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Il fenomeno del polimorfismo è generato dalla possibilità che la
medesima molecola si organizzi in modi diversi in cristalli diversi
(polimorfi), cristallizzi con molecole di solvente (idrati e solvati), o
solidifichi senza periodicità (amorfo)

In campo farmaceutico, la ricerca e la caratterizzazione di polimorfi
di una molecola o di aggregati della medesima molecola con
molecole diverse (ad es. solvati) consente la scelta razionale della
forma solida più adatta allo sviluppo di un nuovo farmaco e
presenta implicazioni rilevanti nel campo brevettuale.



IMPORTANZA DEL POLIMORFISMO

•Proprietà fisiche (bulk density, 
scorrevolezza, solubilità apparente e velocità 
di dissoluzione)
•Reattività – proprietà chimiche (stabilità)
•Implicazioni regolatorie (consistency della 
forma cristallina e sua stabilità; Guidelines di 
EMEA ed FDA) 
•Brevetti 



c) Polymorphic forms: Some new drug substances exist in different crystalline forms which
differ in their physical properties. Polymorphism may also include solvation or hydration
products (also known as pseudopolymorphs) and amorphous forms. Differences in these
forms could, in some cases, affect the quality or performance of the new drug products. In
cases where differences exist which have been shown to affect drug product performance,
bioavailability or stability, then the appropriate solid state should be specified.
Physicochemical measurements and techniques are commonly used to determine whether
multiple forms exist. Examples of these procedures are: melting point (including hot-stage
microscopy), solid state IR, X-ray powder diffraction, thermal analysis procedures (like DSC,
TGA and DTA), Raman spectroscopy, optical microscopy, and solid state NMR.
Decision trees #4(1) through 4(3) provide additional guidance on when, and how,
polymorphic forms should be monitored and controlled.

IMPLICAZIONI REGOLATORIE 1

EMEA: ICH Topic Q 6 A
Specifications: Test Procedures and Acceptance Criteria for New 
Drug Substances and New Drug Products: Chemical Substances









IMPLICAZIONI REGOLATORIE 2

FDA-POLYMORPHISM IN PHARMACEUITCAL SOLID DRUG 
SUBSTANCE AND THE ISSUE OF "SAMENESS“

FDA may refuse to approve an ANDA referencing a listed drug if the 
application contains insufficient information to show that the drug 
substance is the "same" as that of the reference listed drug. A drug 
substance in a generic drug product is generally considered to be the 
same as the drug substance in the reference listed drug if it meets the 
same standards for identity. In most cases, the standards for identity 
are described in the USP although FDA may prescribe additional 
standards when necessary. Because drug product performance 
depends on the product formulation, the drug substance in a proposed 
generic drug product need not have the same physical form (particle 
size, shape, or polymorph form) as the drug substance in the reference 
listed drug. An ANDA applicant is required to demonstrate that the 
proposed product meets the standards for identity, exhibits sufficient 
stability and is bioequivalent to the reference listed drug. 



Patent Law problems common to all solid state invention

Solid State Inventions are always very close to existing prior art which is 
represented by the same chemical entity in a slightly different 
physicochemical form

This is a totally different situation from the invention of a NEW 
chemical entity

This has 4 practical consequences:
1. Clear/Precise characterisation of the invention is indispensable (since 

the difference is very small)
2. Sufficient disclosure of how to obtain the invention is of the upmost 

importance (since the difference may be attached to a tiny detail)
3. Noveltyis often an issueprior art is always close

enabling disclosure of prior art is problematical
4. Inventive step must always be considered "Problem-Solution" 

approach / not "Obvious to try"



Claims on polymorphs must be CLEAR

Also NOT SUITABLE for defining a polymorph in a 
claim are uncertain parameters such as "yellow", 
"stable", "pharmaceutically elegant" etc.

