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1. Uvod

Krystalizace ve farmaceutické vyrobé je velmi Siroké
a intenzivné studované téma, protoze vétSina vyrabénych
API (Active Pharmaceutical Ingredient) jsou krystalické
faze. Kazdoro¢né je pokrok v tomto oboru popsan fadou
metodickych a komerénich publikaci, ptipadovych studii
a monografii. Z posledni doby lze uvést napt. prace'.
V Chemickych listech bylo toto téma naposledy zminéno
pred 15 1éty*, a proto jsme se rozhodli pro aktualizaci.

Z technologického hlediska je krystalizace velmi
ucinny separacni a purifikacni proces. Ve farmacii se pou-

ziva predevsim krystalizace z roztoku, zfidka krystalizace
z taveniny. Z fyzikdlné-chemického hlediska mulzeme
krystalizaci povazovat za solidifika¢ni proces fazové trans-
formace s naslednym vznikem krystalické faze z prekurzo-
ru ve fazi kapalné. Sledovanymi parametry jakosti u final-
niho materialu jsou: vytézek, chemicka a fazova (zejména
polymorfni) Cistota, distribuce velikosti ¢astic a jejich roz-
meérova stejnorodost, krystalovy tvar (morfologie), kvalita
povrchu (drsnost, porovitost), povrchova energie, tokové
vlastnosti, mechanické vlastnosti (tvrdost, plasticita, elasti-
cita), obsah zbytkovych rozpoustédel, a v neposledni fadé
eckonomické a ekologické aspekty. Podstatné je, ze sledo-
vané parametry jakosti ovliviiuje velké mnozstvi proces-
nich parametrt (tab. I) a navic, Zze pii krystalizaci urcité
API nemaji vSechny procesni parametry stejnou vahu,
protoze kazda API se chova odlisné. Krystalizace produktu
,»nha miru“ vyzaduje kontrolu vSech téchto a mozna jesté
dalsich (na zacatku neznamych?) parametrii pro optimalni
vysledek. DodrZeni projektovanych parametrii u krystalo-
vané API ovliviiuje jak fizeni a energetickou narocnost
navazujicich postuptd (filtraci, suSeni a mleti), tak
v kone¢ném dusledku i rozhodujici parametry finalni 1éko-
vé formy (bioekvivalenci a stabilitu). Pfetrvavajicim pro-
blémem krystalizace ve farmaceutickém primyslu je hroz-
ba polymorfnich transformaci v krystalizujicim médiu
a vznik nezadoucich polymorfu (fyzikalnich necistot).
Zakladni pojmy pro krystalizaéni proces zavedl
Ostwald’, od n&ho pochazi popis role piesyceni roztoku pii
kontrole nukleace, koncept metastabilni zéony a zakon sta-
vi, ktery popisuje vznik riznych polymorfii v krysta-
lizujicim polymorfnim systému. Na praci Ostwalda nava-

Tabulka I
Procesni parametry krystalizace, které ovliviiuji vlastnosti
finalniho produktu

Procesni parametry

Teplota a tlak v roztoku Doba stani produktu

v mate¢ném roztoku

Rychlost ochlazovani nebo | Intenzita michani roztoku

odpatovani roztoku

Stupei presyceni roztoku a
rychlost jeho dosazeni

Rozpoustédlo, resp. smes
rozpoustédel

Obsah vody v rozpoustédle
Pfitomnost necistot, resp.

aditiv v roztoku

Vybér antisolventu

Koncentraéni a teplotni
gradienty

Mechanické, ultrazvukové,
mikrovinné, laserové a jiné
razy,

pH roztoku

Ockovaci material a jeho
kvalita

Vliv operatora technologie
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zal Volmer®, ktery vytvofil kinetickou teorii popisujici
vztah mezi presycenim roztoku, mezifazovym napétim
a rychlosti nukleace a stal tak u zrodu klasické nuklea¢ni
teorie (Classical Nucleation Theory, CNT), kompletné
popsané napf. v novodobé préci Karthiky a spol.”.

