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ANOTACE

Predlozena bakalarska prace je zaméfena na studium zakladni kinetiky krystalizace
a strukturni relaxace Griseofulvinu. Griseofulvin je farmaceutickd u¢inna latka pouzivana jako
antimykotikum, které se vyuziva na Iécbu plisiiové infekce. Krystalizace a strukturni relaxace
Griseofulvinu byla studovana pomoci techniky termické analyzy, a to jeji nejrozsirenéjsi —
diferen¢ni skenovaci kalorimetrii (DSC). Podstatou kinetické analyzy bylo urcit hodnoty

aktiva¢nich energii krystalizace Ea a hodnoty aktiva¢nich energii strukturni relaxace Ah".

KLICOVA SLOVA

diferen¢ni skenovaci kalorimetrie, krystalizace, strukturni relaxace, kinetika, Griseofulvin

TITLE

Use of differential scanning calorimetry in the study of thermal behavior of Griseofulvin

ANNOTATION

The presented bachelor thesis is focused on the study of the basic kinetics of
crystallization and structural relaxation of Griseofulvin. Griseofulvin is a pharmaceutical active
substance used as an antifungal drug that is used to treat fungal infections. Crystallization and
structural relaxation of Griseofulvin was studied by using the technique of thermal analysis, its
the most common — differential scanning calorimetry (DSC). The essence of the kinetic analysis
was to determine the activation energy of crystallization Ea and activation energy of structural

relaxation Ah *.
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differential scanning calorimetry, crystallization, structural relaxation, kinetics, Griseofulvin



OBSAH

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK ....ovvvrerrrerressessesssessessessesssessessessesssessessessesssessessessessasses 9
SEZNAM OBRAZKU ...u.ouveeverrrerrerncssessessessessessssssessessessessesssssesssssssssessessessesssssessesssssssssens 12
SEZNAM TABULEK ......ocuevteeterrersessessessessesssssessessessessessessesssssesssssssessessessessessesssssssssessens 13
UV OD..ceeeceerestessessessessessssssssssssssessessessessesssssssassassessssessessessessesssssssassssessessessessessessessssassesss 14
1. TEORETICKA CAST w15
1.1, GRISEOFULVIN........ooiimiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesee s enesee s 15
1.1.1. POPIS SUBSTANCE .....coovoomoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 15
1120 POUZITT oot 16
113, TOXIKOLOGIE ......oooviiioeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e se s 18
1.1.4.  MECHANISMUS UCINKU .....cocoooivoririeieeeeeeseeeeeeeeseeeesseeeseeseesessessesssenens 18
1.1.5.  LEKOVA FORMA A DAVKOVANI GRISEOFULVINU ........c.cccccevrurnnrne. 20
1.1.6. POLYMORFISMUS .....ccooomimeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeese s, 21
1.1.6.1. POLYMORFISMUS GRISEOFULVINU..........c.coocvvmvereeeererseeseeeseseennnes 21
1.1.6.2. RENTGENOVA DIFRAKCNI ANALYZA ..o 22
1.1.7.  KLASIFIKACE AKTIVNI FARMACEUTICKE SUBSTANCE ..................... 22
1.2.  DIFERENCNI SKENOVACI KALORIMETIE .........cocooiuiviieeeeeeeeeeeeeeeersee e, 25
1.2.1. TERMICKA ANALYZA ....oooioioieeeeeeeeeeeeeeeeee e 25
1.2.2.  DIFERENCNI SKENOVACI KALORIMETIE .........cccoovviiviiiiesesrsesnnnns 26

1.2.3.  DIFERENCNI SKENOVACI KALORIMETIE S TEPELNYM TOKEM A
KOMPENZACNI DIFERENCNI SKENOVACI KALORIMETIE ........cccocovvvinieennnnn 26