SUITABLE are its physicochemical parameters. e.g. 
determined by:
•single crystal X-ray diffraction 
•powder X-ray diffraction (PXRD)
•IR or Raman spectroscopy
•solid state 13C-NMR spectroscopy
•Thermodynamical methods: TGA, DTA, DSC



Impatto in campo Farmaceutico

•Biodisponibilità (solubilità/velocità di 
dissoluzione)

•Stabilità (fisica e chimica)

•Fattori di processo
– Igroscopicità
– Proprietà della sostanza in bulk, meccaniche
e reologiche
– Facilità di isolamento, filtrazione ed
essiccamento
– Grado di purificazione



STATO SOLIDO 

(DEFINIZIONI)

SOLIDI ORGANICI 

MOLECOLARI

AMORFO CRISTALLINO

POLIMORFI SOLVATI/IDRATI

MONOTROPICI ENANTIOTROPICI

REVERSIBILE

NON 

REVERSIBILE



Sistema Monotropico
– Solo un polimorfo è stabile a tutte
temperature (e.g. metalazone)

Sistema enantiotropico
– Un polimorfo è stabile in un 
determinato range di temperatura un 
altro polimorfo è stabile in un diverso
intervallo di temperatura (e.g. 
carbamazepine e acetazolamine)



DEFINIZIONI

Forma – un termine che comprende tutti i solidi –
polimorfi, solvati e forme amorfe
Polimorfi – differenti strutture cristalline (di forme non 
solvate) in cui un composto può cristallizzare
Solvato – una forma cristallina che contiene una quota 
di solvente stechiometrica o non stechiometrica
Idrato – solvato con acqua come solvente
Morfologia – il termine si riferisce alla forma del solidi. 
Cristalli con forme diverse si dicono avere morfologia
diversa.
Abito – Stessa cella unitaria, diversa forma esterna.
Cella unitaria– Gli assi cristallini a, b, c formano tre
lati adiacenti di un parallelepipedo. Il più piccolo 
parallelepipedo che riproduce il cristallo intero per 
semplice traslazione si dice celle unitaria.



Cella unitaria:
Componente del cristallo che riproduce 
il cristallo intero per semplice 
traslazione (secondo i vettori di base 
a,b,c).
Reticolo periodico:
Idealizzazione geometrica che 
rappresenta la periodicità 
tridimensionale di ripetizione di
un motivo molecolare (sinonimo: 
lattice).
Unità asimmetrica:
Minima entità atomica o molecolare 
che, tramite operazioni di simmetria di 
rotazione, inversione o riflessione, 
unite a quelle di traslazione del 
reticolo, genera il cristallo intero.



Stabilità: tre classi di transizioni di fase

Transizione polimorfa
– interconversione tra forme polimorfe

Idratazione e disidratazione
– interconversione tra forme cristalline anidre ed idrate
– trattamenti meccanici , quali ad esempio la macinazione, 
tendono ad accellerare la cinetica di disidratazione generando
diffetti di superficie e riscaldamento locale

Vetrificazione e cristallizzazione amorfa
– interconversione tra la fase amorfa e polimorfi cristallini od
idrati



Tecniche analitiche per la caratterizzazione dello
stato solido di un API 

Powder X-ray Diffractometry (PXRD)
–strumento principe per l’identificazione della fase (Phase ID)
– orientazione preferita (isoorientamento); interferenza di eccipienti
cristallini
Single Crystal XRD
– l’analisi migliore per la caratterizzazione della fase che consente una
comprensione completa della struttura
– può essere difficile preparare un cristallo singolo sufficientemente
grande
DSC (Differential Scanning Calorimetry )/MDSC (Modulated DSC)
– consentono di ottenere informazioni sulla transizione di fase ed
eventuali interazioni con eccipienti
– “black box”: non fornisce informazioni sulla natura della transizione
– interferenza sia da parte di eccipienti amorfi che cristallini
TGA
– informazioni quantitative sulla stechiometria dei solvati/idrati
– interferenza da parte di eccipienti  che contengono acqua



