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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Tvar koja postoji u kristalnom obliku moze imati sposobnost rasta i kristalizacije u vise oblika
Sto dovodi do nastanka razli¢itih polimorfa koji pokazuju razlike u molekularnom rasporedu,
ali svaki oblik ima isti kemijski sastav. Iako su kemijski identi¢ni, razliCiti polimorfni oblici
mogu pokazivati znaCajne razlike u fizikalno-kemijskim svojstvima, ukljucujuéi profil
topljivosti, podrucje taljenja, brzinu otapanja, stabilnost, higroskopnost itd. Sva ova svojstva
imaju znacajne ucinke na proizvodnju, skladiStenje 1 potencijal bioraspolozivosti formulacija u
komercijalnim farmaceutskim proizvodima.' 2

poboljsati proces nukleacije i rasta kristala. Pazljivo odabrane ili dizajnirane komponente
aditiva mogu inhibirati nukleaciju ulaskom u strukturu osnovnih nukleusa ili vezanjem za ve¢
nastale jezgre nukleusa. Iscrpno proucavanje moguc¢ih mehanizama i ¢imbenika utjecaja na
nukleaciju pruza bolje razumijevanje polimorfa i njihovih svojstava §to omogucuje kontrolu
tijekom faze razvoja i proizvodnje farmaceutskih proizvoda.

Parkinsonova bolest (PB) idiopatski je poremecaj motoriCckog sustava, karakteriziran
gubitkom dopaminergi¢nih neurona te je trenutno druga najrasprostranjenija
neurodegenerativna bolest.®> Procijenjeno je da je broj ljudi pogodenih PB u 2015. godini bio
oko 6 milijuna $irom svijeta.* Poput ostalih neurodegenerativnih poremeéaja, stopa incidencije
PB pokazuje pozitivnu korelaciju s dobi. Sa starenjem stanovnistva i pove¢anjem ocekivanog
zivotnog vijeka, oCekuje se porast stope incidencije PB te bi broj oboljelih do 2030 mogao
narasti na oko 9 milijuna.

Vecina bolesnika oboljelih od PB lijeci se lijekovima za ublazavanje simptoma bolesti.
Razvijen prije viSe od 30 godina, spoj poznat pod imenom levodopa ¢esto se smatra zlatnim
standardom terapije PB. Levodopa djeluje tako da se nakon prelaska krvno-mozdane barijere,
slozene mreze finih krvnih Zila 1 stanica koje filtriraju krv koja dolazi do mozga, pretvara u
dopamin, jedan od najvaznijih neurotransmitera u mozgu i tijelu. Budu¢i da enzimi u krvi
(AADC i COMT) razgraduju vecinu levodope prije nego $to dospije u mozak, levodopa se
kombinira s inhibitorom enzima zvanim karbidopa (blokira AADC enzim) te entakaponom
(inhibitor COMT enzima). Za veéinu bolesnika levodopa smanjuje simptome sporosti,

ukocenosti i tremora, medutim, ovaj lijek ne zaustavlja niti usporava napredovanje bolesti.
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§ 1. Uvod 2

Entakapon je selektivni i reverzibilni inhibitor enzima katehol-O-metiltransferaze (COMT)
i primjenjuje se zajedno s djelatnim tvarima (engl. Active Pharmaceutical Ingredient; API)
levodopa 1 karbidopa. Sam entakapon nema utjecaja na lijeCenje simptoma Parkinsonove
bolesti nego omogucuje duze zadrzavanje levodope u organizmu ¢ime se postiZe veca aktivnost.
Na temelju objavljenih puteva sinteze, americka agencija za lijekove (FDA) i europska agencija
za lijekove (EMEA) dale su svoje smjernice za pracenje prisutnosti odredenih onecis¢enja koja
se mogu pojaviti u finalnom obliku djelatne tvari. Tako FDA u svojoj farmakopeji predlaze
pracenje samo Z-izomera kao potencijalnog onecis¢enja, dok EMEA predlaze pracenje ¢ak 9
potencijalnih oneciS¢enja. Uz to, entakapon ima jako izrazenu sposobnost stvaranja polimorfa
te je do sada poznato ¢ak 10 razlicitih kristalnih formi.

Cilj ovog istrazivanja je na primjeru API-a entakapona ispitati utjecaj razlicitih srodnih
spojeva na ishod kristalizacije i varijabilnost polimorfije. Biti ¢e sintetizirano desetak spojeva
srodnih entakaponu, te ¢e se za njih napraviti potpuna strukturna karakterizacija. Dobivena
oneciS¢enja biti ¢e koristena da bi se sustavno istrazio njihov utjecaj na promjenu polimorfije.
Priprava srodnih spojeva biti ¢e provedena standardnim laboratorijskim postupcima organske
sinteze, a sintetizirani spojevi analizirati ¢e se koriStenjem tekucinske kromatografije
ultravisoke razluc¢ivosti (UHPLC). Po potrebi, dio spojeva dodatno ¢e biti proc¢is¢en postupcima
kristalizacije. Za potrebe odredivanja strukture sintetiziranih spojeva, biti ¢e snimljeni FTIR 1
NMR spektri te ¢e se provesti asignacija snimljenih spektara. Za odredene srodne spojeve
odrediti ¢e se 1 kristalna struktura difrakcijom rentgenskih zraka na monokristalnom uzorku.

Priprava Cistih polimorfnih formi entakapona provesti ¢e se prema propisima dostupnima u
literaturi te Ce isti propisi biti koriSteni 1 u ispitivanju utjecaja srodnih spojeva na ishod
kristalizacije. Ispitivanje utjecaja srodnih spojeva provesti ¢e se dodatkom srodnih spojeva u
otopinu entakapona prije pocetka kristalizacije ili dodatkom srodnih spojeva u otapalo u kojem
je topljivost entakapona neznatna (u tu smjesu dokapavati ¢e se otopina entakapona pri cemu
¢e do¢i do kristalizacije zbog smanjenja topljivosti entakapona u sustavu). Ispitati ¢e se utjecaj
razli¢itih koli¢ina dodanih oneciS¢enja u rasponu masenih udjela od 0,05 — 5 %. Analiza
dobivenih polimorfa entakapona provesti ¢e se uz pomo¢ difrakcije rentgenskog zracenja na
polikristalnom uzorku (PXRD), te ¢e se po potrebi koristiti termalne metode —
termogravimetrija (TG) i razlikovna pretrazna kalorimetrija (DSC).

Istrazivanje ¢e pokazati snaZan utjecaj pojedinih srodnih spojeva na ishod kristalizacije ¢ak

1 pri niskim udjelima (w=0,1 %) te ¢e se zahvaljujuéi potpunoj karakterizaciji priredenih
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§ 1. Uvod 3

spojeva, naciniti korelacija izmedu sli¢nosti u molekulskoj strukturi onec¢is¢enja i dobivenih
rezultata. Ti ¢e podatci pomo¢i u fundamentalnom razumijevanju polimorfije te doprinijeti

boljoj kontroli parametara kristalizacije.
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§ 2. Literaturni pregled 4

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Djelatne tvari i polimorfija

Djelatne tvari (engl. Active Pharmaceutical Ingredient; API) mogu se definirati kao tvari koje
imaju odredeno biolosko djelovanje te su zasluzne za Zeljeni ucinak lijeka kojeg osoba uzima.
Svi lijekovi sastoje se od dvije komponente: djelatne tvari koja je najvaznija komponenta te od
ekscipijensa, odnosno neaktivne pomoc¢ne tvari.
Djelatne tvari mogu se proizvesti na nekoliko nacina:

e kemijskom sintezom

e fermentacijskim postupcima

e metodom rekombinantne DNA iz bakterija

e izolacijom ili ekstrakcijom iz prirodnih izvora

e kombinacijom navedenih procesa
Prema definiciji, uloga djelatnih tvari je odredena farmakoloska aktivnost ili drugi utjecaj u
dijagnozi, lijeCenju, tretmanima ili u spreCavanju bolesti odnosno da svojim u¢inkom djeluju
na strukturu 1 funkciju ljudskog tijela. Unato¢ tome, postoje djelatne tvari koje same nemaju
nikakav ucinak na organizam, tek u kombinaciji nekoliko djelatnih tvari dolazi do Zeljenog

ucinka.

2.1.1. Polimorfija

Polimortfija se definira kao moguénost postojanja ¢vrstog materijala u dva ili viSe kristalnih
oblika s razli¢itim rasporedom atoma, molekula ili jedinki u kristalnoj resetki.’ Iako se puno
napora ulaZze u istrazivanje fenomena pojave polimorfije kod razli¢itih tvari, on i dalje
predstavlja veliki znanstveni izazov. Naime, teSko je predvidjeti hoc¢e li odredena tvar
kristalizirati u jednoj ili viSe kristalnih modifikacija ili ne¢e uopce kristalizirati (amorf), hoce li
tvoriti solvate s razliitim stehiometrijskim omjerima otapala ili ¢e se povezivati s drugim

molekulama te formirati soli ili kokristale (Slika 1).°
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§ 2. Literaturni pregled 5

Kristalna forma | Kristalna forma Il

o000
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> aoioo

He XS
Molekula n n n n

Amorf Kokristal

Solvat Sol

Slika 1. Prikaz moguéih &vrstih oblika molekula.®

2.1.2. Svojstva polimorfa

Na temelju termodinamickih zakonitosti, u odredenim uvjetima trebao bi biti stabilan samo
jedan polimorf. Medutim, zbog razli¢itih kinetickih parametara, uz termodinamicki stabilne
forme mogu biti prisutne i razliite metastabilne forme. Relativne stabilnosti kristalnih formi i
mogucnosti prijelaza izmedu njih, izmedu solvata i amorfne 1 kristalne faze mogu imati veliki
utjecaj na ,,zivotni vijek* polimorfne forme, a time 1 na razlicita svojstva koja su karakteristi¢na
za odredenu formu. Dobar primjer su kristalne modifikacije 5-metil-2-[(2-nitrofenil)amino]-3-
tiofenkarbonitrila (engl. Red-Orange-Yellow; ROY) koji egzistira u Sest razli¢itih kristalnih

formi razli¢itih boja i morfologija kristala (Slika 2).”-8
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§ 2. Literaturni pregled 6
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Slika 2. Primjer razli¢itih svojstava i morfologije razli¢itih polimorfa.®

Osim boje 1 morfologije, polimorfi se mogu razlikovati i prema topljivosti, ¢vrstoéi, optickim
svojstvima, temperaturi talista i kemijskoj reaktivnosti.” !° Te razlike otvaraju veliki broj

mogucnosti razli¢itih primjena polimorfa u industriji, posebice farmaceutskoj industriji.

2.1.3. Uloga polimorfije u API-ima

Polimorfizam kod djelatnih tvari Siroko je rasprostranjen fenomen koji je opazen kod vise od
polovice svih poznatih farmaceutskih tvari dok se ¢ak 85 % supstanci javlja u obliku hidrata ili
solvata.!! Poznato je da razli¢iti polimorfi API-a mogu imati utjecaj na niz parametara koji su
kljuni u razvoju gotovih oblika lijekova kao Sto su bioraspolozivost, brzina otapanja,

topljivost, stabilnost i rok trajanja (Tablica 1).!>14
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Tablica 1. Primjeri kemijskih i fizikalnih svojstava koja se razlikuju u razli¢itim kristalnim

formama.
Svojstva Primjer
gustoca, indeks loma svjetlosti, toplinska i
FIZIKALNA I elektricna vodljivost, higroskopnost, taliSte
TERMODINAMICKA specifi¢ni toplinski kapacitet, tlak para, topljivost,
toplinska stabilnost, boja
SPEKTROSKOPSKA elektronska, vibracijska i rotacijska svojstva

brzina otapanja, kinetika brzine reakcije u ¢vrstom
KINETICKA stanju, fizikalna/kemijska stabilnost, brzina
nukleacije/rasta kristala

slobodna energija povrsine, habitus kristala,

POVRSINSKA _ . . B _
specifi¢na povrsina, raspodjela veli¢ine Cestica
MEHANICKA tvrdoca, stlacljivost, temperaturna ekspanzija
KEMIJSKA kemijska i1 fotokemijska reaktivnost

Osim utjecaja na svojstva gotovih oblika lijekova, polimorfija moze imati veliki utjecaj i na
procese priprave lijekova i API-a kao Sto su primjerice filtracija, suSenje, mikronizacija,
teCljivost kristala te na procese priprave gotovih oblika djelatnih tvari. Bitno je naglasiti da se
s regulatornog stajaliSta i mala koli¢ina krivog polimorfa smatra oneciséenjem te moze dovesti
do povlacenja lijeka s trzista.

Tijekom razvoja procesa priprave API-a, vazno je dobro istraziti polimorfizam molekule
kako bi se odabrao pravi polimorf Zeljenih svojstava (morfologija, topljivost, bioraspolozivost,
stabilnost), ali isto tako polimorf koji ¢e biti stabilan tijekom cijelog procesa priprave ljekovite
tvari.'” To je moguce jedino uz razumijevanje mehanizama koji utje¢u na rast kristala i nastanak
odredene kristalne forme. Istrazivanje polimorfije na API-ima provodi se kombiniranjem veceg

broja metoda (Slika 3, Tablica 2).°
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1 11 12
Polimorfi Solvati
Otopma 2 3
6 1
Desolvatlram
Talina Amorf izomorfi

Slika 3. Odnosi izmedu razlicitih faza 1 uobicajenih postupaka priprave polimorfa u

laboratorijskim istrazivanjima (Tablica 2).6

Tablica 2. Prikaz naj¢es¢ih metoda priprave polimorfa u laboratorijskim istrazivanjima (Slika
3).6

Broj Metoda
1 kristalizacija
2 desolvatacija
3 izlaganje parama otapala
4 liofilizacija
5 zagrijavanje
6 taljenje
7 talozenje
8 naglo hladenje
9 mljevenje
10 suSenje rasprsivanjem
11 mehanokemijska sinteza uz dodatak par kapi otapala
12 »mokra“ granulacija
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Unato¢ velikim naporima i opseznim istrazivanjima polimorfije prilikom razvoja djelatnih
tvari, u literaturi se moze pronaci veliki broj primjera koji pokazuju kako nije uvijek
jednostavno otkriti i odabrati pravi polimorf za daljnji razvoj.'!®

Dobar primjer je aksitinib (Inlyta®), inhibitor tirozin kinaze, koji se pokazao kao dobar
inhibitor rasta stanica raka dojke. Do sada je otkriveno preko 70 razli¢itih kristalnih formi od
kojih pet anhidro- formi.!” Tijekom razvoja procesa na laboratorijskom mjerilu otkrivena je
forma XXV za koju se vjerovalo da je termodinamicki najstabilnija (do tada je otkriveno 39
razli¢itih formi). Uvecanjem proizvodnog postupka, prilikom pilotne proizvodnje dobivena je
do tada nepoznata forma, forma XLI. Dodatnim ispitivanjima otkriveno je da je forma XLI

termodinamicki najstabilnija te ima bitno nizu topljivost u odnosu na zeljenu formu XXV (Slika

4).

50
B Etanolni solvat
A Forma IV
Fi Vi -
40 @ Forma
@ Forma XXV
@ Forma XLI
£ >
)
§30 1 o
5 y
g
£ ¢
2 £ d
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o B
._—__‘ e _.
_sa— &
0 e
0 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100

Temperatura (°C)

Slika 4. Usporedba topljivosti etanolnog solvata i formi IV, VI, XXV i1 XLI aksitiniba u

ovisnosti o temperaturi.'’

Uz velike napore 1 dodatna istrazivanja otkriveni su mehanizmi nastajanja velikog broja formi

aksitiniba ¢ime je omogucen razvoj robusnog procesa priprave zZeljenog polimorfa.
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Jo§ jedan primjer je lijek atorvastatin kalcij koji spada u klasu statina, molekula koje
inhibiraju odredene enzime u tkivu jetre koji imaju bitnu ulogu u sintezi kolesterola u
organizmu.?’ Od 1996 do 2012. godine, atorvastatin kalcij postao je najprodavaniji lijek na
svijetu svih vremena uz zaradu od preko 125 milijardi dolara. Do sada je otkriveno preko 60
razli¢itih kristalnih formi, ali jo$ nije objavljena niti jedna struktura koja bi objasnila njegovu
prirodu stvaranja tolikog broja polimorfa. Izmedu ostaloga, atorvastatin kalcij slabo je topljiv,
a time je 1 njegova bioraspoloZivost vrlo mala te iznosi svega 14 %. Stoga 1 dalje traje potraga

za novom polimorfnom formom koja bi imala bolja Zeljena fizikalna svojstva.?!

2.1.4. Analiticke metode pracenja polimorfije
Strukturne karakteristike polimorfa 1 fazne transformacije tijekom obrade analiziraju se
kombiniraju¢i nekoliko metoda.*?

Morfoloske karakteristike i habitus kristala naj¢eSce se analizira mikroskopskim metodama
kao §to su opticka mikroskopija, pretrazna elektronska mikroskopija (engl. Scanning Electron
Microscopy; SEM), transmisijska elektronska mikroskopija (engl. Transsmision Electron
Microscopy; TEM). Razlike izmedu povrsina kristala analiziraju se mikroskopom atomskih sila
(engl. Atomic Force Microscopy; AFM), dok se mikroskopija s grijacom plocom (engl. Hot
Stage Microscopy; HSM) koristi u analizi grijanjem induciranih faznih transformacija izmedu
polimorfa.?3-26

Toplinske analize kao $to su termogravimetrijska analiza (engl. Thermogravimetry; TG) i
razlikovna pretrazna kalorimetrija (engl. Differential Scanning Calorimetry; DSC) koriste se u
analizi toplinskih svojstava polimorfa.?” ?® Informacije o kristalnoj strukturi mogu se odrediti
difrakcijom rentgenskih zraka na monokristalnom uzorku dok se difrakcija rentgenskih zraka
na polikristalnom uzorku (engl. Powder X-ray Diffraction, PXRD) koristi za potvrdu
strukture.?? Vibracijska spektroskopija kao $to je infracrvena (engl. Infrared Spectroscopy; IR)
ili Ramanova koristi se za identifikaciju razlika u vibracijama polimorfa koje su uzrokovane
razlikama u strukturi.’® Nuklearna magnetska rezonancija (NMR) u évrstom stanju bazira se na
razli¢itim magnetskim stanjima i1 pokretljivost jezgara svakog pojedinog polimorfa §to utjece
ne kemijski pomak svakog signala.?! 3
Iako se vecina metoda bazira na analizi ve¢ izoliranih ¢vrstih uzoraka, postoji sve veca

potreba za in-line analizom procesa kristalizacije kako bi se doslo do podataka koji mogu biti

korisni u boljem razumijevanju mehanizama koji utjeu na rast kristala 1 nastanak odredene
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kristalne forme ili prijelaza iz jedne forme u drugu. U tu svrhu, naj¢esce koriStene metode su
infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (engl. Fourier Transformed
Infrared Spectroscopy; FTIR) 1 FT-Raman sonde, mjerenje refleksije fokusiranog snopa

laserskih zraka (engl. Focused Beam Reflectance Measurement; FBRM) sonda.?* 3*

2.2. OneciS¢éenja u API-ima

Prilikom procesa proizvodnje djelatne tvari, bilo kemijskom sintezom, uzgojem
stanica/fermentacijom, ekstrakcijom spojeva iz prirodnih materijala ili bilo kojom
kombinacijom istih, postoji moguénost njenog onecis¢avanja. Onecis¢enje je definirano kao
svaki spoj koji egzistira s djelatnom tvari bilo da je rije¢ o polaznom materijalu, meduproduktu
u sintezi ili spoju koji je nastao nezeljenom reakcijom.*> Razumijevanje podrijetla onegiséenja,
kontrola i mjerenje njihove razine kritian je korak u proizvodnji djelatnih tvari. Aktivnosti
poduzete na podrucju analize onecis¢enja su medu najvaznijima u modernoj farmaceutskoj
analitici.>¢8
2.2.1. Podrijetlo oneciséenja prisutnih u API-ima
S obzirom na put nastanka, postoje tri vrste oneciS¢enja:
e procesna oneciS¢enja — oneciScenja koja nastaju prilikom sinteze djelatne tvari
e degradacijska oneciS¢enja — oneciS¢enja nastala spontanim raspadom djelatne tvari
prilikom skladiStenja ili izlozenosti vanjskim uvjetima
e kontaminacijska oneciS¢enja — oneciS¢enja koja nisu povezana s djelatnom tvari, ali su
unesena u proizvod obradom ili skladiStenjem, a nisu dio sintetskog, ekstrakcijskog ili
fermentacijskog procesa
Dodatno, razli¢iti polimorfi ili enantiomeri takoder se u nekim slucajevima smatraju

onecis¢enjima.

2.2.1.1. Procesna onecisc¢enja

Procesna onecis¢enja uklju¢uju anorganska oneciscenja, organska oneciS¢enja te ostatna
otapala.®> Organska oneéis¢enja mogu biti produkti neZeljenih reakcija tijekom kemijske
sinteze, primjerice mogu nastati reakcijom meduprodukta s otapalom, ciklizacijom u krivom

smjeru, reakcijom meduprodukta s onec¢iS¢enjima u reagensima itd.
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Anorganska oneciS¢enja ukljucuju vodu, razliCite anorganske soli, reagense, ligande,
katalizatore, teSke metale ili druge ostatne metale, anorganske spojeve koristene prilikom
obrade, kao §to su filtracijska zemlja ili aktivni ugljen. Anorganskim onecis¢enjima takoder se
smatraju i oneciS¢enja prisutna u djelatnoj tvari zbog neodgovarajuce ili dotrajale opreme
(dijelovi gume, brtvi, teflona, keramike, hrde).>

Ostatna otapala tretiraju se kao posebna vrsta onecis¢enja. Otapala koja se koriste prilikom
sinteze djelatnih tvari ne mogu se potpuno ukloniti tijekom proizvodnje te ¢e u odredenoj mjeri

biti prisutna u finalnoj djelatnoj tvari. To mogu biti otapala koriStena u zadnjim stupnjevima

sinteze, ali isto tako i slabo hlapljiva otapala kori$tena u ranijim stupnjevima sinteze.

2.2.1.2. Degradacijska onecisc¢enja

Degradacijska oneciS¢enja su kemijski spojevi nastali raspadom djelatne tvari tijekom
skladiStenja. U rjedim slucajevima, djelatna tvar reagira s drugim spojevima ili oneciS§¢enjima.
Ukoliko se tijekom skladiStenja uoc€i porast procesnih oneci$¢enja, tada su ta onecis¢enja ujedno
1 degradacijska. Prema smjernicama regulatornih agencija ona spadaju pod organska

onedis¢enja.>

2.2.1.3. Kontaminacijska oneciscéenja

Kontaminacijska oneciS¢enja su neocekivani spojevi prisutni u djelatnoj tvari, kao Sto je
primjerice olovo koje je isprano s cjevovoda, ljudska kosa, komadi¢i boje, guma, staklo,
aluminij ili ¢elik.>* Zbog ovih razloga u modernim proizvodnim pogonima se koriste uglavnom
zatvorene proizvodne linije od nehrdajuceg celika ili stakla da se maksimalno smanji

moguénost neoc¢ekivane kontaminacije.

2.2.1.4. Ostala oneciscenja
U ostala onecis¢enja spadaju enantiomerni, dijastereomerni oblici djelatne tvari, te nezeljeni
polimorfi.

Vise od polovice djelatnih tvari na trzistu su kiralni spojevi.** 1 dok su prirodni i
polusintetski lijekovi uglavnom ¢isti enantiomeri, kiralni sintetski lijekovi uglavnom su prisutni
u obliku racemata. Ipak, sve vec¢e poznavanje aktivnosti i nuspojava nezeljenih enantiomera

dovodi do novih zahtjeva regulatornih agencija koje preferiraju enantiomerno Ciste spojeve te
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ée zahtjevi biti sve strozi.*" *? S druge strane, industrijska proizvodnja enantiomerno &istih
spojeva upotrebom stereoselektivnih sintetskih metoda sve je uspjesnija.

Razli¢iti polimorfi mogu nastati u slu¢aju promjena proizvodnog procesa, prisutnosti
odredenih oneéiséenja, prisutnosti cjepiva krive forme itd..** U nekim slu¢ajevima prisutnost
krivog polimorfa u djelatnoj tvari nije bitno, medutim postoje slucajevi kada kriva polimorfna

forma ima kriti¢ni utjecaj na svojstva djelatne tvari, te se tada smatra kao oneciéenje.**

2.2.2. Regulatorni zahtjevi
Identifikacija, te kvalitativna i kvantitativna analiza oneciS¢enja bitan su alat u procjeni
sigurnosti 1 kvalitete kako djelatnih tvari, tako i njihovih dozirnih oblika. Sigurnost i kvaliteta
moraju biti dokazani kroz registracijsku dokumentaciju, ali isto tako i1 konstantnim pra¢enjem
te ponovnim dokazivanjem u slu¢aju bilo kakvih promjena u procesu sinteze djelatne tvari ili
formulacije koje mogu utjecati na kvalitetu ili sigurnost. Godinama je o pitanju kvalitete i
sigurnosti samih djelatnih tvari odlucivala regulatorna agencija svakog pojedinog trzista.
Medutim, od 1990. godine ovom temom se bavi Medunarodno vijece za uskladivanje tehnic¢kih
zahtjeva za lijekove za ljudsku uporabu (engl. The International Council for Harmonisation of
Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use; ICH).>®

Projekt ICH pokrenut je od strane triju svjetskih regulatornih agencija: europske, americke
te japanske, kako bi se uskladili tehnicki zahtjevi za registracijske prijave na tim velikim
farmaceutskim trziStima. Glavni zadatak ICH je osiguravanje kvalitete, sigurnosti te efikasnosti

kako djelatnih tvari tako i finalnih proizvoda.*

2.2.3. Granice oneciscenja
Klju¢an faktor u proizvodnji nekog farmaceutskog proizvoda je kontrola oneciS¢enja, jer
njihova prisutnost, ¢ak i u malim koli¢inama moze utjecati na uc¢inkovitost proizvoda, ali i na
sigurnost, odnosno zdravlje osoba koje ga koriste (moze imati nepozeljne ili toksi¢ne efekte na
organizam). Zbog toga za farmaceutsku industriju postoje smjernice kojima se definiraju
granice onecis¢enja za svaki proizvod.*®

Tako postoje granice prijavljivanja (koli¢ina pri kojoj se oneciS¢enje mora prijaviti s
naznacenim analitiCkim postupcima), granice identifikacije (razina na kojoj se oneciS¢enje
mora strukturno identificirati) te kvalifikacijske granice (granice pri kojima se onec¢is¢enje mora

kvalificirati). Koli¢ina oneciS¢enja u nekom proizvodu ovisi o dnevnoj dozi lijeka, a ovisno o
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udjelu oneciS¢enja u lijeku definirane su i granice za prijavljivanje regulatornim tijelima,

identifikaciju, odnosno toksikoloSke analize (Tablice 3 — 5).

Tablica 3. Granice prijavljivanja (engl. Reporting Tresholds).>

Maksimalna dnevna doza Granica
<lg 0,1 %
>1g 0,05 %

Tablica 4. Identifikacijske granice (engl. Identification Tresholds).*>

Maksimalna dnevna doza Granica
<1mg 1,0 % ili 5 pg TDI*, uzima se niZa granica
1 mg—10 mg 0,5 % ili 20 pg TDI*, uzima se niZa granica
>10mg-2¢g 0,2 % ili 2 mg TDI*, uzima se niza granica

>2g 0,10 %

* TDI — maksimalna dnevna kolicina unosa (engl. Total Daily Intake)

Tablica 5. Kvalifikacijske granice (engl. Qualification Tresholds).>

Maksimalna dnevna doza Granica
<10 mg 1,0 % 1li 50 pg TDI*, uzima se niZa granica
10 mg — 100 mg 0,5 % 1li 200 pg TDI*, uzima se niza
granica
>100mg-2¢ 0,2 % ili 3 mg TDI*, uzima se niza granica
>2g 0,15 %

* TDI — maksimalna dnevna kolicina unosa (engl. Total Daily Intake)

2.2.4. lIdentifikacija onecisc¢enja

Profil onecis¢enja podlozan je promjenama koje su zapravo posljedica promjene puta sinteze,
reakcijskih uvjeta, izvora polaznih materijala, reagensa i otapala koriStenima u sintezi. Stoga se
profili oneciS¢enja moraju provjeravati redovito, ne samo za vrijeme faze istrazivanja i razvoja,
vec¢ svaki puta kada se uvodi promjena jednog od navedenih ¢imbenika. Kada se uzme u obzir
vrijeme potrebno za takva istrazivanja iznimno je bitno pronaci pravu strategiju koja ce

omoguciti ostvarenje rezultata u najkracem mogucéem roku.
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2.2.4.1. Strategije i metode koristene u odredivanju oneciséenja

Vrlo je teSko prikazati opéu sliku o strategijama koriStenima u laboratorijima prilikom
profiliranja oneciS¢enja (Slika 5). lako su metode manje-vise sline u svim laboratorijima,
redoslijed 1 nacin koriStenja metoda se razlikuju od laboratorija do laboratorija. Razlozi za ove
razlike i probleme mogu se svesti u nekoliko tocaka:

e velika vecina istrazivanja profila oneciS¢enja provodi se u laboratorijima industrijskih
kompanija. Informacije o nainu rada te sami rezultati istrazivanja smatraju se
poslovnom tajnom te se uglavnom ne objavljuju u znanstvenim radovima ili
publikacijama

e metodologija profiliranja oneciS¢enja brzo se mijenja. Ona ovisi o razvoju te uvodenju
novih metoda u primjenu. Prije Cetrdesetak godina identifikacija oneciS¢enja bila je
dugotrajan proces na koji se troSilo puno resursa. Razdvajanja su se uglavnom radila na
kromatografskim kolonama nakon cega je uslijedila spektroskopska karakterizacija
razdvojenih materijala. Ve¢ pocetkom 60-tih godina 20. stoljeca uvode se spregnute
metode, HPLC-MS-(MS), te kasnije poc¢etkom 90-tih godina 1 HPLC-NMR-(MS) §to je
uvelike olakSalo posao farmaceutskim kompanijama te otvorilo nove moguénosti u
profiliranju onecis¢enja.

e strategija profiliranja oneciS¢enja uvelike ovisi o laboratoriju u kojem se istrazivanje
provodi te o financijskim moguénostima. Prilikom sinteze i razvoja novog proizvoda,
potrebna je najnovija oprema da bi se bez vec¢ih problema definirala sva onecis¢enja.

e uvecini slucajeva u procesu profiliranja onecis¢enja postoji nekoliko nacina da se dode
do istog cilja — strukture oneciS¢enja. Stoga, ovisno o dogovorenoj strategiji,

instrumentaciji te potrebama, definirat ¢e se put kojim ¢e se oneciS¢enja identificirati.
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Slika 5. Strategija u odredivanju strukture nepoznatog onecis¢enja.

