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ANOTĀCIJA
Darbā pētītas vairākas farmaceitiski aktīvas vielas, kas izvēlētas, pamatojoties uz to 

spēju veidot daudzas sīkkristāliskas polimorfās formas. Izpētīta šo savienojumu kris-
tālisko cietfāžu daudzveidība, veicot polimorfo formu un solvātu/hidrātu iegūšanu no 
dažādiem šķīdinātājiem. Iegūtās kristāliskās cietfāzes raksturotas ar rentgendifrak-
tometriju, termiskās analīzes metodēm un dažādiem fāžu stabilitātes raksturošanas 
paņēmieniem. No pulvera rentgendifrakcijas datiem noteiktas 33 mikrokristālisku 
polimorfu un saistītu solvātu struktūras. Kristālisko struktūru optimizācijai, validāci-
jai un enerģijas aprēķiniem pielietota dispersijas koriģēta blīvuma funkcionāļa teorija. 
Kristāliskās struktūras informācija izmantota, lai racionalizētu iegūto polimorfu veido-
šanos, fāžu pārejas un savstarpējo termodinamisko stabilitāti. 

Atslēgvārdi: polimorfisms, termodinamiskā stabilitāte, mikrokristālisks pulveris, pulve-
ra rentgendifraktometrija, struktūru noteikšana, dispersijas koriģēta blīvuma funkcio-
nāļa teorija
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IEVADS
Daudzas organiskas vielas, tai skaitā farmaceitiski aktīvās cietvielas (FAV), veido 

vairākas polimorfās modifikācijas (t.  i., fāzes ar identisku ķīmisko sastāvu, bet atšķi-
rīgu kristālisko struktūru). Lai gan šis fenomens ir zināms jau vismaz 180 gadus, tieši 
pēdējās divās desmitgadēs šajā jomā ir novērojams būtisks pētnieciskās aktivitātes pie-
augums, ko virza gan fundamentāla zinātnes attīstība, gan rūpnieciskā nepieciešamība.

Polimorfām formām ir iespējama atšķirīga stabilitāte1, mehāniskās īpašības2 un bio-
piejamība3, kas ir īpaši svarīgi FAV. Tādējādi svarīgākie polimorfisma izpētes aspekti ir 
formu atklāšana, fizikāli ķīmisko īpašību izpratne, struktūras raksturojums, kā arī uzti-
camas un reproducējamas metodes izstrāde katras specifiskās formas iegūšanai.

Tiecoties izprast polimorfisma parādību, ir ļoti svarīgi atrast un izpētīt tādas sistē-
mas, kas demonstrē daudzskaitlīgu polimorfismu un sastāv no vairākiem labi rakstu-
rotiem polimorfiem. Lai gan lielākajai daļai publicēto polimorfo sistēmu ir tikai divi 
zināmi polimorfi, savienojumi ar lielāku polimorfo formu daudzveidību sniedz labā-
kas iespējas izpētīt polimorfisma parādības pamata aspektus. Atklājot un raksturojot 
jaunas sistēmas ar lielu polimorfo formu daudzveidību, tiek uzlabota izpratne par po-
limorfismu. 

Cietvielu fāžu daudzveidība var būt ļoti atšķirīga. Eksistē savienojumi, kas vei-
do tikai monomorfus4, bet ir arī vielas, kurām ir zināmas vairāk nekā 10 polimorfās 
formas. Ja ņem vērā arī solvātu (t.  i., fāzes, kurām kristālrežgī ir šķīdinātāja moleku-
las) veidošanos, tad kopējais vienas FAV veidotais fāžu skaits var sasniegt pat vairāk 
nekā 100 formas5. Pašlaik lielākais publicēto polimorfo formu skaits ir savienojumam 
5-metil-2-[(2-nitrofenil)amino]-3-tiofēnkarbonitrils (ROY)1,6–10 ar 13 strukturāli 
raksturotiem polimorfiem, tālāk seko R-enceniklīna hidrogēnhlorīds11,12 un galuni-
sertibs13 ar 10 noteiktām kristāliskajām struktūrām, tad aripriprazols14 un nikotīna-
mīds15 ar 9 struktūrām, flufenamīnskābe16 un tolfenamīnskābe17,18 ar 8 struktūrām. 
Jāuzsver, ka Kembridžas strukturālajā datubāzē ir atrodams, ka savienojumi ar vairāk 
nekā 3 strukturāli raksturotiem polimorfiem ir ļoti reti sastopami. 

Vielas tendence veidot solvātus var ierobežot iespēju kristalizēt nesolvatētas fāzes, 
taču tajā pašā laikā tā paver iespēju desolvatācijas ceļā iegūt tādus jaunus polimorfus, 
kurus nav iespējams iegūt ar standarta kristalizācijas metodēm19. Lai gan jaunu poli-
morfu iegūšana, desolvatējot solvātus, nav nekas jauns, informācija par šādi iegūtu fāžu 
kristāliskajām struktūrām bieži paliek nezināma, jo šīs formas tiek iegūtas nevis mono-
kristālu, bet gan sīkkristālisku pulveru veidā. Tomēr kristāliskai struktūrai ir nozīmīga 
loma, lai spētu izprast vielas fizikālķīmiskās īpašības, tādēļ struktūras noteikšana, iz-
mantojot pulvera rentgendifrakcijas datus, veiksmīgi ir pielietojama kā tuvākā alterna-
tīva monokristāla rentgendifrakcijai.

Šī pētījuma mērķis ir izpētīt izteikti polimorfiskas farmaceitiski aktīvu vielu sistē-
mas, izmantojot integrētu eksperimentālās un datormodelēšanas pētīšanas metodikas 
pieeju, lai noteiktu šo formu veidošanās strukturālos un termodinamiskos aspektus.



Izvirzīti šādi uzdevumi:
1)	 noteikt hifenadīna hidrogēnhlorīda, sehifenadīna hidrogēnhlorīda, enceniklīna 

hidrogēnhlorīda un datrolēna kristālisko fāžu daudzveidību ar kristalizācijas un 
cietfāžu pārejas eksperimentiem;

2)	 ar rentgendifrakcijas un termiskās analīzes metodēm raksturot iegūtās kristālis-
kās formas;

3)	 noteikt iegūto nesolvatēto polimorfo formu un saistīto solvātu (ja ir) struktūras 
no pulvera vai monokristāla rentgendifrakcijas datiem;

4)	 veikt vienīgā molekularā savienojuma – dantrolēna polimorfu kristālisko struk-
tūru paredzēšanas aprēķinus;

5)	 veikt iegūto cietfāžu kristālisko struktūru analīzi un kvantu ķīmiskos aprēķinus, 
racionalizējot polimorfo formu veidošanos, stabilitāti un fāžu pārejas. 

Zinātniskā novitāte
1.	 Enceniklīna hidrogēnhlorīda spēja veidot dažādās starpmolekulārās mijiedarbības, 

kas nodrošina iespējas efektīvam pakojumam pie dažāda jonu novietojuma kristā-
liskajā stāvoklī, ļauj šim savienojumam veidot rekordlielu (10) pakojuma polimorfu 
skaitu, kas ir unikāls gadījums, jo citu literatūrā publicētu savienojumu augsto poli-
morfo formu daudzveidību nodrošina tieši konformāciju atšķirības. 

2.	 Iegūto polimorfo formu stabilitātes noteikšanai izmantota pieeja, apvienojot teo-
rētiskos aprēķinus ar nepilnīgu informāciju par stabilitāti no eksperimentālajiem 
datiem. Izmantojot šādu pieeju, var iegūt uzticamākus secinājumus par stabilitāti 
visā temperatūras intervālā sistēmām, kurām dažādu iemeslu dēļ nav to iespējams 
noteikt tikai ar eksperimentālām metodēm.

3.	 Darbā racionalizētas polimorfo formu rašanās iespējas, stabilitāte un fāžu pārejas, 
izmantojot struktūras, kas noteiktas no sīkkristāliskām fāzēm ar pulvera rentgen-
difrakciju, kas nebūtu paveicams, izmantojot tradicionālās struktūras noteikša-
nas metodes. 

Praktiskā nozīme
1.	 Attīstīta vairāku FAV polimorfo formu iegūšanas metodika, desolvatējot solvātus, 

kas apstiprināta ar teorētiskajiem aprēķiniem. Šo metodiku iespējams pielietot jau-
nu stabilu, tai skaitā patentējamu, formu iegūšanai, kas ļauj lielākam skaitam farmā-
cijas uzņēmumu ražot izteikti polimorfiskus preperātus, tādējādi paplašinot pieeju 
tirgum un samazinot to cenu gala patērētājam.

2.	 Gūta vispārīga izpratne par polimorfo formu rašanās iemesliem, kas sekmē ātru un 
uzticamu jaunu formu iegūšanu un to stabilitātes paredzēšanu konkrētos apstākļos.

3.	 Detalizēti raksturotas sistēmas, ieskaitot stabilitātes pētījumus, ļauj veikt pamatotā-
ku komerciālās formas izvēli, tai skaitā, nodrošinot garāku derīguma termiņu vie-
lām, kurām tas ir ierobežots formas nestabilitātes dēļ.
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1. PROMOCIJAS DARBA TEORĒTISKIE PAMATI UN 
PĒTĪTĀS SISTĒMAS

1.1. Farmaceitiski aktīvu vielu polimorfisms un tā pētīšanas 
metodes

Farmaceitiski aktīvās cietvielas (FAV) var eksistēt kristāliskā vai retāk amorfā stā-
voklī. Kristāliskā stāvoklī molekulas elementāršūnā ir periodiski sakārtotas trīs dimen-
sijās, savukārt amorfām vielām nav šī periodiskā molekulu sakārtojuma un tās ir izvie-
totas haotiski, taču ir iespējams lokāls periodiskums dažu molekulu garumā20. Kristāli 
var būt veidoti no viena vai vairākiem komponentiem. Daudzkomponentu kristāli 
sīkāk iedalās solvātos/hidrātos (satur šķīdinātāja/ūdens molekulas kristālrežģī stehio-
metriskā vai nestehiometrikā attiecībā), sāļos (cietvielas, kas sastāv no katjoniem un 
anjoniem) un kokristālos (sastāv no divu vai vairāku normālos apstākļos cietu vielu 
neitrālām molekulām). Savukārt polimorfi var būt gan kristāliskas vienkomponenta, 
gan arī daudzkomponentu fāzes, kurām ir dažāda molekulu konformācija un/vai sa-
kārtojums kristāliskajā režģī, skatīt 1.1. att. Nereti sāls vai kokristāls veido dažādas poli-
morfās un solvatētās formas, vai amorfo fāzi. Ir iegūstami arī sāls kokristāli un pat sāls 
kokristālu solvāti/hidrāti21.

1.1. att. Vispārīgs farmaceitisku aktīvu cietvielu iedalījums, kur α un β ir molekulas ar 
atšķirīgu konformāciju; s – šķīdinātājs; n – neitrāla cietviela; α+ – katjons un c– – anjons22

Tiek uzskatīts, ka vairāk nekā 80  % organisko savienojumu23 un vismaz puse 
FAV24 ir spējīgi eksistēt vairāk nekā vienā polimorfajā formā. Pie noteiktas temperatū-
ras un spiediena ir tikai viens termodinamiski stabils polimorfs, kuru ir ieteicams iz-
mantot gatavajā zāļu vielā, tomēr nereti izmanto arī metastabilus polimorfus to labākas 
šķīdības vai stabilā polimorfa izmantošanas aizlieguma dēļ25,26. 

Izšķir divu veidu polimorfismu: sakārtojuma un konformācijas. Sakārtojuma poli-
morfismā, molekulas galvenokārt ir konformacionāli neelastīgas, kā rezultātā konfor-
mācija ir vienāda, bet to izvietojums elementāršūnā ir atšķirīgs. Konformācijas poli-
morfismā molekulas ir lokanākas un tās eksistē kā atšķirīgi konformēri, bet ar vienādu 
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izvietojumu elementāršūnā. Daudzas FAV ir konformacionāli elastīgas, jo tām ir iespē-
jama rotācija ap C–C, C–N un C–O saitēm27,28. Visbiežāk praksē novēro jauktā tipa 
polimorfās formas, jo molekulas ar atšķirīgu konformāciju tiecas arī sapakoties atšķi-
rīgi29. Molekulu pakojums un konformācija ir atkarīga no iekšmolekulārām un starp-
molekulārām mijiedarbībām, tādām kā ūdeņraža saites, halogēnu saites, van der Valsa 
mijiedarbības, π-π mijiedarbības u. c.30,31

Polimorfās formas iespējams iedalīt, arī balstoties uz to termodinamiskajām īpa-
šībām atkarībā no tā, vai viens polimorfs var apgriezeniski pārvērsties otrā vai nē. 
Starp jebkuriem diviem polimorfiem eksistē enantiotropa vai monotropa saistība. 
Enantiotropā polimorfo formu sistēmā eksistē tāda abu fāžu līdzsvara temperatūra, 
kura atrodas zem abu polimorfo formu kušanas temperatūras. Līdzsvara temperatū-
rā abu polimorfo formu stabilitāte ir vienāda. Monotropa sistēma savukārt ir tad, ja 
viena polimorfā forma ir stabila visā temperatūras apgabalā līdz pat kušanas tempera-
tūrai22. Lai noskaidrotu, vai polimorfu pāris ir enantiotropi vai monotropi saistīts, ir ie-
spējams lietot četrus empīriskus likumus: fāžu pārejas siltuma likumu, kušanas siltuma 
likumu, blīvuma likumu un infrasarkano likumu32, kas apraksta saistību starp ekspe-
rimentālajiem novērojumiem un polimorfu sistēmas veidu. Tiesa, praksē parasti tiek 
izmantoti tikai pirmie divi likumi, jo gan blīvuma, gan arī infrasarkanajam likumam 
dažādu starpmolekulāru mijiedarbību dēļ ir izņēmumi. 

1.1. tabula
Metožu pielietojums FAV cietvielu polimorfu pētījumiem33

SC-XRD PXRD IR/ 
Raman ssNMR DSC TG DVS HSM

Kristāliskas fāzes 
identifikācija ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓

Kristāliskā struktūra ✓ ✓ a ✓ a

Molekulārā struktūra ✓
Molekulu ģeometrija ✓ ✓ a ✓
Ūdeņraža saišu 
mijiedarbības ✓ ✓ a ✓ a

Vājās mijiedarbības ✓ ✓ a

Cietvielu fāzes 
dinamika ✓

Termiskā stabilitāte ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓
Mehāniskā stabilitāte ✓ ✓ ✓
Fāžu pārejas ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓
Kušanas temperatūra ✓ ✓
De-/hidratācija ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓
Higroskopitāte ✓ ✓ ✓ ✓
Morfoloģija ✓
Heterogēni maisījumi ✓ ✓ a ✓ ✓ ✓ ✓ ✓
Jonizācijas stāvokļi ✓ ✓ ✓ ✓

In situ procesu 
mērīšana ✓ ✓ ✓

a Nepieciešama advancēta metodika
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Farmaceitiski aktīvu cietvielu polimorfo formu identifikācijai, raksturošanai un 
kvantificēšanai ir pieejamas daudzas analītiskās metodes un to kombinācijas, no kurām 
visbiežāk izmantotās ir pulvera rentgendifrakcija (PXRD), monokristālu rentgendif-
rakcija (SC–XRD), diferenciāli skenējošā kalorimetrija (DSC), termogravimetrija (TG), 
termomikroskopija (HSM), molekulāro svārstību sprektroskopija (IR/ Raman), ciet-
vielu kodolmagnētiskās rezonances spektroskopija (ssNMR) un mitruma sorbcijas/de-
sorbcijas analīze (DVS). Lai pilnvērtīgi raksturotu polimorfās formas, ir nepieciešams 
izmantot vairākas metodes, jo katra no tām sniedz unikālu, bet ierobežotu informāciju 
par fāzi. Kopsavilkums par analītisko metožu pielietojumu polimorfo sistēmu pētīju-
miem redzams 1.1. tabulā. 