Tecniche analitiche per la caratterizzazione dello
stato solido di un API 

IR (Infrared Spectroscopy)
– un metodo complementare per la identificazione di fase 
– capacità di mostrare differenti stati di acqua
– potenziali interferenze da parte di impurezze ed eccipienti
– le differenza tra polimorfi possono essere minime o non visibili

NIR (Near IR)
– capacità di penetrare attraverso i contenitori
– bassa intensità

Raman
– un metodo complementare per la identificazione di fase
– capacità di penetrare attraverso i contenitori
– bassa interferenza da parte dell’acqua ma interferisce con gli
eccipienti

Solid State NMR, HSM (microscopia ottica su piastra 
riscaldante), Microscopia ottica, SEM, Sorption (e.g. VTI)



Powder X-ray Diffractometry (PXRD)

–strumento principe per l’identificazione della fase (Phase ID)
– orientazione preferita (isoorientamento); interferenza di eccipienti cristallini

Quando i raggi X interagiscono con una sostanza cristallina si genera uno spettro di
diffrazione.

Ogni sostanza cristallina da origine ad una spettro di diffrazione caratteristico; la stessa
sostanza nella stessa forma cristallina da origine allo stesso spettro di diffrazione; in una
miscela di sostanze cristalline ognuna produce il proprio spettro di diffrazione
indipendentemente dall’altra. 

Lo spettro di diffrazione di una sostanza pura può esser considerata come “l’impronta
digitale” della sostanza stessa. 

L’analisi DRX in polvere può essere utilizzata anche per dosaggi di polimorfi in miscela con 
un “detection limit” di 1-2%.

Nell’analisi DRX in polvere è importante disporre il campione con una superfice piana e 
liscia. Se è possibile , si procede a macinare il campione sino ad ottenere un particle  size di
circa 0.002-0.005 mm (probleama possibile transizione di fase) . Il campione ideale è 
omogeneo ed i cristalli sono distribuiti in modo disordinato.  Il campione viene quindi
pressato nel portacampione in modo da mostrare una superfice piana e liscia.



Powder X-ray Diffractometry (PXRD)

Dati spettroscopici DRX: si valuta la posizione dei picchi di diffrazione (2theta value) 
e l’intensità dei picchi (cps)



Gestodene non macinato

Gestodene macinato in mortaio

Isoorientamento



Bromfenac non macinato

Bromfenac macinato

Isoorientamento



Desogestrel  non macinato

Desogestrel macinato

Isoorientamento



L’analisi DRX in polvere può essere utilizzata anche per dosaggi di polimorfi in 
miscela con un “detection limit” di 1-2%.

Miscela 90:10 

Forma β

Forma α



Single Crystal XRD

– l’analisi migliore per la caratterizzazione della fase che consente una
comprensione completa della struttura
– può essere difficile preparare un cristallo singolo sufficentemente grande

Il campione di cristallo singolo deve essere perfetto e con una sezione
trasversale di ca 0,3 mm. Il diffrattometro su cristallo singolo ed il software 
associato vengono utilizzati di solito per studiare strutture molecolari di nuovi
composti.



