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§ Sazetak vi

§ Sazetak

Spektroskopija NMR u ¢vrstom stanju napredna je analiticka tehnika koja se pokazala izuzetno
korisnom za Siroku farmaceutsku primjenu. Spektar dobiven spektroskopijom NMR jedinstven
je za svaku tvar i u tome lezi njena vaznost. Ova je tehnika neinvazivna, §to znaci da je za
analizu dovoljna mala koli¢ina uzorka koja ¢e biti oCuvana i nakon snimanja NMR spektara.
Interakcije koje su prisutne u spektroskopiji NMR u ¢évrstom stanju (SSNMR) su dipolne,
kvadrupolne, spin-spin i Zeemanove interakcije, te anizotropija kemijskog pomaka. U
spektrima NMR vodenih otopina rijetko kada se daju uociti ucinci anizotropije kemijskog
pomaka i sprezanja dipol-dipol te stoga ne predstavljaju znacajan problem. Zbog prisutnih
interakcija, signali koji se dobiju snimanjem spektra NMR tvari u ¢vrstom stanju su Siroki 1
imaju rezoluciju znacajno losiju od one tvari u otopini. Postoji nekoliko tehnika za poboljSanje
rezolucije, medu kojima se isticu vrtnja pod magi¢nim kutem (MAS) 1 krizna polarizacija kao
najbitnije.

Spektroskopija NMR u ¢vrstom stanju je u farmaceutskoj industriji prvenstveno pronasla
svoju primjenu u izu€avanju polimorfa i pseudopolimorfa u kombinaciji sa spektroskopijom
IR, termalnom analizom, opti¢kom mikroskopijom i rendgenskim kristalografskim tehnikama.
Takoder, za razliku od vecine spektroskopskih i difrakcijskih tehnika, moze se koristiti za
kalibraciju kvantifikacije drugim metodama. Jo$ jedna izuzetno bitna primjena metoda SSNMR
je proucavanje interakcija izmedu aktivnih sastojaka i polimera koji sainjavaju lijek, te

razlikovanje tautomera.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije ¢vrstog stanja (SSNMR) metoda je za
odredivanje kemijske strukture, 3D strukture i dinamike krutih i polukrutih tvari na atomskoj
razini te je stoga mocan i svestran spektroskopski alat u analizi farmaceutskih
materijala. Neinvazivna priroda ove tehnike Cini je prikladnom za analizu mnogobrojnih
farmacutskih pripravaka, te dobiveni podatci na makroskopskoj i mikroskopskoj razini pruzaju
uvid u fizi¢ka i kemijska svojstva i stabilnost komponenti lijekova.

Poznavanje kemijskih, fizickih, biofizi€kih i mehanickih svojstava aktivnih i pomo¢nih
sastojaka farmaceutskih tvari izuzetno je bitno za razvoj i proizvodnju lijekova. Razumijevanje
svojstava koja utjeCu na ucinak ili aktivnost sastojaka je jedan od najbitnijih zadataka u
farmaceutskoj znanosti. Stoga su glavne uloge analiticke kemije u razvoju lijekova
identifikacija, kvantifikacija, razlikovanje polimorfnih oblika tvari u lijekovima te istrazivanje
interakcija aktivnih komponenti lijekova sa polimerima, kao i prou¢avanje mehanizma isporuke
lijeka.

Interakcije spina jezgre te u¢inci magnetskih polja i radiofrekvencijskih pulseva na spinove
jezgri isti su u NMR-u ¢vrstog stanja i u otopini. Medutim, zbog ovisnosti o orijentaciji
interakcija spinova jezgri u ¢vrstom stanju, vec¢ina spektara NMR visoke rezolucije u ¢vrstom
stanju dobiva se vrtnjom uzorka pod tzv. magi¢nim kutom (Magic Angle Spinning, MAS), ¢ija
je zadaca prvenstveno otkloniti u€inke anizotropije kemijskog pomaka i pomoc¢i pri uklanjanju
ucinka heteronuklearnog i homonuklearnog dipolnog sprezanja. Nakon vrtnje pod magi¢nim
kutom, tehnika temeljena na kriznoj polarizaciji je iduca najceSce koriStena tehnika u
spektroskopiji NMR c¢vrstog stanja. Inace se koristi kako bi pomogla pri snimanju spektara
uzoraka u kojima postoji vrlo mala vjerojatnost da ¢e biti vise od jednog magnetski aktivnog
atoma u molekuli.

Spektroskopijom NMR &vrstog stanja mogu se snimati spektri jezgri tH, °C, 1°F, *N koje
su uvelike prisutne u brojnim ljekovitim tvarima i farmaceutskim pomo¢nim tvarima i ¢est su
izbor spinova za snimanje spektroskopijom NMR. Ova metoda pokazala je sljede¢e moguénosti

analize farmaceutskih materijala. Prije svega, tehnika je inherentno kvantitativna, za razliku od
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§ 1. Uvod 2

vecine spektroskopskih i difrakcijskih tehnika. 1z tog razloga, Cesto se koristi za kalibraciju
kvantifikacije drugim metodama. Takoder moze pouzdano razlikovati polimorfe aktivnih
sastojaka lijekova, kristalnih i amorfnih oblika ljekovitih supstanci i pomo¢nih tvari u slozenim
formulacijama na temelju njihovih strukturnih, kemijskih i spektroskopskih razlika. Nadalje,
moze razjasniti molekulske strukture i interakcije farmaceutskih materijala na atomskoj razini,
a molekulska gibanja u trajanju od pikosekunde do sekunde. Na kraju, jako je prakti¢no §to ova
analiti¢ka tehnika ne zahtijeva obradu uzorka prije analize.