Prvi korak u profiliranju oneci$¢enja je detekcija samog onecis¢enja. lako nuklearna magnetska

rezonancija (NMR) visoke rezolucije i spektrometrija masa (MS) imaju vaznu ulogu u

dobivanju spektra 'otiska prsta' (engl. finger print), u Cisto¢i djelatne tvari one se ipak koriste u
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kasnijim stupnjevima karakterizacije oneciS¢enja. U detekciji samih oneciS¢enja uglavnom se
koriste kromatografske ili elektroforetske metode. Fizikalno-kemijske karakteristike analita
uvjetuju odabir metode odvajanja (separacije) te nacin detekcije. Buduc¢i da se Cesto ne moze
predvidjeti kakva oneciS¢enja Ce biti prisutna, preporuka je koristiti vise separacijskih metoda
1 viSe metoda detekcije kako bi bili sigurni da su uocena sva prisutna onecis¢enja.

Cesto koristena metoda zbog svoje jednostavnosti i male cijene je tankoslojna
kromatografija (engl. Thin Layer Chromatography; TLC). Kromatografija visoke uc¢inkovitosti
(HPLC) je metoda koja je u odnosu na TLC osjetljivija i1 selektivnija te je najzastupljenija u
odredivanju oneciS¢enja. Opremljeniji laboratoriji za analizu oneciS¢enja koriste 1
kromatografiju superkriticnim fluidom (engl. Supercritical Fluid Chromatography; SFC),
kapilarnu elektroforezu (engl. Capillary Electrophoresis; CE) 1 za toplinski stabilne, a lako
hlapljive spojeve plinsku kromatografiju (engl. Gas Chromatography; GC).*> 46

Drugi bitan faktor u uspjehu detekcije svih onecisc¢enja jest osjetljivost metode. Uobicajeno
je da se navedenim metodama detektiraju onec¢is¢enja do granice od 0,01 %. U slucaju da to
nije moguce, postoje razli¢ite metode poveéanja osjetljivosti.*’

Nakon §to se definira tocan broj prisutnih oneciS¢enja te razvije prikladna kromatografska
metoda za njihovo razdvajanje, slijedi identifikacija te pokuSaj smanjenja sadrzaja pojedinih i

ukupnih onecis¢enja.

2.2.4.2. Najcesc¢a oneciscenja u djelatnim tvarima

Potencijalna oneciS¢enja su meduprodukti u sintezi, produkti nezavrSenih reakcija (primjerice
monoacetat dihidroksi spoja, dok je Zeljena supstanca diacetat), produkti naknadnih reakcija
(primjerice diacetat dihidroksi spoja, ako je Zeljeni produkt monoacetat), nusprodukti,
degradacijski produkti itd.

Tijekom identifikacije potencijalnih oneciS¢enja uvelike pomaze ako su oneciScenja
poznate i dostupne supstance. Prisutnost potencijalnih oneciS¢enja kromatografski se potvrduje
preklapanjem vremena zadrzavanja signala Ciste supstance i signala prisutnog u uzorku.
Identifikacija bazirana na kromatografskim vremenima zadrzavanja moze se smatrati
uspjesnom u slucaju pozitivnog rezultata na barem dva ili ¢ak tri razlicita sustava bazirana na
razli¢itim metodama razdvajanja. Dodatna potvrda identifikacije onecis¢enja je analiza uzorka
s dodanim potencijalnim oneciS¢enjem te preklapanje vremena zadrzavanja signala s uzorkom

u kojem je onecis¢enje prisutno.
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2.2.4.3. Sinteza onecisc¢enja

Nije neobic¢no da je sinteza oneciS¢enja predloZene strukture puno tezi zadatak od sinteze same
djelatne tvari te ¢e u tom slucaju sinteza trajati dugo uz intenzivan rad. Prilikom sinteze
onecis¢enja definira se i koli¢ina potrebnog spoja. Uglavnom se govori o gramskoj skali iz
nekoliko razloga:

e nakon uspjesne sinteze i kompletne spektroskopske analize, sintetizirani materijal mora
pro¢i kroz kromatografsku i spektralnu usporedbu s onecis¢enjem nadenim u djelatnoj
tvari.

e kvaliteta spektara oneciS¢enja dobivenih sintezom u pravilu je bolja od spektara
dobivenih na maloj koli¢ini izoliranog oneciS¢enja. Nakon potvrde strukture, spektri
bolje kvalitete mogu posluziti u svrhu registracije ili publikacije.

e gramske koli¢ine sintetiziranog oneciS¢enja smogu se koristiti kao standardi. To znaci
da je moguce razviti selektivne analiticke metode za kvantitativno odredivanje
onecis¢enja Sto moze postati dio protokola za svaku proizvedenu seriju pri ¢emu se
prilikom svake analize oneciS¢enje koristi kao standard. To takoder znaci da ¢e u tom
slu¢aju biti potrebno poslati odredenu koli¢inu uzorka regulatornim agencijama te isto
tako 1 kupcima djelatnih tvari.

e sintetizirano oneciS¢enje moze se podvrgnuti toksikoloskim ispitivanjima §to je za
glavna oneciS¢enja obavezno. Za onecis¢enja za koje se postavlja veca granica od one
propisane ICH smjernicama, potrebno je opravdati neskodljivost te koli¢ine
toksikoloskim studijama.

Sinteza oneciS¢enja u nekim slucajevima moze biti neizvediva ili tesko izvediva. U takvim
slucajevima sinteza se moze izuzeti iz protokola profiliranja oneciS¢enja te ¢e se standard

oneciS¢enja izolirati preparativnom tekué¢inskom kromatografijom.*

2.2.5. Analiticke metode za pracenje oneciséenja u API-ima

2.2.5.1. Tekucinska kromatografija visoke ucinkovitosti

Ubrzo nakon razvoja prvog uredaja za tekucinsku kromatografiju visoke ucinkovitosti (engl.
High-Performance Liquid Chromatography; HPLC) krajem 60-tih godina 20. stolje¢a metoda
jeuvedena i u farmaceutsku industriju. Danas je HPLC analiza (uglavnom reverzno-fazna) zbog
mogucénosti pouzdanog odredivanja analita iz smjese najraSirenija metoda analize koja daje

brze i raznovrsne mogucnosti razdvajanja. S obzirom na sve vece zahtjeve za analizom cistoce
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djelatnih tvari 1 gotovih oblika farmaceutskih proizvoda, HPLC je metoda koja moze ispuniti
sve te zahtjeve.

U pocetku, razvoj HPLC-a je bio usredotocCen na razvoj tehnologije kolona za razdvajanje.
Razvijene su kolone s mikrocesticnim punjenjima $to je dovelo do male disperzije signala na
koloni te time poboljsalo selektivnost metode. Razvoj stacionarnih faza nastavljen je u smjeru
sinteze visokoselektivnih stacionarnih faza. Dodatna poboljSanja su razvijena i na samom
instrumentu na podrucju selektivnosti razdvajanja, detekciji 1 u¢inkovitosti. Danas HPLC, §to
se tiCe brzine, tocnosti, preciznosti 1 pouzdanosti, zadovoljava sve posebne zahtjeve u analizi

¢isto¢e u farmaceutskoj industriji.

2.2.5.2. Nuklearna magnetska rezonancija

Od prvih klasi¢nih pokusa koje su proveli 1946. godine Edward M. Purcell 1 Felix Bloch
(dobitnici Nobelove nagrade 1952. godine), nuklearna magnetska rezonancija (engl. Nuclear
Magnetic Resonance; NMR) dozivjela je nevjerojatan razvoj, neusporediv s bilo kojom drugom
spektroskopskom metodom.

UnatoC¢ Sirokoj upotrebi, ve¢ina NMR sustava namijenjena je odredivanju strukture
kapljevih uzoraka sintetiziranih malih organskih molekula (Mr < 1000 g mol™) ili molekula
spojeva izoliranih iz prirodnih materijala. U posljednjih desetak godina, snazan razvoj NMR
spektroskopije pridonio je razvoju novih nafina mjerenja i iskoriStavanja samog fenomena
magnetske rezonancije. S tehnoloske strane, supravodic¢ki magneti (danas najjaci komercijalno
dostupan magnet radi na 900 MHz), stabilnost i homogenost, unaprijedena elektronika te
racunalna tehnologija, doprinose povecanju osjetljivosti i razlu€ivosti, te dramaticno smanjuju
vremena mjerenja. U slucaju malih organskih molekula, rjeSavanje strukture uglavnom se
odvija koriste¢i 'H i 3C NMR spektroskopiju, medutim u nekim slucajevima >N, '°F te 3'P

NMR takoder mogu biti snazni alati.*’

2.2.5.3. Infracrvena spektroskopija

Infracrvena spektroskopija temelji se na ¢injenici da molekula apsorbira specifi¢ne frekvencije
zracenja koje su karakteristika svake molekule. Frekvencija apsorbiranog zracenja poklapa se
s vibracijskim energijama prijelaza atoma ili skupine koja vibrira. Da bi vibracija bila vidljiva

u IR podrucju mora biti povezana s promjenom dipolnog momenta u molekuli.
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Infracrvena spektroskopija promatra vibracijske promjene u molekulama prilikom izlaganja
infracrvenom dijelu spektra elektromagnetskog zracenja. Infracrveni dio spektra moze se
podijeliti na visoko energijski bliZi IR (valne duljine od 14000 — 4000 cm™), srednji IR (4000
— 400 cm™) te daleki IR (400 — 10 cm™).

U posljednje vrijeme dogodio se znaCajan razvoj u selektivnosti 1 osjetljivosti
kromatografskih metoda, kao i metoda za odredivanje strukture kao Sto je NMR i MS. S
razvojem ovih metoda, zamijenjene su neke druge metode kao Sto je vibracijska i UV/VIS
spektroskopija. Ipak, vibracijska spektroskopija ostala je u upotrebi zbog jednostavne primjene
u morfoloskoj analizi djelatnih tvari. Vibracijska spektroskopija je metoda koja daje spektralni
'otisak prsta' molekule, a osjetljiva je na morfoloske razlike koje potjecu iz razlika u vodikovim
vezama ili rotacijskim smetnjama odredene skupine. UnatoC tome, postoje i iznimke u kojima

se razlike u polimorfima ne vide u vibracijskim spektrima.>

2.2.5.4. Razlikovna pretrazna kalorimetrija

Razlikovna pretrazna kalorimetrija (engl. Differential Scanning Calorimetry; DSC) je
termoanaliticka metoda u kojoj se mjeri tok topline prema uzorku u odnosu na referentni
uzorak. I uzorak i referentni uzorak su tijekom cijelog snimanja na identi¢noj temperaturi, a
temperaturni program za analizu uglavnom je podeSen tako da se temperatura povecava
linearno s vremenom.

Iako su termoanaliticke metode, a posebno DSC, Siroko upotrebljavane metode u
identifikaciji 1 karakterizaciji polimorfnih promjena djelatnih tvari, prilikom kvantitativnog
odredivanja razliCitih oneciS¢enja postoje odredene poteSkoce. Za razliku od NMR
spektroskopije u ¢vrstom stanju ili XRPD-a, tijekom kalorimetrijskog snimanja uzorak ne
ostaje nepromijenjen. Pod utjecajem topline uzorak prolazi kroz faznu transformaciju (taljenje
ili kristalizacija) ili kemijsku degradaciju. Do promjena moze doc¢i zbog razliCitih kinetickih
faktora koji su tesko predvidljivi tijekom analize.

Unato¢ nedostacima, u slu¢ajevima u kojima se moZze primijeniti DSC je mo¢na metoda za
detekciju malih koli¢ina polimorfnih oneciS¢enja (0,2 %), a metodom ,,cijepljenja“ moze

posluziti i za kvantitativno odredivanje prisutnosti drugog polimorfa.>! 32
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2.2.5.5. Termogravimetrijska analiza

Termogravimetrijska analiza (TG) je termoanaliticka metoda u kojoj se mjeri promjena mase
(rast ili gubitak) supstance u ovisnosti o temperaturi. TG se u pravilu koristi u kombinaciji s
drugim termoanalitickim metodama kao Sto je primjerice DSC. TG mjerenja prvenstveno se
koriste u odredivanju sastava materijala i predvidanju njihove toplinske stabilnosti. Ovom
metodom karakteriziraju se materijali koji prolaze kroz promjenu mase bilo zbog adsorpcije ili
otpustanja otapala/vode, ili zbog oksidacije/redukcije ili samog raspada te se time dobivaju
vrijedne informacije o stabilnosti koje mogu biti koriStene u odabiru materijala zeljenih

svojstava ¢ime se moze poboljsati kvaliteta finalnih proizvoda.®!

2.2.5.6. Difrakcija rentgenskih zraka na polikristalnom uzorku

Ubrzo nakon otkri¢a rentgenskih zraka (1895., Wilhelm Conrad Réntgen), ovaj fenomen je
primijenjen u analizi kristala (1912., Max von Laue) ¢ime je nastala nova grana znanosti,
kristalografija. Danas je difrakcija rentgenskih zraka Siroko primijenjena metoda u
farmaceutskoj industriji u analizi polimorfije djelatnih tvari te u prac¢enju promjena koje se
mogu dogoditi ovisno o uvjetima cuvanja ili prilikom razvoja formulacije. Difrakcija
rentgenskih zraka moze se podijeliti na dvije osnovne metode: difrakcija na monokristalnom
uzorku te difrakcija na polikristalnom uzorku, tj. difrakcija praha (engl. X-ray powder
diffraction; XRPD).

Difrakcijom rentgenskih zraka na monokristalnom uzorku dobivaju se precizni podatci o
kristalnoj strukturi djelatne tvari: dimenzije jedini¢ne celije, slaganje molekula u kristalu,
vodikove veze, konformacija. Zahvaljuju¢i podatcima dobivenima difrakcijom rentgenskih
zraka na monokristalnom uzorku, moguce je izracunati difraktogram praha za svaki snimljeni
uzorak.

Kada djelatna tvar ima dvije ili viSe polimorfnih modifikacija, uglavnom je jedna od njih
preferirana na temelju fizikalnih farmakoloskih i formulacijskih svojstava. U tim slu¢ajevima
prisutnost drugog polimorfa takoder se smatra oneciS¢enjem. Jedna od najbitnijih metoda u
analizi polimorfne Cistoce je difrakcija rentgenskih zraka na prahu (XRPD) iz sljede¢ih razloga:

e posljednji korak proizvodnje djelatne tvari najcesce je kristalizacija. XRPD je klju¢na

metoda u analizi polimorfne Cisto¢e kada toplinske 1 spektroskopske metode ne mogu

dovoljno kvalitetno razlikovati sve moguce polimorfe odredene djelatne tvari.>* >*
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e tijekom ispitivanja stabilnosti neki polimorfi djelatne tvari mogu pro¢i kroz faznu
promjenu pod utjecajem vlage ili temperature. Prisutnost nezeljene forme ¢ak i samo u
tragovima moze potaknuti neZeljeni prijelaz koji se moze dogoditi i spontano u sluc¢aju
prijelaza iz manje stabilne forme u termodinamicki stabilniju.

e uraznim koracima formulacije suhih oralnih oblika moze do¢i do nezeljenih promjena
zbog utjecaja tehnoloSkog procesa (mljevenje, izlozenost tlaku, toplini, vlazi itd.)

e u posljednje vrijeme u farmaceutskoj industriji sve su ¢eS¢i sudski procesi zbog
prisutnosti patentno Sti¢enog polimorfa u formulaciji. Da bi se izbjegli nepotrebni
troSkovi te moguce izbacivanje s trziSta je bitno pratiti sve moguce promjene u

polimorfiji djelatne tvari tijekom cijelog procesa priprave gotovog oblika.

Za uspjeSno odredivanje prisutnosti nezeljenog polimorfa postoje dva bitna kriterija.
Difrakcijski uzorak nezeljene polimorfne forme trebao bi ukljucivati signal ili signale koji se u
zeljenoj polimorfnoj formi ne vide. Nazalost, u nekim slu¢ajevima ne postoji dovoljno dobra
razlika izmedu XRPD uzorka dva polimorfa, te se tada koriste razli¢ite matematicke metode.
Drugi kriterij je precizno mjerenje intenziteta signala. Da bi se odrzao konstantan intenzitet
zracenja, s difraktometrom se povezuje stabilizator napona. On omogucava identi¢an intenzitet
istih signala pa je metoda reproducibilna.

Najbitniji faktor koji utjeCe na intenzitet signala je kvaliteta pripreme uzorka. Cilj je
pripremiti nasumicno orijentiran uzorak te time smanjiti preferiranu orijentaciju kristala na
minimum. Danas je uz moderne instrumente, uz kvalitetnu pripremu uzorka moguce detektirati
¢ak 1 manje od 1 % neZeljenog polimorfa u uzorku. U praksi, difrakcijom rentgenskih zraka na
prahu kvantitativno se s velikom preciznoséu moze odrediti 5 — 10 % polimorfnog onecisc¢enja.
Ipak, preciznost kvantitativnog odredivanja ovisi o koli¢ini ali i o prirodi komponente

polimorfnog onecis¢enja.

2.3. Kiristalizacija

U farmaceutskoj industriji, kristalizacija je jedan od najbitnijih procesa proizvodnje djelatne
tvari. Kristalizacija sluzi za izolaciju, ali i pro¢iS¢avanje proizvedene supstance te se stoga puno

napora ulaze u istrazivanje i razvoj kristalizacijskih procesa. U farmaceutskoj industriji iznimno
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je bitna kontrola svih procesa pa tako 1 kristalizacije, §to omogucéava reproducibilnu

proizvodnju materijala visoke kvalitete.

2.3.1. Nukleacija

Nukleacija je pocetak nastanka nove faze i igra bitnu ulogu u odredivanju nastale kristalne
forme 1 raspodjele veli¢ine Cestica (engl. Crystal Size Distribution; CSD) te je razumijevanje
osnova nukleacije presudno u kontroli kristalizacijskog procesa. Osnovni problem u
proucavanju nukleacije i razvoju preciznih opisa procesa lezi u ¢injenici da se veli¢ina kriti¢nih
nukleusa krece od 10 — 1000 molekula, dok se vrijeme nastanka proteze od nekoliko sekundi

pa sve do nekoliko dana.

2.3.1.1. Klasicno razumijevanje procesa nukleacije

Klasi¢na teorija nukleacije (engl. Classical Nucleation Theory; CNT), jednostavna i Siroko
upotrebljavana, pretpostavlja nastanak malih nukleusa nove faze.>> Iako nova faza ima nizu
slobodnu energiju od pocetne faze, u pretpostavcei postoji 1 slobodna energija povezana s
nastankom nukleusa. Za sferi¢nu jezgru slobodna energija transformacije u drugu fazu, AG, je

zbroj negativnog volumenskog dijela i pozitivnog povrsinskog dijela definirana kao
AG = —mr3AG, + 4mrly (1)

gdje je r polumjer nukleusa, AG, razlika u ukupnoj slobodnoj energiji po jedinici volumena
izmedu prve i1 druge faze, y povrSinska slobodna energija druge faze po jedinici povrsine.
Pozitivan dio povrSinske slobodne energije dominira pri malim polumjerima zbog ¢ega raste
ukupna slobodna energija. Kako se veli¢ina klastera povecava, ukupna slobodna energija raste
do maksimuma pri kriticnoj veli¢ini klastera (7.) iznad kojeg se ukupna slobodna energija

smanjuje kako nukleus postaje sve veci i rast kristala postaje energetski povoljan (Slika 6).
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AG,,, = 4mr?y

A Gnucl

Slobodna energija, AG

Radijus jezgre, r
Slika 6. Dijagram slobodne energije prilikom nukleacije prema klasi¢noj nukleacijskoj

teoriji.>®

Iako se u pocetku ¢inilo da klasi¢na teorija nukleacije dobro opisuje proces nukleacije, kasnijim
istrazivanjima je dokazano da postoje razna ogranienja ove teorije te je nastala potreba za

novom teorijom koja bi preciznije opisala cijeli proces.

2.3.1.2. Nukleacija u dva koraka (engl. two-step nucleation)

Na temelju velikog broja simulacija, teorija i eksperimentalnih istrazivanja, predloZena je nova

teorija, nukleacija u dva koraka (Slika 7).%"- %8
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Model nukleacije
u dva koraka
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Klasicni nukelacjski
model

Slika 7. Usporedba klasi¢ne teorije nukleacije i nukleacije u dva koraka.>®

Nukleacija u dva koraka pocetno je predlozena na temelju istrazivanja kristalizacije proteina u
radu Galkin et. al..’® Prilikom kristalizacije hemoglobina, uo¢ene su guste tekuce faze s visokim
koncentracijama hemoglobina u kojima je pocinjao proces nukleacije. Daljnja istrazivanja su
pokazala da se isti mehanizam moze primijeniti u nukleaciji proteina, koloidnih Cestica, pa cak
i malih organskih molekula.’® Dodatna potvrda predlozenog modela dobivena je ra¢unalnim
simulacijama pri ¢emu je odredena veliCina i struktura kriticnog nukleusa koji moze biti ili

veci/manje ureden ili manji/vise ureden.®

2.3.1.3. Buduca istrazivanja

Iako se veliki broj istrazivanja podudara s teorijom nukleacije u dva koraka, i dalje je
mehanisticko shvacanje puta nukleacije, pogotovo drugog koraka, vrlo ograni¢eno. Malo je
informacija o tome kako se molekule organiziraju u guste kapljice. Taj korak je predlozen kao
limitiraju¢i $to je u skladu s opazenim rezultatima u kojima se kompleksnije molekule puno
sporije organiziraju u odgovarajuce strukturne motive. Najnovije istrazivanje Chen et. al.

predlaze nukleaciju organskih kristala u viSe koraka (engl. multistep nucleation mechanism)

(Slika 8).!
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Slika 8. Usporedba dosadasnjih teorija (klasi¢ne i nukleacije u dva koraka) i nove teorije

nukleacije i rasta kristala.®!

U radu je opisana nova teorija predlozena na temelju in situ kombiniranih mjerenja
mikroskopom atomskih sila i difrakcije rentgenskih zraka na polikristalnom uzorku
(AFM/PXRD) koja pokazuju da je nukleacija i kristalizacija uskladen proces niza slozenih
dogadaja koji ukljuc¢uju nukleaciju 2D slojeva i Sirenje.

Razvoj robusnih kristalizacijskih procesa u kojima je moguce kontrolirati distribuciju
veliCine kristala i nastanak zeljene kristalne forme zahtjeva mehanisticko razumijevanje
kristalizacije. Iako se veliki napori i1 dalje ulazu u razvoj novih metoda pracenja nukleacije 1

kristalizacije, 1 dalje ne postoji teorija koja bi jednoznacno objasnila taj proces.

2.3.2. Proces kristalizacije

S termodinamickog stajaliSta, glavna pokretacka snaga za kristalizaciju ili precipitaciju je
promjena kemijskog potencijala izmedu trenutnog i ravnoteznog stanja.> Kemijski potencijal
tesko je mjeriti, ali se moze izraziti preko koncentracija te se njegova promjena moze prikazati

sljede¢om aproksimacijom:

p=in(S)=<-1=%=5-1=0 ©)
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gdje je Au promjena kemijskog potencijala, ¢ trenutna, a ¢* ravnotezna koncentracija. S
predstavlja stupanj prezasic¢enja, a o relativno ili apsolutno prezasi¢enje. Iz prakti¢nih razloga,
prezasic¢enje se u pravilu izrazava kao razlika izmedu trenutne i ravnotezne koncentracije:
Ac=c—c" (3)
Kao §to je ranije objasnjeno, nakon procesa nukleacije slijedi proces rasta kristala koji je
energetski favoriziran zbog promjene veliCine Cestica. Ostwald-Miersov dijagram (Slika 9)

prikazuje proces kristalizacije iz otopine.®

spontana .
nukleacija cijeplienje
hladenje
-
-
oo
S
©
=
(%]
o
€ Krivuli
s FIY'U ja .
- topljivosti
(=]
x
nestabilna
zona
metastabilna
zona
stabilna
zona

Temperatura / °C

Slika 9. Ostwald-Miersov dijagram.®’

Ostwald-Miersov dijagram sastoji se od tri bitne krivulje (zone):
e stabilna (nezasi¢ena) zona u kojoj je kristalizacija nemoguca

e metastabilna (prezasi¢ena) zona u kojoj je spontana kristalizacija malo vjerojatna, ali ¢e

se odvijati rast kristala

e nestabilna (prezasi¢ena) zona u kojoj je vrlo vjerojatna spontana nukleacija i u kojoj ¢e

se takoder odvijati rast kristala
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Kristalizacija iz otopine moze se podijeliti na dva procesa: prvi je nastanak novih kristala
(nukleacija) dok je drugi rast postojecih kristala. Oba procesa utjeu na distribuciju veli¢ine
Cestica 1 na morfologiju dobivenih kristala. Brzina rasta kristala moze se izraziti kao brzina
pomaka odredene povrSine kristala u smjeru okomitom na plohu kristala. Razliciti
kristalografski smjerovi kristala u pravilu imaju razlicite linearne brzine rasta kristala. Rast
kristala ukljucuje dva glavna procesa:

e prijenos molekula iz otopine na povrsinu kristala procesom difuzije

e integraciju i prostornu orijentacija molekula u kristalnu reSetku
Brzina rasta kristala ovisi o relativnom prezasic¢enju, pa tako $to je prezasicenje vece, tako ¢e i
brzina rasta kristala biti ve¢a a time se povecava i vjerojatnost ulaska raznih oneciS¢enja u
kristalnu reSetku.

Prisutnost onecis¢enja (koja je uobicajena prilikom kristalizacije API-a) u kristalizacijskom
sustavu u pravilu smanjuje brzinu rasta kristala blokiraju¢i mjesta vezanja molekula na
postojeci kristal zbog ¢ega nastaju manji kristali. Ipak, u nekim slucajevima oneciS¢enja mogu
Cak 1 ubrzati rast kristala. Oba sluc¢aja mogu imati veliki utjecaj na morfologiju, ali 1 nastanak

odredenog polimorfa.

2.4. Entakapon

2.4.1. Parkinsonova bolest

Parkinsonova bolest (PB) progresivni je neurodegenerativni poremecaj koji je prvi puta opisao
James Parkinson 1817. godine, a nastaje zbog gubitka ili degeneracije ziv€anih stanica koje su
zaduzene za proizvodnju neuroprijenosnika dopamina u dijelu mozgu koje se naziva "crna
tvar".%* PB karakterizira poremecaj motorickih i nemotorickih funkcija ¢ime se znatno smanjuje
kvaliteta zivota oboljelih (Tablica 6). Trenutno u svijetu zivi oko pet milijuna ljudi oboljelih od
ove bolesti, te se procjenjuje da ¢e se taj broj do 2030. godine udvostruciti. Zbog sve veéeg
porasta oboljelih od PB, ulazu se i sve veli napori u istrazivanjima Sto i prikazuje

eksponencijalni rast u broju objavljenih publikacija (Slika 10).6°
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Tablica 6. Prikaz motoric¢kih i nemotorickih poremecaja uzrokovanih PB.

Motori¢ki poremecaji

Nemotori¢ki poremecaji

bradikinezija (usporene radnje, otezano
zapocinjanje pokreta, blokiranje kretnji,
osiromasenje spontanih pokreta,
oslabljena mimika lica)

rigor (povisen tonus, ukocenost misica,
odnosno poviSen otpor misica pri
izvodenju pasivnih kretnji)

akineticki tremor (drhtanje u mirovanju

1 to najcesce ruku)

gubitak posturalnih refleksa

(nemoguc¢nost odrzavanja posture tijela,

nestabilnost u hodu)

oSte¢enje autonomnih funkcija

(mokracna urgencija i inkontinencija,
opstipacija, konstipacija, erektilna
disfunkcija)

tegobe sa spavanjem (produljeno

dnevno spavanje, nesanica, otezano
odrzavanje sna)

oSte¢enje njuha

depresija i anksioznost

oSte¢enje paznje 1 kognitivnih funkcija

demencija

halucinacije

e smetnje vida
100000 - 90173
80000 -
£
‘S
g
< 60000 - 46658
2
2 40000 -
@ 24387
1 10757
20000 320 1984 77
5 -_— A - -
1817.- 1900.- 1950.- 1980.- 1990.- 2000.- 2010.-
1899. 1949. 1979. 1989. 1999. 2009. 2019.
Godine

Slika 10. Prikaz broja objavljenih publikacija na temu PB u Science Direct online bazi

podataka.®
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2.4.2. Lijecenje PB i entakapon

Iako je PB progresivna i joS uvijek neizljeCiva neuroloska bolest, pacijenti ipak reagiraju na
terapiju lijekovima koji utjecu uglavnhom samo na simptome. Levodopa (L-3,4-
dihidroksifenilalanin) koristi se kao sredstvo za zamjenu dopamina u lijecenju PB, a sluzi za
suzbijanje bradikinetskih simptoma koji su vidljivi u PB. Najnoviji podaci pokazuju da
levodopa moze usporiti napredovanje PB ¢ak 1 nakon prestanka primjene lijekova.

