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SAZETAK

Zbog iznimne vaznosti 1 utjecaja raspodjele veli¢ine Cestica na procese koji slijede nakon
kristalizacije (filtracija i susenje) u farmaceutskoj proizvodnji razvijaju se nove tehnologije za

in situ pracenje raspodjele veli¢ine Cestica tijekom procesa Kristalizacije.

U radu se pratila linijska raspodjela veli¢ina Cestica primjenom sonde za mjerenje refleksije
usredotocene zrake na temelju Cega je izveden model neuronske mreze za korelaciju linijske

raspodjele veli¢ine Cestica s volumnom raspodjelom veli¢ina Cestica.

Razvijeno je Sest neuronskih mreza razlicitih struktura. Modeli neuronske mreze razvijeni na
bimodalnoj raspodjeli fosamprenavir kalcija ostvarili su visoko slaganje pri ispitivanju na

nezavisnom skupu podataka.

Kljucne rijeci:
kristalizacija, volumna raspodjela veli¢ina Cestica, linijska raspodjela veli¢ina Cestica, sonda

za mjerenje refleksije usredotocene zrake, neuronska mreza



SUMMARY

Due to importance of particle size distribution to the downstream processing (filtering and
drying), new technologies are being developed for in situ monitoring of particle size
distribution during crystallization.

In the presented work chord length distribution was measured with FBRM sensor while
neural network model for correlating chord length distribution and particle size distribution
was developed.

Six neural networks with different structure were developed. Neural network models were
developed on the bimodal distribution of fosamprenavir calcium and describe independent
dataset with high agreement.

Keywords:
crystallization, particle size distribution, chord length distribution, FBRM, neural network
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1. UvOD

Kristalizacija krute faze iz otopine bitan je korak za dobivanje kemijskih i farmaceutskih
proizvoda visoke kvalitete. Klju¢na je pri pro¢i§¢avanju proizvoda od necistoéa nastalih tijekom
proizvodnje. Radni uvjeti pri provodenju kristalizacije odreduju svojstva kristalnog produkta -
raspodjelu veli¢ina Cestica, formu kristala, ¢isto¢u. Navedena svojstva kristala znac¢ajno utjecu na
procese koji slijede nakon kristalizacije (filtriranje i suSenje) te na primjenska svojstva 1 vijek
trajanja farmaceutskog proizvoda.[1]

Zbog iznimne sloZenosti procesa kristalizacije i utjecaja velikog broja parametara na svojstva
dobivenih kristala, razvijaju se procesno analiticke tehnike (engl. Process Analytical Technology,
PAT) za kontinuirano in situ pracenje i vodenje kristalizacije.[2]

Jedan od najvecih izazova pri razvoju procesno analitickih tehnika za pracenje kristalizacije je in
situ mjerenje raspodjele veliCine Cestica u realnom vremenu. Obecavajuca tehnika za mjerenje
raspodjele veli¢ine Cestica u realnom vremenu je primjena sonde za mjerenje refleksije
usredotocene zrake (engl. focused beam reflectance measurment, FBRM). FBRM sonda odasilje
rotirajucu lasersku zraku koja prolazi kroz suspenziju. Pojedinacne Cestice reflektiraju zraku na
detektor. Signali reflektiranih zraka se detektiraju i broje, a trajanje svakog signala mnozi se s
brzinom rotacije zrake kako bi se izracunala duljina brida Cestice. Iz broja signala i duljine brida
dobiva se linijska raspodjela veli¢ina Cestica (engl. chord length distribution, CLD) koja je u
direktnoj vezi sa stvarnom raspodjelom veli¢ina Cestica (engl. particle size distribution, PSD).

Pri odredivanju korelacije izmedu CLD-a i PSD-a koriste se razli¢iti modeli (geometrijski,
opti¢ki i empirijski). Zbog velikog broja pretpostavki i parametara koje je potrebno procijeniti,
pri procesu kristalizacije geometrijski i opti¢ki modeli nisu uspje$ni pri odredivanju PSD-a iz
dobivenog CLD-a. Najbolju procjenu pokazuju empirijski modeli.[3]

U ovom radu razvijao se empirijski model za procjenu PSD-a u sustavu fosamprenavir kalcij /

izopropanol.



2. OPCI DIO

2.1.KRISTALIZACIJA

Kristalizacija je proces nastajanja krutine iz kapljevine, plina ili amorfne krutine. Dobiveni
kristali su veoma pravilne strukture koju odreduje kristalna resetka. Buduéi da formiranje tako
pravilne strukture ne dopusta ugradivanje molekula oneciSéenja u kristalnu reSetku dobiva se
proizvod visoke Cistoce. Stoga je kristalizacija bitan proces za dobivanje 1 proc¢iS¢avanje krutog
produkta u procesnoj industriji.[4]

Pokretacka sila kristalizacije je prezasic¢enje, odnosno odstupanje koncentracije otopljene tvari od
ravnotezne koncentracije. Potrebna pokretacka sila ostvaruje se naj¢eS¢e hladenjem otopine ili
isparavanjem otapala. Kristalizacija se jo§ moze provoditi uz kemijsku reakciju, dodatkom aditiva
uz isoljavanje ili precipitaciju (slika 2.1.).[5]
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2.2. NUKLEACIJA

Kristali nastaju formiranjem nukleusa i njihovim rastom. Preduvjet za pocetak procesa nukleacije
je prezasi¢enje otopine koje se moze posti¢i smanjenjem temperature, uklanjanjem otapala ili
precipitacijom. Sustav u stanju prezasi¢enja tezi stanju termodinamicke ravnoteze nukelacijom i
rastom nukleusa. U otopinama koje ne sadrze strane cCestice ili kristale nukleusi mogu biti
formirani samo homogenom nukleacijom. U slucaju prisutnosti stranih Cestica nukleusi se
stvaraju procesom heterogene nukleacije. Homogena i heterogena nukleacija odvijaju se u
odsustvu kristala i smatraju se primarnim nukleacijama. Sekundarna nukleacija javlja se u
sustavima koji sadrze kristale i to nizom razli¢itih mehanizama nukleacije - lomom, abrazijom,

kontaktom, smicanjem, cijepljenjem.[6]

