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POPIS KRATICA

API —engl. Active Pharmaceutical Ingredient, djelatna tvar

BCS — engl. Biopharmaceutical Classification System, Biofarmaceutski sustav klasifikacije lijekova
CRT — ceritinib

HPMC — hipromeloza

NSCLC — engl. Non — Small Cell Lung Cancer, uznapredovali rak plu¢a nemalih stanica
PEG - poli(etilen—glikol)

PROP — spiralno propelersko mijesalo

PVA — poli(vinil-acetat)

PVP — poli(vinil-pirolidon)

RT6-45 — mijesalo sa 6 lopatica nagnutih pod kutom od 45°

RT6-90 — mijesalo sa 6 lopatica nagnutih pod kutom od 90°

THF — tetrahidrofuran

XRD - rendgenska difrakcijska analiza

POPIS SIMBOLA

Co— konstanta za vrstu i polozaj mijesala

dm, mm — promjer mijeSala

Qs, % — masena raspodjela veliCina Cestica

D, mm — promjer reaktora

h, mm — visina reaktora

J, mm — udaljenost mijeSala od unutrasnje stjenke reaktora
n, min*t — brzina mije$anja

Nmin, Min"t — kriti¢na brzina mijesanja

S, mm — udaljenost mijeSala od dna reaktora



S — §irina raspodjele Cestica

t, min — vrijeme

X, 9/100 Qotapaia— Maseni odnos

X10, um — Kvantil koji pokazuje da je 10 % cestica u uzorku manjih od te veli¢ine Cestica

Xs0, um — medijan; kvantil koji pokazuje da je 50 % cestica u uzorku manjih od te veli¢ine Cestica
Xe0, um — Kvantil koji pokazuje da je 90 % cestica u uzorku manjih od te veli¢ine Cestica

Xsr, um — srednji promjer ¢estica

GRCKA SLOVA

oo — konstanta za vrstu i polozaj mijesala

Per, kg M2 — gustoca kontinuirane faze

pd,, Kg m™ — gustoca disperzne faze

6, ° — kut difrakcije

2, A —valna duljina

e, kg mts- dinamicka viskoznost kontinuirane faze
ud, kg m*s?— dinamicka viskoznost disperzne faze

o, N m™— medupovrsinska napetost
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1. UuvOD

U danasnje vrijeme, lijekovi se najcesce primjenjuju oralnim putem. Medu oralnim oblicima primjene
lijeka, tablete se isticu kao najbolji odabir zbog duge tradicije i niske cijene proizvodnje te preciznosti
prilikom doziranja.! Upravo zbog toga, tablete ¢ine 70 % ukupnih proizvedenih farmaceutskih

proizvoda.?

Oko 40 % lijekova koji su odobreni na trzistu i gotovo 90 % molekula u procesu razvoja su slabo topljivi
u vodi, $to predstavlja problem pri apsorpciji lijeka nakon oralne primjene.®* S pojavom raznih
tehnologija za isporuku netopivih lijekova, izazov formuliranja slabo topivih lijekova moguce je rijesiti.
Zbog jednostavnijeg sistematiziranja djelatnih tvari (engl. Active Pharmaceutical Ingredient, API)
prema njihovoj topljivosti u vodi i propusnosti u ljudskom organizmu, biofarmaceutski sustav
klasifikacije (engl. Biopharmaceutical Classification System, BCS) razvrstava djelatne tvari u Getiri

razreda.®

Istrazivanja su pokazala kako se na nisku topljivost lijekova moZze utjecati optimizacijom procesa
kristalizacije, jednog od naj¢esc¢e primjenjivanih procesa u farmaceutskoj industriji. Osim poboljsanja
topljivosti lijekova, kristalizacijom je moguce posti¢i Zeljenu tecivost i kompresibilnost, svojstva koja
su rezultat odredenog oblika, veli¢ine i raspodjele veliCina Cestica djelatne tvari. Medu raznim
metodama kristalizacije istiCe se sferi¢na kristalizacija, metoda pri kojoj se koraci kristalizacije i
aglomeracije provode istovremeno, sto rezultira nastankom sferi¢nih kristala. Time se skracuje postupak

i smanjuju troskovi proizvodnje lijekova zbog lak$eg rukovanja s djelatnom tvari.®

Zbog visoke cijene koju na trzistu postize djelatna tvar te sloZenog procesa s velikim brojem parametara
koje je potrebno optimizirati, proces kristalizacije se najée$¢e provodi u malom myjerilu. Nakon
podesavanja procesnih uvjeta proces sfericne kristalizacije potrebno je provesti u kristalizatoru veceg
volumena. Prilikom uveéanja procesa, postizanje geometrijske, dinamicke i/ili kinematicke sli¢nosti,
predstavlja veliki izazov. Ne postoji jedinstveni kriterij uvecanja procesa. Uvecanje je moguce provesti
zadovoljavanjem razlic¢itih kriterija prilikom ¢ega je vazno uzeti u obzir utjecaj na ostale parametre i

bezdimenzijske znacajke.’

Djelatna tvar koristena u ovom radu, ceritinib, odabrana je zbog svojih karakteristika niske topljivosti i
propusnosti, $to ju svrstava u razred IV BCS-a . Ceritinib se upotrebljava u obliku tablete ili kapsule za

lije¢enje uznapredovalog raka plu¢a nemalih stanica (engl. Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC).810

U ovome radu optimizirani su parametri procesa sferi¢ne kristalizacije ceritiniba te je za eksperimente

s najboljim rezultatima proveden postupak uvecanja procesa.



2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

2.1. Motivacija

Kristali ceritiniba imaju nepovoljna granulometrijska svojstva koja izazivaju probleme prilikom procesa
filtracije i suSenja nakon Kristalizacije. Procesom sferi¢ne kristalizacije ceritiniba pokuSala su se
poboljsati granulometrijska svojstva ceritiniba. Radi smanjenja broja procesnih koraka, a samim time i
proizvodnih tro§kova, postoji potreba za utvrdivanjem optimalnih parametara za provodenje sferi¢ne

kristalizacije.

2.2. Ciljevi rada

Cilj rada je razumjeti i optimizirati parametre sferi¢ne kristalizacije koji kontroliraju proces i utjecu na
svojstva sfericnih kristala ceritiniba. Kako bi se postigao Zeljeni rezultat, potrebno je provesti
optimizaciju parametara navedenih u tablici 1. Nakon uspjesne optimizacije procesa u malom mjerilu,

provedeno je uvecéanje procesa te su usporedeni dobiveni rezultati.

Tablica 1. Optimizacijski parametri procesa sferi¢ne kristalizacije.