Ovim zavr$nim radom nastojao se prikazati cjelovit pregled mogucnosti koristenja
spektroskopije NMR u ¢vrstom stanju u farmaceutskoj industriji te metoda za dobivanje boljih

rezultata ovom tehnikom, kao i mogucih nedostataka prilikom provedbe tog postupka.
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§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Farmaceutska primjena spektroskopije NMR ¢vrstog stanja

2.1.1. Razvoj tehnike spektroskopije NMR cvrstog stanja

Spektroskopija NMR ¢vrstog stanja analiticka je tehnika sa raznovrsnom primjenom u
istrazivanjima i razvoju farmaceutskih tvari. Za uspjesan razvoj formulacije lijeka potrebne su
informacije o slozenom medudjelovanju sastojaka, njihovoj stabilnosti i bioraspolozivosti,
kao i odabir odgovarajuc¢eg nac¢ina mehanicke obrade. Glavne funkcije analitickih tehnika u
razvoju farmaceutskih tvari ¢esto ukljucuju identifikaciju, kvantifikaciju i istrazivanje
svojstava farmaceutskih materijala na makroskopskoj i mikroskopskoj razini. Primjerice,
polimorfni oblici ljekovitih tvari i viSekomponentni lijekovi zahtijevaju analiticke tehnike
koje mogu razlikovati te kvantificirati razne kemijske sastojke u njihovim kristalini¢nim i
amorfnim oblicima. Stovise, mehani¢ko razumijevanje formulacija lijekova putem
razumijevanja molekulske strukture i interakcija u pripravku u ¢vrstom stanju moze pruziti
temeljne smjernice za razvoj lijekova, pri cemu je problem nedostatak alata visoke

razluéivosti.

S Lijekovite tvari Lijekovi
Istrazivanje

; :
razvoj Osnovno N Predklinicki Postmarketinski
lijekova istrazivanje / razvoj razvoj

Mehanizam

Fizicka kemij:

djelovanja
| lijeka

= Interakcija membranskih proteina i lijgka = Identifikacija i kvantifikacija polimorfa
- Odredivanje strukture lijeka - Procjena nestabilnosti uzrokovane nacinom obrade
- Promjene strukture tijekom mehanizma djelovanja lijeka

Slika 1. Uloge spektroskopije NMR ¢évrstog stanja kao napredne analiticke tehnike u
farmaceutskoj industriji
U spektroskopiji NMR ¢vrstog stanja uzorci su najcesce u obliku praha, §to znaci da
se sastoje od mnogobrojnih nasumicno orijentiranih kristala. Interakcije koje su prisutne u
spektroskopiji NMR u ¢évrstom stanju su dipolne, kvadrupolne, spin-spin i Zeemanove

interakcije, te anizotropija kemijskog pomaka. Rezultat ovih interakcija jesu Siroke linije koje
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§ 2. Prikaz odabrane teme 4

se dobiju snimanjem spektra NMR, te je rezolucija takvog spektra zna¢ajno smanjena u odnosu
na rezoluciju spektra otopine uzorka. U posljednjih se desetak godina uvelike radi na
unaprjedenju spektroskopije NMR ¢vrstog stanja kako bi se postigla veca osjetljivost, ¢ime se
nastoji povecati mogucénosti karakterizacije farmaceutskih tvari. Na primjer, vrtnja uzorka pod
magi¢nim kutom znacajno smanjuje homonuklearne i heteronuklearne interakcije spinova dok
je krizna polarizacija revolucionarna tehnika za povecanje osjetljivosti koja Kkoristi prijenos
polarizacije sa jezgara koje su jako magnetizabilne s velikom Ziromagnetnom konstantom na

jezgre koje imaju malu konstantu.
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Homogeno mijesanje

Mijesanje kopolimera jieka i polimera Homogeno mijesanje do 100 nm

Metode temeljene \ \

na relaksaciji Mjerenje Ty i Ty, Spin difuzijska metoda

i spinskoj - " S v

difuziji Postava peptidnih lijekova  Agregacija peptidnih/

u lipidnu membranu proteinskih lijekova
5 Biofizicka \ \

Pocetak B ot Polimorti aktivnih
upotrebe mmZ\.Sm u I komponenti lijekova Formulacia lijiekova
farmaceutskoj \ P
industriji DNP \
1980s 0s

30 - 150 kHz MAS

Brza vrtnja pod

magi¢nim kutom / / /

Kvantifikacija 'H  Metode "HI"F istrazivanja Metode 2D/3D proucavanja lijekova
amorfnih farmaceutskih
tvari

Materijalna '\ 1p BC, N, N, 70, "°F, #Na, 77Al, Si, *'P, and *Cl, 2D homo-/heteronuklearna korelacija i mjerenje udaljenosti atoma

karakterizacija / / / /
Polimorfija Interakcije molekula ~ Formulacije u ¢vrstom stanju Kristalicne formulacije proteina
farmaceutskih tvari u farmaceutskim
proizvodima

Slika 2. Napredak tehnike spektroskopije NMR u ¢vrstom stanju i primjene u farmaceutskoj

industriji

Zavr$ni rad
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§ 2. Prikaz odabrane teme 6

2.1.2. Vrtnja uzorka pod magicnim kutom (MAS)

U ljekovitim tvarima i proizvodima u ¢vrstoj fazi molekule se orijentiraju nasumicno i

ne vrte se slobodno, §to ¢esto rezultira Sirokim signalima u spektru NMR. To je zbog interakcija
spinova koje ovise o orijentaciji, ukljucuju¢i anizotropiju kemijskog pomaka, dipolnu i
kvadrupolnu spregu. lako dobiveni spektri sadrze brojne informacije o orijentacijama molekula
I njihovom kretanju, gubitak razlu¢ivanja onemogucuje Siru primjenu ove metode. Jedna od
tehnika koja se primjenjuje za dobivanje visokog razluc¢ivanja je vrtnja pod magicnim kutom.

