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SAZETAK

Kristalizacija je jedan od najvaznijih procesa u farmaceutskoj industriji buduéi da se
vecina djelatnih tvari proizvodi u kristalnom obliku. Sferi¢nom kristalizacijom omogucava se
istodobno odvijanje kristalizacije i aglomeracije §to rezultira formiranjem kristalnih sfernih
oblika koji se mogu direktno tabletirati §to pogoduje smanjenju broja koraka pri formulaciji

lijeka.

Ceritinib je djelatna tvar lijeka Zykadia® koji se koristi za lije¢enje odraslih osoba s metastatskim

karcinomom pluca te prema BCS klasifikaciji djelatnih tvari spada u IV. skupinu.

Svrha ovoga rada bila je pronaci optimalan sustav otapala i metodu za dobivanje sferi¢nih kristala
ceritiniba te ispitat njihov utjecaj na oblik 1 strukturu kristala. Preliminarnim istrazivanjima
odredeno je s kojim otapalima, antiotapalima, kapljevinama za premos¢ivanje i aditivima te u
kojim omjerima ¢e se provoditi sfericna kristalizacija. Provedene su tri metode sfericne
kristalizacije, osim klasi¢ne sferi¢ne aglomeracije i kvazi-emulzijske difuzije otapala isprobana

je 1 kombinacija ovih dvaju metoda.

Kao najuspjesniji sustav za provedbu sferi¢ne aglomeracije pokazao se THF-voda-heptan, za
provedbu QESD-a THF-voda-PVP, a za kombiniranu metodu sustav THF-voda-heptan-PVP.
Dobivenim sferi¢nim kristalima ispitana je morfologija putem opti¢kog mikroskopa kao i njihova

struktura metodom rendgenske difrakcije.

Kljucne rijeci: kristalizacija, sfericni kristali, ceritinib, sustav otapala



ABSTRACT

Crystallization is one of the most important processes in the pharmaceutical industry since
most active substances are produced in crystalline form. Spherical crystallization allows for the
simultaneous development of crystallization and agglomeration, resulting in the generation of
crystalline spherical forms that can be directly tableted, minimizing the number of steps in the

drug formulation process.

Ceritinib is the active substance of the drug Zykadia®, which is used for the treatment of adults
with metastatic lung cancer. According to the BCS classification of active substances, it belongs

to the IV. group.

The purpose of this work was to find an optimal solvent system and method for obtaining ceritinib
spherical crystals and to examine their influence on the size, shape, and structure of the crystals.
Preliminary research has determined with which solvents, antisolvents, bridging liquids, and
additives and in what proportions spherical crystallization will be carried out. Three methods
were implemented, in addition to classical spherical agglomeration and quasi-emulsion diffusion

of solvents. A combination of these two methods was also tried.

The THF-water-heptane system has been shown to be the most successful for spherical
aglomeration, the THF-water-PVP for QESD, and the THF-water-heptane-PVP for a
combination of methods. The obtained spherical crystals were examined for their morphology

using an optical microscope as well as their structure using the X-ray diffraction method.

Keywords: crystallization, spherical crystals, ceritinib, solvent system
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1. UVOD

Kristalizacija je jedan od najvaznijih procesa kemijske industrije. Toplinsko-separacijski
je proces u kojemu dolazi do izdvajanja ¢vrste faze iz plinovite, kapljevite ili ¢vrste smjese. Ovaj
proces ima vrlo Siroku primjenu, ponajvise u farmaceutskoj industriji u kojoj se koristi kao

metoda proizvodnje, proc¢iS€avanja ili separacije ¢vrstih tvari.

S obzirom na nalin postizanja prezasi¢enosti razlikuje se nekoliko vrsta kristalizacije:
kristalizacija hladenjem, kristalizacija isparavanjem, vakuum kristalizacija, kristalizacija
dodatkom antiotapala itd. Ove metode kristalizacije pokazale su se vrlo uspjeSnima, iako radi
istovremenog odvijanja vise procesa (nukleacija i rast kristala) dizajn i optimiranje postupka

mogu biti oteZani.!

Vecina djelatnih tvari se proizvode u kristalnom obliku buduéi da se na taj nacin najbolje odrzava
kemijska stabilnost tijekom pakiranja, transporta 1 skladiStenja. Nakon procesa kristalizacije,
djelatna tvar mora pro¢i nekoliko koraka obrade (mljevenje, prosijavanje, mijeSanje i
granuliranje) kako bi bila spremna za tabletiranje. Ovi procesi mogu biti energetski neuc¢inkoviti
1 dugotrajni stoga je razvijena nova metoda proizvodnje tableta, tzv. direktno tabletiranje. Buduci
da aglomerati nastali postupkom sfericne kristalizacije mogu biti podvrgnuti ovakvom nacinu

tabletiranja danas se sferi¢noj kristalizaciji daje sve vise paznje.

Sfericna kristalizacija je metoda koja omogucava istodobno odvijanje kristalizacije 1
aglomeracije sa svrhom formiranja kristalnih sfernih oblika uz pomo¢ kapljevine za
premosc¢ivanje. Ovako nastali aglomerati osim §to se mogu direktno tabletirati mogu imati i

poboljsana fizikalno-kemijska svojstva.’
Ispitivanjima u okviru ovoga rada pokusao se pronac¢i odgovarajuéi sustav (otapalo, antiotapalo,
kapljevina za premosc¢ivanje i aditiv) za provedbu sferi¢ne kristalizacije djelatne tvari (ceritinib).

Takoder istraZen je utjecaj izbora otapala i metode na oblik 1 strukturu kristala.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. KRISTALIZACIJA

Kristalizacija je jedan od najvaznijih procesa kemijske industrije. Ovaj toplinsko-
separacijski proces rezultira nastajanjem nove, ¢vrste faze. Svrha procesa moze biti nastajanje
novih kristala, prociS€avanje postoje¢ih 1ili separacija smjese. Vecina industrijskih 1
laboratorijskih kristalizacija temelji se na kristalizaciji iz otopine, a osim iz otopine kristalizacija
se moze provoditi 1 iz plinske smjese te taline. Mehanizam stvaranja kristala se odvija se u
nekoliko faza: postizanje prezasi¢enosti, nukleacija te rast kristala. Prezasi¢enost je pokretacka
sila procesa kristalizacije koja dovodi do stvaranja inicijalnih kristalnih jezgara, nukleusa, koji se
u sljedecoj fazi povecavaju do nastanka makroskopskih kristala. Struktura i raspodjela veliine
kristala uvelike ovise o uvjetima provedbe procesa kao S§to su temperatura, tlak, stupanj

prezasi¢enosti, koncentracija aditiva i prisutnih ne¢isto¢a, intenzitet mije$anja i brzina hladenja.!

Dizajn procesa kristalizacije uglavnom se bazira na termodinamickom ponaSanju sustava.
Cimbenici koji definiraju termodinamiku procesa kristalizacije su topljivost, prezasi¢enost i

Sirina metastabilne zone.

