfat k refluxu do
rozpu$téni. Do 1000 cm’® destila¢ni bafiky bylo dano 156 cm® acetonu a 4,88 g kyseliny
fumarové. Smés byla vyhiata k varu. K suspenzi kyseliny fumarové byl nardz piipustén
roztok Quetiapinu. Byla pozorovdna okamzitd tvorba krystald QF. Smés byla 10 min.
michana za refluxu, a poté rychle ochlazena pod tekouci vodou na 30°C. Po vychlazeni byla
smés zfiltrovana za vakua pies papirovy filtr.

Do 500 cm® krystalizatoru bylo pfipraveno 250 ¢cm® metanolu a nasledné piidano 43,4 g
QF. Smés byla vyhrata k varu (64 °C), otacky michadla byly nastaveny na 200 ot./min. Pro
uplné rozpusténi QF, bylo postupné (po 10 cm?) pfidano celkem 60 cm® metanolu a roztok byl
ponechan 1 hod. na refluxu. Potom byl roztok béhem 4 hod. vychlazen na teplotu 5° C. V
pribéhu chlazeni byl pozorovan vznik krystali. Okamzit¢ po zchlazeni byla smeés
piefiltrovana za vakua pfes papirovy filtr a promyta 2 x 40 c¢cm’® vychlazeného acetonu.
Nakonec byl produkt 6 hod. susen v teplovzdusné susarn¢ pii 75 °C.
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3.4.4.5 Priprava QF ¢. 5

Do krystalizatoru bylo dano 410 cm® etanolu a 20,0 g Quetiapinu Fumaratu. Suspenze
bylaza michani vyhiata na 78 °C a ponechana 15 min. refluxovat do uplného rozpusténi. Po
kontrole rozpusténi QF bylo zahajeno chlazeni na 1 °C béhem 7 hod. Otacky michadla byly
nastaveny na hodnotu 200 ot./min. Po vychlazeni, byla suspenze ponechana 120 min.
krystalizovat za udrzovani teploty 1 °C. Nasledn¢ byla suspenze piefiltrovana za vakua ptes
filtraéni papir. Krystaly QF byly po dokonalém odsati mate¢ného roztoku promyty 2 x 50 cm’
vychlazeného acetonu a produkt byl 6 hod. suSen v teplovzdusné suSarné¢ pii 75 °C.

3.4.4.6 Priprava QF ¢. 6

Do krystalizatoru bylo dano 370 cm® etanolu a 20,0 g Quetiapinu Fumaratu. Suspenze byla
za michani vyhtata na 78 °C a ponechdna 25 min. refluxovat do Uplného rozpusténi. Po
kontrole rozpusténi QF bylo zahajeno chlazeni na 1 °C béhem 25 min. Otacky michadla byly
nastaveny na hodnotu 200 ot./min. Po vychlazeni, byla suspenze ponechana 6 hod.
krystalizovat za michéni a udrzovani teploty 1 °C. Nasledné byla suspenze pfefiltrovana za
vakua pies filtracni papir. Krystaly QF byly po dokonalém odsati mate¢ného roztoku promyty
2 x 50 cm® vychlazeného acetonu. Nakonec byl produkt 6 hod. suSen v teplovzdusné susarné
pti 75 °C.

3.4.4.7 Priprava QF ¢. 7

Do krystalizatoru bylo dano 360 cm® etanolu a 20,0 g Quetiapinu Fumaratu. Suspenze byla
za michani vyhfata na 78 °C a ponechdna 25 min. refluxovat do Uplného rozpusténi. Po
kontrole rozpusténi QF bylo zahéjeno chlazeni na 20 °C béhem 1 hod. Otacky michadla byly
nastaveny na hodnotu 200 ot./min. Po vychlazeni, byla suspenze ponechana 3 hod.
krystalizovat za michéani a udrzovani teploty 20 °C. Nasledn¢ byla suspenze piefiltrovana za
vakua pftes filtracni papir. Krystaly QF byly po dokonalém odséti matecného roztoku promyty
2 x 50 cm® vychlazeného acetonu. Nakonec byl produkt 6 hod. suSen v teplovzdusné suSarné
pti 75 °C.

3.4.5 Stanoveni Cistoty Quetiapinu Fumaratu HPLC metodou
Podminky:

> Mobilni faze: B: Acetonitril gradient grade : 0,05M CH;COONH, v poméru 80 : 20
C: Acetonitril gradient grade : 0,05M CH;COONH, v poméru 20 : 80

> Gradient: 0 min. 20% B 80 % C
25min. 75%B 25%C
35 min. 90% B 10% C
> Rozpoustédlo: Acetonitril : Voda v poméru 30 : 70

> Pratok: 0,6 cm*/min.

» Kompressibilita 80.10° Mpa™
> Délka analyzy: 40 min.
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> Ekvilibrace: 12 min.
> Nastiik: 10 um
> Teplota kolony: 35 °C

> Detekce: UV 255 nm

> Retencni ¢asy: Kyselina fumarova 1,6 min.
Quetiapin 11,8 min.
Necistota X (piperazinethanol derivat) 11,1 min.

> Roztok standartu: Asi 4,0 mg standartu se rozpusti s pomoci ultrazvuku v 10,0 cm?
rozpoustédla.

> Roztok vzorku: Asi 4,0 mg vzorku se rozpusti s pomoci ultrazvuku v 10 cm’
rozpoustédla.

Provedeni:

kondicionace kolony do ustaleni nulové linie
1 x néstiik slepého vzorku (rozpoustédla)

1 x nastiik roztoku standartu z jedné navazky
2 x nastiik vzorku z jedné navazky

b S

Vyhodnoceni: Metodou vnitini normalizace. Pik kyseliny fumarové se do integrace
nezahrnuje.

3.4.6 Stanoveni polymorfie Quetiapinu Fumaratu DSC kompenzaé¢ni metodou:

Podminky:
> Pfistroj Pyris Diamond DSC, Perkin Elmer
> Inertni dusikova atmosféra, pritok 20 cm?*/min.

