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SAZETAK

Farmaceutska industrija je danas jedna od najrazvijenijih industrija. Podaci o topljivosti
djelatne tvari 1 kemijskih meduproizvoda koji se koriste u farmaceutskoj industriji osnovni su
podatci koji su potrebni za proces sinteze 1 pro¢iS€avanja. Osim toga, s gotovo 40% spojeva
koji se koriste kao lijekovi imaju problem s topljivosti. Stoga je svaki pokuSaj predvidanja

topljivosti vrlo vazan u istraZivanjima otkrivanja lijekova.

U radu je odredena topljivost dviju djelatnih tvari, dronedaron hidroklorida 1 ceritiniba
u razliCitim otapalima i smjesama otapala. Dobiveni eksperimentalni podaci (dronedaron
hidroklorid i ceritinib) te literaturni podaci (dronedaron hidroklorid) korelirani su razli¢itim
jednadzbama kao $to su modificirana Apelblatova, Yawsova 1 Van’t Hoffova jednadZba. Sve
jednadzbe dobro opisuju dobivene podatke, a bolje slganje esperimentalnih i1 racunski
odredenih podataka ovisi o komponenti ¢ija se topljivost odreduje, rasponu ispitivanog

temperaturnog podrucja, otapalu te eksperimentalnoj metodi.

Kljuéne rijeci: Apelblatova jednadzba, ceritinib, dronedaron hidroklorid, topljivost, Van’t

Hoftfova jednadzba, Yawsova jednadzba.



ABSTRACT

Today, the pharmaceutical industry is among the most advanced industries. Data on the
solubility of the active substance and chemical intermediates used in the pharmaceutical
industry are the fundamental data required for the synthesis and purification process. In
addition, nearly forty percent of pharmaceutical compounds have solubility issues.

Consequently, any attempt to predict solubility is crucial to drug discovery research.

This study determined the solubility of two active substances, dronedarone hydrochloride and
ceritinib, in various solvents and solvent mixtures. This study examined the solubility of two
active compounds, ceritinib and dronedarone hydrochloride, in various solvents and solvent
combinations. Dronedarone hydrochloride and ceritinib obtained from the experiments and
Dronedarone hydrochloride from the literature were correlated using a variety of equations,
including the modified Apelblat, Yaws, and Van't Hoff equations. The better agreement
between experimental and computationally calculated data depends on the component whose
solubility is determined, the range of the tested temperature range, the solvent, and the

experimental method. All equations adequately describe the given data.

Keywords: Apelblat equation, ceritinib, dronedarone hydrochloride, solubility, Van't Hoff

equation, Yaws equation.
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1. UVOD

Otopine su homogene smjese koje se sastoje od otapala u suvisku i otopljene tvari.
Topljivost tvari je sposobnost topljive tvari da se otopi u pogodnom otapalu. Bitno je svojstvo
u farmaceutskoj industriji gdje je odredivanje topljivosti glavni korak pri izradi farmaceutika.
Lijekovi se najcesc¢e koriste oralno 1 moraju biti dobro topljivi kako bi izazvali zeljeni u€inak
na organizam. Glavni izazov s dizajnom oralnih oblika lezi u njihovoj slaboj bioraspolozivosti.
Niska topljivost u vodi glavni je problem s kojim se susrecu farmaceuti. Zbog loSe topljivosti

lijeka smanjuje se njegova djelotvornost i apsorpcija u organizmu. !

Djelatna tvar (engl. active pharmaceutical ingredient, API) je glavni sastojak lijeka
koji proizvodi potreban ucinak na tijelo za lijeenje stanja. API-ji su opCenito kategorizirani u
dvije vrste — sintetske i prirodne. Sintetski kemijski API-ji, takoder poznati kao male molekule,
¢ine veliki dio farmaceutskog trzista, s mnogim lijekovima malih molekula koji su
komercijalno dostupni na trzistu. Prirodni API-ji koriste se u izradi bioloskih lijekova koji sve
viSe postaju najprodavaniji lijekovi na trzistu.?> Kristalizacija se primjenjuje u razli¢itim
industrijama kao Sto su farmaceutska i prehrambena industrija kako bi se separirale faze,
procistili kristali ili nastale nove ¢vrste faze. Izbor pogodnog otapala je klju¢an korak u procesu
odredivanja kristalizacije.’ Stoga je bitno definirati topivost API-ja i kemijskih meduproizvoda
koji se koriste u farmaceutskoj industriji kako bi se uspjeSno proveo proces sinteze i

procis¢éavanja. Odabir otapala izravno utjece na iskoristenje i ¢istoéu proizvoda.-*

Budu¢i da je odredivanje topljivosti vremenski zahtjevno, razvijene su se prediktivne
metode kojima se procjenjuje topljivost. Metode za odredivanje topljivosti mogu se podijeliti
na empirijske 1 metode koeficijenta aktivnosti. Medu empirijske metode spadaju korelacije
poput Apelblatove jednadZbe, modificirane Apelblatove jednadZbe i A4 jednadZzbe. U ovom
radu, primijenjeni su i usporedeni razli¢iti modeli za eksperimentalno odredene topljivosti

ceritiniba i dronedaron hidroklorida u razli¢itim otapalima.*



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Otopine

Otopine su homogene smjese koje se sastoje od otapala u suvisku i otopljene tvari.
Otopljena tvar moze biti u krutom, kapljevitom ili plinovitom stanju dok je otapalo najcesée u
kapljevitom stanju.’ S obzirom na koli¢inu otopljene tvari, otopine se dijele na nezasi¢ene,
zasi¢ene 1 prezasic¢ene. Otopina u kojoj je postignuta ravnotezna (zasi¢ena) koncentracija
otopljene tvari pri zadanoj temperaturi naziva se zasi¢enom otopinom. Nezasi¢ene otopine su
one koje sadrze manje otopljene tvari od ravnotezne (zasi¢ene) koncentracije pri zadanoj
temperaturi. Prezasi¢ene otopine sadrze ve¢u koncentraciju otopljene tvari od ravnotezne pri

zadanoj temperaturi. Stanje otopine bitno je kod industrijskih procesa kao $to je kristalizacija.