Table 2. Bond lengths [Å] and
angles [°].
N-C(7) 1.493(2)
N-C(2) 1.523(2)
C(2)-C(11) 1.527(2)
C(1)-C(2) 1.546(2)
C(2)-C(3) 1.601(2)
C(3)-C(9) 1.529(2)
C(3)-C(10) 1.542(2)
C(3)-C(4) 1.555(2)
C(1)-C(8) 1.530(2)
C(1)-C(6) 1.538(2)
C(4)-C(5) 1.539(2)
C(5)-C(6) 1.540(3)
C(4)-C(8) 1.530(3)
C(7)-N-C(2) 116.99(1)
N-C(2)-C(11) 106.19(1)
N-C(2)-C(1) 108.31(1)
C(1)-C(2)-C(11) 114.97(1)
N-C(2)-C(3) 109.88(1)
C(3)-C(2)-C(11) 115.07(1)
C(1)-C(2)-C(3) 102.27(1)
C(9)-C(3)-C(10) 106.52(1)
C(9)-C(3)-C(4) 112.92(1)
C(10)-C(3)-C(4) 109.29(1)
C(9)-C(3)-C(2) 113.18(1)
C(10)-C(3)-C2) 113.46(1)
C(4)-C(3)-C(2) 101.55(1)
C(8)-C(1)-C(6) 101.25(1)
C(8)-C(1)-C(2) 102.14(1)
C(6)-C(1)-C(2) 109.17(1)
C(4)-C(5)-C(6) 102.45(1)
C(1)-C(6)-C(5) 103.81(1)
C(8)-C(4)-C(5) 100.48(1)
C(8)-C(4)-C(3) 102.41(1)
C(5)-C(4)-C(3) 111.48(1)
C(1)-C(8)-C(4) 94.14(1)

Table 1. Crystal data and structure refinementTable 1. Crystal data and structure refinementTable 1. Crystal data and structure refinementTable 1. Crystal data and structure refinement
Empirical formula C11H22ClN
Temperature(K) 150
λ CuKα (Å) 1.5418 
Crystal system orthorhombic
Space group P212121
Unit cell dimensions (Å) a = 7.4724(1)

b = 11.7057(2) 
c = 13.6086(2)

Volume (Å3) 1190.34(3) 
Z 4
Density (calc.) (Mg/m3) 1.137
F(000) 448
θ range for data collection (°) 4.98 - 64.78
Limiting indices -8≤h≤8; -13≤k≤13; -
15≤l≤15
Reflections collected 17497
Independent reflections 1979 [R(int) = 0.0389]

(including  810 Bijvoet 
pairs)
Refinement method Full-matrix least-
squares on F2

Completeness to θ 98.8%
Data / restraints / parameters 1979 / 0 / 207
Absolute structure parameter6 -0.009(1)
S 1.092
Final R indices [I>2σ(I)] R1 = 0.0228, wR2 = 
0.0596
R indices (all data) R1 = 0.0239, wR2 = 
0.0600

EXAMPLE: a summary of the crystal data, data 
collection for Mecamylamine Hydrochloride, and 
structure refinement is presented in Table 1; bond 
lengths and angles are reported  in  Table 2.



Figure 1 : StructureStructureStructureStructure andandandand absoluteabsoluteabsoluteabsolute configurationconfigurationconfigurationconfiguration of(+)of(+)of(+)of(+) mecamylaminemecamylaminemecamylaminemecamylamine hydrochloridehydrochloridehydrochloridehydrochloride
ORTEP1 view, with the atom-numbering scheme (ellipsoids are at 40% probability and
H atoms are shown as spheres of arbitrary radius).

The compound crystallizes in the non-centrosymmetric space group P212121



The anions and the cations are linked together forming infinite molecular
chains. Figure 2 shows the hydrogen bonds between N-H(1)…Cl and N-
H(2)…Cl’, (‘ at x-½, -y-½, -z).

Figure 2



Mecamilamina HCl (S) osservazione al microscopio ottico 

a luce polarizzata



SEM

Ciclosporina A: osservazione al microscopio elettronico . Campioni di prodotto cristallino 

(sinistra) e parzialmente amorfizzato (destra). Il microscopio non sfrutta la luce come 

sorgente di radiazioni ma un fascio di elettroni che colpiscono il campione. Dal campione 

vengono emesse numerose particelle fra le quali gli elettroni secondari. Questi elettroni 

vengono rilevati da uno speciale rivelatore e convertiti in impulsi elettrici.



