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Vyvoj procesnich analytickych technologii se neustale posouva a dnes jiz umoznuje kombinovat n¢kolik technik do
jedné métici sondy. V této praci jsme porovnali in-line data z FBRM sondy a sondy EasyViewer s off-line analyzami.
Rekrystalizace intermediatu se ukazala byt citliva na délku domichéani, s ¢asem dochazelo k rozbijeni krystalického materialu
a k prodluzovani nasledné filtrace. U krystalizace finalni API latky jsme potvrdili spravné nastaveni krystaliza¢nich
parametr(, které umoznily izolaci materidlu s monomodalni distribuci ¢astic.
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Uvod

Krystalizace je vyznamnou jednotkovou operaci ve
farmaceutickém primyslu, kde slouzi nejenom k izolaci
a Cisténi finalniho produktu, ale, zejména v poslednich
letech, také k pfipravé materialu o pozadovanych fyzikalné
chemickych vlastnostech' jako napf. velikost &astic, tvar
krystalu (napf. jehlicovité krystalky se nehodi pro pfipravu
latek pouzivajicich se jako nosni spreje), material o speci-
fické plose povrchu & polymorfni forma®. V poslednich
letech roste dulezitost krystalizace, protoze se zvySuji na-
roky na Cistotu, fyzikalné chemické vlastnosti krystalické-
ho materidlu, syntetizuji se komplikovanéjsi molekuly
a duraz je kladen také na opakovatelnost atributl izolova-
ného materialu b&hem vyvoje a nasledné vyroby’. Dilezité
z pohledu krystalizace jsou také jednotlivé intermediaty pti
syntéze aktivnich farmaceutickych latek (API), pfedevsim
jejich necistotni profil a chovani pii naslednych operacich,
jako je filtrace a sugeni®. Se vzriistajicimi pozadavky za-
kaznikti a kontrolnich ufadd na kvalitu nejen finalniho
materialu se zlepSuji in-line metody pro sledovani krystali-
zace bez nutnosti odbdru vzork b&hem procesu’. Rychlé
porozuméni, jak jednotlivé parametry ovliviiuji proces
krystalizace, je dilezité pro rychly a usp&$ny vyvoj.
K tomu ndm pomaéhaji stile vice se rozvijejici procesni
analytické technologie (PAT)’. PAT systémy slouZi
k analyze a monitorovani procesu v realném case s cilem
zajistit kvalitu findlniho produktu. PAT nebo-li in situ
analyzy jsou hojné& pouzivany ve farmacii® od vyvoje az po
vyrobu a patii sem napiiklad kontinuadlni méfeni pH,
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in situ spektroskopie’™’, PVM sonda'’, ktera poskytuje
mikroskopické snimky nebo FBRM sonda’'?, ktera zazna-
menava distribuci velikosti ¢astic.

Proces krystalizace mtizeme kontrolovat vizualng, off-
line nebo in-line. Vizualni kontrola pribéhu krystalizace je
velmi nedokonaly zplsob kontroly. Jsme schopni postich-
nout napf. pocatek nukleace (i kdyz oko je velmi nedoko-
naly nastroj) a v dnesni dob¢ je to témer nemozny zplisob
kontroly. Snad jedinou vyhodou je, Ze nepotiebujeme
zadné analytické pfistroje. Off-line techniky ndm o vyvoji
krystalizace prozradi vice, ale je potfeba v prub&hu experi-
mentu odebirat vzorky, které musi byt ¢aste¢né upraveny
(napt. ususeny) tak, aby byly vhodné pro analyzu. Tyto
operace mohou zpusobit zmény ve zkoumaném materialu
a poskytnout nam tak mylny vysledek''. Off-line analyzy
kolegti. In-line monitoring poskytuje soucasné nejvice
informaci o procesu v realném Case bez nutnosti vzorko-
véani. Sondy (Ramanova®, FTIR’, PVM'®, FBRM"'%) lze
pouzit od laboratornich reaktorti az po vyrobni méfitko.
Sledovani procesu krystalizace in situ a in-line pfimo uka-
zuje, jak jednotlivé zmény procesnich parametrl ovliviiuji
samotnou krystalizaci. Dfive platilo, jedna sonda rovna se
jedna analytickd technika. Abychom ziskali informace
o distribuci ¢astic, jejich morfologii, polymorfni formé
a ménici se koncentraci béhem krystalizace, bylo nutné do
reaktoru umistit ¢tyfi sondy’. Takovéto uspoiadani by
meélo velky vliv na hydrodynamické a kinetické vlastnosti
krystaliza¢niho experimentu, nemluvé o cenové narocnos-
ti. Technologicky pokrok umoziiuje kombinovat vice ana-
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Iytickych technik (mikroskopie, PSD, Ramanova spektros-
kopie) do jedné méfici sondy, kterd poskytuje komplexni
data o zkoumaném procesu’.