2.1.1. Topljivost

Topljivost se definira kao maksimalna koli¢ina tvari koja se moze otopiti u danoj koli¢ini
otapala. Takva otopina naziva se zasi¢enom te je u njoj postignuto stanje termodinamicke
ravnoteze. Topljivost tvari ovisi o vrsti otapala 1 temperaturi te u vecini slucajeva topljivost raste
s poveéanjem temperature, ali stupanj ovisnosti varira od spoja do spoja.? Osim temperature na
topljivost utje€u pH otopine, aditivi 1 razli¢ite necisto¢e. Topljivost je vrlo vazno odredit jer o

tome ovisi na koji na¢in ¢e se provesti kristalizacija.

Na slici 1., donja krivulja u c-T dijagramu predstavlja krivulja topljivosti odnosno ravnoteznu
krivulju. Podrucje ispod ravnotezne krivulje je stabilno podrucje nezasi¢ene otopine u kojem nece
do¢i do kristalizacije. Gornja krivulja predstavlja krivulju prezasic¢enosti iznad koje se nalazi
nestabilno, prezasi¢eno podru¢je u kojem dolazi do spontane nukleacije. Podrucje izmedu
ravnotezne krivulje i krivulje prezasi¢enosti naziva se metastabilno podrucje. U metastabilnom
podrucju postoji pokretacka sila, medutim, u tom podru¢ju ne dolazi do spontane nukleacije.

Spontana nukleacija nastupa tek nakon §to otopina prijede u nestabilno podrugje. !



Nestabilno podrucje

Spontana nukleacija &
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Slika 1. Ovisnost koncentracije soli o temperaturi otopine.*

2.1.1.1. Odabir otapala

Dobar odabir otapala jedan je od klju¢nih preduvjeta za uspjeSnu provedbu procesa
kristalizacije. Budu¢i da molekule otapala razli¢ito utjecu na rast kristala, osim na topljivost tvari,

otapalo ima veliki utjecaj i na polimorfnu selektivnost kao 1 na oblik kristala.
Da bi otapalo bilo pogodno za proces kristalizacije trebaju biti zadovoljeni odredeni uvjeti :
o Zeljena tvar treba biti dobro topljiva u odabranom otapalo
o Otapalo treba biti ¢isto — prisutne necisto¢e mogu utjecati na topljivost 1 kristalizaciju

o Ako se kristalizacija provodi bez dodatka pomo¢ne komponente, otapalo ne smije

reagirati s komponentom koja kristalizira
o Otapalo ne smije biti toksi¢no niti zapaljivo

o Otapalo mora biti uinkovito, tj. mora biti moguca kristalizacija bez pomocne

komponente

o Otapalo se mora mo¢i regenerirati s ciljem ponovnog koristenja te Sto bolje separacije

tvari koja kristalizira. !

Tvrtka Pfizer objavila je vodi¢ za odabir otapala prema kojem su otapala svrstana u tri skupine:

preporucljivi, upotrebljivi i nepreporucljivi.



Tablica 1. Pfizerov vodi¢ za odabir otapala.’

Preporuca se Upotrebljivo
Voda Cikloheksan
Aceton Heptan
Etanol Toluen
2-propanol Metilcikloheksan
Tercijarni butil metil
Propanol
eter
Etil-acetat Izooktan
Izopropil — acetat Acetonitril
Metanol 2-MeTHF
Butan—2—ol THF
n—butanol Ksilen
t-butanol Dimetil sulfoksid
Octena kiselina
Etilen—glikol

2.1.2. Sirina metastabilne zone

Metastabilna zona je podrucje izmedu krivulje topljivosti i krivulje prezasi¢enosti. U tom
podrucju postoji mala pokretacka sila za proces prijenosa tvari, no nedovoljna za nastanak
stabilnih nukleusa. Razlog je u tome Sto se tijekom kristalizacije istovremeno odvijaju procesi
stvaranja nukleusa i njithovog otapanja. Samo stabilni nukleusi nastavit ¢e rasti. Male nakupine
strukturnih jedinica kristala su nestabilne, promjena Gibbsove energije (suma povrSinske i
volumne Gibbsove energije) je pozitivna i dolazi do otapanja. Kada AG postane negativna dolazi
do spontanog rasta, odnosno nukleacije, a nukleus je postigao kriticnu veli¢inu, rc. Svi nukleusi
manji od rc ée se otapati, a oni veéi ¢e nastaviti rasti. Sto je veéa prezasiéenost otopine, veéa je i
pokretacka sila pa je potrebna manja kriticna veli¢ina nukleusa. S porastom prezasi¢enosti

otopina postaje nestabilnija ¢ime su sve povoljniji uvjeti za spontanu nukleaciju.'
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Slika 2. Metastabilno podrucje.*

Sirina metastabilne zone jedan je od vaznih parametara za provedbu procesa kristalizacije jer
znacajno utjece na kinetiku nukleacije i rasta kristala te na njihovu raspodjelu veli¢ina.’ Na $irinu
metastabilne zone utjeCu necistoce, brzina hladenja i1 intenzitet mijeSanja. Povecanjem brzine
hladenja otopine povecava se i Sirina metastabilne zone jer Sto je veca brzina hladenja, nukleus
ima manje vremena da naraste do kriticne veli¢ine. S druge strane, $to je veca brzina mijeSanja
otopine Sirina metastabilne zone bit ¢e manja. Razlog tome je to §to povecanjem brzine mijesanja
stvaraju se povoljniji hidrodinamicki uvjeti, tj. smanjuju se otpori prijenosu koli¢ine gibanja,
topline 1 tvari, prijenos je brzi pa je potrebna manja prezasic¢enost otopine za stvaranje stabilnog

nukleusa. Prisutnost ne¢isto¢a takoder smanjuje $irinu metastabilne zone.!

2.1.3. Prezasiéenost

Prezasi¢enost je pokretacka sila procesa kristalizacije. Definira se kao razlika
koncentracije 1 ravnotezne koncentracije tvari pri istoj temperaturi. Neki od nacina kojima se

moze posti¢i prezasic¢enost:

o Isparavanjem otapala - pokretacka sila raste kao posljedica smanjenja topljivosti tvari

uslijed uklanjanja otapala

o Hladenjem otopine - pokretacka sila raste kao posljedica smanjenja topljivosti tvari

uslijed pada temperature



o Dodatkom antiotapala - pokretacka sila raste kao posljedica smanjenja topljivosti tvari

uslijed dodatka antiotapala

Odabir metode ovisi o svojstvima tvari koja se kristalizira, pojnoj smjesi i termodinamici sustava.

Primjerice, tvari niske topljivosti najéesce se dobivaju precipitacijom ili uz dodatak antiotapala.'®

2.2. KRISTALIZACIJA DODATKOM ANTIOTAPALA

Kristalizacija dodatkom antiotapala je tehnika kojom se tvar kristalizira iz otapala u kojem
ima visoku topljivost dodatkom otapala u kojem ima nisku topljivost. Takvo otapalo naziva se

antiotapalo te treba biti dobro mjesljivo s primarnim otapalom.