1.2. Pulvera rentgendifrakcijas izmantošana struktūru 
noteikšanai 

Kristāliskās struktūras noteikšana var sniegt būtisku informāciju, izstrādājot cietās 
farmaceitiskās vielas, dodot iespēju sasaistīt kristālisko struktūru ar dažādām fizikāl-
ķīmiskajām īpašībām, piemēram, stabilitāti, biopieejamību un daļiņu morfoloģiju. Lai 
gan monokristāla rentgendifraktometrija viennozīmīgi ir precīza un vēlama metode 
struktūras noteikšanai, bieži piemērota izmēra un kvalitātes monokristālus nav iespē-
jams iegūt. Piemēram, tādas farmācijas industrijā izmantotas kristālisko formu iegūša-
nas metodes, kā ātras metastabilas formas kristalizēšana, solvātu/hidrātu desolvatācija 
vai mehanoķīmiska iegūšana, rada pulverveida paraugus. Šādos gadījumos arvien bie-
žāk izmanto struktūras noteikšanu no pulvera difrakcijas datiem, pielietojot globālās 
optimizēšanas metodes jeb struktūras noteikšanu tiešajā telpā. 

Pulvera rentgendifrakcijā struktūras noteikšanu apgrūtina difrakcijas informācijas 
zudums, kad no trīs dimensijām informāciju saspiež vienā dimensijā (1.2. att.). Šī ie-
mesla dēļ pulvera rentgendifraktogrammā parādās ievērojams skaits refleksu, kas pār-
klājas. Signālu pārklāšanās liedz iegūt precīzu informāciju par refleksu pozīcijām un

 

1.2. att. Pulvera un monokristāla rentgendifrakcijas salīdzinājums34
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intensitāšu maksimumiem. Īpaši aktuāli tas ir organiskiem molekulāriem savienoju-
miem (ieskaitot FAV), kuriem parasti ir relatīvi liela elementāršūna un zema simetrija, 
kā rezultātā difraktogrammā ir liels pārklājušos refleksu skaits34. 

Lai nodrošinātu, ka strukturālais modelis ir pēc iespējas pareizāks un precīzāks, ir ne-
pieciešams kristālisku paraugu (vēlams, tīras fāzes) iepresēt kapilārā un uzņemt augstas 
izšķirtspējas datus caurstarojošā režīmā, kapilāru rotējot. Kapilāra rotācija samazina do-
minējošās orientācijas ietekmi. Lai iegūtu visu strukturāli svarīgo informāciju, eksperi-
mentālo difraktogrammu vēlams uzņemt plašā 2θ diapazonā, parasti līdz 70° vai 80°35,36.

Struktūras noteikšana no pulvera rentgendifrakcijas datiem sevī ietver piecus vis-
pārīgus soļus: (1) izvēlētu refleksu indeksāciju, lai noteiktu kristālrežģa parametrus, 
telpisko grupu un asimetrisko vienību; (2) iegūto režģa parametru un telpiskās grupas 
samērošana ar eksperimentālo difraktogrammu, izmantojot Paulija37 vai Le Baila38 me-
todi, nosakot difrakcijas ainas profila parametrus; (3) ķīmiski pareiza modeļa ievie-
tošanu kristālrežģī; (4) struktūras noteikšanu tiešajā telpā ar globālās optimizēšanas 
metodēm un (5) struktūras optimizēšanu ar Rietvelda metodi, lai panāktu, ka iegū-
tais strukturālais modelis maksimāli atbilstu eksperimentālajiem datiem. No visiem 
procesa posmiem pareiza režģu parametru noteikšana ir vissvarīgākā, jo bez parei-
ziem režģa parametriem struktūru noteikt nav iespējams, tāpēc ieteicams izmantot 
dažādu refleksu skaitu indeksēšanu, kā arī pielietot dažādus indeksēšanas algoritmus 
(Dicvol39, N-Treor40, Conograph41 u.  c.). Elementāršūnā ievietojot pareizu ķīmisku 
modeli (kristalogrāfiski neatkarīgas molekulas, pretjonus, ūdens vai šķīdinātāja mole-
kulas, ko var precizēt ar citām analītiskām metodēm kā NMR, ssNMR, DSC/TG u. c.), 
tiešajā telpā tiek ģenerētas daudzas kristāliskās struktūras. Tādi globālās optimizēšanas 
Monte Karlo algoritmi kā simulētā dzesēšana (simulated annealing) un paralēlā rūdīša-
na (parallel tempering) kristālrežgī ievietotajam ķīmiskajam modelim maina pozīciju, 
orientāciju un konformāciju līdz iegūst labāko sakritību starp simulētajiem un ekspe-
rimentālajiem datiem. Lai uzlabotu strukturālā modeļa precizitāti, ar Rietvelda metodi 
optimizē režģa parametrus, atomu pozīcijas, profila un fona parametrus, izotropisko 
temperatūras faktoru, kā arī 2θ leņķa nobīdes un dominējošās orientācijas paramet-
rus. Lai izvairītos no molekulu ģeometrijas izkropļojumiem, izmanto saišu garuma un 
leņķa ierobežojumus. Alternatīvi var izmantot arī visu molekulāro fragmentu (izņemot 
diedrālos leņķus) kā vienu nekustīgu veselumu. Pēc Rietvelda optimizācijas iegūto kris-
tālisko struktūru novērtē, salīdzinot simulēto difraktogrammu ar eksperimentālo, ko 
vizualizē ar atšķirību līkni (melnā līkne 1.3.  a attēlā), svērto pulvera profila R fakto-
ru (Rwp), goodness of fit (χ2) un citu parametru vērtībām.

1.3. att. Shematisks attēlojums precīzas un validētas struktūras noteikšanai no pulvera 
rentgendifrakcijas datiem
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Pēc Rietvelda optimizācijas pielieto dispersijas koriģētas blīvuma funkcionāļa teo-
rijas (DFT-D) enerģijas minimizēšanu, optimizējot ģeometriju un režģa parametrus 
(1.3. b attēls). No iegūtajiem rezultātiem ir iespējams validēt struktūras pareizību, sa-
līdzinot atomu koordināšu vidējo kvadrātisko nobīdi (RMSD) pirms un pēc optimizā-
cijas. Par pareizi noteiktām struktūrām uzskata tās, kurām RMSD vērtības ir zemākas 
par 0,35 Å42. Vairāku polimorfo formu gadījumā papildus RMSD vērtībām var iegūt arī 
pilnās enerģijas (kristālrežģa + konformācijas) vērtības bez termiskās enerģijas ieguldī-
juma (0 K temperatūrā), kas ļauj novērtēt šo polimorfo formu savstarpējo termodina-
misko stabilitāti.

1.3. Pētītās sistēmas

Darba ietvaros pētītas četras farmaceitiski aktīvas vielas, kuras iegūtas no 
A/S “Olainfarm” (struktūrformulas ar norādītiem diedrāliem leņķu apzīmējumiem do-
tas 1.4. attēlā). 

1.4. att. Pētīto savienojumu struktūrformulas (1 – hifenadīna hidrogēnhlorīds;  
2 – sehifenadīna hidrogēnhlorīds; 3 – enceniklīna hidrogēnhlorīds; 4 – dantrolēns)

Hifenadīna (1-azabiciklo[2.2.2]oktān-3-il(difenil)metanola) hidrogēnhlo-
rīds (1) jeb fenkarols un sehifenadīna (1-azabiciklo [2.2.2]oktān-3-il-bis(2-metilfenil) 
metanola) hidrogēnhlorīds (2) jeb bikarfēns ir farmaceitiski aktīvas vielas, kas sama-
zina histamīna iedarbību, bloķējot H1 receptorus ārējos audos, kā arī aktivizē enzīmu 
diamīnoksidāzi, kas šķeļ endogēno histamīnu, līdz ar to pazemina histamīna daudzu-
mu audos43,44. Uzsākot pētījumus, literatūrā nebija pieejama nekāda informācija par šo 
abu hiduklidilkarbinola atvasinājumu veidotajām cietvielu formām.

Enceniklīna hidrogēnhlorīds (3) ((R)-7-hlor-N-hinuklidin-3-il)benztiofēn-2-kar-
boksamīda hidrogēnhlorīds) ir selektīvs α-7 nikotīnskābes acetilholīna receptoru daļējs 
agonists. Tas tika izstrādāts Alcheimera slimības un šizofrēnijas izraisīto kognitīvo trau-
cējumu ārstēšanai45. Par R enantiomēra cietvielu formām iepriekš ziņots patentā46, kurā 
var atrast informāciju par trīs monohidrātu formām (I, II un X).
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Dantrolēns (4) (1-[(E)-[5-(4-nitrofenil)furan-2-il]metilidene amino]imida-
zolidin-2,4-dions) ir muskuļu relaksētājs. Tas ir vienīgais specifiskais un efektīvais  
līdzeklis ļaundabīgas hipertermijas ārstēšanai, kā arī to izmanto ļaundabīgā neirolep-
tiskā sindroma, muskuļu spasticitātes (piemēram, pēc insulta, paraplēģijas, cerebrālās 
triekas vai pacientiem ar multiplo sklerozi) un saindēšanās ar 3,4-metilēndioksi-N-
metilamfetamīnu (ekstazī) ārstēšanā47. Uzsākot pētījumus, bija pieejama informācija 
par dantrolēna metanola solvāta kristālisko struktūru, kas noteikta no monokristā-
la datiem.48
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2. EKSPERIMENTĀLĀ DAĻA
1.	 Fāžu identifikācijai pulvera rentgendifraktogrammas uzņemtas ar iekārtu Bruker 

D8 Advance ar 1D pozīcijas jutīgo Lynxeye detektoru, izmantojot Bragg–Brentano 
ģeometriju un Cu anoda rentgenstaru avotu. Uzņemšanas režīms: 3–35° 2θ, ātrums 
0,2s/0,02° (Latvijas Universitāte, Latvija).

2.	 Pulvera rentgendifraktogrammas struktūras noteikšanai uzņemtas ar iekārtu 
Bruker D8 Discover ar 1D Lynxeye detektoru, izmantojot caurstarojošo ģeometriju 
un Cu anoda rentgenlampu. Uzņemšanas režīms: 3 vai 4,5–70° 2θ, ātrums 20s/0,01° 
(Latvijas Universitāte, Latvija).

3.	 Monokristālu rentgendifraktometri Rigaku XtaLAB Synergy-S dualflex ar 
HyPix6000 detektoru un Cu vai Mo rentgenstaru avotu (Latvijas Organiskās sintē-
zes institūts, Latvija) un MAR345 ar attēla plāksnes detektoru un Ag rentgenstaru 
avotu (Baireitas Universitāte, Vācija) izmantoti, lai noteiktu izaudzēto monokristālu 
kristāliskās struktūras. 

3.	 Diferenciāli skenējošais kalorimetrs/termogravimetrs Mettler Toledo TGA/DSC2 iz-
mantots iegūto fāžu raksturošanai un solvātos esošā šķīdinātāja stehiometrijas no-
teikšanai. Uzņemšanas režīms: 25–320 °C, karsēšanas ātrums 10 °C/min, N2 atmo
sfērā (Latvijas Universitāte, Latvija).

4.	 Diferenciāli skenējošais kalorimetrs TA DSC 25 izmantots polimorfo formu kvalita-
tīvai un kvantitatīvai termisko efektu noteikšanai. Uzņemšanas režīms: 25–320 °C, 
karsēšanas ātrums 5−20 °C/min, N2 atmosfērā (Latvijas Universitāte, Latvija). 

5.	 Ultra ātrs skenējošais kalorimetrs Mettler Toledo Flash DSC1 izmantots, lai atdalītu 
pārklājušos kušanas un sadalīšanās procesus dantrolēna polimorfiem. Uzņemšanas 
režīms: 25–350 °C, karsēšanas ātrums 2000 °C/s, N2 atmosfērā (Kazaņas Federālā 
universitāte, Krievija).

6.	 Iekārta Surface Measurement Systems DVS Advantage izmantota polimorfo formu 
ūdens tvaika un desorbcijas pētījumiem. Uzņemšanas režīms: 0–95 % RM ar soli 
5 % RM, 25 °C (Latvijas Universitāte, Latvija).

7.	 Automātiskās kristalizācijas iekārta Technobis Crystal16 izmantota politermiskās 
šķīdības noteikšanai (Latvijas Universitāte, Latvija).

8.	 Polarizētās gaismas termomikroskops Leitz Laborlux 12 PolS ar Leica DFC450 ka-
meru izmantots vizuāliem monokristāla dehidratācijas pētījumiem (Rīgas Tehniskā 
universitāte, Latvija).

9. 	 Kristālisko struktūru noteikšanai no pulvera datiem un Rietvelda optimizācijai iz-
mantotas datorprogrammas Expo2014 un Topas5, periodiskiem DFT-D aprēķiniem 
izmantotas datorprogrammas Quantum Espresso un Castep, bet molekulu gāzes fā-
zes aprēķiniem Gaussian09.
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3.	 REZULTĀTI UN TO IZVĒRTĒJUMS

3.1. Hifenadīna hidrogēnhlorīda (1) trimorfisms

Salīdzinot ar pārējiem apskatītajiem savienojumiem, hifenadīna HCl veido visma-
zāk polimorfo formu, t.  i., 3. To daļēji var skaidrot ar faktu, ka hifenadīna HCl nav 
izteikts solvātu veidotājs un tas liedz iegūt polimorfus, desolvatējot dažādus solvātus, 
kā to var novērot sehifenadīna HCl, enceniklīna HCl un dantrolēna gadījumā. Vienīgā 
solvatētā forma, ko veido hifenadīna HCl, ir dihidrāts (DH), ko iegūst, kristalizējot hi-
fenadīna HCl no ūdens, turklāt, dehidratējot šo formu, iegūst metastabilu polimorfu B. 
Ja šo savienojumu kristalizē no n- vai i-butanola, iegūst polimorfu C, bet polimorfs A 
iegūts no citiem 14 ūdeni nesaturošiem šķīdinātājiem. Dihidrāta formai ir iespējams 
izaudzēt monokristālu, bet visus trīs polimorfus var iegūt vienīgi mikrokristāliska pul-
vera veidā. Iegūto formu rentgendifraktogrammas redzamas 3.1. attēlā.

3.1. att. Hifenadīna hidrogēnhlorīda A, B, C un DH formu  
rentgendifraktogrammas

A, B un C polimorfu struktūras noteiktas no pulvera rentgendifrakcijas datiem, bet 
DH struktūra noteikta no monokristāla datiem. Iegūtā kristalogrāfiskā informācija re-
dzama 3.1. tabulā. Noskaidrots, ka visas iegūtās kristāliskās modifikācijas kristalizējas 

 telpiskajā grupā ar vienu hifenadīna katjonu un vienu hlorīda anjonu asimetriska-
jā vienībā. 