Kristalizacija je vaZzna za kvalitetu proizvoda jer utjece na veli¢inu Cestica, Cistocu 1
prinos proizvoda. Na primjer, u farmaceutskoj industriji, kristalizacija API-ja treba biti strogo

kontrolirana kako bi se zadovoljile Zeljene specifikacije proizvoda.?

2.2. Topljivost

Topljivost je sposobnost topljive tvari da se otopi u pogodnom otapalu. Poznato je
pravilo da se slicno otapa u slicnome, odnosno da se polarne tvari bolje otapaju u polarnim
otapalima dok se nepolarne tvari bolje otapaju u nepolarnim otapalima. Podaci o topljivosti
API-ja 1 kemijskih meduproizvoda koji se koriste u farmaceutskoj industriji jedna su od
osnovnih podataka koji su nam potrebni za proces sinteze i pro¢is¢avanja.* Topljivost ovisi o
mnogim faktorima kao $to su medumolekulske privlacne sile izmedu otopljene tvari i otapala,

tlaku i temperaturi.’

Na slici 1. prikazan je dijagram koji pokazuje ovisnost topljivosti soli o temperaturi.
Krivulje topljivosti prikazuju koli¢inu krutih ili plinovitih tvari otopljenih u 100 g otapala koje
je najcesce voda. Vecini soli, topljivost se povecava s porastom temperature ( npr. NaNOs,

KNO3), nekima se ne mijenja ( npr. NaCl ) dok se nekima smanjuje (npr. Ce2(SO4)3).



Topljivost, g soli/100 vode

0
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatura, °C

Slika 1. Dijagram ovisnosti topljivosti soli o temperaturi.®

S obzirom da su podaci o topljivosti vrlo bitni za razliCite industrije i da je odredivanje
topljivosti dugotrajan proces, razvile su se razliite korelacijske jednadzbe i termodinamicki

modeli kako bi se mogla procijeniti topljivost soli u razli¢itim otapalima.*

2.2.1. Vaznost topljivosti u farmaceutskoj industriji

Farmaceutska industrija koja obuhvaca razvitak, proizvodnju i distribuciju lijekova te
plasiranje medicinskih proizvoda na svjetsko trziSte. Krajnji proizvod farmaceutske industrije

su lijekovi.’

Lijekovi se najcesée koriste oralno zbog jednostavnosti, fleksibilnosti u dizajnu,
najmanjih ogranic¢enja sterilnosti i najvece fleksibilnosti prilikom dizajniranja oblika doziranja.
Medutim, glavni izazov s dizajnom oralnih oblika lezi u njihovoj slaboj bioraspoloZivosti.
Oralna bioraspolozivost ovisi o nekoliko ¢imbenika kao $to su topljivost u vodi, brzina otapanja
i osjetljivost na mehanizme refluksa. Topljivost igra vaznu ulogu u postizanju zeljene

koncentracije lijeka u organizmu za postizanja odredenog farmakoloskog odgovora.

Niska topljivost u vodi glavni je problem s kojim se susre¢e farmaceutska industrija.
Lijekovi koji imaju nisku topljivost u vodi Cesto zahtijevaju visoke doze kako bi se postigla
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terapijska koncentracija u organizmu nakon oralne primjene. Losa topljivosti lijeka smanjuje
njegovu djelotvornost i apsorpciju u organizmu. U literaturi su dostupni brojni pristupi za

povedanje topljivosti slabo topljivih lijekova u vodi poput kemijskih i fizikalnih modifikacija.*

2.2.2 Topljivost u mijeSanim otapalima

Topljivost nekih tvari moZze se poboljSati otapanjem u smjesi razli¢itih otapala. Kada se
dva ili viSe otapala mijeSaju, njihova medusobna interakcija moZe utjecati na sposobnost
otapanja tvari. Kada biramo otapalo, bitno je uzeti u obzir njegovu ekonomicnost, stabilnost 1
sigurnost.” Brojne su prednosti koriStenja smjesa otapala poput poboljsanja odredenih

fizikalnih svojstava, kao $to su gustoca, viskoznost i hlapljivost. 8

Otapanje tvari u smjesi razlicitih otapala ¢esto je primjenjivana metoda u farmaceutskoj

industriji, kemiji materijala i kemijskim sintezama.

2.2.3. Metode odredivanja topljivosti

U laboratoriju, pojedinacno mjerenje topljivosti moze se relativno jednostavno provesti
uz pomoc¢ jednostavnog postava. S obzirom na ograni¢enu opskrbu materijalom u ranim fazama
razvoja lijekova i1 potrebu za Sto brzim identificiranjem odgovarajuceg otapala i temperaturnog
raspona za kristalizaciju, uredaji za visokoucinkovito probiranje, koji su potekli iz
kombinatornog pristupa otkrivanju lijekova, postaju znatno $iroko koriSteni. Jo§ jedan trend u
industriji je upotreba in-situ analiti¢kih instrumenata, poput ultraljubicasto/vidljivog (UV/VIS)

ili bliskog infracrvenog (NIR) spektrofotometra.