Primarni je zadatak vrtnje pod magi¢nim kutom je uklanjanje efekta anizotropije

kemijskog pomaka. Vrtnja pod magi¢nim kutom takoder se koristi kako bi pomogla pri
uklanjanju efekta heteronuklearnog sprezanja i suzavanju linija koje nastaju kao posljedica
kvadrupolnog sprezanja. U otopini se anizotropija kemijskog pomaka, dipolno sprezanje i ostali
efekti rijetko pojavljuju jer su zbog brzog izotropnog kretanja molekula te interakcije
uprosjeCene na nulu. Vrtnjom uzorka pod magi¢nim kutom nastoji se imitirati kretanje
molekula u otopini. Uzorak, smjesten duz osi z, rotiramo pod kutom 6=54,7 u odnosu na vektor
primijenjenog magnetskog polja [1,4]. Prosjecna ovisnost orijentacije intrakcije nuklearnog

spina, (3cos?0 — 1), prikazuje se izrazom

(3c0s?0 — 1) = %4 (3cos?0r — 1)(3c0s’p — 1). (2.1)

Kutevi B 1 0r prikazani su na slici 3.

Z 0s tenzora
zasjenjenja

Primijenjeno 4
magnetsko
polje
B,

0s rotacije uzorka

Tenzor zasjenjenja
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§ 2. Prikaz odabrane teme 7

Slika 3. Vrtnja uzorka pod magi¢nim kutom. Uzorak rotira oko osi vrtnje pod kutom 0r=54,74
u odnosu na Bo. Tenzor zasjenjenja prikazan je elipsoidom. Kut 0 je kut izmedu Bo i z osi, dok

B predstavlja kut izmedu z osi tenzora zasjenjenja i osi oko koje rotira uzorak.

Potrebno je odrediti brzinu vrtnje pod magi¢nim kutom pri kojoj je signal §to uzi. Brzina
vrtnje treba biti za faktor 3 ili 4 veca u odnosu na anizotropnu interakciju koju se nastoji
ukloniti. Ukoliko je brzina vrtnje nedovoljna, dolazi do pojave signala tzv. spinning sidebands
uz ve¢ prisutnu liniju izotropnog kemijskog pomaka. Linija izotropnog pomaka je jedina linija
koja ostaje konzistentna unato¢ promjeni brzine vrtnje, Sto omogucava njenu identifikaciju.
Nezeljene se linije jednostavno uklone pove¢anjem brzine vrtnje uzorka. Kada uredaj ne moze
dosti¢i dovoljnu brzinu koristi se poseban pulsni slijed, Total Suppression of Spinning
Sidebands (TOSS). Pulsni slijed se sastoji od inicijalnog pulsa od 90° nakon kojeg slijedi niz
pulseva primijenjenih pod kutom od 180°. Inicijalni puls stvara transverzalnu magnetizaciju duz
x osi, dok pulsevi od 180« u pulsnom slijedu rotiraju sve komponente magnetizacije za 180°
oko x osi. Osim §to je moguce na ovaj na¢in ukloniti linije spinning sidebands, moguce ih je
koristiti za prikupljanje detaljnih informacija o anizotropnim interakcijama koje se nastoji
uprosjeciti na nulu vrtnjom pod magi¢nim kutom.

Magic¢ni kut mora biti precizno postavljen kako bi se izbjeglo primjetno prosirenje
linija u spektru. Faktor (3c0s?0 — 1) (jednadzba 2.1.) pri magi¢nom kutu iznosi nula, dok je za
loSe postavljen kut vrtnje razlicit od nula te ¢e spektar sadrzavati proSirene linije umjesto
ostrih. Kako bi bilo moguce precizno odrediti magi¢ni kut, potrebno je da uzorak daje dobar
signal sa mnogo ostrih linija spinning sidebands bez potrebe za rasprezanjem uz umjerenu
brzinu vrtnje. U praksi se magi¢ni kut postavlja tako da se uzorak, koji se vrti frekvencijom
od 3 Hz, podvrgne konvencionalnom pulsnom slijedu. Snimi se nekoliko spektara te se
identificira najjaci, sredi$nji signal. Nakon Fourierove transformacije, kada je spektar u fazi,
postavi se frekvencija tako da je sredisnji signal blizu rezonancije. Kada je magicni kut
uspjesno postavljen moguce je identificirati deset ili viSe spinning sidebands sa svake strane
srediSnjeg signala [4].

Vecina laboratorija sSNMR u farmaceutskim laboratorijima koristi brzinu rotacije 4-15
kHz. Vrtnja pod magi¢nim kutom u takvom rezimu u kombinaciji s *H heteronuklearnim
rasprezanjem sluzi u svrhu rutinske karakterizacije, koja podrazumijeva detekciju jezgri °C,

1N, °F i 3Ip [3]. Posljednjih godina, brzo uzorkovanje podrazumijeva vrtnju od 60 kHz i vise
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§ 2. Prikaz odabrane teme 8

te je komercijalno dostupno. Novije studije pokazale su potencijal ultrabrzog (UF) MAS-a na
frekvenciji ve¢oj od 100 kHz u svrhu farmaceutske karakterizacije, posebno za odredivanje

strukture proteina [2].