Hifenadīna molekula sastāv no divām fenil, vienas hinuklidīn un vienas hidroksil 
grupas, kas visas savienotas ar ceturtējo oglekli. Lai gan šajā molekulā ir trīs diedrālie 
leņķi (skat. 1.4. att. 1), noskaidrots, ka visās struktūrās konformācija ir ļoti līdzīga un 
pieder pie viena globālā enerģijas minimuma. Hifenadīna HCl struktūrā vienīgais stip-
rais H saišu akceptors ir Cl– anjons, bet donori ir NH+ grupa un hidroksilgrupa. 
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3.1. tabula
Kristalogrāfiskā informācija hifenadīna HCl formām

A  B C  DH 

Formula C20H24NOCl C20H24NOCl·2H2O

Molmasa, g·mol-1 329,86 365,88

Parauga tips Pulverveida Monokristāls

Temperatūra, K 293(2) 173(2)

Singonija Triklīnā

Telpiskā grupa

a, Å 6,372(2) 6,408(5) 6,449(2) 6,339(1)

b, Å 12,699(5) 9,281(6) 12,951(3) 8,601(2)

c, Å 10,759(4) 18,356(2) 11,222(2) 18,404(5)

α,° 96,03(2) 113,09(3) 97,60(1) 100,02(2)

β,° 98,88(2) 83,62(3) 106,61(2) 92,32(3)

γ,° 80,68(2) 116,50(3) 75,25(2) 103,45(2)

V, Å3 845,9(1) 895,8(1) 862,9(1) 957,5(3)

ρcalc, g·cm3 1,295 1,223 1,270 1,269

Z (Z’) 2 (1) 2 (1) 2 (1) 2 (1)

Rwp (Rp)/R1 (wR2), % 2,81 (1,89) 1,41 (0,99) 3,12 (2,32) 4,8 (14,8)

Pakojuma efektivitāte, 
%

73,1 71,7 69,1 68,4

Enerģijaa, kJ·mol-1 0 21,2 11,3 N/A
a relatīvi pret A polimorfu

Kā redzams 3.2.  attēlā, visiem trīs polimorfiem ir vienāds H saišu motīvs (iekrā-
sots zilā krāsā), kur divi Cl- anjoni mijiedarbojas ar diviem hifenadīna katjoniem caur 
N−H…Cl un  O−H…Cl ūdeņraža saitēm, veidojot tetramēru R2

4(16). H saišu tīkls, kas 
ir novērojams DH struktūrā, ir krietni sarežģītāks divu ūdens molekulu dēļ, kuras dar-
bojas gan kā H saišu donori, gan kā akceptori. 

3.2. att. Hifenadīna HCl polimorfu un dihidrāta struktūrās esošie  
ūdeņraža saišu motīvi
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3.3. att. Hifenadīna HCl A, B, C un DH formu struktūru molekulārais pakojums

A un C polimorfiem ir vienāds monoslāņains molekulārais pakojums, kur blakus 
molekulas ir anti paralēlā novietojumā viena pret otru (3.3. att.). Savukārt starp poli-
morfu A/C un B pakojumu ir redzamas būtiskas atšķirības. B formas struktūrai ir bislā-
ņains molekulārais pakojums, kur blakus molekulas ir vērstas vienā virzienā, bet nāka-
majā slānī tās ir vērstas pretējā virzienā. B formas struktūrā, salīdzinot ar A un C formu 
struktūrām, ir vairāk atdalīti hidrofilie un hidrofobie slāņi, kuros tetramēri ir sapakoti 
ciešāk. Dihidrāta un B formas 2D pakojums sastāv no vienādi orientētiem slāņiem, vie-
nīgā atšķirība ir ūdens molekulas, kuras atrodas starp hidrofilajām hinuklidīna grupām 
un hlorīda anjoniem. Tas norāda, ka DH ir kanālveida hidrāts, ko apstiprina arī ter-
momikroskopijas novērojumi (3.4. att.), kuros redzams, ka dehidratācija notiek ūdeni 
saturošo kanālu virzienā. Tā kā ūdens molekulas ir iesaistītas galvenajā H saišu tīklā, šis 
hidrāts ir arī stehiometrisks.

3.4. att. Termomikroskopijas un simulētie kristāla morfoloģijas dati DH formai

Augstās strukturālās līdzības dēļ ir skaidrs, kāpēc tieši DH forma dehidratējoties 
pārvēršas par B polimorfu, nevis par A vai C, jo šī pāreja nemaina hifenadīna katjona 
paralēlo orientāciju, bet gan tikai palielina attālumu starp tiem. Salīdzinot visu formu 
pakojuma efektivitāti (2.1.1. tabula), redzams, ka visaugstākā tā ir A formai (73,1 %), 
tad B (71,7  %) un C (69,1  %), bet viszemākā dihidrātam (68,4  %). Šī pakojuma 
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efektivitātes rinda polimorfiem atbilst arī novērotajai termodinamiskajai stabilitātei. 
Dihidrāta zemo pakojuma efektivitāti, bet augsto stabilitāti, skaidro fakts, ka ūdens mo-
lekulas kanālos, lai gan neefektīvi sapakotas, stabilizē šo struktūru ar spēcīgām starp-
molekulārajām mijiedarbībām, ko sniedz stipru H saišu tīkls.

Lai labāk saprastu atšķirības starp A un C polimorfiem, to struktūras optimizētas, 
relaksējot atomu pozīcijas un režģa parametrus ar DFT-D metodi, kā rezultātā iegūtas 
praktiski vienādas struktūras. Tas liecina, ka starp šīm struktūrām ir zema enerģijas 
barjera un vienīgais izskaidrojums C polimorfa eksistencei ir tas, ka šai formai, krista-
lizējoties no n- vai i-butanola, veidojas specifiskas mijiedarbības starp šķīdinātāju un 
hifenadīna hidrogēnhlorīdu. Molekulas nepaspēj sakārtoties enerģētiski izdevīgākajā 
pakojumā, un tiek iegūts metastabils polimorfs ar ļoti līdzīgu struktūru termodinamis-
ki stabilajam A polimorfam.

3.2. Sehifenadīna hidrogēnhlorīda (2) heksamorfisms

Meklējot jaunas kristāliskās formas sehifenadīna hifrogēnhlorīdam, iegūti seši ne-
solvatēti polimorfi (A, B, B', C, D un E), divi dihidrāti (DH un DH-II), monohidrāts 
(MH), nestehiometrisks hidrāts (NSH). Polimorfus C un E var iegūt tikai desolvatā-
cijas ceļā no attiecīgi metanola un n-propanola solvātiem, bet hidrātus MH un NSH 
iegūst, hidratējot attiecīgi C un E polimorfus. Polimorfu D var iegūt, tikai suspendējot 
sehifenadīna hidrogēnhlorīdu n-propanolā, taču, pārkristalizējot no šī šķīdināja, iegūst 
n-propanola solvātu, kas desolvatējoties izveido E polimorfu. Shematisku formu iegū-
šanu un fāžu pārejas skatīt 3.5. att.

3.5. att. Shematisks sehifenadīna HCl formu iegūšanas un fāžu pāreju attēlojums.  
Ar nepārtrauktu līniju apzīmētas formas, kas iegūtas, kristalizējot no šķīduma;  

ar pārtrauktu līniju parādītas formas, kas iegūtas cietvielu pāreju rezultātā
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Visu sešu polimorfu, kā arī MH un NSH, struktūra noteikta, izmantojot pulvera 
rentgendifraktometriju, bet DH formas struktūra iegūta no monokristāla datiem. DH-
II formai neizdevās iegūt pareizus režģa parametrus un līdz ar to arī noteikt struktūru. 
A, B, B’ polimorfi kristalizējas triklīnajā  telpiskajā grupā ar vienu sehifenadīna kat-
jonu un vienu hlorīda anjonu asimetriskajā vienībā (Z' = 1), bet C, D un E polimor-
fi kristalizējas attiecīgi monoklīnās singonijas P21/c, P21/n un C2/c telpiskajās grupās 
ar Z' = 2. 

Sehifenadīna un hifenadīna molekulas atšķiras ar divām metil grupām pie benzola 
gredzeniem un tieši šo metilgrupu iekšmolekulāro mijiedarbību dēļ veidojas vairākas 
sehifenadīna katjona konformācijas (skat. 3.6. attēlu). 

3.6. att. Potenciālās enerģijas virsmas skenēšanas rezultāts τ1 leņkim. Eksperimentāli 
iegūtās konformācijas atzīmētas ar zilo, zaļo un sarkano kvadrātu

Eksperimentāli ir novērojamas trīs konformācijas, no kurām divas ir lokālā mini-
muma (LM1 un LM2) un viena globālā minimuma (GM) konformācija. Jāatzīmē, ka 
katra lokālā minimuma konformācija eksperimentāli novērota tikai vienā gadījumā, 
respektīvi LM1 ir D polimorfa konformērs, bet LM2 ir C polimorfa konformērs. Veicot 
ģeometrijas optimizāciju, noskaidrots, ka abiem lokālā minimuma konformēriem 
ir par 8–10 kJ·mol–1 augstāka enerģija nekā GM konformēram. Novērots, ka LM1 un 
LM2 konformēri veido arī no GM konformēra atšķirīgus H saišu motīvus (3.7. attēls). 

Ja A, B, B’ un E polimorfos veidojas jau iepriekš hifenadīna HCl gadījumā novēro-
tais tetramērs R2

4(16), tad D formā ir novērojams katamērs C2
4(16), bet C polimorfā 

tetramērs R2
4(10), kurā OH grupa neveido H saiti. Ja polimorfiem ir atšķirīga konfor-

mācija un atšķirīgi H saišu motīvi, tad šādiem polimorfiem ir arī atšķirīgs 3D pako-
jums, kā tas ir D un C formas gadījumā. Savukārt, A, B un E polimorfiem gan konfor-
mācija, gan arī 0D pakojums ir vienāds. A un B formām ir arī kopīgs 2D pakojums, ko 
nosaka slānis 1 (3.7. attēlā). Šādi blakus esoši slāņi 1 viens pret otru var būt novietoti 
paralēli kā A formas struktūrā vai arī antiparalēli kā B formas struktūrā. Polimorfu A, E 
un C struktūrās esošajos slāņos 2, 3 un 4 ūdens ir spējīgs iekļauties, neizmainot pakoju-
mu, un līdz ar to ir iespējams iegūt trīs dažādus hidrātus. Polimorfs A veido dihidrātu, 
polimorfs C monohidrātu, bet E forma nestehiometrisku hidrātu, kamēr B un D for-
mas neveido strukturāli līdzīgus hidrātus un līdz ar to ir visstabilākās formas paaugsti-
nāta mitruma apstākļos.
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3.7. att. Sehifenadīna HCl polimorfu struktūrās esošie H saišu motīvi un polimorfu 
pakojuma līdzības ar hidratētām fāzēm

3.2. tabula
Polimorfu termodinamiskās stabilitātes rezultāti, kas iegūti,  

suspendējot polimorfu maisījumus 

Maisījums Fāze pēc suspendēšanas

A/D D

B/D D

C/D D

D/E D

A/B B

B/C B

B/E B

C/E B

A/C A

A/E A
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Polimorfu termodinamiskā stabilitāte salīdzināta, veicot enerģijas aprēķinus ar 
DFT-D metodi. Iegūtie rezultāti liecina, ka zemākā enerģija un līdz ar to stabilākais po-
limorfs ir D forma, bet C forma ir visnestabilākā (+20 kJ·mol-1), bet pārējo polimorfu 
stabilitāte ir līdzīga, enerģijas starpībām mainoties +8 – +10 kJ·mol-1 intervālā salīdzi-
nājumā ar D formu. Līdzīgu relatīvo stabilitāti polimorfiem apstiprina arī maisījumu 
suspendēšanas eksperimenti acetonā un etilacetātā 25 °C temperatūrā. Šajos eksperi-
mentos noskaidrots, ka stabilākā ir D forma, kam seko B un A formas. C un E polimorfi 
savstarpējos maisījumos pārvēršas par B formu (3.2. tabula), kas liecina par šo formu 
nestabilitāti šajos apstākļos. Līdz ar to, apvienojot eksperimentālos un DFT-D aprēķi-
nu datus, var secināt, ka termodinamiskās stabilitātes rinda 25 °C temperatūrā ir šāda:  
D > B > A > E > C.

3.3. Enceniklīna hidrogēnhlorīda (3) dekamorfisms

Salīdzinot ar pārējām šeit apskatītajām sistēmām, enceniklīna hidrogēnhlorīds 
(Enc-HCl) ir visizteiktākais solvātu veidotājs. Kopumā iegūti vairāk nekā 30 solvātu, 
no kuriem puse kristalizējas kā izostrukturāli solvāti (noteikts pēc režģa parametriem). 
Vienīgā nesolvatētā fāze, ko iespējams iegūt kristalizējot, ir termodinamiski stabilākais 
polimorfs IVD. Šis polimorfs kristalizējas tikai no dimetilforamīda (DMF). Tomēr ir 
arī vairāki solvāti, kas, zaudējot šķīdināju, tiecas pārvērsties par jauniem nesolvatētiem 
polimorfiem (skat. 3.8. att.), tai skaitā arī četri monohidrāti, kas katrs dehidratējas par 
jaunu nesolvatētu polimorfu (ID, IID, IIID un XD). Vēl jāpiemin fakts, ka polimorfus 
VID, VIIID, XID un XIID var iegūt, tikai desolvatējot attiecīgi acetonotrila monosolvātu 
I (SACN-I), etiķskābes disolvātu (DSAA), skudrskābes monosolvātu (SFA) un acetonitrila 
monosolvātu II (SACN-II) eksikatorā virs fosfora pentoksīda (P2O)5, kas nodrošina 0 % 
relatīvo mitrumu. Savukārt iepriekš minēto solvātu desolvatācija paaugstinātā tempe-
ratūrā noved pie citu polimorfu veidošanās. Kopskaitā, desolvatējot dažādus solvātus, 
iegūti 12 polimorfi. 

3.8. att. Shematisks enceniklīna HCl formu iegūšanas un fāžu pārejas attēlojums
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Visu iegūto polimorfu un to attiecīgo prekursoru solvātu/hidrātu rentgendifrakci-
jas ainas redzamas 3.9.  attēlā. Vislielākās līdzības difrakcijas ainās novērojamas starp 
hidrātiem (MH-I, MH-II, MH-III un MH-X) un starp to dehidratētajām fāzēm (ID, IID, 
IIID un XD attiecīgi), kas liecina par augstu savstarpējo izostrukturālitāti. Arī starp hid-
rātiem un dehidrātiem ir līdzīgas difrakcijas ainas, kurās visām fāzēm līdz 15° 2θ skalā 
signāli novērojami aptuveni tajās pašās pozīcijās. Pārējām prekursoru solvātu fāzēm un 
to respektīvajiem desolvātiem ir labi izšķiramas difraktogrammas, kuras neliecina par 
tik augstu savstarpējo strukturālo līdzību. Savukārt trim iegūtajām fāzēm MH-X, XD 
un XID difrakcijas ainās vienlaikus novēro gan šaurus, gan platus difrakcijas signālus. 
Tas liecina par nesakārtotību struktūrā, kur molekulas divās dimensijās ir sakārtotas 
(šaurie refleksi), bet trešajā dimensijā nav (platie refleksi). Šāda veida nesakārtotību var 
novērot slāņainās struktūrās49, kur slāņi daļēji ir savstarpēji nobīdīti.