Spektrofotometri se mogu koristiti za mjerenje topljivosti ili koncentracije otopine.
Kako bi se uspostavila veza izmedu topljivosti/koncentracije otopine i podrucja spektralnih
vrhova, potrebna je kalibracija s poznatim koncentracijama. Predvidanje topljivosti takoder

privlaci vise paznje, uglavnom je ogranic¢eno na akademsko istrazivanje.’
2.3. Djelatna tvar

API je glavni sastojak lijeka koji uzrokuje Zeljeni u¢inak na organizam.” Odabir faze
API-ja jedna je od prvih to¢aka odlucivanja u razvoju formulacije, odnosno procesa u kojem

se razli¢ite kemijske tvari, uklju¢uju¢i API, kombiniraju kako bi se proizveo konacni lijek.
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Nakon toga, fokus se pomice na fizicka svojstva API-ja kao §to je veli¢ina Cestica. Vrlo Cesto
su ta svojstva pomno pracena tijekom razvoja lijeka jer mogu imati izravan utjecaj na

bioug¢inkovitost formulacije. !’

Neki lijekovi sadrze vise API-ja koji u organizmu djeluju na razliite nacine. Svaki
pojedini lijek sastoji se od dvije glavne komponente, API-ja, koji je kemijski i1 bioloski aktivan
te druge komponente, takozvane pomoc¢ne tvari, koja je kemijski neaktivna 1 ima sekundarnu

ulogu kao §to su postizanje Zeljene boje, okusa i volumena.'!

Kvaliteta API-ja izravno utjeCe na djelotvornost 1 sigurnost lijeka. LoSe proizvedeni i
kontaminirani aktivni sastojci uzrokuju negativne zdravstvene ishode i u najgorem slucaju
smrt.'? Stoga API-ji moraju proéi niz testiranja i biti u skladu sa standardima kako bi se mogli

koristiti u proizvodnji lijekova.

2.3.1. Topljivost djelatne tvari

Razvoj novih API-ja dugotrajan je 1 skup postupak, zbog cega je vazno izbjeci svaki

moguéi rizik koji bi mogao smanyjiti djelotvornost proizvoda.!°

Topljivost API-ja glavni je parametar za postizanje zeljenog uc¢inka kona¢nog lijeka. U
slucaju krutih i tekucih oralnih formulacija, dobra topljivost API-ja je preduvjet za dostatnu
apsorpciju API-ja u tijelu. Ako je API netopljiv, ne moze proc¢i gastrointestinalnu membranu i
uéi u sustavnu cirkulaciju i time nece ostvariti namjeravani fizioloSki ucinak. Tekuce

formulacije obi¢no zahtijevaju da API bude prisutan u otopljenom obliku.'?

2.4.1. Kristalizacija iz otopine

Pokretacka sila tijekom procesa kristalizacije potice prijenos tvari, a moze se osigurati
dovodenjem ili odvodenjem topline u sustav, tada govorimo o kristalizaciji bez pomocéne

komponente. '*

Koju metodu kristalizacije ¢emo odabrati ovisi o sustavu, termodinamici sustava i
svojstvima tvari koja kristalizira. Tako ¢emo tvari koje imaju nizu topljivost dobiti

precipitacijom ili dodatkom antiotapala. Antiotapalo je tvar koja se dodaje u otopinu s ciljem



smanjenja topljivosti odredene tvari, a smanjenje topljivosti olakSava proces kristalizacije. S

obzirom na odabranu metodu kristalizacije dobivamo razli¢ite oblike kristala.’

Na slici 2. vidimo prikaz razli¢itih oblika kristala dobivenih razli¢itim metodama
kristalizacije. Kristali dobiveni hladenjem i zaledivanjem imaju ostrije rubove u odnosu na one

dobivene rasprSivanjem.
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Slika 2. Prikaz kristala KCl-a dobivenog: a) hladenjem b) zaledivanjem c) rasprSivanjem.

Prilikom odabira otapala potrebno je obratiti paznju na svojstva otapala kao $to su:
= (istoca otapala
= kemijska reaktivnost otapala
= zapaljivost otapala

= toksi¢nost otapala

2.4. Kristalizacija

Kristalizacija je toplinski separacijski proces odvajanja Cije provodenje rezultira
nastajanjem nove Cvrste faze. Kristalizacijom nastaju kristali, odnosno trodimenzionalne ¢vrste
strukture izgradene od atoma, molekula i iona. Proces prijenosa tvari potaknut je dovodenjem
ili odvodenjem topline te koriStenjem pomoéne komponente. Kristalizacija se primjenjuje u
razli¢itim industrijama kao $to su farmaceutska i prehrambena industrija kako bi se separirale

faze, procistili kristali ili nastale nove &vrste faze.’

Kako bi se kristalizacija smatrala uspjeSnom kristali moraju biti zadovoljavajuce

Cistoce, oblika i raspodjele. Cilj je dobiti velike kristale uske raspodjele veli¢ina, koji se nakon



provedenog procesa kristalizacije lako filtriraju, ispiru i suse.> Ova svojstva znadajno ovise,
izmedu ostalih ¢imbenika, o izboru otapala. Stoga je vazno odrediti topljivost odabrane
komponente u razli¢itim otapalima, ili smjesama otapala. O topljivosti komponente u otapalu

ovisit ¢e 1 izbor metode provedbe kristalizacije.