Metoda sfericne kristalizacije

Kvazi—emulzijska difuzija

Kombinirana metoda
otapala

Sfericna aglomeracija

Sustav otapala

Otapalo Antiotapalo Kapljevina za premostenje Dodatak
Vrijeme zadrZzavanja
Vrsta mijeSala
RT6-45 PROP RT6-90

Brzina mijeSanja

2.3. Sferi¢na kristalizacija

Sferi¢na kristalizacija Cesto je primjenjivana metoda u farmaceutskoj industriji koja rezultira izravnim

nastankom kristala sferi¢nog oblika, ¢ime se ostvaruje jednostavnija kontrola nad kvalitetom kona¢nog

proizvoda. Ova metoda smatra se vrlo ucinkovitom prilikom dobivanja sfericnih kristala Zeljenih



svojstava. Pospjesuju se sljedeca svojstva: tecivost, kompresibilnost, mehanicka ¢vrstoca, elasti¢nost i
sposobnost mocenja. Upotrebom ove metode ostvaruje se bolja topljivost lijekova te moguénost
nastanka razli¢itih polimorfnih oblika djelatne tvari, $to rezultira boljom bioraspolozivosé¢u lijeka.? Kako
ovom metodom nastaju kristali Zeljenih svojstava, olakSavaju se postupci naknadne obrade poput
filtriranja, suSenja i tabletiranja te se skracuje vrijeme proizvodnje lijeka.® Medutim, navedena metoda
uz brojne prednosti ima i odredene nedostatke. Sferi¢na kristalizacija, s ciljem odabira pogodnog sustava
otapala i procesnih uvjeta, zahtijeva provodenje dugotrajnih preliminarnih istraZzivanja.!! Sferi¢na
kristalizacija moze se provoditi primjenom metoda sferi¢ne aglomeracije, kvazi—emulzijske difuzije
otapala, difuzije amonijaka, metode neutralizacije i metode kristalne koaglomeracije. Sferi¢na

aglomeracija i kvazi-emulzijska difuzija otapala najéesce su primjenjivane metode.

2.3.1. Sferi¢na aglomeracija

Stferi¢na aglomeracija provodi se koriStenjem triju otapala: dobrog otapala u kojemu je djelatna tvar
dobro topljiva, antiotapala u kojemu je djelatna tvar loSe topljiva te kapljevine za premostenje koja
omogucava stvaranje aglomerata. Djelatna tvar se otapa u dobrom otapalu do zasiéenja, te se dodaje u
reaktor u kojemu je prethodno dispergirana kapljevina za premostenje u antiotapalu. Odabir sustava
otapala je klju¢an korak prilikom ¢ega je potrebno zadovoljiti nekoliko uvjeta. Otapalo i antiotapalo
moraju biti mjesljivi, a kapljevina za premostenje mora biti nemjesljiva s antiotapalom te je kapljevinu
za premostenje potrebno dodati u optimalnoj koli¢ini kako bi vlazila nastale kristale.? Time se manji
kristali, kao rezultat medufazne napetosti izmedu kristala i kapljevine za premostenje, vezu u vece,

sferi¢ne kristale. Proces sferi¢ne aglomeracije prikazan je na slici 1.

Dodatak Koalescencija
 —  — —>
kapljevine za
premostenje
Nastanak IstaloZeni kristali i Sferi¢ni Uvecani sferiéni
kristala agregati s kapljevinom aglomerati aglomerat

za premostenje

Slika 1. Sferi¢na aglomeracija.

2.3.2. Kvazi-emulzijska difuzija otapala

Kvazi—emulzijska difuzija otapala je metoda kojom se izbjegava koristenje kapljevine za premostenje.
Naime, Kkristalizacija se provodi uz prisutnost dodatka, najces¢e polimera, koji stabilizira emulziju te
smanjuje medupovrSinsku napetost i poboljSava proces difuzije.? Polimer se otapa u antiotapalu, a
djelatna tvar u dobrom otapalu te se postepeno dokapava u antiotapalo. Vazno je osigurati da je afinitet

izmedu djelatne tvari i dobrog otapala veci nego onaj izmedu djelatne tvari i antiotapala. Zbog



medufazne napetosti izmedu dobrog otapala i antiotapala, otapalo postepeno difundira u antiotapalo kao
Sto je prikazano na slici 2. Ovom metodom sferi¢ni kristali ne nastaju povezivanjem pojedinac¢nih
kristala u aglomerate, ve¢ se formiraju izvana prema unutrasnjosti bez zadrzavanja kapljevine na

povrsini Kristala.

 — —————  —

Nastanak emulzije Difuzija vode u vanjsku Rast ljuske kristala Aglomeracija
organsku fazu

Slika 2. Kvazi—-emulzijska difuzija otapala.

2.4. Uvecanje procesa sferi¢ne Kkristalizacije

Uvecanje procesa postupak je prelaska eksperimenta s laboratorijskog na industrijsko mjerilo, pri cemu
je cilj dobiti proizvod jednake kvalitete i svojstava. Geometrija sustava uvelike utjece na parametre i
bezdimenzijske znacajke procesa, $to postupak uveéanja ¢ini zahtjevnim.'? Proces uveéanja sferi¢ne
kristalizacije sloZen je postupak jer se u sustavu istovremeno odvijaju procesi prijenosa koli¢ine gibanja,
topline i tvari, a stanje sustava u kristalizatoru se mijenja od homogene otopine, disperzije do suspenzije
u kojoj se granulometrijska svojstva ¢vrste tvari mijenjaju tijekom vremena. Stoga je potrebno voditi

racuna o utjecaju hidrodinamickih uvjeta u sustavu prilikom procesa uvecanja.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Kemikalije

Popis koristenih kemikalija prikazan je u tablici 2.

Tablica 2. Popis koristenih kemikalija.

Kemikalija Cistoéa Proizvodac CAS broj

Aceton (C3HsOH) 99,98 % Lach — Ner 67-64-1

Cikloheksan (CsH12) p.a. Lach — Ner 110-82-7

Heksan (CsHis) 99,00 % Carlo Erba 110-54-3

Heptan (C7His) p.a. Lach — Ner 142-82-5
Hipromeloza (HPMC, CssH10s030) >99,00 % Dupont 9004-65-3
Natrijev hidroksid (NaOH) p.a. Lach — Ner 1310-73-2
Oleinska kiselina (C1sH3402) 70,00+ % Lach — Ner 67701-08-0
Poli(etilen — glikol) (PEG, C2nHan+20n+1) >97,00 % Arcos organics 25322-68-3
Poli(vinil — acetat) (PVA, (C4HeO2)n) 78,00 % Arcos organics 9003-20-7
Poli(vinil — pirolidon) (PVP, (CeHsNO),) 99,00+ % Arcos organics 9003-39-8

Tetrahidrofuran (THF, (CH2)«O) p.a. Lach — Ner 109-99-9
Toluen (CsHsCHs) 99,50 % Macron 108-88-3

3.2. Ceritinib

Kemijski naziv ceritiniba je 5-kloro—2—N—(2—izopropoksi—5—metil-4—(piperidin—4—il)fenil)pirimidin—

2,4—diamin. Strukturna formula prikazana je na slici 3.

Slika 3. Strukturna formula ceritiniba.



3.3. Priprema A forme

Ceritinib u obliku A forme pripremljen je iz ceritinib dihidroklorida prema literaturi.’® Ceritinib
dihidroklorid (185,67 g) dodan je u sustav aceton—voda 3:1 (640 ml). Kristalizator je ugrijan na
temperaturu za 5 °C visu od temperature zasi¢enosti (45 °C) kako bi se osiguralo da su sve Cestice
otopljene i time sprijecila spontana nukleacija. Ceritinib dihidroklorid otapan je 45 minuta uz brzinu
mijeSanja 300 mint. Nakon otapanja soli, otopina je filtrirana te vra¢ena u kristalizator. PodeSena je pH
vrijednost otopine koriStenjem 10 %—tne otopine natrijeva hidroksida (NaOH). pH vrijednost pracena je
pomocu pH-elektrode Sentix 91 (WTW, London, Engleska) spojene na uredaj InoLab pH/Cond 740
(WTW, London, Engleska). Otopina NaOH postupno je dodavana do vidljive promjene boje iz Zute u
bijelu (pH = 11). Podesavanje pH vrijednosti rezultira nastankom kristala ceritiniba te natrijevog klorida
otopljenog u vodi. Proces kristalizacije proveden je uz konstantnu brzinu hladenja od 15 °C/h. Dobiveni

kristali su filtrirani 1 osuSeni.