2.2.1. HOMOGENA NUKLEACIJA

U svim kristalizacijskim sustavima postoji kriti¢na stabilna veli¢ina klastera pri Kojoj
intermolekulske sile koje sudjeluju u vezanju novih molekula u klaster premasuju silu potrebnu
za povecanje povrsine agregata. Ako je agregat manji od kriticne veli¢ine velika je vjerojatnost da
¢e do¢i do njegova raspada.[6]

Tijekom formiranja klastera slobodna energija nukleacije  predstavlja ravnotezu izmedu
stvaranja povrSine nukleusa (pozitivna Gibbsova energija) i energije fazne transformacije
(negativna Gibbsova energija). Pri kriticnom volumenu klastera Q* (slika 2.2.) slobodna energija
stvaranja povrsine i1 fazne promjene su u ravnoteZzi i energetska promjena pri dodatku slijedece

molekule je negativna te je velika vjerojatnost da nec¢e doc¢i do raspada klastera.[6]
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Povecanjem prezasi¢enosti otopine, entropija fazne promjene se smanjuje Sto uzrokuje smanjenje
slobodne Gibbsove energije formiranja nukleusa, tj. smanjenje kriticnog volumena nukleusa

(slika 2.3.).[6]
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Slika 2.3. Utjecaj prezasic¢enosti na kriticni volumen klastera

2.2.2. SEKUNDARNA NUKLEACIJA

Do sekundarne nukleacije dolazi u prezasi¢enim otopinama koje sadrze kristale. Prisutni kristali
djeluju kataliti¢ki na nukleaciju. Stoga do sekundarne nukleacije dolazi pri nizim prezasi¢enjima
u usporedbi s primarnom nukleacijom.
Mehanizme sekundarne nukleacije objasnjava nekoliko razli¢itih teorija. Predlozene teorije mogu
se podijeliti u dvije skupine:
e One koje prate nastanak sekundarnog nukleusa od pocetnog kristala (pocetno cijepljenje,
iglicasto cijepljenje, nukleacija sudarom);

e One koje prate nastanak nukleusa zbog prisutnih necistoca i smicanja kapljevine.

Pri cijepljenju otopine dolazi do sekundarne nukleacije zbog prisutnosti sitnih kristala. Sitni
kristali formirani su na povrsini cjepiva prilikom kristalizacije samog cjepiva ili su nastali lomom
kristala pri skladistenju. Pri cijepljenju otopine sitni kristali postaju centri nukleacije koji su veci
od kriti¢ne veli¢ine nukleusa. Brzina nukleacije ovog tipa neovisna je o prezasi¢enju i brzini
mijeSanja.[4]

Pri visokim prezasi¢enjima nastaju iglicasti kristali koji su prilikom mijeSanja izuzetno podlozni
lomu. Nastali fragmenti kristala sluze kao mjesta nukleacije, a ovaj tip nukleacija smatra se
igli¢astom nukleacijom.

Kod velikih brzina mijeSanja dolazi do makroabrazije kristala te nastaju fragmenti koji postaju



mjesta nukleacije. Brzina nukleacije ovim mehanizmom ovisi o tvrdo¢i kristala, koncentraciji
suspenzije i zna¢ajkama mijesanja -broju okretaja mijesala, vrsti mijesala, broju i vrsti razbijaca

(slika 2.4.).[4]
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2.3. KRISTALIZACIJA HLADENJEM

Kristalizacije hladenjem provodi se za kristalizacijske sustave u kojima topljivosti znac¢ajno ovisi
0 temperaturi. Jedno od bitnih svojstava je i mala topljivost Zeljene tvari pri temperaturi
terminacije kristalizacije kako Zeljeni produkt ne bi zaostao u mati¢nom lugu.

Otapalo se smatra pogodnim za kristalizaciju hladenjem ako je topljivost proizvoda pri sobnoj
temperaturi 5-20 mg/mL i ako se udvostruc¢ava s porastom temperature za priblizno 20 °C.

Slika 2.5. prikazuje promjenu topljivosti zeljene tvari u razliitim otapalima. Otapalo A nije
pogodno za kristalizaciju hladenjem jer je topljivost tvari mala i neznatno ovisi 0 temperaturi.
Otapalo C takoder nije pogodno jer topljivosti malo mijenja s temperaturom. Otapalo B je
najbolji izbor za kristalizaciju hladenjem jer je topljivost pri viSim temperaturama velika i
znacajno se mijenja S promjenom temperature.[5]

A

topljivost [g/100g otapalaf

A J

temperatura [°CJ

Slika 2.5. Odabir otapala

Profili tipi¢ne kristalizacije hladenjem prikazani su na slici 2.6. Topljivost je prikazana krivuljom
A-B, a Sirina metastabilne zone odredena je krivuljama A-B i C-D. Otopina u tocki E koja se
nalazi u nezasi¢enom podrucju ohladena je do ravnoteze topljivosti E' kada kristalizacija moze
poceti. U vecini slucajeva, §to ovisi o velikom broju ¢imbenika (brzini hladenja, prisutnosti
cjepiva i dr.), nukleacija nece zapoceti u ovoj tocki. Kako bi zapocela nukleacija potreban je
odredeni stupanj prezasi¢enosti (tocka F). Nastavak kristalizacije iz to¢ke F odvija se hladenjem
po krivulji F-G. Takoder, moguce je da nukleacije ne krene prije dolaska u prezasi¢eno podruéje

u kojemu se nalazi to¢ka H. U tom slucaju kristalizaciju nastavlja shodno krivulji H-G.[6]
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Slika 2.6. Profili kristalizacije

Krivulje F-G i H-G predstavljaju dva razli¢ita nacina provedbe Kkristalizacije hladenjem i

oc¢ekivano je da ¢e se dobiti dva razlic¢ita proizvoda u smislu fizickih svojstava — srednja veli¢ina

Cestica, raspodjela veli¢ine Cestica, nasipna gusto¢a. Druge razlike su u morfologiji i

potencijalnoj promjeni u formiranju polimorfa.