Prednost ove tehnike je moguénost provedbe procesa pri temperaturama koje su blize sobnoj
temperaturi u odnosu na druge tehnike, Sto je izrazito bitno s aspekta potroSnje energije i pogodno
za toplinski osjetljive tvari. Druga prednost kristalizacije dodatkom antiotapala je da promjena u
sastavu otapala mozZe favorizirati jednu kristalnu strukturu u onim slu¢ajevima kada otopljena
tvar moze kristalizirati u dvije ili viSe kristalnih faza (polimorfizam), a samo je jedna od njih
pozZeljna za primjenu proizvoda. Budu¢i da su farmaceutski proizvodi opcenito osjetljivi na
toplinsku razgradnju i Cesto se javljaju u viSe kristalnih faza, ova metoda se Cesto koristi u
farmaceutskoj industriji. Nedostatak ove metode je to Sto dodatak antiotapala zahtjeva dodatan
stupanj separacije i regeneracije te na taj nadin utje¢e na poveéanje troskova procesa.” Ovu
metodu moguce je kombinirati s kristalizacijom hladenjem kako bi se dobilo vece iskoriStenje

procesa.

2.3. SFERICNA KRISTALIZACIJA

Sferi¢na kristalizacija je tehnika dizajna Cestica koja omogucéava istodobno odvijanje
procesa kristalizacije 1 aglomeracije sa svrhom formiranja kristalnih sfernih oblika uz pomo¢
kapljevine za premosc¢ivanje. Aglomeracija se odvija u kontroliranim uvjetima, a nastali sferi¢ni

aglomerati veli¢ine su izmedu 300 i 500 pm.®

Nekoliko je metoda sferi¢ne kristalizacije djelatne tvari, a dvije osnovne su sferi¢na aglomeracija

1 kvazi-emulzijska difuzija otapala tzv. QESD.



2.3.1. Sferi¢na aglomeracija

Prilikom provedbe sferi¢ne aglomeracije koriste se tri razlicita otapala. U jednom od
otapala (dobro otapalo) zeljena komponenta ima visoku topljivost, u drugom ima nisku topljivost
(antiotapalo), dok se trece otapalo koristi kao kapljevina za premos¢ivanje. Dobro otapalo i
antiotapalo moraju biti mjesljivi i to na nacin da afinitet izmedu njih mora biti jaci nego afinitet
izmedu tvari i dobrog otapala Sto dovodi do trenutnog nastanka kristala. Kapljevina za
premoS¢ivanje ne smije biti mjesljiva s antiotapalom 1 treba mociti povrSinu kristala. Zasic¢enoj
otopini dodaje se antiotapalo, $to dovodi do kristalizacije. Zatim se u smjesu u malim koli¢inama
dodaje kapljevina za premo$¢ivanje kako bi se pospjesilo stvaranje sfericnih aglomerata?.

Aglomeracija se odvija u Cetiri koraka:
1. Zona flokulacije:

U ovoj zoni kapljevina za premos¢ivanje adsorbira se na povrSinu kristala i povezuje Cestice

tvore¢i most izmedu njih.
2. Zona nultog rasta

Rastresite flokule prelaze u gusto zbijene aglomerate, a kapljevina za premosc¢ivanje se istiskuje
na povrSinu. Pokretacka sila javlja se kao posljedica mijeSanja suspenzije, sudara izmedu

aglomerata te sudara s mijesalom.
3. Zona brzog rasta

Zona brzog rasta uocava se nakon $to se dovoljno kapljevine za premos¢ivanje istisne s povrsine
malih aglomerata. Nasumi¢nim sudarima dobro oblikovanih nukleusa dolazi do formiranja

velikih Cestica. Za uspjeSan sudar potreban je viSak vlage na povrSini nukleusa.
4. Zona konstantne velicine
U ovoj zoni aglomerati prestaju rasti ili se ¢ak smanjuju kao posljedica mrvljenja ili lomljenja.

Cetiri zone aglomeracije ilustrirane su na s/ici 3:



a) b) c) d)

Slika 3. Cetiri koraka odvijanja aglomeracije: a) zona flokulacije, b) zona nultog rasta, ¢) zona

brzog rasta, d) zona konstante veliCine.

Glavni parametri sfericne aglomeracije su izbor otapala, vrsta 1 koli¢ina kapljevine za
premoscivanje, topljivost, brzina mijesSanja i temperatura. Polarnost otapala i njihove medusobne
interakcije utjeCu na oblik kristala, izgled povrSine 1 zaobljenost kristalnih aglomerata. Sustav
otapala ve¢inom se odreduje principom pokusaja i pogreske, prate¢i uvjete koje otapala moraju
ispunjavati. Vrsta i koli¢ina kapljevine za premos¢ivanje jedan su od najbitnijih parametara ove
metode. U vecini sluCajeva, s povecanjem koli¢ine kapljevine za premosc¢ivanje dolazi do
povecanja veli¢ine sferi¢nih aglomerata. Koli¢ina kapljevine za premos¢ivanje odreduje se iz

trinarnog dijagrama.®

Neke od prednosti i nedostataka sferi¢ne aglomeracije prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Prednosti i nedostaci procesa sferi¢ne aglomeracije:®

PREDNOSTI NEDOSTACI

Poboljsana fizikalno-kemijska svojstva Odabir pogodnih otapala je obiéno

kristala za farmaceutski proces tezak i dugotrajan

Mogu¢énost konverzije u polimorfne oblike, Zahtjevna optimizacija procesnih
bolja bioraspolozivost parametara(temperatura, mijeSanje)

Ucinkovitije provodenje daljnjih postupaka
obrade (separacija, filtracija, susenje)

Moze se koristiti za prikrivanje gorkog
okusa lijeka

Moguca priprema mikrosfera, mikrospuzvi,

nanocestica 1 mikropeleta




2.3.2. Kvazi-emulzijska difuzija otapala

Kvazi-emulzijsku difuziju otapala (engl. Quasi-emulsion Solvent Diffusion; QESD) prvi
put spominju Kawashima i suradnici 1989. godine.’ Kod ove metode do aglomeracije moze do¢i
sa ili bez kapljevine za premos¢ivanje. Preduvjet za provedbu ove metode je da interakcija
izmedu tvari 1 dobrog otapala bude jace od interakcije izmedu dobrog otapala i antiotapala.
Zeljena tvar se otapa u dobrom otapalu, a kada se otopina dispergira u antiotapalu, stvaraju se
kapljice kvazi-emulzije, iako se dobro otapalo 1 antiotapalo mogu mijeSati. Dobro otapalo
postupno difundira iz kapljica emulzije u vanjsku fazu, dok antiotapalo difundira u kapljice, Sto
smanjuje topljivost te rezultira kristalizacijom tvari unutar kapljica. Preostalo dobro otapalo u
kapljicama djeluje kao kapljevina za premos¢ivanje te dolazi do aglomeracije stvorenih kristala.
Ako su parametri procesa podeSeni na odgovaraju¢i nacin formiraju se sfericni aglomerati
kristala. Cesto se u smjesu dodaju povrsinski aktivne tvari ili polimeri radi smanjenja medufazne
napetosti izmedu otapala i radi promjene viskoznosti faza §to utjee na oblik nastalih kristala

(sprjeCava se aglomeracija nastalih sferi¢nih Cestica).

Metoda se smatra jednostavnijom od metode sfericne aglomeracije, ali teSko¢u moZe predstavljati
pronalazak odgovarajuéeg aditiva za odrzavanje emulgiranog sustava 1 osiguravanje
odgovarajuée difuzije antiotapala u disperznu fazu.'” Na difuziju otapala utjeu dva osnovna
parametra. Prvi parametar je razlika temperature otopine i antiotapala prije disperzije, a drugi je

pocetni omjer masa dobrog otapala i antiotapala.