3.4. Odredivanje topljivosti

Radi odabira sustava za provedbu sferi¢ne kristalizacije ispitane su topljivosti djelatne tvari pri 35 °C
metodom postizanja konstantne turbidimetrije u sljede¢im otapalima: tetrahidrofuranu (THF-u),
toluenu, heksanu, heptanu, acetonu, metanolu, etanolu, 2—propanolu i vodi. Ceritinib A forme dodavan
je u suvisSku sve do postizanja konstante turbidimetrije, koja je pra¢ena pomoc¢u sonde u CrystalSCAN-
u (E2153, h.e.l Ltd., Borehamwood, UK). Otopina je zatim filtrirana. Koncentracija otopine odredena
je gravimetrijskom metodom pomocu analizatora vlage (MLS 50-3C, Kern&Sohn, Balingen, Njemacka)

pri temperaturi od 100 °C.

3.5. Optimizacija procesa

Optimizacija procesa sfericne kristalizacije provedena je odabirom sustava otapala, metode sferi¢ne

kristalizacije, vremena zadrzavanja te hidrodinamickih uvjeta.

3.5.1. Odredivanje koli¢ine antiotapala

Koli¢ina antiotapala potrebna za potpuno izdvajanje ceritiniba iz otopine odredena je u otopini zasi¢enoj
na 35 °C. Kristalizacija je provedena u uredaju CrystalSCAN dokapavanjem antiotapala. Promjena
koncentracije otopine ceritiniba pracena je gravimetrijskom metodom pomocu analizatora vlage do

potpune kristalizacije ceritiniba.



3.5.2. Odabir metode sferi¢ne kristalizacije

Sferi¢na kristalizacija ceritiniba provedena je koristenjem metoda sferiéne aglomeracije, kvazi—
emulzijske difuzije otapala te kombinirane metode sferi¢ne kristalizacije. Kristalizacija je provedena u
reaktoru s duplom stjenkom sljede¢ih dimenzija: D=h=63 mm, d»=32 mm, s=21 mm, j=4 mm. Shema
reaktora dana je na slici 4.

sl

AT\

Izlaz termostatirane vode

<«

* Ulaz termostatirane vode

Slika 4. Shema reaktora.

Tijekom procesa kristalizacije, otopine su mijeSane mijeSalom s mehani¢kom mijesalicom (Hei-
TORQUE Ultimate 100, Heidolph, Schwbach, Njemacka). Nakon svakog provedenog eksperimenta
kristalizacije, sustav se filtrira pomocu filter papira u Biichnerovom lijevku spojenog na vakuum preko
boce sisaljke. Kristali se zatim zajedno sa filter papirom suse u suSioniku (TCN 115 PLUS, Argo Lab,
Sunnyvale, SAD) pri 50 °C.

3.5.3.1. Sferi¢na aglomeracija

Sferi¢na aglomeracija provodi se u sustavu koji sadrzi otapalo, antiotapalo i kapljevinu za premostenje.
Sustav otapala odabran je na temelju rezultata ispitivanja topljivosti ceritiniba u obliku A forme, vodeci
raCuna o medusobnoj mjesljivosti otapala. Podru¢je koncentracije pojedinog otapala odredeno je
pomocu programskog paketa Dynochem te literaturnih podataka.'* Sferi¢na aglomeracija provedena je
na nacin da se u reaktor najprije dodaje anitiotapalo u kojemu je odredenom brzinom mijesanja
dispergirana kapljevina za premostenje do postizanja stanja potpune disperzije. Nakon S$to je sustav
termostatiran na 20 °C, u reaktor se Spricom postupno dokapava zasi¢ena otopina ceritiniba zagrijana

na 35 °C. Postupak je prikazan na slici 5.
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otapalo antlotapalo kapljevina za knstahzacga
premostenje
djelatna kapljevma za raspriena u
tvar premostenje antiotapalu

Slika 5. Postupak metode sferi¢ne aglomeracije.

U tablici 3 navedeni su sustavi otapala za koje je provedena metoda sferi¢ne aglomeracije.

Tablica 3. Ispitani sustavi otapala za metodu sferi¢ne aglomeracije.

Otapalo Antiotapalo Kapljevina za premostenje
Aceton Voda Heksan
Aceton Voda Heptan
Aceton Voda Toluen
THF Voda Cikloheksan
THF Voda Heksan
THF Voda Heptan
THF Voda Oleinska kiselina
THF Voda Toluen

3.5.3.2. Kvazi—-emulzijska difuzija otapala

Metoda kvazi—emulzijske difuzije otapala provodi se tako da se u reaktor najprije dodaje antiotapalo u
kojemu je prethodno otopljen dodatak, a zatim se uz mijeSanje dodaje zasi¢ena otopina ceritiniba

zagrijana na 35 °C. Postupak je prikazan na slici 6.

difuzija otapala i

antiotapala
— L
otapalo anti otapalo nastanak krlstallzaCI ja
kvazi-emulzijskih
djelatna dodatak kapljica u antiotapalu

tvar

Slika 6. Postupak metode kvazi—emulzijske difuzije otapala.



Prema literaturi!® odabrani dodaci za provodenje kristalizacije su sljede¢i: hipromeloza (HPMC),
poli(etilen—glikol) (PEG), poli(vinil-acetat) (PVA) i poli(vinil-pirolidon) (PVP).

U tablici 4 prikazani su sustavi otapala za koje je provedena metoda kvazi—emulzijske difuzije otapala.

Tablica 4. Odabrani sustavi otapala za metodu kvazi—emulzijske difuzije otapala.

Otapalo Antiotapalo+dodatak
THF Voda+HPMC (1 % w/w)
THF Voda+HPMC (3 % w/w)
THF Voda+PEG (1 % w/w)
THF Voda+PEG (5 % w/w)
THF Voda+PVA (1 % w/w)
THF Voda+PVA (5 % w/w)
THF Voda+PVP (1 % w/w)
THF Voda+PVP (3 % w/w)
THF Voda+PVP (5 % w/w)

3.5.3.3. Kombinirana metoda sferi¢ne kristalizacije

Kombinacija metoda sferi¢ne aglomeracije i kvazi—emulzijske difuzije otapala provedena je za odabrane
najuspjesnije eksperimente. Eksperimenti su odabrani usporedbom oblika i koli¢ine dobivenih sfericnih
kristala, $to je odredeno vizualno. Kristalizacija kombiniranom metodom provedena je na nacin da je
kapljevina za premostenje dokapavana u otopinu dodatka u antiotapalu termostatiranu na 20 °C, uz
konstantno mijesSanje kako bi se postiglo stanje potpune disperzije kapljica. Kada je postignuto stanje
potpune disperzije, u reaktor je postupno dodavana zasi¢ena otopina ceritiniba u otapalu zagrijana na 35

°C. Eksperimenti su provedeni za viSe sustava. Shema procesa je prikazan na slici 7.

uuu—u UE m

otapalo amotapalo kapljevina za stanje potpune kristalizacija

premostenje suspenzije
djelatna tvar dodatak

Slika 7. Proces kombinirane metode sferi¢ne kristalizacije.
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Tablica 5 prikazuje sustave otapala za koje je provedena kombinirana metoda sferi¢ne kristalizacije.

Tablica 5. Ispitani sustavi otapala za kombiniranu metodu sferi¢ne kristalizacije.