2.1.3. Direktna i krizna polarizacija

Unakrsna ili krizna polarizacija , takoder poznata kao proton-pojac¢ana nuklearna indukcijska
spektroskopija, je tehnika nuklearne magnetske rezonancije ¢vrstog stanja (ssNMR) za
prijenos nuklearne magnetizacije iz razliitih tipova jezgri putem heteronuklearnih dipolarnih
interakcija. Nakon vrtnje pod magi¢nim kutom, krizna polarizacija jedna je od najcesce
koriStenih tehnika u spektroskopiji NMR ¢vrstog stanja. Krizna polarizacija dramati¢no
poboljSava kvalitetu vec¢ine spektara dobivenih koriStenjem spektroskopije NMR c¢vrstog
stanja koji ukljucuju jezgre spina Y. Koristi se pri snimanju spektara slabo zastupljenih jezgri,
primjerice 13C . Moze se koristiti kako bi se dobile informacije o udaljenosti izmedu spinova
te za editiranje spektara.

Kada se snimaju spektri slabo zastupljenih jezgri problem predstavljaju omjer broja
signala 1 Suma, koji je je izuzetno los, 1 dugacka relaksacijska vremena slabo zastupljenih
jezgri koja zahtijevaju pauze izmedu snimanja spektra u trajanju reda veli¢ine minute. Pulsni
slijed krizne polarizacije (slika 4.) rjeSava oba navedena problema prijenosom magnetizacije
sa spinova tH, na spinove X, koji su slabo zastupljeni. Kako bi objasnjenje tehnike bilo
jednostavnije, moze se Smatrati da se spinovi jezgri *H i X nalaze se u ravnini koja rotira oko
0si z, koja predstavlja vektor magnetskog polja Bo. Inicijalni puls, prikazan na slici 4, stvara
magnetizaciju duz -y osi. Potom je na obje vrste jezgri primijenjen kontaktni puls koji sluzi

kako bi se stvorena magnetizacija zadrzala na osi -y.

Gea Lukié Zavr$ni rad
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Kontaktni rasprezanje
puls

Kontaktni
puls

Slika 4. Pulsni slijed krizne polarizacije. Postignut je prijenos magnetizacije sa jezgara 'H,
koje su prisutne u velikom broju, na jezgre X djelovanjem dipolnog sprezanja izmedu jezgri
HiX.

Razmatramo dvostruko rotiraju¢u referentnu resetku tako da se pulsevi primijenjeni na
obje vrste spinova ¢ine nepomic¢ni duz y osi tijekom primjene kontaktnog pulsa. Na pocetku
kontaktnog pulsa u ovoj resetci nema polarizacije jezgre X. Dipolna sprega izmedu jezgri 1H i
X ovisi 0 operatorima koji djeluju u smjeru okomitom na kvantizacijsku os spinova. Prema
tome, uéinci tih operatora ne mogu promijeniti neto polarizaciju spina duz kvantizacijske osi,
niti mogu promijeniti neto energiju kombiniranog *H, X spinskog sustava. Dakle, za svaki *H
spin koji se zarotira, X spin se mora zarotirati u suprotnom smjeru, $to bi trebao biti proces za
koji ukupna promjena energije iznosi nula. Kada je ispunjen Hartmann-Hahnov uvjet,
energetski razmaci izmedu rotiraju¢ih okvira H 1 X stanja spina su isti.

Prije provedbe eksperimenta, potrebno je postaviti pokus krizne polarizacije na
standardnom (referentnom) uzorku prije njegove primjene na uzorku od interesa.
Odgovarajuéi standard mora imati dvije jezgre koje ¢e se koristiti u pokusu krizne polarizacije
prisutne u razumnoj koncentraciji i u prostornoj blizini jedna drugoj, kako bi se osigurao
dobar prijenos polarizacije. U idealnom slucaju, brojnija jezgra sa koje se prenosi polarizacija
trebala bi imati razumno kratko relaksacijsko vrijeme tako da se probni spektri mogu brzo
snimiti. Jezgra X na koju se prenosi polarizacija trebala bi dati signale u sli¢nom rasponu
onima koji se o¢ekuju u uzorcima koji se mjere. Ako se u pokusu koristi vrtnja pod magi¢nim

kutom, prvo treba odrediti brzinu vrtnje koja ¢e biti potrebna u eksperimentima s kriznom
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polarizacijom. Vazno je da brzina vrtnje ne bude prebrza s obzirom na dipolne sprege koje
posreduju u polarizacijskom prijenosu ili je u¢inkovitost prijenosa ozbiljno smanjena. Vecina
standardnih pulsnih programa krizne polarizacije na suvremenim spektrometrima takoder
ukljucuje neku vrstu rasprezanja tijekom prikupljanja signala. Sljedeci korak je postavljanje
kanala *H na rezonanciju i mjerenje priblizne duljine pulsa od 90 stupnjeva za vrtnju *H
jezgri. Treba biti samo priblizna jer se kasnije moze bolje utvrditi u eksperimentu krizne
polarizacije, tako da je vrijednost iz prethodnog eksperimenta obi¢no u redu.

Sljedece §to je porebno jest zadovoljiti Hartmann-Hahnov uvjet, prikazan formulom (2.2). [5]

Ys: Bs =711 Bin £ Nn.oor (2.2)

dobro postavljeni uvjeti snimanja kljucni su za uspjeh eksperimenta. Ako su uvjeti dobro
odredeni u standardnom eksperimentu, mogu se koristiti za daljnja mjerenja. [6]

Direktna i krizna (1D) polarizacija Cesto se koriste za kvantifikaciju faznih konverzija i
istrazivanje molekulskih interakcija u lijeku. Krizna polarizacija je izuzetno korisna kada je
potrebno snimiti spektar izotopno obiljezenih proteina, $to zahtijeva prijenos polarizacije sa

jezgri *N na jezgre *°C.