2.5. Korelacijske jednadzbe

Zbog dugotrajnog eksperimentalnog odredivanja topljivosti, pozeljno je razviti
prediktivne metode za procjenu topljivosti. Pregled literature upucuje da se metode dostupne
za odredivanje topljivosti mogu podijeliti na empirijske metode i metode koeficijenta akivnosti.
Medu empirijske metode spadaju korelacije poput Apelblatove jednadzbe, modificirane
Apelblatove jednadzbe i A jednadzbe. Cesto koristeni modeli koeficijenata aktivnosti su

NRTL model, Wilsonov model i UNIQUAC model za predvidanje topljivosti. *



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Svrha rada

Svrha rada bila je odrediti topljivost dronedaron hidroklorida i ceritiniba u razli¢itim
otapalima pri razli¢itim temperaturama. Dobiveni eksperimentalni podaci su opisani razli¢itim
korelacijama 1 termodinamickim modelima kako bi se mogle predvidjeti topljivosti na

razli¢itim temperaturama.*

3.2. Materijali

Od materijala koristeni su lijekovi dronedaron hidroklorid i ceritinib. Lijekovi se mogu
klasificirati prema biofarmaceutskom sustavu klasifikacije, BCS. Ova klasifikacija je napredni
alat koji se koristi za klasifikaciju lijekova na temelju topljivosti u vodi i crijevne propusnosti,
koji utjetu na apsorpciju API-ja.!> Prema BCS klasifikaciji, dronedaron hidroklorid pripada
klasi II (niska topljivost, a visoka propusnost), dok ceritinib pripada klasi I'V, §to znaci da ima

nisku propusnost i nisku topljivost.'®

3.2.1 Dronedaron hidroklorid

Dronedaron hidroklorid (slika 3.) je ¢lan klase 1-benzofurana koji se koristi za lijeCenje
sréanih aritmija. Takoder ima ulogu kao ekoloski kontaminant i ksenobiotik.!” Kemijski se
moze smatrati derivatom benzofurana slicnim amiodaronu. Dronedaron hidroklorid je razvio
Sanofi-Aventis pod trgovackim imenom Multag nakon §to ga je Uprava za hranu i lijekove,
FDA ( eng. Food and drug administration) odobrila u srpnju 2009. Dronedaron hidroklorid
ima relativno nisku toksi¢nost prema jetri 1 drugim organima te nisku topljivost u vodi koju je
moguce povecati promjenom pH. Kako bi se odredio medij pogodan za procis¢avanje API-ja

odredena je topljivost dronedarona hidroklorida u razli¢itim otapalima.'®



Slika 3. Prikaz molekule dronedaron hidroklorida.'®

3.2.2. Ceritinib (Zykadia)

Ceritinib 1li Zykadia je lijek koji se u slu¢aju uznapredovale bolesti koristi za lijeCenje

).20

odraslih osoba s rakom plu¢a nemalih stanica (slika 4.).”” Pripada klasi lijekova nazvanoj

inhibitori kinaze. Djeluje tako da blokira djelovanje abnormalnog proteina koji potic¢e stanice

raka na razmnoZavanje, ¢ime se usporava ili zaustavlja Sirenje kancerogenih stanica.?!

HN

Slika 4. Prikaz molekule ceritiniba.

Ceritinib je kristalini¢ni prah, topljiv je u organskim otapalima kao §to su etanol, DMSO

(dimetil sulfoksid) i DMF (dimetilformamid). Slabo je topljiv u vodenim otopinama pufera.??

3.2.3. Odabir sustava otapala

Prilikom odabira sustava otapala potrebno se posluziti Pfizerovim vodicem za odabir

otapala, koji je prikazan u tablici 1. te tablicom mijesljivosti otapala (tablica 2.)



Tablica 1. Pfizerov vodic pri odabiru otapala.

UPOTREBLJIVO
Cikloheksan

Heptan

Toulen

Metilcikloheksan

Tercijarni butil metil

eter

[zooktan
2-MeTHF
THF

Ksilen

Dimetil sulfoksid

Octena kiselina

Etilen-glikol

Otapalo mora zadovoljiti slijedece kriterije:

e tvar mora biti dobro topljiva u otapalu

e otapalo mora biti ¢isto

e otapalo mora biti u¢inkovito

e otapalo se mora mo¢i regenerirati sa svthom ponovno koristenja

e ne smije biti otrovno ni toksi¢no'®

Za smjesu otapala kombiniraju se otapala koja su medusobno mjesljiva.

10



Tablica 2. Tablica mjesljivosti otapala.

Acetatna kiselina
Ugljikov tetraklorid
Dimetilformamid
Dimetil sulfoksid
(DMSO)

Metil etil keton

S

SE o
=2 g
58 §
535 A~
°

Acetonitril
Benzen
Butil acetat (n-)
Kloroform
Cikloheksan
Dikloretan(1,2-)
Diklormetan
Dietil eter
Diizopropil eter
Dioksan
Etil acetat
Izooktan
Izopropanol
Metanol
1-propanol
Trikloroetilen

)
2

Aceton

Butanol

Etanol

Heptan
Tetrahidrofuran (THF)
Toulen

Voda

Ksilen

@ Heksan

Acetatna kiselina
Aceton
Acetonitril
Benzen
Butanol
Butil acetat (n-)
Ugljikov tetraklorid
Kloroform
Cikloheksan ° e o L]
Dikloretan (1,2-)
Diklormetan
Dietil eter °
Diizopropil eter °
Dimetilformamid ° L] e o o °
Dimetil sulfoksid (DMSO) L L] e o o °
Dioksan
Etanol
Etil acetat
Heptan
Heksan @
Izooktan
Izopropanol

Metanol L] e o o L]
Metil etil keton (MEK)
Metil terc-butil eter
(MTBE)

Pentan = @ o e o °
1-propanol
Tetrahidrofuran (THF)
Toulen
Trikloroetilen
Voda 9.0 /e. e e e . 6 9 e 6w o e o @ e o o e o
Ksilen e o o o

3.3. Metode

Topljivosti dronedaron hidroklorida i ceritiniba odredene su eksperimentalno u
razli¢itim otapalima 1 smjesama otapala u odredenom rasponu temperatura. Podaci su
aproksimirani modificiranom Apelblatovom, Yawsovom i van't Hoffovom jednadzbom te je
odredena ona koja najbolje opisuje dobivene podatke. Osim eksperimentalno odredenih
topljivosti dronedaron hidroklorida, koristeni su literaturni podaci o njegovoj topljivosti u

otapalima.??