Nukleace je pocatek zrodu krystalické faze z roztoku.
Jedna se o stochasticky proces a souc¢asnou vyzvou je po-
chopit nukleaci na molekularni urovni. Podle teorie CNT
je nukleace vyvolana termalnimi fluktuacemi a naslednymi
agregacemi stavebniho materidlu na atomové urovni
v presyceném roztoku. Plivodni stav tepelné rovnovahy se
pfesycenim stava metastabilnim. Na zpiisobu, jakym nuk-
leace prob¢hne, zavisi fyzikaln€-chemické vlastnosti vy-
sledného krystalického materialu. Nukleace vede k tvorbé
zarodki kritické velikosti (nuklei), jejichz velikost se po-
hybuje tadové mezi 107'°-10~° m (10-1000 molekul, tzv.
prekurzory) a doba jejich vzniku mulze byt od zlomku
sekundy (napft. pii krystalizaci sraZzenim antisolventem) az
po dny (volna neboli termodynamicky fizena krystalizace).
Piekotné nukleace (tzv. kineticky fizeny proces, i 1077 s)
jsou Casov€ srovnatelné s vibra¢nimi frekvencemi atomd,
a proto jsou naro¢né na studium. Struktura nuklea a jeho
schopnost dortist do krystalu je dlouhodobé studovana
riznymi analytickymi technikami, protoZe toto poznani je
pro fizenou krystalizaci naprosto zasadni. Metodicky po-
krok v této oblasti je naprosto ziejmy. Jsou pouzivany
metody rozptylu RTG zafeni (ultrasmall angle, small an-
gle, wide angle), mikroskopie skenovaci sondou (SPM)
a laserové techniky, napf. FBRM (Focused Beam Re-
flectance Measurement). Tyto techniky zachycuji spise
rust krystalt, tedy stav, kdy je jiz krystalova struktura vy-
tvofena. Relativné novou technikou je systém firmy Bla-
zeMetrics, ktera ziskava data jednou sondou in-situ pro
soucasné meéteni mikroskopie s vysokym dynamickym
rozsahem a Ramanovou spektroskopii v redlném Case.

Ukazuje se, Ze co nejpiesnéjsi popis procesu nukleace
a pochopenti jeho disledki vede k cilenému tizeni krystali-
zace, a to je cilem dokonale zvladnuté technologie.

2. Proces nukleace

Teorie CNT byla vytvofena na zakladé studia krysta-
lizace jednoduchych anorganickych latek z roztoku, kovi
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z tavenin a keramiky v pevné fazi. Mullin® d&li nukleaéni
proces nasledovné:
nukleace priméarni homogenni,
nukleace primdrni heterogenni,
nukleace sekundérni.
Vychozim predpokladem je vznik kulovitého nuklea
kritické velikosti 7*, po piekonani homogenni nukleacni
bariéry AG*pom (blize ViZ4). Mechanismus primarni ho-
mogenni nukleace je ovSem idealizaci procesu, kdy ptred-
pokladame, ze cizi povrchy v ném nehraji zadnou roli. To
vSak nerespektuje realitu krystalizace v praxi, ktera je
omezena sténami krystalizatoru, michadlem, prachovymi
gasticemi atd. Uvadi se’, Ze primarni nukleace se uplatni
pouze do objemu 100 pl roztoku. Blize realité¢ je proto
primarni nukleace heterogenni, ktera piednostné probiha
na cizim povrchu (tj. energeticky vyhodném misté, tzv.
aktivnim centru, kde je vétsi pravdépodobnost vzniku nuk-
lea), a tak mtize vznikat i pfi niz8ich pfesycenich roztoku
nez nukleace homogenni. Pro nukleacni bariéry plati totiz
AG*10mo > AG*1etero. PTikladem primarni heterogenni nuk-
leace je krystalizace pomoci antisolventu. V tomto pifipadé
1ze rychlosti pfidavani antisolventu do roztoku fidit distri-
buci velikosti ¢astic krystalizujici faze, resp. vysledného
produktu.

Sekundarni nukleace je proces, ke kterému dochazi
po primarni heterogenni nukleaci, kdy vznikajici nuklea do
sebe narazi navzajem nebo do stén krystalizatoru ¢i micha-

.....

dalsi vyvin krystalického materialu. Tento proces mizeme
nazvat jako nezamérné ockovani. Naproti tomu zamérna
ockovana krystalizace je postup, ktery se pouziva napft. pfi
cilené krystalizaci vybraného polymorfu, pokud krystalo-
vanéd API vykazuje polymorfni chovani.