Za razliku od dopamina, levodopa prolazi barijeru izmedu mozga i krvi. Jednom kad je
levodopa usla u sredi$nji ziv€ani sustav, enzim dekarboksilaza aromatskih aminokiselina
(AADC) prevodi levodopu u dopamin. Kod ljudi ta transformacija se ne odvija samo u
srediSnjem ziv€anom sustavu, ve¢ 1 u perifernom pri ¢emu moze do¢i do ozbiljnih nuspojava
prilikom uzimanja levodope. Da se suzbije taj efekt uz levodopu se uzima inhibitor AADC,
karbidopa. Uz DOPA dekarbokslilazu, u tijelu je prisutan enzim katehol-O-metil-transferaza
(COMT.) koji prevodi levodopu u 3-O-metildopu (3-OMD) $§to uvelike smanjuje njezinu
bioraspolozivost (Slika 11).66-68

Mozidano
Periferni Ziv€ani sustav  krvna barijera  SrediSnji Ziv€ani sustav

I
|
l 3-OMD I I 3-OMD
A I A
1
comMT blokiran Entacaponeom ! comMT
I
|
|
Levodopa Levodopa
(i} ; oo )
I
|
AADC blokiran Karbidopom : AADC
|
I
Y i \ 4
I

Dopamin I | Dopamin I

Slika 11. Metabolizam dopamina u perifernom i sredi§njem Zivéanom sustavu.%¢ ~ 8

Entakapon ((E)-2-cijano-3-(3,4-dihidroksi-5-nitrofenil)-N,N-dietilakrilamid) je inhibitor
katehol-O-metil-transferaze (Slika 12) te se zajedno s kombinacijom levodope i1 karbidope
koristi u lijeCenju simptoma PB. Entakapon, kao ni karbidopa, nema utjecaja na lijeCenje
simptoma PB nego omogucuje duze zadrzavanje levodope u organizmu koja uvelike pomaze u

smanjenju utjecaja bolesti na motori¢ke i misaone sposobnosti oboljelih pacijenata.®
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Slika 12. Model strukture ljudskog COMT enzima.”

2.4.3. Sinteza entakapona

Proces priprave entakapona je objavljen u nekoliko bitnijih patentnih prijava te u par
znanstvenih radova. Srikanth i suradnici’! predlozili su sintezu entakapona polazeéi iz 2-
cijanooctene kiseline 1 4-hidroksi-3-metoksi-5-nitrobenzaldehida pri ¢emu nakon
Knoevenagelove kondenzacije nastaje (£E)-2-cijano-3-(3,4-dihidroksi-5-nitrofenil)akrilna
kiselina koja se pomocu tionil-klorida prevodi u kiselinski klorid. U posljednjem stupnju

kiselinski klorid reagira s dietilaminom pri ¢emu se dobiva entakapon (Shema 1).

Cl) (0]
o o piperidin (E (E OH
o _ CHyCOOH sSOCl, CNF
HO + —_— CN
CN OH EtOH OH

NO,
2-cijanooctena 4-hidroksi-3-metoksi- (E)-2-cijano-3-(3,4-dihidroksi-5- (E)-2-cijano-3-(3,4-dihidroksi-
kiselina 5-nitrobenzaldehid nitrofenil)akrilna kiselina 5-nitrofenil)akriloil klorid

dietilamin ‘ DCM

0]

E,
N (/ OH

CN OH

NO,

(E)-2-cijano-3-(3,4-dihidroksi-5-
nitrofenil)-N, N-dietilakrilamid

Shema 1. Sinteza entakapona prema radu Srikanth ez al.”!
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Sinteza entakapona prema patentima Mantegazze i suradnika, Chittora i suradnika te

Chinnapillaija i suradnika’>"*

sastoji se od dva koraka, polazeé¢i od 4-hidroksi-3-metoksi-5-
nitrobenzaldehida i1 2-cijano-N,N-dietilacetamida koji u Knoevenagelovoj kondenzaciji daju
(E)-2-cijano-N,N-dietil-3-(4-hidroksi-3-metoksi-5-nitrofenil )akrilamid. U posljednjem se
koraku O-demetiliranjem 3-metoksi-skupine s aluminijevim(IIl)-kloridom (AICI3) dobiva

entakapon (Shema 2) u iskoriStenju od 84 %.

4 D i E
(e} 1. NaOH E OH

RN 2 HCl A~ N AlCl AN
N OH MeOH OH DCM OH

NO, NO, Et3N NO,
2-cijano-N, N- 4-hidroksi-3-metoksi- (E)-2-cijano-N, N-dietil-3-(4-hidroksi-3- (E)-2-cijano-3-(3,4-dihidroksi-5-
dietilacetamid 5-nitrobenzaldehid metoksi-5-nitrofenil)akrilamid nitrofenil)-N, N-dietilakrilamid

Shema 2. Sinteza entakapona prema patentima Mantegazza et. al., Chittor et. al., Chinnapillai

etal >

U patentu Sanmartija i suradnika’®, sinteza entakapona je opisana u Cetiri koraka polaze¢i od
3,4-dimetoksi-5-nitrobenzojeve kiseline koja se uz tionil-klorid prevodi u kiselinski klorid koji
u Knoevenagelovoj kondenzaciji s 2-cijano-N,N-dietilacetamidom daje (Z)-2-cijano-3-(3,4-
dimetoksi-5-nitrofenil)-N,N-dietil-3-hidroksiakrilamid. U sljede¢em koraku, redukcijom s
natrijevim acetoksiborhidridom dobiva se (£E)-2-cijano-3-(3,4-dimetoksi-5-nitrofenil)-N,/N-
dietilakrilamid. U posljednjem koraku O-demetiliranjem dviju metoksi- skupina pomocu
aluminijevog(IIl) klorida (AlCI3) nastaje entakapon (Shema 3). Navedeno ukupno iskoriStenje

kroz 4 koraka iznosi 66 %.
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o} % o O OH
o, N o Z 0
HO SOCl, Cl . N Et;N ~N 23 ~
c|) DMF, toluen cl) ) CN ACN ) CN 0
NO, NO, NO, |
3 4-dimetoksi-5- 3,4-dimetoksi-5- 2-cijano-N,N- _ (&)-2-cjano-3-(3,4-dimetoksi-5-
nitrobenzojeva kiselina nitrobenzoail klorid dietilacetamid nitrofenil)- N/, N-dietil-3-hidroksiakrilamid

NaBH(OAC); | CH3COOH

(0]

AlCI,
PN OH piridin A SN
-
CN CN
) OH DMF ) 0
N02 NOZ|
(E)-2-cijano-3-(3,4-dihidroksi-5- (E)-2-cijano-3-(3,4-dimetoksi-5-
nitrofenil)-N, N-dietilakrilamid nitrofenil)-N, N-dietilakrilamid

Shema 3. Sinteza entakapona prema Sanmarti et al.”

Harisha i suradnici’® opisuju sintezu entakapona u dva koraka polazeéi iz 3,4-dimetoksi-5-
nitrobenzaldehida 1 2-cijano-N, N-dietilacetamida pri ¢emu se Knoevenagelovom
kondenzacijom dobiva (E)-2-cijano-3-(3,4-dimetoksi-5-nitrofenil)-N,N-dietilakrilamid. U
posljednjem koraku O-demetiliranjem dviju metoksi-skupina s trietilaminom (Et3N) nastaje

entakapon (Shema 4) u ukupnom iskoriStenju od 63 %.

| (0]
oL 9 MgCl, E 9
0 E
.\ /\NJ\ EtN NN >~ EN A OH
I CIJ ) CN toluen ) CN 0 EtOH ) CN oH
2 |
3,4-dimetoksi-5- 2-cijano-N,N- (E)-2-cijano-3-(3,4-dimetoksi-5- (E)-2-cijano-3-(3,4-dihidroksi-5-
nitrobenzaldehid dietilacetamid nitrofenil)-N, N-dietilakrilamid nitrofenil)-N, N-dietilakrilamid
Shema 4. Sinteza entakapona prema radu Harisha et al.”

U patentima Chittora i suradnika te Hytdnena i suradnika, > 7’

sinteza entakapona je opisana u
samo jednom koraku (Shema 5), Knoevenagelovom kondenzacijom  3.,4-

dihidroksibenzaldehida i 2-cijano-N,N-dietilacetamida uz iskoriStenje od 90 %.

(0]

| (e}
OH (E OH
o~ dietlamin <~ N7
+ N - J o
OH ) CN DCM OH
NO, NO,
3,4-dihidroksi-5- 2-cijano-N,N- (E)-2-cijano-3-(3,4-dihidroksi-5-
nitrobenzaldehid dietilacetamid nitrofenil)-N,N-dietilakrilamid

Shema 5. Sinteza entakapona prema patentima Chittor et al., Hytonen et al.”> 7’
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Patenti Backstorma i suradnika te Deshpandea i suradnika’® 7

opisuju sintezu iz 4-hidroksi-3-
metoksi-5-nitrobenzaldehida koji se  O-demetiliranjem  3-metoksi-skupine  pomocu
bromovodi¢ne kiseline (HBr) prevodi u 3,4-dihidroksibenzaldehid. Posljednji korak je
Knoevenagelova kondenzacija s 2-cijano-N,N-dietilacetamidom pri ¢emu je dobiven entakapon

(Shema 6) uz ukupno iskoristenje od 73 %.

(? cl) 0 piperidin Q
o E
> Her o /\NJ\ acetat - ~EL OH
OH CHsCOOH oH J (N EtoH Joon oH
N02 N02

4-hidroksi-3-metoksi- 3,4-dihidroksi-5- 2-cijano-N,N- (E)-2-cijano-3-(3,4-dihidroksi-5-
5-nitrobenzaldehid nitrobenzaldehid dietilacetamid nitrofenil)-N, N-dietilakrilamid

Shema 6. Sinteza entakapona prema patentima Backstorm et al., Deshpande et al.’”® "

Sinteza entakapona prema patentu Arave i suradnika predlozena je u dva koraka, polaze¢i od
3-etoksi-4-hidroksi-5-nitrobenzaldehida 1 2-cijano-N,N-dietilacetamida koji u
Knoevenagelovoj  kondenzaciji  daju  (E)-2-cijano-N,N-dietil-3-(3-etoksi-4-hidroksi-5-
nitrofenil)akrilamid.?® U posljednjem koraku O-deetiliranjem  3-etoksi-skupine s
aluminijevim(III)-kloridom (AICl3) dobiva se entakapon (Shema 7) u ukupnom iskoristenju od

72 %.

o (0}
0 | iperi
0 piperidin AICl; ( OH
/\NJ\ . >~ CH,COOH oM 7 N
) CN OH toluen DMF OH

NO, NO,
2-cijano-N,N- 3-etoksi-4-hidroksi- (E)-2-cijano-3-(3-etoksi-4-hidroksi-5- (E)-2-cijano-3-(3,4-dihidroksi-5-
dietilacetamid 5-nitrobenzaldehid nitrofenil)- N N-dietilakrilamid nitrofeni|)_N’N_aieﬁ|akri|amid

Shema 7. Sinteza entakapona prema patentu Arava et al.>’

Prema patentu Cziakya entakapon je sintetiziran u tri koraka.®! Prvi korak ukljucuje
Knoevenagelovu  kondenzaciju  4-hidroksi-3-metoksibenzaldehida 1 2-cijano-N,N-
dietilacetamida  pri ¢emu se dobiva (E)-2-cijano-N,N-dietil-3-(4-hidroksi-3-
metoksifenil)akrilamid koji se u sljede¢em koraku nitriranjem prevodi u (E)-2-cijano-N,N-
dietil-3-(4-hidroksi-3-metoksi-5-nitrofenil)akrilamid. U posljednjem koraku O-demetiliranjem

3-metoksi-skupine dobiven je entakapon (Shema 8) u iskoriStenju od 48,4 %.
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(0]

0 (? piperidin % (E o
/\N)H . K©i0\ CH;COOH (L O CHsCOOH -~ N = ~
g N CN
ACN
) CN OH ) CN OH HNO;3 OH
2-cijano-N,N- 4-hidroksi-3- (E)-2-cijano-N, N-dietil-3-(4-

-Cij . (E)-2-cijano-N, N-dietil-3-(4-hidroksi-
dietilacetamid 3-metoksi-5-nitrofeniljakrilamid

metoksibenzaldehid hidroksi-3-metoksifenil)akrilamid

AICl; | piridin
O
N E) OH
Ao R
NO,

(E)-2-cijano-3-(3,4-dihidroksi-5-
nitrofenil)-N, N-dietilakrilamid

Shema 8. Sinteza entakapona prema patentu Cziaky.®!

2.4.4. Oneciscenja prisutna u entakaponu

Na temelju razli¢itih puteva sinteze 1 moguc¢ih paralelnih reakcija americka 1 europska
organizacija za lijekove (engl. European Medicines Agency; EMEA 1iengl. U.S. Food and Drug
Administration; FDA) u svojim su farmakopejama (engl. European Pharmacopeia; Eu.Ph. i
engl. United States Pharmacopeia; USP) definirale najces¢a oneciS¢enja koja mogu biti

prisutna u finalnom obliku entakapona (Tablica 7).8% %

Tablica 7. Prikaz definiranih onegiSéenja entakapona prema Eu. Ph i USP.%% %3

OneciSéenje OneciSéenje
Struktura Ime
prema Eu. Ph.3?>  prema USP?
NC_2) o (£)-2-cijano-3-(3,4-
/\wa dihidroksi-5-nitrofenil)- Oneciscenje A Oneciscenje A
/ Nz N,N-dietilakrilamid
0 (E)-etil-2-cijano-3-(3,4-
0 E) OH
&N dihidroksi-5- Onecis¢enje B -
OH
NO, nitrofenil)akrilat
o” o 3,4-dihidroksi-5- -
OH ) ) OneciSc¢enje C -
NO, nitrobenzaldehid

Vitomir Vusak

Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 36
Tablica 7. (nastavak) Prikaz definiranih oneci$éenja entakapona prema Eu. Ph i USP 3283
OneciScenje OneciScenje
Struktura Ime
prema Eu. Ph.3?>  prema USP%
o (E)-2-cijano-3-(3-etoksi-
~N (E/ O~ . . . o SO O
J e 4-hidroksi-5-nitrofenil)- Onecisc¢enje D -
OH
NO, N,N-dietilakrilamid
O:N on 3,5-dinitrobenzen-1,2- ' _
OH . OneciS¢enje E -
NO, diol
0 (E)-2-cijano-3-(3,4-
Hoo B o
L dihidroksi-5- OneciS¢enje F -
OH
NO, nitrofenil)akrilna kiselina
0 (E)-2-cijano-3-(3,4-
~N (E/ OH
H o iy dihidroksi-5-nitrofenil)- Oneciscenje G -
OH
NO, N-metilakrilamid
0 (E)-3-(3,4-dihidroksi-5-
N (E/ OH
(% N nitrofenil)-2-(piperidin-  Oneti¥éenje H i
NO, 1-karbonil)akrilonitril
0 (E)-propan-1-il-2-cijano-
~0 E) OH
N 3-(3,4-dihidroksi-5- OneciSc¢enje | -
OH
NO, nitrofenil)akrilat

Farmaceutske kompanije duzne su pratiti navedena oneciS¢enja ili dokazati da ne mogu biti

prisutna kako u djelatnoj tvari tako i u gotovom obliku lijeka.

2.4.5. Poznate kristalne forme entakapona

U literaturi je do sada poznato 10 razli¢itih kristalnih formi entakapona te je dobiven i amorf

(Tablica 8, Slika 13).7% 3488
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Tablica 8. Prikaz i karakterizacija poznatih formi entakapona.’® 82~ 86
. Literat Karakterizacija
orma iteratura
XRD /26° DSC/°C
Mukarram et. al.®*  3,7,9,0, 11,8, 13,5, 14,1, 15,8, 16,3, 18,2,
A Chittor et. al.® 18,5, 18,7, 18,9, 20,0, 20,4, 21,1, 21,9, -
Mantegazza et. al.””> 22,9, 23,3, 24,0, 24,5, 26,3
Mukarram et. al. % 5,6, 11,4, 14,8, 17,2, 18,8, 20,9, 23,1, 25,2, 156 160
C 56 —
Bader et. al.® 26,9, 29,0, 32,2
. 84 6,8,11,8,12,1, 13,5, 14,8, 15,6, 16,5, 16,9,
ukarram et. al.
18,0, 18,8, 19,1, 20,7, 21,4, 22,2, 23,4,
D Bader et. al.%° 158 — 162
-y 187 24,0, 24,6, 25,3, 26,5, 27,4, 28,1, 29,2,
adav et. al.
30,0
6,6,8,9,12,4,12,9,13,4, 14,4, 15,5, 17,9,
E Bader et. al.% 18,3, 19,2, 20,5, 21,1, 21,9, 22,5, 22.9, -
24,0, 24,6, 25,9, 27,3
. 6,7,12,5, 13,1, 13,6, 13,8, 15,7, 18,0, 18,4,
a Samec et. al.®® 164
24,7, 26,1
. 6,5,12,9,15,8,16,6,17,2, 19,5, 20,1, 21,9,
B Samec et. al.®® 163
24,0, 27,5
. 6,2,10,2, 12,2, 12,5, 16,4, 16,9, 19,4, 21,3,
Y Samec et. al.%® 164
21,7,23,4
. 5,9,13,5, 13,8, 14,1, 14,7, 15,0, 17,8, 18,2,
0 Samec et. al.®® 163
20,3, 21,5
£ Samec et. al. % 10,5, 14,2, 14,4, 19,2, 24,3 -
T Samec et. al.®® - -
amorf Samec et. al.®® 2 2
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Slika 13. Prikaz poznatih formi entakapona i nacini njihovih priprava poznatih iz patentne literature.
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2.4.5.1. Entakapon forma A

Priprava i kristalna struktura termodinamicki najstabilnije forme entakapona, forme A, opisana
je u radu Leppinen et al.®® Ova forma kristalizira u triklinskom sustavu, u centrosimetri¢noj
prostornoj grupi P1. U asimetri¢noj jedinici nalazi se jedna molekula entakapona. Dvije
hidroksilne skupine djeluju kao donori za O—H::*Okxarbonit 1 O—H**Ncjjano intermolekulske
vodikove veze s dvije susjedne molekule, a cijano- i karbonilna skupina djeluju kao akceptori
vodikovih veza s takoder dvije susjedne molekule. Na ovaj nacin jedna je molekula entakapona
povezana s tri susjedne molekule (Slika 14) te se povezuju u beskonacni 1D lanac. Izmedu

lanaca djeluju slabe disperzne interakcije i slabe C—H: - - Onino vodikove veze.

Slika 14. Prikaz povezivanja molekula entakapona u kristalnoj strukturi forme A.%

2.5. Utjecaj oneciS¢enja na ishod kristalizacije

Postupci kristalizacije iz otopine u pravilu se razmatraju kao binarni sustavi koji se sastoje od
otapala i otopljenih molekula. U realnim sustavima, razli¢ite komponente kao $to su aditivi i
onecis¢enja mogu biti prisutne u malim koli¢inama. Te komponente mogu zna¢ajno utjecati na
procese kristalizacije, pa ¢ak i kad su prisutne u niskim udjelima u kristalizacijskim sustavima.”
~% Razumijevanje mehanizama kojima ¢e oneéiséenja i aditivi utjecati na rast kristala osnova
je za dizajn 1 kontrolu procesa kristalizacije. Kontrola onec¢is¢enja u farmaceutskoj industriji
osobito je vazna jer takvi spojevi mogu biti toksi¢ni ili mogu nepovoljno utjecati na
kristalizaciju Zeljenog proizvoda.® ¢

Onecis¢enja mogu utjecati na kristalizacijski proces na nekoliko nacina. Na primjer,
topljivost produkta se zbog prisutnosti drugih tvari moze promijeniti zbog promjene energije
na granici otopljene tvari i otapala. Zahvaljujuc¢i tome, topljivost produkta moze se smanjiti ili

povedati zbog prisutnosti razli¢itih iona.”® Isto tako, oneci$éenja mogu utjecati na proces
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nukleacije mijenjajuci povrSinsku energiju, i/ili razlicite kineticke faktore ili jednostavno mogu
posluziti kao centri kristalizacije.

U literaturi se ve¢ina radova temelji na utjecaju razlicitih onecis¢enja, iona ili aditiva, na
procese kristalizacije anorganskih 1 organskih kristala te na morfologiju dok tek manji broj
radova opisuje utjecaj na polimorfiju API-a. U radu Fiebig et al. pracen je utjecaj aditiva i

strukturno sliénih spojeva (Slika 15) na morfologiju dobivenih kristala fenil-salicilata.®”’

OH O Q o) Q o OH
0 0
saagiee
(1) 2 (3) 4)
Slika 15. Strukturne formule molekula fenil-salicilata (1) te strukturno sli¢nih spojeva,

fenil-benzoata (2), benzofenona (3) 1 benzohidrola (4).

Na temelju dobivenih podataka, pronaden je vrlo veliki utjecaj fenil-benzoata na morfologiju
tj. dobiveni su izduzeni kristali uzduz c-kristalografske osi zahvaljuju¢i ubrzanom rastu koji s
porastom udjela fenil-benzoata (1 — 16 mol %) postaju sve izduZeniji. Iz provedenih mjerenja,
postavljen je model kojim je mogucée predvidjeti morfologiju kristala fenil-salicilata u
prisutnosti fenil-benzoata, benzofenona i benzohidrola.

Capellades et al. opisuju utjecaj oneciS¢enja na kineticke parametre nukleacije 1 rasta
kristala u MSMPR kristalizaciji sirovog i pro¢is¢enog ciprofloksacin hidroklorida.”® Rezultati
su pokazali povecanje topljivosti i smanjenje ovisnosti distribucije veli¢ine Cestica kod sirovog
materijala koji sadrzi oko 60 nepoznatih oneciS¢enja. Procjena kinetickih parametara otkrila je
da, iako prisutna oneciS¢enja nisu utjecala na brzinu sekundarne nukleacije, koeficijent brzine
rasta i energija aktivacije rasta su znacajno inhibirani. Utjecaj prisutnosti oneciS¢enja na
iskoriStenje je minimalan, ali unato¢ tome, srednja vrijednost veli¢ine Cestica jako ovisi o
preciznom predvidanju ustaljenog stanja te je usko povezana sa odredivanjem kinetickih
parametara za sirovi API.

Utjecaj prisutnosti razli¢itih aminokiselina (L-Asp, L-Glu, D-Asp, D-Glu, DL-Asp i DL-Glu)
na ishod kristalizacije glicina promatran je u radu Poornachary et al.”” U otopinu glicina su
dodane razli¢ite koli¢ine navedenih aminokiselina (u rasponu masenih udjela od 0,5 — 6 %) pri
razliitim prezasi¢enjima u uvjetima nastanka metastabilne forme, forme o. Dok pri niskim

masenim udjelima dodanih onecis¢enja (0,5 %) nije uoc€en utjecaj na nastanak forme a, pri
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ve¢im koli¢inama dodanih oneciS¢enja, dobivena je termodinamicki najstabilnija forma, forma

v ili smjesa formi a1y (Tablica 9).

Tablica 9. Utjecaj prisutnosti razli¢itih koli¢ina onec¢i§éenja na ishod kristalizacije glicina.”

OneciSéenje Maseni udio oneciS¢enja (w) Dobiveni polimorf
L-Asp 0,5 % o
L-Glu 2% iy
D-Glu 4% Y
L-Asp 4% iy
L-Asp 6 % Y

Utjecaj oneciS¢enja postaje izrazeniji $to je stupanj prezasi¢enja veci, pa tako pri nizim
prezasi¢enjima u prisutnosti L-Glu nastaje ili Cista metastabilna forma o ili smjesa formi a iy
dok pri viSim prezasi¢enjima nije moguce dobiti Cistu formu o, ve¢ smjesu formi o 1y ili Cistu
formu y. Utjecaj oneciSéenja je objasSnjen inhibicijom nukleacije i inhibicijom rasta kristala pri
¢emu su onecis¢enja uglavnom utjecala na brzinu rasta uzduz najbrze rastuce plohe.

U radu Heffernana i1 suradnika promatran je utjecaj strukturno sli¢nih oneciS¢enja,
demetoksikurkumina i bis(demetoksi)kurkumina (Slika 16) na primarnu nukleaciju kurkumina
((1E,6E)-1,7-bis(4-hidroksi-3-metoksifenil)hepta-1,6-dien-3,5-dion)) u prisutnosti razlicitih

koli¢ina navedenih one¢is¢enja.'®

O OH |

o
HO OH

@)

O OH
O
HO OH
(©)
Slika 16. Strukturna formula molekula kurkumina (1) i strukturno sliénih onecis¢enja,

demetoksikurkumina (2) i bis(demetoksi)kurkumina (3).

Eksperimentalni podaci pokazuju da oba oneciS¢enja produzuju vrijeme nukleacije, pogotovo
pri nizim stupnjevima prezasi¢enja. Iako su ispitivanja provedena u prisutnosti razli¢itih

koli¢ina oneciS¢enja, nije opazen pravilan trend utjecaja na brzinu nukleacije. Dodatnom
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analizom utvrdeno je da su interakcije izmedu molekula demetoksikurkumin-kurkumin i
bis(demetoksi)kurkumin-kurkumin jace nego interakcije izmedu dvije molekule kurkumina.
Prema tome, u poc¢etku nukleacijskog procesa, vjerojatno je da se molekule kurkumina vezu na
onecis¢enje te je potrebno prevladati odredenu energetsku barijeru da se uklone molekule
oneciS¢enja ¢ime se produzuje vrijeme nukleacije.

Mirmehrabi i suradnici u svojem radu opisuju utjecaj otapala, oneciS¢enja, prezasi¢enja i
mijeSanja na ishod kristalizacije antivirusnog lijeka stavuidina koji se koristi u lijecCenju
bolesnika oboljelih od HIV-a.!°! U literaturi su poznata dva polimorfa, stabilnija forma 1 i
metastabilna forma, forma 2. Ispitan je utjecaj dva glavna oneciS¢enja (timina i timidina, Slika

17) na rast kristala i polimorfiju stavuidina pri masenim udjelima od 0,25 — 1 %.

@ %) 0
o fkfé © o /%4/? © NH
N N
NH NH @ ||
o T\ Ho/\p/ e o
(2) ¢} HO o H
) ) @)
Slika 17. Strukturne formule molekula stavuidina (1) 1 glavnih onecis¢enja,

timidina (2) i timina (3).

Iako u radu nije opaZen utjecaj oneciS¢enja na polimorfiju, opazen je znatan utjecaj timina na
morfologiju kristala. Interakcija izmedu timina 1 stavuidina inhibira rast najbrze rastuc¢e plohe
Sto ima izravan utjecaj na mjesljivost 1 filtrabilnost dobivene suspenzije.

U radu Mukute i suradnika. ispitivan je utjecaj strukturno sli¢nih onecis¢enja na faznu
transformaciju iz metastabilne forme A API-a u stabilniju formu B u masenim udjelima

onecidéenja od 1 — 5 % (Slika 18).192
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Slika 18. Strukturne formule molekula ispitivanog API-a (1) i strukturno sli¢nih oneci$¢enja

(RS1 — 4).

Rezultati pokazuju velik utjecaj onecis¢enja RS2 na transformaciju iz metastabilne forme A u
stabilniju formu B. Dok onecis¢enja RS1 i RS4 imaju vrlo mali utjecaj na brzinu transformacije,

RS3 snazno inhibira prijelaz, a RS2 ga potpuno zaustavlja (Slika 19).
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Slika 19. Utjecaj oneci$éenja na fazni prijelaz API-a pri 30 °C.!*
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Prijelaz iz forme A u formu B mogu¢ je zahvaljujuci razlici u topljivostima izmedu navedenih
formi i to ve¢ pri masenim udjelima od 0,1 %. Kineticka stabilizacija metastabilne forme u
prisutnosti oneciS¢enja rezultat je poremecene nukleacije i1 kristalnog rasta i povecane
topljivosti forme B ¢ime se znatno smanjuje razlika u topljivostima a time 1 moguc¢nost samog
prijelaza. Taj se efekt moZe objasniti usporedbom struktura molekula API-a i oneciS¢enja RS-

2 1 RS-3 koje su sli¢ne te mogu u¢i u strukturu kristalne resetke.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.

Materijali

Prilikom izvedbe eksperimentalnog dijela ovog rada, koristeni su sljede¢i materijali:

Tetrahidrofuran (THF, min. 99,5 %), Kemika.
n-heksan (min. 99,0 %), Kemika.

Aceton (min. 99,5 %), Kemika.

Metanol (MeOH, min. 99,8 %), Kemika.

Apsolutni etanol (aps. EtOH, min. 99,8 %), Kemika.
Diizopropil eter (min. 99,0 %), Kemika.

Toluen (min. 99,5 %), Kemika.

Dietil eter (min. 99,8 %), Kemika.
N,N-dimetilformamid (DMF, min. 99,5 %), Kemika.
Cikloheksanon (min. 99,5 %), Kemika.

n-heptan (min. 99,0 %), Kemika.

2-propanol (2-PrOH, min. 99,8 %), Kemika.

Octena kiselina, otporna prema kromnoj kiselini (HOAc, min. 99,5 %), Kemika.

Dusic¢na kiselina (HNOs3, min. 65,0 %), Kemika.
Klorovodicna kiselina (HCI, min. 36,5 %), Kemika.
Bromovodicna kiselina (HBr, min. 47,0 %), Kemika.
Cinkov klorid, suhi (ZnClz, min 98,0 %), Kemika.
Amonijev acetat (min. 98,0 %), Kemika.

Cijanooctena kiselina (min 97,0 %), Acros Organics.
Piperidin (min. 99,0 %), Aldrich.

Tionil-klorid (min. 99,0 %), Aldrich.
4-hidroksi-3-metoksibenzaldehid (min. 99,0 %), Aldrich.
3-etoksi-4-hidroksibenzaldehid (min 99,0 %), Aldrich.
3,4-dihidroksi-5-nitrobenzaldehid (min. 98,0 %), Ramdev Chemical
2-metoksifenol (min. 98,0 %), Aldrich.
N,N-dietilcijanoacetamid (min. 97,0 %), Ramdev Chemical
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Cistoéa sintetiziranih spojeva odredena je tekuéinskom kromatografijom ultravisoke
djelotvornosti prema metodi opisanoj u odjeljku 3.22. i izrazena je kao udio povrsine signala u

postotcima.

3.2. Postupak priprave 4-hidroksi-3-metoksi-5-nitrobenzaldehida (1)

O/ o\
OH

NO,

3.2.1. Priprava spoja 1
4-hidroksi-3-metoksibenzaldehid (20 g; 131,4 mmol) je otopljen u octenoj kiselini (200 mL).
Otopina je ohladena na 10 — 15 °C te je dokapana 65 % duSi¢na kiselina (10,5 mL; 152.7 mmol)
kroz 30 min. Reakcijska smjesa je mijeSana 30 min na 10 — 15 °C, zatim je zagrijana na 20 —
25 °C te mijeSana jo§ 30 min. Dobivena suspenzija je profiltrirana, vlazni kristali su isprani s
vodom (3 % 20 mL). Produkt je suSen u vakuum susnici na 40 °C i tlaku od 10 mbar 16 h (20,28
g; iskoriStenje 78,3 %; kromatografska cistoca: 100,00 A%).