2.2. Strukturna analiza sastojaka farmaceutskih tvari

2.2.1. Fizikalna i kemijska stabilnost ljekovitih pripravaka

Aktivni sastojci ljekovitih tvari mogu postojati u razli€itim ¢vrstim oblicima, ukljucujuéi
kristalicne polimorfne 1 amorfne oblike, solvate, hidrate, 1 soli. Zbog razlika u kemijskim 1
fizikalnim svojstvima, polimorfni oblici mogu se razlikovati po kemijskoj reaktivnosti,
fizikalnoj stabilnosti i topljivosti, §to izravno utjece na stabilnost i bioraspolozivost lijekova [ 7].
Neocekivana transformacija farmaceutskog oblika aktivnog sastojka tijekom razvoja,
proizvodnje, otpreme i skladiStenja lijeka predstavlja znacajan rizik za smanjenje njegove
kvalitete, sigurnosti i ucinkovitosti. Primjer toga je promjena farmaceutskog oblika lijeka
Ritonavira 1998. [8]. Novi, stabilniji kristalini¢ni oblik Ritonavira otkriven je tijekom pripravka
njegove suspenzije. Pojava novog oblika ¢ija je topljivost drasticno manja znacila je povecan
rizik rekristalizacije u otopini za oralnu primjenu. Netopljivost ovog novog oblika znacajno je

smanjila bioraspolozivost $to je na kraju rezultiralo povlacenjem proizvoda s trziSta. Zbog
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vaznosti fazne stabilnosti tvari u farmaceutskim pripravcima, regulatorne agencije izdale su
smjernice o polimorfizmu za razvoj novih lijekova [9]. Tehnika vrtnje pod magi¢nim kutom
pokazuje znacajne prednosti u identifikaciji, kvantifikaciji i istrazivanju stabilnosti oblika
aktivnih sastojaka lijekova zahvaljujuéi njenoj kvantitativnoj prirodi te visokoj osjetljivosti na
kemijske strukture. MozZe se, primjerice, koristiti za identificiranje konverzija kristalnog oblika

u kristalni ili amorfni oblik.

2.2.2. Razlikovanje polimorfa

Problemi koji ukljuc¢uju polimorfizam organskih i farmaceutskih tvari jedan su od bitnih
problema u farmaceutskoj industriji. Metastabilni se oblici ¢esto proizvode 1 koriste, ali nisu
uvijek prepoznati kao takvi. Neo¢ekivani prijelazi i jednog u drugi oblik tvari javljaju se tijekom
obrade i skladiStenja, a ponovljivost proizvodnje mozZe biti problem, daju¢i takozvane nestajuce
polimorfe [10], sto je vitalno kod uspostavljanja i zastite patenata. Sve to znaci da su alati za
prepoznavanje i pracenje polimorfa i solvata itekako potrebni. Spektroskopija NMR ¢vrstog
stanja moze rijesiti razliCite probleme ove prirode, $to potvrduju idudi primjeri.

Na slici 10 prikazani su spektri 3C MAS &etiri bezvodna oblika karbamazepina [11]. Veéina
signala se javlja u uskom rasponu kemijskog pomaka (uzrokujuéi spektralno preklapanje).

Unato¢ tomu, svi spektri su primjetno razli€iti, tako da se NMR moZe koristiti za identifikaciju.
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Slika 5. Spektri **C NMR dobiveni koristenjem tehnika krizne polarizacije i vrtnje pod
magi¢nim kutom (**C CP MAS) razli¢itih polimorfa
karbamazepina. Odozgo prema dolje: trigonalni oblik, P-monoklinski oblik,
C-monoklinski oblik, triklinski oblik.

Slika 6. ilustrira spektar *C cikloheptanon solvata sulfatiazola (11) [12]. Signali koji
proizlaze iz ugradenih molekula otapala mogu se lako razlikovati i moze se pokazati da je

molekulski omjer molekule domacina i otapala 1:1.
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Sulfatiazol: adukt cikloheptanona

*‘JIUL__/\LJ
200 160 ‘ 120 80 ‘ 40
éc (ppm)

Slika 6. Spektri *C NMR dobiveni koristenjem tehnika krizne polarizacije i vrtnje pod
magi¢nim kutom (**C CP MAS) adukta cikloheptanona
sulfatiazola. Signali koje daje cikloheptanonski dio su
oznacen zvjezdicama.

Pomoc¢u NMR u ¢vrstom stanju jednostavno je pratiti fazne prijelaze. Kinetika se takoder
moze lako odrediti u roku od minute do dana (i dulje ako su uzorci odrzavati na relevantnim
temperaturama izvan spektrometra izmedu snimanja). Za brze prijelaze, moze biti tesko
izmjeriti kinetiku, ali u takvim slu¢ajevima postaje lako odrediti prijelazne temperature.