DSC/MDSC
– consente di ottenere informazioni sulla transizione di fase ed eventuali
interazioni con eccipienti
– “black box”: non fornisce informazioni sulla natura della transizione
– interferenza sia da parte di eccipienti amorfi che cristallini

Modulated DSC:  consente la separazione del flusso di calore totale nelle
componenti cinetiche e termodinamiche (può separare eventi sovrapposti che
sono impossibili o difficilmente separabili con la tradizionale DSC)

Transizione di fase (esotermica od endoternica) caratterizzata da:
•Onset  temperature
•Peak temperature
•End temperature
•Energia associata alla transizione di fase (J/g)

La DSC può discriminare tra due  diversi polimorfi e ci può indicare quanto un  
API è cristallino od amorfo (se è noto il calore latente di fusione possiamo
avere la risposta)

Velocità di riscaldamento, quantità di materiale in analisi, inertizzazione del 
sistema come variabili sperimentali. Temperature di transizione di fase in DSC 
e temperatura di fusione possono differire.



Mecamilamina Cloridrato: picco endotermico 260,25°C in DSC e 
temperatura di fusione con metodo capillare 264,6°C.



Bromocriptina Mesilato: picco esotermico a 212°C in DSC e temperatura
di fusione con tradizionale metodo capillare 192-6°C (dec).



TGA (Analisi termogravimetrica)

Per TGA si intende la tecnica in cui si misura il peso di una sostanza mentre è 
soggetta a riscaldamento con crescita controllata di temperatura

– informazioni quantitative sulla stechiometria dei solvati/idrati e sulla stabilità del 
campione
– interferenza da parte di eccipienti  che contengono acqua o con acqua o solventi di 
imbibizione (ie non presenti nel lattice)



TGA (Analisi termogravimetrica)

Esempio:  Campione mix di Argatroban Idrato ed Anidro confronto TGA/DSC



Spettroscopia infrarossa (IR)
– un metodo complementare per la identificazione di fase; utilizzabile anche per la 
determinazione  della composizione percentuale di  miscele di polimorfi 
– capacità di mostrare differenti stati di acqua
– potenziali interferenze da parte di impurezze ed eccipienti
– le differenza tra polimorfi possono essere minime

Le tecniche attualmente disponibili  includono l’analisi del campione in 
sospensione, in pastiglia,  a riflettanza diffusa  ed ATR (attenuated total reflection). 
La scelta della tecnica dipende dalla stabilità del polimorfo e nelle condizioni in cui 
si deve  operare.



NIR (Near IR)
– capacità di penetrare attraverso i contenitori (anche senza
preparazione dei campioni)
– bassa intensità

E’ un metodo spettroscopico che utilizza lo spettro elettromagnetico
da 800  a 2500 nm (regione del vicino infrarosso)

Raman
– un metodo complementare all’IR per la identificazione di fase
– capacità di penetrare attraverso i contenitori
– bassa interferenza da parte dell’acqua ma interferisce con gli
eccipienti

Tecnica spettroscopica basata sull’effetto Raman; si utilizza una luce
laser nel campo visibile, nel vicino infrarosso o nel vicino
ultravioletto. E’ più sensibile alla conformazione di polimorfi; non 
richiede manipolazione del campione in l’analisi



Spettroscopia infrarossa (IR)
Esempio

Il Tibolone può esistere in due diverse forme cristalline che
possono essere presenti contemporenamente in diversi lotti di
produzione. Queste due forme cristalline sono identificate come
forma I e forma II e possono essere preparate in forma cristallina
pura utilizzando diverse tecniche di cristallizzazione. Questi
polimorfi possono essre caratterizzati utilizzando diverse tecniche
spettroscopiche quali: X-ray diffraction DRX), FT-IR spectroscopy
o la spettroscopia 13C-NMR . Altre techniche analitiche non sono
utilizzabile nell’identificazione di queste due forme cristalline:
infatti la forma I e la forma II presentano lo stesso intervallo di
punto di fusione compreso tra 165 e 167°C.