> Teplotni program 50 — 200 °C pfti nartstu 10 °C/min.
Provedeni:

Bylo navazeno 3 mg vzorku QF, ktery byl vloZen na panvicku Aluminium standart pan, a
po nastaveni teplotniho programu bylo zahdjeno méteni.
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3.4.7 Stanoveni DVC Quetiapinu Fumaratu metodou laserové difrakce

Podminky:
> Systém CILAS 930

» Laserova dioda — vlnova délka 830 nm
Provedeni:

Bylo navazeno 250 mg vzorku QF a zapnuto odsavani. Vzorek byl vlozen do vibraéni
nasypky odkud byl automaticky nasat pres Venturiho trubici a méfici celu do vaku vysavace.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Krystaliza¢ni pripravy Quetiapinu Oxalatu (QO)

Cilem této diplomové prace byla laboratorni piiprava krystalickych forem soli
farmaceutické substance Quetiapinu, vyhovujicich polymorfii, chemickou c¢istotou, tvarem
krystalu a distribu¢nim rozdélenim ¢astic dalSimu zpracovani (mleti, sitovani), nebo piimo
pouzitelnych k prodeji vyrobci Iékové formy.

Jako soli Quetiapinu byly pfipravovany Quatiapin Oxalat (QO) a Quetiapin Fumarat
(QF). QO neni pouzivan k vyrobé lékovych forem, ale slouzi jako meziprodukt pii vyrobé QF.
Timto krokem se zvySuje chemicka Cistota vysledné substance.

QO byl krystalizovan z acetonu ve ¢tyfech piipravach. Vychozi surovinou byl sirupovity
odparek bdze Quetiapinu, ktery byl posléze rozpustén v acetonu a piiveden k varu. K
roztoklim byla potom vZzdy stejnou rychlosti pfipusténa suspenze kyseliny Stavelové, a otacky
michadla byly nastaveny na hodnotu 200 ot./min. Promé&nnou procesni funkci byl teplotni
rezim chlazeni. Quetiapin Oxalat se pouziva jako meziprodukt pii vyrobé Quetiapinu
Fumaratu, proto u této latky nebyla provadéna diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC) k
stanoveni krystalické formy. Tvar a velikost ¢astic byl vyhodnocovan mikroskopicky a ke
sledovani ristu krystalll a jejich po¢tu pifimo v krystalizaénim procesu byla pouzita metoda
FBRM. Chemické distota byla kontrolovana metodou HPLC. Ke kazdé piipravé QO jsou
pfiloZzeny vystupy méfeni a fotka krystali z optického mikroskopu. Celkové zhodnoceni
krystalizaci QO je niZe v kapitole 4.2.
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4.1.1 Vysledky krystalizaé¢ni pripravy QO ¢&. 1

Acetonovy roztok QO byl chlazen z teploty 56,6 °C rychlosti 0,87 °C/min. na teplotu 30 °C
a na této teploté byla potom krystalicka suspenze 2 hodiny udrZovéana.
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Obr. ¢ 29: FBRM. Osa X — velikost castic v mikrometrech; Osa Y — pocet castic zmérenych za
sekundu. Jednotlivé barevné krivky znazornuji velikostni rozloZeni castic v Case.

Tabulka ¢. 2: Pocet castic za sekundu (#/sec.) v urcitém rozmezi (um) merenych v priibéhu
krystalizace. Mean, No Wt (,,nevdzena distribuce ) vyjadruje primérnou velikost castic se
zamérenim na jemné cdstice.

#/sec. (1-5um) 8553 13066 19773 20816
#/sec. (10-23um) 5482 7332 11026 11103
#/sec. (29-86pm) 4741 4416 2953 2940
#/sec. (100-251pm) 583 453 227 186
#/sec. (293-1000pm) 4 5 4 2
Mean, No Wt [1] (1-1000pum) | 19,82 15,42 10,93 10,51
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Tabulka é. 3:

HPLC [%] T.[°C] Vytézek [g]
99,66 147.,6 14,60
<7 q“ﬂs @
".f'd__ * - = o 2 -
S \ ,',..' - @ﬁf‘
© o L>]
’: — \ .'- v [}
..: 5 = -—-\ ' 7 ‘. ] \

1 -—’: - 3 ) - -
-;,- . TF.% . =y }_% ° QA L3
.-4 — %!% "“ : .. ;/V "‘ - = - &
gt 1Y) \ ? -~ -.-lﬁnﬂ.r . ? —
£ Sy \;d: *J 7,
5 . aJ’ v o .-° ‘\. q:- e
470 . ~ O L | D
s =/\ : q .
0 .

Obr. ¢. 30: 600x zvétseno, prumérna velikost krystalii 6,04 um.



4.1.2 Vysledky krystaliza¢ni pripravy QO ¢&. 2

Acetonovy roztok QO byl chlazen z teploty 56,6 °C rychlosti 0,61 °C/min. na teplotu 20

°C a na této teplot¢ byla potom krystalicka suspenze 4 hodiny udrZovana.
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Obr. ¢. 31: FBRM. Osa X — velikost castic v mikrometrech; Osa Y — pocet castic zmerenych za
sekundu. Jednotlivé barevné kirivky znazornuji velikostni rozloZeni castic v cCase.

Tabulka ¢. 4: Pocet castic za sekundu (#/sec.) v urcitém rozmezi (um) mérenych v pritbéhu
krystalizace. Mean, No Wt (,,nevdzend distribuce“) vyjadruje priumérnou velikost castic se

zamérenim na jemné cdstice.