Otapalo Antiotapalo+dodatak Kapljevina za premostenje
THF Voda+HPMC (1 % w/w) Heptan
THF Voda+HPMC (3 % w/w) Heptan
THF Voda+PEG (1 % w/w) Heptan
THF Voda+PVP (1 % w/w) Haptan

3.5.4. Odabir vremena zadrZavanja

Optimalno vrijeme zadrZavanja i rasta kristala u otopini odredeno je pracenjem oblika nastalih kristala

tijekom procesa kristalizacije pomocu svjetlosnog mikroskopa (BA 200, Motic, Wetzlar, Njemacka)

svakih 5 minuta, pocevsi od trenutka kada je sva koli¢ina otopine ceritiniba dodana u sustav, do trenutka

uocavanja raspadnutih sferi¢nih kristala.

3.5.5. Odabir mijeSala i brzine mijeSanja

Pri odabranim optimalnim uvjetima za provedbu sferi¢ne kristalizacije, ispitan je utjecaj hidrodinamike

na granulometrijska svojstva kristala. Eksperimenti su provedeni u uredaju CrystalSCAN. Ispitan je

utjecaj brzine vrtnje tri vrste mijesala: mijesala sa 6 lopatica nagnutih pod kutom od 45° (RT6-45) (slika

8a) koje osigurava aksijalni tok, spiralnog propelerskog mijesala, (PROP) (slika 8b) koje ostvaruje

mijeSani tok te mijeSala sa 6 ravnih lopatica pod kutom od 90° (RT6-90) (slika 8c) koje ostvaruje

radijalni tok.

=

b) C)m

Slika 8. Prikaz mijesala a) RT6-45, b) PROP, c) RT6-90.
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3.6. Odredivanje kriti¢ne brzine mijeSanja

Minimalna brzina mije$anja za odabrani sustav u CrystalSCAN-u odredena je vizualno. Postupak
vizualnog odredivanja minimalne brzine mije$anja proveden je uz postupno povecavanje brzine
mijeSanja smjese antiotapala i kapljevine za premostenje do postizanja potpune disperzije kapljevine za
premostenje u antiotapalu. Radi lakSeg pracenja mijesanja, kapljevina za premostenje obojena je jodom.
Kriti¢na brzina mijeSanja prilikom uvecanja procesa kristalizacije odredena je vizualno na prethodno

opisan nacin te primjenom sljedeéeg izraza'e:
9
Noo = oy [iJ AP €
Hy

Kako bi se empirijskim pristupom odredila kriti¢na brzina mije$anja, potrebno je odrediti parametre

jednadzbe 1 karakteristi¢ne za ispitivani sustav. Parametri su prikazani u tablici 6.

Tablica 6. Parametri potrebni za odredivanje kriti¢ne brzine mijeSanja prema just dispersed kriteriju.

Co, konstanta za vrstu i polozaj mijeSala 0,348148
ao, konstanta za vrstu i polozaj mijeSala -1,38272
dm—promjer mijesala, m 0,05
e, dinamicka viskoznost kontinuirane faze, kg m* s 1,32-103
ud, dinamicka viskoznost disperzne faze, kg m? s 3,89-10*
o, medupovrsinska napetost, N m™ 0,03
pe, gustoca kontinuirane faze, kg m3 1000,80
pd, gustoca disperzne faze, kg m= 684,00

Medupovrsinska napetost i gustofa izmjerene su pri 20 °C koriste¢ci DCAT-8T tenziometar
(DataPhysics Instruments GmbH, Filderstadt, Njemacka). Kinemati¢ka viskoznost odredena je pri 20

°C na kapilarnom viskozimetru Cannon-Fenske (tip 551 03).

3.7. Uvecanje procesa sferi¢ne Kristalizacije

Uvecanje procesa sferi¢ne kristalizacije provedeno je kombiniranom metodom sferi¢ne kristalizacije za
sustav CRT+THF-voda+PVP (1 % w/w)-heptan. Uvecéanje je provedeno u reaktoru sljedecih
dimenzija: D=h=100 mm, dn=50 mm, s=33 mm, j=8 mm. Koristeno je propelersko mijesalo s tri lopatice
nagnute pod 45°. Shema reaktor prikazana je na slici 9. Eksperimenti uvec¢anja provedeni su pri kriti¢nim
brzinama mijesanja odredenim vizualno i primjenom izraza kojim se odreduje broj okretaja potreban da

se postigne stanje potpune disperzije (jednadzba 1).
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Slika 9. Shema reaktora za uvecanje procesa sferi¢ne kristalizacije.

3.8. Karakterizacija sferi¢nih kristala

3.8.1. Vanjski oblik i veli¢ina kristala

Vanjski oblik i veli¢ina suhih sferi¢nih kristala odredeni su pomocu svjetlosnog mikroskopa (BA 200,
Motic, Wetzlar, Njemacka), a morfologija povrSine primjenom pretraznog elektronskog mikroskopa

(VEGA3, TESCAN, Brno, Ceska).

Snimanje mikrografija svjetlosnim mikroskopom provodi se tako da se stakalce s uzorkom postavi na
stoli¢ pod objektiv mikroskopa. Mikroskopom se upravlja ru¢no mijenjaju¢i objektive razlicitih

uvecanja (40x, 100x i 400x), a mikrografije se snimaju kamerom pomoc¢u ra¢unalnog programa Motic.

Prilikom snimanja mikrografija pretraznim elektronskim mikroskopom, koriStena je energija
elektronskog snopa od 10 keV i radna udaljenost u rasponu od 4 do 10 mm, ovisno o snimanom uzorku.
Prije snimanja mikrografija, svi uzorci su napareni sa zlatom pri jakosti struje od 17 mA u trajanju od

120 s koriste¢i SC7620 napariva¢ (Quorum Technologies, Lewes, UK).
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3.8.2. Raspodjela veli¢ina ¢estica

Raspodjela veli¢ina Cestica odredena je suspendiranjem sferi¢nih kristala u otopini vode s dodatkom
neionskog surfaktanta tritona X—100. Mjerenje je provedeno koristenjem Cesti¢nog analizatora (SALD
3101, Shimadzu, Kyoto, Japan), u komori za mokro mjerenje. Ultrazvuk u komori nije koristen kako ne
bi doslo do raspada sferi¢nih kristala. Sirina raspodjela veli¢ine Gestica izradunata je prema jednadzbi®’:

§=0 @)

X10
3.8.3. Utvrdivanje unutarnje strukture ceritiniba
Unutarnja struktura kristala ceritiniba odredena je prije i nakon procesa sferi¢ne kristalizacije metodom
rendgenske difrakcije na prahu na uredaju XRD 6000 (Shimadzu, Kyoto, Japan). Izvor zraéenja je Cu—

Ka valne duljine /=1,54059 A. Primijenjeni su jakost struje od 30 mA te napon od 40 kV, a podaci su

prikupljeni u rasponu od 260=5-35° s korakom od 0,02° i vremenom zadrzavanja od 0,6 s po koraku.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Topljivost i odabir sustava

Odredivanje topljivosti ceritiniba dio je preliminarnog istrazivanja i pripreme za provodenje
prekristalizacije djelatne tvari. Topljivost ceritiniba odredena je pri 35 °C u sljede¢im otapalima: THF-
u, toluenu, heksanu, heptanu, acetonu, metanolu, etanolu, 2—propanolu i vodi. Rezultati ispitivanja

topljivosti prikazani su na slici 10.

18 16,25
16
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g 12
5% 10
S
; 4,61 4,43
s 6 28 256
X 4
’ 0,10 0,10 0,10 0,10
0
e > > 2 > > >
& SH e 3 X & Nl ¥ &
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Slika 10. Topljivost ceritiniba u odabranim otapalima.