V této praci jsme porovnavali data ziskana off-line
analyzami, FBRM sondou, kterd monitoruje pocet Castic
a jejich distribuci méfenim tétivové délky, a data ze son-
dy EasyViewer, ktera navic poskytuje mikroskopické
snimky o vysokém rozliSeni a méfi turbiditu, distribuce
Castic vychazi z obrazové analyzy. Krystalizovanymi lat-
kami byly dv¢ heterocyklické slouceniny. U latky 4, kterd
je intermedidtem pii vyrobé¢ latky B, byla problematicka
filtrace béhem procesu ,,scaling-up* do vyrobniho méfitka,
proto bylo nezbytné spravné pochopit a optimalizovat
rekrystalizaci. Latka B je API, proto bylo tfeba béhem
vyvoje procesu krystalizace co nejlépe a nejrychleji po-
chopit vliv jednotlivych parametri na izolovany material.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie a pfistroje

Latka 4, latka B, obé& latky jsou heterocyklické slou-
¢eniny bazického charakteru, a mravencan latky B byly
pfipraveny in-house. Dimethylformamid (DMF), dime-
thylsulfoxid (DMSO), ethanol (EtOH) a vodny roztok
amoniaku (25% v/v) byly zakoupeny od firmy Sigma-
Aldrich. Experimenty byly provedeny ve 100 ml reaktoru
EasyMax 102 (Mettler Toledo) a monitorovany sondou
EasyViewer 100 (Mettler Toledo) nebo FBRM sodnou
(Mettler Toledo). SEM snimky byly potfizeny pomoci mi-
kroskopu TM 3030 Plus (Hitachi).

Rekrystalizace latky 4

Latka A4 (4 g) byla rozpusténa ve 28 ml DMF zahta-
tim na 55 °C, vznikly roztok byl ochlazen na 25 °C béhem
30 min a naockovan suspenzi latky 4 v EtOH (3 hm.%).
Suspenze byla michana po dobu 30 min pfi teploté 25 °C.
Nasledné byl béhem 15 min ptfidan EtOH (80 ml) jako

pocet ¢astic
]

" tativova délka (um)
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antisolvent, vznikla suspenze byla michana 4 hodiny. Vy-
krystalovany material byl odfiltrovan, promyt EtOH
a susen po dobu 8 h pii 45 °C pod proudem dusiku. Celko-
vy vytézek rekrystalizace byl 90 %.

Reak¢ni krystalizace latky B

Formiat latky B (4 g) byl suspendovan v 8 ml DMSO
a 8 ml EtOH, suspenze byla zahtata na 30 °C a pak byl
ptidan 25% v/v vodny roztok amoniaku (1,05 eq.). Vznik-
ly roztok byl naockovdn suspenzi latky B v EtOH
(3 hm.%). Okamzité¢ po naockovani byl do suspenze pfi-
dan EtOH (70 ml) b&hem 30 min. Vznikld suspenze byla
30 min michéana pti 30 °C a déle ochlazena na 3 °C béhem
2 h. Izolovany material byl promyt EtOH a susen po dobu
8 h pii 45 °C pod proudem dusiku. Celkovy vytézek krys-
talizace byl 75 %.

Vysledky a diskuse
Rekrystalizace latky 4

Pribéh rekrystalizace latky A jsme sledovali pomoci
FBRM sondy a sondou EasyViewer. Cilem bylo porovnat
jednotlivé trendy velikosti c¢astic snimané sondami
a optimalizovat proces tak, abychom =zlepsili filtrovatel-
nost materidlu. Doba filtrace v poloprovoznim méfitku
byla az 12 h a ve vyrob¢ by se Cas jesté vice prodlouzil.
Data zFBRM sondy jsou na obr.1. Prvni kiivka
(teckovana) odpovida distribuci ¢astic v suspenzi po pfi-
davku EtOH. V suspenzi je Siroka distribuce velikosti
Castic od tfadové mikronovych az po cCastice/aglomeraty
o velikosti okolo 100 um. Béhem 30 min michani po pti-
davku antisolventu je vidét maly nartst drobngjSich ¢éstic
vrozmezi 2—40 um. Velkd zména ptichazi s ochlazenim
suspenze na 2 °C, kdy teplotni chladici profil trval 2 h
a v suspenzi jsou prevazné éastice o velikosti do 50 um.
K dalsimu zvétSovani drobnych c¢astic dochéazi po celou
dobu domichani a na konci experimentu je v suspenzi
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Obr. 1. Distribuce velikosti ¢astic béhem rekrystalizace latky 4; po pridavku antisolventu — teckovang, po vychlazeni na 2 °C — ¢arko-
vang, pred filtraci — plna ¢ara, z FBRM sondy (vlevo) a ze sondy EasyViewer (vpravo)
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jesté vyznamné vétsi podil ¢astic do 50 pm. Na zakladé
téchto dat mizeme usuzovat, ze béhem pridavku EtOH
dochazi jak kristu krystalujiciho materidlu, tak k jeho
aglomeraci. Béhem chlazeni dochazi k rozbijeni dfive
vzniklych aglomerati michanim, otérem, narazy o stény
krystalizatoru a vzajemnou kolizi aglomerata.