1.3. KINETICKA ANALYZA KRYSTALIZACNICH DAT Z DIFERENCN{

SKENOVACT KALORIMETRIE ........o.couiiiieioeieeeeeeeeeeeeeeseeeeeesees s 30
1.3.1.  VYPOCET AKTIVACNI ENERGIE.........coeoiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeesesrsesesees 30
1.3.2.  URCENI KINETICKEHO MODELU .......cocooiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeesees s 31
1.3.2.1. JOHNSON-MEHL-AVRAMI MODEL .........ccccoccvviieioerieeerereeeeeeseesrennens 33
1.3.2.2. AUTOKATALYTICKY (SESTAK-BERGGREN) MODEL ....................... 34
1.3.3.  STANOVENI PREDEXPONENCIALNIHO FAKTORU .......cccccevevviurrenne. 34
1.4, AMORFNILATKY ....ooiiimiimiieeeeeeeeeeeeeeeee e 35

1.4.1.  STRUKTURNIRELAXACE .......coosviieeeeeiseeeeeceeseesieeeeeeesesss e 35



1.4.1.1. KINETICKA ANALYZA STRUKTURNICH RELAXACNICH DAT

DIFERENCNI SKENOVACI KALORIMETRIE.........c.oieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeee e 36
1.4.1.1.1. TOOL-NARAYANASWAMY-MOYNIHAN MODEL......cccooevevereenn. 37
1.4.1.1.1.1. METODY PRO VYHODNOCENI AKTIVACNI ENERGIE ........... 38
1.4.1.1.1.1.1. VYHODNOCENI Ah" Z CR ¢YKIT ....ovoeveeeeeeeeeeeeeeeeen, 38

1.4.1.1.1.1.2. VYHODNOCENI Ah" z CHR CYKI8 ....cooveveeeeeeeeeeeeeeen 38

2. EXPERIMENTALNI CAST wuoeeeeeeeeeeeeeeeesssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssnsssnsssssssnsasses 39
2.1, PRIPRAVA VZORKU ..o oo e 39
2.2, POSTUP MERENIT ..o s 41
220, KRYSTALIZACE ...oooooeeeeeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 43
222, STRUKTURNI RELAXACE ... oo, 45

3. VYSLEDKY A DISKUZE auuoeeeeueeeeeeeressssesesessssssssesessssssssssessssssssssssssssssssssssssssnssssssssnens 46
3.0, KRYSTALIZACE . ... oo e e e, 47
3.1.1. ZAKLADNI KINETICKA ANALYZA KRYSTALIZACE ..ooovooeeoeee, 53

3.2. RENTGENOVA DIFRAKCNIANALYZA ..o 55
3.3, SKELNA TRANSFORMACE ..o oo eeeeeeeeeee oo 57
3.3.1. ZAKLADNI KINETICKA ANALYZA STRUKTURNI RELAXACE............. 57

B ZAVER o eeeeeeeeeeeeeeveeessssesesssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssenssssssssssnsasssssesssnsasaes 59

5. POUZITA LITERATURA .o oeeeeeeeveeeeeeeesessssssesessnsssssesssesessssssssssensasssssssssssssssssssssnsasses 60



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A predexponencialni faktor

AC(M,N) autokatalyticky Sestak — Berggren model

ADME absorpce, distribuce, metabolismus a vylu¢ovani

API ucinna farmaceuticka slozka (Active Pharmaceutical Ingredient)
BCS biofarmaceuticky klasifikacni systém

CHR cyklu konstantni rychlosti ohfevu

CR cyklu konstantniho poméru

DSC diferencialni skenovaci kalorimetrie

DTA diferenc¢ni termicka analyza

Ea aktivacni energie

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration)
f(a) kineticky model

GIT gastrointestinalni trakt

GSF Griseofulvin

IARC Mezindrodni agentura pro vyzkum rakoviny

IC infracervend oblast elektromagnetického zatreni

JCPDS Joint Committee on Powder Diffraction Standards

JMA(m) Johnson — Mehl — Avrami (model nuklea¢né-ristovy)