Na temelju rezultata vidljivo je da se ceritinib najbolje otapa u THF-u. Stoga je THF u vecini
eksperimenata koriSten kao otapalo. Zbog male topljivosti u vodi ona je u svim eksperimentima
koriStena kao antiotapalo. Prema literaturnim podacima o mjesljivosti otapala®® zaklju¢eno je da su THF
1 voda medusobno mjesljivi. §to je dodatni uvjet da se otapalo koristi za izdvajanje iz primarne otopine.
Heksan, heptan i toluen nisu mjesljivi s THF—om i vodom te su kori$teni kao kapljevine za premostenje.
Kako sva navedena otapala zadovoljavaju uvjete za koristenje kapljevine za premostenje, otapalo je
izabrano prema kriterijima vodi¢a za odabir otapala u farmaceutskoj industriji.*® Heptan je u usporedbi

s heksanom, radi manje toksicnosti, istaknut kao bolji odabir.

Kako bi se odredila koli¢ina vode koju je potrebno dodati u zasi¢enu otopinu THF-a pracena je
koncentracija ceritiniba tijekom dodavanja vode u otopinu. Slika 11 prikazuje promjenu koncentracije
ceritiniba u THF—u s vremenom. Eksperiment je proveden pri temperaturi od 35 °C uz brzinu dodavanja

vode 0,11 ml s, Ceritinib je u potpunosti iskristaliziran nakon 900 sekundi te se uz poznatu brzinu

15



dodatka vode mozZe odrediti da je za potpunu kristalizaciju ceritiniba iz THF—a potrebno dodati vode u

minimalnom omjeru s otapalom 2:1.
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Slika 11. Kinetika kristalizacije ceritiniba otopljenog u THF-u pri brzini dodavanja vode 0,11 ml s

4.2. Odabir podrué¢ja rada u ternarnom dijagramu

Nakon odabira sustava otapala i minimalne koli¢ine otapala za potpunu kristalizaciju ceritiniba, bilo je
potrebno odabrati heterogeno podrucje koristenih otapala za uspje$nu provedbu sferi¢ne kristalizacije.
lako je minimalni omjer otapala i antiotapala 1:2, udio antiotapala povecan je jer se na taj nain
osigurava prostor u kojem ¢e se dobro rasprsiti kapljevina za premostenje te do¢i do okrupnjavanja
kristala. Stoga su eksperimenti provedeni pri omjeru otapala i antiotapala 1:7.

Kapljevina za premostenje dodaje se u maloj koli¢ini, §to zajedno s hidrodinamic¢kim uvjetima utjece na
veli¢inu rasprSenih kapljica u antiotapalu, a onda i na veliinu nastalih sfera. Kako bi se odredilo
heterogeno podrucje u kojem je moguce provesti sfericnu kristalizaciju koristen je ternarni fazni
dijagrami dobiven koriStenjem programskog paketa Dynochem za sustav otapala: THF—voda—heptan.
Stferi¢na aglomeracija provedena je u heterogenom podrucju, u kojem se kapljevina za premostenje ne
mijesa s otapalom i antiotapalom. Kako je heterogeno podrucje jako Siroko, potrebno je suziti podrucje
u kojem ¢e do¢i do sferi¢ne kristalizacije.'* Na slici 12 prikazan je sastav smjese otapala koji je odabran
za provedbu sfericne kristalizacije. Omjer otapala, antiotapala i kapljevine za premostenje iznosio je:

1:7:1.
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Slika 12. Odabir podruéja za provedbu kristalizacije u sustavu THF-voda-heptan.

4.3. Odabir metode sferi¢ne Kkristalizacije

Stferi¢na kristalizacija moze se provesti na nekoliko razlicitih na¢ina, a odabir metode znacajno utjece
na svojstva nastalih sferi¢nih aglomerata. Slika 13 prikazuje rezultate najuspjesnijih eksperimenata
provedenih metodom sferi¢éne aglomeracije. U oba slucaja dobiveni su kristali pravilnog sferi¢nog
oblika uz prisutnost nepravilnih manjih Cestica. Heptan je, buduci da je prihvatljivije otapalo u

farmaceutskoj industriji, odabran za daljnji rad.

a):. . .." b) ‘-" .’49

Slika 13. Mikrografije kristala dobivenih metodom sferi¢ne aglomeracije pri uve¢anju 40x za: a)
CRT+THF-voda-heksan, n=500 min?, t=30 min i b) CRT+THF-voda-heptan, n=400 min, t=60

min.

Na slici 14 prikazane su mikrografije uspjesnih eksprimenata provedenih metodom kvazi—emulzijske
difuzije otapala. U sustavima u kojima je kao otapalo koristen THF, a kao antiotapalo voda uz dodatak
1,315 % w/w PVP-a, povecanje udjela PVVP-a rezultira nastankom manjeg broja sferi¢nih kristala vecih
dimenzija. Dodatak razli¢itog udjela PVVP—a utjece na medupovrsinsku napetost i viskoznost smjese, $to
utjece na veli¢inu sfera.’>202! Nastanak sitnijih kuglica poZeljan je za daljnju formulaciju te je stoga, za

daljnje ispitivanje, odabran pokus s 1 % w/w otopinom PVP—a.
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Slika 14. Mikrografije kristala dobivenih metodom kvazi—emulzijske difuzije otapala pri uvecanju
100x, n=550 min i t=60 min za: a) CRT+THF-voda+PVP (1 % w/w) b) CRT+THF-voda+PVP (3 %
wiw) i ¢) CRT+THF-voda+PVP (5 % w/w).

Nakon provedenih eksperimenata pojedinacnim metodama, provedena je kombinirana metoda sfericne
aglomeracije i kvazi-emulzijske difuzije otapala za sustav CRT+THF-voda+PVP (1 % w/w)-heptan.

Kristali dobiveni ovom metodom prikazani su na slici 15. Nastali kristali sfericnog su oblika i sli¢ne

n._A

Slika 15. Mikrografija kristala dobivenih kombiniranom metodom za sustav CRT+THF-voda+PVP (1

veli¢ine.

% w/w) —heptan pri uveéanju 40x, n=550 min! i t=60 min.

Sferi¢ni kristali dobiveni kombinacijom metoda sferi¢éne aglomeracije i kvazi—emulzijske difuzije
otapala u sustavu CRT+THF-voda+PVP (1 % w/w)-heptan podvrgnuti su analizi na pretraznom
elektronskom mikroskopu, a mikrografije su prikazane na slici 16. Vidljivo je da su nastali kristali
pravilnog, sferi¢énog oblika, no razli¢itih su promjera, od 300 do 600 um. Povr$ina kristala je homogena,

stoga su ovaj sustav i metoda odabrani za daljnju optimizaciju procesa.

18



Slika 16. Mikrografije sferi¢nih kristala dobivenih kombinacijom metoda sferi¢ne aglomeracije i

kvazi—emulzijske difuzije otapala u sustavu CRT+THF-voda+PVP (1 % w/w)-heptan.