2.1. Dvoukrokovy nuklea¢ni model

Postupem cCasu se ukazalo, ze model CNT nevyhovu-
je pro popis nukleace u vSech kategorii chemickych slou-
¢enin. Hlavnimi omezenimi modelu CNT je, ze pfedpokla-
dame idedlné kulovity tvar nuklea, zatimco jeho povrch
popisujeme jako rovinny se zanedbanim zavislosti povr-
chového napéti na zaktiveni.

Na zéklad¢ studia krystalizace bilkovin byl Vekilo-
vem'® formulovan dvoukrokovy (two- step, 2S) nukleaéni

C

Obr. 1. Dvoukrokova nukleace. a) roztok pi‘ed nukleaci; b) 1. krok nukleace: vytvareni kapalnych oblasti (,kriipéji“) s velkym
presycenim; c) 2. krok nukleace: strukturalizace ,,kriipéji“ do vnitiné uspoiadanych nuklei
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model tak, aby byla vysvétlena pozorovana nukleacni
rychlost. Podle dvoukrokového nukleacniho modelu se
nejdfive molekuly rozpusténé latky rychle shlukuji do
metastabilnich klastri (agregatl) o velikosti stovek nano-
metri. Tyto metastabilni agregaty jsou suspendované ob-
lasti vysoce presyceného roztoku neboli husté kapaliny
(pro tyto oblasti lze v CeStiné pouzit priléhavy termin
.krap&je®). Ve druhém kroku se ,kripéje* reorganizuji do
uspofadanych struktur — nuklei (obr. 1). Tento druhy krok
je fidicim d&em celého procesu a jeho rychlost ziejme
roste s velikosti molekuly. Galkin a spol."" monitorovali
separaci kapalina—kapalina a nukleaci roztoku hemoglobi-
nu mikroskopem v moédu diferencné interferen¢niho kon-
trastniho zobrazeni. Pozorovali vznik husté kapalné faze
pti vysoké koncentraci hemoglobinu, ve které doslo k nuk-
talni studie, jako napf. dynamicky a staticky rozptyl svét-
la'?, diferenéni skenovaci kalorimetrie" a nizkouhlovy
RTG rozptyl'"> potvrdily, Ze dvoukrokovou nukleaci
dochazi nejenom k nukleaci bilkovin, ale i koloidnich ¢4s-
tic a hlavné malych organickych molekul (farmaceutik).
Dvoukrokovy nuklea¢ni model byl potvrzen i pocitacovou
simulaci'® a pfedev§im byla korelovana rychlost nukleace
s rychlosti krystalizace a §ifkou metastabilni zény pro vel-
koobjemové krystalizatory v primyslu'’. Rychlost nuklea-
ce je definovand jako pocet nuklei vytvorenych za jednot-
ku ¢asu v jednotce objemu.

3. Kontrola krystaliza¢niho procesu ve farmacii

Krystalizace je dvoustupiiovy proces, kdy po nukleaci
obvykle nasleduje riist krystald. Tyto dva kroky vSak mo-
hou probihat i paralelné a ktery dominuje'®, zavisi na pie-
syceni roztoku. Nukleace dominuje, kdyz ptesyceni rozto-
ku je blizko nebo vétsi nez horni limit metastabilni zény
(vysoké presyceni). Rust krystali naopak dominuje pfi
nizkém ptesyceni. To proto, ze pti nukleaci je kinetika
funkei presyceni Ac" , kde ¢ je koncentrace a n = 3—6 (pfi
krystalizaci je n = 1). To znamend, Ze nukleace z4visi na
pfesyceni vyraznéji nez rust krystald.

Proces, kde dominuje nukleacni krok (kineticky fize-
na krystalizace) byva uplatnovan tam, kde je zapotiebi
pfipravit jemnéjsi Castice. Material ziskany pti dominuji-
cim kroku riistu krystalii se nazyva termodynamicky fizena
krystalizace. Krystaly ziskané termodynamicky ftizenou
krystalizaci vykazuji izkou distribuci velikosti ¢astic, nizsi
povrchovou plochu, dobrou sypnou hmotnost a dobie se
susi.