3.9. att. Enceniklīna solvātu/hidrātu (melnā krāsā) un no tiem iegūto desolvātu  
(polimorfu, sarkanā krāsā) difraktogrammas

Kā jau iepriekš minēts, 11 no 12 Enc-HCl polimorfiem ir iespējams iegūt tikai de-
solvatācijas ceļā, kas nozīmē, ka šīs formas var iegūt tikai mikrokristāliska pulvera vei-
dā un ir nepieciešams izmantot pulvera rentgendifrakciju kristāliskās struktūras no-
teikšanai. To arī veiksmīgi izdevās veikt 10 polimorfiem. Diemžēl XD un XID formu 
struktūras palika nenoteiktas to nesakārtotības dēļ. Polimorfa IVD struktūra vispirms 
tika noteikta no pulvera datiem, bet vēlāk, kristalizējot no DMF, izdevās izaudzēt arī 
monokristālu. Abas struktūras sakrita savā starpā. Pēc iegūtajiem struktūras datiem 
noteikts, ka 7 no 10 polimorfiem kristalizējas divās izplatītākajās Zonkes telpiskajās 
grupās: P212121 (IVD, VD, VIID un XIID) un P21 (VID, VIIID un IXD), bet ID polimorfs – 
P3221 Zonkes telpiskajā grupā, kamēr IID un IIID formas ir noteiktas C2 telpiskajā gru-
pā. IIID, VIID un IXD formām ir pa divām kristalogrāfiskajām vienībām asimetriskajā 
vienībā (Z'  =  2), bet pārējiem polimorfiem Z' = 1. Lielākoties visiem polimorfiem ir 
tāda pati telpiskā grupa un arī līdzīgi kristālrežģa parametri kā attiecīgajiem prekursoru 
solvātiem.
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Enceniklīna molekulai ir trīs diedrālie leņķi (skat. 1.4. att.), un dažās struktūrās ir 
novērojamas konformācijas atšķirības līdz pat 30°, kas rodas, hlorbenzotiofēna grupai 
rotējot ap C–C (τ1) un hinuklidīna grupai (τ3) rotējot C–N saitēm, tomēr tās visas pieder 
pie viena globālā enerģijas minimuma, ko apstiprina potenciālās enerģijas virsmas 
skenēšanas rezultāti visiem diedrālajiem leņķiem. Arī visiem izolētajiem konformēriem 
gāzes fāzes ģeometrijas optimizācijā vienmēr iegūst identisku konformāciju. Iegūtā 
konformācijas analīze apliecina, ka Enc-HCl veidotie polimorfi ir pakojuma polimorfi. 
Šis gadījums ir unikāls, jo, salīdzinot ar citām vielām, kurām ir izteikti liels polimorfu 
skaits, kā galunisertibam, aripriprazolam, ROY vai flufenamīnskābei16, Enc-HCl ir 
vienīgais, kam konformāciju atšķirības nav galvenais polimorfisma virzītājspēks.

Starpmolekulāro mijiedarbību un pakojuma analīze atklāja, ka šīs daudzās polimor-
fās formas veidojās tāpēc, ka molekulas spēj dažādi sakārtoties kritālrežģī. Šīs dažādās 
pakojuma iespējas veidojas, jo eksistē pieci dažādi H saišu motīvi, skat. 3.10. attēlu. Tikai 
vienā struktūrā (ID) veidojas ciklisks R2

4(14) tetramērs, sabrūkot heksamēram 1, kad 
MH-I forma zaudē ūdeni. Lai gan arī heksamērā 2 un 3 ūdens molekulas iesaistās H 
saišu veidošanā starp enceniklīna katjonu un Cl- anjonu, dehidratācijas rezultātā izvei-
dojas katamēri 1 un 2 attiecīgi. Pārējos gadījumos šķīdinātāja molekulas ar H saitēm 
saistās tikai ar Cl- anjonu un, zaudējot šīs šķīdinātāja molekulas, H saišu motīvs neiz-
mainās. Katamēri 1 C1

2 (7), 2 C1
2 (7) un 3 C1

2 (7), lai gan veido identiskas H saites, to-
mēr molekulas savstarpēji novietojas atšķirīgi, kas veicina atšķirīga pakojuma veidoša-
nos. Katamērs 1 novērojams polimorfos IIID, IVD, VID un XIID, katamērs 2 ir atrodams 
IID struktūrā, katamērs 3 – VIID, VIIID un IXD struktūrās, un katamērs 4 C1

1 (7) veido 
VD struktūru. Katamērs 4 atšķiras no pārējiem katamēriem, jo H saišu ķēde veidota no 
N–H···O saitēm nevis no N−H···Cl–.

3.10. att. Enceniklīna HCl formu struktūrās novērotie H saišu motīvi
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Vizuāla pakojuma līdzība starp polimorfiem un attiecīgajiem prekursoru solvātiem/
hidrātiem parādīta 3.11.  attēlā, savukārt grafisks kvantitatīvs līdzības raksturojums 
parādīts 3.12.  attēlā. Salīdzinot visas struktūras, redzams, ka solvāti/hidrāti, zaudējot 
šķīdinātāja molekulas, spēj saglābāt savu unikālo pakojumu, kā rezultātā veidojas vai-
rāk vai mazāk strukturāli tuvi desolvāti. Kā jau to varēja nojaust no pulvera rentgen-
difraktogrammām, tad līdzīgākas struktūras ir starp hidrātiem un to dehidrātiem, ko 
apstiprina pakojuma līdzības dendogramma (3.12. att. zaļā krāsā). Pārsteidzoši gan ir 
tas, ka lielāka pakojuma līdzība ir starp MH-I un MH-III hidrātiem un ID un IIID po-
limorfiem, nevis starp MH-I/ID, un MH-III/IIID pāriem. Pārējos gadījumos solvāta un 
attiecīgā desolvāta strukturālā līdzība ir savstarpēji vistuvākā. 

Visu pārējo šeit neminēto solvātu desolvatācijas gadījumā radās IVD, ko var skaidrot 
gan ar to, ka šis polimorfs ir termodimamiski stabilākais paaugstinātā temperatūrā, gan 
arī ar pakojuma līdzībām starp pārējiem solvātiem un IVD, skatīt SEtOH un IVD līdzības 
3.11. un 3.12. attēlā. 

3.11. att. Enceniklīna HCl polimorfu un atbilstošo solvātu/hidrātu pakojuma  
līdzības attēlojums
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3.12. att. Enceniklīna HCl polimorfu un atbilstošo solvātu/hidrātu pakojuma  
līdzības dendogramma

Diferenciālās skenējošās kalorimetrijas dati (3.13.  att. pa kreisi) apstiprināja, ka 
polimorfam IVD ir visaugstākā kušanas temperatūra (286 ± 1 °C) un ka, pārējos poli-
morfus karsējot, tie pārvēršas par IVD trīs dažādos veidos: 1) endotermiskā fāžu pārejā 
(VD), 2) eksotermiskā fāžu pārejā (VID un XID) vai 3) eksotermiskā pārejā pēc nepilnī-
gas kušanas/amorfizēšanās, kam atbilst mazais endotermiskais signāls 140–190 °C tem-
peratūrā atkarībā no polimorfa (ID, IID, IIID, VIID, VIIID, IXD, XD, un XIID). Nepilnīgās 
kušanas/amorfizēšanās entalpija ir pārāk maza (2–7  kJ·mol-1), lai to izmantotu Enc-
HCl polimorfu savstarpējās termodinamiskās stabilitātes noteikšanai, līdz ar to, bals-
toties uz endotermisko/eksotermisko fāžu pārejas likumu32, ir iespējams noteikt ter-
modinamisko stabilitāti tikai starp trim polimorfu pāriem. IVD un VD polimorfi pieder 
pie enantiotropas sistēmas, savukārt pāri IVD/VID un IVD/XID ir monotropi saistīti. 
Polimorfo formu maisījumu suspendēšanas rezultāti liecina, ka arī 25 °C temperatūrā 
termodinamiski stabilākais ir IVD polimorfs, jo visi maisījumi pārvēršas par IVD formu. 
Papildus arī noskaidrota Enc-HCl polimorfu stabilitāte paaugstinātā relatīvajā mitrumā 
(3.13. att. pa labi). Stabilākais polimorfs ir IVD forma, kas ir stabila līdz pat 85 % RM, 
kas pēc tam pārvēršas par MH-I. Relatīvi stabils pret mitrumu ir arī polimorfi VD, bet 
pret mitrumu visnestabilākie polimorfi ir ID, IID, IIID, VIIID un IXD, kas ir stabili tikai 
tad, ja RM ir mazāks par 5 %. 

Lai gan DSK dati un suspendēšanas eksperimenti neatklāj visu polimorfo formu 
savstarpējo termodinamisko stabilitāti, šī informācija palīdz izvērtēt ticamību enerģi-
jām, kas iegūtas, optimizējot struktūras ar DFD-D metodi, izmantojot dažādus šobrīd 
aktuālos pseidopontenciālus un/vai dispersijas korekcijas. No eksperimentālajiem re-
zultātiem izriet, ka VD formai vajadzētu būt ar viszemāko enerģiju, IVD vajadzētu būt 
ar otru zemāko enerģiju un kopējai relatīvās enerģijas starpībai nevajadzētu būt lielākai 
par ~ 15 kJ·mol-1 (tāda ir aptuvenā IVD formas kušanas entalpija). 
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3.13. att. Enceniklīna HCl polimorfu DSK termogrammas (pa kreisi) un ūdens tvaika 
sorbcijas izotermas (pa labi)

3.14. att. Enceniklīna HCl polimorfu enerģijas relatīvā attiecība, izmantojot dažādus 
pseidopotenciālus un/vai dispersijas korekcijas

No 3.14. attēla var secināt, ka atbilstošākā aprēķinu metode šai sistēmai ir PBE psei-
dopotenciāls kopā ar D3 dispersijas korekciju, jo ar šo metodi īstenojas visi minētie no-
teikumi. Līdz ar to aprēķinātā termodinamiskās stabilitātes rinda bez termiskiem iegul-
dījumiem (0 K) ir VD > IVD (+1,5 kJ·mol–1) > VIID (+3,3 kJ·mol–1) > VID (+5,2 kJ·mol–1) > 
ID ≈ IID (+7,1 kJ·mol–1) > IIID ≈ IXD (+8,5 kJ·mol–1) > VIIID (+9,8 kJ·mol–1) > XIID 
(+12,2 kJ·mol–1).
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3.4. Dantrolēna (4) heksamorfisms

Dantrolēns, atšķirībā no pārējām šajā darbā apskatītajām sistēmām, ir neitrāls mo-
lekulārs savienojums. Tomēr arī dantrolēns ir izteikti polimorfisks, un tā polimorfi 
kristalizējas mikrokristāliska pulvera veidā. Veicot kristalizācijas un suspendēšanas ek-
sperimentus no dažādiem šķīdinātājiem, iegūti trīs polimorfi (I, II un III), trīs mono-
hidrāti (MH-I, MH-II un MH-III) un 16 solvāti. Tālāk, pētot iegūto monohidrātu de-
hidratāciju, izdevās iegūt vēl trīs dantrolēna polimorfus (IV, V un VI), skat. 3.15. attēlu. 

3.15. att. Shematisks dantrolēna formu iegūšanas un fāžu pāreju attēlojums.  
Ar nepārtrauktu līniju apzīmētas formas, kas iegūtas, kristalizējot no šķīduma;  

ar pārtrauktu līniju parādītas formas, kas iegūtas desolvatācijas ceļā

3.16. att. Dantrolēna polimorfu un monohidrātu difraktogrammas
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Iegūto polimorfu un monohidrātu rentgendifraktogrammas attēlotas 3.16. att., kurā 
redzams, ka katram polimorfam ir unikāla un viegli atšķirama difrakcijas aina un arī 
starp polimorfu un atbilstošo monohidrātu difrakcijas ainām ir novērojama pietiekama 
atšķirība, lai polimorfi netiktu uzskatīti par izomorfiem desolvātiem. 

I, II, IV, V, VI, MH-I un MH-III formu kristāliskās struktūras aprēķinātas no pul-
vera difrakcijas datiem, bet III un MH-II formu struktūras iegūtas no monokristālu 
rentgentstruktūranalīzes. I, II un III forma kristalizējas centrosimetriskā P21/c (P21/n) 
telpiskā grupā, bet polimorfi IV un V kristalizējas attiecīgi P21 un P212121 necen-
trosimetriskās telpiskās grupās, bet polimorfs VI centrosimetriskā  grupā. Visās 
noteiktajās struktūrās asimetriskajā vienībā ir viena dantrolēna molekula (Z’ = 1). 
Eksperimentālajās struktūrās ir atrodamas divas atšķirīgas dantrolēna molekulārās 
konformācijas (A un B), skat. 3.17. a attēlu. Globālā minimuma A konformācija ir novē-
rojama I un III formas kristāliskajā struktūrā, savukārt lokālā minimuma B konformā-
cija visās parējās struktūrās. Galvenā atšķirība starp abām konformācijām ir furilgrupas 
pagriešanās par 180 ° ap diedrālo leņķi τ2, kas rezultējas ~3 kJ·mol–1 enerģijas starpībā 
(3.17. b att.). Dantrolēna molekulā ir tikai viens ūdeņraža saites donors (N–H grupa) 
un vairākas vietas, kas var darboties kā potenciālie H saites akceptori. Neskatoties uz 
to, polimorfu eksperimentālajās struktūrās var novērot trīs atšķirīgus ūdeņraža saišu 
motīvus, ko veido abi potenciāli spēcīgākie H saišu akceptori (3.17.  c  att.): R2

2(8) a 
I un III formā to veido N2–H10···O1 mijiedarbība, R2

2(8) b II un VI formā to veido 
N2–H10···O2 mijiedarbība, bet  C1

1(4) V formā – N2–H10···O2 mijiedarbība. IV for-
mas struktūrā nav novērojama neviena klasiska ūdeņraža saite, lai gan var novērot 
C1

1(2) motīvu, ko veido vāja N2–H10···N2 mijiedarbība. 

3.17. att. (a) Dantrolēna kristāliskajās struktūrās novēroto divu atšķirīgo eksperimentālo 
konformāciju vizuāls salīdzinājums – A zilā un B sarkanā krāsā,  

(b) dantrolēna potenciālās enerģijas virsma pie mainīgām diedrālā leņķa τ2 vērtībām un  
(c) eksperimentālajās struktūrās novērotie starpmolekulārie ūdeņraža saišu motīvi
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Salīdzinot molekulāro pakojumu dantrolēna bezūdens polimorfu un monohidrātu 
struktūrās, tos ir iespējams sakārtot trīs radniecīgu struktūru grupās (3.18. att.). 1. gru-
pu veido I un III polimorfu kristāliskās struktūras, jo šajās struktūrās molekulām ir 
vienāda konformācija, ūdeņraža saišu motīvs un slāņi, kuros izvietotas molekulas gar 
a kristalogrāfisko asi, bet pakojums gar abām pārējām asīm ir atšķirīgs, kas rezultē-
jas zemāka pakojuma līdzībā starp vienas un tās pašas grupas kristāliskajām formām. 
Lielākajā 2. grupā ietilpst polimorfi II, IV, V un monohidrāti MH-I, MH-II. Starp šīm 
formām ir novērojama vislielākā molekulu pakojuma līdzība, jo visās struktūrās ir no-
vērojami vienādi 2D zig-zag slāņi. 3. grupu veido monohidrāts MH-III un šīs formas 
dehidratētā fāze – polimorfs VI. Galvenā pakojuma atšķirība starp šīm fāzēm ir saistīta 
ar nedaudz atšķirīgo VI formas molekulāro konformāciju (nitrobenzola grupa pagriez-
ta par ~30°), ļaujot dantrolēna molekulām sapakoties ciešāk nekā MH-III struktūrā.