[po30min.| po 120 min. | po2i0min. po 300 min
#/sec. (1-5um) 7516 10726 11361 10901
#/sec.(10-23um) 4915 4470 4626 5327
#/sec.(29-86um) 2472 2027 2055 2323
#/sec.(100-251pm) 698 644 643 616
#/sec.(293-1000pum) 23 19 16 12
Mean, No Wt[u] (1-1000um) | 19,07 15,55 15,11 15,42
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Tabulka é. 5:

HPLC [%] T.[°C] Vytezek [g]

99,73 151,69 13,43
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Obr. ¢ 32: 400x zvétseno, prumerna velikost krystali 7,30 um.
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4.1.3 Vysledky krystaliza¢ni pripravy QO ¢. 3

Acetonovy roztok QO byl chlazen z teploty 56,6 °C rychlosti 2,44 °C/min. na teplotu 20
°C, a na této teplot¢ byla potom krystalicka suspenze 1,5 hodiny udrzovéana.
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Obr. ¢ 33: FBRM. Osa X — velikost castic v mikrometrech; Osa Y — pocet castic zmerenych za
sekundu. Jednotlivé barevné krivky znazornuji velikostni rozloZeni castic v case.

Tabulka ¢. 6: Pocet castic za sekundu (#/sec.) v urcitém rozmezi (um) mérenych v pritbéhu
krystalizace. Mean, No Wt (,,nevazena distribuce“) vyjadiuje prumérnou velikost castic se

zamérenim na jemné cdstice.

#/sec. (1-5um) 3856 7764 10867 11917
#/sec.(10-23um) 4326 6410 6932 6856
#/sec.(29-86um) 2394 2776 2638 2490
#/sec.(100-251um) 897 642 576 575
#/sec.(293-1000um) 162 89 576 575
Mean, No Wt[u] (1-1000pum) | 29,23 19,23 16,48 16,04
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Tabulka é. 7:

HPLC [%] T.[°C] Vytezek [g]
99,59 150,86 15,28
g
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Obr. & 34: 600x zvétseno, prumérnda velikost krystalii 4,00 um.



4.1.4 Vysledky krystaliza¢ni piipravy QO ¢. 4

Acetonovy roztok QO byl chlazen z teploty 56,6 °C rychlosti 0,52 °C/min. na teplotu 10

°C, a na této teploté byla potom krystalickd suspenze 3 hodiny udrZzovéna.
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Obr. ¢ 35: FBRM. Osa X — velikost castic v mikrometrech; Osa Y — pocet castic zmérenych za
sekundu. Jednotlivé barevné kiivky znazornuji velikostni rozloZeni castic v Case.

Tabulka ¢. 8: Pocet castic za sekundu (#/sec.) v urcitéem rozmezi (um) mérenych v pritbéhu
krystalizace. Mean, No Wt (,,nevazena distribuce“) vyjadruje priimeérnou velikost castic se

zamerenim na jemné cdstice.

#/sec. (1-5pum) 1362 1842 2077 1937
#/sec. (10-23um) 2069 2740 2917 2802
#/sec. (29-86um) 4106 4597 4775 4743
#/sec. (100-251pm) 733 635 575 552
#/sec. (293-1000pm) 4 2 1 1
Mean, No Wi[u] (1-1000um) | 39,17 34,61 32,99 33,40
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Tabulka é. 9:

HPLC [%]

T.[°C]

Vytézek [g]

99,59

150,47

15,82

Obr. ¢ 36: 600x zvétseno, prumeérna velikost krystalit 19,86 um.
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4.2 Vyhodnoceni krystaliza¢nich priprav Quetiapinu Oxalatu (QO)

Chemicka cistota Quetiapinu Oxaléatu nebyla u téchto Ctyt krystalizaci ovlivnéna, vytézkové
rozdily byly zanedbatelné. Nejveétsi velikosti ¢astic 19,86 um (obr. ¢. 36) bylo dosazeno pfi
nejpomalejsi rychlosti chlazeni (0,52 °C/min), tak jak se dalo ptfedpokladat. Ziskany tvar
krystalti (jehlickovy — obr: ¢ 30, destickovy — obr. ¢. 32, 34, 36) neni nejvhodnéjsi pro
nasledné operace (filtrace, suseni). MoZnost pouZziti jinych rozpoustédel by byla zajimava, ale
z praktického hlediska neekonomickéd. Takova zména by vyZadovala novou registraci a
uvedeni tohoto faktu do Drug Master File (DMF) dokumentace, coz by bylo efektivni jen pii
nastalych problémech ve vyrobé. K lepSimu vyhodnoceni vlivu teplotniho reZimu na prib&h
krystalizace a vyslednou kvalitu QO by bylo zapotiebi provést vice krystalizacnich pokust.

4.3 Krystaliza¢ni pripravy Quetiapinu Fumaratu (QF)

Krystalizace farmaceutické substance QF byly zaméfeny na specificky poZzadavek findlniho
vyrobce 1€kové formy QF. Zakaznik pozadoval distribu¢ni velikost ¢astic D(10) ne mensi nez
5 um, D(50) v rozmezi 20 — 40 um a D(90) mensi nez 150 um. V provoznim métitku QF
krystalizuje nejdiive z acetonu a po filtraci se bez izola¢niho kroku piidd horky (60 °C)
metanol. OF se v metanolu nerozpousti zcela a krystalizace tak probéhne jen ¢astecné. Po 60
minutovém michdni v metanolu za udrzovani teploty se suspenze vychladi béhem 3 hod. na
teplotu 10 — 0 °C. Technologie nam timto postupem poskytuje DVC, D(10) = 3 um, D(50) =~
15um a D(90) = 27 pum. Cilem krystaliza¢nich ptiprav tedy bylo ziskani hrubsich krystala.
Chemicka cistota byla kontrolovdna metodou HPLC, poZadovana krystalick4 forma (Forma I)
byla sledovana diferencialni skenovaci kalorimetrii (DSC). Distribuéni velikost &astic (DVC)
byla vyhodnocovana metodou laserové difrakce, jako doplikova metoda byla pouzita opticka
mikroskopie. Pribéh krystalizaéniho procesu byl vyhodnocovan pomoci metody FBRM.

K vyfeSeni problému byla nejdfive provedena série laboratornich pokusti bez kontroly
krystalizaci metodou FBRM (tab. ¢. 10). Nasledné byl QF krystalizovan v sedmi ptipravach.