Mijesanje otopine 1 antiotapala

O
L} " k.,‘
C . X — Antiotapalo
. . Y| <« Otapalo
4 ‘ 4

[isperzija kapljica

: : Nastanak sfericnih kristal:
otopine u antiotapalu astanak steric tala

Slika 4. Shematski prikaz QESD metode. '’



2.4. KRISTALIZACIJA U FARMACEUTSKOJ INDUSTRIJI

Kristalizacija je jedini¢na operacija koja ima klju¢nu ulogu u obradi i razvoju unutar
farmaceutske industrije, a koristi se u odvajanju i proc¢iS¢avanju intermedijarnih spojeva i
djelatnih tvari (engl. Active pharmacutical ingredient; API).!! Osnovne karakteristike bitne
za API su topljivost, morfologija, raspodjela veli¢ina Cestica, biokompatibilnost te polimorfizam.
Za farmaceutsku industriju osobito je vazan polimorfizam, a on se moze kontrolirati primjenom
kristalizacije uz dodatak antiotapala. Raspodjela veli¢ina Cestica djelatne tvari, kao 1 njezini oblici

znacajno utjecu na krajnju formulaciju lijeka.

2.4.1. Formulacija lijeka

Budu¢i da ih je jednostavno uzimati i imaju precizno definiranu dozu, tablete u ¢vrstom
obliku najpopularniji su nac¢in konzumiranja lijekova. Kvaliteta ¢vrste doze lijeka primarno je
ovisna o mikrometarskim karakteristikama kao $to su veli¢ina i oblik kristala. Proces formulacije,
u kojem se API mijesa sa aditivima i pomo¢nim sredstvima klju¢na je operacija koja odreduju
konacna farmakokineticka svojstva lijeka. Ovisno o fizikalnim i mehanickim svojstvima
komponenata te o njihovoj topljivosti proces formulacije moze biti vise ili manje slozen. Vecina
API-ja proizvodi se u kristalnom obliku radi odrzanja kemijske stabilnost prilikom transporta,
pakiranja i skladiStenja. Budu¢i da su dobiveni kristali obi¢no nepravilnog i nepovoljnog oblika,
te neodgovarajuce veli¢ine, nakon kristalizacije, a prije tabletiranja, podlijezu intenzivnim

energetskim procesima kao $to su mljevenje, prosijavanje, mijesanje i granuliranje.

Usitnjavanje i mljevenje energetski su neucinkoviti procesi uz nedostatke kao $to su moguca
kontaminacija produkta te promjena amorfnog oblika. Nakon smanjenja veli¢ine Cestica, aktivne
komponente mijeSaju se s prikladnim ekscipijentima, kao $to su boje, punila, arome, veziva i
konzervansi. Metodama suhe i mokre granulacije reguliraju se slaba mehanicka i fizikalna
svojstva Cestica lijeka. Nedostaci suhog granuliranja su proizvodnja velike koli¢ine prasine, te
potreba za visSestupanjskom kompakcijom 1 prosijavanjem produkta, Sto povecava vrijeme
trajanja procesa, kao 1 potro$nju energije. S druge strane, vlazno granuliranje ogranieno je na
mjeSavine koje nisu osjetljive na vlagu te moze uzrokovati promjene u polimorfnim oblicima.

Posljednji korak je tabletiranje.

Buduc¢i da navedeni proces proizvodnje tableta ukljucuje brojne korake (kristalizacija, filtracija,
suSenje, mijeSanje, granulacija, tabletiranje) razvijena je nova metoda proizvodnje tableta tzv.

direktno tabletiranje.!! Aglomerati nastali postupkom sferi¢ne kristalizacije mogu biti podvrgnuti



direktnom tabletiranju bez prethodne obrade §to uzrokuje vecu financijsku isplativost cijeloga
procesa. Osim toga, povecanje topljivosti i brzine otapanja slabo topljivih tvari, poboljsanje
tecivosti 1 kompresibilnosti razlozi su sve veceg koristenja sferi¢ne kristalizacije u farmaceutskoj

industriji.?

2.4.2. Biofarmaceutski sustav kvalifikacije

Biofarmaceutski sustav klasifikacije (engl. Biopharmaceutics Classification System;
BCS) znanstveni je okvir koji djelatne tvari za oralnu primjenu klasificira u cetiri
biofarmaceutske skupine na temelju njihove topljivosti i permeabilnosti. U fablici 3. prikazana je
klasifikacija djelatnih tvari u Cetiri skupine prema BCS-u. Djelatna tvar se smatra dobro topljivom
ako se najveca doza djelatne tvari otapa u < 250 mL vodenog medija u pH podrucju 1,2 - 6,8 pri
37 °C. Dok se dobro permeabilnom smatra djelatna tvar kojoj je intestinalna apsorpcija > 90 %.
BCS je prihvacen od strane regulatornih tijela (Europske agencije za lijekove — EMA; Americke
agencije za hranu 1 lijekove — FDA; Svjetske zdravstvene organizacije — WHO) kao sustav za
odobravanje oralnih farmaceutskih oblika. Od 1995. kada je BCS objavljen napravljena su
znacajna poboljSanja u ranim fazama formulacije lijeka. Opcenito, djelatne tvari I. i III. skupine
zahtijevaju relativno jednostavniji formulacijski pristup, dok je formulacijski pristup za djelatne

tvari IL. i IV. skupine znatno sloZeniji.'?

Tablica 3. BCS klasifikacija djelatnih tvari.'?

I. BCS skupina: I1. BCS skupina:

- dobro topljive - slabo topljive

- dobro permeabilne - dobro permeabilne
1. BCS skupina: IV. BCS skupina:

- dobro topljive - slabo topljive

- slabo permeabilne - slabo permeabilne
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. SVRHA RADA

Svrha rada je pronalazak optimalnog sustava otapala za provedbu sferi¢ne kristalizacije

ceritiniba. Takoder, ispitivan je utjecaja izbora otapala na oblik i strukturu nastalih kristala.

3.2. MATERIJAL

Djelatna tvar koriStena u eksperimentu je ceritinib, kao antiotapalo koristila se

demineralizirana voda, a popis kemikalija koje su se koristile kao otapalo, kapljevina za

premoséivanje ili aditiv nalazi se u tablici 4.

Tablica 4. Popis koriStenih kemikalija.

Kemikalija Formula
Aceton CsHsOH
Toluen CeHsCH3

Tetrahidrofuran (CH2)40
Heptan C7Hie
Heksan CeHi4

Polivinil acetat (C4H6O2)n
Polietilen glikol ConHan+20n+1
Polivinilpirolidon (C6HoNO)n
Hipromeloza Cs6H108030
Metanol CH3OH
2-propanol C3HsO
Etanol C2HeO

Proizvodac
Lach-Ner
Macron
Lach-Ner
Lach-Ner
Carlo Erba
Acros organics
Acros organics
Acros organics
Dupont
Lach-Ner
Lach-Ner

Gram mol

Cistoéa
99,98 %
99,50 %
p.a.
99,00 %
p-a.
78,00 %
p.a.
p-a.

p.a.