Za kristalizaciju hladenjem na profil lokalnog ili globalnog prezasi¢enja utjecu sljedeci faktori:

brzina hladenja i temperatura stijenke reaktora,
Sirina metastabilne zone,

brzina nukleacije i rasta kristala,

cjepivo i kvaliteta cjepiva,

mijesanje,

otapalo, odnosno sustav otapala,

necistoce.[7]



2.4. METASTABILNA ZONA

Donja granica metastabilnog podrucja (A-B na slici 2.6.) je ravnotezna topljivost tvari u sustavu
otapala. Gornja granica (C-D) predstavlja prezasi¢enost ispod koje je nukleacija relativno spora.
Porastom koncentracije u podruéje prezasic¢enosti dolazi do brze spontane nukleacije. Za razliku
od donje granice, gornja granica nije rezultat termodinamicke ravnoteze ve¢ je funkcija kinetickih
¢imbenika kao S$to je brzina hladenja. Medutim, poznavanje gornje granice metastabilnog
podrucja vrlo je bitno za dizajniranje procesa kristalizacije.

Pri planiranju i provedbi procesa kristalizacije proces je pozeljno voditi $to je moguce blize
krivulji topljivosti. U istom trenutku treba osigurati dovoljnu prezasi¢enost za rast kristala.

Da bi se minimalizirala nukleacija i postigao rast kristala, pozeljno je izbjegavati vodenje iznad
gornje granice metastabilnog podrucja, C-D.

Slika 2.7. prikazuje odnos prezasi¢enja i formiranja razli¢itih faza kod kristalizacije hladenjem.
Pri vrlo visokim prezasi¢enjima dolazi do izuljivanja otopine, tj. stvaranja nove uljne faze. Zbog
izrazite nestabilnosti, uljne kapljice prelaze u stabilniju amorfnu ili kristalnu formu bez
mogucénosti kontrole kona¢ne veliCine Cestica. Takoder, nastanak uljne faze nepozeljan je zbog
pojave velikog udjela necistoca Sto predstavlja veliki problem prilikom proc¢is¢avanja produkta.

Metoda za nadilaZenje ovih problema je kontrola prezasi¢enja i cijepljenje otopine.[6]

krivulja prezasicenja

krivulja topljivosti

koncentracija [kg dm]

temperatura [°CJ

Slika 2.7. Utjecaj prezasiéenja na stvaranje razlicitih faza



2.5. KRISTALIZACIJA KONTROLIRANIM HLADENJEM

Kristalizacija kontroliranim hladenjem provodi se cijepljenjem otopine te kontroliranim
hladenjem kako bi se odrzala stalna vrijednost prezasicenosti otopine tijekom kristalizacije (Slika
2.8.). Ovakvim na¢inom vodenja kristalizacije izbjegava se spontana nukleacija jer sustav ni u

jednom trenutku ne prelazi u prezasi¢eno podrucje izvan metastabilne zone.[8]

»
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prirodno hladenje

kontrolirano hladenje

prezasicenje [e/100g otapalal

v
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Slika 2.8. Prezasicenje pri razlicitim profilima hladenja

Kristalizacijskom sustavu cjepivo se dodaje pri niskoj prezasi¢enosti kako bi smanjila sekundarna
nukleacija.

Nakon dodatka cjepiva temperatura Kkristalizacijskog sustava odrzava se na temperaturi
cijepljenja kako bi se cjepivo razvilo i tako sprijecilo sekundarnu nukleaciju. S porastom povrsine

kristala povecava se brzina hladenja kako bi se zadrzala konstantna vrijednost prezasi¢enosti

(slika 2.9.).[1]
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Slika 2.9. Profil hladenja kontrolirane kristalizacije



2.6. PROCESNE ANALITICKE TEHNOLOGIJE

Procesna analiticka tehnologija (engl. process analytical technology, PAT) je sustav za
projektiranje, analizu i vodenje proizvodnih procesa kontinuiranim mjerenjem kriti¢nih procesnih
parametara (engl. critical process parameters, CPP) koji utje¢u na kritina svojstva gotovog
proizvoda (engl. critical quality attributes, CQA). Primjenom PAT-a nastoje se razviti procesi
koji osiguravaju uzastopno dobivanje proizvoda prethodno zadanih vrijednosti CQA.

Nakon odredivanja grani¢nih vrijednosti CQA, nizom eksperimenata razvija se viSeveli¢inski
model koji definira kako promjene CPP utjecu na CQA . Odreduje se i prostor dizajna (slika
2.10.) u kojem se dobiva produkt zadovoljavajuéih karakteristika. Primjenom PAT mijerenja i
vodenja procesa moguce je ostvariti veCu ponovljivost u proizvodnji i tako posti¢i jednoliku

kvalitetu proizvoda u velikom broju $arzi.[9]

| T

Parametar 2 E Parametar 3

i

Parametar 1

Parametar 2 ©@—f—

& Parametar 3

©

Parametar 1

Slika 2.10. Odredivanje procesnog prostora dizajna

Primjena PAT mjerenja zahtijeva specijalizirane alate. Sustav za mjerenje i vodenje ¢ine:
» analiti¢ki instrumenti,

» alati za kemometrijsko modeliranje,

* softver za razvoj PAT metode, obradu podataka i integraciju u sustav,

* softver i algoritmi za vodenje procesa.
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Pri mjerenju najcesce se rabe razli¢iti opticki senzori Koji svjetlosnim spektrom kvalitativno i/ili
kvantitativno karakteriziraju odredeno svojstvo reakcijske smjese ili kristala (npr. NIR, FTIR,
turbidimetrija, Raman, UV-Vis, FBRM). Primjenjuju se u gotovo svim fazama proizvodnje
(slika 2.11.). [9]

Kalorimetrija
MIR, NIR, UV
NWR,
B FAIMS, MIR
larimetrija NIR, MS
Raman NIR NIR
Veli¢ina Cestica Raman
=
- () s =X F—
QO OO \-/ —
\ 4 Kristalizator/filtar Sudenje Mikronizacija/  Aktivna
MIR Reaktor — - mljevenije farmaceutska
NR Velidina Cestica tvar (engl. API)
Raman PVM Veli¢ina
Raman Cestica
Zamudenost

(Turbidimetrija)

Slika 2.11. Primjena PAT-a u farmaceutskoj industriji
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2.7. SONDA ZA MJERENJE REFLEKSIJE USREDOTOCENE ZRAKE (FBRM)