Ke kazdé piipravé QF jsou pfilozeny vystupy meéieni a fotka krystalii z optického
mikroskopu. Celkové zhodnoceni krystalizaci QF je nize v kapitole 4.4., a piehledny souhrn
vysledki v tabulce €. 25.
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Tabulka & 10: Oviivnéni DVC Quetiapinu Fumardtu vipravou reakcnich podminek. DVC
[ um]

¢. popis pokusu D(10) | D(50)| D(90)| primér

1 standardni postup 33 36,8 95,9 44,1

2 po vymichani v MeOH samovolné chlazeni| 4,3 37,2 91,2 43,3

3 po vymichani v MeOH samovolné chlazeni| 4,3 342 81,4 39,5
a dale hlubsi chlazeni na -5 °C

4 po vymichani v MeOH rychlé chlazeni 5,4 40,0 96,9 46,7

5 pii vymichani v MeOH ponechan aceton| 5,8 39,7 94,4 46,0
1:1 (viaci QF)

6 pii vymichani v MeOH ponechan aceton| 5,4 37,8 88,5 43,3
2:1 (vici QF)

7 standardni postup — Kyselina fumarova se| 2,6 19,3 66,2 27,8
lila do odparku Quetiapinu (Q), ponechano
refluxovat

8 pomalé davkovani Kyseliny fumarové k Q 2,7 15,5 61,6 24.8

4.3.1 Vysledky krystalizacni pripravy QF ¢. 1

Vychozi surovinou u této piipravy byl Quetiapin Oxalat, ktery byl pfeveden na bazi
Quetiapinu. Tato baze byla rozpusténa v acetonu, roztok byl pfiveden k varu (56,6 °C) a
okamzit¢ byla pfipusténa suspenze kyseliny fumarové v acetonu. Otacky michadla byly
nastaveny na hodnotu 200 ot./min., rychlost chlazeni na konec¢nou teplotu 0 °C byla 1,89
°C/min. Na této teplote byla krystalicka suspenze udrzovana 1,5 hod.
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Obr. ¢ 37: FBRM, Osa X — velikost castic v mikrometrech; Osa Y — pocet castic zmérenych za
sekundu. Jednotlivé barevné krivky znazornuji velikostni rozloZeni cdstic v Case.

Tabulka ¢. 11: Pocet castic za sekundu (#/sec.) v urcitém rozmezi (um) meérenych v pribéhu
krystalizace. Mean, No Wt (,,nevazend distribuce“) vyjadiuje priimernou velikost castic se

zamérenim na jemné cdstice.

#/sec. (1-5pm) 1379 2888 4667 5102
#/sec. (10-23um) 1693 3845 5669 6060
#/sec. (29-86pm) 2233 2525 2419 2390
#/sec. (100-251 pm) 1428 1024 763 713
#/sec. (293-1000um) 86 40 23 21
Mean, No Wt [u] (1-1000um) | 25,13 24,18 21,05 20,75
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Obr. ¢ 38: HPLC, Osa X — cas [min.]; Osa Y — absorbance [mAU].
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Obr. ¢ 39: DSC, Osa X — teplota [°C]; Osa Y — tepelny tok (heat flow)[mW].
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Obr. & 40: DVC — Laser difrakce, Osa X — velikost castic[um]; Osa Y — kumulativni hodnota

[%].

Obr. ¢&. 41: 400x zvétseno, priumérna velikost krystalii 9,9 yum.
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Tabulka é. 12:

HPLC [%] T.[°C] AH [J/g] Vytézek [g] DVC [um]
D (10) 2,67
D (50) 12,93
99,62 176,60 122,95 30,00
D (90) 38,46
pramer 8,44

4.3.2 Vysledky krystaliza¢ni pripravy QF ¢. 2

Vychozi surovinou u této pifipravy byl Quetiapin Oxalat, ktery byl pfeveden na bazi
Quetiapinu. Tato baze byla rozpusténa v acetonu, roztok byl piiveden k varu (56,6 °C) a byla
pfipusténa suspenze kyseliny fumarové v acetonu. Otacky michadla byly nastaveny na
hodnotu 200 ot./min., rychlost chlazeni na kone¢nou teplotu 20 °C byla 1,83 °C/min. Na této
teploté byla krystalicka suspenze udrzovana 1,5 hod.
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Obr. ¢ 42: FBRM, Osa X — velikost c¢astic v mikrometrech; Osa Y — pocet castic za sekundu.
Jednotlivé barevné kiivky znazornuji velikostni rozloZeni castic v case.
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Tabulka ¢ 13: Pocet castic za sekundu (#/sec.) v urcitém rozmezi (um) mérenych v pribéhu
krystalizace. Mean, No Wt (,,nevazena distribuce“) vyjadiuje prumérnou velikost castic se
zamérenim na jemné cdstice.

#/sec. (1-5um) 1033 2158 2812 3322
#/sec.(10-23um) 1073 3077 3869 4507
#/sec.(29-86um) 1786 2529 2653 2748
#/sec.(100-251pm) 1442 1124 1005 918
#/sec.(293-1000um) 130 54 41 33
Mean, No Wt [u] (1-1000um)| 45,12 32,45 29,56 27,80
mAU
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Obr. ¢. 43: HPLC, Osa X — c¢as [min.]; Osa Y — absorbance [mAU].
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Obr. ¢ 44: DSC, Osa X — teplota [°C]; Osa Y — tepelny tok (heat flow)[mW].
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Obr. & 45: DVC — Laser difrakce, Osa X — velikost castic [um]; Osa Y — kumulativni hodnota

[%].
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Obr. ¢ 46: 200x zvétseno, primerna velikost krystali 15,41 um.