"H NMR (DMSO-ds) é/ppm: 9,87 (s, 1H, H-C-10), 8,09 (d, 1H, J=1,8 Hz, H-C5), 7,62 (d,
1H, J=1,6 Hz, H-C3), 3,96 (s, 3H, H-C9).

3C NMR (DMSO-ds) 6/ppm: 190,42 (s, C-10), 150,03 (s, C-2), 147,73 (s, C-1), 137,04 (s,
C-6), 126,81 (s, C-4), 120,87 (s, C-5), 112,52 (s, C-3), 56,78 (s, C-9).

IR vmax/em’': 3192, 2984, 1683, 1610, 1575, 1548, 1464, 1399, 1366, 1334, 1266, 1229,
1189, 1162, 1099, 1046, 916, 872, 817, 782, 751, 698, 624, 587, 544, 497, 449, 434, 428, 419.

DSC #/°C: 176,08

3.2.2. Priprava monokristala spoja 1

Spoj 1 (200 mg) je otopljen u acetonu (10 mL) te je otopina ostavljena stajati na sobnoj
temperaturi u zatvorenoj bocici da otapalo polagano hlapi. Nakon 10 dana u bocici je naden
monokristal ¢ija je struktura snimljena metodom difrakcije rentgenskih zraka na

monokristalnom uzorku.
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3.3. Postupak priprave 3-etoksi-4-hidroksi-5-nitrobenzaldehida (2)

o” O~
OH

3.3.1. Priprava spoja 2
3-etoksi-4-hidroksibenzaldehid (20 g; 120,4 mmol) je otopljen u octenoj kiselini (200 mL).
Otopina je ohladenana 10— 15 °C te je dokapana 65 % duSic¢na kiselina (10,4 mL; 151,3 mmol)
kroz 30 min. Reakcijska smjesa je mijeSana 30 min na 10 — 15 °C, zatim je zagrijana na 20 —
25 °C te mijeSana joS 30 min. Dobivena suspenzija je profiltrirana, vlazni kristali su isprani s
vodom (3 % 20 mL). Produkt je suSen u vakuum susnici na 40 °C i tlaku od 10 mbar 16 h (20,41
g; iskoriStenje: 80,3 %; kromatografska Cistoc¢a: 100 A%).

"H NMR (DMSO-ds) é/ppm: 9,86 (s, 1H, H-C-11), 8,08 (d, 1H, J=1,8 Hz, H-C5), 7,60 (d,
1H, J=1,5 Hz, H-C3), 4,20 (q, 2H, J=6,9 Hz, H-C9), 1,38 (t, 3H, J=6,9 Hz, H-C10).

13C NMR (DMSO-ds) 8/ppm: 190,46 (s, C-11), 149,21 (s, C-2), 147,83 (s, C-1), 137,03 (s,
C-6), 126,90 (s, C-4), 120,55 (s, C-5), 113,52 (s, C-3), 65,21 (s, C-9), 14,29 (s, C-10).

IR vmax/em’': 3213, 1685, 1613, 1576, 1548, 1473, 1395, 1360, 1337, 1268, 1231, 1101,
1047, 945, 878, 843, 816, 749, 704, 665, 636, 581, 498, 440, 421

DSC #/°C: 160,10

3.3.2. Priprava monokristala spoja 2

Spoj 2 (200 mg) je otopljen u acetonu (12 mL) te je otopina ostavljena stajati na sobnoj
temperaturi u zatvorenoj bocici da otapalo polagano hlapi. Nakon 10 dana u bocici je naden
monokristal ¢ija je struktura snimljena metodom difrakcije rentgenskih zraka na

monokristalnom uzorku.

3.4. Postupak priprave 3,4-dihidroksi-5-nitrobenzaldehida (3)

o7 OH
; OH

NO,
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3.4.1. Priprava spoja 3

Spoj 2 (5,0 g; 23,7 mmol) je otopljen u 36,5 %-tnoj klorovodic¢noj kiselini (5 mL) te je dodan
cinkov klorid (10,0 g; 73,4 mmol). Reakcijska smjesa je zagrijana na 90 — 100 °C te je mijeSana
24 h. Reakcijska smjesa je ohladena na 70 — 75 °C te je kroz 1 h dokapana voda (25 mL).
Dobivena suspenzija je ohladena na 0 — 5 °C i mijeSana 1 h. Suspenzija je profiltrirana te su
vlazni kristali isprani s vodom (3 x 5 mL). Sirovi produkt je suSen u vakuum susnici na 60 °C

1 tlaku od 10 mbar 16 h (4,1 g; iskoriStenje: 95,5 %).

3.4.2. Prekristalizacija spoja 3
Sirovi spoj 3 (4,04 g) je suspendiran u smjesi metanol/voda (8:2, V/V; 8 mL). Suspenzija je
zagrijana na 50 — 55 °C te mijeSana do potpunog otapanja. Otopina je kroz 1 h ohladena na 0 —
5 °Cte je mijeSana 1 h. Dobivena suspenzija je profiltrirana te su vlazni kristali isprani s vodom
(2 x 4 mL). Produkt je suSen u vakuum suSnici na 45 °C i tlaku od 10 mbar 16 h (3,25 g;
iskoristenje 81,2 %; kromatografska cistoca: 100,00 A%).

'"H NMR (DMSO-ds) 6/ppm: 9,79 (s, 1H, H-C-9), 7,96 (d, 1H, J=2,0 Hz, H-C5), 7,45 (d,
1H, J=2,0 Hz, H-C3).

3C NMR (DMSO-ds) é/ppm: 190,60 (s, C-9), 148,32 (s, C-2), 147,28 (s, C-1), 137,24 (s,
C-6), 126,94 (s, C-4), 119,67 (s, C-5), 115,72 (s, C-3).

IR vmax/cm™': 3205, 1670, 1613, 1591, 1537, 1493, 1417, 1363, 1306, 1273, 1204, 1122,
1017, 943, 894, 868, 785, 767, 693, 603, 584, 490, 407

DSC #/°C: 142,28

3.4.3. Priprava monokristala spoja 3

Spoj 3 (200 mg) je otopljen u smjesi metanol/voda (6:4) (5 mL) te je otopina ostavljena stajati
na sobnoj temperaturi u zatvorenoj bocici da otapalo polagano hlapi. Nakon 10 dana u bocici
je naden monokristal ¢ija je struktura snimljena metodom difrakcije rentgenskih zraka na

monokristalnom uzorku.

3.5. Postupak priprave 3,4-dimetoksi-5-nitrobenzaldehida (4)

NO,
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Spoj 3 (20 g; 109,22 mmol) je suspendiran u metanolu (50 mL). Suspenzija je zagrijana na 50
— 55 °C te je mijeSana 2 h. Dobivena otopina je ohladena na 0 — 5 °C kroz 2 h te je mijeSana 1
h. Dobivena suspenzija je profiltrirana. Vlazni kristali su isprani s hladnim metanolom (2 x 10
mL). Produkt je susen u vakuum susnici na 30 °C, i tlaku od 10 mbar 12 h (18,33 g; iskoriStenje
91,7 %; kromatografska Cisto¢a: 100 A%).

"H NMR (DMSO-ds) 6/ppm: 10,26 (s, 1H, H-C-11), 7,32 (d, 1H, J=2,0 Hz, H-C5), 7,08 (d,
1H, J=2,0 Hz, H-C3), 3,22 (s, 6H, H-C8, H-C10).

13C NMR (DMSO-ds) 6/ppm: 190,53 (s, C-11), 147,59 (s, C-2), 141,87 (s, C-1), 136,59 (s,
C-6), 128,87 (s, C-4), 117,64 (s, C-5), 112,72 (s, C-3), 52,50 (d, C-8, C-10).

IR vmax/em’': 3159, 1627, 1545, 1407, 1376, 1339, 1313, 1243, 1195, 1133, 1101, 1026,
989, 894, 858, 824, 802, 765, 703, 655, 625, 594, 520, 493, 453, 429, 420, 408

DSC #/°C: 105,17

3.6. Postupak priprave 2-metoksi-4,6-dinitrofenola (5)

O,N o

OH
NO,

3.6.1. Priprava spoja 5

2-metoksifenol (10 g; 80,6 mmol) je otopljen u diizopropil-eteru (200 mL) te je dodana voda
(20 mL). Otopina je ohladena na 0 — 5 °C te je dokapana 65 % dusicna kiselina (20 mL; 290,9
mmol) kroz 30 min. Reakcijska smjesa je mijeSana 1 hna 0 — 5 °C, a zatim je zagrijana na 20
—25 °C te je mijeSana joS 16 h. Diizopropil-eter je otparen vakuum destilacijom uz odrzavanje
temperature ispod 25 °C. Dobivena suspenzija je profiltrirana te su vlazni kristali isprani s
vodom (3 % 15 mL). Sirovi produkt je suSen u vakuum susnici na 40 °C 1 tlaku od 10 mbar 16

h. (11,5 g; Iskoristenje 66,6 %).

3.6.2. Prekristalizacija spoja 5§
Sirovi spoj 5 (11,4 g) je suspendiran u smjesi metanol/voda (55:45 V/V; 180 mL). Suspenzija
je zagrijana na refluks te mijeSana do potpunog otapanja. Otopina je ohladena na 0 — 5 °C kroz

2 h te je mijeSana 1 h na 0 — 5 °C. Dobivena suspenzija je profiltrirana te su vlazni kristali
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isprani s vodom (3 x 15 mL). Produkt je suSen u vakuum susnici na 40 °C i tlaku od 10 mbar
16 h (10,1 g; Iskoristenje 88,8 %; kromatografska Cistoca: 100 A%).

"H NMR (DMSO-de) é/ppm: 8,34 (d, 1H, J=2,6 Hz, H-C5), 7,93 (d, 1H, J=2,7 Hz, H-C3),
4,00 (s, 3H, H-C9).

13C NMR (DMSO-ds) 8/ppm: 149,74 (s, C-2), 148,49 (s, C-1), 137,60 (s, C-6), 136,13 (s,
C-4), 113,24 (s, C-5), 109,31 (s, C-3), 57,25 (s, C-9).

IR vmax/em’': 3235, 3104, 1611, 1541, 1525, 1449, 1381, 1334, 1256, 1222, 1243, 1084,
1047, 942,918, 896, 876, 804, 727, 708, 678, 440, 417, 405

DSC #/°C: 121,09

3.7. Postupak priprave 3,5-dinitrobenzen-1,2-diola (6)

O,N OH

OH
NO,

3.7.1. Priprava spoja 6

Spoj 5 (25 g; 116,7 mmol) je suspendiran u 47 % bromovodi¢noj kiselini (300 mL). Suspenzija
je zagrijana na refluks te je mijesana 5 h. Reakcijska smjesa je ohladenana 0 — 5 °C kroz 2 h
te je mijeSana jos 30 min. Suspenzija je profiltrirana, vlazni kristali su isprani s hladnom vodom
(2 x 30 mL). Sirovi produkt je suSen na zraku na sobnoj temperaturi 16 h (20,78 g; IskoriStenje

88,9 %).

3.7.2. Prekristalizacija spoja 6
Sirovi spoj 6 (20,32 g) je suspendiran u smjesi metanola (120 mL) i vode (120 mL). Suspenzija
je zagrijana na refluks. Nakon potpunog otapanja, dodan je aktivni ugljen Norit SX plus (1 g).
Smjesa je mijeSana 1 h na refluksu, a zatim je vruca profiltrirana preko zagrijanog lijevka i boce
za odsisavanje. Otopina je kroz 2 h ohladena na 0 — 5 °C, mijeSana 30 min te je dobivena
suspenzija profiltrirana. Vlazni kristali su isprani s vodom (2 % 15 mL). Produkt je susen u
vakuum susnici na 30 °C 1 tlaku od 10 mbar 16 h (14,63 g; Iskoristenje 72,0 %; kromatografska
¢istoca: 100,00 A%).
"H NMR (DMSO-ds) é/ppm: 8,18 (d, 1H, J=2,8 Hz, H-C5), 7,75 (d, 1H, J=2,7 Hz, H-C3).
13C NMR (DMSO-de) 6/ppm: 148,20 (s, C-2), 148,04 (s, C-1), 137,52 (s, C-6), 136,32 (s,
C-4), 112,04 (s, C-3), 111,70 (s, C-5).
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IR vmax/cm’': 3432, 3289, 3101, 1619, 1548, 1515, 1447, 1336, 1276, 1225, 1122, 1072,
983, 935, 893, 807, 737, 708, 665, 534, 479, 430
DSC #°C: 166,40

3.7.3. Priprava monokristala spoja 6

Spoj 6 (200 mg) je otopljen u smjesi metanol/voda (8:2; V/V) (2 mL) te je otopina ostavljena
stajati na sobnoj temperaturi u zatvorenoj bocici da otapalo polagano hlapi. Nakon 10 dana u
bocici je naden monokristal ¢ija je struktura snimljena metodom difrakcije rentgenskih zraka

na monokristalnom uzorku.

3.8. Postupak priprave (E)-2-cijano-N,/V-dietil-3-(4-hidroksi-3-metoksi-5-
nitrofenil)akrilamida (7)

S N A
NO,

3.8.1. Priprava spoja 7

Spoj 1 (7 g; 35,5 mmol) je otopljen u apsolutnom etanolu (200 mL). Dodani su N,N-
dietilcijanoacetamid (5,39 mL; 39,0 mmol) i amonijev acetat (6,02 g; 78,1 mmol). Reakcijska
smjesa je zagrijana na refluks te je mijeSana 15 h. Nakon zavrSetka reakcije, smjesa je ohladena
na 0 — 5 °C, mijeSana 1 h te je profiltrirana. Vlazni kristali su isprani s hladnim etanolom (3 X
5 mL). Sirovi produkt je suSen u vakuum susnici na 30 °C pri tlaku od 10 mbar 16 h (10,35 g;
iskoristenje 91,3 %).

3.8.2. Prekristalizacija spoja 7

Sirovi spoj 7 (10,0 g) je suspendiran u metanolu (100 mL). Suspenzija je zagrijana na refluks.
Nakon potpunog otapanja, dodan je aktivni ugljen Acticarbon S (0,7 g). Smjesa je mijeSana 20
min na refluksu, a zatim je vru¢a profiltrirana preko zagrijanog lijevka i boce za odsisavanje.
Otopina je kroz 1 h ohladena na 20 — 25 °C, mijeSana 3 h te je dobivena suspenzija profiltrirana.
Vlazni kristali su isprani sa smjesom metanol/voda (1:1, V/V; 2 x 20 mL). Produkt je susen u
vakuum sus$nici na 30 °C pri tlaku od 10 mbar 16 h (8,67 g; iskoriStenje 86,7 %; kromatografska
¢istoca: 100 A%).
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'H NMR (DMSO-de) 8/ppm: 7,98 (d, 1H, J=2,4 Hz, H-C5), 7,46 (s, 2H, H-C3, H-C10),
3,69 (s, 1H, H-C9), 3,38 (q, 4H, J=6,9 Hz, H-C19, H-C22), 1,13 (t, 6H, J=7,1 Hz, H-C20, H-
C23).

13C NMR (DMSO-de) &/ppm: 164,52 (s, C-12), 162,32 (s, C-1), 154,66 (s, C-2), 150,44 (s,
C-10), 135,87 (s, C-6), 126,71 (s, C-5), 118,62 (s, C-4), 111,39 (s, C-16), 108,40 (s, C-3), 94,77
(s, C-11), 55,23 (s, C-9), 41,99 (s, C-19, C-22), 13,09 (s, C-20, C-23).

IR vma/em’: 3045, 2193, 1632, 1600, 1532, 1489, 1423, 1357, 1275, 1248, 1219, 1158,
1093, 1062, 979, 945, 916, 878, 859, 823, 783, 762, 741, 628, 603, 570, 500, 438

DSC #°C: 155,38

3.9. Postupak priprave (E)-2-cijano-3-(3,4-dihidroksi-5-nitrofenil)akrilne

kiseline (8)
O
HO Ex OH
CN OH

3.9.1. Priprava spoja 8

Spoj 3 (30 g; 164,7 mmol) je suspendiran u toluenu (300 mL). Dodana je cijanooctena kiselina
(12,9 g; 151,5 mmol) i amonijev acetat (11,7 g; 151,5 mmol). Reakcijska smjesa je zagrijana
na refluks te je mijeSana 16 h uz azeotropno odvajanje vode preko Dean-Stark aparature. Po
zavrSetku reakcije, smjesa je ohladena na 0 — 5 °C, mijeSana 1 h te je profiltrirana. Vlazni kristali
su isprani s toluenom (2 x 20 mL) i dietil-eterom (2 < 20 mL). Sirovi produkt je susen u vakuum

susSnici na 45 °C pri tlaku od 10 mbar 16 h (38,65 g; iskoriStenje: 94,3 %).

3.9.2. Prekristalizacija spoja 8

Sirovi spoj 8 (35,0 g) je suspendiran u metanolu (350 mL). Suspenzija je zagrijana na refluks.
Nakon potpunog otapanja, dodan je aktivni ugljen Acticarbon S (2,45 g). Smjesa je mijeSana
20 min na refluksu, a zatim je vruca profiltrirana preko zagrijanog lijevka i boce za odsisavanje.
Otopina je kroz 1 h ohladena na 20 — 25 °C, mijeSana 3 h te je dobivena suspenzija profiltrirana.
Vlazni kristali su isprani sa smjesom metanol/voda (1:1, V/V; 2 x 70 mL). Produkt je susen u
vakuum susnici na 45 °C pri tlaku od 10 mbar 16 h (18,11 g; iskoriStenje 51,7 %;
kromatografska Cistoc¢a: 100 A%).
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'H NMR (DMSO-ds) 8/ppm: 8,21 (d, 2H, J=3,9 Hz, H-C5, H-C9), 7,88 (d, 1H, H-C3).

13C NMR (DMSO-de) 6/ppm: 168,93 (s, C-11), 158,33 (s, C-9), 154,13 (s, C-2), 149,39 (s,
C-1), 137,55 (s, C-6), 126,03 (s, C-4), 124,43 (s, C-5), 123,65 (s, C-3), 116,41 (s, C-15), 104,22
(s, C-10).

IR vma/em™: 3407, 3138, 1744, 1699, 1601, 1540, 1486, 1406, 1354, 1259, 1202, 1132,
1073, 1019, 946, 800, 764, 743, 622, 536, 450, 413

DSC #°C: 130,92

3.10. Postupak priprave (E)-etil-2-cijano-3-(3,4-dihidroksi-5-
nitrofenil)akrilata (9)

E
0 (/ OH

oN OH

3.10.1. Priprava spoja 9

Spoj 8 (5 g; 20,0 mmol) je suspendiran u toluenu (50 mL) te je dodan DMF (0,265 mL; 3,42
mmol). Suspenzija je zagrijana na 50 — 55 °C te je dokapan tionil-klorid (3,6 mL; 49,63 mmol).
Smyjesa je zagrijana na refluks i mijeSana 5 h. Suspenzija je ohladena na 20 — 25 °C te je dodan
apsolutni etanol (50 mL). Suspenzija je mijeSana 24 h na 20 — 25 °C te je profiltrirana. Vlazni
kristali su isprani s hladnim etanolom (2 % 5 mL). Sirovi produkt je suSen u vakuum susnici na

40 °C pri tlaku od 10 mbar 16 h (4,0 g; iskoriStenje 71,9 %).

3.10.2. Prekristalizacija spoja 9
Sirovi spoj 9 (3,5 g) je suspendiran u metanolu (35 mL). Suspenzija je zagrijana na refluks.
Nakon potpunog otapanja, dodan je aktivni ugljen Acticarbon S (0,25 g). Smjesa je mijeSana
20 min na refluksu, a zatim je vruca profiltrirana preko zagrijanog lijevka i boce za odsisavanje.
Otopina je kroz 1 h ohladena na 20 — 25 °C, mijeSana 3 h te je dobivena suspenzija profiltrirana.
Vlazni kristali su isprani sa smjesom metanol/voda (1:1, V/V; 2 x 7 mL). Produkt je susen u
vakuum sus$nici na 40 °C pri tlaku od 10 mbar 16 h (2,81 g; iskoriStenje 80,3 %; kromatografska
¢istoca: 100 A%).

"H NMR (DMSO-ds) &/ppm: 8,20 (d, 2H, J=3,8 Hz, H-C5, H-C9), 7,88 (d, 1H, J=2,1 Hz,
H-C3), 4,35 (q, 2H, J=7,2 Hz, H-C13), 1,37 (t, 3H, J=7,0 Hz, H-C14).
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13C NMR (DMSO-de) 8/ppm: 162,57 (s, C-11), 155,41 (s, C-2), 151,46 (s, C-9), 149,28 (s,
C-1), 137,62 (s, C-6), 131,39 (s, C-4), 119,65 (s, C-5), 117,18 (s, C-3), 115,24 (s, C-17), 99,23
(s, C-10), 67,75 (s, C-13), 10,19 (s, C-14).

IR vma/em™': 3133, 3044, 1744, 1704, 1605, 1541, 1484, 1404, 1354, 1260, 1202, 1131,
1057, 1018, 945, 895, 873, 799, 764, 742, 648, 620, 503, 483, 453, 413

DSC #/°C: 144,01

3.11. Postupak priprave (E)-propan-1-il-2-cijano-3-(3,4-dihidroksi-5-
nitrofenil)akrilata (10)

E
0 (/ OH

CN OH

NO,

3.11.1. Priprava spoja 10

Spoj 8 (5 g; 20,0 mmol) je suspendiran u toluenu (50 mL) te je dodan DMF (0,265 mL; 3,42
mmol). Suspenzija je zagrijana na 50 — 55 °C te je dokapan tionil-klorid (3,6 mL; 49,63 mmol).
Smjesa je zagrijana na refluks 1 mijeSana 5 h. Suspenzija je ohladena na 20 — 25 °C te je dodan
n-propanol (50 mL). Suspenzija je mijeSana 24 h na 20 — 25 °C te je profiltrirana. Vlazni kristali
su isprani s hladnim n-propanolom (2 x 5 mL). Sirovi produkt je susen u vakuum susnici na 40

°C pri tlaku od 10 mbar 16 h (3,7 g; iskoriStenje 63,3 %).

3.11.2. Prekristalizacija spoja 10
Sirovi spoj 10 (3,5 g) je suspendiran u metanolu (35 mL). Suspenzija je zagrijana na refluks.
Nakon potpunog otapanja, dodan je aktivni ugljen Acticarbon S (0,25 g). Smjesa je mijeSana
20 min na refluksu, a zatim je vruca profiltrirana preko zagrijanog lijevka i boce za odsisavanje.
Otopina je kroz 1 h ohladena na 20 — 25 °C, mijeSana 3 h te je dobivena suspenzija profiltrirana.
Vlazni kristali su isprani sa smjesom metanol/voda (1:1, V/V; 2 x 7 mL). Produkt je susen u
vakuum sus$nici na 40 °C pri tlaku od 10 mbar 16 h (2,75 g; iskoriStenje 78,6 %; kromatografska
¢istoca: 100 A%).

'"H NMR (DMSO-ds) é/ppm: 8,10 (d, 2H, J=2,6 Hz, H-C5, H-C9), 7,78 (d, 1H, J=2,0 Hz,
H-C3), 4,17 (t, 2H, J=6,4 Hz, H-C13), 1,65 (m, 2H, J=6,9 Hz, H-C14), 0,93 (t, 3H, J=7,5 Hz,
H-C15).

Vitomir Vusak Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 55

13C NMR (DMSO-ds) 8/ppm: 162,22 (s, C-11), 152,58 (s, C-9), 148,35 (s, C-2), 146,99 (s,
C-1), 135,39 (s, C-6), 122,41 (s, C-4), 119,85 (s, C-5), 119,65 (s, C-3), 114,87 (s, C-18), 101,50
(s, C-10), 67,71 (s, C-13), 21,49 (s, C-14), 9,15 (s, C-15).

IR vinax/cm™': 3133, 3043, 1744, 1700, 1606, 1403, 1356, 1275, 1211, 1131, 1057, 945, 872,
764,742, 622, 453

DSC #/°C: 148,74

3.12. Postupak priprave (Z)-2-cijano-3-(3,4-dihidroksi-5-nitrofenil)-/V,/V-
dietilakrilamida (11)

4]
z

NC OH

3.12.1. Priprava spoja 11
Pomijesani su toluen (3120 mL) i octena kiselina (83 mL; 1,45 mol). U smjesu je kroz 30 min
dokapan piperidin (144 mL; 1,46 mol) uz odrZzavanje temperature na 20 — 25 °C. Reakcijska
smjesa je mijeSana 1 h na 20 — 25 °C, a zatim je dodan spoj 3 (240 g; 1,31 mol) 1 toluen (600
mL). U reakcijsku smjesu je dokapan N,N-dietilcijanoacetamid (195 mL; 1,41 mol) kroz 10
min te je dodan toluen (360 mL). Reakcijska smjesa je zagrijana na refluks te je mijeSana 1,5 h
uz azeotropno odvajanje vode preko Dean-Stark aparature. Reakcijska smjesa je zatim ohladena
na 30 — 35 °C te je dodan metanol (600 mL). U otopinu je dokapana klorovodic¢na kiselina (36,5
%; 155 mL) kroz 45 min uz odrzavanje temperature na 30 — 35 °C . Reakcijska smjesa je
mijesana 1 h, a zatim je dokapan drugi obrok klorovodi¢ne kiseline (36,5 %; 114 mL) kroz 30
min uz odrzavanje temperature na 30 — 35 °C. Suspenzija je kroz 1 h ohladena n 20 — 25 °C,
mijesana joS 1,5 h te je profiltrirana. Vlazni kristali su isprani sa smjesom metanol/voda (1:1,
VIV; 2 x 300 mL) i vodom (600 mL). Dobivena mati¢nica je ostavljena otparavati na sobnoj
temperaturi 7 dana. Dobiveni kristali su profiltrirani te isprani s toluenom (2 % 10 mL). Produkt
je suSen u vakuum sus$nici na 55 °C pri tlaku od 10 mbar 6 h (17,48 g; iskoriStenje 4,4 %;
kromatografska Cistoc¢a: 100 A%).

"H NMR (DMSO-ds) §/ppm: 7,73 (d, 1H, J=2,1 Hz, H-C5), 7,43 (s, 1H, H-C9), 7,21 (d, 1H,
J=2,1 Hz, H-C3), 3,52 (q, 2H, J=7,0 Hz, H-C18), 3,38 (q, 2H, J=7,0 Hz, H-C21), 1,22 (t, 3H,
J=7,2 Hz, H-C19), 1,11 (t, 2H, J=7,1 Hz, H-C22).
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13C NMR (DMSO-de) &/ppm: 163,98 (s, C-11), 149,83 (s, C-2), 146,96 (s, C-1), 146,13 (s,
C-9), 136,63 (s, C-6), 124,95 (s, C-4), 121,52 (s, C-3), 118,28 (s, C-5), 117,81 (s, C-15), 109,12
(s, C-10), 44,78 (s, C-21), 41,31 (s, C-18) 14,17 (s, C-22), 14,14 (s, C-19).

IR vma/em': 2984, 2217, 2621, 1548, 1479, 1462, 1444, 1377, 1360, 1322, 1270, 1232,
1131, 1102, 1017, 946,913, 853, 792, 764, 660, 647, 626, 608, 561, 470, 439

DSC #°C: 160,99

3.13. Postupak priprave (E)-2-cijano-3-(3,4-dihidroksi-5-nitrofenil)-/V,/V-
dietilakrilamida; entakapon (12)

N E) OH
oo OH
NO,

3.13.1. Priprava spoja 12
Pomijesani su toluen (3120 mL) i octena kiselina (83 mL; 1,45 mol). U smjesu je kroz 30 min
dokapan piperidin (144 mL; 1,46 mol) uz odrzavanje temperature na 20 — 25 °C. Reakcijska
smjesa je mijeSana 1 h na 20 — 25 °C, a zatim je dodan spoj 3 (240 g; 1,31 mol) i toluen (600
mL). U reakcijsku smjesu je dokapan N,N-dietilcijanoacetamid (195 mL; 1,41 mol) kroz 10
min te je dodan toluen (360 mL). Reakcijska smjesa je zagrijana na refluks te je mijesana 1,5 h
uz azeotropno odvajanje vode preko Dean-Stark aparature. Reakcijska smjesa je zatim ohladena
na 30 — 35 °C te je dodan metanol (600 mL). U otopinu je dokapana klorovodi¢na kiselina (36,5
%; 155 mL) kroz 45 min uz odrzavanje temperature na 30 — 35 °C . Reakcijska smjesa je
mijeSana 1 h, a zatim je dokapan drugi obrok klorovodi¢ne kiseline (36,5 %; 114 mL) kroz 30
min uz odrzavanje temperature na 30 — 35 °C. Suspenzija je kroz 1 h ohladena n 20 — 25 °C,
mijesana jo$ 1,5 h te je profiltrirana. Vlazni kristali su isprani sa smjesom metanol/voda (1:1,
VIV; 2 x 300 mL) 1 vodom (600 mL). Produkt je suSen u vakuum susnici na 55 °C pri tlaku od
10 mbar 16 h (242,18 g; iskoristenje 60,0 %).

3.13.2. Prekristalizacija spoja 12

Sirovi spoj 12 (240 g) je suspendiran u metanolu (2400 mL). Suspenzija je zagrijana na refluks
te mijeSana do potpunog otapanja. Dodan je aktivni ugljen Acticarbon S (16,8 g) te je smjesa
mijesana 20 min. Otopina je vruca profiltrirana preko zagrijanog lijevka i boce za odsisavanje.

Dodan je metanol (120 mL) te je otopina kroz 1 h ohladena na 20 — 25 °C, mijeSana 3 h te je
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dobivena suspenzija profiltrirana. Vlazni kristali su isprani sa smjesom metanol/voda (1:1, V/V;
2 x 480 mL). Produkt je suSen u vakuum susnici na 55 °C pri tlaku od 10 mbar 10 h (201,67 g;
iskoristenje 84,0 %; kromatografska Cisto¢a: 100 A%).