3.18. att. Vizuāls un kvantitatīvs pakojuma līdzības attēlojums dantrolēna hidrātos un 
bezūdens polimorfos. Dendrogrammas horizontālā ass atbilst PSab vērtībai (līdzība)

Lai apzinātu potenciāli enerģētiski izdevīgākās dantrolēna kristāliskās struktūras un 
lai pārbaudītu, vai starp eksperimentāli iegūtajiem polimorfiem ir atrodama struktū-
ra ar viszemāko enerģiju, veikta ab initio kristālisko struktūru paredzēšana, izmanto-
jot CrystalPredictor un CrystalOptimizer programmas. Pēc tam struktūras ar zemāko 
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enerģiju (138 struktūras, kam Z ≤ 4) vēlreiz optimizēja ar PBE-D2 metodi. Šī pati pieeja 
(CrystalOptimizer + PBE-D2) izmantota arī sešām eksperimentāli noteiktajām struk-
tūrām. Iegūto kristālisko struktūru apkopojums redzams 3.19.  attēlā. Šī skaitļošanas 
pieeja bija veiksmīga, lai identificētu piecas no sešām eksperimentālajām polimorfu 
kristāliskajām struktūrām pēc RMSD15 vērtībām starp eksperimentālajām un paredzē-
tajām struktūrām. Lai gan starp paredzētajām struktūrām ir struktūra (B1) ar vienādu 
konformāciju, telpisko grupu, līdzīgiem kristālrežģa parametriem un enerģiju kā III 
formai, tomēr tai ir atšķirīgs ūdeņraža saišu motīvs (B1 ir R2

2(8)b, bet III formā R2
2(8) a, 

skat. 3.17. c att.), kas rezultējas lielā RMSD15 = 0,66 Å vērtībā. III formas trūkums, ie-
spējams, ir saistīts ar plastisku zemtemperatūras pāreju starp B1 un III  formu, kuras 
laikā mainās H saišu motīvs. 

3.19. att. Dantrolēna kristālisko struktūru apkopojums, kur katrs trijstūris un kvadrāts 
atspoguļo stabilu kristālrežģa enerģijas minimumu, kas iegūts kristālisko struktūru 

paredzēšanā un pēc tam veiktā ģeometrijas optimizācijā ar DFT-D.  
Identificētās eksperimentāli iegūtās struktūras ir iekrāsotas un marķētas.  

Apkopojums papildināts ar III formas eksperimentālo struktūru pēc identiska  
skaitļošanas protokola. Horizontālā punktētā līnija apzīmē tipisku polimorfo  

formu relatīvās enerģijas diapazonu 10 kJ·mol–1

Dantrolēna polimorfo formu termodinamiskā stabilitāte noteikta, izmantojot kla-
sisko (DSK) un ultra ātro (FSK) skenējošās kalorimetrijas analīzi, politermiskās šķīdī-
bas eksperimentus, kas papildināti ar kristālrežga enerģijas aprēķiniem ar dažādām pe-
riodiskām DFT-D metodēm. Iegūtie rezultāti redzami 3.20. attēlā. No DSK rezultātiem 
iespējams noteikt, ka polimorfi IV, II, V, VI ir monotropi saistīti ar polimorfu I, par ko 
liecina eksotermiskās fāžu pārejas (3.20. a att.), bet endotermiska fāžu pāreja starp poli-
morfiem II un III liecina par pārejas punktu starp šīm formām. Tā kā dantrolēns kūstot 
arī sadalās, tad, lai atdalītu šos procesus un noteiktu savstarpējo stabilitāti atkarībā no 
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kušanas siltuma un temperatūras vērtībām, izmantota FSK metode ar karsēšanas āt-
rumu 2000 °C·s-1. Iegūtie rezultāti liecina (3.20.b att.), ka starp I un II un starp I un III 
formu ir monotropa saistība un ka forma I ir termodinamiski visstabilākais polimorfs.

3.20. att. a) dantrolēna polimorfu (I–VI) DSK termogrammas (10 °C·min-1),  
b) dantrolēna polimorfu I, II, III, V un VI FSK termogrammas (2000 °C·s-1),  

c) dantrolēna I, II, III un V formu politermiskā šķīdība (mg·ml-1) cikloheksanonā, 
d) polimorfo formu relatīvās enerģijas, kas noteiktas, izmantojot dažādas periodiskas 

DFT-D metodes salīdzinājumā ar CrystalOptimizer iegūto enerģiju

No šķīdības līknēm var spriest par aptuvenām fāžu pāreju temperatūrām starp po-
limorfiem II un III un starp V un III, skat. 3.20. c att.). Redzams, ka II un III formas 
šķīdības līknes krustojas aptuveni 110 °C temperatūrā, savukārt III un V formas līknes 
krustojas aptuveni 15 °C temperatūrā. 

Tādējādi, apvienojot iegūtos rezultātus, kas iegūti no iepriekš minētajām metodēm 
kopā ar enerģijas aprēķiniem, var secināt, ka termodinamiskā stabilitāte laboratorijas 
(25 °C) apstākļos ir I > II > III > V > VI > IV. Bet, tā kā polimorfu pāri III/V un II/III 
ir enantiotropiski saistīti, tad zem 15 °C temperatūras šī stabilitātes rinda izmainās pret  
I > II > V > III > VI > IV, bet virs 110 °C temperatūras – I > III > II > V > VI > IV.
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SECINĀJUMI
1.	 Visu trīs hifenadīna hidrogēnhlorīda polimorfo formu kristāliskajās struktūrās ir 

novērojams viens un tas pats ūdeņraža saišu motīvs (tetramērs, kas sastāv no di-
viem hifenadīna katjoniem un diviem hlorīda anjoniem). Dihidrāta struktūrā vei-
dojas komplicēts ūdeņraža saišu tīkls, kas stabilizē šo struktūru. Ūdens molekulas 
atrodas struktūras kanālos un dehidratācijas rezultātā rodas strukturāli tuvs poli-
morfs B. Pāreja starp dihidrātu un B formu ir apgriezeniska un atkarīga no relatīvā 
gaisa mitruma.

2.	 Iegūti un strukturāli raksturoti seši sehifenadīna hidrogēnhlorīda polimorfi. Lai gan 
šo polimorfu struktūrās novēro trīs dažādas konformācijas, detalizēta struktūru 
analīze norāda, ka galvenās atšķirības starp šiem polimorfiem ir tieši pakojumā, ko 
nodrošina trīs dažādi ūdeņraža saišu motīvi. Visu iegūto sehifenadīna hidrogēnhlo-
rīda hidrātu struktūras liecina, ka tie rodas, ūdenim iespiežoties specifisku polimor-
fu starpslāņu telpā.

3.	 Kopumā iegūti un strukturāli raksturoti desmit enceniklīna hidrogēnhlorīda poli-
morfi, kas ir jauns rekords gan pakojuma polimorfisma, gan arī organisku sāļu ka-
tegorijās. Visus termodinamiski nestabilos polimorfus var iegūt, desolvatējot spe-
cifiskus solvātus vai hidrātus, un šajā procesā saglabājas gan ūdeņraža saišu motīvi 
(izņemot hidrātus), gan arī pakojums. Visās struktūrās ir gandrīz identiska ence-
niklīna katjona konformācija, kas pieder pie viena enerģijas minimuma.

4.	 Dantrolēns ir spējīgs veidot vismaz sešus dažādus polimorfus, no kuriem trīs var 
iegūt kristalizācijā (I, II un III) un vēl trīs (IV, V un VI) dehidratācijas ceļā no trim 
dažādiem monohidrātiem. Galvenie šo formu rašanās iemesli ir vismaz divas ener-
ģētiski izdevīgas konformācijas, iespēja veidot dažādas ūdeņraža saites, kā arī de-
hidratēto formu spēja saglabāt pamatstruktūru pēc ūdens molekulu aizvadīšanas no 
monohidrātu struktūrām.

5.	 Pulvera rentgendifrakcijas dati, globālās optimizēšanas metodes un periodisku dis-
persijas koriģēta blīvuma funkcionāļa teorijas aprēķinu izmantošana nodrošina ne-
atkarīgu metodi kristāliskās struktūrās noteikšanai formām, kuras iegūtas sīkkristā-
liska pulvera veidā.

6.	 Desolvatējot farmaceitiski aktīvo vielu solvātus, iegūti vairāki polimorfi, kurus iespē-
jams izmantot kā jaunas, stabilas, tai skaitā patentējamas, gatavo zāļu vielu formas.
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ABSTRACT
Several active pharmaceutical solids with abundant microcrystalline polymorphism 

have been studied. Screening of polymorphs and solvates/hydrates was carried out us-
ing crystallization from various solvents and by solid state transformation at different 
temperatures and relative humidity conditions. Stability and phase transformations 
among the obtained crystalline forms were investigated by X-ray powder diffraction 
(PXRD), differential scanning calorimetry (DSC), thermogravimetry analysis (TGA), 
and dynamic vapor sorption analysis. Slurry-bridging experiments at ambient temper-
ature were carried out to ascertain the relative thermodynamic stability of the poly-
morphs. Crystal structures of 33 microcrystalline polymorphs have been determined 
from powder diffraction data. Crystal structure optimization and validation was car-
ried out using dispersion corrected density functional theory (DFT-D) calculations.  
Crystal structure information is used to explain and rationalize the formation, phase 
transition and relative stability of polymorphs.

Keywords: polymorphism, thermodynamic stability, microcrystalline powder, X-ray 
powder diffraction, structure determination, dispersion corrected density functional theory
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INTRODUCTION
Many organic molecules, including active pharmaceutical solids, are able to form 

polymorphs (i.e., compounds of identical chemical composition but different crystal-
line structure). Although this phenomenon has been known for at least 180 years, only 
in the last two decades there has been a significant increase in activity in this field, 
driven by both fundamental scientific curiosity and industrial need.

Different polymorphs can have significantly different solid-state properties like sta-
bility1, mechanical properties2 and bioavailabilitiy3. Thus, important aspects of research 
of polymorphism are discovery, structural characterization, and physicochemical un-
derstanding of the full range of polymorphic forms that are accessible to a given mol-
ecule, as well as development of reliable and reproducible procedures for the formation 
of each specific polymorph.

In order to understand the phenomenon of polymorphism, it is essential to have ac-
cess to systems that exhibit abundant polymorphism comprising several well character-
ized polymorphs of a given molecule. Thus, while most published polymorph systems 
have only two known polymorphs, substances existing in large number of polymorphic 
forms provide more profound opportunities for exploring the fundamentals of poly-
morphism. Thus, the discovery and characterization of new systems that exhibit large 
number of polymorphic forms can make a significant contribution to improving our 
understanding of polymorphism.

The diversity of solid form landscape can be very different, as there are compounds 
that form only monomorphs4, whereas for other substances 10 or more polymorphic 
forms are known. If we take into account the formation of solvates (i.e., phases that 
have solvent molecules in the crystalline lattice), the number of solid forms formed 
by a compound can grow to 100 or even more5. Currently the most abundant poly-
morphic systems is 5-methyl-2-[(2-nitrophenyl)amino]-3-thiophenecarbonitrile 
(ROY)1,6–10 with 13 structurally characterized polymorphs, followed by R-encenicline 
hydrochloride11,12 and galunisertib13, both having 10 reported polymorphs with de-
termined crystal structures, aripiprazole14 and nicotinamide15 with 9 polymorphs and 
flufenamic acid16 and tolfenamic acid17,18 with 8 polymorphs. Moreover, according to 
the Cambridge Structural Database, molecular solids with three or more polymorphs 
with determined crystal structures are very rare. 

A high tendency of a substance to form solvates may limit the routes for crystal-
lization of unsolvated phases, but at the same time it opens the possibility for using 
the desolvation to obtain such new polymorphs that might have been previously in-
accessible via conventional crystallization techniques19. Although preparation of new 
polymorphs via desolvation is quite common, crystal structures of these phases often 
remain unknown, as single crystals of such phases cannot be prepared However, the 
determination of crystal structure is an important part of understanding the physico-
chemical properties of crystalline materials. To overcome this problem, structure de-
termination from powder X-ray diffraction data can be used as the closest alternative 
to the general method of choice, single crystal X-ray diffraction, particularly in cases 
when single crystals of suitable size and quality are impossible to grow or solids can 
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be obtained only as microcrystalline powders, including those prepared by solid-state 
desolvation processes.

The aim of this research was to investigate highly polymorphic active pharmaceuti-
cal ingredients by using experimental and computational methods in order to ratio-
nalize structural and thermodynamic aspects of formation of such abundant polymor-
phic systems.

Accordingly, the tasks set to address this issue were:
1)	 to perform comprehensive polymorph and solvate screening of quifena-

dine hydrochloride, sequifenadine hydrochloride, encenicline hydrochloride 
and dantrolene, including different crystallization and solid-state transition 
experiments;

2)	 to characterize the obtained solid forms by using powder X-ray diffraction and 
thermal analysis methods;

3)	 to determinate crystal structures of nonsolvated polymorphs and their respec-
tive solvated phase (if any) by using powder or single crystal X-ray diffraction;

4)	 to perform crystal structure prediction of polymorphs of molecular com-
pound – dantrolene;

5)	 to perform crystal structure analysis and quantum chemical calculations to 
rationalize the polymorph formation, their relative stability and phase trans-
formations. 

Scientific Novelty
1.	 The ability of Encenicline hydrochloride to form multiple different interactions pro-

viding efficient packing for several different arrangement of ions in the solid state 
allows this compound to form a record-breaking number (10) of packing poly-
morphs, in contrast to the other most polymorphic molecules where the main driv-
ing force for formation of the high number of polymorphic forms is the conforma-
tion variability. 

2.	 For stability analysis of polymorphs an approach in which limited results from ex-
perimental methods are combined with computational studies has been used. Such 
approach reduces the amount of necessary experimental work and can provide 
more reliable conclusions about the stability over a broad temperature range for 
systems for which, because of various reasons, this cannot be determined by experi-
mental methods alone.

3.	 In this work formation, stability, and phase transitions of polymorphs are rational-
ized using crystal structures of microcrystalline polymorphs determined from pow-
der X-ray diffraction data, which would be impossible to achieve with traditional 
structure determination methods.

Practical Significance
1.	 Experimental and computational methodology for obtaining polymorphs of several 

pharmaceuticals by desolvation of solvates and hydrates has been developed. Thus, 
it can be used to obtain novel stable polymorphs, including patentable polymorphs, 



44

allowing more pharmaceutical companies to produce highly polymorphic drugs, 
thus expanding the market access and reducing the final cost for the consumer.

2.	 The obtained general understanding of the formation of polymorphs can lead to 
fast and reliable prediction of the polymorph formation and stability in particular 
conditions.