Tabulka ¢. 14:

HPLC [%] T.[°C] AH [J/g] Vytézek [g] DVC [um]
D (10) 3,34
D (50) 13,93
99,72 176,25 118,41 28,30
D (90) 39,25
pramér 18,39

4.3.3 Vysledky krystaliza¢ni pripravy QF ¢. 3

Vychozi surovinou u této ptipravy byl Quetiapin Oxalat, ktery byl pfeveden na bazi
Quetiapinu. Tato baze byla rozpusténa v acetonu, roztok byl piiveden k varu a byla
pfipusténa suspenze kyseliny fumarové v acetonu. Quetiapin fumarat se po vychlazeni na 30
°C izoloval filtraci, a potom byl rozpustén za varu (65 °C) v metanolu. Otacky michadla byly
nastaveny na hodnotu 200 ot./min., rychlost chlazeni na kone¢nou teplotu 5 °C byla 0,49
°C/min. Na této teploté byla krystalicka suspenze udrzovana 2 hod.
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Obr. ¢ 47: FBRM, Osa X — velikost castic v mikrometrech; Osa Y — pocet castic zmerenych za
sekundu. Jednotlivé barevné krivky znazornuji velikostni rozloZeni castic v case.

Tabulka ¢ 15: Pocet castic za sekundu (#/sec.) v urcitém rozmezi (um) mérenych v pribéhu
krystalizace. Mean, Sqr Wt (,,vdazena distribuce*) vyjadiuje primérnou velikost castic se
zamérenim na hrubé castice .

#/sec. (1-5um) 12547 1685 1521 1383
#/sec.(10-23um) 3522 841 1233 1481
#/sec.(29-86um) 2081 2167 2572 2781
#/sec.(100-251um) 688 872 769 707
#/sec.(293-1000um) 2 4 3 3
Mean, Sqr Wt [pu](1-1000um) | 115,69 128,56 120,35 115,34
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Obr. ¢ 48: HPLC, Osa X — cas [min.]; Osa Y — absorbance [mAU].
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Obr. ¢ 49: DSC, Osa X — teplota [°C]; Osa Y — tepelny tok (heat flow)[mW].
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Obr. & 50: DVC — Laser difrakce, Osa X — velikost castic[um]; Osa Y — kumulativni hodnota
[%].

Obr. ¢ 51: QF 40x zvétseno, priimérna velikost krystali 109,65 um.
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Obr. ¢ 52: QF, 400x zvétseno.

Tabulka é. 16:

HPLC [%] T.[°C] AH [J/g] Vytézek [g] DVC [um]
D (10) 7,68
D (50) 35,30
99,54 176,21 120,84 25,00
D (90) 76,36
pramer 39,34

4.3.4 Vysledky krystaliza¢ni pripravy QF ¢&. 4

Vychozi surovinou u této pitipravy byl Quetiapin Oxalat, ktery byl pfeveden na bazi
Quetiapinu. Tato baze byla rozpuSténa v acetonu, roztok byl pfiveden k varu a byla
pfipusténa suspenze kyseliny fumarové v acetonu. Quetiapin fumarat se po vychlazeni na 30
°C izoloval filtraci, a rozpustil za varu (65 °C) v metanolu. Otac¢ky michadla byly nastaveny
na hodnotu 200 ot./min., rychlost chlazeni na konecnou teplotu 5 °C byla 0,25 °C/min. Po
vychlazeni byla suspenze ihned piefiltrovana.
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Obr. ¢ 53: FBRM, Osa X — velikost ¢astic v mikrometrech; Osa Y — pocet castic zmérenych za
sekundu. Jednotlivé barevné krivky znazornuji velikostni rozloZeni castic v case.

Tabulka ¢ 17: Pocet castic za sekundu (#/sec.) v urcitém rozmezi (um) meérenych v priibéhu
krystalizace. Mean, Sqr Wt [u](1-1000um) (,vazena distribuce*) vyjadruje prumérnou
velikost castic se zamérenim na hrubé castice.

[poi80min | po200min | po240min
#/sec. (1-5um) 694 795 887
#/sec.(10-23um) 1661 1928 2151
#/sec.(29-86um) 2844 3042 3215
#/sec.(100-251pm) 410 384 361
#/sec.(293-1000pum) 3 3 2
Mean, Sqr Wt [u](1-1000um)| 109,11 103,69 98,94

71



mAU | S
] ¢
] T
1200
1000 4
]
800
600
]
400 -
] . KA
1 < || = (5@
200 — D o | © %
! & Rl o &
ol | o = | & S
I T T R | T L T ' | LT L T e
0 5 10 15 20 25 30 3 min

Obr. ¢ 54: HPLC, Osa X — ¢as [min.]; Osa Y — absorbance [mAU].
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Obr. ¢ 55: DSC, Osa X — teplota [°C]; Osa Y — tepelny tok (heat flow)[mW].

72



@ o
(=1 (=]

3
[0'01Lx] weiboysiy

% / ( Aloupoy wAneinWNy ) €O

(5]
[=]

10 10.0 100.0

03 x (Prumer) / pm

500.0

Obr. & 56: DVC, Osa X — velikost castic[um]; Osa Y — kumulativni hodnota [%)].

Obr. ¢ 57: 40 x zvétseno, priimérna velikost krystalu 95,44 um.
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Obr. ¢ 58: 400 x zvétseno, polarizace.

Tabulka ¢. 18:

HPLC [%] T.[°C] AH [J/g] Vytézek [g] DVC [um]
D (10) 4,13
D (50) 37,37
99,47 176,57 128,79 24,20
D (90) 86,36
pramer 42,06

4.3.5 Vysledky krystalizacni pripravy QF ¢. 5

Vychozi surovinou u této piipravy byl Quetiapin Fumarat, byla provedena tzv.
rekrystalizace (opakovand krystalizace) z etanolu. QF byl za varu (78 °C) rozpusStén v
etanolu, otacky michadla byly nastaveny na hodnotu 200 ot./min., rychlost chlazeni na
konecnou teplotu 1 °C byla 0,18 °C/min. Na této teploté byla krystalickd suspenze udrzovana
2 hod.