4.4. Odabir optimalnog vremena zadrzavanja

Vrijeme zadrzavanja je vazan parametar koji u velikoj mjeri utjeCe na rezultate eksperimenta. Potrebno
je odrediti optimalno vrijeme zadrzavanja. Ukoliko je vrijeme zadrzavanja premalo, prijenos kristala iz
smjese otapala i antiotapala, gdje nastaju kristali, u sfere nece se odviti do kraja te ¢e kapljice kapljevine
za premostenje ostati prazne, a kristali ne¢e formirati pravilne sfere. S druge strane, ukoliko je vrijeme
zadrzavanja predugo dolazi do raspada sferi¢nih kristala. Sferi¢ni kristali ¢e se zbog predugog
zadrzavanja u smjesi otapala raskvasiti te moze do¢i do raspada nastalih sfera ili nastanka vecih
nepravilnih aglomerata.?? Slika 17 prikazuje kristale slikane svjetlosnim mikroskopom u odredenim
vremenskim intervalima tijekom provodenja eksperimenta za sustav otapala CRT+THF-voda+PVP (1

% w/w)-heptan. Tijekom provedbe kristalizacije pracen je oblik kristala od nastanka do raspada.
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Slika 17. Mikrografije dobivene svjetlosnim mikroskopom tijekom izvodenja eksperimenta za sustav
otapala CRT+THF-voda+PVP (1 % w/w)-heptan u vremenu: a) 1min (uveéanje 40x) b) 10min
(uvecanje 40x) ¢) 20min (uvecanje 100x) d) 30min (uvecanje 40x) ) 40min (uvecanje 40x) f) 50min

(uvecanje 100x) i g) 60min (uvecanje 400x).

Na slici 17 vidljiv je nastanak kristala nakon 10 minuta, medutim tijekom cijelog procesa dio kapljica
heptana ostaje neispunjen. Na slikama je vidljivo kako do raspada kristala dolazi nakon 50 minuta te je

odredeno optimalno vrijeme provedbe kristalizacije od 40 minuta.
4.5. Odabir hidrodinamickih uvjeta
Nakon odabranog sustava otapala, metode provedbe i vremena zadrzavanja sfera u otopini, ispitan je

utjecaj hidrodinamickih uvjeta na granulometrijska svojstva kristala. Koristena su tri razli¢ita mijesala,

turbinsko mijeSalo sa Sest lopatica nagnutih pod kutom od 45° (RT6-45) koje uzrokuje aksijalni tok u
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posudi, propelersko mijesalo (PROP) koje uzrokuje mijeSani tok te turbinsko mijesalo sa Sest lopatica

nagnutih pod kutom od 90° koje uzrokuje radijalni tok mijesala (RT6-90) (slika 8).%

U procesu sferi¢ne kristalizacije mijeSanje je slozeno zbog promjena u sustavu do kojeg dolazi tijekom
vremena. U pocetku, kada se dodaje kapljevina za premostenje, potrebno je posti¢i stanje njezine
potpune rasprSenosti u antiotapalu, a nakon dodatka zasi¢ene otopine te nastanka i rasta kristala,
potrebno je adekvatnim mijeSanjem posti¢i Stanje potpune suspenzije. Zbog razli¢itih tokova koje
koriStena mijeSala izazivaju u kristalizatoru, vizualnom metodom odredena je kriti¢na brzina, brzina
vrtnje mijeSala koja osigurava rasprsenje kapljica kapljevine za premostenje u antiotapalu i postizanje

stanje potpune suspenzije nakon nastanka kristala.

Kriti¢na brzina vrtnje mijesala za sustav CRT+THF-voda+PVP (1 % w/w)-heptan odredena je uz
pomo¢ dodatka joda u organsku fazu. Na slici 18 prikazan je primjer odredivanja kriti¢ne brzine vrtnje
mijesala za propelersko mijesalo. U posudi za mijeSanje vidljivo je razbijalo koje sprjeava nastanak

vrtloga jer on negativno utjee na izmijeSanost sustava.

a) b) _ _Fy)

Slika 18. Postupak vizualnog odredivanja kriti¢ne brzine mijeSanja za PROP pri brzinama mijeSanja:
a) 300 min? b) 500 min*ic) 700 min?.

Provedbom eksperimenata odredene su kriti¢ne brzine vrtnje za navedena mijesala. Za mijeSalo RT6—
45, kriti¢na brzina vrtnje mijeSala iznosi 450 min, za mijeSalo PROP 700 min?, te za mijeSalo RT6—
90 400 min*. Mijesalo koje izaziva radijalni tok u posudi (RT6-90) postize dobro rasprsenje kapljevine
za premostenje pri najmanjem broju okretaja. Radijalni tok koji ima oblik krila leptira dobro rasprsuje
heptan, koji se zbog manje gustoce od vode, zadrzava na vrhu posude. U tablici 7 prikazani su rezultati
nastalih sferi¢nih kristala za mijesala RT6-45, PROP i RT6-90 pri njihovim kritiénim brzinama
mijesanja. Iznos Sirine raspodjele veli¢ina Cestica za mijeSalo RT6-45 je najmanyji te iznosi 9,0 $to nam
ukazuje na najuzu raspodjelu od tri mijesala pri kriti¢noj brzini. Takoder, navedeno mijesalo jedino ima
monomodalnu raspodjelu veli¢ina Cestica (Slika 19). Najucestalija veli¢ina kristala za navedeno mijesalo
je na 420 um. Propelersko mijesalo ima najveci iznos S (88,7), raspodjela je bimodalna, a najucestalija
veli¢ina kristala je 760 um. Mijesalo RT6-90 takoder ima bimodalnu raspodjelu veli¢ine Cestica ¢ija

Sirina iznosi 13,8, a najudestalija veli¢ina Cestica je sli¢na kao i kod mijeSala RT6-45, 420 pum. Iz
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eksperimentalnih podataka moze se zakljuciti kako mijesalo RT6—45 pri kriti¢noj brzini daje najbolje

rezultate s obzirom na raspodjelu veli¢ine Cestica i oblik krivulje.

Tablica 7. Usporedba kvantila x1o, Xso, Xeo i Sirina raspodjele veli¢ina Cestica za mijesala RT6-45, PROP

i RT6-90 pri kritiénim brzinama mijeSanja.

Mijesalo n (min™) X10, M X50, UM X0, LM S

RT6-45 450 98,7 365,9 884,8 9,0
PROP 700 12,2 492,7 1078,9 88,7

RT6-90 400 57,5 368,1 793,1 13,8
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Slika 19. Usporedbe raspodjela veli¢ina ¢estica za mijeSala RT6-45, PROP i RT6-90 pri kriti¢nim

brzinama mijesanja.

Svako od tri navedena mijeSala uzrokuje razli€iti tok mijeSanja suspenzije, stoga je i optimalna brzina
mijeSanja razliCita za svako mijeSalo. Prilikom vizualnog odredivanja optimalna brzine mijeSanja
potrebno je uzeti u obzir je li kapljevina za premostenje dobro dispergirana u sustavu. Dodatkom otopine
ceritiniba dolazi do brzog nastanka kristala, koji se zbog velikog afiniteta prema kapljevini za
premostenje pocinju nakupljati u kapljicama heptana.?? Budué¢i da su se uvjeti u kristalizatoru
promijenili, vazno je odrediti hidrodinamicke uvjete koji ¢e osigurati postizanje potpune suspenzije.
Potpuna suspenzija se postize kada su sve Cestice U gibanju i niti jedna ne zaostaje na dnu dulje od jedne

sekunde.?

U tablici 8 i na slici 20 prikazani su rezultati raspodjele veli¢ina ¢estica za mijeSalo RT6—45 te se moze
zakljuciti sljedeée: najmanji iznos $irine raspodjele veli¢ina Cestica je 9,0 pri kriti¢noj brzini mijeSanja
od 450 min?, a najucestalija veli¢ina kristala iznosi 420 um. S povecanjem brzine vrtnje mijesala
uodljivo je smanjenje najucestalije veli¢ine kristala (390 um pri 600 min, odnosno 250 um pri 800

min™) te su raspodjele veli¢ina estica bimodalne. Ovakvo ponaSanje sustava moZe se objasniti lomom

22



kristala zbog medusobnog sudaranja Cestica te sudaranja sa stijenkom reaktora i mijeSalom zbog vece
brzine mijesanja sustava. 1z tog se razloga pojavljuje drugi maksimum ucestalosti pri manjim iznosima

veli¢ina kristala.