3.	 The detailed characterization of highly polymorphic systems, including stabil-
ity studies, allows a more reliable choice of commercial form with longer overall 
shelf life.
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3.	 Bērziņš, A.; Trimdale, A.; Kons, A.; Zvaniņa, D. On the formation and desolvation 
mechanism of organic molecule solvates: A structural study of methyl cholate sol-
vates. Cryst. Growth Des. 2017, 17, 5712–5724.
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1. RESEARCH BACKGROUND

1.1. Polymorphism of active pharmaceutical molecules and 
techniques for characterizing polymorphs

The drug molecules can exist in various solid-state forms which can be divided into 
crystalline and amorphous. In the crystalline forms there is a long-range molecular or-
der, but the amorphous phases have no distinct molecular arrangement in a long-range 
scale, although can exhibit short-range order over few molecular spacing20. Crystalline 
solids can be further divided into the single component or multi component com-
pounds. Multi component compounds includes solvates/hydrates (crystalline adducts 
containing solvent/water molecules within the crystal structure, in either stoichiomet-
ric or non-stoichiometric proportions), salts (solids formed between suitable counter-
ions) and cocrystals (crystalline solid formed by two neutral molecules) polymorphs 
(compounds with same chemical composition, but with different molecular arrange-
ment and/or conformation in the crystal lattice). Whereas polymorphs (compounds 
with same chemical composition, but with different molecular arrangement and/or 
conformation in the crystal lattice) can be both, single and multicomponent crystalline 
solids (Figure 1.1.). Moreover, combinations of two or more of these classes are also 
possible, like polymorphs and solvates of salts or cocrystals, and even solvates of salt 
cocrystals have been reported21.

Figure 1.1. Schematic classification of solid state materials (α and β are different  
conformers of a molecule, s = solvent molecules, n = molecules of a neutral solid,  

α+ is a cation and c– is an anion22)

It is estimated that over 80 % of organic compounds23 and over 50 % of active phar-
maceutical ingredient molecules24 have more than one polymorphic form. Under cer-
tain conditions (temperature and pressure) there is only one thermodynamically stable 
polymorph that is recommended for use in the final drug dosage form, however, meta-
stable polymorphs are often also used, due to better solubility or intellectual property 
issues25,26. 
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Polymorphs can be categorized into two types: conformational and packing poly-
morphism. In packing polymorphism, the molecules (typically rigid) share the same 
molecular conformations but are packed differently in crystal lattice. Conformational 
polymorphs occur when conformationally different molecules exist in the crystalline 
state. Generally pharmaceutical molecules are conformationally flexibles due to the 
ability to rotate around C–C, C–N un C–O bonds27–29, there are numerous examples 
of conformational polymorphs with ten or even more forms1,8,9,12. The packing and 
conformation of the molecules in crystals dependent on the intramolecular and inter-
molecular interactions, such as hydrogen bonds, halogen bonds, van der Waals or π-π 
interactions etc.30,31 

Polymorphs can also be classified based on differences in the thermodynamic prop-
erties as either enantiotropes or monotropes, depending on whether one form can 
transform reversibly into another or not. In an enantiotropic system, a reversible tran-
sition between polymorphs is possible at a definite transition temperature below the 
melting point. In a monotropic system, no reversible transition is observed between 
the polymorphs below the melting point22. Four empirical rules have been developed 
to determine qualitatively where the two polymorphs are either enantiotropically or 
monotropically related. These rules are the Heat of Transition Rule, the Heat of Fusion 
Rule, the Infrared Rule and the Density Rule32.

Table 1.1. 
Summary of potential applications of various physicochemical methods to characterize 

pharmaceutical polymorphs33

SC-
XRD PXRD IR/ 

Raman ssNMR DSC TG DVS HSM

Identification of 
crystalline phase

✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓

Crystal structure ✓ ✓ a ✓ a

Molecular structure ✓
Geometric information 
on molecules

✓ ✓ a ✓

Hydrogen bonding 
interactions

✓ ✓ a ✓ a

Weak interactions ✓ ✓ a

Dynamics in the solids ✓
Thermal stability ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓
Mechanical stability ✓ ✓ ✓

Phase transformation ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓

Melting point ✓ ✓

Dehydration/hydration ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓

Hygroscopicity ✓ ✓ ✓ ✓

Habit/morphology ✓

Heterogeneous solids ✓ ✓ a ✓ ✓ ✓ ✓ ✓

Ionization state ✓ ✓ ✓ ✓

In situ monitoring 
processes

✓ ✓ ✓

a Advanced methodology required
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Many analytical methods can be used for identification, quantification and char-
acterization of pharmaceutical polymorphs of which X-ray diffraction (PXRD and 
SC–XRD), thermal methods (DSC, TG), thermomicroscopy (HSM), vibrational spec-
troscopy (IR/ RAMAN), solid state NMR spectroscopy (ssNMR) and moisture sorp-
tion/desorption (DVS) are the most commonly used. To provide complete and detailed 
structural, thermodynamic and kinetic information about polymorphs a combination 
of various analytical methods and techniques must be used. Summary of potential ap-
plications of various physicochemical methods to characterize pharmaceutical poly-
morphs is presented in Table 1.1.

1.2. Structure determination from powder X-ray diffraction 
data

Crystal structure is a prerequisite for fully understanding phase stability, trans-
formations, and physicochemical properties of given molecule. Although single crys-
tal X-ray diffraction is the ultimate technique for determining the crystal structure, 
the main limitation of this method is the requirement of a single crystals of suitable 
size, quality, and stability, which is not always feasible, as many solids can be obtained 
only as microcrystalline powders, for example, phases prepared by quench cooling, 
solid-state desolvation processes and by solid state grinding, all common to the phar-
maceutical industry. In such circumstances, powder X-ray diffraction becomes the 
method of choice for structural analysis. Nowadays more and more crystal structures 
are determined from laboratory PXRD data through the development of the direct-
space approach.

Single crystal and powder diffraction patterns essentially contain the same struc-
tural information, but this information is distributed in 3D space in the single crys-
tal XRD pattern, whereas it is compressed into 1D in the powder XRD pattern, see 
Figure 1.2. Consequently, there is usually considerable overlap of peaks in the powder 
XRD pattern, with information on the individual diffraction position and intensities 
obscured. The problem of peak overlap is often particularly severe for molecular solids, 
which typically have large unit cells and low symmetry34. Thus, the task of structure de-
termination from powder XRD data is more challenging. Measures taken to ensure that 
the structure model is as accurate and precise as possible include carefully preparing 
highly crystalline, preferably phase-pure powders in thin-walled capillaries, and col-
lecting data in transmission mode, while spinning the sample to minimize preferred 
particle orientation effects. For the high accuracy needed for structure solution, the 
experimental diffraction pattern is typically measured over a wide 2θ range, usually up 
to 70 or 80°35,36.
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Figure 1.2. Comparison of single-crystal and powder XRD measurements34

The usual procedure of structure determination from X-ray powder data con-
sists of five overall steps: (1)  indexing, that is, determination of the lattice param-
eters from the reflection positions, followed by the determination of the space group 
and asymmetric unit; (2)  fitting the determined lattice parameters and space group 
to experimental powder XRD pattern by refinement of different profile variables us-
ing Pawley37 or Le Bail38 methods; (3)  inserting correct trial molecular model in the 
crystal lattice (4) structure solution in direct space by global optimization procedure; 
(5) Rietveld refinement, that is, fit of the structural model to the full powder pattern, 
resulting in the final crystal structure. Of all the steps in the powder structure solu-
tion process, the initial determination of the lattice parameters tends to be the most 
problematic. Clearly, the structure determination process cannot progress to the struc-
ture solution and structure refinement stages if the correct unit cell is not found at the 
indexing stage. Therefore, it is useful to employ different set of peaks and indexing al-
gorithms (Dicvol39, N-Treor40, Conograph41 et al.) to confirm that the same result is 
obtained. Further, the correct trial molecular model (crystallographically indepen-
dent molecules, counter ions, water, or solvent molecules) must be given as an input 
in unit cell. Then the molecules are translated and rotated inside the unit cell; selected 
intramolecular degrees of freedom (torsion angles) are varied as well. In each step, the 
X-ray powder pattern is calculated and compared with the experimental pattern un-
til a suitable agreement is obtained. For the real-space methods, algorithms, such as 
simulated annealing or parallel tempering, have been developed. The structure solution 
results in a structural model that is generally close to the final crystal structure. The 
final structural model is refined to the full powder pattern using the Rietveld method. 
This includes refinement of the lattice parameters, the atomic positions, a scale factor, 
an overall temperature factor, preferred orientation, occupancies of atoms or atomic 
groups (for example, in the case of partially occupied solvent positions) and selected 
peak profile and background parameters. Unreasonable distortions of the molecules 
are avoided by using restraints or constraints for bond lengths, bond angles and pla-
nar groups. Alternatively, molecular fragments can be described by rigid bodies.  
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The powder structure solution is assessed at the final Rietveld refinement stage by com-
paring its calculated powder pattern with the experimental pattern, the fit being quali-
tatively visualized by the difference curve (the black curve at the bottom of Fig. 1.3 a) 
and quantified by either a weighted powder profile R factor (Rwp), full profile χ2 etc.

Figure 1.3. Visual workflow of structure determination from powder X-ray data

As a final proof, all crystal structures determined by PXRD should be energy 
minimized using dispersion corrected density functional theory (DFT-D) methods 
(Fig. 1.3.b.). If the optimization results in a mean Cartesian displacement of the nonhy-
drogen atoms of less than 0.35 Å, the structure can be regarded as correct42. Apart from 
structure validation, full DFT-D energies (lattice + conformational) can be used for 
polymorph thermodynamic stability ranking at 0 K.

1.3. Objects of Investigation

In total five compounds, obtained from JSC “Olainfarm” (Olaine, Latvia), were stud-
ied. Chemical structures with labeling of flexible dihedral angles are given in Figure 1.4.

Figure 1.4. Molecular structures of the compounds studied  
(1 – quifenadine HCl; 2 – sequifenadine HCl; 3 – encenicline HCl; 4 – dantrolene)
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Quifenadine (1-azabicyclo[2.2.2]octan-3-yl(diphenyl)methanol) hydrochloride 
(1) tradename Fencarol and sequifenadine (1-azoniabicyclo[2.2.2]octan-3-yl-bis(2-
methylphenyl)methanol) hydrochloride (2) tradename Bicarphen are active pharma-
ceutical ingredients used as antihistaminic agents that decrease the impact of histamine 
by blocking histamine H1-receptors43,44. There are no reports on the existence of poly-
morphs or solvates of quifenadine HCl or sequifenadine HCl prior to this work.

Encenicline (N-[(3R)-1- azabicyclo[2.2.2]oct-3-yl]-7-chloro-1-benzothiophene-
2-carbox-amide) hydrochloride (3) is a partial, selective agonist of the α-7 nicotinic 
acetylcholine receptor which was developed for the treatment of cognitive deficits in 
schizophrenia and Alzheimer’s disease45. Prior to this work three monohydrate phases 
(I, II, and X) of Encenicline HCl have been reported in a patent46.

Dantrolene (4) (1-[(E)-[5-(4-nitrophenyl)furan-2-yl]methy lideneamino]imidaz-
olidine-2,4-dione) is a hydantoin derivative and direct-acting skeletal muscle relaxant. 
It is used in treatment for malignant hyperthermia, management of neuroleptic malig-
nant syndrome, muscle spasticity and ecstasy intoxication47. Prior to this work a crystal 
structure of methanol solvate determined from SCXRD data has been reported48.
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2. EXPERIMENTAL SECTION
1.	 Routine PXRD measurements were performed with a Bruker D8 Advance diffrac-

tometer using an X-ray tube with Cu radiation with Bragg–Brentano geometry and 
a LynxEye (1D) detector. The patterns were recorded from 3° to 30° on the 2θ scale, 
using a scan speed of 0.2 s/ 0.02° (University of Latvia, Latvia).

2.	 PXRD data for crystal structure determination were recorded on a Bruker 
D8 Discover diffractometer using an X-ray tube with Cu radiation and a LynxEye 
(1D) detector in transmission mode. The diffraction patterns were recorded on the 
2θ scale from 3° or 4.5° to 70° at a 0.01° step size using a scan speed of 36 s per step 
(University of Latvia, Latvia).

3.	 SC-XRD data were collected on a Rigaku XtaLAB Synergy-S dualflex diffractom-
eter equipped with a HyPix6000 detector and an X-ray tube with Mo or Cu radi-
ation (Latvian Institute of Organic Synthesis, Latvia) and a MAR345 diffractom-
eter equipped with an image plate detector and an X-ray tube with Ag radiation 
(University of Bayreuth, Germany).  

3.	 DSC/TGA analyses of solvates were performed with a Mettler Toledo TGA/
DSC2 instrument. Heating of samples from 25 to 320 °C was performed at a heating 
rate of 10 °C·min−1 under a N2 flow (University of Latvia, Latvia).

4.	 DSC analyses of polymorphs were performed with a TA DSC 25 instrument. 
Heating of samples from 25 to 320 °C was performed at a heating rate of 
5–20 °C·min−1 under a N2 flow (University of Latvia, Latvia).

5.	 FSC analyses of dantrolene polymorphs were performed with a Mettler Toledo 
Flash DSC1instrument. Heating of samples from 25 to 350 °C was performed at 
a heating rate of 2000 °C·s−1 under a N2 flow (Kazan Federal University, Russia).

6.	 Dynamic vapor sorption−desorption experiments were performed on the Surface 
Measurement Systems DVS Advantage apparatus. Samples were studied over a se-
lected humidity range from 0 to 90 % RH with a step of 5 % at 25 °C (University of 
Latvia, Latvia).

7.	 Polythermal solubilities were determined by turbidity measurements using 
a Technobis Crystal16 instrument (University of Latvia, Latvia).

8.	 For thermo-microscopic investigations, a Leitz Laborlux 12 PolS polarized light mi-
croscope equipped with a heating stage and a DFC450 Leica camera was used (Riga 
Technical University, Latvia)

9. 	 Structure solution from powder data and Rietveld refinement were performed us-
ing softwares Expo2014 and Topas5, for periodical calculations using softwares 
Quantum Espresso un Castep and Gaussian09 for molecular gas phase calculations.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Trimorphism of quifenadine hydrochloride (1)

Through the screening process, quifenadine hydrochloride was found to crystal-
lize in three crystalline modifications: two polymorphs (A and C) and dihydrate (DH). 
Additional polymorph B was obtained by dehydration of DH. In contrast to other 
polymorphic compounds described here, quifenadine hydrochloride has only three 
polymorphs. It can be partly explained by the fact that quifenadine HCl is not a pro-
lific solvate former (like sequifenadine HCl, encenicline HCl and dantrolene) which 
prevents the possibility of obtaining new polymorphs by desolvation.  Dihydrate can 
be prepared by recrystallizing quifenadine hydrochloride from water, polymorph C by 
recrystallizing from n-butanol or isobutanol and polymorph A can be obtained from 
any other solvent. Overlay of powder X-ray diffraction (PXRD) patterns of quifenadine 
hydrochloride polymorphs and dihydrate is depicted in Fig. 3.1.