CAS broj
67-64-1
108-88-3
110-54-3
142-82-5
109-99-9
9003-20-7
25322-68-3
9003-39-8
9004-65-3
67-56-1
71-23-8

64-17-5
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3.2.1. Ceritinib

Ceritinib je kemijski spoj koji spada u skupinu aminopirimidina, kemijskog naziva 5-
kloro-2-N-(2-izopropoksi-5-metil-4-(piperidin-4-il)fenil)pirimidin-2,4-diamin. Molekulska mu
formula glasi C2sH36CINsO3S, a molarna masa iznosi 558,1 g/mol. Ceritinib prema BCS
klasifikaciji djelatnih tvari spada u IV. skupinu, odnosno u skupinu slabo topljivih i slabo
permeabilnih djelatnih tvari. Djelatna je tvar lijeka Zykadia® koji se koristi za lije¢enje odraslih
osoba s metastatskim karcinomom plu¢a nemalih stanica (engl. non-small cell lung cancer;

NSCLC)."? Kemijska struktura ceritiniba prikazana je na slici 5.

Slika 5. Kemijska struktura ceritiniba.'*

Ceritinib je prah bijele/svijetlozute boje te prema patentu'> moze kristalizirati u tri polimorfna
oblika koji se medusobno razlikuju po fizikalnim svojstvima kao §to su topljivost, gustoca, taliSte

itd.

3.3. METODE I UREDAJI

Eksperimentalni dio rada proveden je prema sljede¢em redoslijedu:

1. Preliminarna istrazivanja

o Odredivanje topljivosti

o Odabir sustava otapala

o Odabir aditiva za QESD

o Odredivanje kinetike kristalizacije i omjera komponenti
2. Provedba sferi¢ne kristalizacije

o Sfericna aglomeracija

o Kvazi-emulzijska difuzija otapala (QESD)

o Kombinirana metoda
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3. Karakterizacija kristala
o Mikroskopija

o Odredivanje unutarnje strukture kristala

3.3.1. Preliminarna istraZivanja

Preliminarnim istrazivanjima odredeno je koje ¢e se komponente i u kojim omjerima

koristiti za provedbu sferi¢ne kristalizacije.

3.3.1.1. Odredivanje topljivosti

Za odredivanje topljivosti ceritiniba koriStene su magnetska mijeSalica (slika 6.),
Analizator vlage MLS-50-3C, Kern & Sohn. (slika 7.) te uredaj za provedbu kristalizacije
crystalSCAN (slika 8.). Topljivost je odredena pri 35 °C dodavanjem djelatne tvari u otapalo na
magnetskoj mijeSalici do nastanka suviska. Nakon filtracije suviska iz otopine kroz izvagani filter
papir, slijedi suSenje na 100 °C, talog se vaZe te se odreduje masa otopljene tvari. Ispitana je
topljivost u sljede¢im otapalima: tetrahidrofuran (THF), metanol, 2-propanol, etanol, aceton,

voda, heptan, heksan 1 toluen.

Slika 6. Magnetska mijesalica. Slika 7. Analizator vlage Kern & Sohn.
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Topljivost ceritiniba detaljnije je ispitana u THF-u i acetonu turbidimetrijskom metodom u
temperaturnom rasponu od 5-55 °C s korakom od 5 °C pomocu crystalSCAN-a. Turbidimetrijska
metoda podrazumijeva pracenje zamucenosti otopine pomocu turbidimetra postavljenog u
kristalizator. Zamucenost se mjeri na osnovu intenziteta svjetlosti: smanjenjem broja Cestica,

intenzitet svjetlosti se povecava, a zamucéenost opada.

Nakon postizanja odredene temperature dodaje se odvagana masa djelatne tvari u suvisku te se
uronjenim turbidimetrom prati zamudéenje. Postizanje ustaljene vrijednosti signala, ukazuje da je
otopljena maksimalna koli¢ina tvari u otapalu pri odredenoj temperaturi. Uzorak otopine se zatim
stavlja se u analizatoru vlage u kojem se zagrijavanjem uklanja otapalo, a na ekranu se prikaze
masa taloga uz pomocu koje se izraCunava topljivost tvari pri odredenoj temperaturi. Postupak se
ponavlja za svaku temperaturu.'® Na slici 9. prikazan je primjer grafa dobivenog pracenjem

zamucenja otopine u vremenu.

Slika 8. CrystalSCAN.
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Slika 9. Promjena zamucenja otopine CRT A u THF-u kroz vrijeme pri 20 °C.

3.3.1.2. Odabir sustava otapala

Za uspjesnu provedbu sfericne kristalizacije potrebno je pronaéi odgovarajuéi sustav
otapala. Dobro otapalo i antiotapalo trebaju biti medusobno mijesljivi, dok kapljevina za
premosc¢ivanje ne smije biti mjesljiva s antiotapalom. Stoga, za odabiru otapala, antiotapala te
kapljevine za premosSc¢ivanje trebalo je koristiti prethodno odredene podatke o topljivosti
ceritiniba, tablicu mjesljivosti otapala (slika 10.) kao i Pfizerov vodi¢ za odabir otapala (tablica

L).
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Slika 10. Tablica mjesljivosti otapala.'®

3.3.1.3. Odabir aditiva za QESD i njihova priprema

Zauspjesnu provedbu kvazi—emulzijske difuzije otapala potrebno je naéi prikladan aditiv.
Aditivi za provedbu QESD-a odabrani su uz pomo¢ literature.!” U navedenoj literaturi kao aditivi
kori$teni su razni polimeri u rasponu od 0,0080 do 7,50 % (w/w). U ovom radu koristeni su PVA,
PEG, PVP i HPMC, odnosno njihove vodene otopine od 1, 3 i 5 % (w/w). Otopine aditiva

pripremljene su otapanjem polimera u vodi na magnetskoj mijesalici pri 40 °C.

3.3.1.4. Odredivanje kinetike kristalizacije i omjera komponenti

Kako bi se odredila minimalna koli¢ina antiotapala potrebnog za potpunu kristalizaciju
djelatne tvari provedeno je ispitivanje kinetike kristalizacije. Kinetika kristalizacije je odredena
u otopini ceritiniba u THF-u zasi¢enoj pri 35 °C u uredaju CrystalSCAN, dodavanjem vode kao
antiotapala brzinom od 0,11 ml/s. Koncentracija ceritiniba u otopini pratila se gravimetrijski

pomocu analizatora vlage do potpunog izdvajanja kristala iz otopine. Za odredivanje podrucja
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koncentracija za provedbu kristalizacije koristili su se ternarni dijagrami za sustav otapalo,
antiotapalo i kapljevina za premos¢ivanje dobiveni uz pomo¢ programski paket Dynochem te

literatura'®.