"H NMR (DMSO-de) é/ppm: 7,92 (d, 1H, J=2,0 Hz, H-C5), 7,76 (d, 1H, J=2,2 Hz, H-C3),
7,64 (s, 1H, H-C9), 3,31 — 3,51 (br, 4H, H-C18, H-C21), 1,03 — 1,25 (br, 6H, H-C19, H-C22).

13C NMR (DMSO-ds) 8/ppm: 162,61 (s, C-11), 148,00 (s, C-2), 147,14 (s, C-9), 144,87 (s,
C-1), 137,23 (s, C-6), 122,71 (s, C-4), 118,47 (s, C-3), 117,66 (s, C-5), 116,20 (s, C-15), 104,70
(s, C-10), 43,16 (s, C-18), 39,78 (s, C-21) 13,73 (s, C-19), 12,30 (s, C-22).

IR vma/em’': 3327, 2979, 2216, 1626, 1596, 1539, 1510, 1437, 1346, 1294, 1206, 1146,
1104, 1069, 1021, 996, 954, 873, 769, 740, 627, 561, 520, 444

DSC #°C: 165,50

3.14. Postupak priprave forme A spoja 12
Spoj 12 (2 g) je suspendiran u metanolu (24 mL) na magnetskoj mijeSalici. Suspenzija je
zagrijan na refluks te mijeSana do potpunog otapanja. Otopina je kroz 1 h ohladena na 20 — 25
°C, mijesSana 3 h te je dobivena suspenzija profiltrirana. Vlazni kristali su isprani sa smjesom
metanol/voda (1:1, V/V; 2 x 4 mL). Produkt je suSen u vakuum susnici na 55 °C pri tlaku od 10
mbar 10 h (1,61 g; iskoristenje 80,6 %).

DSC #/°C: 165,50

3.15. Postupak priprave forme D spoja 12
Spoj 12 (2 g) je otopljen u THF-u (6,5 mL) uz zagrijavanje. Otopina je dodana u vodu (50 mL)
ohladenu na 0 — 5 °C, tikvica je isprana s toplim THF-om (1,8 mL). Dobivena suspenzija je
mijeSana na magnetskoj mijesalici 10 min na 0 — 5 °C te je profiltrirana. Vlazni kristali su
isprani s vodom (6 mL). Produkt je suSen u vakuum susnici na 40 °C pri tlaku od 10 mbar 16 h
(1,77 g; iskoristenje 88,5 %).

DSC #/°C: 159,64

3.16. Postupak priprave forme E spoja 12
Spoj 12 (2 g) je otopljen u THF-u (6,3 mL) uz zagrijavanje. Vruca otopina je dodana u n-heksan

(36 mL) ohladen na 0 — 5 °C. Dobivena suspenzija je mijeSana na mehani¢koj mijesalici 5 min
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na 0 — 5 °C te je profiltrirana. Produkt je suSen u vakuum susnici na 50 °C pri tlaku od 10 mbar
6 h (1,754 g; iskoristenje 88,5 %).
DSC #/°C: 158,92

3.17. Postupak priprave forme o spoja 12
Spoj 12 (2 g) je otopljen u THF-u (7 mL) uz zagrijavanje. Dobivena otopina je profiltrirana te
ohladena na sobnu temperaturu. Otopina je kroz 5 min dokapana u vodu (40 mL) ohladenu na
0 — 5 °C. Dobivena suspenzija je snazno mijeSana na magnetskoj mijesalici2 hna 0 — 5 °C te
je profiltrirana. Vlazni kristali su isprani s vodom (2 x 2 mL). Produkt je suSen u vakuum susnici
na 40 °C pri tlaku od 10 mbar 10 h (1,798 g; iskoristenje 89,9 %).

DSC #°C: 177,33

3.18. Postupak priprave forme p spoja 12
Spoj 12 (2 g) je otopljen u n-propanolu (4,8 mL) uz zagrijavanje do refluksa. Dobivena otopina
je dodana u vodu (16 mL) ohladenu na 0 — 5 °C. Dobivena suspenzija je mijeSana na magnetskoj
mijeSalici 10 min na 0 — 5 °C te je profiltrirana. Vlazni kristali su isprani s vodom (2 x 2 mL).
Produkt je susen u vakuum susnici na 40 °C pri tlaku od 10 mbar 10 h (1,670 g; iskoriStenje
83,5 %).

DSC #/°C: 159,34

3.19. Postupak priprave forme 6 spoja 12
Spoj 12 (2 g) je otopljen u cikloheksanonu (24 mL) uz zagrijavanje do refluksa. Dobivena
otopina je profiltrirana te ohladena na sobnu temperaturu. Otopina je kroz 30 min dokapana u
n-heptan (48 mL) na 20 — 25 °C. Dobivena suspenzija je mijeSana na magnetskoj mijeSalici 5
min na 20 — 25 °C te je profiltrirana. Produkt je susen u vakuum susnici na 55 °C pri tlaku od
10 mbar 4 h (1,782 g; iskoriStenje 89,1 %).

DSC #/°C: 166,40
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3.20. Postupak priprave forme t spoja 12
Spoj 12 (1 g) je otopljen u 2-propanolu (10,5 mL) uz zagrijavanje do refluksa. Dobivena otopina
je kroz 5 min dokapana u n-heksan (36,8 mL) zagrijan na refluks (68 °C). Dobivena suspenzija
je mijeSana 5 min na refluksu te je profiltrirana. Produkt je suSen u vakuum susnici na 40 °C
pri tlaku od 10 mbar 6 h (0,854 g; iskoriStenje 85,4 %).

DSC #/°C: 165,41

3.21. Postupak priprave amorfa spoja 12
Spoj 12 (1 g) je rastaljen uz zagrijavanje do 200 °C. Talina je naglo ohladena u smjesi leda 1

acetona pri cemu se dobiva Cvrsti produkt (0,988 g; iskoriStenje 98,8 %).

3.22. Kromatografija ultravisoke djelotvornosti
Kromatografske analize provedene su teku¢inskom kromatografijom ultravisoke djelotvornosti
(engl. Ultra High Performance Liquid Chromatography, UHPLC) na instrumentu Agilent
UHPLC 1290 Infinity s binarnom pumpom, termostatiranim modulom za automatsko
uzorkovanje, termostatiranim odjeljkom za kromatografsku kolonu i s detektorom s nizom
dioda (engl. Diode Array Detector; DAD).
Uzorci su analizirani pri sljede¢im kromatografskim uvjetima:
e Kromatografska kolona: Waters Acquity CSH (100 mm % 2,1 mm; 1,7 pm)
e Mobilna faza:
o A: fosfatni pufer (kalijev dihidrogen fosfat; pH 2,1; 10 mM);
o B: acetonitril
e Diluent: A-B (1:1, V/1)
e Volumen injektiranja: 1 pL
e Protok: 0,4 mL min™!
e (radijent: A-B (83:17, V/V), 0 min; A-B (40:60, V/V), 8,2 min; A-B (40:60, V/V), 8,2 —
10 min; A-B (83:17, V/V), 10,01 min; A-B (83:17, V/V), 10,01 — 13 min
e Temperatura modula za automatsko uzorkovanje: 25 °C
e Temperatura kolone: 45 °C

e Valna duzina detektora: 210 nm
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Priprema uzoraka provedena je na nacin da je 1 mg spoja otopljeno u 1 mL diluenta. Obrada

kromatograma odradena je u programu ChemStation.

3.23. Razlikovna pretrazna kalorimetrija

Razlikovna pretrazna kalorimetrija (DSC) za spojeve 1 — 12 te za sve dobivene kristalne forme
(A, D, E, a, B, 61r1) je provedena na instrumentu TA Instruments Discovery DSC u zatvorenoj
aluminijskoj posudici s jednom rupom uz protok dusika (50 mL min!) i brzinom zagrijavanja
od 10 °C min™! u temperaturnom podruéju od 25 — 300 °C. Obrada podataka je provedena u
program TRIOS (TA Instruments).

3.24. Termogravimetrijska analiza

Termogravimetrijska analiza (TG) za spojeve 1 — 12 te za sve dobivene kristalne forme (A, D,
E, a, B, 6 1 1) je provedena na instrumentu TA Instruments Discovery TG u zatvorenoj
aluminijskoj posudici uz protok dusika (50 mL min™!) i brzinom zagrijavanja od 10 °C min™' u
temperaturnom podruc¢ju od 25 — 300 °C. Obrada podataka je provedena u programu TRIOS
(TA Instruments).

3.25. Difrakcija rentgenskih zraka na polikristalnom uzorku

Difrakcija rendgenskog zraCenja na polikristalnim uzorcima izvedena je na Philips X'Pert PRO
difraktometru za prah u Bragg-Brentano geometriji uz CuKa zradenje (A = 1,54056 A) pri
sobnoj temperaturi na nosacu od silicija (PW1817-32). Difraktogrami su snimljeni u 26
podrucju 3 — 40°, uz korak pomicanja detektora od 0,0167° te viemenom mjerenja od 37 s po

pojedinom koraku.

3.26. Difrakcija rentgenskih zraka na monokristalnom uzorku

Difrakcija rentgenskih zraka na monokristalnom uzorku za spojeve 1, 2, 3 1 6 je provedena na
Oxford Diffraction Xcalibur Nova R (microfocus Cu tube) uredaju opremljenim s uredajem za
hladenje pomocu tekuceg dusika Oxford Instruments CryoJet. Analiza dobivenih podataka je
provedena u racunalnom programu CrysAlis PRO. Strukture su rijeSene koriStenjem

SHELXS97 i utocnjene pomo¢u SHELXL-2017 racunalnih paketa.
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Proracuni molekularnih geometrija su provedeni u programu PLATON te su dobivene strukture

vizualizirane pomoc¢u programa ORTEP-3 i Mercury.

3.27. Spektroskopija NMR

Spojevi 1 — 12 identificirani su 'H, *C APT, COSY, HMBC i HSQC spektroskopijom NMR.
Spektri su snimani na Bruker Avance DRX 500 na 500,1 MHz (‘H) i 125,8 MHz (*3C) u
deuteriranom otapalu (DMSO-ds). Kemijski pomaci () izraZeni su na ppm (dijelova na milijun)
skali, prema tetrametilsilanu (TMS) kao unutrasnjem standardu. Obrada spektara je provedena

u programu Spinworks 3.1.8.1.

3.28. Infracrvena spektroskopija

Infracrveni spektri za spojeve 1 — 12 te za sve dobivene kristalne forme (A, D, E, a, B, 61 1) su
snimljeni na Thermo Scientific Nicolet instrumentu, ATR metodom (engl. Attenuated Total
Reflectance) u podruéju od 4000 do 400 cm™'. Obrada podataka je provedena u programu Opus
7.2 (Bruker).

3.29. Postupak provedbe pokusa utjecaja oneciS¢enja na ishod
kristalizacije

Ispitivanje je provedeno prema opisanim postupcima za svaku od izoliranih kristalnih formi (A,
D, E, o, B, & i 7). ~® Oneciscenje je u razli¢itim koli¢inama (w=0,1 — 5 %) dodano ili u
antiotapalo u koje je dokapana otopina entakapona (cijepljenje; engl. seed) ili je otopljeno
zajedno s entakaponom te tako dodano u antiotapalo prilikom kristalizacije (obogaceni uzorak;
engl. spike) osim u pokusima priprave forme A u kojima se ne koristi antiotapalo te u pokusima

priprave forme t u kojima je antiotapalo dodano u otopinu entakapona (Slika 20).
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otopina entakapona otopina entakapona
/ / i onectiscenja

T

suspenzija onetis¢enja antiotapalo
’ antiOtapalu

a) b)

Slika 20. Prikaz izvedbe pokusa ispitivanja utjecaja onecis¢enja na ishod kristalizacije
entakapona: a) suspenzija oneciS¢enja u antiotapalu na koje se dokapava otopina entakapona
(cijepljenje); b) ¢isto antiotapalo na koje se dokapava otopina entakapona i onecis¢enja

(obogaceni uzorak).
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§ 4. REZULTATI I RASPRAVA

Osnovna hipoteza ovog rada je da ¢e strukturno slicni spojevi prisutni u kristalizacijskom
sustavu uzrokovati varijabilnost kristalne forme u standardnom procesu dobivanja Zeljene
kristalne forme. Sintetizirani su, izolirani i karakterizirani mogu¢i meduprodukti i onecis¢enja
entakapona te je ispitan njihovo utjecaj na kristalizaciju i polimorfiju entakapona. Prou¢avan je
utjecaj: (a) dodatka razli¢itih koli¢ina onecis¢enja (w=0,1 — 5 %) u antiotapalo ili u otopinu
entakapona 1 (b) molekulske strukture oneciS¢enja kako bi se ispitalo i objasnilo njihovo

djelovanje na promjene u polimorfnom ponasanju prilikom kristalizacije entakapona.

4.1. Sinteza i strukturna karakterizacija spojeva 1 - 12

Provedena je sinteza srodnih tj. strukturno slicnih spojeva entakapona (Tablica 10). Za sve
pripravljene srodne spojeve napravljena je potpuna karakterizacija te su im snimljeni IR (ATR)
i NMR ('H, *C APT, COSY, HMBC i HSQC) spektri, odredena je ¢isto¢éa UHPLC-om te su
im snimljeni XRPD, DSC i TG.

Tablica 10. Strukturne formule, imena i podrijetlo pripravljenih spojeva srodnih entakaponu.

Spoj Struktura Ime Podrijetlo
_ ° ' . ' lazni U sintez
: o/\@[ > 4-hidroksi-3-metoksi-5- tplf B lizi'k
ntakapona prema nekoli
el nitrobenzaldehid ¢ pona p 6697726 OHKO
NO, patenata
Z 0 . ) ) lazni j u sintezi
5 0/\© ~ 3-etoksi-4-hidroksi-5- . f(])( azMi sp OJCU st izl .
. ) ntakapona prema patentu
OH nitrobenzaldehid pona p 75
NO, Arava et.al.
Z OH o . lazni j kolik
: ° SdedihidroksiS- N etiscenie C prema
OH g :
lo, nitrobenzaldehid Eu. Ph71 7580
- o . : polazni spoj u sintezi
Y 3,4-dimetoksi-5- )
4 ~ . . entakapona prema radu Harishe
0 nitrobenzaldehid . o
NO, 1 suradnika
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Tablica 10. (nastavak) Strukturne formule, imena i podrijetlo pripravljenih spojeva srodnih

entakaponu.
Spoj Struktura Ime Podrijetlo
oN o moguce onecis¢enje u polaznom
2 ~ oo . .
. . terijal t tak
5 oL 2-metoksi-4,6-dinitrofenol fhateryalu u S.m ezl entakapona
1 prema radovima Backstorm et
’ al., Deshpande et al.”® "
O,N OH
6 oH 3,5-dinitrobenzen-1,2-diol ~ one¢is¢enje E prema Eu. Ph.%
NO,
PSI:) - (E)-2-cijano-N,N-dietil-3- posljednji meduprodukt u
~N
7 )N C: (4-hidroksi-3-metoksi-5- sintezi entakapona prema
o O nitrofenil)akrilamid nekoliko patenata’ ~ 72
2
. duprodukt u sintezi
. o (E)2-cijano-3-(3 4- meduprodukt u sintezi
HO™ N7 o . entakapona prema patentu
8 dihidroksi-5- . Cn
CN OH nitrofenil)akrilna kiselina Srikanth et.al. te oneciséenje F
NO, prema Eu. Ph.6% 8
D e on (E)-etil-2-cijano-3-(3,4-
/\O = . . vew 7 . 80
9 oN dihidroksi-5- onecis¢enje B prema Eu. Ph.
Mo OH nitrofenil)akrilat
2
0 . .
NP ! oH (E)—propan.—Z.—ll—2—c'1]an0—3— o .
10 N (3,4-dihidroksi-5- onecisc¢enje I prema Eu. Ph.
Yo OH nitrofenil)akrilat
2
NC.( OH -2-cijano-3-(3,4- . . .
- .(.Z) i 3, . oneciséenje A prema Eu. Ph. i
11 Ao oH dihidroksi-5-nitrofenil)- USPY#1
) NO, N,N-dietilakrilamid
R e oH (E)-2-cijano-3-(3,4-
12 J c: dihidroksi-5-nitrofenil)- entakapon
on N,N-dietilakrilamid
N02
4.1.1. Spoj1

Spoj 1 pripravljen je reakcijom

octene kiseline (Shema 9).

nitriranja 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehida uz prisutnost
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I I
o .
OH CH;COOH OH

Shema 9. Priprava spoja 1.

Prema predlozenom mehanizmu elektrofilne aromatske supstitucije (Shema 10), prvi korak je

aktivacija dusic¢ne kiseline pri cemu nastaje elektrofilniji, nitronijev ion (nitrilov kation).

N+ — s +9+ - _
HO-N-O + H-0SOzH =— HO-N-0 * HSO
\_/ H
i+ -
HO-N-O =— HO0 * 0=N=0
H
Rq Ry ~ o, R, R, Ri_A_R> R, R,
+  0=N=0 =—= - -
Ng +
Rs R R; Rs
H 02N H 02N H 02N H
l "OSOH
R4 Ry
+  HyS0,
R3

Shema 10. PredloZeni mehanizam nitriranja elektrofilnom aromatskom supstitucijom.

Benzen napada jaki elektrofil (nitronijev ion) pri ¢emu nastaje nitro-derivat aromatskog spoja.
Struktura ciljnog produkta potvrdena je NMR-om i IR-om te dodatno potvrdena usporedbom
snimljenih spektara s podacima poznatima u literaturi.'® Cisto¢a izoliranog spoja odredena je
UHPLC-om. Rezultati analize pretraznom kalorimetrijom takoder se poklapaju s rezultatima
pronadenima u literaturi.'® Snimljeni difraktogram praha uzorka (Slika 21) upuéuje na kristalni
uzorak gdje su difrakcijski maksimumi jasno definirani, a poviSenje bazne linije koje bi

upucivalo na znatnu prisutnost amorfne faze nije opazeno.
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Slika 21. Difraktogram polikristalnog uzorka spoja 1.

Takoder, otapanjem u acetonu te sporim isparavanjem otapala dobiven je jedini¢ni kristal spoja
1. Difrakcijskim metodama rijeSena je kristalna i molekulska struktura spoja 1. Rezultati su

prikazani u poglavlju 4.2.1%

4.1.2. Spoj2
Spoj 2 pripravljen je na prethodno opisani nacin reakcijom nitriranja 3-etoksi-4-
hidroksibenzaldehida. (Shema 11).

0] (0]

| |
PG o, gt
OH CH;COOH, 10 °C -> r.t. OH

2

Shema 11. Priprava spoja 2.

Asignirani NMR spektri ('H i 13C) pripravljenog spoja 2 poklapaju se sa spektrima objavljenim
u literaturi.'% Dodatno, za pripravljeni spoj 2 snimljen je i njegov IR spektar dok mu je &istoca
odredena UHPLC-om. Kao i u slucaju spoja 1, njegov difraktogram pokazuje da se radi o

kristalnom uzorku (Slika 22).
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Slika 22. Difraktogram polikristalnog uzorka spoja 2.

Spojevi 1 i 2 razlikuju se samo prema strukturi supstituenata vezanih na aromatski prsten. U
slucaju spoja 2 umjesto metoksi-skupine u polozaju 3 benzenskog prstena, prisutna je etoksi-
skupina. Navedena promjena u molekulskoj strukturi utjecala je i na promjenu u kristalnoj

strukturi te se usporedbom difraktograma praha vidi da spojevi 1 i 2 nisu izostrukturni (Slika
23).

Intensity (counts)
N

40000 4

22500

10000 —
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T T T T T T T
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Slika 23. Usporedba difraktograma polikristalnih uzoraka spojeva 11 2.
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Takoder, otapanjem u acetonu i sporim isparavanjem otapala dobiven je monokristal spoja 2,

te je rijeSena njegova kristalna struktura. Podaci su dani u poglavlju 4.2.

4.1.3. Spoj3

Spoj 3 pripravljen je reakcijom hidrolize eterske veze spoja 2 u prisutnost ZnCl, i klorovodi¢ne

kiseline pri cemu nastaje 3-etoksi-4-hidroksi-5-nitrobenzaldehid 3 (Shema 12).

7 T
(e} OH
~ 36,5% HCI, ZnClp
_— >
OH 90-100°C OH

NO, NO,
2 3

Shema 12. Priprava spoja 3.

Prema predlozenom mehanizmu (Shema 13) jaka kiselina u prisutnosti ZnCl, protonira eterski
kisik ¢ime nastaje bolja izlazna skupina. Kloridni ion zatim napada atom ugljik u Sy2 reakciji

pri ¢emu nastaje alkohol 3 i etil-klorid.

Shema 13. PredloZeni mehanizam kisele hidrolize etera.

Struktura spoja 3 potvrdena je NMR-om i IR-om te usporedena s podacima dostupnima u
literaturi dok je ¢istoéa napravljenog spoja odredena UHPLC-om.!% Polikristalni uzorak spoja
3 snimljen je metodom difrakcije rentgenskih zraka na polikristalnom uzorku (Slika 24) pri

¢emu je vidljivo kako je uzorak kristalan s jasno izrazenim difrakcijskim maksimumima.
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Slika 24. Difraktogram polikristalnog uzorka spoja 3.

Takoder, otapanjem u smjesi metanol/voda (6:4; V/V) te sporim hlapljenjem otapala dobiven je
monokristal spoja 3. RijeSena je kristalna struktura spoja 3 te su odredeni polozaji atoma u

kristalnoj strukturi. Podaci su komentirani u poglavlju 4.2.

4.1.4. Spoj4
Spoj 4 pripravljen je mijeSanjem otopine spoja 3 na visokoj temperaturi u metanolu pri cemu
su obje hidroksilne skupine 3,4-dihidroksi-5-nitrobenzaldehida metilirane (Shema 14).
o o
| OH MeOH | RN
OH refluks 0
NO, NO, |
3 4

Shema 14. Priprava spoja 4.

Reakcija se odvija prema predloZzenom mehanizmu prikazanom na Shemi 15. Elektronski par
atoma kisika nitrofenola napada ugljikov atom metanola pri ¢emu izlazi voda. Dodatnoj

stabilizaciji sustava pridonosi elektron-odvlaceca nitro-skupina.

~
¢ HCOH — = + H0

Shema 15. Predlozeni mehanizam priprave spoja 4.
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Rijeseni NMR spektar izoliranog spoja usporeden je s podacima dostupnima u literaturi.'”” Iako
je objavljeni 'H NMR spektar spoja 4 sniman u drugom otapalu (kloroform-d), maksimumi se
poklapaju uz manje razlike u kemijskim pomacima, koje se mogu pripisati drugom otapalu
uporabljenom za snimanje spektra NMR. Za dobiveni spoj snimljen je i njegov IR spektar dok

mu je ¢istoca odredena UHPLC-om. Snimljeni difraktogram spoja 4 upucuje na kristalni uzorak
(Slika 25).
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Slika 25. Difraktogram polikristalnog uzorka spoja 4.
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4.1.5. Spoj 5
Spoj 5 pripravljen je reakcijom nitriranja 2-metoksifenola (Shema 16) prema prethodno

opisanom mehanizmu (Shema 10) pri cemu dolazi do vezanja nitro-skupine na polozaje 4 i 6

@[0\ 65% HNO3 ON SN
—_—

OH diizopropil eter OH

5

aromatskog prstena.

2-metoksifenol

Shema 16. Priprava spoja 5.

Struktura spoja 5 potvrdena je NMR-om i IR-om dok je ¢isto¢a uzorka odredena UHPLC-om.
Dobiveni NMR spektri usporedeni su s literaturnim podacima te, iako su literaturni spektri
snimljeni u drugom otapalu (kloroform-d), maksimumi se poklapaju uz manje razlike u

kemijskim pomacima, §to je dodatna potvrda strukture spoja 5.!% Iz snimljenog difraktograma
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spoja 5 vidljivo je da se radi o kristalnom uzorku s jednim izrazenim difrakcijskim

maksimumom na 26 = 13,4° (Slika 26).

= 160000 -

ooooo

Slika 26. Difraktogram polikristalnog uzorka spoja 5.

4.1.6. Spoj 6
Spoj 6 pripravljen je reakcijom hidrolize eterske veze spoja 5 uz prisutnost bromovodicne
kiseline (Shema 17) prema prethodno opisanom mehanizmu (Shema 13).

O,N

47% HBr ON OH

O\
—_— >
OH 90-100°C OH
N02 N02
5 6

Shema 17. Priprava spoja 6.

Struktura spoja 6 potvrdena je NMR-om te su rijeSeni NMR spektri usporedeni s podacima
dostupnim u literaturi.!® Za dobiveni spoj 6 snimljen je i IR spektar, dok je isto¢a odredena
UHPLC-om. Kao i u sluc¢aju spoja 5, snimljeni difraktogram upucuje na to da se radi o

kristalnom uzorku (Slika 27).
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Slika 27. Difraktogram polikristalnog uzorka spoja 6.

Spojevi 3, 5 1 6 razlikuju se samo prema strukturi jednog supstituenta: u slucaju spoja 6 na
polozaju dva benzenskog prstena nalazi se metoksi- skupina, a u spoju 5 na tom polozaju je
prisutna hidroksilna skupina, dok je u usporedbi sa spojem 3 u polozaju pet benzenskog prstena
umjesto aldehidne skupine prisutne u spoju 6, prisutna nitro-skupina. Navedene promjene u
molekulskoj strukturi utjecale su i na promjenu u kristalnoj strukturi te se usporedbom

difraktograma prahova vidi da spojevi 3, 5 1 6 nisu izostrukturni (Slika 28).
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Slika 28. Usporedba difraktograma polikristalnih uzoraka spojeva 3, 51 6.
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Takoder, otapanjem u sustavu otapala metanol/voda (8:2 V/V) te sporim hlapljenjem otapala
dobiven je monokristal spoja 6. RijeSena je njegova kristalna struktura (odredeni su polozaji

atoma u kristalnoj strukturi) te su podaci komentirani u poglavlju 4.2.

4.1.7. Spoj 7
Spoj 7 pripravljen je Knoevenagelovom kondenzacijom 4-hidroksi-3-metoksi-5-

nitrobenzaldehida i NV, N-dietilcijanoacetamida uz prisutnost amonijevog acetata (Shema 18).

? 0
E
o i CHsCOONH NP o~
o T R
OH ) CN etanol, refluks OH
NO,

1 N,N-dietilcijanoacetamid 7

Shema 18. Priprava spoja 7.

Reakecija se odvija prema predloZzenom mehanizmu (Shema 19).

/\NJ\PH —_— /\NJ\"_ - /\N)\‘ +

PR oo CN OH

N,N-dietilcijanoacetamid

Shema 19. Predlozeni mehanizam Knoevenagelove kondenzacije.

Knoevenagelovom reakcijom dolazi do kondenzacije izmedu aldehida (ili ketona) sa spojem
koji sadrzi vodikov atom koji reagira u prisutnosti baze kao katalizatora pri ¢emu nastaje a,3-
nezasi¢eni spoj. RijeSseni NMR spektri ('H i *C) pripravljenog spoja 7 poklapaju se sa
spektrima objavljenim u literaturi.''® Dodatno, za spoj 7 snimljen je i IR spektar te je ¢istoéa
uzorka odredena UHPLC-om. Difraktogram spoja 7 ukazuje na kristalan spoj, medutim manje

kristalan uz slabije izrazene 1 Sire difrakcijske maksimume (Slika 29).
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Slika 29. Difraktogram polikristalnog uzorka spoja 7.

Spojevi 7 i 12 (entakapon) razlikuju se samo prema strukturi supstituenta u polozaju 3
benzenskog prstena. Dok se u spoju 7 na polozaju 3 benzenskog prstena nalazi metoksi-
skupina, kod spoja 12 nalazi se hidroksilna skupina. Ta promjena u molekulskoj strukturi
utjecala je 1 na promjenu u kristalnoj strukturi te se usporedbom njihovih difraktograma praha

uocava da spojevi 7 1 12 nisu izostrukturni (Slika 30).
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Slika 30. Usporedba difraktograma polikristalnih uzoraka spojeva 7 i 12.
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4.1.8. Spoj 8
Spoj 8 pripravljen je Knoevenagelovom kondenzacijom spoja 3 i cijanooctene kiseline uz
prisutnost amonijevog acetata (Shema 20) prema prethodno predloZzenom 1 opisanom

mehanizmu (Shema 19).

Cl) o]
OH O (E OH
. o )H CHsCOONH, HO™
—_— CN
OH CN etanol, refluks OH
N02 N02
3 cijanooctena 8

kiselina

Shema 20. Priprava spoja 8.

Struktura spoja 8 potvrdena je NMR-om i1 IR-om, a Cistoca je odredena UHPLC-om. Iz

priloZzenog difraktograma vidljivo je da je spoj 8 amorfan (Slika 31).

Slika 31. Difraktogram uzorka spoja 8.

4.1.9. Spoj 9
Spoj 9 pripravljen je reakcijom karboksilne kiseline, spoja 8, s tionil-kloridom u toluenu uz
prisutnost DMF-a kao katalizatora, nakon ¢ega je, bez prethodne izolacije kiselinskog klorida,

uslijedila nukleofilna supstitucija s etanolom (Shema 21).
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(0]
(E) E E
HO = OH SOCl Cl (/ OH etanol ~0 ¢ } OH
_— -
CN OH toluen%IDkl\/IFkat CN OH 20-25°C CN OH
NO, refuks NO, NO,

Shema 21. Priprava spoja 9.

Reakcija se odvija prema predlozenom mehanizmu prikazanom na Shemi 22. Priprava estera
odvija se u dva stupnja. U prvome dolazi do adicije tionil-klorida na karboksilnu kiselinu nakon
¢ega slijedi eliminacija i nastaje kiselinski klorid. U drugoj fazi dolazi do formiranja veze ugljik
— kisik reakcijom esetrifikacije s alkoholom pri ¢emu kloridni ion izlazi iz strukture molekule.
Posljednji korak je uklanjanje atoma vodika pri ¢emu nastaje ester i HCI. Mehanizam obje

reakcije je mehanizam nukleofilne supstitucije.