Stejnd rekrystalizace byla monitorovana sondou
EasyViewer, kterda ma v sob& navic mikroskop s vysokym
rozlisenim. Po pfidani EtOH jsou distribucni kiivky jak
uFBRM, tak u sondy EasyViewer prakticky totozné
(obr. 1). Prvni odlisnost sledujeme u distribu¢ni kiivky po
domichani (te¢kovang). V piipad€ sondy EasyViewer vidi-
me velky narust vétsich ¢astic 40-100 pm. Béhem chladi-
ciho teplotniho profilu jsou trendy zaznamenané sondami
podobngéjsi. Vidime bimodalni distribuci velikosti castic
a v suspenzi je znacny podil malych astic (v jednotkach
mikrometr(l). S ¢asem se tento trend jeSté vice umocnuje
a klesa zastoupeni vétsSich Castic stejn¢ jako u FBRM son-
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dy. Diky tomu, ze mame k dispozici po celou dobu experi-
mentu mikroskopické snimky o vysokém rozliSeni, vidi-
me, ze na zacatku rekrystalizace jsou v suspenzi aglome-
raty o velikosti okolo 100 um (obr. 2). S chlazenim a pro-
dluzujici se dobou michani dochézi k jejich rozbijeni na
drobné krystalky, které v dalsi fazi zpomaluji filtraci
(obr. 2). Jak je vidét zobr. 1, stfedni velikost Castic ve
sledované suspenzi se zacind zmenSovat po piidavku
EtOH, podobny trend vykazuji i ¢astice vétsi nez 300 pm.
Naopak celkovy pocet ¢astic v systému roste. Z informaci,
které nam poskytlo jedno meéfeni sondou EasyViewer,
vime, Ze suspenzi je tieba zfiltrovat co nejdiive po pfidani
antisolventu. Zabranime tim naslednému rozbiti aglomera-
th a tim urychlime cely krystaliza¢ni proces. Ten byl na-
konec zkracen z pivodni délky 24 hodin na 8 hodin, byl
vynechan teplotni chladici profil a domichani krystalické-
ho materialu pfi nizsi teploté. Vyznamné se zkratil také
Cas samotné filtrace z 12 hodin na 30 minut. Z méfeni

Microns

Obr. 2. Porovnani snimki SEM (vlevo) a snimki ze sondy EasyViewer (vpravo) z rekrystalizace latky A4 po pridavku antisolventu

(nahofe) a pred izolaci (dole)
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turbidity vyplyva, Ze chlazeni dale nesniZuje rozpustnost,
tudiz ani neovliviiuje vytézek.

Reaként krystalizace latky B

Ve druhém piipadé byla sledovana reak¢ni krystaliza-
ce latky B. Krystalizace byla monitorovana jak FBRM
sondou, tak také sondou EasyViewer. Cilem bylo zjistit,
zda je proces spravné nastaven nebo je mozné ho dale
optimalizovat. Z méfeni sondou FBRM vidime, ze po
naockovani jsou v suspenzi ¢astice do 10 pm a nepatrny
podil vétsich castic/aglomerati. Na zméné distribuce po

pocet &astic

1 ® we
tétivova délka (um)
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pridavku antisolventu se bud’ uplatiiuje rist krystald nebo
dochazi k aglomeraci a sekundarni nukleaci. Na konci
experimentu pired filtraci ma systém podle FBRM sondy
Siroké PSD od jednotek mikrometrt az po 100 um
(obr. 3).