3.3.1. Eksperimentalno odredivanje topljivosti

3.3.1.1. Odredivanje topljivosti u Crystal 16

Ispitivanje topljivosti dronedaron hidroklorida i odredivanje Sirine metastabilne zone u
razli¢itim otapalima odradeno je u Pliva Hrvatska d.o.0. uz pomo¢ uredaja Crystal 16 (slika
10.). KorisStena otapala su acetonitril i 2-propanol te smjese otapala acetonitrila i vode (u omjeru

1:3), 2-propanola i vode (u omjeru 1:2), u rasponu temperatura od 298,2 do 338,2 K. Uredaj

11



Crystal 16 sastoji se od Cetiri neovisno grijana bloka posuda. Uredaj omogucuje istovremeno
provodenje 16 eksperimenata u malim volumenima. Mjerenjem se odreduje Sirina metastabilne
zone turbidimetrijskom metodom.'® U epruvete volumena 1 ml dodaje se otapalo i dronedaron
hidroklorid u razli¢itim omjerima te se pri konstantnom mijesanju i zagrijavanju odreduje tocka

bistrenja koja definira ravnoteznu koncentraciju zasi¢enosti pri odredenoj temperaturi.

Slika 5. Prikaz uredaja Crystal 16.

3.3.1.2. Literaturni podaci za toplivost dronedaron hidroklorida

Osim eksperimentalno odredenih koncentracija, koriSteni su i literaturni podaci o
topljivosti dronedaron hidroklorida. Podaci o topljivosti povezani su koriStenjem modificirane
Apelblatove jednadzbe i pojednostavljene termodinamicke jednadzbe. Literaturni podaci
odredivanja topljivosti dobiveni su koriStenjem Sest Cistih otapala u rasponu temperatura od
298,15 do 323,15 K. Suvisak dronedaron hidroklorida dodan je u zacepljenu staklenu ampulu
koja sadrzava otapalo. Suspenzije su mijeSane 10 minuta na centrifugi, a zatim su stavljene u
ultrazvuénu kupelji na 1 sat. Uzorci su zatim termostatirani u vodenoj kupelji uz mijesanje 100
min! na 12h. Koncentracija dronedaron hidroklorida izmjerena je UV/VIS spektrofotometrom

mjerenjem aporbancije na 290 nm.

3.3.1.3. Odredivanje topljivosti u CrystalSCAN-u

Topljivost ceritiniba odredena je u uredaju CrystalSCAN (slika 6.) koji koristi
turbidimetar kako bi se odredila zamucenost otopine koja se mijenja ovisno o prisutnosti
kristala u otopini. CrystalSCAN je stolna, automatizirana, paralelna platforma za pracenje
kristalizacije koja omogucuje odredivanje krivulja topljivosti i Sirina metastabilne zone za vise

uzoraka, te optimizaciju Zeljenog postupka kristalizacije.?*
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Slika 6. Prikaz uredaja CrystalSCAN.*

Topljivost ceritiniba odredena je metodom postizanja ravnoteznog stanja pri odredenim
uvjetima. Ova metoda podrazumijeva dodatak API-ja u suvisku u Cisto otapalo ili smjesu
otapala te se mijeSa uz odrzavanje konstantne temperature. Otapalo i djelatna tvar stavljaju se
u kristalizator uz odrzavanje stalne temperature. Suspenzija se mijesa dovoljno dugo kako bi
se osiguralo postizanje ravnoteze krutina-kapljevina. Pri tome turbidimetrijska sonda u
kristalizatoru pokazuje konstantnu vrijednost zamucenosti. MijeSanje se zatim zaustavlja, a
poznata koli¢ina otopine uzima koriStenjem filtra s porama promjera 45 um. Otopina se stavlja

u infracrveni susionik (slika 7.), u kojem se susi na 100°C do postizanja kona¢ne mase.

Slika 7. Prikaz infracrvenog susionika MLS 50-3C, Kern&Sohn.*!
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Koncentracija zasi¢enosti iskazuje se molnim udjelom API-ja koji se izraCunava izrazom:

ma
M
X = mg g (1)
My Mp
gdje je m4 masa otopljne tvari, mp masa otapala, a My 1 Mp predstavljaju molarnu masu

otopljene tvari i otapala.*

3.3.2. Korelacije i termodinamicki modeli

Znanje o topljivosti API-ja u razliitim otapalima izuzetno je vaZno za uspjesSno
oblikovanje 1 razvoj procesa razdvajanja i prociS€avanja pomocu kristalizacije. Ovdje je
objasnjena poluempirijska metoda i1 termodinamicki modeli za procjenu topljivost dvaju API-
ja u razli¢itim otapalima. Prilagodljivi parametri termodinamic¢kih modela izracunavaju se
minimiziranjem funkcije koja se odnosi na razliku izmedu eksperimentalne vrijednosti i
izraCunate vrijednosti iz modela. Primjenjivost modela moze se odrediti procjenom apsolutne
relativne devijacije (RAD) i srednje kvadratne devijacije (RMSD). Za opis eksperimentalno
dobivenih rezultata koristeni su: modificirana Apelblatova jednadzba, Yaws model i van’t

Hoffov model.