Tablica 8. Usporedba kvantila X1, Xso0, Xgo i Sirina raspodjele veli¢ina Cestica za mijeSalo RT6-45 pri

razli¢itim brzinama vrtnje mijesala.

n (min‘l) X10, UM Xs50, UM Xg0, pmM S
450 98,7 365,9 884,8 9,0
600 23, 311,3 660,0 28,0
800 8,3 1144 408,3 49,1
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Slika 20. Raspodjele veli¢ina Cestica za mijeSalo RT6-45 pri brzinama od 450, 600 i 800 min.

U tablici 9 i na slici 21 prikazani su rezultati raspodjele veli¢ina Cestica za mijesalo PROP pri razli¢itim
brzinama vrtnje mijesala. Najuza raspodjela veli¢ina Cestica vidljiva je pri 800 min™ i njena $irina iznosi
4,3 sto ukazuje na usku Sirinu raspodjele, a najuéestalija veli¢ina kristala je na 390 um. Raspodjela je
monomodalna. Pri brzini vrtnje mijeSala od 900 min™ mogu se uogiti veéi kristali s najucestalijom
veli¢inom od 545 pm. Iznos Sirine raspodjele nesto je veci (S=5,1), §to je takoder uska Sirina raspodjele
veli¢ina kristala. Najlosiji rezultati dobiveni su pri najmanjoj brzini vrtnje mijeSala od 700 min?,

raspodjela je bimodalna i jako Siroka s iznosom od 88,7, a najucestalija veli¢ina kristala je 680 pum.

Tablica 9. Usporedba kvantila xio, Xso, Xeo I Sirina raspodjele veli¢ina Cestica za mijeSalo PROP pri

razli¢itim brzinama vrtnje mijesala.

n (min™) X10, UM Xs50, UM Xg0, UM S
700 12,2 492,7 1078,9 88,7
800 167,1 362,6 711,3 4,3
900 230,2 520,6 1170,9 51

23



©700 <800 @900

01 1,0 10,0 100,0 1000,0 10000,0
Xgry UM

Slika 21. Raspodjele veli¢ina Cestica za mijeSalo PROP pri brzinama od 700, 800 i 900 min™.

U tablici 10 i na slici 22 prikazani su rezultati raspodjele veli¢ina Cestica za mijesalo RT6-90 pri
razli¢itim brzinama okretaja mijeSala. Pri najve¢oj brzini od 800 min™ §irina raspodjele veli¢ina &estica
je najmanja te iznosi 5,7. Raspodjela je monomodalna, a najucestalija veliina kristala je 315 pum.
Smanjenjem brzine na 600 min* primje¢uje se povecanje Sirine raspodjele veli¢ina kristala s iznosom
od 11,8, najucestalija veli¢ina Cestica je pri 390 um i raspodjela je takoder monomodalna. Najveéi
kristali dobiveni su pri najmanjoj brzini okretaja od 400 min, veli¢ina im iznosi 430 pm, a iznos Sirine
raspodjele veli¢ina Cestica je najveci od tri provedena eksperimenta (S=13,8). Raspodjela je u ovom
slucaju bimodalna. Pri manjem broju okretaja nastaju krupnije kapljice heptana u vodi, $to onda utjece
na povecanje sfera, medutim u tim uvjetima raste Sirina raspodjele veli¢ine &estica. Sira raspodjela

nastaje jer dio kristala raste izvan kapljica kapljevine za premostenje te ostaje heaglomeriran.

Tablica 10. Usporedba kvantila X0, Xs0, Xgo i Sirina raspodjele veli¢ina Cestica za mijeSalo RT6-90 pri

razli¢itim brzinama vrtnje mijesala.

n (min‘l) X10, UM Xs50, UM Xg0, UM S
400 57,5 368,1 793,1 13,8
600 56,8 293,2 674,5 11,8
800 92,9 262,7 531,7 5,7
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Slika 22. Raspodijele veli¢ina Gestica za mijeSalo RT6-90 pri brzinama od 400, 600 i 800 min.

4.6. Uveéanje procesa sferi¢ne kristalizacije

Nakon optimiziranja procesa sferi¢ne kristalizacije ceritiniba u sustavu CRT+THF-voda+PVP (1 %

w/w)-heptan u kristalizatoru manjih dimenzija (slika 4), kristalizacija je provedena u kristalizatoru

vec¢ih dimenzija (slika 9). Kako bi se uvecanje uspjesno provelo, odredena je kriticna brzina mije$anja

na dva nacina: vizualno i just dispersed kriterijem, prema jednadzbi 1.

Na slici 23 prikazan je postupak vizualnog odredivanja kriti¢ne brzine mijeSanja koja iznosi 580 min™.

1o

Slika 23. Postupak vizualnog odredivanja kriti¢ne brzine mijeSanja za uvecanje procesa.

Empirijski odredena kriti¢na brzina mijeSanja prema just dispersed kriteriju iznosi 747 min. Slika 24

prikazuje stanje sustava pri toj brzini.

Slika 24. Sustav heptan—voda pri kriti¢noj brzini mijeSanja odredenoj just dispersed kriterijem.
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Za provedbu kristalizacije u ve¢em mjerilu odabran je sustav CRT+THF-voda+PVP (1 % w/w)-heptan
s PROP mijeSalom. Dimenzije kristalizatora i mijesSala uvecane su dva puta, a oblik kristalizatora i vrsta
mijeSala zadrzali su slicnost s malim kristalizatorom i mijesalom. Mikrografije kristala dobivenih
uvecanjem procesa kristalizacije kombiniranom metodom za sustav CRT+THF-voda+PVP (1 % w/w)—
heptan prikazane su na slici 25. Vidljivo je kako su pri manjoj brzini mijeSanja od 580 min™, koja je
odredena vizualnom metodom, nastali kristali sfericnog oblika. Pri brzini mijeSanja od 747 min,
odredenoj jednadzbom 1, dolazi do loma nastalih sferi¢nih kristala zbog sudara kristala s mijeSalom i

stijenkama reaktora te nastanka veéeg broja Cestica nepravilnog oblika.

Slika 25. Mikrografije kristala dobivenih uve¢anjem procesa sferi¢ne kristalizacije ceritiniba
kombiniranom metodom za sustav CRT+THF-voda+PVP (1 % w/w)-heptan pri t=40 min, uvecanju

mikroskopa 40x i brzini mijeSanja: a) 580 min™ i b) 747 min.

Slika 26 prikazuje sferi¢ne kristale nastale pri kritiénim brzinama mijeSanja snimljene pretraznim
elektronskim mikroskopom. MozZe se uoéiti kako su dobiveni kristali sferi¢énog oblika, glatke povrSine i
Suplje unutraSnjosti (slika 26a), te je potvrdeno kako se pri kriti¢noj brzini odredenom just dispersed

kriterijem sferi¢ni kristali lome (slika 26b).

a)

Slika 26. Mikrografije sferi¢nih kristala dobivenih uve¢anjem procesa sferi¢ne kristalizacije
kombiniranom metodom u sustavu CRT+THF-voda+PVP (1 % w/w)-heptan pri brzinama mijesanja
a) 580 min™i b) 747 min™,
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Nakon provedbe uvecanja procesa sfericne kristalizacije ceritiniba pri razli¢itim kriticnim brzinama
okretaja mijesala, snimljene su raspodjele veli¢ina kristala koje su prikazane na slici 27. U tablici 11
dani su rezultati raspodjele veliina kristala te se moze do¢i do zakljucka kako je raspodjela veli¢ina
kristala kod just dispersed kriterija monomodalna i uza, dok je pri vizualnom kriteriju raspodjela
bimodalna i $ira. Najucestalija veli¢ina kristala bliska je kod oba kriterija te se nalaze u rasponu od 370
pm do 415 pm. Iako su dobivene raspodjele veli¢ina kristala slicne, analiza mikrografija pokazuje da su
bolji uvjeti postignuti na manjoj brzini vrtnje mijeSala. Veéi broj okretaja mijeSala dovodi nastanka
krupnijih kristala, ali uzrokuje i velik broj sudara sa stijenkom i kristalima medusobno S§to je uzrok

nastanka nepravilnih sfera.