3.3.2. Provedba sferi¢ne kristalizacije

Aparatura u kojoj je provedena sferi¢na kristalizacija sastoji se od kristalizatora s
dvostrukom stjenkom 1 razbijalom (slika 11.), termostata Julabo F12, mijeSalice te turbinskog
mijeSala s Cetiri ravne lopatice nagnute pod kutom od 45° (slika 12.) (engl. pitch turbine
downpumping; PTD). Sferina kristalizacija je provedena trima metodama: sfericnom

aglomeracijom, kvazi-emulzijskom difuzijom otapala te kombinacijom ovih dviju metoda.

|
EEElE=H)
Izlaz termostatirane vode [ f-------- ]
A —'_—w'f::— .

i . 5 j=04cm

c o ) D=63cm

o . d=32cm

Suspenzija ” -« - : Ulaz termostatirane vode
L. ; -?[\s N

'(—',UV l——
p |

Slika 11. Kristalizator s dvostrukom stijenkom i razbijalom

Slika 12. Turbinsko mijeSalo sa Cetiri ravne lopatice nagnute pod kutom od 45°
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3.3.2.1. Sferi¢na aglomeracija

Eksperimenti sfericne aglomeracije provedeni su dokopavanjem zasi¢ene otopine CRT A
zagrijane na 35 °C u antiotapalo u suvisku termostatirano na 20 °C u koje je prethodno dokapana
kapljevina za premos¢ivanje. Volumni omjer otapala, antiotapala i kapljevine za premos¢ivanje

bio je 1:7:1, a eksperimenti su trajali 60 min.

3.3.2.2. Kvazi-emulzijska difuzija otapala

Eksperimenti kvazi-emulzijske difuzije otapala su provedeni u reaktoru s duplom
stijenkom dodavanjem zasi¢ene otopine CRT A zagrijane na 35 °C u vodenu otopinu aditiva 1,

3ili 5 % (w/w) pri 20 °C u omjeru 1:7. Eksperimenti su trajali 60 min.

3.3.2.3. Kombinirana metoda sferi¢ne kristalizacije

Eksperimenti su proveden u reaktoru s duplom stijenkom dokopavanjem kapljevine za
premosc¢ivanje u vodenu otopinu aditiva termostatiranu na 20 °C. Nakon postizanja stanje
potpune disperzije kapljica, u reaktor se dokapava zasi¢ena otopina CRT A zagrijana na 35 °C.
Volumni omjer otapala, antiotapala i kapljevine za premos¢ivanje bio je 1:7:1, a eksperimenti su

trajali 40 min.

3.3.3. Karakterizacija kristala

Nakon provedbe sfericne kristalizacije dobivenim aglomeratima odreden je oblik 1

stuktura.

3.3.3.1. Mikroskopija

Kako bi se odredilo optimalno vrijeme zadrzavanja tijekom provedbe sfericne
kristalizacije uzimani su uzorci otopine u intervalima od 1, 10, 20, 30, 40, 50 1 60 min te je pracen
oblik nastalih kristala na svjetlosnom mikroskopu Motic BA200 (slika 13.). Mikroskop je spojen
na racunalo te su uz pomoc¢ racunalnog programa dobiveni kristali fotografirani §to je omogucéilo
kasniju usporedbu. Takoder, nakon filtracije i suSenja dobivene kristalne sfere su analizirane pod

mikroskopom te fotografirane.
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Slika 13. Svjetlosni mikroskop Motic BA200.

3.3.3.2. Odredivanje unutarnje strukture kristala

Unutarnja struktura kristala dobivenih sfericnom kristalizacijom odredena je metodom
rendgenske difrakcije na prahu. Mjerenja su provedena na uredaju Shimadzu XRD-6000 (slika
14.) s Cu-Ka izvorom zraéenja valne duljine, A = 1,54059 A. Primijenjena je jakost struje od 30
mA te narinuti napon 40 kV. Podaci su prikupljeni izmedu 20 = 5 — 50°, s korakom od 0,02° 1

zadrzavanjem od 0,6 sekundi po koraku.

Slika 14. Shimadzu XRD-6000.
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4. REZULTATI I RASPRAVA
4.1. TOPLJIVOST I ODABIR SUSTAVA

Za uspjeSan odabir sustava otapala (otapalo, antiotapalo 1 kapljevina za premos¢ivanje)
vazno je poznavati topljivost djelatne tvari u otapalima, njihovu medusobnu mjesljivost kao i
voditi raCuna o toksi¢nosti i ekonomicnosti. Topljivost ceritiniba je odredena pri 35 °C u

razli¢itim otapalima. Rezultati ispitivanja prikazani su u na slici 15.
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Slika 15. Topljivost CRT A u razli¢itim otapalima pri 35 °C.

Topljivost ceritiniba u THF-u 1 acetonu je dodatno ispitana turbidimetrijskom metodom te je

rezultat prikazan na slici 16.
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Slika 16. Krivulje topljivosti ceritiniba u THF-u 1 acetonu.
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Iz podataka na slici 15. vidljivo je da je najbolja topljivost ceritinib u THF-u stoga je on koriSten
kao otapalo u vecini provedenih eksperimenata. 1z eksperimentalnih podataka prikazanih na slici
16. vidljivo je da porastom temperature topljivost ceritiniba u THF-u i acetonu raste te da je pri
svakoj temperaturi topljivost ceritiniba znacajno ve¢a u THF-u u odnosu na aceton. lako THF
pokazuje bolju topljivost ceritiniba, proces sfericne aglomeracije se provodio i s acetonom kao

THF.

Budu¢i da je topljivost ceritiniba u vodi vrlo niska, a voda je mjesljiva s odabranim otapalom
(slika 10.), netoksi¢na 1 lako dostupna, koriStena je kao antiotapalo za sve eksperimente. Kao
kapljevina za premos¢ivanje koriSteni su heptan, heksan i toluen buduéi da zadovoljavaju
potrebne uvjete tj. ceritinib nije topljiv u njima te nisu mjesljive s koristenim antiotapalom. Prema
Pfizerovom vodicu za odabir otapala u farmaceutskog industriji, heptan 1 toluen su bolji izbor od

heksana zbog manje toksicnosti.

Polimerni aditivi su dodavani kako bi se osigurala ve¢a povezanost medu nastalim kristalima,
samim time i ve¢a vjerojatnost za nastanak sferiénih kristala. Pregledom literature'®, kao aditiv
za provedbu QESD-a odabrani su PVA, PEG, PVP I HPMC, odnosno njihove vodene otopine od
1,315 % (W/w).

4.2. KINETIKA I ODREPIVANJE KOLICINE ANTIOTAPALA

Kinetika kristalizacije ceritiniba iz THF-a dodavanjem vode kao antiotapala prikazana je

na slici 17.
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Slika 17. Kinetika kristalizacije ceritiniba.
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Ispitivanje kinetike kristalizacije je provedeno kako bi se odredila minimalna potrebna koli¢ina
antiotapala za potpunu kristalizaciju ceritiniba. Eksperiment je proveden pri 35 °C. 1z slike 17.
vidljivo je da je koncentracija ceritiniba u otopini pala na nulu nakon 900 sekundi, a buduci da je
voda dodavana brzinom od 0,11 ml/s, za potpunu kristalizaciju ceritiniba utroSeno je 99 ml vode.
Budu¢i da je volumen otopine ceritiniba bio 50 ml minimalni potrebni omjer izmedu otapala 1
antiotapala za potpunu kristalizaciju ceritiniba iznosi priblizno 1:2. Omjer antiotapala 1 otapala
cesto se povecava pri provedbi sfericne kristalizacije jer je antiotapalo medij u kojem se odvija

nastanak sfera.