3.3.2.1 Modificirana Apelblatova jednadzba

Modificirana Apelblatova jednadzba (2) se koristi za povezivanje molnog udjela
topljivosti spojeva u Cistom otapalu pri razli¢itim temperaturama. Jednadzba je izvedena iz

Clausius-Clapeyronove jednadzbe 1 glasi:
B
In x4 —A+T/—K+Cln(T/K) (2)

gdje x; predstavlja molni udio API-ja, a A, B 1 C su empirijski parametri koji se procjenjuju na

temelju eksperimentalnih podataka.*

3.3.2.2. Yaws jednadzba

Podaci o ravnotezi izmedu krutine i kapljevine takoder se mogu prikazati pomocu

Yaws-ove jednadzbe (3):
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B Cc
Inx; =4+ T/_K+ T/K)? 3)

gdje su A, B, i C empirijski parametri koji se procjenjuju prilagodavanjem eksperimentalnih

podataka.*

3.3.2.3. Van 't Hoffova jednadzba

Van’t Hoffova jednadzba (4) se koristi kako bi se opisala temperaturna ovisnost

kemijske ravnoteze. Jednadzba glasi:
B
Inx, =4+— 4)

T/K

gdje su A1 B parametri koji se mogu odrediti iz eksperimentalnih podataka pomoc¢u metode
najmanjih kvadrata i 7 je apsolutna temperatura. Van't Hoffova jednadzba koristi se za

predvidanje entalpije otapanja, entropije otapanja i Gibbsove slobodne energije otapanja.*

15



4. REZULTATI I RASPRAVA

Prikazani su rezultati odredivanja topljivosti dronedarona i ceritiniba te literaturni
podaci dobiveni za topljivosti dronedarona u Sest razlicitih otapala. Za aproksimaciju podataka
koristene su tri korelacijske jednadzbe (2, 3 1 4). Parametri korelacijskih jednadzbi odredivani

su pomocu funkcije Solver u Excelu za svaki pojedini sustav otopljena tvar-otapalo.

4.1. Topljivosti dronedaron hidroklorida

4.1.1. Eksperimentalni podaci

Rezultati topljivosti dronedaron hidroklorida u ovisnosti o temperaturi za 2 Cista
otapala, acetonitril i 2-propanol te smjese otapala, acetonitril-voda 1:3 i 2-propanol-voda 1:2

koji su dobiveni koristenjem uredaja Crystal 16 prikazani su u tablici 3.

Tablica 3. Prikaz eksperimentalnih podataka topljivosti dronedaron hidroklorida dobivenih u
uredaju Crystall6.

Smjesa otapala TK );:;:(:;:L;l:: Cisto otapalo T/K );:;:;;(:0;1:
298,20 2,20-10* 305,70 2,90-10°
cetonitrivoda 306,30 450-10° | 3 propanoel- 313,50 6,04:10°
1:3 311,30 6,80-102 voda 1:2 317,30 9,12:10°
315,10 9,10-107 320,60 1,21-10°
304,10 6,58-10° 309,70 7,86:10%
317,30 1,57-10% 310,50 7,86:10%
323,00 2,88-10 317,90 1,66:10°
acetonitril 327,60 3,65-10 2-propanol 323,00 3,34-107
328,80 436-10* 331,00 5,07-10°
330,60 531-10% 334,20 6,82:10°
332,50 6,55-10* 334,30 8,29-10°
335,70 1,01-10?
338,20 1,27:102
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Topljivost u sva 4 otapala raste s porastom temperature (tablica 3.). Najvisu topljivost ima
dronedaron hidroklorid u 2-propanolu, dok se dodatkom vode topljivost smanjuje. Topljivost
dronedaron hidroklorida u acetonitrilu znatno je niza, a topljivost se povecava dodatkom vode.
Dodatak vode mijenja topljivost u odnosu na ¢isto otapalo ovisno o topljivosti dronedaron

hidroklorida u ¢istom otapalu.

Pomocu funkcije Solver aproksimirani su svi eksperimentalno dobiveni podaci i
odredeni su parametri za modificiranu Apelblatovu, Yaws i Van’t Hoffov jednadZzbu. Dobivene
vrijednosti za svaki model i svako otapalo/smjesu otapala nalaze se u tablicima 4.-6. Svaki
model prikazan je u zasebnoj tablici, a ispod svake tablice prikazani su dijagrami s
eksperimentalnim podacima korelirani s navedenim jednadzbama. Moze se vidjeti da sve tri
jednadzbe dobro opisuju ovisnost molnog udjela dronedaron hidroklorida o temperaturi u
ispitivanim otopinama. JednadZbe s tri parametra (tablice 4. 1 5.) bolje opisuju eksperimentalne
podatke za smjesu otapala. Moguéi razlog je Sire temperaturno podrucje i veéi broj
eksperimenata te eventualne pogreske pri mjerenju. Van’t Hoffova jednadzba s dva parametra
ima vecée vrijednosti RMSD-a od jednadzbi s tri parametra Sto znaci loSije opisuje

eksperimentalne podatke. Ovo je oCekivano zbog manjeg broja parametara.

Tablica 4. Parametri A, B 1 C odredeni za koriStena otapala primjenom modificirane
Apelblatove jednadzbe.

Otapalo A B C RMSD
acetonitril-voda 1:3 161,02 370,14 26,60 430-107
2-propanol-voda 1:2 -196,08 372,15 31,82 8,60-1073

acetonitril -166,17 507,83 27,07 3,14-102
2-propanol -190,31 364,91 31,72 3,58-102
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X

340

Apelblatov modificirani model
0,015
X 2-propanol
S 001 X acetonitril
Q b
g
\g x 2-propanol:voda 1:2
Q
§ 0,005 acetonitril:voda 1:3
=
O NN 7% N K
290 300 310 320
T,K

350

Slika 8. Usporedba krivulja dobivenih modificiranom Apelblatovom jednadzbom za svako
otapalo.

Tablica 5. Parametri A, B 1 C odredeni za koriStena otapala primjenom Yaws modela.