Zakladni hnaci silou krystalizace je presyceni rozto-
ku, které je definovano jako rozdil (Ac) aktualni koncen-
trace v ¢ase (c¢) a koncentrace rovnovazné (c*) (obr. 2),
a vznika nasledujicimi zplsoby:
chlazenim,
ptidavkem antisolventu,
odpatovanim rozpoustédla,
reakéni krystalizaci,
kombinaci dvou (pfipadné tii) vyse uvedenych metod.
Po dosazeni piesyceni mize ovSem dojit
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Obr. 2. Graf zavislosti koncentrace roztoku na teploté. Piesy-
ceni roztoku, je definovano jako rozdil (Ac) koncentrace
aktualni (c) a koncentrace rovnovazné (c*). Rozdil c—c,* pied-
stavuje malé presyceni (vznik ,termodynamického“ krystalu),
rozdil c—c,* predstavuje velké piesyceni (vznik ,kinetického™
krystalu)

k nekontrolované nukleaci (primarni heterogenni), a tim
i k potlaceni rustu krystald. Vysledkem potom byvaji malé
Castice mnohdy pospojované do aglomeratt, které zachy-
cuji matecné louhy se zbytkovym rozpoustédlem a necisto-
ty ve vzniklém materialu. Tak dochazi k redukci efektivni-
ho povrchu krystal®i, coz snizuje rychlost filtrace a prodlu-
zuje dobu suseni (downstream processing). V neposledni
fadé¢ muze dojit i k tomu, Ze ziskany materidl je amorfni
nebo olejovité faze (oiling out).

Velmi slibnou technikou pro fizenou krystalizaci je
vyuziti upravenych povrcht jako heteronukleant. Hetero-
nukleanty nuti proces krystalizace probihat nekonvenénimi
cestami s cilem optimalizovat technologii a vysledné vlast-
nosti produktu. Napi. Eral a spol."® studovali biokompati-
bilni alginatové hydrogely jako heteronukleanty pro fizeni
krystalizace a soucasné jako nosic¢e hydrofobnich a hydro-
filnich APL

3.1. O¢kovana krystalizace

Nejznaméjsi a nejpouzivanéjsi metodou kontroly
krystalizaéniho procesu je zdmérna sekundarni nukleace
neboli oCkovand krystalizace. Jde o proces zdmérného
vneseni krystalkd — ocek (de facto nuklei) vyrabéné API
do krystaliza¢niho roztoku. Alternativni metodou je vnese-
ni ur¢ittho mnozstvi energie (ultrazvuku) do roztoku
(metoda sonokrystalizace). V obou piipadech je cilem od
pocatku kontrolovat nukleacni proces a zabranit jeho ne-
kontrolovatelnému prib¢&hu.

Pii ockované krystalizaci je nezbytné znat parametry
ockovaciho materidlu (distribuci velikosti ¢astic, poly-
morfni formu, povrchovou energii), dale techniku o¢kova-
ni (praskovy materidl nebo ockovani v suspenzi) a pribéh
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krystalizace po ockovani (typ a délku chladici teplotni

rampy)*’. Rovnéz je tfeba brat ohled na teplotu roztoku,

pii které je vnasen ockovaci material. Ockovani blizko
ktivky rozpustnosti je provadéno pii nizkém piesyceni

(do cca 1/3 sitky metastabilni zony, viz obr. 2, zde vyjad-

feno jako Ac = ¢ — ¢;*). V této oblasti dochazi k malé

sekundarni nukleaci, rast krystald je pomaly a vysledkem
jsou velké krystaly*' (viz obr. 3 vlevo). O&kovani blizko
ktivky presyceni je provadéno pii velkém presyceni, vy-
jadteno jako Ac = ¢ — ¢,* (obr. 2), rust krystald je rychly

a vysledkem jsou malé krystaly (obr. 3 vpravo).

Mnozstvi o¢kovaciho materidlu vnaseného do roztoku
s krystalizujici latkou se mize velmi liSit a opét zavisi na
divodu ockovani a muize byt rozdéleno nasledovné:

— Spetka, toto mnozstvi se pridava hlavné z davodu,
abychom se vyhnuli nezadoucim fazim (napft. olejové
fazi) a nekontrolované nukleaci. Pouziva se pfedevsim
v laboratofi, pfi pfenosu do vyroby nebyva Gc¢inné.