Spektroskopija NMR u ¢vrstom stanju omogucava i detekciju tautomera u polimorfima.
Sporno je pitanje hoce li se razliCiti tautomerni oblici smatrati polimorfima, ali svakako je
njihovo otkrivanje od neke vaznosti. Sustav 2-aminobenzojeve kiseline (111) ukljucuje najmanje
tri oblika. Postavlja se pitanje sadrze li ti oblici neutralne molekule ili zwitterione, na $to 3C
MAS NMR daje direktan odgovor [13], budué¢i da se ocekivani kemijski pomaci uvelike
razlikuju. Dva oblika sadrze samo neutralne molekule, dok tre¢i ima asimetri¢nu jedinicu koja

se sastoji od jedne neutralne molekule i jednog zwitteriona, §to se moze jasno vidjeti sa slike 7.
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Slika 7. Spektri *C NMR dobiveni koristenjem tehnika kriZne polarizacije i vrtnje pod
magi¢nim kutom (**C CP MAS) razli¢itih oblika 2-aminobenzojeve kiseline dobiven pomoc¢u
dipolarnog defaziraju¢eg pulsnog slijeda, tako da su dobiveni samo oni signali koji proizlaze
iz kvaternih ugljika. Jedini¢ne ¢elije ovog polimorfa sadrZe i neutralne molekule i zwitterione.

Signali iz neutralnih molekula oznaceni su otvorenim strelicama;

oni iz zwitteriona oznaceni su zatvorenim strelicamage.

2.2.3. Analiza strukture kristalinicnih i amorfnih oblika sastojaka ljekovitih pripravaka

Osim za identifikaciju faznih promjena, spektroskopija NMR u ¢vrstom stanju je alat
za otkrivanje detaljnih informacija o strukturi tvari. Tzv. kristalografija NMR hibridni je
pristup koji integrira tehniku vrtnje pod magi¢nim kutom s molekulskim modeliranjem,
kvantnim izraCunima i drugim tehnikama, kao $to je PXRD, za predvidanje struktura malih
molekula. Spektroskopija NMR u ¢vrstom stanju omogucuje provjeru valjanosti, usavrsavanje
i odredivanje strukture kristalnih i mikrokristalnih krutina [14,15,16].

Elena i sur. demonstrirali su odredivanje kristalne strukture mikrokristalini¢nih krutina
koriStenjem podataka iz spinske difuzije protona (PSD), koja daje informacije o medusobnoj
udaljenosti dvaju protona, u kombinaciji s molekulskim modeliranjem [14]. Predvidanje

kristalne strukture ab initio integrirano je s eksperimentalnim kemijskim pomacima *H i
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izracunima kemijskih pomaka pomoc¢u metode DFT za odredivanje struktura farmaceutskih
krutina visoke rezolucije [15].

Asignacija kemijskih pomaka u kristalografiji NMR od izuzetne je vaznosti. Harper i
suradnici mjerili su i modelirali toéne tenzore kemijskih pomaka atoma **C i ©*N u krutinama
organskih tvari kako bi odredili njihove kristalne strukture [17,18]. Kemijski pomaci mogu
pomoci pri identifikaciji intermolekulske vodikove veze i razlikovanju statickih i dinamickih
poremecaja u kristalnim tvarima [19]. Osim istrazivanja strukture kristalnih tvari, pakiranje
molekula u amorfnim materijalima podruéje je puno potencijala koje za sada ostaje uglavnom
neistrazeno. Posljednjih godina sve je ¢esce koristenje difrakcijske i vibracijske spektroskopije
za prikupljanje takvih informacija.

Kao jedan od najcesce propisivanih lijekova, levotiroksin pokazuje visoku kemijsku
nestabilnost, Sto je rezultiralo povlacenjem brojnih proizvoda sa trzista. Da bi se istrazila
stabilnost lijeka, strukture levotiroksin natrij pentahidrata (LSP) i levotiroksin natrij
monohidrata (LSM) odredene su difrakcijom rendgenskih zraka na monokristalu [20].
Spektroskopija NMR ¢&vrstog stanja *H i 3C koristena je za istraZivanje strukturne promjene
LSP-a koju izaziva dehidratacija u temperaturnom rasponu od 25 do 80°C pri 0% relativne
vlaznosti. Razli¢it kemijski pomak i cijepanje signala dvaju asimetri¢nih konformera u
kristalnoj resetki LSP-a dokaz su da tijekom procesa dehidratacije dolazi do promjene
konformacije. Strukturni poremecaj nakon gubitka cetiri vezane vode dovodi do nastanka
elektrofilne molekule LSM u kojoj izmedu karboksilnih skupina i atoma natrija nastaje
struktura sli¢na romboidnoj, koja moZe objasniti visoku kemijsku reaktivnost monohidratnog
oblika.

Su i suradnici identificirali su bitne razlike izmedu pakiranja molekula u kristalicnom i
amorfnom obliku posakonazola (POSA) koriStenjem homonuklearne i heteronuklearne
korelacijske spektroskopije 'H, BC i °F i mjerenja atomske udaljenosti *F-C [21].
Interakcija duz glavne osi molekule i antiparalelno pakiranje molekula okomito na glavnu os u
kristalima POSA sazeti su pomocu tehnike vrtnje pod magi¢nim kutom kao §to je prikazano na

slici 8 [21].
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Slika 8. Heteronuklearni korelacijski spektri 2D °F-'H snimljeni pri vrtnji od 60 kHz za
istrazivanje intra- i inter-molekulskih °F-'H kontakata u kristalnoj reetki POSA, $to ukazuje

na antiparalelno i "head to head" pakiranje u kristalnoj resetki POSA [21].