Sonda za mjerenje refleksije usredotocene zrake (engl. Focused beam reflectance measurment,
FBRM) precizna je i osjetljiva sonda za pracenje promjene veli¢ine, broja i oblika Cestica.
Mjerenje se provodi u realnom vremenu na Sirokom podruc¢ju valnih duljina (od 0,5 pum do 2000
pm), stoga je moguce pratiti nukleaciju i rast kristala. Dobiveni podaci korisni su pri optimizaciji
I za vodenje procesa kristalizacije.[10]

FBRM emitira fokusiranu lasersku zraku koja rotira konstantnom brzinom (~2 m/s) ispred

safirnog prozora sonde. Kada svjetlost koju emitira laser udari u kristal, detektor u sondi biljezi i
analizira povratni signal (slika 2.12.).[11]

Izvor lasera

Povratna zraka

Opticki moduli

Safirni prozor

Slika 2.12. Princip rada FBRM sonde

Prikupljeni podaci mogu se intepretirati kao udaljenost izmedu dva ruba cesticee. FBRM
izraCunava tu udaljenost mnozenjem brzine vrtnje laserske zrake s vremenom odgovarajuceg

signala povratnog rasprsenja (slika 2.13.).[12]
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intenzitel

vrijeme

Slika 2.13. Odredivanje duljine Cestice

Pri odredivanju ruba Cestica primjenjuje se vise metoda obrade povratnog signala. U starijim
generacijama FBRM-a primjenjivala se metoda konstantnog praga. Kada je intenzitet povratnog
signala iznad praga, FBRM proracunava duljinu brida Cestice. Idealno mjerenje duljine brida
Cestice se jednostavno definirakao udaljenost ravne linije od jednog do drugog ruba cestice. To se
lako mjeri kada je Cestica u fokusu s konzistentnim intenzitetom povratnog signala. Kad Cestica
ima grubu povrSinsku strukturu, intenzitet povratnog signala moze porasti 1 pasti iznad 1 ispod
praga nekoliko puta. Obrada takvog signala rezultira s nekoliko kra¢ih mjerenja duljine brida
Cestice koja su manja od o¢ekivane duljine brida. Ova kratka "povrSinska mjerenja" smatrana su
u prethodnim generacija FBRM-a odstupanjima.[12]

Novije generacije FBRM-a za prepoznavanje rubova cCestice primjenjuju naprednu obradu
signala. Uvodenjem nove metode obrade signala uvelike se povecala to¢nost i razlucivost
mjerenja jer napredna obrada signala ne prepoznaje povrSinsku strukturu Cestice kao zasebne

male Cestice. Usporedba obrade signala prikazana je na slici 2.14.[12]

m ~ "1”:. _I.,,.l.l..l Y L pobo_ljéana

| II | | detekeijaruba

| |

= | | =
2] non | E
3| ] g \ = ,
£ || l [ /// {

J I _ i 'Y Y “ s .

Izmjerena Izmjerena
N N N .  E— dufjina brida I I N ("] dulfina brida
vrijeme [5] vrijeme [5]

Slika 2.14. Usporedba obrade singala
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Dobiveni podaci, broj i linijska veli¢ina Cestica svrstavaju se u segmente i prikazuju se kao
linijska raspodjela veli¢ina cestica (CLD). CLD je u statistickom odnosu s CSD-om, ali nisu
identi¢ni,éak ni proporcionalni. Cestica maksimalne veli¢ine L ne moZe generirati dulju duljinu
brida vecu od maksimalne, ali moZe generirati duljinu brida manju od maksimalne veli¢ine $to
uvelike otezava koreliranje CLD-a s CSD-om.[10]

Prilikom in situ pracenja kristalizacije FBRM-om ¢esto dolazi do kristalizacije na samoj povr$ini
safirnog prozora sonde. Nastali kristali koji se ¢vrsto drze za povrSinu prozora sonde bitno
narusavaju kvalitetu mjerenja. Medutim, utjecaj ove pojave na mjerenje mMminimiziran je
naprednom obradom signala. Polozaj fokusirane laserske zrake moze se kontinuirano pratiti vrlo
to¢no. Cestica koja prianja na prozor sonde ne mijenja svoj polozaj. Dok instrument skenira
napredna obrada signala identificira da Cestica ne mijenja svoj polozaj tijekom vremena i

odbacuje njezinu vrijednost pri obradi dobivenih signala. Takav signal ne ukljucuje se u CLD.[2]
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2.8. MATEMATICKI MODELI

Matematicki modeli opisuju realne sustave primjenom jednadzbi i zakonitosti. Imaju veliku
primjenu u prirodnim, tehnickim 1 drustvenim znanostima, a posebno u inzenjerskim
disciplinama. Model olaksava i ubrzava proucavanje sustava i omogucuje predvidanje vladanja
sustava pri razli¢itim utjecajima. U konacnici se moze re¢i da je matematicki model sustav
jednadzbi Cije rjeSenje predstavlja procjenu odziva procesa na odgovaraju¢e promjene ulaza u
procesu. Matematicki modeli se, nacelno, mogu podijeliti na teorijske ili fundamentalne (engl.
white box), eksperimentalne ili empirijske (engl. black box) i poluempirijske (engl. grey box).

Teorijski modeli (engl. fundamental, theoretical, first-principle, white box) temelje se na

matematicki formuliranim fizikalnim zakonima, kao Sto su:

e zakoni oCuvanja mase i energije,
o fizikalno-kemijske jednadzbe stanja tvari.

e fenomenoloske jednadzbe.[13]

Postoji nekoliko prednosti teorijskih modela kao $to su: dobar uvid u vladanje procesa i primjena
na Sirokom radnom podrucju. No glavni nedostaci takvih modela su: skup razvoj i dulje vrijeme
izrade modela uz probleme kod procjene parametara modela.