Figure 3.1. PXRD patterns of quifenadine HCl forms A, B, C and DH

Structures of polymorphs A, B, and C were determined using powder X-ray diffrac-
tion data, but the structure of DH by single-crystal X-ray diffraction. Crystallographic 
data for all forms are shown in Table 3.1. All these crystalline modifications crystallize 
in the  space group. The crystal structure of each polymorph contains one quifena-
dine cation and one chloride anion in the asymmetric unit, whereas dihydrate contains 
additional two water molecules in the asymmetric unit. 
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Table 3.1. 
Crystal structure data for quifenadine hydrochloride forms

A  B C  DH 
Formula C20H24NOCl C20H24NOCl·2H2O
Weight, g·mol-1 329.86 365.88
Sample type Powder Single crystal
Temperature, K 293(2) 173(2)

Crystal system Triclinic
Space group

a, Å 6.372(2) 6.408(5) 6.449(2) 6.339(1)
b, Å 12.699(5) 9.281(6) 12.951(3) 8.601(2)
c, Å 10.759(4) 18.356(2) 11.222(2) 18.404(5)
α,° 96.03(2) 113.09(3) 97.60(1) 100.02(2)
β,° 98.88(2) 83.62(3) 106.61(2) 92.32(3)
γ,° 80.68(2) 116.50(3) 75.25(2) 103.45(2)
V, Å3 845.9(1) 895.8(1) 862.9(1) 957.5(3)
ρcalc, g·cm3 1.295 1.223 1.270 1.269
Z (Z’) 2 (1) 2 (1) 2 (1) 2 (1)
Rwp (Rp)/R1 (wR2), % 2.81 (1.89) 1.41 (0.99) 3.12 (2.32) 4.8 (14.8)
Packing index, % 73.1 71.7 69.1 68.4
aEnergy, kJ·mol–1 0 21.2 11.3 N/A

a relat. to A

A quifenadine molecule consists of two terminal phenyl groups, one quinuclidine 
moiety and one hydroxyl group linked together by a quaternary carbon. Although qui-
nuclidine cation has three flexible dihedral angles (Fig 1.4.), conformation of the qui-
fenadine cation in all crystal structures shows only small differences and corresponds 
to the same energy minimum. In quifenadine hydrochloride, the only easily accessible 
strong hydrogen bond acceptor is the Cl− anion, and the possible donors allowing the 
formation of strong hydrogen bonds are the NH+ group and the hydroxyl group. As 
shown in Figure 3.2., all three polymorphs have the same hydrogen bonding pattern 
where two chloride anions interact with two quifenadine cations through N–H…Cl 
and O–H…Cl bonds and form a tetramer with the graph set R2

4(16). The hydrogen 
bonding pattern in the quifenadine hydrochloride dihydrate structure is more complex 
due to the presence of two water molecules increasing the number of possible hydrogen 
bond acceptor and donor sites (Fig. 3.2.).

Figure 3.2. The hydrogen bonding patterns in forms A, B, C and DH
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Figure 3.3. The molecular packing in quifenadine HCl forms A, B, C and DH

As shown in Fig. 3.3., forms A and C have the same monolayered molecular packing 
pattern where all neighboring molecules are in antiparallel orientation. The 2D pattern 
is defined by the same type of layers. However, there are marked differences between 
the packing of forms A/C and form B. The molecular packing of form B has a bilayered 
pattern where neighboring molecules are in the same direction and molecules in each 
layer are in opposite orientation to those in the adjacent layer. The molecular packing 
of form B has more distinguishable hydrophobic and hydrophilic layers than in forms 
A and C where the tetramers are packed more efficiently. The molecular packing of 
form DH shares common features with that of form B. The 2D structural pattern of 
DH is defined by the same molecular orientation and the same arrangement of the lay-
ers with respect to each other. The only difference is the inclusion of water molecules, 
which are located in structural channels between hydrophilic quinuclidine groups and 
chloride anions. Therefore, DH is a stoichiometric channel hydrate, which is confirmed 
by hot stage microscopy observations (Fig. 3.4.), as the dehydration occurs in direction 
of the water containing channels. 

  

Figure 3.4. Thermo photomicrographs and crystal morphology data showing  
water channels of DH
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Due to the high structural packing similarity, it is clear why the dehydration of 
DH leads to form B instead of A or C. This transition does not change the parallel 
orientation of quifenadine cations in the crystal structure, and it only decreases the 
distance between the quifenadine moieties. Calculation of the packing index yielded 
73.1, 71.7, 69.1 and 68.4 % for forms A, C, B and DH, respectively, which are in agree-
ment with the thermodynamic stability results for these polymorphic forms. The low-
est packing index of form DH, however, suggests that the presence of water molecule 
channels does not lead to very efficient packing, but the stability of this crystal struc-
ture is provided by an energetically efficient hydrogen bonding network provided by 
the insertion of water molecules. 

In order to better explore the differences between the very similar forms A and C, 
full geometry optimization of these two crystal structures was performed. The obtained 
results indicated that between forms A and C there is only a small energy barrier be-
cause after geometry optimization of both experimental structures an almost identical 
structure was obtained. Therefore, the only explanation why form C was obtained from 
n-butanol or isobutanol instead of very similar form A can be based on the presence 
and strength of some specific interactions between the solvent molecules and the quif-
enadine and chloride moieties during the crystallization, resulting in slightly different 
molecular packing, which, interestingly, was not able to rearrange to the very similar 
but thermodynamically more stable structure A.

3.2. Polymorphism of sequifenadine hydrochloride (2)

The crystal form screening experiments of sequifenadine HCl revealed the existence 
of at least six polymorphs (A, B, B', C, D, E), two dihydrates (DH and DH-II), a mono-
hydrate (MH), a nonstoichiometric hydrate (NSH), and over 10 solvated phases. Figure 
3.5. shows a flowchart illustrating the different polymorphs and hydrates discovered, 
their preparation, and observed phase transitions. It can be seen that polymorphs  
A and B are crystallized from different solvents, polymorph D is obtained by slurring 
anhydrous sequifenadine HCl in n-propanol, two other polymorphs C and E are ob-
tained by desolvation of n-propanol (SPrOH) and methanol solvates (SMeOH) whereas 
polymorph B' is obtained by exposing other polymorphs (except for the D) to an el-
evated temperature. All the hydrates are obtained by exposing particular polymorphs 
or lower stoichiometry hydrates to a specific relative humidity.

The crystal structures of all nonsolvated polymorphs have been determined from 
PXRD data because numerous attempts to grow single crystals were unsuccessful, 
with only microcrystalline powders being obtained. Crystal structures of forms A, B 
and B' were solved in the triclinic system with  space group and contain one sequi-
fenadine cation and one chloride anion in the asymmetric unit. Polymorphs C, D, 
and E crystallize in the monoclinic system with P21/c, P21/n, and C2/c space groups, 
respectively, and contain two sequifenadine cations and two chloride anions in the 
asymmetric unit. 
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Figure 3.5. Preparation and phase transformations of sequifenadine HCl forms.  
Solid boxes show forms which were crystallized from solution; dashed boxes  

show forms obtained by solid state transition

In sequifenadine cation conformational difference arises due to rotation of the 
methylphenyl groups around C–C bonds. There are three conformations observed in 
the experimental crystal structures: conformer LM1 in form D, conformer LM2 in 
polymorph C and conformer GM in all other forms, see Figure 3.6. Moreover, in con-
former LM1 the only major conformation difference is that one methylphenyl group is 
rotated by ~180°, while in the conformer LM2 both methylphenyl groups are rotated 
by 95–110°. It was found that the energies of the conformers LM1 and LM2 are similar, 
while the GM conformer observed in all other crystal structures is lower in energy by 
8–10 kJ·mol−1. Potential energy surface (PES) scans with respect to the flexible torsion 
angles confirmed that conformer observed in most cases (GM) is the most stable while 
conformers LM1 and LM2 correspond to one of the local energy minima.

Figure 3.6. Potential energy surface (PES) scan with respect to torsion angle 1 in 
sequifenadine cation. Conformations observed in the experimental crystal structures  

are represented with blue, green and red squares
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Based on the characteristic hydrogen bonding motifs three building blocks can be 
identified in all five polymorphs: R2

4(16) tetramer, which was already seen in quifena-
dine HCl structures; R2

4(10) tetramer, where sequifenadine cation and Cl– anion pair 
forms tetramer by additionally employing weak hydrogen bonds, and C2

4(16) chain, all 
shown in Figure 3.7. Both tetramers are 0D building blocks, but C2

4(16) chains forms a 
1D building block. 3D packing of these building blocks results in formation of structu-
res of polymorphs E, C, and D, while R24(16) tetramers can additionally form 2D layers, 
by stacking of 1D chains of such tetramers (see layer 1 in Figure 3.7). Parallel stacking 
of such layers above each other results in the structure of polymorph A (stacking mode 
1–1–1 in Figure 3.7.), whereas stacking of such layers so that the adjacent layers are 
shifted by 1, results the structures of B and B' (stacking mode 1–1'–1 in Figure 3.7.). 
As expected, forms B and B' have very similar crystal packing due to similarity in the 
3D arrangement of the ions, with the most important difference being shift in the lo-
cation of chloride anion. Hydrate structures appear as derived from those of particular 
polymorphs, by incorporation of water molecules between layers or in structure voids. 
As can be seen in Figure 3.7., layer 2 is observed in both structures of A and of DH, 
while layer 3 is common for structures of C and MH (although here half of the mole-
cules have different molecular conformation). The water molecules are incorporated 
between these layers by thus introducing no other significant change in the molecule 
packing except for the increase of the space between the layers. 

Figure 3.7. Building blocks and packing similarities in polymorphs and hydrates
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This packing similarity explains the observation that the dehydration of DH leads 
to form A and dehydration of MH leads to form C. NSH and its isostructural dehydrate 
E share an identical 3D packing, as water molecules are situated in the voids of structu-
re of polymorph E.

The thermodynamic stability order of polymorphs was established by comparing 
computed total cell energies, using periodic DFT-D calculations in and phase transi-
tions occurring in slurry-bridging experiments. Total cell energies of forms A, B, B', 
C, D, and E indicate, that the form D is the most stable form, whereas the form C is 
the least stable form, having the highest total cell energy of 20.0 kJ·mol−1 (relative to 
form D). Total cell energies of forms A, B, B', and E (7.9, 10.2, 8.0, and 8.3 kJ·mol−1, re-
spectively) are too close to infer the stability relationships. Slurry-bridging experiments 
were carried out at ambient temperature. Because of the solvate formation with numer-
ous different solvents, mixtures of polymorphs were slurred only in acetone and ethyl 
acetate to avoid the solvate formation. A summary of the results from the slurry-bridg-
ing experiments is given in Table 3.2. These observations demonstrate that the form D 
is the most thermodynamically stable form at ambient temperature, followed by forms 
B and A having progressively lower stability. However, relative stability between the 
forms C, and E is unclear, but by a combination of results from experimental and com-
putational studies it is reasonable to conclude that thermodynamic stability at ambient 
temperature follows the order of D > B > A > E > C.

Table 3.2. 
Results of the Slurry-Bridging Experiments

Mixture Resulting phase

A/D D

B/D D

C/D D

D/E D

A/B B

B/C B

B/E B

C/E B

A/C A

A/E A

3.3. Decamorphism of encenicline hydrochloride (3)

In comparison to other compounds described here, encenicline HCl is the most 
prolific solvate former. In a crystal form screening of encenicline HCl, over 30 new 
solvates were obtained, with half of the solvates crystallizing as isomorphous solvates 
(based on the results from indexing of the respective PXRD patterns). The only poly-
morph which can be obtained in crystallization is IVD and only from one solvent  – 
dimethylformamide, whereas all the other known polymorphs can be obtained only 
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through desolvation of a specific solvate (see Figure 3.8.), including four monohydrates 
that produce four different polymorphs (ID, IID, IIID, XD). Moreover, polymorphs VID, 
VIIID, XID, and XIID can be obtained only by desolvation of acetonitrile monosolvate 
1 (SACN‑I), acetic acid disolvate (DSAA), formic acid monosolvate (SFA) and acetonitrile 
monosolvate 2 (SACN‑II) in a desiccator over P2O5, respectively. Desolvation in elevated 
temperature, however, produced different polymorphs. Overall, 12 polymorphs can be 
accessed via desolvation of various solvates. 

Figure 3.8. Encenicline HCl phase transitions upon desolvation/heating

The comparison of the PXRD patterns of the polymorphs and their respective pre-
cursor solvate/hydrate is illustrated in Figure 3.9. PXRD patterns of polymorphs ID, IID, 
IIID and XD and their respective precursor hydrates (MH-I, MH-II, MH-III and MH-
X) show high similarity indicating isostructurality between them. Each of the remain-
ing crystalline phases have a unique and distinguishable PXRD pattern showing no 
similarity between precursor solvates and their respective desolvated phases.

Figure 3.9. PXRD patterns of encenicline HCl solvated (black) and neat (red) polymorphs
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In the PXRD patterns of MH-X, XID and XID, part of the peaks is narrow while the 
other part is wide. It seems that in the crystal structures of these phases, only two direc-
tions are well-determined, as all the narrow peaks can be indexed with only two axes, 
with the structure in the third direction largely undetermined. Although such behavior 
is unusual for pharmaceuticals, it can be attributed to stacking faults, which are com-
mon in materials that have a strongly layered character49.

As already mentioned, 11 of 12 encenicline HCl polymorphs can be produced only 
by desolvation as microcrystalline powders of which 9 crystal structures were success-
fully determined from powder diffraction data. Unfortunately, no acceptable indexing 
solutions were found for the polymorphs XD un XID due to their stacking fault disor-
der. Most of the polymorphs crystallize in two most frequent Sohncke space groups: 
P21 (VID, VIIID and IXD) and P212121 (IVD, VD, VIID un XIID). Polymorph ID crystal-
lizes in the P3221 space group, whereas polymorphs IID and IIID in the C2 space group. 
The space groups of the polymorphs are the same as those of the corresponding pre-
cursor solvates, and even the lattice parameters in most of the solvate−desolvate pairs 
are similar. 

Encenicline has three flexible dihedral angles (Fig. 3.4). Analysis of the crystal 
structures revealed that the conformation of the encenicline cation in all crystal struc-
tures is highly similar. The largest conformation difference (up to 30°) arises due to the 
rotation of the chloro-benzothiophene group around the C–C bond (τ1) and quinucli-
dine group around the N–C bond (τ3). After geometry optimization and a calculation 
of 1D PES scan with respect to the corresponding torsion angles, it was concluded that 
the conformation in all crystal structures is the same (corresponds to the same energy 
minimum). Thus, we can point out that in contrast to the other most polymorphic mol-
ecules, galunisertib, aripiprazole, ROY, and flufenamic acid, conformation variability 
is not the main driving force for formation of the high number of polymorphic forms 
by Enc-HCl.