Nadalje, utvrdene su kritiéne medumolekulske udaljenosti u kristalnoj resetki [23]. Utvrdeno
je da je antiparalelno pakiranje dvaju susjednih molekula zadrzano u amorfnoj POSA na slici

9, sto sugerira lokalizirani molekulski red [22].
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3C Kemijski pomak (ppm)

Slika 9. Polarizacijski spektri 1D F-3C potvrduju
nepostojanje pakiranja "head-to-head" u amorfnom posakonazolu [22].
U amorfnom su obliku odsutne interakcije koje povezuju antiparalelne parove u redove sto
rezultira poremecajem strukture, osiguravajuci odrzivi mehanizam amorfizacije materijala kao

$to je prikazano na slici 10.
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Slika 10. Shematska ilustracija mehanizma pretvorbe kristalnog u amorfni oblik,

otkrivenog pomocu spektroskopije NMR u ¢vrstom stanju [22].

2.3. Upotreba spektroskopije NMR u ¢vrstom stanju za kvantifikaciju

Kao $to je poznato, NMR (u otopini i krutini) moze dati informacije o relativnoj
koncentraciji kemijske vrste — ali ako se eksperimentalni uvjeti pazljivo kontroliraju.
Primarni zadatak spektroskopije NMR u ¢vrstom stanju u karakterizaciji farmaceutskih
pripravaka je kvantitativna analiza promjena oblika aktivnih sastojaka lijekova. Budu¢i da
spektroskopija NMR u ¢vrstom stanju moze dati informacije o heterogenim ¢vrstim tvarima,
kvantitativni eksperimenti mogu se provesti na formuliranim sustavima lijekova; u rotore
MAS moguce je umetnuti cijele tablete. Formulacije lijekova mogu Koristiti kristalini¢ne
oblike aktivnih komponenti lijeka, npr. hidrat, dehidrat, sol, ko-kristalne oblike, kao i amorfne
oblike, ovisno o Zeljenoj stabilnosti i bioraspolozivosti. Fazne promjene, ukljucujuci
pretvorbe kristalnog u drugi kristalni ili amorfni oblik, te amorfnog oblika u kristalni ¢esto se
opazaju u proizvodnji lijekova i njihovom skladistenju [29,31].

Postoji velik broj razli¢itih na¢ina izvodenja kvantifikacijskih eksperimenata. Jedan od
najpouzdanijih je koriStenje unutarnjeg standarda, jer se tada mnogi ¢imbenici Koji utje¢u na
apsolutne intenzitete eliminiraju ili barem minimiziraju. Konvencionalne tehnike, ukljuc¢ujuci
PXRD i vibracijsku spektroskopiju dobro se koriste u svrhu kvantifikacije, ali imaju neka
ograni¢enja [27]. Sto se ti¢e difrakcijskih tehnika, svojstva Kristalnih ¢estica, npr. orijentacija

i veli¢ina, mogu utjecati na kvantifikaciju. Primjerice, kada uzorci pokazuju preferiranu
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orijentaciju umjesto nasumi¢nog rasporeda, to bi moglo doprinijeti intenzitetu difrakcije
znacajnije od ostalih usmjerenja buduci da je intenzitet povezan s brojem atoma u odredenoj
ravnini.

U karakterizaciji proizvedenih lijekova, rekristalizacijom aktivnih sastojaka mogu nastati
kristalne Cestice, koje imaju razli¢ite veli¢ine od referentnih uzoraka. Vibracijska
spektroskopija mozda nece pokazati zeljenu rezoluciju za razlikovanje kristalnog i amorfnog
oblika tvari, zbog ¢ega je potrebna opsezna kemometrijska analiza za prepoznavanje malih
promjena i poboljsanje pouzdanosti kvantifikacije [30].

Kao inherentno kvantitativna tehnika, spektroskopija NMR u ¢vrstom stanju ¢esto je
koristena kao alat za odredivanje kalibracijske krivulje za kalorimetriju, difrakciju i
istrazivanja Ramanovom spektroskopijom [26,32,35]. Kvantitativna analiza pomoc¢u
spektroskopije NMR u ¢vrstom stanju moze se opcenito podijeliti u dvije kategorije:
integracijske i referentne metode. Omjer integriranih podrucja signala (u integracijskim
metodama) predstavlja relativnu koli¢inu pojedina¢nih komponenti ako su NMR signali dobro
razluceni [34,35]. Referentni uzorci, ako su dostupni, ¢esto se koriste za kvantifikaciju putem
spektralnog uklapanja (tzv. spectral fitting) koje ukratko podrazumijeva snimanje referentnih
spektara pojedina¢nih komponenti i njihovo dodavanje prilagodavanjem njihovog relativnog
omjera da bi se slagali sa spektrom uzorka od interesa [25]. Spektroskopija NMR ¢vrstog
stanja moze se koristiti za kvantifikaciju jezgri koje su najbrojnije u farmaceutskim
pripravcima, primjerice $3C, tH, 3Cl, 31p i 1°F.

'H ima veliku prirodnu zastupljenost (99,98%) i ziromagnetni omjer, §to &ini ove

su jezgre *H najzastupljenije jezgre u ljekovitim spojevima, njihova kvantifikacija koristenjem
spektroskopije NMR u ¢vrstom stanju je ¢esto neizvediva zbog nedostatka spektralne
rezolucije. Za smanjenje $irine linija signala razvijeno je viSe kvantitativnih tehnika NMR.
Relativno jednostavan mehanizam za pobolj$anje osjetljivosti i rezolucije u spektru *H je
primjena brze vrtnje pod magi¢nim kutom. Rossini I suradnici su pokazali kako se pomocu
tehnike MAS I vrtnji od 50 Hz mozZe provesti kvantifikacija jezgri 1H farmaceutskih
pripravaka u ¢vrstom obliku (tablete). [28].