4.3. ODREDIVANJE OMJERA KOMPONENATA

Nakon odabira otapala, antiotapala i kapljevine za premos¢ivanje bilo je potrebno odrediti
podrucje koncentracija za provedbu sferi¢ne kristalizacije. Kristalizaciju je potrebno provoditi u
podrucju velikog udjela antiotapala kako bi se izdvojila sva djelatna tvar i omogucilo nesmetano
mijesSanje 1 formiranje sfera. Kapljevina za premostenje dodaje se u malom udjelu, kako bi se

osigurala dobra rasprSenost kapljica u vodi.

Na slici 18. i slici 19. prikazani su ternarni dijagrami dobiveni koriStenjem programskog paketa
Dynochem za sustave otapala: THF-voda-heptan i THF-voda-heksan. Dijagrami su odredeni s
ciljem definiranja heterogenog podrucja u kojem ¢e se provodi sferi€na aglomeracija. Ternarni
dijagrami za oba sustava izgledaju dosta slicno te se vefina omjera nalazi u heterogenom
podru¢ju. Za odredivanje odgovaraju¢ih omjera otapala pomogla je literatura®®, u kojoj je
provedena sfericna aglomeracija djelatne tvari Etodolac, koja ima sli¢nu, plocastu kristalnu
strukturu kao 1 ceritinib. Uz pomo¢ definicije zone aglomeracije, za ovaj sustav, procijenjeni su
volumni omyjeri koji su se primijenili u eksperimentima s ceritinibom. Omjeri izmedu otapala,

antiotapala i kapljevine za premos¢ivanje iznosi 1:7:1.
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Slika 18. Ternarni dijagram za sustav THF-voda-heksan i THF — voda — heksan.

100 -

90

80 1

70

60

50 4

30 A1

20 1

10 A

TETRAHIDROFURAN

Ternary LLE diagram
at 20 C predicted by NRTL

—&—Tie Lines
-~ Feed Line
e | L boundary

== DATA

\

0 [#
o
HEPTAN

Slika 19. Ternarni dijagram za sustav THF-voda-heksan i THF — voda — heptan.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
wt%
VODA

24



4.4. SFERICNA AGLOMERACIJA

Tablica 5. Sustavi za provedbu sfericne aglomeracije.

Naziv

eksperimenta Otapalo Antiotapalo  Kapljevina za premosc¢ivanje n, min-!
SA 1 aceton voda toluen 500
SA 2 aceton voda heptan 700
SA3 aceton voda heksan 700
SA 4 THF voda toluen 400
SA S THF voda heptan 400
SA 6 THF voda heksan 500

Provedeno je Sest eksperimenata sfericne aglomeracije, u svim je kao antiotapalo
koriStena voda, kao otapalo su isprobani THF i aceton, a kao kapljevine za premos¢ivanje heptan,
heksan i toluen. Kod sferi¢ne aglomeracije u sustavima s acetonom kao otapalom dolazi do
nastanka kristala, medutim, niti s jednom od triju kapljevina za premos¢ivanje (SA1, SA2, SA3)
ne dolazi do formiranja kristalnih sfera, nego nepravilnih oblika (slika 20.). Kako je topljivost
ceritiniba niska u acetonu, moze se pretpostaviti da tijekom dodatka antiotapala ne nastaje
dovoljna koli¢ina ceritiniba za nastanak sfera. Iz tog razloga, aceton nije koriSten za daljnje
eksperimente. S druge strane, kod sustava sa THF-om kao otapalom uz heptan i heksan kao
kapljevinu za premos¢ivanje nastaje odredeni broj kristalnih sfera (S45 1 SA6), dok uz toluen
kapljice rasprSenog toluena ostaju nepopunjene i ne nastaju sfere (s/ika 23.). Izgled nastalih sfera
nakon filtracije i susenja za sustave THF-voda-heptan i THF-voda-heksan prikazan je na slikama
21. i 22. Uocljivo je da su nastale sfere razlicitih veli¢ina te da je osim sfera doslo do nastanka
kristala nepravilnih oblika. Budu¢i da se THF pokazao kao dobro otapalo, a heptan i heksan kao
dobre kapljevine za premos¢ivanje, koristene su dalje kroz rad u pokusaju pronalaska optimalnog

sustava za sferi¢nu kristalizaciju ceritiniba.
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Slika 20. Kristali dobiveni sfericnom aglomeracijom ceritiniba u sustavu aceton — voda —
heksan (lijevo) i aceton — voda — toluen (desno) pri uvec¢anju 100x i aceton — voda — heptan

(dolje) pri uvecanju 400x.

&
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Slika 21. Kristali dobiveni sfericnom aglomeracijom ceritiniba u sustavu THF — voda — heptan

“.

pri uvecanju 100x.
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Slika 22. Kristali dobiveni sfericnom aglomeracijom ceritiniba u sustavu THF — voda — heksan

pri uveéanju 100x (lijevo) 1 400x (desno).

Slika 23. Kristali dobiveni sfericnom aglomeracijom ceritiniba u sustavu THF — voda — toluen

pri uvecanju 100x.
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4.5. KVAZI-EMULZIJSKA DIFUZIJA OTAPALA

Tablica 6. Sustavi za provedbu QESD-a.

Naziv

eksperimenta

QESD 1

QESD 2

QESD 3

QESD 4

QESD 5

QESD 6

QESD 7

QESD 8

Pri provedbi QESD-a u svim eksperimentima kao otapalo je koriSten THF, a aditivi su
bile vodene otopine PVP, PVA, PEG i HPMC. Najbolje rezultate pokazao je sustav THF — voda
—PVP 1%15% (QESD 11 QESD 2) uz koji je doslo do nastanka kristalnih sfera pravilnog oblika.
Vidljivo je da pri vecoj koncentraciji PVP-a (5%, slika 25.) nastaje manji broj vecih sfera, dok
pri manjoj koncentraciji PVP-a (1%, slika 24.) nastaje veci broj manjih sfera. Sustavima s PVA
kao aditivom (QESD 3 1 QESD 4) dobivene su kristalne sfere (s/ika 26.), ali pri ispiranju i filtraciji
pokazale su se lako lomljivima, buduc¢i da su se pod tezinom vode za ispiranje, raspale. Sustavi s
PEG-om kao aditivom (QESD 5 1 QESD 6) nisu se pokazali uspjes$nim, tj. nastali kristali se nisu
formirali u sfere (slika 27.). Sli¢no je 1 kod sustava sa HPMC-om (QESD 7 i QESD 8), koji su

Otapalo

THF

THF

THF

THF

THF

THF

THF

THF

Antiotapalo

voda

voda

voda

voda

voda

voda

voda

voda

Aditiv

PVP 1%
(Weve/Wi:0)
PVP 5%
(Wrve/Wino)
PVA 1%
(Wrva/Wii0)
PVA 5%
(Wrva/Wii0)
PEG 1%
(WrEc/Wio)
PEG 5%
(Wrec/Wis0)
HPMC 1%
(WipMc/Wis0)
HPMC 3%

(WHPMC/WHzO)

rezultirali velikim brojem aglomerata, nepravilnog oblika (s/ika 28.).

n, min’!

550

550

500

700

600

550

550

550
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Slika 24. Kristali dobiveni QESD-om ceritiniba u sustavu THF — voda — PVP 1% pri uvecanju
100x.