Cisto otapalo A B C RMSD
acetonitril:voda 1:3 166,17 507,83 27,07 2,30-10°
2-propanol:voda 1:2 18,34 -9510,83 31,35 9,10-103

acetonitril 16,89 -8096,03 26,91 3,44-10
2-propanol 25,06 -9993,38 28,69 3,63-102
0.014 YAWS model
.0,012 % 2-propanol .
£ 0,01 % acetonitril
S
\i 0,008 x 2-propanol:voda 1:2
= 0,006
= acetonitirl:voda 1:3
s 0,004
0,002
0 ’jﬁ/x X% xw
290 300 310 320 340 350
T,K

Slika 9. Usporedba krivulja dobivenih Yaws modelom za svako otapalo.
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Tablica 6. Parametri A, B i C odredeni za koriStena otapala primjenom Van’t Hoff modela.

Cisto otapalo A B RMSD
acetonitril:voda 1:3 17,43 -7703,12 9,54:1072
izopropanol:voda 1:2 18,35 -9511,30 9,10-10°
acetonitril 16,89 -8096,03 3,44-107
2-propanol 25,06 -9993,32 3,64:107
Van'T Hoffov model
0,014
0,012 x 2-propanol X
‘§ 0.01 X acetonitril
2 itril: 1:
§ 0,008 acetonitril:voda 1:3
20,006 x 2-propanol:voda 1:2
S 0,004
= 0,002
0 ¥ e
290 300 310 320 330 340 350
T,K

Slika 10. Usporedba krivulja dobivenih Van’t Hoffovim modelom za svako otapalo.

4.1.2 Literaturni podaci o topljivosti dronedaron hidroklorida

Isti je postupak ponovljen za literaturne podatke. Dobiveni podaci nalaze se u tablici 7. u kojoj
su prikazane topljivosti za svako otapalo pri zadanim temperaturama. Uoc¢eno je da maksimalna
topljivost dronedaron hidroklorida u metanolu iznosi 0,119 na 323,15 K, a slijede etanol (3,62
x 10-2na 323,15 K), 1-propanol (1,59 x 10-2 na 323,15 K), 2-propanol (2,93 x 10-3 na 323,15
K) i voda (6,11 x 10-5 na 323,15 K). Moze se zakljuciti da je dronedaron hidroklorid dobro
topljiv u metanolu i 1-propanolu, topiv u 2-propanolu te gotovo netopiv u vodi. Topljivost
dronedaron hidroklorida u sva 4 otapala raste s porastom temperature (tablica 7). Najvisu
topljivost ima u metanolu, etanolu, 2-propanolu i 1-propanolu, dok je topljivost najniza u vodi.
Bez obzira na razli¢ite metode odredivanja topljivosti vidljivo je poklapanje literaturnih i

eksperimentalnih podataka (tablice 3 i 7) za topljivost dronedaron hidroklorida u 2-propanolu.
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Tablica 7. Literaturni podaci topljivosti dronedaron hidroklorida u ¢istim otapalima u rasponu

temperature od 298,15K do 323,15K.

Cisto otapalo T/K 7:;;:;13: Cisto otapalo T/K 7:;:;;(:::2:
298,15 5,56:107 298,15 2,75:10°
303,15 592107 303,15 3,53:10°
metanol 308,15 6,10-107 1-propanol 308,15 4,33-10°
313,15 7,70-107 313,15 563107
318,15 9,19-107 318,15 8,92:10°
323,15 11,9010 323,15 1,59-107
298,15 6,81-10% 298,15 2,71-10°
303,15 8,38-10% 303,15 2,73-10°
2-propanol 308,15 1,06-10° voda 308,15 3,09-10°
313,15 1,19-10° 313,15 3,57:10°
318,15 1,85-10° 318,15 4,49-10°
323,15 2,93-10° 323,15 2,71-10°

Tablica 8. Parametri A, B i C odredeni za koriStena otapala primjenom modificirane

Apelblatove jednadzbe.
Cisto otapalo A B C RMSD
1-propanol -3296,54 | 145913,50 491,66 3,09-107
voda 1805,07 80001,67 267,87 4,49-10°
metanol 1794,00 80001,91 267,27 1,08-107
2-propanol 545727 | 246332,99 811,56 6,86-102
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Apelblatov modificirani model

0,14
. 1-propanol
g 0,12 voda
g 0.1 metanol
\% 0,08 X 2-propanol
= 0,06
|
0,04
0,02
0 % —3
295 300 305 310 315 320 325

T,K

Slika 11. Usporedba krivulja za propanol, vodu, metanol i etanol dobivenih koriStenjem

modificirane Apelblatove jednadZbe.

Tablica 9. Parametri A, B 1 C odredeni za koriStena otapala primjenom Yaws modela.

Cisto otapalo A B C RMSD
1-propanol 15,14 -6312,80 -48,26 5,50-102
voda 0,22 -3111,19 -27,61 3,68-102
metanol 6,88 -2944.,47 -26,46 3,27-10
2-propanol 10,13 -5225,48 -41,13 4,82-1072
YAWS model
0,14
1-propanol
g 0,12 voda
g
_Q,‘S 0,1 metanol
\EQ 0,08 X 2-propanol
z
= 0,06
=]
E 0,04
=
0,02
0 X
295 300 305 310 315 320 325

T,K
Slika 12. Usporedba krivulja za 1-propanol, vodu, metanol i etanol dobivenih koriStenjem

Yaws modela.
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Tablica 10. Parametri A i B odredeni za koriStena otapala primjenom Van’t Hoff modela.

Cisto otapalo A B RMSD
1-propanol 15,14 -6312,80 9,17-10
voda -0,22 -3111,37 3,68:1072
metanol 6,88 -2944.,70 3,27-107
2-propanol 10,13 -5225,75 4,82-107

Van't Hoffov model
0,14

1-propanol
§0,12 voda
g 0.1 metanol
% 0,08 X 2-propanol
= 0,06
=
0,04
0,02
0 X
295 300 305 310 315 320 325

T,K
Slika 13. Usporedba krivulja za 1-propanol, vodu, metanol i etanol dobivenih koriStenjem

Van’t Hoff modela.