Za vecinu procesa teorijski modeli su veoma slozeni, a pojednostavljeni empirijski (engl.
empirical, experimental, black box) modeli koji se temelje na eksperimentalnim podacima cesto
su dovoljni za opis procesa i njegovo vodenje. Glavna prednost im je jednostavnost pri razvoju, te
Sto su informacije za razvoj prikupljene iz realnih podataka prikupljenih iz procesa. Razvijaju se
na temelju mjerenih ulaznih 1 izlaznih veli€ina iz procesa, pri ¢emu se procesu pristupa kao "crnoj
kutiji”. Spomenuti se postupak pri razvoju dinamickih modela naziva identifikacija procesa, a
primjenjuje se zbog nedostataka detaljnih informacija o mehanizmu i parametrima procesa.
Takvi modeli ne daju detaljni fizikalni uvid u mehanizam procesa, ali bolje opisuju dinamicke
odnose izmedu ulaza i izlaza $to je najceSce 1 dovoljno za kvalitetno vodenje procesa kao 1 za
predvidanje vladanja procesa. Glavni nedostatak eksperimentalnih modela je njihovo podrucje
primjene, koje je obi¢no ograni¢eno na podruéje eksperimentalnog iskustva, dose se problemi

javljaju kod ekstrapolacije. Ukratko, postupak identifikacije (Slika 2.15.) se odvija na slijedeci
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nacin: nakon izabrane prikladne vrste modela, pocetnih vrijednosti parametara ® i ulaznih
veli¢ina u(t), izracunavaju se izlazni signali modela y(t). Izracunati izlazni signali modela potom
se usporeduju s mjerenim vrijednostima izlaznih signala procesa y(t) generirajuci signale
pogreske e(t). Na osnovi signala pogreske izraCunava se iznos funkcije cilja J(e(t), ®) koja
iskazuje ovisnost pogreske o parametrima modela. NajceS¢e primjenjivana metoda procjene

parametara tj. postupak optimiranja vrijednosti parametara je metoda najmanjih kvadrata.[13]

)

vt
weh Ol PROCES

+ alt)

Tt T
L MODEL
Y

B Funkcya cilja

Procjena parametara
modela s ciljem Jieft), )

minimizacije fLmkcijeJ

cilja

Slika 2.15. Postupak identifikacije empirijskih modela procesa

Kod poluempirijskih modela (eng. semiempirical, grey box) pretpostavlja se oblik modela
procesa te se zatim procjenjuju vrijednosti parametara modela na temelju eksperimentalnih
podataka. Glavna prednost poluempirijskih modela je u tome $to oni obuhvacaju teorijsko znanje
§to im omogucuje Sire radno podruc¢je u odnosu na eksperimentalne modele. Poluempirijski
modeli sadrze neke od nedostataka teorijskih i empirijskih modela.

Pri analizi 1 vodenju procesa koriste se staticki i dinamicki modeli. Staticki modeli opisuju
funkcijske veze kad se proces nalazi u ustaljenom stanju, a dinamic¢ki modeli opisuju prijelazno

vladanje, odnosno vremenske promjene izlaznih veli¢ina.[14]
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2.9. NEURONSKE MREZE

Neuronska mreza je skup medusobno povezanih jednostavnih procesnih elemenata ili ¢vorova,
¢ija je funkcionalnost utemeljena na nacelu djelovanja bioloskih neurona. Pri tome je mo¢ mreze
pohranjena u snazi veza izmedu pojedinih neurona, tj. tezinama do kojih se dolazi postupkom
prilagodbe odnosno uc¢enjem iz skupa podataka za ucenje.[15]
Neke osobitosti neuronskih mreza naspram konvencionalnih na¢ina obrade podataka su slijedece:
* Vrlo su dobre u procjeni nelinearnih odnosa;
* Mogu raditi s nejasnim ili manjkavim podacima;
« Za razliku od konvencionalnih metoda robusne su na pogreske u podacima koje
pretpostavljaju normalnu raspodjelu obiljezja u ulaznim podacima;
* Stvaraju vlastite odnose izmedu podataka koji nisu zadani na eksplicitan simbolicki
nacin;
» Mogu raditi s velikim brojem varijabli ili parametara.[16]
Neuronske mreze dobro rjeSavaju zadatke klasifikacije i predvidanja, odnosno opcenito sve
probleme kod kojih postoji odnos izmedu prediktorskih (ulaznih) i zavisnih (izlaznih) varijabli,
bez obzira na visoku slozenost tih veza (npr. nelinearnost).[16]
Pri rijeSavanju Sirokog spektra problema koristi se viSeslojni perceptron. ViSeslojni perceptron je
neuronska mreZa koja se sastoji od ulaznog sloja, izlaznog sloja i jednog ili vise skrivenih slojeva

(slika 2.16.). Pri uenju ovog tipa neuronske mreze koriste se algoritmi s povratnom

propagacijom pogreske.
Ulazni bk”\im“ Hl{n\:vm Izlazni
sloj sloj sloj loj
: #1 #2 oo
2
Ulaz #1 /\/\/\/\ 7 lzlaz #1

\ ]
.\- Y,

TN zlaz #2
‘ \

f><<:j\u»/f
v lzlaz #3

_ N

Ulaz #2

Slika 2.16. Viseslojni perceptron
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Ucenje neuronske mreze podrazumijeva podeSavanje vrijednosti tezinskih faktora na temelju
odstupanja izmedu proracunate vrijednosti modelom i stvarne vrijednosti mjerene veliCine.
Korekcijom tezinskih faktora neuronska mreza uci predvidati stvarne vrijednosti. Pri tome se
smanjuje razlika izmedu stvarnih i predvidenih vrijednosti izlaznih veli¢ina. Kriterij pogreske
govori o kvaliteti i robusnosti mreze. Validacijom mreze na nezavisnom skupu podataka
sprjeCava se pretreniranost mreze prilikom ucenja. Pretreniranost se ocituje kod mreza koje s
visokom to¢nos¢u opisuju vladanje podataka na skupu na kojem se razvila, a vladanje podataka
izvan tog skupa s manjom to¢noscu.[17]

Pri razvoju neuronske mreze primjenju se razliCiti algoritmi ucenja (Leven — Marquardt
algoritam, Bayesianova regularizacija itd.). Bayesianova regularizacija je matematicki proces koji
nelinearnu regresiju pretvara u statisticki problem na nacin regresije grebena. Prednosti
Bayesianove regularizacije su robusnost i jednostavnost jer je manja moguénost pretreniranja

mreze.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Aktivna farmaceutska tvar pri prekristalizaciji i razvoju modela za procjenu PSD-a bila je

fosamprenavir kalcij (slika 3.1.).