Solid state of Tibolone crystalline 
forms I and II: IR spectra



Solid state of Tibolone crystalline 
forms I and II: DRX spectra



Spettroscopia NMR

Fornisce informazioni strutturali anche su composti di cui non è 
possibile ottenere la struttura dai raggi X (composti in polvere con 
cristallinità a breve raggio o amorfi).
Dal momento che tutti gli elementi presentano un nucleo 
magneticamente attivo, la struttura chimica può essere studiata 
osservando diversi tipi di nucleo. In particolare non solo il 13C, ma 
anche il 31P, 19F o il 15N in abbondanza naturale possono essere 
buoni candidati per rilevare, distinguere, caratterizzare e 
quantificare diversi polimorfi. E’ una tecnica non invasiva e non 
distruttiva e non è necessaria alcuna preparazione del campione. 
Il costo degli spettrometri è elevato richiede operatori esperti e 
lunghi tempi di acquisizione per nuclei poco sensibili quali 15N e 
13C.



Spettroscopia NMR

Il campione viene introdotto in un rotore cilindrico in zirconia che viene chiuso
con un apposito tappo dotato di speciali alettature; una volta inserito nella 
testina, il campione viene posto in rapida rotazione mediante due flussi di aria 
compressa, uno che solleva il rotore e l’altro che agisce sulla alettature



Spettroscopia NMR 

Esempio  13C NMR di 4 forme diverse di Piracetam

Spettro 13C NMR registrato ad una rotazione di 12 KHz: ingradimento della zona
dei carbonili.



Spettroscopia NMR 

Esempio:  Assegnazioni NMR 13C e 15N delle quattro forme del Piracetam



Utilizzo di tecniche spettroscopiche DRX ed IR 
imaging per la caratterizzazione dello stato solido 

di formulati

Presupposti: 
1-disponibilità di standard di polimorfi puri e loro 

caratterizzazione DRX ed IR
2-identificazione di bande di assorbimento IR 
caratteristiche per ciascuna forma polimorfa

Esempio: identificazione dello stato solido di un 
formulato in crema di Pimecrolimus



Pimecrolimus Forma Idrata



Pimecrolimus forma anidra



Pimecrolimus forma anidra

Pimecrolimus forma idrata



Pimecrolimus forma amorfa



Cristalli visibili  nel formulato
( CREMA)



Forma idrata

Forma anidra

Cristallo API in CREMA



Acquisizione spettri in corrispondenza di una zona della crema priva di cristalli e 
in corrispondenza di un cristallo (Background su BaF2).
Gli spettri nelle due zone risultano altamente sovrapponibili, significativo risulta 
peró lo spostamento del segnale a 1650 cm-1 a frequenze piú basse (1643 cm-1) se 
collezionato in corrispondenza del cristallo.



Visibile                                    1643cm-1                                          1743cm-1

Il segnale a 1643cm-1 puó essere utilizzato come target per l’espressione della 
mappa del solo cristallo: il cristallo presente nel formulato è la forma anidra



La caratterizzazione dello stato solido di un API  deve essere 
fatta utilizzando  diverse tecniche spettroscopiche , 
termometriche  e microscopiche quali : 

•Microscopia ottica ed elettronica
•Powder X-ray Diffractometry (PXRD)
•Single Crystal XRD
•IR (Infrared Spectroscopy)
•NIR (Near IR)
•Raman
•Solid State NMR
•DSC (Differential Scanning Calorimetry )/MDSC 
(Modulated DSC)
•TGA

Fondamentale è l’attività sperimentale di supporto necessaria 
allo screening di polimorfi ed alla preparazione di standard.
La completa caratterizzazione dello stato solido di un API e 
della sua stabilità è un requisito essenziale da un punto di 
vista tecnico, brevettuale che regolatorio .   