—  malé mnozstvi (<1 % hmotnosti produktu), nukleace
je kontrolovéana vice nez v pfedchozim ptipade, vétsi-
nou ale dominuje nukleaéni krok nad rastem krystald,
dochazi k bimodalni (dvouvrcholové) distribuci veli-
kosti ¢astic.

— velké mnozstvi (5-10 % hmotnosti produktu), toto
mnozstvi jiz zaruCuje ve vétsiné piipadu rist krystal,
je zabranéno bimodalni distribuci a sekundarni nukle-
aci.

— masivni mnozstvi (> 10 % hmotnosti produktu), toto
mnozstvi spolehlivé zaruéi rist krystald.

I kdyz jako ockovaci material 1ze pouzit produkt vy-
robeny v pfedchozi Sarzi, velmi pravdépodobné se Sarze
budou lisit velikosti distribuce Castic a ve specifickém
povrchu (obr. 4, tab. II).

Pokud produkt vykazuje polymorfni chovéni, je nutné
provést analyzu polymorfni Cistoty. Kromé toho je tieba
vzit vuvahu tendenci nékterych roztokti nekrystalovat
a vytvaret olejovitou fazi.
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3.2. Sonokrystalizace

Jak jiz bylo zminéno, dal$i moznosti, jak kontrolovat
nukleaci, je kontrolované vneseni ultrazvukové energie do
ptesyceného roztoku neboli sonokrystalizace. Sonokrysta-
lizace vyuziva energie ultrazvuku o frekvenci vyssi nez
20 kHz a jevu zvaného kavitace®. Kavitace je definovana
jako vznik, rst a kolaps bublin (dutin) v sonifikované
kapalin€. Pfi krystaliza¢nich experimentech se pouzivaji
ultrazvukova zafizeni s frekvenci 20—100 kHz (pfi vyssich
frekvencich by mohlo dojit k tzv. kavitaéni bariéte). Kavi-
taéni bariéra je jev, pii kterém cyklus komprese a dekom-
prese zpisobeny ultrazvukovymi vinami je tak kratky, ze
molekuly v kapaliné¢ nemohou byt odseparovany a vytvorit
bubliny, &imZ je zabrandno efektu kavitace®. Aplikace
ultrazvuku ma pozitivni efekt na nukleacni rychlost, $itku
metastabilni zony, zabranuje vzniku fazi olejovité a amorf-
ni. Vhodné nastavenymi vstupnimi parametry vstupujiciho
ultrazvuku (vykon, amplituda vinéni) lze pfipravit zddanou
distribuci velikosti ¢astic a povrchové vlastnosti krystali.
Rovnéz je mozné pouzit sonokrystalizaci pro tzv.

Tabulka II
Vliv o¢kovaciho materidlu na finalni krystalicky produkt.
Hodnocené parametry: distribuce velikosti castic —
PSDpgg, kde D90 odpovida 90% castic, které jsou mensi
nez zminéna hodnota; specificka plocha povrchu — SSA
a vytézek

Exp. PSDpoo SSA [m%g]  Vytézek
[pm] [%]
1 42 1,7 90
88 1,0 82
3 102 0,75 70

Obr. 3. Vlevo: SEM snimek materidlu nazyvaného ,,termodynamicky krystal®, ziskany p¥i relativnim pFesyceni Ac = 2. Vpravo:
SEM snimek materialu nazyvaného ,Kineticky krystal“, ziskany p¥i relativnim presyceni Ac =20
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Obr. 4. SEM snimky krystalickych API monitorujici vliv o¢-
kovaciho materialu na finalni krystal. a) API oCkovana sitova-
nym materialem, parametr D90 = 42 pm; b) API ockovana mate-
ridlem na obr. a), parametr D90 = 88 pum; c) API ockovana mate-
ridlem na obr. b), parametr D90 = 102 pm

»sonomilling” — tj. redukci velikosti Castic bez nutnosti
jejich izolace. Pfitom se pomoci ultrazvukového generato-
ru do krystalovaného systému zavadi energie o intenzité
10-100 W (optimalné v rozmezi 20-80 W). Ultrazvukové
vinéni je mozné zavadét do systému bud kontinualné,
nebo pulzné. Variaci intenzity zavadéného vIinéni a pomo-
ci chladici teplotni rampy je mozné pfipravit rizné typy
krystalického materialu (obr. 5). V tab. III jsou uvedeny
tfi stejné krystalizacni experimenty, které se 1isi pouze
intenzitou zavadéného vinéni. Z obr. 5 a z tab. III je zfej-
my vliv intenzity vinéni na design findlniho krystalického
materialu.