74



High |

Cisténi sondy

Low

] 1 1 1 I 1 I I 1 I
10:32:45 dop. 12:00:00 odp.  01:00:00 odp.  02:00:00 odp.  03:00:00 odp.  04:00:00 odp.  05:00:00 odp. 06:11:46 odp.
11/20/2007 11/20/2007 11/20/2007 11/20/2007 11/20/2007 11/20/2007 11/20/2007 11/20/2007

Obr. ¢. 59: Prubeh krystalizace v case. Narust a pokles mnozstvi castic urcitého velikostniho
rozmezi [um |].
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Tabulka ¢ 19: Pocet castic za sekundu (#/sec.) v urcitém rozmezi (um) mérenych v pribéhu
krystalizace. Mean, Sqr Wt [u1] (,,vdzZena distribuce ) vyjadiuje priimérnou velikost castic se
zamérenim na hrubé castice.

#/sec.(1-5um) 882 969 916 1254
#/sec.(10-23um) 1270 1527 2585 3199
#/sec.(29-86um) 1260 2500 3034 3089
#/sec.(100-251um) 225 315 317 306
#/sec.(293-1000um) 6,5 8,77 7,96 7,44
Mean, Sqr Wt [p](1-1000pum) 138 128 118 114
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Obr. ¢ 61: HPLC, Osa X — c¢as [min.]; Osa Y — absorbance [mAU].
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Obr. ¢ 62: DSC, Osa X — teplota [°C]; Osa Y — tepelny tok (heat flow)[mW].
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Obr. & 63: DVC — Laser difrakce, Osa X — velikost ¢astic[um]; Osa Y — kumulativni
hodnota [%)].
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Obr. ¢ 64: 400 x zvetsSeno, prumérnd velikost krystalii 148,12 um.

Tabulka ¢. 20:

HPLC [%] T.[°C] AH [Jg] Vy[zzek DV [um]
D (10) 2,78
D (50) 40,49
99,87 177,10 122,91 14,20
D (90) 213,95
prumer 74,66

4.3.6 Vysledky krystaliza¢ni pripravy QF ¢&. 6

Vychozi surovinou u této piipravy byl Quetiapin Fumarat, byla provedena tzv.
rekrystalizace (opakovana krystalizace) z etanolu. QF byl za varu (78 °C) rozpustén v etanolu,
otacky michadla byly nastaveny na hodnotu 200 ot./min., rychlost chlazeni na kone¢nou
teplotu 1 °C byla 3,08 °C/min. Na této teploté byla krystalick4 suspenze udrzovana 6 hod.

78



475
| as0-
| 425+
400+
375+
350
325+
300-
275
250-
225
200

17549

1504
12549
100

i

Y
-

/-’ \\ Compare Distr, #3

Compare Distr, #1 NN
Compare Distr, #2

\ Compare Distr, #4
Compare Distr. #5
Compare Distr. #6
\_ \ Reference Distribution
\\\.___ Measured Distribution [~

-25-
1,0

T
100,0

I
1000,0

Y-Axis: |Unweighted Number/Second

X-Axis: |Chord Length in Microns

Channel Grouping: |90 Logarithmic Channels between 1,0 and 1000,0 Microns.

Obr. ¢. 65: FBRM, Osa X — velikost castic v mikrometrech; Osa Y — pocet castic za sekundu.
Jednotlivé barevné krivky zndzornuji velikostni rozloZeni castic v case.

Tabulka ¢. 21: Pocet castic za sekundu (#/sec.) v urcitém rozmezi (um) mérenych v pritbéhu
krystalizace. Mean, No Wt (,,nevazena distribuce“) vyjadruje priimernou velikost castic se

zameérenim na jemné cdstice.

[poi20min] po210 min. | po300min. po 390 min
#/sec. (1-5um) 1219 1778 2066 2262
#/sec.(10-23um) 22717 3002 3442 3728
#/sec. (29-86um) 5001 5111 5168 5212
#/sec.(100-251pm) 970 800 699 629
#/sec.(293-1000pum) 2 1 1 0
Mean, No Wt [pu] (1-1000pum) | 42 36 33 31
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Obr. ¢ 66: HPLC, Osa X — cas [min.]; Osa Y — absorbance [mAU].
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Obr. ¢ 67: DSC, Osa X — teplota [°C]; Osa Y — tepelny tok (heat flow)[mW].
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Obr. ¢ 69: 400 x zvétseno, primérna velikost krystalu 19,15 um.
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Tabulka ¢. 22:

HPLC [%] T.[°C] AH [Jg] V?ge]zek DVC [um]
D (10) 2,16
D (50) 23,11
99,82 176,16 122,49 18,50
D (90) 153,83
pramer 50,76

4.3.7 Vysledky krystaliza¢ni pripravy QF ¢. 7

Vychozi surovinou u této piipravy byl Quetiapin Fumarat, byla provedena tzv.
rekrystalizace (opakovana krystalizace) z etanolu. QF byl za varu (78 °C) rozpustén v etanolu,
otacky michadla byly nastaveny na hodnotu 200 ot./min., rychlost chlazeni na kone¢nou
teplotu 20 °C byla 1,28 °C/min. Na této teplot¢ byla krystalicka suspenze udrzovana 3 hod.
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Obr. ¢ 70: FBRM, Osa X — velikost castic v mikrometrech; Osa Y — pocet castic zmeérenych za
sekundu. Jednotlivé barevné krivky znazornuji velikostni rozloZeni castic v case.
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Tabulka ¢ 23: Pocet castic za sekundu (#/sec.) v urcitém rozmezi (um) mérenych v pribéhu
krystalizace. Mean, No Wt [u] (,,nevazend distribuce ‘) vyjadruje priumérnou velikost castic
se zamérenim na jemné cdstice.