Vice informaci poskytlo méteni sondou EasyViewer.
Na zacatku experimentu po naockovani mame monomo-
dalni distribuci Castic (obr. 3). Béhem chlazeni a nasledné-
ho domichani se distribuce posouva doprava k vétsim
Casticim, systém zacina aglomerovat. V malé mife dochazi
k sekundarni nukleaci. Krystaly vzniklé sekundarni nukle-
aci se Iépe projevi na inverzné vazenych distribucich, kte-
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Obr. 3. Distribuce velikosti ¢astic béhem krystalizace latky B; po naockovani — te¢kovang, po pfidavku antisolventu — ¢arkované, pred
filtraci — plna ¢ara, z FBRM sondy (vlevo) a ze sondy EasyViewer (vpravo)

aglomeraty (>300, um) 1250

200 1000
03
©
1% 75 %
stredni velikost ¢astic o
£ 02 &
= 2
~
100 = 500
S =2
g Q.
X — nd
¥ turbidita o
? 0.1
50— 2%
0 0 0
01.0000 020000 030000 04.00.00 05:00.00 06.00.00

¢as (hod.)

Obr. 4. Zaznam trendi béhem krystalizace latky B ze sondy EasyViewer
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Obr. 5. Porovnani mikroskopickych snimkii ze sondy EasyViewer po nao¢kovani (vlevo), pred izolaci (uprostied) a SEM snimek

izolované latky B (vpravo)

ré davaji vétsi vahu menSim Casticim. Sledované trendy
jako turbidita, ¢astice vétsi nez 300 pm, Castice mensi nez
25 um a stiedni velikost ¢astic, se zacinaji vyznamné meé-
nit zhruba v poloviné chlazeni pii teploté cca 15 °C
(obr. 4). Turbidita zacina klesat, v systému roste pocet
aglomerat (Castice vetsi nez 300 um), zaroven klesa po-
et Castic mensich nez 25 pm a stiedni velikost ¢astic mir-
n¢ roste. Z tohoto je jasné, ze primarn¢ vzniklé krystaly
aglomeruji atvoii agregaty o velikosti okolo 100 um
(obr. 5). Béhem samotného domichani velmi mirné klesa
celkovy pocet Castic a také turbidita. V systému dochazi
pfevazné k aglomeraci a sekundarni nukleace je prakticky
nulova. Izolace by tak méla prob&hnout co nejrychleji po
vychlazeni. Domichéni nema vliv na vytézek a potlac¢ime
dalsi agregaci, ktera by mohla vést k bimodalni distribuci
¢astic a komplikovat naslednou mikronizaci.

Zavér

V této praci jsme ukazali vyhody in-line PAT systé-
mi, konkrétné¢ FBRM sondy a sondy EasyViewer, kterymi
jsme monitorovali dvé krystalizace heterocyklickych 1a-
tek. Z méfeni jednotlivych trendl jako PSD, pocet Castic,
aglomeratl ¢i turbidity jsme byli schopni rychle a efektiv-
n¢ upravit krystaliza¢ni podminky. V prvnim ptipadé jsme
zkratili cely krystalizacni krok a vyznamné urychlili ¢as
filtrace materialu diky optimalizaci tvaru krystalické latky.
U druhé krystalizace jsme potvrdili spravné nastaveni
krystaliza¢nich podminek. Izolovany materidl mé mono-
modalni PSD, které je vhodné pro naslednou mikronizaci.
Stéle ale plati, ze je vhodné ovéfit vysledky také off-line
analyzami, které nam potvrdi zavéry z in-line méfeni.
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vé agenture Univerzity Palackého v  Olomouci
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Seznam zkratek

API Active Pharmaceutical Ingredient

FBRM Focused Beam Reflectance Measurement
PAT Process Analytical Technologies

PSD Particle Size Distribution

PVM Particle Vision and Measurement

SEM Scanning Electron Microscopy
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A. BenySek Bartova™® and R. Gabriel™® (* Teva
Czech Industries s.r.o., Research & Development, Opava,
Czech Republic, * Department of Physical Chemistry,
Palacky Univerzity in Olomouc, Czech Republic): Faster
Development of the Crystallization Process Thanks to
Process Analytical Technologies

The development of process analytical technologies
is continuously advancing and today allows us to combine
several techniques into a single measurement probe. In
this work, we compared in-line data from the Focused
Beam Reflectance Measurement probe and the
EasyViewer probe with off-line analyses. The
recrystallization of the intermediate appeared to be
sensitive to the length of mixing. With time, the crystalline
material was breaking down, which prolonged the
subsequent filtration. For the crystallization of the final
active pharmaceutical substance, we confirmed the correct
setting of the crystallization parameters, which enabled us
to isolate a material with a monomodal distribution of
particles.

Keywords: active pharmaceutical ingredient, process
analytical technology, crystallization, FBRM technique,
EasyViewer system
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