Slika 3.1. Molekula fosamprenavir kalcija

Prekristalizacija se provodila u metanolu (otapalu). Dodatkom vode (protuotapalo) smanjuje se
topljivost fosamprenavir kalcija u metanolu.

Snimanje linijske raspodjele veli¢ina ¢estica provodilo se u protuotapalu izopropanolu.

Tablica 3.1. Koristene sirovine i materijali

Naziv Molekulska formula Molarna masa, g/mol
Fosamprenavir kalcij CasH34CaN30gPS 623,07
Metanol CH3OH 32,04
voda H,O 18
izopropanol (CH3),CHOH 60,1
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3.2. APARATURA ZA PROVEDBU PREKRISTALIZACIJE

Aparatura za provedbu prekristalizacije (slika 3.2.) sastoji se od mijesalice s motorom, staklenog
reaktora s plastem, osjetila temperature i termostata za regulaciju temperature unutar reaktora.

Mijesalica se sastoji od ¢etiri ravne lopatice nagnute pod kutom od 45°.

Slika 3.2. Aparatura za provedbu prekristalizacije

3.3. PROVEDBA PREKRISTALIZACIJE

Prekristalizacija fosamprenavir kalcija provodila se s ciljem dobivanja uzoraka razli¢itih

raspodjela veli¢ina Cestica za razvoj i validacija neuronske mreze.

20



Tablica 3.2. Propis prekristalizacije 1

Korak Uputa
1 Sarzirati 50 g FSM, 500 mL metanola u jednolitarski reaktor;
' Namijestiti brzinu mijesanja na 180 RPM
2. Reakcijsku smjesu zagrijati na 45 °C (44 - 46 °C)
3. Odrzavati reakcijsku smjesu na 45 °C (44 — 46 °C) 10 min
4 Profiltrirati otopinu plavim filtarskim papirom na Buchnerovom lijevku pod
' vakuumom.
5. Sarzirati profiltriranu otopinu i 37,5 mL metanola u jednolitarski reaktor
6. Otopinu zagrijati na 52 °C (50 -55 °C)
7. Dokapati 108 mL vode kroz 20 min
8. Odrzavati 52 °C (50 -55 °C) 2 sata nakon pocetka kristalizacije
9. Ohladiti na 22 °C (20 — 25 °C) kroz 8 sati
10. Mijesati suspenziju 15 sati na 22 °C (20 — 25 °C); 130 RMP
11. Profiltrirati otopinu i oprati s 0,1 L smjese (MeOH:H,0=4:1)
112. Susiti na 25 °C pod vakuumom do KF < 13%

Tablica 3.3. Propis prekristalizacije 2

Korak

Uputa

1.

Sarzirati 50 g FSM, 500 mL metanola u jednolitarski reaktor;
Podesiti brzinu mijesanja na 200 RPM

Reakcijsku smjesu zagrijati na 45 °C (44-46 °C)

Odrzavati temperaturu reakcijske smjese na 45 °C (44-46 °C) 10 min

Profiltrirati otopinu plavim filtarskim papira na Buchnerovom lijevku pod
vakuumom

Sarzirati profiltriranu otopinu i 37,5 mL metanola u jednolitreni reaktor

Otopinu zagrijati na 52 °C (50 -55 °C)

Dokapati 97 mL vode tijekom 20 min

Odrzavati 52 °C (50 -55 °C) 2 sata nakon pocetka kristalizacije

QOO Noo &~ W

Ohladiti na 22 °C (20 — 25 °C) kroz 8 sati

-
©

Mijesati suspenziju 15 sati na 22 °C (20 — 25 °C); 200 RMP

-
=

Profiltrirati otopinu i oprati s 0,1 L smjese (MeOH:H,0=4:1)

-
o

Susiti na 25 °C pod vakuumom do KF < 13%
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Tablica 3.4. Propis prekristalizacije 3

Korak

Uputa

1.

Sarzirati 30 g FSM, 500 mL metanola u jednolitarski reaktor;
Podesiti brzinu mijesanja na 200 RPM

Reakcijsku smjesu zagrijati na 45 °C (44 - 46 °C)

OdrZavati temperaturu reakcijske smjese nai 45 °C (44 — 46 °C) 20 min

Profiltirati otopinu plavim filtarskim papirom na Buchnerovom lijevku pod vakuumom

Sarzirati profiltriranu otopinu i 37,5 mL metanola u jednolitarski reaktor

Otopinu zagrijati na 52 °C (50 -55 °C)

Dokapati 96,25 mL vode tijekom 10 minuta

Odrzavati 45°C 1 sat nakon pocetka kristalizacije

O N ~w D

Ohladiti na 15 °C (13 — 17 °C) kroz 4 sata

-
©

Profiltrirati otopinu i oprati s 0,1 L smjese (MeOH:H,0=4:1)

| —
=

Susiti na 25 °C pod vakuumom do KF < 13%

Tablica 3.5. Propis prekristalizacije 4

Korak Uputa
1 Sarzirati 30 g FSM, 500 mL metanola u jednolitarski reaktor;
' Podesiti brzinu mijeSanja na 200 RPM
) Reakcijsku smjesu zagrijati na 45 °C
' (44 - 46 °C)
3. Odrzavati temperaturu reakcijske smjese na 45 °C (44 — 46 °C) 20 min
4. Profiltirati otopinu plavim filtarskim papirom na Buchnerovom lijevku pod vakuumom
5. Sarzirati profiltriranu otopinu i 37,5 mL metanola u jednolitarski reaktor
6. Otopinu zagrijati na 52 °C (50 -55 °C)
7. Dokapati 70 mL vode tijekom 10 minuta
8. Ohladiti na 45 °C i cijepiti s 0,9 g FSM
9. Odrzavati 45°C 2 sata nakon pocetka kristalizacije
10. Ohladiti na 15 °C (13 - 17 °C) kroz 5 sati
11. Mijesati suspenziju 15 sati na 15 °C (13 — 17 °C); 200 RPM
12. Profiltrirati otopinu i oprati s 0,1 L smjese (MeOH:H,0=4:1)
13. Susiti na 25 °C pod vakuumom do KF < 13%
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Tablica 3.6. Propis kristalizacije 5