#/sec.(1-5um) 882 969 916 1254
#/sec.(10-23um) 1270 1527 2585 3199
#/sec.(29-86um) 1260 2500 3034 3089
#/sec.(100-251um) 225 315 317 306
#/sec.(293-1000um) 6,5 8,77 7,96 7,44
Mean, No Wt [u] (1-1000um) | 138 128 118 114
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Obr. & 71: HPLC, Osa X — ¢as [min.]; Osa Y — absorbance [mAU].
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Obr. ¢. 72: DSC, Osa X — teplota [°C]; Osa Y — tepelny tok (heat flow)[mW].
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Obr. & 73: DVC — Laser difrakce, Osa X — velikost castic[um]; Osa Y — kumulativni hodnota
[%].
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Obr. ¢&. 74: 200 x zvétSeno, prumérna velikost krystalii 29,10 pm.

Tabulka é. 24:

HPLC [%] T.[°C] AH [VVg] Vy[tge]zek DVC [um]
D (10) 1,17
D (50) 11,62
99,88 175,60 125,41 18,70
D (90) 44,86
pramer 18,06




4.4 Vyhodnoceni krystaliza¢nich priprav Quetiapinu Fumaratu (QF)

U provedenych laboratornich krystalizaci Quetiapinu Fumaratu (QF) bez méfeni pomoci
FBMR metody (viz. tabulka ¢. 10) byly z hlediska zdkaznikem poZadované distribucni
velikosti ¢astic nejlépe hodnoceny pokusy €. 4 a ¢. 5. Ve vétSim méfitku (1000 L procesni
filtr) se ale tyto vysledky nepodatilo reprodukovat.

U vSech nasledné provedenych krystalizaci QF (€. 1 — 7) kontrolovanych pomoci FBRM
metody bylo dosazeno vysoké chemické Cistoty produktu (obsah QF = 99,50%), vytézky byly
v mezich normy a krystalicka forma (Forma I) zistala zachovana .

Krystaliza¢nim postupem €. 3 se podafilo dosdhnout zédkaznikem specifikovanou distribuci
velikosti ¢astic. QF zde krystalizoval z horkého metanolu (65 °C) a reZzim chlazeni byl
nastaven na 0,49 °C/min. Suspenze byla udrZzovana na vysledné teploté¢ 2 hodiny. Oproti
zavedenému postupu se zvySilo mnozstvi rozpoustédla tak, aby byl roztok za varu presycen a
upravil se teplotni rezim krystalizace. Po odzkouSeni postupu v provoznim méfitku byly
vysledky stejné¢ uspokojivé. Produkt nevyzadoval ndsledné findlni upravy (homogenizace,
mleti) a 1 sloupovity tvar krystalu (viz. obr. ¢. 51, 52) nezpiisoboval problémy pfi filtraci. U
krystaliza¢ni ptipravy €. 4 bylo dosazeno podobnych vysledki, produkt nevyhovoval jen v
jednom parametru distribu¢ni velikosti ¢astic D(10) = 4,13 um. I v tomto piipadé
krystalizoval QF z metanolu, oproti postupu ¢. 3 bylo zvoleno pomalejsi chlazeni (0,25
°C/min) a produkt byl okamzit¢ po vychlazeni na 5 °C izolovan filtraci. Tvar krystal (viz.
obr. ¢. 57, 58) byl také vhodny pro dalsi zpracovani.

U krystalizaci QF (€. 2 a ¢. 3) z acetonu nebylo dosazeno pozadovaného tvaru a
velikostni distribuce krystalii ani pfi laboratornich pokusech bez méfeni FBRM, proto bylo po
dvou krystaliza¢nich ptipravach rozpoustédlo zménéno.

U krystaliza¢nich ptiprav QF ¢. 5 — 7 byl jako rozpoustédlo pouzit etanol. Krystalizace €. 5
byla chlazena pozvolna rychlosti 0,18 °C/min, krystaly mély pékny sloupovity tvar (viz. obr.
¢. 64), ale velké distribu¢ni rozpéti (2,78 — 213,95 um), takze nevyhovujici specifikaci. U
krystalizace QF ¢. 6 byla primérna velikost ¢éstic stanovena laserovou difrakci na 50,76 pm.
Pfi mikroskopickém pozorovani byly, ale zjistény klastry wvzniklé spojenim Castic
destickového tvaru. Po upravé vzorku, byly tyto ¢astice zméfeny pod mikroskopem, a jejich
velikost byla stanovena na 19,15 um. Na obrazku ¢. 73 je vidét Castice jak destickového tak
castecné sloupovitého tvaru, zde krystalizoval QF v pfipravé ¢. 7 z etanolu rychlosti 1,28
°C/min. U krystalizace z tohoto rozpoustédla se nepodatilo ziskat produkt vyhovujici DVC.

U rychle chlazenych krystalizaci se jasné ukdzalo, Zze krystalovy habitus potiebuje ke
svému vytvoteni del$i dobu. Vysledkem téchto krystalizaci byly beztvaré castice, které
vytvéately shluky, coz nasledné zptsobovalo potize pii méfeni DVC laserovou difrakei.
Sledovani krystalizace pomoci metody FBRM neslouzilo k presnému stanoveni velikostniho
rozdéleni ¢astic v systému, ale vysledek méfeni mize byt pouzit jako tzv. ,,otisk prstu® Sarze
pro porovnani s jinymi.