9F ima 4 puta veéi ziromagnetski omjer i 100 puta veéu prirodnu zastupljenost od *3C,
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dajuci osjetljivost vecu za otprilike tri reda veli¢ine. Atomi fluora postoje u oko 25%
molekula lijekova na trzistu i uglavnom ih nema u farmaceutskim pomoc¢nim tvarima [33].
Stoga spektroskopija NMR u &vrstom stanju jezgri 1°F moze istrazivati lijekove koji sadrze
fluor u maloj koli¢ini bez ometanja drugih komponenti u formulaciji. Jako je korisno
kvantificirati kristalini¢ni i amorfni sadrzaj molekula lijeka koje sadrze °F, a prisutne su u
tragovima [24]. U studiji potaknutih faznih transformacija posakonazola (POSA), Huang i
sur. rabili su tehniku direktne polarizacije jezgri '°F za kvantificiranje amorfnog oblika tvari u
tabletama POSA koristenjem referentne metode kvantifikacije [24]. Sadrzaji 1°F u amorfnom
obliku tvari odredeni spektroskopijom NMR u ¢vrstom stanju pokazali su linearnu korelaciju
s izmjerenim omjerima mase pomocu niza amorfnih i Kristali¢nih smjesa posakonazola, kao

Sto je ilustrirano na slici 11.
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Slika 11. Spektri 1°F dobiveni koristenjem tehnike direktne polarizacije i vrtnje pod magi¢nim
kutom (*°F DP MAS) nekoliko kristalnih i amorfnih smjesa posakonazola s poznatim
tezinskim udjelom amorfnih tvari. Prikazana je analiza linearne regresije s pouzdanosti od
95% [24].
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Granica detekcije (Limit Of Detection) odredena je linearnom regresijskom analizom 1,7%
w/w s razinom pouzdanosti od 95%. Spektroskopija NMR u &vrstom stanju jezgri *°F
pokazala je superiornu osjetljivost u otkrivanju i kvantifikaciji kontaminacije lijekova

fluoropolimerom politetrafluoretilenom u koli¢inama od samo 0,02% [35].
Kvantitativha metoda krizne polarizacije uz vrtnju pod magi¢nim kutom za snimanje

spektara jezgri 3C CP MAS koristi se za kvantifikaciju polimorfa i odredivanje postotka
pretvorbe oblika aktivnih komponenti lijekova. Ovom tehnikom mogu se kvantificirati
relativne koli¢ine polimorfa, hidrata, solvata, soli i amorfnih oblika aktivnih sastojaka u
smjesama [36]. Offerdahl i sur. kvantificirali su koli¢inu kristali¢cnog oblika neotama (forme
A i G) u smjesama sa amorfnom formom, kao §to je prikazano na slici 12, te su istrazili
utjecaj relaksacijskih svojstava na uc¢inkovitost krizne polarizacije polimorfa aktivnih

komponenti lijekova [37].
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Slika 12. Kvantifikacija kristali¢nih oblika neotama A i G u smjesama s amorfnim neotamom
[37].

Autori su pokazali da dinamika krizne polarizacije moze utjecati na intenzitet dobivenog
signala, pa stoga omjer intenziteta tih signala pri nultom vremenu kontakta predstavlja omjer
koli¢ina polimorfa. U ¢vrstim tvarima, primjerice tabletama, polimorfi aktivnih sastojaka
Cesto pokazuju signale odvojene od signala pomo¢nih tvari, §to omogucuje kvantifikaciju
transformacije polimorfa [33,34]. Spektroskopija NMR u évrstom stanju jezgri *3C obi¢no se
primjenjuje za kvantifikaciju faznih prijelaza do kojih dolazi tijekom obrade ljekovitih
proizvoda [38]. Postojanje amorfnog sadrzaja proizvedenog tijekom farmaceutske obrade i
proizvodnje kristali¢ne tvari takoder se moze kvantificirati pomoc¢u spektroskopije *C NMR

u ¢vrstom stanju.

Prisutnost jezgri koje su specifi¢ne za aktivni sastojak nekog lijeka, primjerice 3P i
%Cl, otvara dodatne moguénosti za kvantifikaciju pomoéu spektroskopije NMR u &vrstom
stanju. 1zotop 3P je 100% zastupljen u uzorku i ima receptivnost gotovo &etiri puta veéu od
one BC. Koristen je 3P ssNMR za kvantifikaciju amorfnog i kristalnog sadrzaja API MK-A,
spoja koji sadrzi fosfor i koristi se za validaciju kvantitativne metode Ramanove

spektroskopije [39].
Naspram tome, pokazano je da je tehnika 3°CI ssNMR korisna za identifikaciju

ljekovitih tvari koje sadrZe klor, kao i za karakterizaciju konverzije ionske soli aktivnog
sastojka lijeka u neutralni oblik-proces poznat kao disproporcioniranje [41]. %Cl je
kvadrupolarna jezgra (I = 3/2), a *CI NMR spektri (tvari u &vrstom stanju) obi¢no imaju
siroke signale zbog anizotropnih i kvadrupolnih interakcija. Hirsh i sur. primijenili su tehniku
1D **CI NMR za kvantifikaciju disproporcioniranja soli HCI u obliku PiogHClI, kao $to je
prikazano na slici 13 [40]. Ovaj rad predstavlja prvu primjenu kvantifikacije pomocu

spektroskopije NMR &vrstog stanja jezgri *°Cl.
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Slika 13. Spektri CI NMR ¢iste soli pioglitazona HC1 (PIO-HCI) u stati¢kim uvjetima
uzorka (crvena i plava) i odgovarajuca analiticka simulacija (zeleno). Graficki prikaz P1O-
HCI w/w % odreden spektroskopijom NMR u ¢vrstom stanju u odnosu na tezinski postotak

po masi [40].
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