4. Monitorovani nuklea¢niho a krystaliza¢niho
procesu

Pokrok v ,,in-line* méficich technikach dava moz-
nost monitorovat a kontrolovat prubéh krystalizacniho
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procesu. Tyto techniky se nazyvaji ,,Process Analytical
Technologies” (PAT) a ve farmacii jsou doporuceny regu-
la¢nimi organy (napt. FDA). Mezi nejpouzivanéjsi ,,in-
line instrumentaci patii napf. laserova sonda FBRM spo-
le¢nosti Mettler-Toledo a nejnovéji systém Blaze spolec-
nosti BlazeMetrics. Tyto techniky s citlivosti velikosti cca
0,5 pm detekuji vznik nové faze v krystalizacnim systému
(nejedna se ovSem o detekci nuklea). Jejich vyhoda spoci-
véa hlavné€ v tom, Ze citlivé reaguji na dynamické zmény
v systému, at’ se jedna o primarni heterogenni nukleaci,
sekundarni nukleaci, pfipadné o polymorfni transformaci
Vv suspenzi.

4.1. Technika FBRM (Focused Beam Reflectance
Measurement)

Jedna se o laserovou sondu, ktera vyuziva technologie
méfeni svétla odrazeného na Casticich ze svételného pa-
prsku fokusovaného do méfeného média. Kdyz svételny
paprsek emitovany laserem zasahne krystal, senzor nahraje
a analyzuje odrazeny signal. Metoda FBRM vyuziva uni-
katni diskriminacni obvod, ktery umoziuje hodnotit ¢aso-
vy interval trvani zpétného odrazu v prubéhu pohybu pa-
prsku od jednoho konce ¢astice k protilehlému. Tento ca-
sovy interval se nasobi skenovaci rychlosti a vysledkem je
délka. Délka méfena touto metodou se nazyva tétivova
délka (chord length). Ta je rovna délce ptimky mezi ktery-

Tabulka III

Vliv intenzity ultrazvuku na vyslednou distribuci velikosti
¢astic — PSDpgg, kde D90 odpovida 90% ¢astic, které jsou
mensi nez zminéna hodnota

Exp. PSDpyo Intenzita
[pm] ultrazvuku [%]
102 20
74 40
3 33 60
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Obr. 5. SEM snimky krystalické API ziskané sonokrystalizaci
za stejnych podminek, liSila se pouze amplituda ultrazvukové-
ho vInéni. a) 20 % intenzity ultrazvukového vinéni, parametr
D90 =102 pum; b) 40 % intenzity ultrazvukového vInéni, parame-
tr D90 = 74 um; c) 60 % intenzity ultrazvukového vinéni, para-
metr D90 = 33 um. Na ultrazvukové sond¢ lze nastavit intenzitu
(intenzita je tmérnd amplitud€), terminologie v literatufe neni
jednozna&na (viz cit.?*)

mikoliv dvéma body nachazejicimi se na okraji Castice
nebo aglomeratu. Systém je schopen méfit desitky tisic
tétivovych délek za sekundu, coz poskytuje mohutny zdroj
dat pro vyhodnoceni jejich distribuce (hodnoty naméfené
v pribéhu jedné sekundy se tfidi podle délky tétivy linear-
né do 1400 tfid).

Systém poskytuje v realném case Udaj o velikosti
a koncentraci pevnych ¢astic ve zvoleném misté procesni-
ho proudu. Méfi se Castice v rozsahu velikosti od 0,5 pm
do 2,5 mm a neptedpoklada se jejich sféricky tvar. Metoda
poskytuje ve dvousekundovych intervalech udaj
o distribuci velikosti a o poctu ¢astic ve zvolené velikostni
kategorii a umoziiuje monitorovani pocétu ¢astic ve speci-
fickych oblastech zrnitosti (jemné, hrubé atd.).