KAHR Kovacs-Aklonis-Hutchinson-Ramos

KAS Kissinger — Akahira — Sunose

Kww Kohlrauschovou—Williamsovou—Wattsovou

m kineticky parametr JMA modelu

M, N kinetické parametry AC modelu



MCEF-7 lidské buiiky rakoviny prsu

q rychlost ohievu

q rychlost chlazeni

R univerzalni plynova konstanta

RDA rentgenova difrak¢ni analyza

RTG rentgenove zafeni

SEDDS self-emulsifying drug delivery systems
t cas

T teplota

TA termickd analyza

TG termogravimetrie

TMA termomechanickd analyza

TNM Tool-Narayanaswamy-Moynihan
TOA termooptometrie

T extrapolovana koncova teplota DCS piku
Te, Ton extrapolovana pocatecni teplota (teplota onsetu) DSC piku
Tr fiktivni teplota

Ty teplota skelné transformace

Tp teplota v maximu DSC piku

Ti teplota tani

To, Tn pocatecni a kone¢na teplota DSC piku
Ta teplota pro stupen premény o

X parametr nelinearity

Xp redukovana aktivacni energie v maximu DSC piku (xp = Ea/RT))



y(a)

z(o)

Olmax, y

Olmax, z

Ot

(1))

charakteristické funkce definované vztahem (5a) a (6a)
charakteristicka funkce definovana vztahem (5b) a (6b)
stupen pifemény

hodnota stupné premény alfa v maximu funkce y
hodnota stupné pfemény alfa v maximu funkce z
parametr neexponenciality

entalpicka zména

aktivaéni energie strukturni relaxace

relaxacni Cas

tepelny tok

relaxacni funkce

tepelny tok pro stupen premény o



SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1: Struktura GriSCOTUIVINU.........cociiiiiiiiiiiieiieeieee et 15
Obrazek 2: Schéma DSC s kompenzaci piikonu 7 ...........c.coooiiviiioiieeeeeeeeeeeeee e 27
Obrazek 3: Schéma DSC s tepelnym tokem (S = vzorek, R = reference) “71............ccococo.o.... 27

Obrézek 4: Schématickeé znazornéni DSC kiivky zobrazujici skelny ptechod Ty, teplotu
krystalizace T¢, entalpii krystalizace AH., po¢atecni teplotu tani T,, extrapolovanou pocatecni
teplotu (teplotu onsetu) Te, entalpii tani AH, teplota tani piku Tm a degradaci D. ¥ ..., 28
Obrazek 5: Detail piku s jeho charakteristickymi teplotami a liniemi M81................................ 28
Obrazek 6: Algoritmus pro stanoveni vhodného kinetického modelu zaloZeného na hodnotach
maxim funkei y(00) @ Z(00). B 32
Obrazek 7: Graf znazoriujici zménu entalpie a objemu tvorby skla, strukturni relaxaci a
KIyStalizach. 021, . .ot 36
Obrézek 8: Amorfni Griseofulvin v achatové misce pfed nadrcenim ..........ccoceeeceeeiieiiiiennnns 39
Obrazek 9: Analyticka vaha k navazovani vzorku amorfniho Griseofulvinu a specialni lis k
hermetickému uzavieni kelimkil € VZOTKY .......ccceeviiiriiiiiiiiiciiecicceeceeeeee e 40
Obrézek 10: Diferencni skenovaci kalorimetr (DSC)......cc.ooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 41
Obrézek 11: DSC kiivka pro vzorek Griseofulvinu, A — frakce 0 — 180 um, rychlost ohfevu
30 °C.min!, B — frakce 0 — 180 um, rychlost ohievu 1 °C.min’!, C — frakce 180 — 500 um,
rychlost ohfevu 30 °C.min"!, D — frakce 180 — 500 um, rychlost ohievu 1 °C.min'............... 43
Obrézek 12: CR cykly Griseofulvinu (frakce: 0 — 180 [m) ....cccveeviiieiieriiiiieieeieeieeeee 45
Obrazek 13: DSC kiivka Griseofulvinu frakce 180 — 500 um pro vSechny studované rychlosti
ohtevu s detailem krystalizanich pikill..........ccooviiiiiiiiiiiiiee e 47
Obrazek 14: Zavislost AH tani a AH krystalizace Griseofulvinu v zavislosti na pfirozeném
logaritmu ryChlOStT ONTEVU.......iiiiiiieiiii ettt e e e 49