0 0 o" ogh
g0 4 —— L — My
R (0} - al Ry cl) 1 é Cl
\_/ ~078°Ci o*>cl
Cl
e . H
+ HCI Cl/\'\‘H (>O’
+O Cl
0 R/ L0
Ry H - )Iz - R1)J\CI ‘ &~
(ol \)4 cl o* > cl
+
l S0,
o) zCl o) fo)
+ PR +/R
Ri p‘H R1)J?_Q : . R1)J\O’R2 + HC
R, H\/m

Shema 22. PredloZzeni mehanizam priprave kiselinskog klorida nakon ¢ega slijedi

esterifikacija.

Struktura spoja 9 potvrdena je NMR-om te je dodatna potvrda strukture usporedba s 'H NMR
spektrom objavljenim u literaturi.”® Pripravljenom spoju 9 snimljen je i IR spektar dok je ¢istoéa
odredena UHPLC-om. Dobivena krutina spoja 9 je analizirana difrakcijom rentgenskih zraka

(Slika 32). S obzirom da nije opazen znatan broj difrakcijskih maksimuma, vjerojatno se radi o
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amorfnom stanju, dok su izraZzeni maksimumi posljedica mozebitnih tragova anorganskih soli.
Dodatna potvrda navede tvrdnje dobivena je usporedbom difraktograma uzoraka spojeva 9 i 10

(poglavlje 4.1.10, Slika 34), u kojima se javljaju isti snazno izrazeni maksimumi pri kutovima
iznad 260 = 20°.

8 10000 o

6400 o

3600

Slika 32. Difraktogram uzorka spoja 9.

4.1.10. Spoj 10
Spoj 10 je kao 1 spoj 9 pripravljen sintezom kiselinskog klorida karboksilne kiseline (spoja 8)
s tionil-kloridom u toluenu uz prisutnost DMF-a kao katalizatora, nakon ¢ega je uslijedila

nukleofilna supstitucija s n-propanolom (Shema 23).

o
E
HO (E/ OH SOCl, cl (E/ OH n-propanol ~"0 (/ OH
_ > _ >
CN OH tolven, DU CN oH 20-25°C CN OH
NO, NO, NO,
8 10

Shema 23. Priprava spoja 10.

Reakcija se odvija prema prethodno predlozenom mehanizmu prikazanom na Shemi 22.
Struktura spoja 10 potvrdena je NMR-om i IR-om dok je ¢istoéa odredena UHPLC-om.”!
Difraktogram spoja 10 ukazuje na slabo kristalan spoj, s dva izraZena maksimuma koji bi mogli

biti posljedica tragova zaostalih anorganskih soli (Slika 33).
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Slika 33. Difraktogram polikristalnog uzorka spoja 10.

Spojevi 9 i 10 strukturno su sli¢ni pri ¢emu je jedina razlika u strukturi alkoksi-skupine
esterskog dijela molekule. Kod spoja 9 prisutna je etoksi-skupina dok se u spoju 10 na istom
polozaju nalazi n-propoksi-skupina. Usporedba difraktograma spojava 9 1 10 ukazuje na
vjerojatnu prisutnost anorganskih soli (Slika 34) te je spoj 9 amorfan dok spoj 10 ima nekoliko

slabih difrakcijskih maksimuma §to bi upuéivalo na djelomic¢no kristalan uzorak.
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Slika 34. Usporedba difraktograma uzoraka spojeva 9 i 10.
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4.1.11. Spoj 11
Spoj 11 izoliran je iz mati¢nice nakon reakcije Knoevenagelove kondenzacije koriStene za

pripravu spoja 12 iz spoja 3 1 N,N-dietilacijanocetamida (Shema 24).

Q o}
OH 0 piperidin (E/ OH NC (Z/ OH
o~ CHsCOOH
+ N R CN + o~
OH ) CN toluen, refluks OH N~ 0 OH
N02 N02

3 N,N-dietilcijanoacetamid 12 11

Shema 24. Priprava spojeva 111 12.

Prema predloZzenom mehanizmu (Shema 19) u reakciji nastaje i E- 1 Z-izomer. Zahvaljujuéi
uvjetima reakcije i izolacije, Z-izomer (spoj 11) koji nastaje u puno manjem postotku ostaje
otopljen u maticnici te kristalizira njenim polaganim ukoncentriravanjem. Kristali spoja 11
izolirani su filtracijom nastalog taloga. Usporedbom pomaka rijeSenog NMR spektra spoja 11
s podacima iz literature dodatno je potvrdena struktura te Z-konfiguracija dobivenog spoja 11.7!
Cisto¢a spoja 11 odredena je UHPLC-om te je istome snimljen i IR spektar. Za dobiveni spoj

11 napravljena je analiza difrakcijom rentgenskih zraka na polikristalnom uzorku (Slika 35).

ooooo
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Slika 35. Difraktogram polikristalnog uzorka spoja 11.
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4.1.12.8poj 12 (entakapon)
Spoj 12 pripravljen je reakcijom Knoevenagelove kondenzacije spoja 3 s N,N-dietilacetamidom
(Shema 24.). Reakcija se odvija prema ranije opisanom mehanizmu (Shema 19), a napreduje

prema nastanku produkta zahvaljuju¢i azeotropnom odvajanju vode koje pomice ravnotezu
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reakcije prema nastanku produkta. U reakciji nastaju dva izomera (£ i Z), ali podeSavanjem
uvjeta reakcije i izolacije dolazi do kristalizacije E-izomera koji nastaje u ve¢em postotku, dok
Z-izomer ostaje otopljen u mati¢nici. Produkt 12 prekristaliziran je iz metanola uz obradu
aktivnim ugljenom nakon ¢ega je izoliran potpuno Cisti spoj 12. Kao 1 za spoj 11, E-
konfiguracija je dodatno potvrdena usporedbom rijeSenog NMR spektra s literaturnim
podacima.”’ Spoju 12 snimljen je i IR spektar, te je Cisto¢a odredena UHPLC-om. Takoder,
spoj 12 je analiziran metodom difrakcije rentgenskih zraka na polikristalnom uzorku (Slika 36)
te je usporedbom s rezultatima objavljenim u literaturi utvrdeno da se radi o formi A

entakapona.’?

22500 4
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Slika 36. Difraktogram polikristalnog uzorka spoja 12 (entakapon forma A).”> 885

Spojevi 11 1 12 su izomeri te se razlikuju samo prema konfiguraciji oko dvostruke C=C veze.
Difraktogrami oba spoja upucuju na razlicite kristalne strukture, Sto je dodatno potvrdeno
¢injenicom da su prilikom izolacije spoja 12 opazene razlike u topljivosti navedenih izomera te

spoj 11 ostaje otopljen u mati¢nici (Slika 37).
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Slika 37. Usporedba difraktograma polikristalnih uzoraka 111 12.

Pripravljeno je ukupno 11 razli¢itih spojeva srodnih entakaponu (prijavljena oneci$¢enja,

meduprodukti ili polazni spojevi) te je napravljena potpuna karakterizacija svih nacinjenih

spojeva. Pripravljeni spojevi su po potrebi prekristalizirani kako bi se osigurala visoka Cistoce

te eliminirao moguc¢i utjecaj drugih aditiva na ishod kristalizacije (Tablica 11, Slika 38). Isto

tako, usporedeni su i difraktogrami pripravljenih uzoraka. lako su neki spojevi strukturno

sli¢ni, nisu izostrukturni te se svi difraktogrami razlikuju osim u slucaju spojeva 8 i 9 koji nisu

dobiveni u kristalnoj ve¢ u amorfnoj formi.

Tablica 11. Pripravljeni srodni spojevi entakapona.

Spoj IskorisStenje / % UHPLC cistoéa / A% DSC/°C Masa/g
1 78,3 100,00 176,08 20,28
2 80,3 100,00 160,10 20,41
3 77,5% 100,00 142,28 3,25
4 91,7 100,00 150,17 18,33
5 59,1%* 100,00 121,09 10,10
6 64,0* 100,00 166,40 14,63
7 79,2% 100,00 155,38 8,67

* Iskoristenje nakon reakcije i prekristalizacije
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Tablica 11. (nastavak) Pripravljeni srodni spojevi entakapona.

Spoj IskoriStenje / % UHPLC cistoca / A% DSC /°C Masa/g
8 48,8%* 100,00 130,92 18,11
9 57,7* 100,00 144,01 2,81
10 49,8% 100,00 148,74 2,75
11 4.4% 100,00 160,99 17,48
12 50,4* 100,00 165,50 201,67

* Iskoristenje nakon reakcije i prekristalizacije

# Spoj izoliran iz maticnice
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Slika 38. Prikaz difraktograma uzoraka svih pripravljenih spojeva: a) spojevi 1 — 6; b) spojevi

7-12.

4.2. Kristalne strukture spojeva1,2,31i6
Spojevi 11 6 kristaliziraju u monoklinskom sustavu, dok spojevi 2 i 3 kristaliziraju u rompskom

sustavu.!?! Od ova &etiri spoja, jedino spoj 3 kristalizira u necentrosimetri¢noj prostornoj grupi
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P2,2,2;. U svim kristalnim strukturama prisutna je O—H--O intramolekulska vodikova veza
izmedu hidroksilne skupine i nitro-skupine koje su medusobno u ortho-polozaju (Slika 39).

Kristalografski podaci svih spojeva dani su u Tablici D1.

Slika 39. Intramolekulska O—H:-Onitro vodikova veza u spojevima 1, 2, 31 6.

4.2.1. Spojevili2

Spojevi 11 2 sadrze po jednu hidroksilnu skupinu, nitro-skupinu, aldehidnu skupinu te alkoksi-
skupinu (metoksi-skupina kod spoja 1, etoksi-skupina kod 2). Hidroksilna skupina u oba spoja
djeluje kao bifurkirani donor, odnosno sudjeluje u intramolekulskoj O—H--O vodikovoj vezi s
nitro-skupinom 1 intermolekulskom O—H---O vodikovom vezom s karbonilnim atomom kisika
susjedne molekule. Intermolekulskim vodikovim vezama, molekule spojeva 1 i 2 tvore
beskonacni 1D lanac. U spoju 1 prisutne su i tri slabe C—H---O vodikove veze, koje s 1D lancima
tvore dvostruke 2D slojeve (Slika 40), koji se u 3D strukturu povezuju disperznim

interakcijama. U spoju 2 prisutna je samo jedna C—H---O vodikova veza, koja s 1D lancima O—
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H--O vodikovih veza tvore dvostruke 1D lance, koji se dalje u 3D strukturu povezuju

disperznim interakcijama. U Tablici 12 navedeni su parametri vodikovih veza spojeva 11 2.

Slika 40. Vodikove veze u spojevima 1 i 2 prikazane svijetlo plavim linijama.

Tablica 12. Parametri vodikovih veza u spojevima 11 2.

D-H-A dD-H~A)/A  2(D-H~A)/°

spoj 1

O1-H--03 2,6989(12) 128

O1-H--05 2,6247(14) 140

C7-H--04 3,4018(16) 163

C8-H--03 3,4733(18) 152

C8-H--04 3,476(2) 156
spoj 2

O1-H--03 2,7520(17) 129

O1-H--05 2,6292(17) 140

C9-H--04 3,472(2) 164
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Iako je jedina razlika u strukturi spojeva 1 i 2 duljina lanca alkoksi-skupine, odnosno u jednoj
metilenskoj skupini, postoji znacajna razlika u kristalnom pakiranju ta dva spoja. Naime, spoj
1 kristalizira u monoklinskom sustavu, u prostornoj grupi P21i/c te su susjedni 1D lanci duz
kristalografske b-osi medusobno pod kutom od 16,7° (Slika 41). Spoj 2 pak kristalizira u
rompskoj prostornoj grupi Pnma gdje sve molekule u kristalnoj strukturi leZze na ravnini

simetrije (Slika 41).
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Slika 41. Kristalna pakiranja spojeva 11 2 u a-b, odnosno b-c ravnini. Radi preglednosti,

susjedni slojevi oznaceni su razli¢itim bojama.

4.2.2. Spoj 3
Spoj 3 sadrzi u svojoj strukturi dvije hidroksilne skupine, stoga ima i kompleksniju mrezu
vodikovih veza u odnosu na spojeve 1 1 2. Hidroksilna skupina u ortho-polozaju u odnosu na

nitro-skupinu djeluje kao bifurkirani donor te sudjeluje u intra- 1 intermolekulskim O1-H---O5
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vodikovim vezama. Atom kisika O5 nitro-skupine djeluje kao bifurkirani akceptor vodikove
veze te sudjeluje u istim intra- i intermolekulskim O1-H---O5 vodikovim vezama kao prethodno
spomenuta hidroksilna skupina. Hidroksilna i aldehidna skupina u meta- polozajima u odnosu
na nitro-skupinu medusobno se povezuju vodikovim vezama pri ¢emu hidroksilna skupina
djeluje kao donor u O2-H--O3 vodikovoj vezi, a aldehidna skupina u slaboj C7-H--O2
vodikovoj vezi (Slika 41). Navedene vodikove veze tvore 3D supramolekulsku mrezu.
Parametri vodikovih veza navedeni su u Tablici 13. Molekule se pakiraju u koplanarne 2D
slojeve disperznim interakcijama (Slika 42), a slojevi su medusobno pod kutom 86,4.°, odnosno

62,0°.

Slika 42. Vodikove veze u spoju 3.

Tablica 13. Parametri vodikovih veza u spoju 3.

D-H-A dD-H+A) /A 2(D-H-A4)/°
O1-H---O5 (intramolekulska) 2,611(2) 140
O1-H--O5 (intermolekulska) 2,924(2) 132

02-H--03 2,728(2) 173
C7-H--02 3,064(3) 125
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4.2.3. Spoj 6

Spoj 6 jedini je kristaliziran kao solvat, odnosno hidrat. Molekule spoja 6 medusobno su
premosc¢ene molekulama vode s kojima tvore vodikove veze te na taj nacin tvore 2D slojeve
(Slika 43). Molekula vode ostvaruje vodikovu vezu s kisikovim atomom Ol te s nitro-skupinom
susjedne molekule koja nije ukljucena u intramolekulsku vodikovu vezu. U interakciji s nitro-
skupinom molekula vode djeluje kao bifurkirani donor vodikove veze. Susjedni 2D slojevi
medusobno su pod kutom od 57,9°, a povezani su prvenstveno Ol-H:O6uiro vodikovim
vezama (Slika 44) te tako tvore 3D strukturu. Geometrijski parametri vodikovih veza navedeni

su u Tablici 14.

Slika 43. Povezivanje molekula spoja 6 i molekula vode vodikovim vezama u 2D sloj u

kristalnoj strukturi.
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Tablica 14. Parametri vodikovih veza u spoju 6.

D-H-A dD-H~A)/A  2(D-H~A)/°
O1-H--06 (intramolekulska) 2,5907(15) 145,6(17)
O1-H-+06 (intermolekulska) 2,9027(14) 110,8(14)

02-H--07 2,6301(14) 170,4(18)
07-H--01 2,9382(15) 174,4(18)
07-H--02 2,9611(14) 115,6(14)
07-H--03 2,9651(16) 147(2)
O7-H--04 3,3213(16) 159(2)
s
~ b
* "

v

Slika 44. Pakiranje 2D slojeva u kristalnoj strukturi spoja 6. Plavom i narancastom bojom

naizmjence su oznaceni susjedni slojevi.
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Izmedu slojeva su prisutne i druge medumolekulske interakcije. Primjerice, pakiranje slojeva
potpomognuto je N—-O-N dipol—dipol interakcijama u kojima sudjeluju obje nitro-skupine
(Slika 45, Tablica 15). Relativno skracenje neznatno je manje od sume van der Waalsovih

radijusa atoma kisika i dusika (<5 %).

YV

3,0140(17) A 2,9522(17) A

Slika 45. Dipol—dipol interakcije izmedu molekula spoja 6.

Tablica 15. Parametri dipol—dipol interakcija izmedu molekula spoja 6.

DA d(D+A)/ A
04-N1 (intramolekulska) 2,9522(17)
05-N2 (intermolekulska) 3,0140(17)

Provedena strukturna analiza spojeva 1, 2, 3 1 6 ukazuje na znacajan doprinos u stabilizaciji
kristalnih struktura kroz povezivanje molekula vodikovim vezama. To ¢ini dodatnu potporu
hipotezi da srodni spojevi entakapona mogu utjecati na promjenu kristalne strukture tj. na
varijabilnost polimorfije jer odredene molekule mogu ostvariti dodatne interakcije s molekulom

entakapona.
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4.3. Priprava kristalnih formi entakapona

Da bi se potvrdila hipoteza o utjecaju srodnih spojeva entakapona na promjenu polimorfije bilo
je potrebno ustvrditi koje se forme mogu pripraviti na temelju opisanih postupaka. Provedena
je priprava poznatih formi entakapona, A, D, E, a, B, & i 7.3~ ® Pokusaji priprave forme C
prema svim propisima dostupnima u literaturi nisu bili uspjesni ¢ak i uz vise ponavljanja.3% 8¢
Isto tako, forma y nije dobivena iz nekoliko pokusaja ponavljanja jedinog dostupnog propisa iz
literature.®® Forma ¢ nije pripravljena zbog specifi¢nog nadina priprave koji nije primjenjiv na
vec¢im skalama te bi vrlo vjerojatno uzrokovalo pogresku u ispitivanju utjecaja onecis¢enja na
ishod kristalizacije. Za sve uzorke pipravljenih kristalnih formi snimljen je IR spektar, te XRPD

(Slika 46), DSC i TG.

entakapon forma A
entakapon forma D
entakapon forma E
entakapon forma alfa
entakapon forma beta

Intensity (counts)

entakapon forma delta

90000 -
entakapon forma tau

40000

10000 —

2Theta ()

Slika 46. Usporedba difraktograma polikristalnih uzoraka pripravljenih formi entakapona.

Na temelju difrakcijskih pokusa, ustanovljeno je da se pripravljeni uzorci razlikuju, te je
zahvaljujuéi tome potvrdeno da je difrakcija rentgenskog zracenja na polikristalnom uzorku

metoda izbora u odredivanju ishoda kristalizacijskih pokusa.

4.3.1. Entakapon Forma A
Forma A entakapona pripravljena je prekristalizacijom entakapona dobivenog sintezom

opisanom u prethodnom poglavlju. Entakapon je otopljen u metanolu uz zagrijavanje te
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polaganim hladenjem dolazi do kristalizacije forme A. Dobivena forma A entakapona je

analizirana difrakcijom rentgenskih zraka na polikristalnom uzorku (Slika 47).

2 40000
5

22500 4

T
30

Slika 47. Difraktogram polikristalnog uzorka entakapon forme A.7% 848

Iz difraktograma praha forme A entakapona vidljiva su tri izrazena karakteristi¢na difrakcijska
maksimuma na 26 = 9,1°, 14,2° te 23,5° prema kojima ¢e se lako ustvrditi prisutnost forme A

u uzorku.”% 8283

4.3.2. Entakapon Forma D

Forma D entakapona pripravljena je naglom precipitacijom entakapona. Entakapon (forma A)
je otopljen u THF-u uz zagrijavanje te je dobivena otopina dodana u hladnu vodu pri ¢emu
dolazi do precipitacije forme D. Pripravljeni kristali forme D entakapona analizirani su

metodom difrakcije rentgenskih zraka na polikristalnom uzorku (Slika 48).
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6400 4

Slika 48. Difraktogram polikristalnog uzorka entakapon forme D 3% 8687
Formu D karakteriziraju dva izrazena difrakcijska maksimuma u podrucju 20 = 6,7 — 6.9°.3%
86. 87 Difraktogram forme D entakapona sli¢an je difraktogramima entakapona forme E i a,

medutim moguce ju je razlikovati zbog odsutnosti odredenih maksimuma (vidi poglavlje
4.3.5.).

4.3.3. Entakapon Forma E

Forma E entakapona takoder je pripravljena naglom precipitacijom entakapona. Entakapon
(forma A) otopljen je u THF-u uz zagrijavanje te je dobivena otopina dodana u ohladeni n-
heksan pri ¢emu dolazi do precipitacije forme E. Dobivena forma E entakapona analizirana je

metodom difrakcije rentgenskih zraka na polikristalnom uzorku (Slika 49).

Vitomir Vusak Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 94

6400 o

T
30

Slika 49. Difraktogram polikristalnog uzorka entakapon forme E.%¢

Difraktogram polikristalnog uzorka forme E karakterizira izrazeni maksimum na 26 = 6,6° te
jedan manje izrazeni na 20,5° zahvaljujuc¢i kojima je moguce ustvrditi prisutnost forme E u

uzorcima.®¢

4.3.4. Entakapon Forma o,

Forma o entakapona pripravljena je na slican nacin kao i forma D, naglom precipitacijom
entakapona iz sustava THF/voda. Entakapon (forma A) otopljen je u THF-u uz zagrijavanje te
je dobivena otopina dokapana u hladnu vodu pri ¢emu dolazi do precipitacije forme a. Mala
razlika u procesu (omjer otapala i brzina dodatka otopine entakapona) dovodi do nastanka druge
forme. Pripravljena forma o entakapona je analizirana metodom difrakcije rentgenskih zraka

na polikristalnom uzorku (Slika 50).
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Slika 50. Difraktogram polikristalnog uzorka entakapon forme a.%

Formu o entakapona karakterizira izrazeni maksimum na 26 = 13,6° te na 24,7° te ju je moguce

razlikovati od forme D i forme E.%

4.3.5. Razlikovanje kristalnih formi D, E i a entakapona

Kao §to je i ranije navedeno, difraktogrami polikristalnih uzoraka formi D, E 1 a entakapona su
sli¢ni te je bilo potrebno utvrditi difrakcijske maksimume koji bi pridonijeli preciznom
utvrdivanju o kojoj se formi radi. Detaljnim pregledom difraktograma pronadena su podrucja u

kojima je moguce razlikovati navedene kristalne forme (Slika 51).
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Slika 51. Usporedba difraktograma polikristalnih uzoraka formi D, E i a s naglaskom na

podrucja u kojima su prisutne razlike u maksimumima.
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Dodatna potvrda u utvrdivanju razlika izmedu kristalnih formi D , E i a je razlika u taliStu

(Tablica 16) te je u odredenim slucajevima radena i DSC analiza kako bi se potvrdila prisutnost

forme odredene difraktogramom.

Tablica 16. Razlike u taliStima kristalnih formi D, E i a.

Forma DSC/°C
D 159,6
E 158,9
a 177,3

4.3.6. Entakapon Forma f8

Forma [ entakapona pripravljena je naglom precipitacijom entakapona. Entakapon (forma A)
otopljen je u n-propanolu uz zagrijavanje te je dobivena otopina dodana u hladnu vodu pri ¢emu
dolazi do precipitacije forme f. Pripravljeni kristali forme [ entakapona analizirani su

difrakcijom rentgenskih zraka na polikristalnom uzorku (Slika 52).

22222

T
30

Slika 52. Difraktogram polikristalnog uzorka entakapon forme .3

Iako je metoda priprave forme B entakapona sli¢na pripravi formi D, E i a, difraktogram forme
B znacajno se razlikuje od difraktograma navedenih formi te se lako moze prepoznati na temelju

dva jaka maksimuma na 26 = 6,5° 1 27,5°.88
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4.3.7. Entakapon Forma o

Forma o entakapona pripravljena je precipitacijom entakapona. Entakapon (forma A) otopljen
je u cikloheksanonu uz zagrijavanje, otopina je ohladena na sobnu temperaturu te je dodana u
n-heptan na sobnoj temperaturi pri ¢emu dolazi do precipitacije forme d. Dobivena forma &
entakapona je analizirana metodom difrakcije rentgenskih zraka na polikristalnom uzorku

(Slika 53).

T
30

Slika 53. Difraktogram polikristalnog uzorka entakapon forme .58

Difraktogram polikristalnog uzorka forme 6 entakapona se bitno razlikuje od ostalih formi te ju

je lako prepoznati prema karakteristiénim maksimumima na 26 = 5,9°, 14,7°i 15,0°.%8

4.3.8. Entakapon Forma t

Forma 1 entakapona pripravljena je naglom precipitacijom entakapona. Entakapon (forma A)
otopljen je u propan-2-olu uz zagrijavanje te je u dobivenu otopinu dodan zagrijani n-heksan
pri ¢emu dolazi do precipitacije forme 1. Pripravljena forma t entakapona je analizirana

metodom difrakcije rentgenskih zraka na polikristalnom uzorku (Slika 54).
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Slika 54. Difraktogram polikristalnog uzorka entakapon forme t.%8

Formu 1 karakterizira maksimum velikog intenziteta na 20 = 9,0° te jedan manji na 26 = 27,5°.%8
S obzirom da se ve¢ina maksimuma forme t poklapa s maksimumima forme A, prisutnost forme
A moguce je utvrditi prisutno§¢u maksimuma na 26 = 9,3°, 20,2° te 21,3° koji nisu detektirani

u difraktogramu uzorka forme .

4.4. Ispitivanje utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije
Provedeno je ispitivanje utjecaja pripravljenih oneciS¢enja (spojevi navedeni u Tablici 11) na
ishod kristalizacije svake pojedine forme entakapona. Pretrazivanjem literature nije pronaden
niti jedan literaturni navod koji bi ukazao na sustavan pristup u istrazivanju utjecaja srodnih
spojeva na pojavu polimorfije. Ta ¢injenica otvorila je moguénost da se metodologija razradi i
provjeri na modelnom sustavu entakaponu na nacin kako je opisano u poglavlju 3.29.
Prilikom sinteze ve¢ine organskih molekula, a pogotovo djelatnih tvari, u reakcijskoj smjesi
mogu biti prisutni razli¢iti srodni spojevi: nusprodukti reakcija, neizreagirani polazni spojevi te
meduprodukti u razli¢itim koncentracijama. Zbog iskoristivosti procesa te potreba za
zadovoljavanjem zahtjeva regulatornih agencija udio tih oneciS¢enja prije izolacije i
prociS¢avanja u pravilu se kre¢e u rasponu masenih udjela od 0,1 — 10 %. Prisutni neZeljeni
spojevi mogu se nalaziti u otopljenom obliku, ali se isto tako, zbog odredenih razlika u

topljivosti, mogu i istaloZiti te kao takvi posluziti kao klica u kristalizaciji Zeljenog spoja. Iz tog
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razloga odabrane su obje metodologije ispitivanja utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije
(cijepljenje i metoda obogacenog uzorka) u rasponu masenih udjela oneciS¢enja od 0,1 — 5 %.

Postoji velik broj parametara koji mogu utjecati na ishod procesa kristalizacije: veli¢ina i
oblik tikvice/reaktora, dimenzije, geometrija 1 tip mijeSala, brzina mijeSanja, promjene u
temperaturi, duljina mijeSanja, brzina i trajanje dokapavanja, kvaliteta tj. potencijalne
deformacije ili oStecenja stjenke reaktora, itd. Tijekom dizajna pokusa kristalizacije uvijek se
nastoji smanjiti broj parametara koji se ne kontroliraju da bi se izbjegao neZzeljeni utjecaj i
smanjila varijabilnost ishoda kristalizacije. S obzirom da je broj mogucih parametara velik i
nemoguce je uvijek potpuno kontrolirati sve parametre, pokusi koji su pokazali polimorfno
drugaciji rezultat od ocekivanog ponovljeni su tri puta da se potvrdi da je uzrok promjene

utjecaj onecis¢enja a ne potencijalna pogreska u izvodenju pokusa.

4.4.1. Entakapon Forma A

Prema prethodno opisanom postupku (poglavlje 3.14), forma A entakapona dobiva se
prekristalizacijom iz metanola te su pokusi ispitivanja utjecaja oneciS¢enja na ishod
kristalizacije provedeni na nacin da je oneciS¢enje otopljeno zajedno s entakaponom (obogaceni
uzorak) pri poviSenoj temperaturi. Hladenjem dolazi do kristalizacije. Ishod provedenih pokusa
prikazan je u Dodatku, Tablici D2, Slika D1.

Prilikom priprave forme A nije uocCen utjecaj oneciS¢enja na drugaciji polimorfni ishod
kristalizacije sa svim ispitanim srodnim spojevima. S obzirom da je forma A termodinamicki
stabilna forma te je postupak za dobivanje klasi¢na kristalizacija, ovakav rezultat provedenih
pokusa bio je i ocekivan. Iz pokusa se vidi odredeni utjecaj na iskoriStenje izoliranih kristala
forme A entakapona. U pokusima bez dodanih oneciS¢enja iskoriStenje se krece od 80 — 84 %,
dok je ono u pokusima s dodanim oneciS¢enjima u rasponu od 69 — 84 % te se moZze zakljuciti
da u slucaju onecis¢enja 7 (strukturno sli¢an spoj entakaponu; iskoristenje 69 %) dolazi do
povecanja topljivosti entakapona u takvom sustavu. Razlika u strukturi samo je u jednoj
hidroksilnoj skupini benzenskog prstena entakapona te je u slucaju oneciS€enja 7 pristuna
metoksi-skupina u polozaju 3 benzenskog prstena. S obzirom da je kristalna struktura forme A
entakapona rijeSena te je dokazana prisutnost vodikovih veza preko kojih se ostvaruju kontakti
s drugim molekulama entakapona u kristalnoj strukturi, vjerojatno u sluc¢aju onecis¢enja 7
dolazi do dodatnih interakcija izmedu molekula oneciS¢enja i molekula entakapona §to je

utjecalo na iskoristenje.
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4.4.2. Entakapon Forma D

Prema postupku opisanom u poglavlju 3.15 te u literaturi, forma D entakapona dobiva se brzim
dodatkom otopine entakapona u THF-u u hladnu vodu pri ¢emu dolazi do naglog talozenja
kristala.®® Pokusi ispitivanja utjecaja oneci$¢éenja na ishod kristalizacije provedeni su na na¢in
da je onecis¢enje suspendirano u hladnoj vodi prije dodatka otopine entakapona (cijepljenje) ili
je otopljeno zajedno s entakaponom u THF-u pri poviSenoj temperaturi (obogaceni uzorak) te
je takva vruca otopina dodana u hladnu vodu. Slicnim postupkom (dodatak otopine entakapona
u hladno antiotapalo) dobiva se vise kristalnih formi entakapona (D, E, a 1 B) te je bilo potrebno
temeljito istraziti moguce ishode kako bi se prikupilo dovoljno informacija za usporedbu s
ishodom pokusa za navedene kristalne forme. Ishodi svih provedenih pokusa su prikazani u
Dodatku, Tablici D3 te Slici D2.