Za ovaj set podataka nema znacajne razlike izmedu primjenjenih modela. MoZe se zakljuciti

da najveci utjecaj na odstupanje od modela ima mjerna pogreska u eksperimentalnom radu.
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4.2. Odredivanje topljivosti ceritiniba

Podaci o topljivosti certitiniba dobiveni su eksperimentalnim odredivanjem u

CrystalSCAN-u.

Tablica 11. Prikaz eksperimentalnih podataka topljivosti ceritiniba u acetonu i

tetrahidrofuranu.
Cisto otapalo T K] X, Mol crr/mol otopine

293 1,21-10

298 1,52-103

303 2,46-10

aceton 308 2,87-107

313 3,12-10

318 3,91-10°

323 5,21-1073

328 6,60-1073

293 1,53-102

298 1,91-107

303 2,29-102

tetrahidrofuran 308 2,62:107
313 3,09-102

318 3,46-102

323 3,86:102

328 3,95-102

Tablica 12. Parametri A, B i C odredeni za koriStena otapala primjenom modificirane
Apelblatove jednadzbe.

Otapalo A B C RMSD
aceton -93,04 283,29 15,04 2,65-10
THF -61,10 388,09 9,80 1,98-10
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Apelblatov modificirani model
0,05
X aceton
£ 0,04 X
= X
= 0.03 X THF X
g 5
[=]
z
20,02
£ ~
< 0,01
O X———){——M
290 300 310 320 330
. LK J
Slika 14. Prikaz krivulja za aceton i THF dobivenih kori$tenjem modificirane Apelblatove

jednadZzbe.

Tablica 13. Parametri A, B i C odredeni za kori$tena otapala primjenom Yaws modela.

Otapalo A B C RMSD
aceton -6,00-10* -540,94 -398003,25 5,53-102
THF -7,86 5288,63 1230000,61 1,26:102
4 N
YAWS model
0,05
X aceton
20,04 x
i < THF X
= 0,03 X
E
20,02
'_c' X
E 0,01
= Me/x
O N
290 300 310 320 330
T,K

- v

Slika 15. Prikaz krivulja za aceton i THF dobivenih koristenjem Yaws modela.
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Tablica 14. Parametri A, B i C odredeni za aceton i THF koriStenjem Van’t Hoff modela.

Otapalo A B RMSD
aceton 14,79 -6380,94 1,40-10°
THF 4,95 -2655,43 1,78-10

Van't Hoffov model

0,05
2 X aceton
£0,04 x
g % THF
= 0,03 X
Z
a
S
g 0,02
R’\ X
0,01
M
0
290 300 310 320 330

T,K

Slika 16. Usporedba krivulja za aceton i THF dobivenih koristenjem Van’t Hoff modela.

Na trzistu je moguce nabaviti ceritinib u obliku ceritinib hidroklorida, koji se prodaje u
ovom obliku radi dobre stabilnosti pri skladistenju i transportu. Stoga je prvo potrebno prevesti
taj stabilni oblik u ceritinib koji se zatim koristi za pripremu lijeka i lijeCenje. Da bi se ceritinib
hidroklorid preveo u ceritinib potrebno je podesiti pH na oko 11. PodeSavanje se moze postici
dodavanjem 10 % otopine KOH ili NaOH ¢ime se omogucava izdvajanje klorida. Kako se
ovakvim postupkom dobivaju kristali Siroke raspodjele veli¢ine kristala, nepravilnih oblika, a
moguce ja da dronedaron hidroklorid zaostane u otopini, potrebno je provesti rekristalizaciju.
Kako bi se optimirao ovaj proces potrebno je odabrati otapalo ili smjesu otapala. Ceritinib je
gotovo netopiv u vecini otapala (uz iznimku THF) Sto otezava prociS¢avanje, odnosno
provedbu kristalizacije ceritiniba. Usporedbom topljivosti ceritiniba u tetrahidrofuranu i
acetonu, vidljiva je velika razlika u topljivosti. Ukoliko bi se kristalizacija provodila u acetonu,
bilo bi potrebno proces provesti u velikom mjerilu na $to viSoj temperaturi. Na drugu stranu,
zbog velike topljivosti u tetrahidofuranu nego u acetonu, kristalizaciju je najlakse provesti uz

dodatak vode koja je u ovom sluc¢aju antiotapalo jer je ceritinib gotovo netopiv u vodi.

25



5. ZAKLJUCAK

Dronedaron hidroklorid najbolje je topljiv u metanolu. Dobro je topljiv u 1-propanolu,
2-propanolu i acetonu dok je slabo topljiv u smjesi 2-propanola i vode (omjer 1:2), acetona i
vode (omjer 1:3) te Cistoj vodi. 1z toga vidimo da je dronedaron hidroklorid bolje topljiv u
alkoholnim otapalima nego u vodi. U slu¢ajevima smjesa otapala (izopropanola i vode te
acetona 1 vode) vidljivo je topljivost manja nego u ¢istom alkoholnom otapalu zbog dodatka

vode u smjesu otapala.

Ceritinib je bolje topljiv u tetrahidrofuranu nego u acetonu $to ga ¢ini pogodnijim za
kristalizaciju. Odredivanjem RMSD funkcije za sve koristene metode mozemo zakljuciti kako
su sve metode dobre za predvidanje topljivosti jer su vrijednosti RMSD-a za svaki od modela
male. Stoga se moZe zakljuciti da se korelacijskim jednadZzbama moze predvidjeti topljivost

tvari za podrucja koja nisu ispitivana.
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6. SIMBOLI

x - molni udio, topljivost, molotwoplienc tvari/ MOlotopine
m - masa [kg]

M — molekulska masa, kg/mol

A — parametar jednadzbe

B - parametar jednadzbe

C - parametar jednadzbe

AG- promjena Gibbsove energije [J/(mol K)]
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