Mezi vyhody této techniky patfi jednoduché ovladani
a velmi snadna udrzba nebo kalibrace pfistroje. Metoda je
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ovSem limitovéana tim, Ze nezobrazuje tvar ¢astic. Nicmé-
n¢, toto je atributem a omezenim, za predpokladu, ze tvar
je dulezity, a to zejména u nekulovitych astic, pokud do-
jde ke zménam tvaru a rozméru v prub¢hu Casu. Laserova
sonda podava vysoce precizni vysledky, vyuziva se hlavné
k dynamické kvantifikaci vlivu procesnich proménnych,
jako jsou reakéni rychlost, teplota a rychlost chlazeni,
rychlost pfidavani antisolventu, rychlost michani
apod.”*?’. Vysledky méfeni pomoci laserové sondy jsou
prezentovany v grafické podobé¢, jako vazena nebo nevaze-
na distribuce velikosti ¢astic, kdy vazena distribuce klade
diraz na vétsi Castice (rdst krystalit), nevazena distribuce
klade diraz na malé Castice (proces nukleace). Sonda je
schopna detekovat i polymorfni pfechod API v suspenzi,
ktery byva provazen skokovou zménou velikosti Eastic,
obr.6a7.

4.2. Systém Blaze

Dalsi laserovou technikou je systém Blaze od firmy
BlazeMetrics, ktery sbira data v realném Gase’. Sonda
v sobé kombinuje néekolik technik (podobné jako napf.
systém Particle Track od firmy Mettler Toledo), ¢imz po-
skytuje kompletni kontrolu nad krystalizaénim procesem,
nenaruSuje hydrodynamiku a michani krystalizatoru, Setii
Cas a snizuje naklady. Ve srovnani s dfive vyrabénymi
sondami (FBRM, PVM, atd.) je sonda Blaze o stupen vyse
pravé diky kombinaci riznych technik v jednom zafizeni.
Stejné jako u FBRM, také sonda Blaze monitoruje distri-
buci velikosti Castic pomoci parametrd D10, D50, D90,
coz znamena, ze 10 %; 50 % a 90 % castic je mensich nez
zvolena velikost). Na rozdil od FBRM, Blaze ziskava uda-
je o velikosti z obrazové analyzy. Sonda ziskava snimky
o vysokém rozliSeni z celého procesu, které jsou srovnatel-
né se snimky z optického ¢i elektronového mikroskopu
(obr. 8). Pocatek krystalizace lze detekovat také pomoci
turbidity roztoku. Turbidita charakterizuje zeslabeni inten-
zity primarniho paprsku zpiisobené rozptylem pii pricho-
du disperzni soustavou. Fazovou transformaci lze deteko-
vat Ramanovou spektroskopii, kterd pouziva koherentni
laser. Protoze sbira data v tésné blizkosti sondy a z vétsiho
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relativni ¢as

pocet castic/sekunda (plosné vaZzeno)
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tétivova délka, pm

Obr. 6. Zaznam FBRM. Na obrazku vlevo lze pozorovat prudky pokles celkového pocétu ¢astic v krystalizujici suspenzi v ¢ase, na
obrazku vpravo lze pozorovat posun distribuce tétivovych délek smérem k vétSim €asticim (dimorfni transformace dvou krystalo-

vych forem)

Obr. 7. Zaznam SEM. Dimorfni transformace jedné krystalové modifikace (vlevo) na druhou (vpravo). Snimky pofizené elektrono-
vym mikroskopem potvrzuji zdznam z laserové sondy, viz obr. 6 vpravo

prostoru, ma daleko leps$i signal v porovnani se standardni
Ramanovou sondou.