Dok u vecini pokusa nije doslo do varijabilnosti kristalne forme, ona je detektirana u slucaju
oneciS¢enja 6 (smjesa formi D i A) te u slucaju onecis¢enja 11 (Cista forma A) u pokusima
cijepljenja 1 obogacenog uzorka s oneciS¢enjima pri masenom udjelu od 5 %. Prilikom
smanjenja koli¢ine oneciS¢enja na samo 0,1 % cijepljenog oneciscenja 11 takoder je dobivena
samo Cista forma A (Dodatak, Slika D3). Cinjenica da pri tako niskim koli¢inama prisutnih
aditiva dolazi do utjecaja na varijabilnost polimorfije te dovodi do nastanka druge kristalne
forme daje dodatni razlog da se u farmaceutskoj industriji uloze veliki napori prilikom
ispitivanja polimorfnog ponasanja molekula prilikom kristalizacije. S obzirom na zakonski
propisane dopustene granice oneciS¢enja koja se krecu u koli¢inama od 0,15 % (w) za poznata
te 0,10 % (w) za nepoznata oneciS¢enja, pokusi pokazuju da je moguce da i pri tako malim
koli¢inama dode do varijabilnosti kristalne forme, odnosno do utjecaja srodnih spojeva ili
aditiva na ishod kristalizacije.

U slucaju onecis¢enja 11 koje je strukturno slicno entakaponu (£ 1 Z izomeri) dolazi do
nastanka Ciste, termodinamicki stabilne forme, forme A. U slucaju da je potrebno razviti
industrijski postupak priprave forme D entakapona, posebna bi se paZznja trebala obratiti na
kontrolu onecis¢enja 11 koje nastaje u zadnjem koraku priprave entakapona te lako moze biti
prisutno u kristalizacijskom sustavu i time dovesti do nezeljenog nastanka forme A. Forma A
bi se prema ICH smjernicama smatrala onec¢iS¢enjem te bi takva situacija dovela do odstupanja
u procesu $to bi dovelo do dorade ili ponovne obrade pripravljenog materijala. Takve situacije
u farmaceutskoj industriji nisu pozeljne jer iziskuju dodatne napore, potencijalno veliki

financijski troSak te utrosak energije i radne snage. Stoga je potrebno ponovno naglasiti vaznost
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ispitivanja svih parametara te uzeti u obzir i prisutnost onec¢is¢enja dozvoljenih koli¢ina i njihov
mogudi utjecaj na ishod kristalizacije.
Utjecaj oneciS¢enja na iskoriStenje izoliranih uzoraka forme D nije uocen te se ono krece u

svim pokusima u rasponu od 85 — 90 %.

4.4.3. Entakapon Forma E

Forma E entakapona se prema literaturi dobiva brzim dodatkom THF otopine entakapona u
hladni n-heksan pri ¢emu dolazi do naglog taloZenja kristala.® Proces priprave forme E
entakapona ne razlikuje se previse od procesa priprave forme D, jedina razlika je u antiotapalu
prisutnome u sustavu (n-heksan umjesto vode). Pokusi ispitivanja utjecaja oneciS¢enja na ishod
kristalizacije provedeni na nacin da je oneciS¢enje suspendirano u hladnom n-heksanu prije
dodatka otopine entakapona (cijepljenje) ili otopljeno zajedno s entakaponom u THF-u na
povisenoj temperaturi (obogaceni uzorak) te je takva otopina dodana u ¢isti hladni n-heksan.
Ishod provedenih pokusa je prikazan u Dodatku u Tablici D4, Slika D4.

Pokusi cijepljenja oneciséenja pri masenim udjelima od 5 % i 1 % pokazali su varijabilnost
forme u slucaju onecis¢enja 4 (smjesa formi E 1 0), 7 (smjesa formi E, A i ) i 11 (smjesa formi
E i A). Prilikom kristalizacije forme E s oneciS¢enjima cak u tri pokusa je doslo do promjene
polimorfije. Onecis¢enje 4 u svojoj strukturi ima obje hidroksilne skupine benzenskog prstena
zamijenjene s metoksi-skupinama. OneciS¢enje 7 strukturno je sli¢no entakaponu te je takoder
jedna od hidroksilnih skupina benzenskog prstena zamijenjena metoski-skupinom. Kako je od
ranije poznato, entakapon u svojoj kristalnoj strukturi ostvaruje kontakte preko vodikovih veza
Sto objasnjava moguce poremecaje prilikom nukleacije koji dovode do varijabilnosti
polimorfije.*

Kao 1 u slu¢aju forme D, oneciS¢enje 11 dovelo je do nastanka forme A. Medutim, u ovom
sustavu nije nastala Cista forma ve¢ smjesa forme E i forme A. Jedan od mogucih razloga zasto
je manja topljivost entakapona u sustavu THF/n-heksan §to dodatno potvrduje i Cinjenica da je
iskoriStenje izoliranih kristala oko 10 % vece nego u sustavu THF/voda. Prilikom znatnog
smanjenja koli¢ine onecis¢enja na svega 0,1 % (w) utjecaj je opazen samo u slucaju onecis¢enja
4 (smjesa formi E i1 8) dok u slucaju onecis¢enja 7 i 11 on potpuno izostaje te je izolirana Cista
forma E. Iznenaduju¢e, u pokusima s obogacenim uzorkom, utjecaj na varijabilnost
kristalizirane forme nije opazen. Utjecaj oneciS¢enja na iskoriStenje nije uocen te se ono krece
u rasponu od 90 — 95 % S$to upucuje na slabu topljivost entakapona u ovom kristalizacijskom

sustavu.
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4.4.4. Entakapon Forma o,

Kako je 1 opisano u literaturi 1 provjereno na temelju vlastitih istrazivanja, forma o se dobiva
sporim dodatkom THF otopine entakapona u hladnu vodu pri ¢emu dolazi do taloZenja
kristala.®® Iako je postupak priprave forme o gotovo identi¢an postupku priprave forme D,
zahvaljuju¢i malim razlikama u koncentracijama te u brzini dodatka otopine entakapona u
antiotapalo, ipak se dobiva jednoznacno dobiva forma o s malim razlikama u difraktogramu
praha, ali 1 velikom razlikom u taliStu prema DSC-u. Pokusi ispitivanja utjecaja onecis¢enja na
ishod kristalizacije radeni na nacin da je oneciS¢enje suspendirano u vodi prije dodatka otopine
entakapona (cijepljenje) ili otopljeno zajedno s entakaponom u THF-u na poviSenoj temperaturi
(obogaceni uzorak) te je takva otopina dodana u Cistu hladnu vodu. Iako su ovakvi postupci
neuobicajeni 1 ponekad neprakticni na industrijskom mjerilu, ukoliko su iscrpljene sve opcije
ipak se pristupa razvoju procesa dodatka otopine u antiotapalo. U slucaju priprave forme a,
prvo je potrebno pripremiti otopinu entakapona u THF-u $to je mogucée samo uz zagrijavanje.
Ta otopina se zatim hladi na sobnu temperaturu te takva dodaje u ohladeno antiotapalo. Takvi
metastabilni sustavi (prezasi¢eno stanje) prilikom uvecanja mogu dovesti do neocekivanih
problema ponajvise u vidu moguce kristalizacije u reaktoru ili cjevovodu kroz kojeg se dalje
otopina dovodi do reaktora u kojem se provodi kristalizacija. Unato¢ tome, na maloj skali i
myjerilu puno je jednostavnije kontrolirati sve parametre pa su pokusi provedeni bez varijacija
ili neo¢ekivanih ishoda. Rezultati provedenih pokusa je prikazan u Dodatku u Tablici D5., Slika
Ds.

Prilikom cijepljenja s oneciS¢enjima pri masenom udjelu od 5 % doslo je do varijabilnosti
kristalne forme sa onecis¢enjima 1 (smjesa formi a i 8), 4 (smjesa formi a i 3), 5 (smjesa formi
a,01A)te 11 (Cista forma A). Provedeni pokusi pokazuju veliku varijabilnost polimorfije te je
u gotovo 40 % slucajeva doslo do odredene promjene u ishodu kristalizacije. Zanimljivo je i da
veliki utjecaj na varijabilnost ima koli¢ina dodanih oneci$¢enja. Prilikom smanjenja koli¢ine na
1 % te u pokusima s obogacenim uzorkom, efekt potpuno izostaje te je u svim pokusima
dobivena cCista forma o. Dodatno je opazen i utjecaj oneciS¢enja na iskoriStenje. Dok se u
pokusima bez dodatka oneciS¢enja ono krece u rasponu od 85 — 90 %, u slu¢aju pokusa u kojima
je doslo do varijabilnosti kristalne forme s dodatkom oneciS¢enja 4 ono pada na 73 — 75 % te
onecis¢enja 5 na 80 — 83 %. I dok je kod oneciS¢enja 5 taj efekt slabo izrazen te na granici

eksperimentalne pogreske, u sluc¢aju spoja 4 pad je osjetniji te iznosi 10 — 15 %.

Vitomir Vusak Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 103

4.4.5. Entakapon Forma f8

Forma P dobiva se brzim dodatkom otopine entakapona u hladnu vodu pri ¢emu dolazi do
naglog talozenja kristala. Iako u literaturi postoji nekoliko opisanih postupaka priprave forme
B, nakon inicijalnih provedenih pokusa priprave, odabran je sustav n-propanol/voda.*® Pokusi
ispitivanja utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije provedeni na nacin da je oneciS¢enje
suspendirano u vodi prije dodatka otopine entakapona (cijepljenje) ili otopljeno zajedno s
entakaponom u n-propanolu na povisenoj temperaturi (obogaceni uzorak) te je takva otopina
dodana u ¢istu hladnu vodu. Ishod provedenih pokusa prikazan je u Dodatku u Tablici D6, Slika
Dé.

Prilikom cijepljenja s oneciS¢enjima pri masenom udjelu od 5 % kao 1 u slucaju forme a,
primije¢ena je najveéa varijabilnost kristalnih formi. Cak 4 razli¢ita one¢is¢enja su utjecala na
ishod kristalizacije. Onecis¢enje 4 dovelo je do kristalizacije Ciste forme o, oneciS¢enja 6 1 7
dovela su do nastanka smjese forme 1 A te oneciS¢enje 11 do nastanka Ciste forme A. Prilikom
smanjenja koli¢ine oneciS¢enja na 1 % te u pokusima s obogac¢enim uzorkom efekt utjecaja
oneciscenja 6 1 7 potpuno izostaje te je u tim pokusima dobivena Cista forma . OneciS¢enje 4
u slu€aju priprave forme P ima snaZzan utjecaj na varijabilnost polimorfije te je smanjenjem
koli¢ine na 1 % te u slucaju pokusa s obogac¢enim uzorkom (5 %) takoder dobivena Cista forma
0. Dodatnim smanjenjem koli¢ine na 0,1 % cijepljenjem te 1 % metodom obogacenog uzorka
taj utjecaj nestaje te nastaje forma 3. Ponovno je najveci utjecaj opazen u slucaju onecis¢enja
11. Metodom cijepljenja utjecaj je opazen pri svim ispitivanim masenim udjelima dodanih
onecis¢enja te se ponovno kao i u slucaju forme D na samoj granici propisane koli¢ine
smjernicama regulatornih agencija (0,1 %) dobiva forma A. Metodom obogaéenog uzorka efekt
je uocen pri masenim udjelima od 5 % te 1 % dok on potpuno izostaje pri niskom koli¢inama
oneciS¢enja (w=0,1 %). Dodatno je, kao 1 u slucaju priprave forme a, za oneciS¢enje 4 opazen
slabi utjecaj na iskoriStenje. Dok se u pokusima bez dodatka onecis¢enja ono krece u rasponu
od 82 — 84 %, u slucaju pokusa u kojima je doslo do varijabilnosti kristalne forme s dodatkom
oneciS¢enja 4 ono pada na 78 — 80 %. U oba slucaja nastaje smjesa formi a i 6 te se moze

zakljuciti da nastala forma ¢ ima vecu topljivost u navedenim sustavima.

4.4.6. Entakapon Forma o
Forma o takoder se dobiva metodom dodatka otopine entakapona u antiotapalo, medutim u
odnosu na prethodno opisane forme u ovom sluc¢aju se koristi potpuno drugi sustav otapala —

cikloheksanon/n-heptan.®® Pokusi ispitivanja utjecaja oneci$éenja na ishod kristalizacije radeni
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na nacin da je oneciS¢enje suspendirano u n-heptanu prije dodatka otopine entakapona
(cijepljenje) ili otopljeno zajedno s entakaponom u cikloheksanonu (obogaceni uzorak) te je
takva otopina dodana u antiotapalo. Rezultati provedenih pokusa su prikazani u Dodatku u
Tablici D7, Slika D7.

U vecini pokusa nije doSlo do varijabilnosti kristalne forme, medutim, ona je ponovno
detektirana u slucaju onecis¢enja 7 (Cista forma A) te u slucaju oneciSéenja 11 (Cista forma A)
u pokusima cijepljenja 1 obogacenog uzorka pri masenom udjelu od 5 %. Ta oneciS¢enja su u
provedenim pokusima dala najvecu varijabilnost ishoda pokusa kristalizacije. U pokusima s
cijepljenja, promjena forme je detektirana u dvije tre¢ine pokusa za oneciS¢enje 7 pri masenom
udjelu oneciséenja od 5 %, dok je, pri istoj koli¢ini, u slucaju onecis¢enja 11 u svim pokusima
doslo do promjene forme pri ¢emu je nastala forma A. Prilikom smanjenja masenog udjela na
samo 0,1 % cijepljenog oneciS¢enja 11 takoder je dobivena samo Cista forma A (Tablica 17,
Slika 55). Isti efekt je u sluc¢aju oneciS¢enja 11 opazen i prilikom provedbe pokusa s
obogacenim uzorkom do udjela od 1 % dok za onecis¢enje 7 on uopce nije uocen. Pri niskim
masenim udjelima od 0,1 % obogacenog uzorka utjecaja nema. Veci utjecaj na iskoristenje nije

uocen u pokusima te se ono krece u rasponu od 80 — 87 %.

Tablica 17. Utjecaj oneciS¢enja 11 na ishod kristalizacije forme 6 entakapona.

Dodano Forma
w/! % Metoda
onecis¢enje (XRPD)
5 A
1 cijepljenje A
0,1 A
11
5 A
obogaceni

1 A

uzorak
0,1 )
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entakapon forma delta
entakapon forma A
entakapon + spoj 11 (5% m/m - cijepljenje)
entakapon + spoj 11 (1% m/m - cijepljenje)
entakapon + spoj 11 (0,1% m/m - cijepljenje)
entakapon + spoj 11 (5% m/m - obogaceni uzorak)
1
1

250000

Intensity (counts)

entakapon + spoj 11 (1% m/m - obogaceni uzorak)
1s0000{ —— entakapon + spoj 11 (0,1% m/m - obogaceni uzorak)

90000

40000 —

10000 —

2Theta (°)

Slika 55. Prikaz difraktograma polikristalnih uzoraka izoliranih kristala iz pokusa utjecaja

onecis¢enja 11 na ishod kristalizacije forme 9.

4.4.7. Entakapon Forma t
Kako je opisano u literaturi, forma t se dobiva dokapavanjem vruceg n-heksana u vruéu otopinu
entakapona u propan-2-olu (80 °C) pri ¢emu dolazi do taloZenja kristala.®® Razlika u odnosu na
dosadasnje priprave entakapona talozenjem iz sustava otapalo/antiotapalo je u redoslijedu
dodavanja. Dok se u pripravama formi D, E, a, B 1  otopina entakapona dodavala u antiotapalo,
forma 1 se dobiva dodatkom antiotapala u otopinu entakapona. U literaturi opisani proces
priprave forme 7 je tesko primjenjiv na ve¢im skalama na taj nacin jer se opisuje dodatak vruceg
antiotapala u otopinu entakapona. To bi podrazumijevalo potrebu za zagrijanim reaktorom te
grijani cjevovod kojim bi se osigurala dovoljno visoka temperatura antiotapala. Isto tako,
temperatura otopine entakapona je blizu njezinog vreliSta Sto dodatno otezava izvedbu
dokapavanja. Ipak najveci nedostatak takvog procesa lezi u €injenici da je temperatura otopine
entakapona 10-ak stupnjeva iznad temperature vreliSta antiotapala te prilikom dokapavanja
dolazi do snaznog vrijanja smjese i pada temperature u kristalizacijskom sustavu. Laboratorijski
pokusi su radeni na skali od 2 g te su navedeni parametri uspjesno kontrolirani uz povecan oprez
prilikom dokapavanja da ne dode do prejakog vrijanja.

Pokusi ispitivanja utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije radeni na nacin da je

oneciS¢enje otopljeno s entakaponom prije dodatka antioatapala (obogaceni uzorak) ili je

Vitomir Vusak Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 106

suspendirano u n-heksanu te je ta suspenzija dodana u otopinu entakapona (cijepljenje). Ishod
provedenih pokusa je prikazan u Dodatku u Tablici D8, Slika D8.

Kao i u prethodnim pokusima, cijepljenje s oneciS¢enjima 6, 7 i 11 dovelo je do
varijabilnosti kristalne forme pri ¢emu je nastala termodinamicki najstabilnija forma, forma A.
Varijabilnost je uocena pri masenim udjelima od 5 %, 1 % te u slucaju onecis¢enja 11 i pri
niskim udjelima od 0,1 %. Pokusi s obogac¢enim uzorkom su takoder doveli do varijabilnosti
kristalne forme pri ¢emu je takoder kristalizirala forma A u pokusima s onecis¢enjima 7 (w=5
% 1 w=1 %) te 11 (Ww=5 %). Veci utjecaj na iskoriStenje nije uocen u pokusima te se ono krece

u rasponu od 80 — 87 %.

4.4.8. Strukturni aspekt utjecaja prisustva odabranih onecis¢enja na varijabilnost polimorfije
entakapona

Rezultati provedenih pokusa ispitivanja utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije metodom
cijepljenja sumirano su prikazani u Tablicama 18 — 20. Ovim rezultatima potvrdena je radna
hipoteza prema kojoj srodni spojevi mogu utjecati na usmjeravanje nukleacije a samim time i

dovesti do nastanka odredenih polimorfnih formi.

Tablica 18. Prikaz utjecaja 5 % oneciS¢enja na ishod kristalizacije prilikom cijepljenja.

w=5 % OneciSéenje

Forma 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A NI* NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI
D D D D D D DiA D D D D A
E E E E Eid E E E,Aip E E E EiA
a aio o a aido 0,0iA a a o a o A
p B B o B piA  piA B B B A
0 o o o o o A o o o A
T T T T T T A A T T T A

* NI — nije izvedivo

Cijepljenje oneciS¢enjima pri masenim udjelima od 5 % dovela su do najveceg broja
varijabilnosti kristalne forme. Ipak, pokusi pokazuju da odredena onecis¢enja kao Sto su 2, 3,
8, 9 te 10 nisu pokazala nikakvu varijabilnost niti u jednom provedenom pokusu. Takoder,

onecis¢enje 1 samo je u jednom pokusu pridonijelo varijabilnosti kristalne forme pri pripravi
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forme a te je nastala smjesa formi a i 8. Strukturne formule molekula navedenih onecis¢enja
prikazane na Slici 56. pokazuju strukturne slicnosti oneciS¢enja 1, 2 1 3 koja imaju aldehidnu
skupinu u polozaju 5 te hidroksilnu skupinu u polozaju 2. Isto tako, usporedbom strukture
entakapona 1 oneciS¢enja 8, 9 1 10 vidi se velika strukturna razlika. Akrilamidni dio prisutan
kod entakapona u navedenim oneciS¢enjima nije prisutan te su umjesto njega prisutne
hidroksilne odnosno esterske skupine Sto vjerojatno uzrokuje izostanak utjecaja na
kristalizaciju. Dodatno, ta ¢injenica moze biti objaSnjena stvaranjem vodikovih veza preko

kojih dolazi do kontakata u kristalnim strukturama entakapona.

o] OH (\3 (E) OH i i
G ~ NG HO™ N g E) OH W P E). OH
\E;EOH \E;[OH aht OH CN OH CN oH
NO, NO, NO, NO, NO,
2 3 8 9 10

Nema utjecaja

o7 O na polimorfiju
OH ~S—~__ o
NO, \ (E
a p B OH
1 Slab utjecaj T e, J =
na puhmmlx/ o
s NO,
/
OsN o —
2 3 ‘/ 12
OH o
NO, Velik .uljec\;j:]
na polimorfiju
5
(o]
~ o ; (E 0. (2)
- - O)N_ OH sk 9 NC 2L OH
CN
(0] OH ) OH N o) OH
NO, NO, NO, A NO,
4 6 7 1

Slika 56. Prikaz utjecaja strukture oneciS¢enja na varijabilnosti kristalne forme u provedenim

pokusima cijepljenja s 5 % dodanog onecisSéenja.

Obje strukture koje su sli¢ne entakaponu (oneciSéenje 7 razlikuje se samo u supstituentu na
polozaju 3 benzenskog prstena — metoksi-skupina umjesto hidroksilne skupine te 11 Z- izomer)
dovela su do velike varijabilnosti kristalne forme — oneciS¢enje 11 u svim provedenim
pokusima te onecis¢enje 7 u cCetiri od Sest ispitanih formi pri ¢emu dolazi do kristalizacije

termodinamicki najstabilnije forme, forme A.
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Oneciscenja 4 1 6 takoder su dovela do veéeg broja slucajeva (tri od Sest) u kojima je doslo
do kristalizacije druge kristalne forme pri ¢emu onecis¢enje 4 dovodi do nastanka forme & dok
onecis¢enje 6 usmjerava u formu A. OneciS¢enja 1 1 § imaju slab utjecaj na varijabilnost
kristalne forme i1 u samo jednom slu¢aju dolazi do promjene forme te dolazi do nastanka forme
0 koja nastaje u smjesi sa Zeljenom formom. Isto tako, o€it je utjecaj onecis¢enja 1, 4 1 5 koja
djelomicno ili potpuno usmjeravaju kristalizaciju prema nastanku forme d, dok onecisS¢enja 6,
7 1 11 primarno vode k nastanku forme A.

U Tablicama 19 1 20 vidi se polagani pad utjecaja na varijabilnost kristalne forme koja je

posljedica smanjenja koli¢ine onecis¢enja na 1 % odnosno 0,1 %.

Tablica 19. Prikaz utjecaja 1 % dodanog oneciS¢enja na ishod kristalizacije prilikom

cijepljenja.

w=1 % OneciSéenje

Forma 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A A A A A A A A A A A A
D D D D D D DiA D D D D A
E E E E Eid E E E,Aip E E E EiA
a a o o a a o o o o o o
p B B B o B B B p p B A
) ) ) ) ) ) ) A ) ) ) A
T T T T T T A A T T T A
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Tablica 20. Prikaz utjecaja 0,1 % dodanog oneciS¢enja na ishod kristalizacije prilikom

cijepljenja.
w=0,1 % OneciS¢enje
Forma 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A A A A A A A A A A A A
D D D D D D D D D D D A
E E E E Eiod E E E E E E E
o 0} (0} 0} (0} (0} 0} (0} 0} (0} (0} 0}
i B B B & p NP*X NP B B B A
0 o o o o o o o o o o A
T T T T T T T A T T T A

* NP — nije provedeno

Posebo je zanimljiv utjecaj male koli¢ine dodanog onecis¢enja (0,1 %). Tri razli¢ita oneciS¢enja
dovela su do kristalizacije druge kristalne forme pri ¢emu je oneciS¢enje 11 dovelo do
kristalizacije forme A u pripravi forme D, B, & i 1. Dopustene granice oneciS¢enja u
farmaceutskim tvarima iznose 0,15 % za poznata, odnosno 0,10 % za nepoznata oneciSéenja.
Priprava odredenog polimorfa Zeljenih karakteristika u farmaceutskoj industriji od iznimne je
vaznosti te se prilikom razvoja ispituju svi procesni parametri koji bi mogli imati utjecaj na
proces priprave polimorfa. Medutim u tim razmatranjima se ne uzima u obzir moguci utjecaj
oneciS¢enja prisutnih u tako malim koli¢inama (< 0,15 %) na ishod kristalizacije. S obzirom na
prikazani utjecaj oneciS¢enja na kristalizaciju, pri razvoju procesa i kristalizacije odredenih
API-a bilo bi dobro potpuno istraziti 1 utjecaj onecis¢enja i aditiva na pripravu kristalnih formi.

U usporedbi s podacima dostupnim u literaturi, koristile su se slicne metodologije u
ispitivanju utjecaja onec¢is¢enja ili aditiva na ishod kristalizacije.”*!°1%2 U tim radovima raspon
ispitivanih koli¢ina dodanih oneciS¢enja kretao se od 0,5 — 6 % (w) u radu Poornachary et. al.
u kojem je utjecaj na ishod opazen samo pri ve¢im koli¢inama dodanih onecis¢enja (w=2 — 6
%) dok je pri ispitivanim masenim udjelima od 0,5 % on izostao.”’ Isto tako, u radu Mirmehrabi
et al. ispitivan je utjecaj u rasponu od w=0,25 — 1 % ali je uocen samo utjecaj na morfologiju
dok je utjecaj na promjenu polimorfije izostao.!°! Navedene ¢injenice daju dodatnu tezinu

sustavnom pristupu provedenih ispitivanja opisanog u ovom radu.
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Rezultati pokusa u kojima je oneciS¢enje dodano u otopinu entakapona prikazani su u

tablicama 21 1 22.

Tablica 21. Prikaz utjecaja 5 % oneciS¢enja na ishod kristalizacije metodom obogacenog

uzorka.

w=5 % OneciScenje

Forma 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A A A A A A A A A A A A
D NP* NP NP NP NP A NP NP NP NP A
E NP NP NP E NP NP E NP NP NP E
o A NP NP a a NP NP NP NP NP a
B NP NP NP o NP B NP NP NP A
0 NP NP NP NP NP NP NP NP NP A
T T T T T T T A T T T A

* NP — nije provedeno

I u ovom slucaju, onecis¢enje 11 dovelo je do najvece varijabilnosti kristalne forme, u Cetiri od

sedam pokusa dovelo je do nastanka kristalne forme A. Onecis¢enja 4, 6 1 7 samo su u jednom

setu pokusa pridonijela promjeni kristalne forme pri ¢emu je oneciS¢enje 4 dovelo do

kristalizacije forme 6, dok su oneciS¢enja 6 i 7 dovela do nastanka forme A.
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Tablica 22. Prikaz utjecaja 1 % dodanog onecis¢enja na ishod kristalizacije metodom
obogacenog uzorka.

w=1 % OneciS¢enje

Forma 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A NP* NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP

D NP NP NP NP NP D NP NP NP NP D
E NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
(V] NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
B NP NP NP B NP NP NP NP NP NP B
0 NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP A

T NP NP NP NP NP NP A NP NP NP A

* NP — nije provedeno

Isto kao 1 u pokusima cijepljenja, u provedenim pokusima metodom obogacenog uzorka utjecaj
oneciscenja na varijabilnost kristalne forme pada sa smanjenjem koli¢ine dodanog onecis¢enja
na 1 % dok u pokusima sa samo 0,1 % dodanog onecis¢enja taj efekt potpuno izostaje.
Ukupni rezultati pokazuju znatno manji utjecaj onecis¢enja na ishod kristalizacije ukoliko
je onecis¢enje dodano u otopinu entakapona prije pocetka kristalizacije (obogaceni uzorak) u

odnosu na pokuse u kojima je oneciS¢enje dodano u antiotapalo (Slika 57).

20 +
18 A
16 -

H Cijepljenje

B Obogaceni uzorak
14 -
12
10 A

Broj promjena kristalne forme

o N B O
1

5% 1% 0,1%
Postotak dodanog onecisé¢enja

Slika 57. Prikaz pada utjecaja oneciS¢enja na varijabilnost kristalne forme.
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§ 5. ZAKLJUCAK

U cilju istrazivanja utjecaja strukture spojeva na varijabilnost polimorfije entakapona nacinjena
je biblioteka spojeva koji se po strukturi ne razlikuju bitno od istrazivanog sustava, te su to ili
polazni spojevi/meduprodukti uporabljeni u sintezi ciljne molekule ili potencijalna oneciS¢enja
nastala nezeljenim reakcijama.

Odabrani spojevi 1-11 te entakapon 12 uspjesno su sintetizirani te im je struktura potvrdena
spektroskopskim metodama (NMR, FTIR) dok im je Cisto¢a provjerena koriStenjem prikladne
UHPLC metode. Svi pripravljeni spojevi su analizirani metodom difrakcije rentgenskog
zracenja na polikristalnom uzorku. Dodatna strukturna karakterizacija provedena je difrakcijom
na monokristalnom uzorku te su za Cetiri onec¢is¢enja (spojevi 1, 2, 3 1 6) rijeSene molekulske 1
kristalne strukture.

Da bi se napravila nedvojbena identifikacija formi ¢vrstog stanja entakapona pripravljeni su
kristalne forme entakapona, pri ¢emu je od deset opisanih u literaturi uspjesno i reproducibilno
priredeno sedam oblika (A, D, E, a, B, d 1 1). Za sve priredene forme provedena je detaljna
karakterizacija koriStenjem termickih metoda (DSC 1 TG) te su dobivene kristalne forme
analizirane metodom difrakcije rentgenskog zraCenja na polikristalnom uzorku. Na temelju
dobivenih rezultata, difrakcija rentgenskog zracenja na polikristalnom uzorku odabrana je kao
diskriminatorna metoda za pracenje ishoda kristalizacijskih pokusa.

Razvijena je metodologija pracenja utjecaja oneiS¢enja na varijabilnost polimorfije koja
najbolje opisuje mogucénosti do kojih dolazi tijekom kristalizacije. Metoda cijepljenja potvrduje
se kao metoda u kojoj je opazen najveci utjecaj oneciS¢enja na nastanak druge kristalne forme
koja bi iskristalizirala prije ciljanog polimorfa. Metoda obogacenog uzorka samo je u manjem
broju pokusa dovela do varijabilnosti polimorfije.

Utjecaj oneciS¢enja na kristalizaciju ispitan je pri razli¢itim masenim udjelima dodanih
oneciS¢enja (w=0,1 %, 1 % te 5 %). U 30-ak % slucajeva doslo je do promjene polimorfije, pri
¢emu onecis¢enje 11 ima dominantnu ulogu u promjeni polimorfije. Pretpostavka je da
strukturno slicna molekula usmjerava nukleaciju prema najstabilnijoj formi §to je u ovom
slucaju forma A.