Tablica 11. Usporedba kvantila X1o, Xso, Xeo i $irina raspodjele veli¢ina Cestica prilikom uvecanja procesa

pri odredenim kriti¢nim brzinama mijesanja.

n (min‘l) X10, UM X50, UM Xg0, UM S
580 48,5 320,9 688,3 14,2
147 175,1 330,7 601,5 3,4
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Slika 27. Raspodjele veli¢ina ¢estica dobivenih uvecanjem procesa sferi¢ne kristalizacije
kombiniranom metodom za sustav CRT+THF-voda+PVP (1 % w/w)-heptan pri brzinama mijeSanja
od 580 min™ i 747 min™,

Tako je raspodjela veli¢ina Cestica uza pri kriti¢noj brzini odredenoj just dispersed kriterijem, potrebno
je uzeti u obzir oblik kristala. Pri vecoj brzini mijeSanja dolazi do loma nastalih sferi¢nih kristala, dok

pri manjoj brzini mijesanja nastaju pravilni sferi¢ni kristali.
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5. ZAKLJUCCI

Pri odabiru sustava otapala za provedbu eksperimenta, THF je odabran kao optimalno otapalo zbog
visoke topljivosti ceritiniba u njemu. VVoda se pokazala kao dobar odabir za antiotapalo zbog niske
topljivosti ceritiniba, mjesljivosti sa THF-om te njenom ¢estom primjenom u farmaceutskoj industriji.
Heptan i heksan su koriSteni u sustavu kao kapljevina za premostenje, posto su nemjesljivi s
antiotapalom, no preferira se koriStenje heptana zbog manje toksicnosti. Prilikom odabira podrucja
koncentracija, omjer otapala i antiotapala iznosi 1:7, §to omogucuje da se kapljevina za premostenje
dobro rasprsi u zadanom sustavu. Ispitane su tri metode provedbe sferi¢ne kristalizacije. Za sferi¢nu
aglomeraciju, optimalni sustav je CRT+THF-voda-heptan pri uvjetima n=400 min‘, t=60 min, dok je
za kvazi—emulzijsku difuziju otapala optimalan sustav CRT+THF-voda+PVP (1 % w/w) pri uvjetima
n=550 min? i t=60 min. Takoder, provedena je i kombinacija zadanih metoda za sustav CRT+THF-
voda+PVP (1 % w/w)-heptan, n=550 min i t=60 min te su njome dobivene do sad najsferi¢nije estice
sli¢énih veli¢ina. Za navedenu metodu odredeno je optimalno vrijeme zadrZavanja koje iznosi 40 minuta.
Pri kra¢em vremenu provodenja eksperimenta kapljevina za premostenje ostaje neispunjena, dok pri
duzem vremenu dolazi do raspada sferi¢nih kristala. Hidrodinamicki uvjeti eksperimenta ispitani su
pomocu tri vrste mijeSala, RT6-45, RT6-90 i PROP, te pri razli¢itim brzinama mijesanja. Najbolji
rezultati dobiveni su uporabom PROP mijeSala pri brzini mijeSanja koja iznosi 800 min-!. Uvecanje
procesa provedeno je za kombiniranu metodu sferi¢ne aglomeracije i kvazi—emulzijske difuzije otapala
pri razli¢itim brzinama mijeSanja te je dokazano da su pri brzini od 580 min dobiveni bolji rezultati,

dok pri brzini od 747 min dolazi do loma sferi¢nih kristala u manje, nepravilne oblike.
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SAZETAK

Proces formulacije nekih lijekova moze biti vrlo zahtjevan zbog nepozeljnih fizikalnih i mehanickih
svojstava te lose topljivosti djelatne tvari u vodi. Sferi¢ne Cestice preferiraju se u odnosu na druge oblike
zbog svoje velike nasipne gustoce, smanjene zapraSenosti, bolje tecivosti, slabog sljepljivanja i boljeg

mehanickog djelovanja tijekom tabletiranja.

Ovo istraZivanje ispituje moguénost dobivanja sferi¢nih kristala ceritiniba, lijeka koji se Koristi za
lije¢enje uznapredovalog raka plu¢a nemalih stanica, koji pripada razredu IV BCS—a. Sferi¢ni kristali
ceritiniba pripremljeni su metodom sfericne aglomeracije u ternarnom sustavu i metodom kvazi—
emulzijske difuzije otapala uz dodatak PVP—a, kao i kombinacijom ove dvije metode. Kombiniranom
metodom sfericne kristalizacije dobiveni su kristali s najpovoljnijom morfologijom i najuzom

raspodjelom veli¢ine Cestica, $to je bio razlog za daljnju optimizaciju.

Ispitan je utjecaj razlicitih vrsta mijesala i brzina mijeSanja na morfologiju dobivenih sferi¢nih Kristala
te su odabrani optimalni uvjeti za proces. KoriStenjem empirijskih korelacija i vizualnog Kriterija,
odredena je kriti¢na brzina mijeSanja potrebna za uvecanje procesa. Dobiveni Kristali karakterizirani su
svjetlosnim i pretraznim elektronskim mikroskopom. Struktura ceritiniba odredena je rendgenskom
difrakcijskom analizom, te je utvrdeno kako otapala i prisutnost dodataka potrebnih za provedbu sferi¢ne

kristalizacije ne utjeCu na strukturu ceritiniba.

Kljuéne rijeci: ceritinib, djelatna tvar, sfericna kristalizacija, uvecanje procesa
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SUMMARY

The formulation process of some drugs can be very demanding due to undesirable physical and
mechanical properties and poor solubility of the active pharmaceutical ingredient in water. Spherical
particles are preferred over other shapes due to their high bulk density, reduced dustiness, better

flowability, anti—caking properties and better mechanical performance during tableting.

This research examines the possibility of obtaining spherical crystals of ceritinib, a drug used to treat
advanced non-small cell lung cancer, which belongs to BCS class IV. Spherical crystals of ceritinib
were prepared by the spherical agglomeration method in a ternary system and by the quasi—emulsion
diffusion method with the addition of PVP, as well as by a combination of these two methods. The
combined method of spherical crystallization resulted in crystals with the most favorable morphology

and the narrowest particle size distribution, which was the reason for further optimization.

The influence of different types of impellers and mixing rates on the morphology of the obtained
spherical crystals was examined, and the optimal conditions for the process were selected. Using
empirical correlations and a visual criterion, the critical mixing rate required to scale—up the process
was determined. The obtained crystals were characterized by light and scanning electron microscopy.
The structure of ceritinib was determined by X-ray diffraction analysis, and it was determined that
solvents and the presence of additives required for spherical crystallization do not affect the structure of

ceritinib.

Keywords: active pharmaceutical ingredient, ceritinib, scale—up, spherical crystallization
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