K hlubs§imu vyhodnoceni vlivu procesnich proménnych na krystalizaci QF by bylo stejné
jako u krystalizace QO potieba provést vice krystalizaénich pokusti. To ovSem v nékterych
pfipadech neni mozZné z kapacitnich, ¢asovych a jinych davoda.
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Tabulka ¢. 25: Prehled krystalizacnich priprav Quetiapinu Fumaratu

krystalizace| rozpoustédlo rychlost | konecna tvar primérna
QF ¢. chlazeni teplota krystalu velikost krystalu

[°C/min] [°C] [um]
1 aceton 1,89 0 destickovy 8,44
2 aceton 1,83 20 destickovy 18,39
3 metanol 0,49 5 sloupovity 39,34
4 metanol 0,25 5 sloupovity 42,06
5 etanol 0,18 1 sloupovity 74,66
6 etanol 3,08 1 destickovy 50,76
7 etanol 1,28 20 destickovy 18,06

/sloupovity

87


http://www.pharmacy.utah.edu/pharmaceutics/pdf/Crystalline.pdf
http://www.novasep.com/technologies/Crystallization-pharmaceutical-products.asp
http://www.novasep.com/technologies/Crystallization-pharmaceutical-products.asp
http://www.novasep.com/technologies/Crystallization-pharmaceutical-products.asp
http://us.mt.com/mt/ed/appEdStyle/M-2-001_application_note_Editorial-Generic_1147991111616.jsp
http://us.mt.com/mt/ed/appEdStyle/M-2-001_application_note_Editorial-Generic_1147991111616.jsp
http://us.mt.com/mt/ed/appEdStyle/M-2-001_application_note_Editorial-Generic_1147991111616.jsp
http://us.mt.com/mt/ed/appEdStyle/M-2-001_application_note_Editorial-Generic_1147991111616.jsp
http://us.mt.com/mt/ed/appEdStyle/M-2-001_application_note_Editorial-Generic_1147991111616.jsp
http://us.mt.com/mt/ed/appEdStyle/M-2-001_application_note_Editorial-Generic_1147991111616.jsp
http://www.siegfried.ch/images/stories/pdf/NLe_2005_03.pdf
http://www.siegfried.ch/images/stories/pdf/NLe_2005_03.pdf
http://www.siegfried.ch/images/stories/pdf/NLe_2005_03.pdf
http://www.pharmacy.utah.edu/pharmaceutics/pdf/Crystalline.pdf
http://www.pharmacy.utah.edu/pharmaceutics/pdf/Crystalline.pdf

5. ZAVER

Predlozena diplomova prace v literarni reSerzi fesi velmi rozsifeny jev polymorfismu
ve farmaceutickém pramyslu. Jev, ktery ovliviiuje fyzikalni a biologické vlastnosti pevnych
latek. I kdyz origindlni firmy vénuji znacné usili k predikci vSech krystalickych forem urcité
aktivni substance, neni problém polymorfismu v soucasnosti zcela objasnén.

S polymorfii je izce spjaty proces krystalizace. Vzhledem k rozdilnym a zvySujicim se
pozadavkliim jednotlivych vyrobct 1é¢ivych pripravki na “fyzikélni kvalitu” farmaceutickych
substanci je pro generickou firmu nutnosti vénovat tomuto procesu velkou pozornost.
Zvladnuti krystalizace tzn. schopnost tuto dynamickou operaci fidit umoziuje uUsporu
nemalych finan¢nich prostredka.

Experimentalni ¢ast prace byla zaméfena na ziskdni vhodného tvaru krystali Quetiapinu
Oxalatu (QO), ktery je predstupném (meziproduktem) pii vyrobé farmaceutické substance
Quetiapinu Fumaratu (QF). QO byl krystalizovan z acetonu ve ctyfech ptipravach. U téchto
krystalizaci se nepodafilo dosdhnout jiného tvaru krystalti nez jehlickového a destickového.
Tyto tvary krystalli ndm poskytuje i soucasna technologie, ale zaméfeni se na tuto oblast a
provedeni vice krystaliza¢nich pokusti by mohlo vést k ziskani tvaru krystalt, ktery by mél
ptiznivy vliv na ekonomiku a kvalitu néslednych vyrobnich operaci.

Dalsim cilem experimenti bylo dosazeni zékaznikem (vyrobcem Iékové formy)
specifikované distribuéni  velikosti ¢astic (DVC) u Quetiapinu Fumardtu tpravou
krystalizatnich  podminek. V ramci diplomové prace bylo zjisténo, ze nejvhodnéjSim
postupem byla ptiprava QF ¢. 3. V tomto ptipad¢ krystalizoval QF z piesycené¢ho
metanolického roztoku, rychlost chlazeni byla nastavena na 0,49 °C/min a krystalicka
suspenze byla udrzovana na konecné teploté 5 °C 2 hodiny. Tento postup se pozd¢ji osvédcil i
v makroskopickém (vyrobnim) meéfitku, a byl tak ziskdn produkt pouzitelny bez dalSich
fyzikalnich tprav k pfimému prodeji. Pfi pouziti acetonu jako rozpoustédla bylo dosazeno jen
destickového tvaru krystali QF. U pomalu chlazené krystalizace QF kde byl jako
rozpoustédlo pouzit etanol (ptfiprava €. 6) vykrystalizovaly tvarové dobfe definované krystaly,
ale velikostni rozloZeni ¢astic bylo Siroké, a tedy nevyhovujici dané specifikaci.

Ve studiu krystalizace téchto farmaceuticky aktivnich latek by bylo vhodné pokracovat.
Provedenim vice krystalizaCnich pokusi za riznych podminek miize byt proces
optimalizovdn a ziskana data pouzita i v pfipadé neocekavanych zmén v pozadavcich na
fyzikalni kvalitu produktu.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

APIS oo Active pharmaceutical ingredients
CASRN....cctieieieeieeeeeeee e Chemical Abstract Services Registry Number
FDA oo Food and Drug Administration

QA e Quality assurance

QC e, Quality control
AFC.iiiiiiieeeeeee e Atomic force microscope
DSC..oeeee e Differential scanning calorimetry
FBRM....cooiiiiiiiiiiieeee Focused Beam Reflectance Measurement
HPLC....oooiiieeeeeeee, High performance liquid chromatography
IC e Infrac¢ervend spektroskopie
NMR...ooiieeee e Nuclear magnetic resonance
SEM..ciiiiieiieieeeeee e Scanning electron microscope
MEOH.......ccooieiieeeee e Metanol
Qe Quetiapin (baze)
QO Quetiapin Oxalat

QF e, Quetiapin Fumarat

DVC oo, Distribuéni velikost Castic
PSD..ooiiiieeee Particle size distribution

MARTA......ooeeeeeeeeeeeeeeee e, Multi-Acting Receptor Targeted
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