Korak Uputa

1 Sarzirati 20 g FSM, 500 mL metanola u jednolitreni reaktor;

' Podesiti brzinu mijeSanja na 200 RPM
2. Reakcijsku smjesu zagrijati na 45 °C (44 - 46 °C)
3. OdrZavati reakcijsku smjesu na 45 °C (44 — 46 °C) 20 min
4, Profiltirati otopinu plavim filtarskim papirom na Buchnerovom lijevku pod vakuumom
5. Sarzirati profiltriranu otopinu i 37,5 mL metanola u jednolitreni reaktor
6. Otopinu zagrijati na 52 °C (50 -55 °C)
7. Dokapati 70 mL vode tijekom 10 minuta

Ohladiti na 45 °C i cijepiti s 0,2 g FSM

8. Odrzavati 45°C 2 sat nakon pocetka kristalizacije
9. Ohladiti na 15 °C (13 - 17 °C) kroz 5 sati
10. Mijesati suspenziju 15 sati na 15 °C (13— 17 °C) ; 200 RPM
11. Profiltrirati otopinu i oprati s 0,1 L smjese (MeOH:H,0=4:1)
12. Susiti na 25 °C pod vakuumom do KF < 13%

23




3.4. KARAKTERIZACIJA KRISTALA

Raspodjela veli¢ina kristala odredena je metodom laserske difrakcije na uredaju Malvern
mastersizer 3000 (slika 3.3.). Metoda se temelji na Cinjenici da Cestice prilikom prolaska kroz

izvor svjetlosti rasprsuju svjetlost pod odredenim kutom koji izravno ovisi o veli¢ini Cestice.

Slika 3.3. Malvern mastersizer 3000

Oblik kristala odreduje se svjetlosnim mikroskopom (slika 3.4.) koji je spojen na rac¢unalo kojim
se analizira slika dobivena mikroskopom.

Slika 3.4. Svjetlosni mikroskop
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3.5. APARATURA ZA PRIKUPLJANJE LINIJSKE RASPODJELE VELICINA CESTICA

Aparatura za prikupljanje linijske raspodjele veliCina Cestica sastoji se od reaktora Optimax 1001

i FBRM sonde Particle Track G400 (slika 3.5.).

-
T

I
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e

Slika 3.5. Aparatura za prikupljanje linijske raspodjele

3.6. PRIKUPLJANJE LINIJSKE RASPODJELE VELICINA CESTICA

Prikupljanje linijske raspodjele veliCina Cestica fosamprenavir kalcija provodilo se
suspendiranjem odredene koli¢ine fosamprenavir kalcija u protuotapalu izopropanolu te
snimanjem suspendiranih Cestica pomo¢u FBRM sonde. Eksperimenti su se provodili pri
razli¢itim koncentracijama uzoraka fosamprenavir kalcija. U 500 mL izopropanola se svakih 10
minuta dodavalo 2 g fosamprenavir kalcija do maksimalne koncentracije od 8 g/L. Prikupljeni

podaci uzeti su za razvoj i validaciju neuronskih mreza.
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3.7. RAZVOJ | VALIDACIJA NEURONSKE MREZE

Postupak razvoj neuronske mreze ¢ine sljedeci koraci:
1) prikupljanje ulaznih i izlaznih podataka,
2) izbor strukture neuronske mreze,
3) izbor kriterija za ocjenu neuronske mreze,
4) izbora algoritma za ucenje neuronske mreze,
5) ucenja neuronske mreze,
6) izbor optimalne strukture neuronske mreze,

7) validacija modela na nezavisnom skupu podataka.

Prikupljanje ulaznih podataka za neuronsku mrezu opisano je u odjeljku 3.6., a izlazne podatke
predstavljaju raspodjele veliCina Cestica uzoraka prekristalizacija. Za razvoj mreze uzeti su

podaci uzoraka 2, uzorka 4, uzorka 5 i polaznog fosamprenavir kalcija.

Pri razvoju primijenila se unaprijedna neuronska mreza, dok je algoritam za ucenje neuronske
mreze Bayesianova regresija. Kriterij za kakvocu je korijen srednje kvadratne pogreske

(jednadzba 1) 1 kvadrat koeficijenta korelacije (jednadzba 2).

n G — 7.2
RMSE = MTLYL) (1)
2 _ 1 _ Zinai=9)?
k=1 T, i )2 @

7Y, — izlaz predviden modelom
y; — eksperimentalna vrijednost
y — srednja vrijednost y
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Razvijeno je Sest neuronskih mreza razli¢itih struktura (tablica 3.7.)

Tablica 3.7. Sukture razvijenih neuronsih mreza

Naziv mreZe ir:ijje:zl;:?;:j Broj skrivenih slojeva
Modell 10 2
Model 2 20 2
Model 3 30 2
Model 4 10 3
Model 5 20 3
Model 6 30 3

Razvoj neuronske mreze proveden je u programskom paketu MATLAB u Neural Network

Toolbox- u.

Create Network or Data - X
Network Data
Name

network

Network Properties

Network Type: Feed-forward backprop &7
Input data: ulaz &7
Target data: izlaz e
Training function: TRAINLM E
Adaption learning function: LEARNGDM
Performance function: MSE 7
Number of layers: 4

Properties for: Layer1

Number of neurons: 3d
Transfer Function: TANSIG  ~

O View ¥ Restore Defaults

@ Help -t Create @ Close

Slika 3.6. Sucelje Neural network toolboxa u Matlabu
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. PREKRISTALIZACIJE

Prekristalizacije fosamprenavir kalcija provodile su se radi dobivanja uzoraka razli¢itih
raspodjela veli¢ina Cestica koji su se koristili pri razvoju neuronske mreze i njezine validacije.

Pri provodenju kristalizacija 1, 2 i 3 nukleacija je potaknuta dodatkom vode, tj. protuotapala, a
mijenjale su se sljedece varijable: brzina okretaja mijesala, koli¢ina dodanog protuotapala, brzina
hladenja, vrijeme mijesanja, koncentracija fosamprenavir kalcija. Sve ove varijable bitno utje¢u
na raspodjelu veli¢ina Cestica.