Slika 25. Kristali dobiveni QESD-om ceritiniba u sustavu THF — voda — PVP 5% pri uvecanju
100x.
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Slika 26. Kristali dobiveni QESD-om ceritiniba u sustavu THF — voda — PVA 1% pri uvecanju
100x.

Slika 27. Kristali dobiveni QESD-om ceritiniba u sustavu THF — voda — PEG 1% pri uvecanju
100x.

Slika 28. Kristali dobiveni QESD-om ceritiniba u sustavu THF — voda — HPMC 3% pri

uvecanju 100x.
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4.6. KOMBINIRANA METODA

Tablica 7. Sustavi za provedbu kombinirane metode.

Naziv Kapljevina
Otapalo Antiotapalo
eksperimenta za premoscéivanje
KA1 THF voda heptan
KA 2 THF voda heptan
KA 3 THF voda heptan

Aditiv n, min’!
PVP 1%
550
(WPVP/ WHzO)
PEG 1%
550
(WPEG/ WHzO)
HPMC 1%
700
(WHPMC/ WHzO)

Kombiniranom metodom pokusao se dobiti optimalan sustav za sfericnu kristalizacijom

povezujuci prethodne dvije metode (SA 1 QESD). Iako su i heptan i heksan do sada pokazali

dobre rezultate, prednost je dobio heptan radi manje toksi¢nosti prema Pfizerovom vodicu za

odabir otapala Sustavi s PEG-om i HPMC-om kao aditivima do sada se nisu pokazali uspjeSnim

pa se pokusalo u kombinaciji sa heptanom postic¢i bolje rezultate, no bezuspjeSno, nisu formirani

sferi¢ni kristali (slika 29.). S druge strane, PVP 1% (QESD 2) je do sada u kombinaciji s vodom

1 THF-om ve¢ rezultirao sfericnim kristalima, no nesavrSenog oblika. Kombinirana metoda u

sustavu THF — heptan — voda PVP 1% rezultirala je najve¢im i oblikom najpravilnijim sferi¢cnim

kristalima (slika 30.)

Slika 29. Kristali dobiveni kombiniranom metodom kristalizacije ceritiniba u sustavu THF —

voda — heptan- PEG 1% (lijevo) i THF — voda — heptan- HPMC 1% (desno) pri uvecanju 100x.
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n. M

Slika 30. Kristali dobiveni kombiniranom metodom kristalizacije ceritiniba u sustavu THF —

voda — heptan- PVP 1% pri uvecanju 100x.

4.7. ODREPIVANJE VREMENA ZADRZAVANJA

Vrijeme trajanja kristalizacije parametar je od velike vaznosti za konacni izgled kristalnih
sfera. Ukoliko je vrijeme zadrZavanja prekratko kristali ne¢e imati dovoljno vremena za potpuno
formiranje sfera, odnosno sfere ostaju prazne ili poluprazne. S druge strane, ukoliko je vrijeme
zadrzavanje predugo moze do¢i do aglomeriranja sfera ili do njihovog raspada kao posljedica
omekSavanja. Kako bi se odredilo optimalno vrijeme zadrZavanja pracen je oblik nastalih kristala
u intervalima od 1, 10, 20, 30, 40, 50 i 60 min pomocu svjetlosnog mikroskopa za sustav THF —

voda — heptan — PVP 1 % (w/w) (slika 31.).
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Slika 31. Sustav THF — voda — heptan — PVP 1 % (w/w) tijekom provodenja kristalizacije u
vremenu od: a) Imin b) 10min ¢) 20min d) 30min e) 40min f) 50min g) 60min pri uvecanju

100x.

Iz slika je vidljivo da nakon pocetnog formiranja i rasta sfera (a i b) ve¢ nakon 20-30 minuta (c i

d) nastaju pravilne sfere koje ostaju formirane do 50. minute, nakon koje pocinje raspad sfera.
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4.8. ODREDIVANJE STRUKTURE CERITINIBA

—PVP ——CRTA SA QESD SA+QESD

v,

T | | | |
5 10 15 20 25 30 35

26CuK).°

Slika 32. Difraktogrami dobiveni XRD-om.

Nakon provedbe svih eksperimenata uslijedilo je odredivanje strukture dobivenih sfera i
usporedba s Cistom formom A. Na slici 32. spojeni su difraktogrami dobiveni XRD-om za CRT-
A 1 polimer, te za kristale dobivene sfericnom aglomeracijom i kvazi-emulzijskom difuzijom
otapala. Iz difraktograma je vidljivo kako dodatak polimera i kapljevine za premos¢ivanje ne
utjece na kristalnu strukturu ceritiniba buduci da za ceritinib karakteristi¢ni pikovi imaju jednaku

vrijednost za ¢istu formu 1 za kristale dobivene sfericnom kristalizacijom.
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ovoga rada pokusalo se pronaci optimalan sustav otapala kao i prikladnu metodu

za provedbu sferi¢ne kristalizacije ceritiniba.

U preliminarnom istrazivanju koristeni su THF 1 aceton kao otapala, voda kao antiotapalo, heptan,
heksan i toluen kao kapljevinama za premos¢ivanje te vodene otopine PVP-a, PEG-a, PVA-a i
HPMC-a kao aditivi za provedbu QESD metode. Odabrani volumni omjer otapala, antiotapala 1

kapljevine za premos¢ivanje je 1:7:1.

Pri provedbi sfericne aglomeracije, THF se pokazao kao dobro otapalo, dok s druge strane aceton
nije rezultirao zadovoljavaju¢im rezultatima. S druge strane, heptan i heksan su se pokazali kao
bolje kapljevine za premos¢ivanje od toluena. Relativno uspjesni sustavi za sferi¢nu aglomeraciju

ceritiniba pokazali su se THF — voda — heptan i THF — voda — heksan.

Pri provedbi kvazi-emulzijske difuzije otapala vodene otopine PEG-a i HPMC-a pokazale su se
neuspjesnim za dobivanje sferi¢nih kristala, dok su sustavi s otopinama PVA davali sfere, ali
prazne 1 lomljive. Najbolji sustavi su se pokazali oni sa vodenim otopinama PVP-a. Sfere

dobivene QESD-om su vece u odnosu na one dobivene sfericnom aglomeracijom.

Kombinacijom komponenti koje su se do sada pokazale kao najbolje za sfericnu aglomeraciju 1
kvazi-emulzijsku difuziju otapala pokuSalo se dobiti optimalan sustav za dobivanje sferi¢nih
kristala. Stoga je odabrani sustav: THF — voda — heptan — PVP 1% koji je rezultirao sferama

najpravilnijeg oblika.

XRD analizom utvrdeno je da kapljevine za premos¢ivanje i aditivi, odnosno razli¢ite metode

provedbe kristalizacije nemaju utjecaj na kristalnu strukturu ceritiniba.
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6. POPIS SIMBOLA

d — promjer mijesala, cm

D — promjer baze kristalizatora, cm

AG — promjena Gibbsove energije, J mol’!
I/Io— normalizirani intenzitet, /

j — debljina razbijala, cm

n — broj okretaja u minuti, min™'

r — veli¢ina nukleusa, m

s —udaljenost mijesala od dna posude, cm
T — temperatura, °C

{ — vrijeme, s

w — maseni udio, %

x — mnozinski udio, %

26 — kut difrakcije, °
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