Istrazivani je 1 utjecaj koli¢ine prisutnih oneciS¢enja, te je o¢ekivano pokazano da §to je vise

oneci$¢enja prisutno, utjecaj na promjenu polimorfije je veéi. S druge strane ustanovljeno je da
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u odredenim slucajevima i mala koli¢ina oneciS¢enja (w=0,1 %) moze utjecati na promjenu
kristalne strukture.

Do sada nije sustavno, na primjeru viSe od 10 razlicitih oneciS¢enja, istraZzen niti jedan
kristalizacijski sustav API-a. U ovom radu ispitana su dva moguca pristupa utjecaja na
kristalizaciju te je promjena polimorfije povezana sa strukturom oneciS¢enja. Rezultati su
pokazali da na pojavu polimorfije uz sam postupak i koriStena otapala, veliki utjecaj imaju i
oneciscenja.

Dobiveni rezultati ukazuju na potrebu poznavanja i istrazivanja sastava kristalizacijskih
sustava, posebice kada se Zeli prirediti metastabilna polimorfna modifikacija odredene tvari. S
obzirom na sve stroze zahtjeve farmaceutske industrije, to se posebno odnosi na procese

priprave djelatnih tvari.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA (prema
potrebi)

2-PrOH - propan-2-ol

3-OMD - 3-O-metildopa

AADC - dekarboksilaza aromatskih L-aminokiselina (engl. Aromatic L-amino acid
decarboxylase)

AFM - mikroskopija atomskih sila (engl. Atomic Force Microscopy)

API - djelatna tvar (engl. Active Pharmaceutical Ingredient)

APT - (engl. Attached Proton Test)

CE - kapilarna elektroforeza (engl. Capillary Electrophoresis)

CNT - klasi¢na nukleacijska teorija (engl. Classical Nucleation Theory)

COMT - katehol-O-metiltransferaza (engl. Catechol-O-methyltransferase)

COSY - (engl. Homonuclear Correlation Spectroscopy)

CSD - raspodjela velicine kristala (engl. Crystal Size Distribution)

DAD - detektor s nizom dioda (engl. Diode Array Detector)

DMF - N,N-dimetilformamid

DMSO - dimetilsulfoksid

DNA - deoksiribonukleinska kiselina (engl. Deoxyribonucleic Acid)

DSC - razlikovna pretrazna kalorimetrija (engl. Differential Scanning Calorimetry)
EMEA - europska agencija za lijekove (engl. European Medicines Agency)

EtOH - etanol

Eu. Ph. - europska farmakopeja (engl. European Pharmacopoeia)

FBRM - (engl. Focused Beam Reflectance Measurement)

FDA - americka agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Agency)

FTIR - (engl. Fourier-Transform Infrared Spectroscopy)

GC - plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography)

HMBC - (engl. Heteronuclear Multiple-bond Correlation spectroscopy)

HOAC - octena kiselina

HPLC - teku¢inska kromatografija visoke razluCivosti (engl. High Performance Liquid
Chromatography)
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HSM - mikroskopija s grija¢im plo¢om (engl. Hot Stage Microscopy)

HSQC - (engl. Heteronuclear Single-quantum Correlation Spectroscopy)

ICH - Medunarodno vijece za uskladivanje tehnickih zahtjeva za lijekove za ljudsku uporabu
(engl. The International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use)

IR - infracrvena spektroskopija (engl. Infrared Spectroscopy)

MeOH - metanol

MS - spektrometrija masa (engl. Mass spectroscopy)

NMR - nuklearna magnetska rezonancija (engl. Nuclear Magnetic Resonance)

PB - Parkinsonova bolest

PXRD - difrakcija rentgenskih zraka na polikristalnom uzorku (engl. Powder X-Ray
Diffraction)

SEM - pretrazna elektronska mikroskopija (engl. Scanning Electron Microscopy)

SFC - kromatografija superkriticnim fluidom (engl. Supercritical Fluid Chromatography)
TEM - transmisijska elektronska mikroskopija (engl. Transsmision Electron Microscopy)

TG - termogravimetrijska analiza (engl. Thermogravimetry)

THEF - tetrahidrofuran

TLC - tankoslojna kromatografija (engl. Thin Layer Chromatography)

TMS - tetrametilsilan

UHPLC - teku¢inska kromatografija ultravisoke djelotvornosti (engl. Ultra High Performance
Liquid Chromatography)

USP - americka farmakopeja (engl. United States Pharmacopeia)
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§ 8. Dodatak

X1v

§8. DODATAK

Tablica D1. Kristalografski podatci spojeva 11 2.

Spoj 1 2
Empirijska formula CsH7NOs CoHoNOs
M 197,15 211,17

dimenzije kristala / mm?

Prostorna grupa
Kristalni sustav

al A

b/A

c/A

al®

Bl°

yl°

V/A3

VA

Dearc/ g cm™3

4/ mm™!

F(000)

T/K

Al A

Ukupan br. refleksa
Br. neovisnih refleksa
Br. parametara

Rint

R*, wRb|I>26(1)]
Prikladnost modela, S
Apmin, Apmax / € A3

0,13%0,15%0,30

P2i/c
monoklinski
6,8249(2)
14,3395(5)
8,9089(3)
90
106,678(4)
90
835,20(5)
4
1,568
1,157
408
293
1,54184
3633
1697
127
0,016
0,0404, 0,1735
0,81
-0,17, 0,27

0,18%0,20%0,35
Pnma
rompski
8,9614(2)
6,4484(1)
15,9340(3)
90
90
90
920,77(3)
4
1,523
1,090
440
293
1,54184
2418
1027
91
0,018
0,0407, 0,1167
1,10
-0,25, 0,20
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§ 8. Dodatak

XV

Tablica D1. (nastavak) Kristalografski podatci spojeva 3 1 6.

Spoj 3 6
Empirijska formula C7HsNO:s CsHsN207
My 183,12 218,13
dimenzije kristala / mm? 0,16x0,21x0,33 0,10x0,17%0,28
Prostorna grupa P21212, P2i/n
Kristalni sustav rompski monoklinski
alA 4,5049(1) 8,9619(2)
b/A 6,5630(2) 6,1734(1)
cl/A 24,9218(6) 15,5967(3)
al® 90 90
Bl° 90 96,687(2)
yl° 90 90
VA3 736,83(3) 857,02(3)
VA 4 4
Deare/ g em™3 1,651 1,691
u/ mm™! 1,262 1,408
F(000) 376 448
T/K 293 293
AlA 1,54184 1,54184
Ukupan br. refleksa 2052 3577
Br. neovisnih refleksa 1316 1709
Br. parametara 120 152
Rint 0,023 0,015
R, wRP[I>26(1)] 0,0349, 0,0969 0,0377,0,1031
Prikladnost modela, S° 0,93 0,91
Apmin, Apmax / € A7 -0,18, 0,18 —0,12, 0,20
Flackov parametar 0,01(17)
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§ 8. Dodatak

XVI

Tablica D2. Prikaz utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije forme A entakapona.

Pokus Dodano % obogaceni uzorak  Forma IskoriStenje

oneciS¢enje ili cijepljenje (XRPD) ! %
1 - - - A 80,6
2 - - - A 84,1
3 - - - A 80,8
4 - - - A 82,1
5 1 5 obogaceni uzorak A 77,2
6 2 5 obogaceni uzorak A 73.3
7 3 5 obogaceni uzorak A 82,9
8 4 5 obogaceni uzorak A 76,3
9 5 5 obogaceni uzorak A 78,2
10 6 5 obogaceni uzorak A 82,3
11 7 5 obogaceni uzorak A 69,2
12 8 5 obogaceni uzorak A 80,5
13 9 5 obogaceni uzorak A 78,4
14 10 5 obogaceni uzorak A 81,0
15 11 5 obogaceni uzorak A 82,4
16 11 1 obogaceni uzorak A 83,2

Tablica D3. Prikaz oneciS¢enja na ishod kristalizacije forme D entakapona.
Pokus Dodano % obogaceni uzorak  Forma IskoriStenje

oneciS¢enje ili cijepljenje (XRPD) ! %
1 - - - D 88,5
2 - - - D 87,5
3 - - - D 88,2
4 - - - D 87,1
5 1 5 cijepljenje D 87,5
6 2 5 cijepljenje D 85.3
7 3 5 cijepljenje D 87,9
8 4 5 cijepljenje D 88,6
9 5 5 cijepljenje D 88,1
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§ 8. Dodatak

Xvil

Tablica D3. (nastavak) Prikaz utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije forme D entakapona.

Dodano obogaceni uzorak  Forma IskoriStenje
Pokus w /! %

oneciS¢enje ili cijepljenje (XRPD) ! %
10 6 5 cijepljenje DiA 89,1
11 6 5 cijepljenje DiA 86,4
12 6 5 cijepljenje DiA 87,2
13 6 1 cijepljenje DiA 88,2
14 6 1 cijepljenje DiA 87,1
15 6 0,1 cijepljenje D 87,4
16 6 0,1 cijepljenje D 88,2
17 6 5 obogaceni uzorak A 87,5
18 6 5 obogaceni uzorak A 89,1
19 6 1 obogaceni uzorak D 86,2
20 6 1 obogaceni uzorak D 87.9
21 7 5 cijepljenje D 89,7
22 8 5 cijepljenje D 85,1
23 9 5 cijepljenje D 86,3
24 10 5 cijepljenje D 86,1
25 11 5 cijepljenje A 88,2
26 11 5 cijepljenje A 87,5
27 11 5 cijepljenje A 89,8
28 11 1 cijepljenje A 89,2
29 11 1 cijepljenje A 88,5
30 11 0,1 cijepljenje A 88,5
31 11 0,1 cijepljenje A 86,8
32 11 5 obogaceni uzorak A 89,5
33 11 5 obogaceni uzorak A 88,7
34 11 1 obogaceni uzorak D 89,1
35 11 1 obogaceni uzorak D 88,6
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§ 8. Dodatak

XVIII

Tablica D4. Prikaz utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije forme E entakapona.

Dodano obogaceni uzorak  Forma IskoriStenje
Pokus w /! %

oneciS¢enje ili cijepljenje (XRPD) ! %
1 - - - E 92,7
2 - - - 93,5
3 - - - E 90,1
4 - - - E 92,5
5 1 5 cijepljenje E 91,1
6 2 5 cijepljenje E 94,7
7 3 5 cijepljenje E 90,6
8 4 5 cijepljenje Eid 90,6
) 4 5 cijepljenje Eid 91,5
10 4 5 cijepljenje Eid 91,3
11 4 1 cijepljenje Eid 93,0
12 4 1 cijepljenje Eid 92,8
13 4 0,1 cijepljenje Eid 90,8
14 4 0,1 cijepljenje Eid 91,5
15 4 5 obogaceni uzorak E 92,5
16 4 5 obogaceni uzorak E 93,0
17 5 5 cijepljenje E 90,6
18 6 5 cijepljenje E 92,7
19 7 5 cijepljenje E,Aip 92,9
20 7 5 cijepljenje E,AipB 93,1
21 7 5 cijepljenje E,Aip 93,5
22 7 1 cijepljenje E,Aip 93,2
23 7 1 cijepljenje E,AipB 93,0
24 7 0,1 cijepljenje E 92,6
25 7 5 obogaceni uzorak E 93,5
26 8 5 cijepljenje E 94,5
27 9 5 cijepljenje E 91,5
28 10 5 cijepljenje E 92,8
29 11 5 cijepljenje EiA 93,0
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§ 8. Dodatak

XIX

Tablica D4. (nastavak) Prikaz utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije forme E entakapona.

Dodano obogaceni uzorak  Forma IskoriStenje
Pokus w /! %

oneciS¢enje ili cijepljenje (XRPD) ! %
30 11 5 cijepljenje EiA 92,2
31 11 5 cijepljenje EiA 93,2
32 11 1 cijepljenje EiA 93,6
33 11 1 cijepljenje EiA 92,8
34 11 0,1 cijepljenje E 91,5
35 11 0,1 cijepljenje E 93,1
36 11 5 obogaceni uzorak E 92,8

Tablica DS. Prikaz utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije forme a entakapona.

Dodano obogaceni uzorak  Forma IskoriStenje
Pokus w/! %

oneciS¢enje ili cijepljenje (XRPD) ! %
1 - - - o 89,9
2 - - - o 88,7
3 - - - a 87,4
4 - - o 88,5
5 1 5 cijepljenje aio 78,4
6 1 5 cijepljenje aid 77.2
7 1 5 cijepljenje aid 78,3
8 1 1 cijepljenje o 82,1
) 1 1 cijepljenje o 82,8
10 1 0,1 cijepljenje o 85,6
11 1 0,1 cijepljenje o 84,9
12 1 5 obogaceni uzorak o 77,1
13 2 5 cijepljenje o 87,9
14 3 5 cijepljenje o 88,1
15 4 5 cijepljenje aid 73,2
16 4 5 cijepljenje aio 74,8
17 4 5 cijepljenje aio 73.5
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§ 8. Dodatak

XX

Tablica DS. (nastavak) Prikaz utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije forme o entakapona.

Dodano obogaceni uzorak  Forma IskoriStenje
Pokus w /! %

oneciS¢enje ili cijepljenje (XRPD) ! %
18 4 1 cijepljenje o 80,2
19 4 1 cijepljenje o 81,1
20 4 1 cijepljenje o 84,2
21 4 1 cijepljenje o 84,6
22 4 5 obogaceni uzorak o 73,6
23 5 5 cijepljenje a,01A 80,1
24 5 5 cijepljenje a,01A 82,8
25 5 5 cijepljenje a,01A 80,3
26 5 1 cijepljenje o 85,6
27 5 1 cijepljenje o 85,2
28 5 0,1 cijepljenje o 87,3
29 5 0,1 cijepljenje o 86,9
30 5 5 obogaceni uzorak a 81,4
31 6 5 cijepljenje o 88,7
32 7 5 cijepljenje o 88,9
33 8 5 cijepljenje o 89,3
34 9 5 cijepljenje o 87,6
35 10 5 cijepljenje o 87.5
36 11 5 cijepljenje A 86,8
37 11 5 cijepljenje A 87,9
38 11 5 cijepljenje A 85,4
39 11 1 cijepljenje o 88,8
40 11 1 cijepljenje o 87,5
41 11 0,1 cijepljenje o 88,3
42 11 0,1 cijepljenje o 87,1
43 11 5 obogaceni uzorak o 87,9
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XXI

Tablica D6. Prikaz utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije forme B entakapona.

Dodano obogaceni uzorak  Forma IskoriStenje
Pokus w /! %

oneciS¢enje ili cijepljenje (XRPD) ! %

1 - - - B 83,5
2 - - - B 82,1
3 - - - B 82,6
4 - - - p 82,4
5 1 5 cijepljenje B 82,5
6 2 5 cijepljenje B 83,1
7 3 5 cijepljenje B 80,5
8 4 5 cijepljenje ) 81,4
) 4 5 cijepljenje ) 79,9
10 4 5 cijepljenje ) 82,1
11 4 1 cijepljenje ) 81,8
12 4 1 cijepljenje o 82,2
13 4 0,1 cijepljenje B 82,6
14 4 0,1 cijepljenje B 82,3
15 4 5 obogaceni uzorak 0 81,5
16 4 5 obogaceni uzorak ) 81,3
17 4 1 obogaceni uzorak B 82,9
18 4 1 obogaceni uzorak B 80,6
19 5 5 cijepljenje B 82,2
20 6 5 cijepljenje BiA 82,7
21 6 5 cijepljenje BiA 81,5
22 6 5 cijepljenje BiA 80,6
23 6 1 cijepljenje B 80,9
24 6 1 cijepljenje B 82,5
25 6 5 obogaceni uzorak B 81,6
26 7 5 cijepljenje BiA 82,1
27 7 5 cijepljenje BiA 83,0
28 7 5 cijepljenje BiA 81,8
29 7 1 cijepljenje B 82,4
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XXII

Tablica D6. (nastavak) Prikaz utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije forme 3 entakapona.

Dodano obogaceni uzorak  Forma IskoriStenje
Pokus w /! %

oneciS¢enje ili cijepljenje (XRPD) ! %
30 7 1 cijepljenje B 82,8
31 7 5 obogaceni uzorak B 83,4
32 8 5 cijepljenje B 82,0
33 9 5 cijepljenje B 83,1
34 10 5 cijepljenje B 83,4
35 11 5 cijepljenje A 81,1
36 11 5 cijepljenje A 82,9
37 11 5 cijepljenje A 80,4
38 11 1 cijepljenje A 81,3
39 11 1 cijepljenje A 79.9
40 11 0,1 cijepljenje A 78,4
41 11 0,1 cijepljenje A 80,5
42 11 5 obogaceni uzorak A 82,2
43 11 5 obogaceni uzorak A 81,4
44 11 1 obogaceni uzorak B 83,2
45 11 1 obogaceni uzorak B 80,1

Tablica D7. Prikaz utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije forme 6 entakapona.

Dodano obogaceni uzorak  Forma IskoriStenje
Pokus w/ %

oneciS¢enje ili cijepljenje (XRPD) ! %
1 - - - 5 86,1
2 - - - d 85,5
3 - - - 5 85,2
4 - - - 5 86,8
5 1 5 cijepljenje ) 81,7
6 2 5 cijepljenje ) 82,7
7 3 5 cijepljenje ) 86,3
8 4 5 cijepljenje ) 85,3
9 5 5 cijepljenje ) 84,6
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XXIIT

Tablica D7. (nastavak) Prikaz utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije forme 6 entakapona.

Dodano obogaceni uzorak  Forma IskoriStenje
Pokus w /! %

oneciS¢enje ili cijepljenje (XRPD) ! %
10 6 5 cijepljenje ) 81,4
11 7 5 cijepljenje A 85,9
12 7 5 cijepljenje A 85,2
13 7 5 cijepljenje A 86,8
14 7 1 cijepljenje A 85,3
15 7 1 cijepljenje A 86,5
16 7 0,1 cijepljenje ) 86,1
17 7 0,1 cijepljenje o 85,9
18 7 5 obogaceni uzorak o 85,4
19 7 5 obogaceni uzorak 0 83,8
20 8 5 cijepljenje ) 84,2
21 9 5 cijepljenje o 80,2
22 10 5 cijepljenje ) 85,3
23 11 5 cijepljenje A 82,1
24 11 5 cijepljenje A 83,4
25 11 5 cijepljenje A 82,9
26 11 1 cijepljenje A 81,1
27 11 1 cijepljenje A 82,3
28 11 0,1 cijepljenje A 81,9
29 11 0,1 cijepljenje A 81,5
30 11 5 obogaceni uzorak A 82,1
31 11 5 obogaceni uzorak A 82,7
32 11 1 obogaceni uzorak A 82,8
33 11 1 obogaceni uzorak A 81,5
34 11 0,1 obogaceni uzorak o 82,3
35 11 0,1 obogaceni uzorak 0 82,0
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Tablica D8. Prikaz utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije forme t entakapona.

Dodano obogaceni uzorak  Forma IskoriStenje
Pokus w /! %

oneciS¢enje ili cijepljenje (XRPD) ! %
1 - - - T 85,4
2 - - - T 85,2
3 - - - T 84,8
4 - - T 84,3
5 1 5 obogaceni uzorak T 85,2
6 1 5 cijepljenje T 85,7
7 2 5 obogaceni uzorak T 85,5
8 2 5 cijepljenje T 85,7
) 3 5 obogaceni uzorak T 85,8
10 3 5 cijepljenje T 85,2
11 4 5 obogaceni uzorak T 84,2
12 4 5 cijepljenje T 85,1
13 5 5 obogaceni uzorak T 84,9
14 5 5 cijepljenje T 85.3
15 6 5 obogaceni uzorak T 86,3
16 6 5 obogaceni uzorak T 85,9
17 6 5 obogaceni uzorak T 86,0
18 6 5 cijepljenje A 85,4
19 6 5 cijepljenje A 85,5
20 6 1 cijepljenje A 85,2
21 6 1 cijepljenje A 85,7
22 6 0,1 cijepljenje T 85,1
23 6 0,1 cijepljenje T 85,1
24 7 5 obogaceni uzorak A 85,0
25 7 5 obogaceni uzorak A 85,9
26 7 5 obogaceni uzorak A 84,8
27 7 1 obogaceni uzorak A 84,5
28 7 1 obogaceni uzorak A 84,7
29 7 0,1 obogaceni uzorak T 83,9
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Tablica D8. (nastavak) Prikaz utjecaja onecis¢enja na ishod kristalizacije forme 1 entakapona.

Dodano obogaceni uzorak  Forma IskoriStenje
Pokus w /! %

oneciS¢enje ili cijepljenje (XRPD) ! %
30 7 0,1 obogaceni uzorak T 84,6
43 11 5 obogaceni uzorak A 85,6
44 11 5 obogaceni uzorak A 84,7
45 11 5 obogaceni uzorak A 84,0
46 11 1 obogaceni uzorak T 84,1
47 11 1 obogaceni uzorak T 85,2
48 11 0,1 obogaceni uzorak T 83,8
49 11 0,1 obogaceni uzorak T 84,6
50 11 5 cijepljenje A 85,4
51 11 5 cijepljenje A 84,6
52 11 5 cijepljenje A 84,9
53 11 1 cijepljenje A 84,5
54 11 1 cijepljenje A 85,5
55 11 0,1 cijepljenje A 84,4
56 11 0,1 cijepljenje A 85,6
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8. Dodatak XXVI
§

entakapon forma A

entakapon forma A + spoj 1 (6% m/m - obogaceni uzorak) 1
entakapon forma A + spoj 2 (6% m/m - obogaceni uzorak)

entakapon forma A + spoj 3 (5% m/m - obogaceni uzorak)

entakapon forma A + spoj 4 (5% m/m - obogaceni uzorak)
entakapon forma A + spoj 5 (6% m/m - obogaceni uzorak)
entakapon forma A + spoj 6 (5% m/m - obogaceni uzorak)
entakapon forma A + spoj 7 (6% m/m - obogaceni uzorak)
entakapon forma A + spoj 8 (5% m/m - obogaceni uzorak)
entakapon forma A + spoj 9 (6% m/m - obogaceni uzorak) ‘
entakapon forma A + spoj 10 (5% m/m - obogaceni uzorak)

entakapon forma A + spoj 11 (5% m/m - obogaceni uzorak) |

Intensity (counts)

40000 4

22500

2Theta (°)

Slika D1. Usporedba difraktograma praha na polikristalnom uzorku izoliranih kristala iz

pokusa utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije forme A.

entakapon forma D |

entakapon forma D + spoj 1 (6% m/m - cijepljenje)
entakapon forma D + spoj 2 (6% m/m - cijepljenje)
entakapon forma D + spoj 3 (5% m/m - cijepljenje)
entakapon forma D + spoj 4 (5% m/m - cijepljenje)
entakapon forma D + spoj 5 (5% m/m - cijepljenje)
entakapon forma D + spoj 6 (5% m/m - cijepljenje)
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Slika D2. Usporedba difraktograma praha na polikristalnom uzorku izoliranih kristala iz

pokusa utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije forme D.
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Slika D4. Usporedba difraktograma praha na polikristalnom uzorku izoliranih kristala iz

pokusa utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije forme E.
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Slika D5. Usporedba difraktograma praha na polikristalnom uzorku izoliranih kristala iz

pokusa utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije forme a.
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Slika D6. Usporedba difraktograma praha na polikristalnom uzorku izoliranih kristala iz

pokusa utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije forme 3.
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Slika D7. Usporedba difraktograma praha na polikristalnom uzorku izoliranih kristala iz

pokusa utjecaja oneciS¢enja na ishod kristalizacije forme 6.
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Slika D8. Usporedba difraktograma praha na polikristalnom uzorku izoliranih kristala iz

pokusa utjecaja onecisS¢enja na ishod kristalizacije forme .
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Slika D11. IR spektar spoja 1 (ATR).
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Slika D12. UHPLC kromatogram spoja 1.
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Slika D14. '"H NMR spektar spoja 2 (DMSO-d6).
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Slika D15. 3C NMR spektar spoja 2 (DMSO-d6).

0,951+vV-D17-2 /MW\\V f\}
0,90 A Mn T ﬂ

et A

0,85 Vﬁ’v\\ /VV il

\ /

0,75

o ' PI I

JD?G‘A

0,70+

440+

0,65

0,60

213
2939
2937
2867
e ——
T T T ——
[ e —
-
e
1432 ————————
i s
=
S
—
P g
e
P —
.
=
P

Reflectance

0,551 g

_1400\

1369 -
l25ﬂ{L_

0,50

0,451

0,40

0,35/

0,30/

1685
—_
1548
1337%
10—
749

10467

025:

1231°

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
‘Wavenumbers (cm-1)

Slika D16. IR spektar spoja 2 (ATR).
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Slika D17. UHPLC kromatogram spoja 2.
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Slika D20. '3C NMR spektar spoja 3 (DMSO-d6).
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Slika D21. IR spektar spoja 3 (ATR).
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Slika D24. '"H NMR spektar spoja 4 (DMSO-d6).
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Slika D26. IR spektar spoja 4 (ATR).
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Slika D27. UHPLC kromatogram spoja 4.
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Slika D28. DSC spoja 4.
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Slika D29. '"H NMR spektar spoja 5 (DMSO-d6).
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Slika D30. '3C NMR spektar spoja 5 (DMSO-d6).
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Slika D31. IR spektar spoja 5 (ATR).
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Slika D32. UHPLC kromatogram spoja 5.
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Slika D34. '"H NMR spektar spoja 6 (DMSO-d6).
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Slika D35. '3C NMR spektar spoja 6 (DMSO-d6).
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Slika D36. IR spektar spoja 6 (ATR).
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Slika D37. UHPLC kromatogram spoja 6.
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Slika D38. DSC spoja 6.
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Slika D39. "H NMR spektar spoja 7 (DMSO-d6).
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Slika D40. '3C NMR spektar spoja 7 (DMSO-d6).
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Slika D41. IR spektar spoja 7 (ATR).
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Slika D42. UHPLC kromatogram spoja 7.
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Slika D44. '"H NMR spektar spoja 8 (DMSO-d6).

Vitomir Vusak Doktorska disertacija



§ 8. Dodatak

XLvII

Spoj 8

! I T T T [T [T I T T T [ T [ I
PPM 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

Slika D45. 3C NMR spektar spoja 8 (DMSO-d6).
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Slika D46. IR spektar spoja 8 (ATR).
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Slika D49. '"H NMR spektar spoja 9 (DMSO-d6).
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Slika D50. '3C NMR spektar spoja 9 (DMSO-d6).
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Slika D52. UHPLC kromatogram spoja 9.
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Slika D54. '"H NMR spektar spoja 10 (DMSO-d6).
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Slika D55. '3C NMR spektar spoja 10 (DMSO-d6).
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Slika D56. IR spektar spoja 10 (ATR).
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Slika D57. UHPLC kromatogram spoja 10.
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Slika D58. DSC spoja 10.
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Slika D60. '3C NMR spektar spoja 11 (DMSO-d6).
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Slika D61. IR spektar spoja 11 (ATR).
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Slika D64. '"H NMR spektar spoja 12 (DMSO-d6).
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Slika D65. '3C NMR spektar spoja 12 (DMSO-d6).
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Slika D66. IR spektar spoja 12 (ATR).
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Slika D67. UHPLC kromatogram spoja 12.
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Slika D70. TG forme A entakapona.

Vitomir Vusak

Doktorska disertacija



§ 8. Dodatak LXI

6
4 4
2 - Enthalpy (normalized): 82,023 J/g
s Onset x: 158,36 °C
g
=
o
5 0- 4 } r
(9
N
©
g 1
o
£
z 2-
5 |
w
®
[
T |
-4
Peak temperature: 159,64 °C
-6 -
-8 T — S R i —
0 50 100 150 200 250 300
Exo Up Temperature T (°C)
Slika D71. DSC forme D entakapona.
110
100
90 |
9
=
5
[
H
80 -|
70 -
60 T T T T T T T T T T T T T T T T T

0 50 100 150 200 250 300
Temperature T (°C)

Slika D72. TG forme D entakapona.
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Slika D74. TG forme E entakapona.
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Slika D76. TG forme o entakapona.
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§ 9. Zivotopis LXVII

§9. ZIVOTOPIS

Roden sam 28. studenog 1984. godine u Zagrebu gdje sam pohadao osnovnu Skolu Jabukovac,
a potom X. gimnaziju, prirodoslovno-matematicki smjer. Prirodoslovno-matematicki fakultet
SveucilisSta u Zagrebu, Kemijski odsjek, smjer dipl. inz. kemije, upisao sam 2003. godine.
Diplomski rad pod naslovom ,,Kristalizacija vanadijevog(IV) i Zeljezovog(IlI) kloro i bromo
derivata inzulina® izradio sam u laboratoriju Zavoda za anorgansku kemiju pod mentorstvom
doc. dr. sc. Biserke Prugovecki i neposrednim vodstvom dr. sc. Ivice Pilovi¢a. Diplomirao sam
u srpnju 2009. godine.

Po zavrSetku studija, u listopadu 2009. godine, zaposlen sam u PLIVA-i u odjelu
Istrazivanje i Razvoj odjel Kemije na radnom mjestu Suradnika u razvoju. Nakon godinu dana
rada prelazim u odjel Unapredenje tehnoloSkih procesa i podrska proizvodnji (UTPPP). U
svibnju 2015. godine prelazim na mjesto Viseg kemicara u odjelu Kemije te sam u travnju 2019.
promoviran u Vodeéeg kemicara. U srpnju 2021. promoviran sam u Voditelja grupe u odjelu
Kemije gdje dobivam odgovornost vodenja projekata u vidu razvoja novih procesa priprave
aktivnih farmaceutskih supstanci gdje se intenzivno bavim razvojem i uve¢anjem kontinuiranih
procesa.

Doktorsku disertaciju sam izradio u laboratoriju odjela Kemije, Istrazivanje i razvoj, Teva
api Kemija, PLIVA Hrvatska d.o.0. pod mentorstvom prof. dr. sc. Ernesta Mestrovica.
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znanstvena rada te 2 patenta.
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