Analysis of intermolecular interactions and packing revealed that different crystal 
structures can form as a result of different packing possibilities. This is partly associated 
with the possibility to form different characteristic hydrogen bonding motifs, as five 
different hydrogen-bonded building blocks can be identified in all polymorph struc-
tures (Figure 3.10.): tetramer R2

4(14) in polymorph ID; catamer 1 C12 (7) in polymorph 
IIID, IVD, VID, and XIID; catamer 2 C1

2 (7) in polymorph IID, catamer 3 C1
2 (7) in poly-

morph VIID, VIIID and IXD and catamer 4 C1
1 (7) in polymorh VD. All building blocks 

(except for catamer 4) are formed by N−H···Cl interactions, but catamer 4 is formed 
by N–H···O interaction. When solvent forms hydrogen bonds, it is just bonded to the 
Cl- anion, and the hydrogen bonded chain existing in the respective structurally similar 
polymorph or any other hydrogen bond formation characteristic is not affected by the 
solvate formation. The exception from this is hydrates, where water compensates for the 
unsatisfied hydrogen bond acceptors present in the dehydrates and forms more com-
plex hydrogen bonding networks, Hexamer 1 R4

6(18 ) in MH-I, Hexamer 2 R4
6(22) in 

MH-II and Hexamer 3 R4
6(20 ) in MH-III structure.
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Figure 3.10. Characteristic hydrogen bonding patterns in encenicline  
HCl crystalline structures

The packing similarity of the encenicline HCl polymorphs with their respective 
parent solvate/hydrate is shown in Figure 3.11. It can be clearly seen that the packing 
of Enc-HCl moieties in solvates and in polymorphs obtained in their desolvation is 
similar: a comparison of structures confirmed that in all cases the characteristic pack-
ing features and hydrogen-bonding linkage are maintained after the desolvation even 
in those cases when larger structure rearrangement is observed. This observation is also 
confirmed by the packing similarity tree diagram generated in Figure 3.12. From the 
packing similarity dendrogram it can be identified that in most of the cases the closest 
packing characteristics are between precursor solvates/hydrate and their respective de-
solvated phases. The exceptions are MH-I/MH-III and ID/IIID pairs having closer pack-
ing similarity than the respective hydrate-dehydrate pairs. The desolvation of most of 
the other discovered solvates produced polymorph IVD. This can be associated both 
by the packing similarity of IVD with the solvates, which is confirmed for SEtOH (see 
Figures 3.11. and 3.12.), and also by the fact that IVD is thermodynamically the most 
stable polymorph under the desolvation conditions.
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Figure 3.11. Packing similarity of encenicline HCl polymorphs with their  
respective parent solvate/hydrate

Figure 3.12. Dendrogram showing packing similarity of forms of encenicline HCl

Differential scanning calorimetry data (Figure 3.13 left) confirmed that form IVD 
exhibits the highest melting point (286 ± 1 °C), while all the other polymorphs con-
vert to form IVD during the heating (Figure 4i) in one of three different ways: (1) via 
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endothermic phase transition (VD), (2) via exothermic phase transition (VID and XID), 
or (3) in exothermic recrystallization from an unconventional melt/amorphous state 
(ID, IID, IIID, VIID, VIIID, IXD, and XIID). It is worth to mention that the endothermic 
process (140–190  °C) that leads to an amorphous state, as confirmed by PXRD, has 
too small enthalpy (2–7 kJ·mol−1) to be used for establishment of the thermodynamic 
relationship according to the heat of fusion rule. Therefore, DSC data allowed the es-
tablishment of the thermodynamic relationship between only three polymorphic pairs: 
according to the heat of transition rule polymorphs VD and IVD have an enantiotropic 
thermodynamic relationship, but polymorphic pairs IVD/VID and IVD/XID are mono-
tropically related. In slurry bridging experiments under ambient conditions in n-hep-
tane, all polymorphs converted to form IVD. Thus, at room and elevated temperatures, 
form IVD is the most stable polymorph.

Figure 3.13. Overlay of DSC curves (left) and  
water vapor sorption isotherms (right) of polymorphs

The effect of relative humidity on the stability was also investigated, see Figure 
3.13. right. It was found that the most stable polymorph with respect to moisture is 
IVD, showing no significant mass change in the range from 0 to 85 % RH. At higher 
RH formation of monohydrate form MH-I was observed. Polymorphs VD and VID are 
the second and the third most stable against the humidity, by starting to take up a sig-
nificant amount of water at 70 % RH and 50 % RH, respectively. The least stable poly-
morphs against moisture are ID, IID, IIID, VIIID and IXD already starting to take up a 
significant amount of water at > 5 % RH, meaning that these polymorphs are stable 
only at RH ≤ 5 %.

Although DSC measurements and slurry bridging experiments do not reveal infor-
mation about the thermodynamic stability order of all polymorphs, this information 
can help to validate the relative DFD-D energies using different pseudopotentials and/ 
or dispersion corrections methods. According to the experimental results polymorph 
VD must be the lowest energy in 0 K, followed by IVD, and energy of all ten polymorphs 
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have to be located within the range of ~15 kJ·mol-1 (melting enthalpy of polymorph 
IVD). Taking in the account these restraints, the PBE-D3 computational approach yields 
the most reliable energy ranking (Figure 3.14.) where stability fallows order VD > IVD 
(+1.5 kJ·mol-1) > VIID (+3.3 kJ·mol-1) >VID (+5.2 kJ·mol-1) > ID ≈ IID (+7.1 kJ·mol-1) > 
IIID ≈ IXD (+8.5 kJ·mol-1) > VIIID (+9.8 kJ·mol-1) > XIID (+12.2 kJ·mol-1).

Figure 3.14. Energy ranking for fully optimized structures using different  
pseudopotentials and/ or dispersion corrections

3.4. Hexamorphism of dantrolene (4)

In comparison to other here described compounds dantrolene is a neutral mole-
cule. However, dantrolene is also highly polymorphic compound polymorphs of which 
crystallize as microcrystalline powder. An initial polymorph screening of dantrolene 
was performed by using solvent evaporation, cooling crystallization and antisolvent 
addition experiments. The solvent-based screening resulted in a total of 22 crystal 
forms: three neat polymorphs (forms I, II and III), three monohydrates (MH-I, MH-II,  
MH-III) and sixteen monosolvates. Furthermore, three additional neat polymorphs 
(forms IV, V and VI) were obtained by dehydration of monohydrates MH-I, MH-II and 
MH-III, respectively. The experimental solid form landscape, showing the neat poly-
morphs and hydrated/solvated forms as well as the most convenient pathways to their 
preparation and interconversion is depicted in Figure 3.15.

Figure 3.16. shows the PXRD patterns of the dantrolene polymorphs and the pre-
cursor monohydrates. All the crystal forms, including hydrates and their respective de-
hydrates, give characteristic PXRD patterns, and therefore are easily distinguishable. 

Crystal structures of form III and monohydrate MH-II were determined by SCXRD, 
whereas that of monohydrate MH-I and the rest of the neat polymorphs were success-
fully solved from PXRD data. 
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Figure 3.15. Preparation and transition pathways of the dantrolene solid forms.  
Solid boxes show forms which were crystallized from solution;  

dashed boxes show forms obtained by solid state transition

Figure 3.16. PXRD patterns of dantrolene neat and hydrated (grey) crystalline forms

Form I and form III crystallize in the centrosymmetric space group P21/n, forms 
II and VI crystallize in the centrosymmetric space groups P21/c and , respective-
ly, but forms IV and V crystallize in the noncentrosymmetric space groups P21 and 
P212121, respectively. In all determined crystal structures Z’ = 1. Two distinct molecular 
conformations are found in the experimental crystal structures. Dantrolene molecules 
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in polymorphs I and III adopt global energy minimum conformation (conformation 
A), while molecules in crystal structures of other polymorphs adopt local energy mi-
nimum conformation (conformation B), with intramolecular energy (calculated in 
Gaussian 09 and CASTEP) in experimental structures differing by ~ 3 kJ mol–1 (Figure 
3.17.a). The main difference between both conformations is a rotation of the central 
furyl group by 180° around the torsion angle τ2.

Figure 3.17. (a) Overlay of the two distinct experimental conformations observed in 
dantrolene crystal structures – A in blue and B in red, (b) PES scan of dantrolene with 
respect to torsion angle τ2 and (c) intermolecular hydrogen bonding motifs observed  

in the experimental structures of polymorphs

The dantrolene molecule contains only one hydrogen bond donor site (N–H group) 
and several sites that can act as potential H-bond acceptors. Nevertheless, in the experi-
mental structures of polymorphs three distinct hydrogen-bonding motifs formed by 
both strongest potential H-bond acceptors can be observed (Figure 3.17. c): R2

2(8) a in 
forms I and III formed by N2−H10···O1 interactions, R2

2(8) b in forms II and VI formed 
by N2−H10···O2 interactions and C1

1(4) in form V formed by N2–H10···O2 interac-
tions. Meanwhile, form IV does not contain any conventional hydrogen bond, although 
motif C1

1(2) formed by weak N2–H10···N2 interaction can be observed. Comparison of 
the molecular packing of dantrolene neat polymorphs and monohydrates reveals that 
three distinct groups of related structures are present (Figure 3.18.). 
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Figure 3.18. Visual and quantitative representation of packing similarity  
in dantrolene hydrates and neat polymorphs. Hydrogen atoms are omitted for clarity.  

The horizontal axis of dendrogram corresponds to the PSab value (similarity)

In the 1st group there are structurally related form I and form III, both sharing the 
same conformation, hydrogen bonding pattern and layers arranged along the a crystal-
lographic axis. Meanwhile, the crystal packing along the other two axes is much more 
diverse resulting in the lowest crystal packing similarity among the forms belonging 
to the same group. The largest 2nd group includes forms II, IV, V and monohydrates 
MH-I, MH-II and have the highest crystal packing similarity. All these structures con-
tain the same 2D zig zag layers. In the 3rd group containing MH-III and its respective 
dehydrate form VI the main packing difference is due to the slightly different molecular 
conformation in form VI (nitrobenzene group rotated by ~30°) allowing dantrolene 
molecules to pack more closely than in MH-III and also allowing more efficient π···π 
interactions.

The dantrolene anhydrate crystal energy landscape for Z' = 1 structures with two 
different conformations was calculated in CrystalPredictor and CrystalOptimizer fol-
lowed by reoptimization of the most of the low energy structures (138 Z ≤ 4 struc-
tures) with PBE-D2 computational approach. The same procedure (CrystalOptimizer + 
PBE-D2) was applied also for the six experimental structures of dantrolene polymorphs. 
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Figure 3.19. Crystal structure landscape of the dantrolene, where each triangle and square 
represent a stable lattice energy minimum, generated in the CSP study after DFT-D 

geometry optimization. The identified experimental structures of polymorphs are colored 
and labelled. The landscape is complemented with the experimental structure of form 

III after identical computational protocol. The horizontal dashed line designates typical 
polymorph range of 10 kJ·mol–1

The obtained crystal structure landscape is given in Figure 3.19. This computational 
approach was successful in identifying five of the six experimental crystal structures of 
anhydrates by comparing RMSD15 values between the experimental and the predicted 
structures. Although in the computationally generated crystal energy landscape there 
is a crystal structure (B1) with the same conformation, space group, similar lattice pa-
rameters and energy, it has different hydrogen bonding pattern (B1 has R2

2(8) b where-
as form III has R2

2(8) a hydrogen bonding pattern, see Figure 3.17. c.) resulting in a 
quite high RMSD15 of 0.66 Å. The absence of Form III among the predicted structures 
could possibly be because of a low temperature phase transformation between the pre-
dicted structure B1 and Form III, as rearrangement of molecule layers would result in 
change of the hydrogen bonding motif. 

The thermodynamic properties of dantrolene polymorphs were examined by con-
ventional (DSC) and fast scanning calorimetry analysis (FSC), polythermal solubil-
ity determination experiments and complemented with calculations of lattice energy 
values using different periodic DFT-D methods (Figure 3.20.). The conventional DSC 
traces of forms II, IV, V and VI shows exothermic phase transition to polymorph I 
(Figure 3.20. a). This substantiates the enantiotropic relationship between these poly-
morphs on the basis of the heat of transition rule, but endothermic phase transition be-
tween polymorphs II and III indicates a transition point between these forms. In order 
to avoid the degradation upon melting and to overcome the phase transitions before the 
melting, FSC at a high scanning rate (2000 °C·s−1) was used (Figure 3.20. b). The obtained 
values of melting temperature and heat of fusion is sufficient to conclude that polymor-
phic pairs II/I and III/I are monotropically related on the basis of the heat of fusion 
rule and that Form I is the most thermodynamically stable polymorph. To determine 
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the thermodynamic transition temperature of polymorphs II and III, polythermal sol-
ubility determination experiments were performed (Figure 3.20. b). The intersection 
of solubility curves of forms II and III confirmed the enantiotropic relationship be-
tween these polymorphs with the transition point of these polymorphs lying between 
105 and 110 °C. An additional intersection of solubility curves was observed at about 
15–20 °C as the solubility of form V became lower than the solubility of polymorph III, 
indicating that polymorph V is more stable at lower temperature than polymorph III.

Figure 3.20. a) DSC curves of dantrolene neat polymorphs (I–VI) recorded at a heating rate 
of 10 °C·min–1,  b) FSC curves of dantrolene neat polymorphs I, II, III, V and VI recorded 
at a heating rate of 2 000 °C·s-1, c) Solubility (mg·mL−1) of dantrolene forms I, II, III and 

V in cyclohexanone as a function of temperature and d) relative energy ranking of the 
dantrolene polymorphs using different periodic DFT+D methods compared to the ranking 

obtained using CrystalOptimizer

By summarizing the results from DSC, FDC, solubility measurements and lattice 
energy calculations it is reasonable to conclude that the thermodynamic stability of 
dantrolene polymorphs at ambient temperature follows the order I > II > III > V > VI 
> IV, while because of the enantiotropic polymorph pairs of III and V as well as II and 
III this order is different below 15 °C (I > II > V > III > VI > IV) and above 110 °C (I > 
III > III > V > VI > IV).
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CONCLUSIONS
1.	 Identical hydrogen bonded tetramer consisting of two quifenadine cations and 

two chloride anions was observed in the crystal structures of all three polymorphs 
of quifenadine HCl. In dihydrate structure, hydrogen bonds form a complex net-
work, with water molecules playing a stabilizing role. Water molecules are located 
in structure channels and dehydration produces structurally similar polymorph B. 
Therefore, the solid-state hydration/dehydration transformation DH ←→ B is re-
versible under ambient conditions and depends on the relative humidity.

2.	 Six structurally characterized polymorphs of sequifenadine HCl can be obtained. 
Although three different conformations of sequifenadine cation are observed in se-
quifenadine HCl polymorph structures, structural analysis showed that the major 
difference between all polymorphs is the mode of packing of the sequifenadine and 
chloride ions in the crystal structures, with three different hydrogen bonding pat-
terns being one of the building elements resulting in different molecular packing. 
All hydrate structures appear as derived from those of particular polymorphs by 
incorporation of water molecules between layers or in structure voids.

3.	 Overall, ten structurally characterized polymorphs of encenicline HCl can be 
obtained. All thermodynamically metastable polymorphs can be accessed only 
through desolvation of various solvates or hydrates, and in this process the charac-
teristic hydrogen bond network (except for hydrates) as well as packing present in 
the solvates are always maintained. Meanwhile, the conformation in all structures is 
nearly identical and corresponds to the same energy minimum.

4.	 Dantrolene represents another example of abundant molecular crystal polymor-
phism existing in at least six different neat polymorphs of which three can be ob-
tained via crystallization (I, II and III) and additional three (IV, V and VI) via solid 
state dehydration from three different monohydrates. The main reasons appear to 
be at least two energetically favorable conformations, possibility to form different 
hydrogen bonds as well as stability of the remaining host framework after with-
drawal of water molecules from the monohydrate structures.

5.	 The use of laboratory powder diffraction data, global optimization methods and pe-
riodic DFT-D calculations provide independent procedure for structure determina-
tion of a microcrystalline powder. 

6.	 Several polymorphic forms of different pharmaceuticals have been obtained by de-
solvation of solvates. These polymorphs can be used as new stable and potentially 
patentable final dosage forms.
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