Raspodjela veli¢ina Cestica uzoraka 1,2,3 ukazuje da je prilikom prekristalizacije doslo do
aglomeriranja Cestica fosamprenavir Kalcija $to se oéituje iz bimodalne krivulje raspodijele
veli¢ina Cestica (slika 4.1.). Uzorak 3 sastoji se od najveceg udjela aglomerata jer je pri
kristalizaciji uzorka 3 vrijeme mijeSanja bilo najkrace. Vrijeme mijeSanja je bitna varijabla pri

kristalizaciji lomljivih kristala jer mijesalo usitnjava kristale.

4 -
—nuzorak 1

3,5
—uzorak 2
=—nzorak 3

3 -

2,5

q3(x)/ %o

1,5

0,5

0 T T T T

0,01 0,1 1 10 100 1000 10000
x/pm

Slika 4.1. Raspodjela velicina Cestica uzroka 1, uzorka 2 i uzorka 3
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Fotografije uzoraka 1, 2 i 3 sa svjetolsnog mikroskopa ukazuju na iglicastu strukturu kristala
fosamprenavir kalcija (slika 4.2. — 4.4). Na fotografijama se, takoder, moze uociti da primarne

Cestice nisu veée od 50 pm Sto se poklapa s vrijednostima raspodjele veli¢ina Cestica.

Slika 4.2. Fotografija kristala uzorka 1
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Slika 4.4. Fotografija kristala uzorka 3
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Pri provedbi kristalizacija 4 i 5 dodano je cijepivo, a varijable koje su se mijenjale su masa
cijepiva i koncentracija fosamprenavir kalcija koje bitno utjecu na raspodjelu veli¢ina Cestica.

Raspodjela veli¢ina Cestica uzoraka 4 i 5 ukazuje da je prilikom prekristalizacije doslo do
aglomeriranja Cestica fosamprenavir kalcija §to se ocituje iz bimodalne krivulje raspodjele
veli¢ina Cestica (slika 4.5.). Uzorak 5 sadrzi ve¢i udio aglomerata zbog manje mase dodanog

cjepiva i manje koncentracije fosamprenavir kalcija.

45 -
—uzorak 4

4 —uzorak 5

0 T T T T T
0,01 0,1 1 10 100 1000 10000

X/ um

Slika 4.5. Raspodjela velicina cestica uzroka 4 i uzorka 5

Fotografije uzoraka 4 i 5 sa svjetlosnog mikroskopa ukazuju na iglicastu strukturu kristala
fosamprenavir kalcija (slike 4.6. — 4.7). Na fotografijama se uocava da primarne Cestice nisu
vece od 50 pum, a aglomerati su nastali sras¢ivanjem Cestica §to se poklapa s vrijednostima

raspodjele veli¢ina Cestica.
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Slika 4.6. Fotografija kristala uzorka 4

Slika 4.7. Fotografija kristala uzorka 5
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4.2. VALIDACIJA NEURONSKE MREZE

Na temelju dobivenih statistickih kriterija kvalitete pri validaciji modela uocava se da svi

razvijeni modeli opisuju nezavisni skup podataka s velikim kvadratom koeficijenta korelacije

(R? te malim korijenom srednje kvadratne pogreske. Najbolje kriterij kvalitete pokazao je

model 1 koji ima najmanje skrivenih slojeva i neurona u skrivenom sloju (tablica 3.8).

Tablica 3.8. Statisticki kriteriji kvalitete pri validaciji razvijenih modela

Naziv mreze

Koeficijent
korelacije (R?)

Korijen srednje
kvadratne pogreske

Modell 0,9647 0,2267 %
Model 2 0,9310 0,4232 %
Model 3 0,9181 0,3442 %
Model 4 0,9172 0,3471 %
Model 5 0,9357 0,3010 %
Model 6 0,9547 0,2567 %

Na temelju slika 4.8. 1 4.9. moze se vidjeti da svi modeli, osim modela 2, s velikom to¢nos¢u

opisuju Sirinu i visinu prvog vrha raspodjele veli¢ina Cestica, 0dnosno udio primarnih ¢estica u

raspodjeli. Takoder, vidljivo je da s ve¢im odstupanjem opisuju drugi vrh raspodjele, tj. veli¢inu i

udio aglomerata u raspodjeli veli¢ina Cestica
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=——model 1
—model 2
45 -
! ——model 3
—uzorak 1
4 -
3,5 -
3
25
2 -
1,5 -
1]
0,5 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘
0,01 0,1 1 10 100 1000 10000
X/ pm
Slika 4.8. Validacija modela 1, 2, 3
4 -
——model 4
—model 5
357 ——1model 6
—uzorak 1
3 4
2,5 -

as(x) / %

1,5 -

0,5

0 T T T T T 1

0,01 0,1 1 10 100 1000 10000
X/ pm

Slika 4.8. Validacija modela 4, 5, 6
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu razvijen je empirijski model neuronske mreze za korelaciju linijske raspodjele

veli¢ine Cestica s volumnom raspodjelom veli¢ina Cestica.

Uzorci fosamprenavir kalcija za koje je razvijen i validiran model sastoje se od primarnih

iglicastih Cestica i aglomerata.

Validacijom modela na nezavisnom skupu podataka dobiven je visok koeficijent korelacije i mali
korijen srednje kvadratne pogreske. S obzirom na dobivene statisticke kriterije kvalitete moZe se
zakljuciti da razvijeni modeli dobro opisuje zadanu volumnu raspodjelu veliCina Cestica na

temelju ulazne linijske raspodjele.

Model razvijen neuronskom mrezom teze ekstrapolira izvan podrucja na kojemu je neuronska
mreZa ucena. Stoga je za primjenu ove vrste modela potrebno prikupiti vec¢i broj uzoraka kako bi

se prosirilo podrucje primjene i pro§irila primjenjivost modela.

Model je razvijen na uzorcima prikupljenim na kraju procesa kristalizacije, stoga je pogodan za

procjenu volumne raspodjele veliine Cestica na izlazu iz kontinuiranog Kristalizatora.

Metoda razvijena u ovom radu pogodna je za primjenu zbog njene jednostavnosti i mogucnosti
primjene na razli¢itim morfologijama kristala. Nedostatak metode je potreba za velikim brojem

uzoraka kako bi se postigla sto vec¢a robusnost modela.
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