Nejbéznéjsim typem krystalizace je krystalizace chla-
zenim. Idedlnim vysledkem je potom spravna krystalicka
forma, unimodalni (jednovrcholova) distribuce velikosti
castic a vysoky vytézek. Pokud je ovSem zvoleno napf.
piili§ rychlé chlazeni, material krystalizuje nekontrolova-
telné a mtze dochazet k ulpivani ¢astic na sklicku sondy.
Aby byla ziskana aktualni a nezkreslend data o procesu,
tak se sonda musi Cistit. Pro dosaZzeni maximalniho mozné-
ho vytézku je systém casto ochlazovan k teplotam blizkym
0 °C. Na zakladé¢ méfeni turbidity se ukaze, zda ma dalsi
chlazeni smysl, zda dochazi k ristu krystalii nebo sekun-
darni nukleaci. Pokud je turbidita roztoku konstantni
s klesajici teplotou, je zbyte¢né pokracovat v chlazeni, a
tim se zkrati délka procesu. Pokud turbidita roste i pfi kon-
stantni teploté¢ a systém neni mozné dale chladit (napf.
z technologickych nebo polymorfnich divodit), hleda se
optimalni pomér mezi dobou domichani a vytézkem. Cim
déle je suspenze michéana, tim je vétsi Sance, Ze se budou
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krystaly rozbijet o sebe nebo diky narazim o stény krysta-
lizatoru. VSechny zmény se okamzité promitnou do distri-
buce velikosti ¢astic. V porovnani s dive ziskanymi distri-
bucemi a v kombinaci s mikroskopickymi snimky lze oka-
mzit¢ vyhodnotit, jak bude proces dale pokracovat. Podob-
n¢ Ize vidét i vznik agregatl. Velice cenné informace po-
skytuje sonda i béhem Ostwaldova zrani. Porovnani krys-
talickych materiald po jednotlivych cyklech ukaze, zda ma
Ostwaldovo zrani vyznamny vliv na distribuci a kolik cyk-
It je potfeba ud¢lat.

Podobna situace je také u ockované krystalizace. Ta-
dy uz je jista kontrola nad krystalizaci, a to pfidavanim
ockovaciho materialu o definovanych vlastnostech. Je ale
zvoleny ockovaci material dostate¢né vhodny a pfidavany
v dostate¢ném mnozstvi nebo je ho ptiddvano zbytec¢né
moc? Malé mnozstvi ocek zptsobi sekundarni nukleaci,
ktera se projevi bimodalni distribuci. Podobného vysledku
je dosazeno i socky o malém specifickém povrchu,
v tomto ptipad€ neni zarucen ani vznik stejného polymor-
fu, jako ma ockovaci material (obr. 9). Nékdy se da jiny
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Obr. 8. Porovnani SEM snimku (vlevo) a mikroskopického snimku stejné API ziskaného pomoci systému Blaze (vpravo)

Obr. 9. Porovnani SEM snimku krystalické API ziskanych ockovinim materidlem o rizné specifické ploSe povrchu — SSA
(polymorfni forma 1, SSA = 2 m%/g — vlevo; smés polymorfnich forem 1 a 2, SSA < 1 m%g — vpravo)

polymorf poznat pouhym mikroskopem na zakladé rozdil-
né morfologie castic. Identifikace pomoci Ramanovy spek-
troskopie je ale daleko spolehlivéjsi, a pokud jsou
k dispozici spektra (standardy) Cistych polymorfu, je evi-
dentni, ktery polymorf vykrystalizoval®.

Velmi podobné je to také u krystalizace
s antisolventem. Na zékladé meéfeni turbidity lze poznat,
kdy je systém plné¢ desupersaturovan a jaké minimalni
mnozstvi antisolventu musi byt pfiddno. Pomalym ptida-
vanim antisolventu se pfipravuji velké, pékné vyvinuté
krystaly. Pokud je rychlost vhodné zvolena, cela distribuce
Castic se bude posouvat doprava k vétsim velikostem a
zustane unimodalni.

Sonda se da také vyuzit k porovnani materialti pied
filtraci a po suseni. Béhem filtrace a suseni miize dochazet
k aglomeraci, spékani krystalkti, mohou vznikat defekty na
povrchu u solvatli nebo mize dochazet k Gplné transfor-
maci na jinou polymorfni formu.
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Vyvoj procesu krystalizace a jeho optimalizace se
pouzitim systému Blaze stava rychlejsi, efektivnéjsi a jed-
nodussi, protoze je mozné redukovat mnozstvi experimen-
th a neni tfeba postupné odebirat vzorky a cekat na jejich
analyzu.

Seznam zkratek

API Active Pharmaceutical Ingredient

CNT Classical Nucleation Theory

FDA Food and Drug Administration

FBRM Focused Beam Reflectance Measurement
PAT Process Analytical Technologies

PVM Particle Vision and Measurement

SEM Scanning Electron Microscopy

SPM Scanning Probe Microscopy

SSA Specific Surface Area

28 two step
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