Obrazek 15: DSC kiivka pro obé¢ studované velikostni frakce Griseofulvinu pfi rychlosti
Obrazek 16: DSC kiivka pro obé studované velikostni frakce Griseofulvinu pfi rychlosti

10 OC N1 Lottt 51

Obrazek 18: Kissingerova metoda — uréeni Ea krystaliza¢niho procesu ze smérnice zavislosti

pro ob¢ studované velikostni frakce Gris€ofulVInu .........ccoeecviieiiiiieiiiieeieeeeeee e 54



Obrazek 19: Vlevo je nas vysledek z RDA pro vzorek zkoumaného krystalického
Griseofulvinu a vpravo difrakéni obrazce pro tfi polymorfni formy Griseofulvinu — shora
doli: krystalicka forma I, krystalicka forma II a krystalicka forma IIL. (9. 55
Obrazek 20: Zavislost teploty skelné transformace Griseofulvinu na rychlostech ohievu pro
ODE VEIKOSTNT FTAKCE ...ttt ettt et st 57

Obrazek 21: Stanoveni Ah” pomoci CR cyklii ze smérnice zavislosti pro obé studované frakce

GIISEOTULVINIU ...ttt sttt ettt et aeeaees 58
SEZNAM TABULEK

Tabulka 1: Chemické a fyzikalni vlastnosti Griseofulvinu ............ccecveeviieviiieniienienieeiee, 15
Tabulka 2: Druhy jednotlivych dermatofyt6z, jejich mista vyskytu a jejich 1écba .................. 17
Tabulka 3: Pfehled jednotlivych davek Griseofulvinu ..........cccoovieviiiiniininiiniiniiiceee, 20
Tabulka 4: Rozpustnost 1é¢iv dle Ceského 1ékopisu 2009 a jeho dopliikii...........cc.cveveeeenne... 23
Tabulka 5: Klasifikace dle BCS.......c..cooiiiiiiiiiiiteeeese et 23
Tabulka 6: Klasifikacni systém lipofilnich formulaci ............ccccooiiiiiiiiiiiii, 24
Tabulka 7: Pfehled metod termické analyzy.........ccccoeeveriiiiiiiniiniiiccecceeee 25
Tabulka 8: Teploty tani Tm a entalpie AH polymorfii Griseofulvinu 2! ... 48

Tabulka 9: Hodnoty aktivacni energie krystalizace pro ob¢ studované velikostni frakce
GIISEOTULVIIIU ...ttt et sttt ettt et nae e 54
Tabulka 10: Odec¢tené hodnoty z DSC kitivky obou velikostnich frakei Griseofulvinu pro
teplotu tani Tim @ entalpil AH......coooiiiiiiiieiie e 56
Tabulka 11: Hodnoty aktiva¢ni energie strukturni relaxace pro ob¢ studované velikostni

TTAKCE GIISEOTULVIIIU .o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaa e aaaaeeeeereaneaaaaeens 58



UvVOD

V dnesni dobé¢ se do poptedi vyzkumu dostavaji 1é¢iva v amorfni formé. Pravé diky témto
lé¢iviim 1ze dosahnout vyssi rozpustnosti 1é¢iva a tim padem i biologické dostupnosti Spatné
rozpustnych 1éCiv ve srovnani s krystalickymi protéjsky. Ptikladem léCiva s velmi malou
rozpustnosti ve vod¢, kterym se v nasi praci budeme zabyvat, je Griseofulvin. Griseofulvin je
farmaceuticka G¢inna latka pouzivana jako antimykotikum a jeho velmi nizka rozpustnost ve
vodé ma za nasledek velmi nizkou biologickou dostupnost. Nizk4 biologickd dostupnost mtize
zpusobit ekonomicky problém, protoze pti vyrobé¢ 1éCiva je potieba pouzit vetsi mnozstvi 1€¢ivé
latky. Hlavnim problémem lé¢iv s nizkou biologickou dostupnosti je pfedevsim, ze mohou
zpisobit vazné vedlejsi ucinky, pokud se abnormalné velké mnozstvi absorbuje v dusledku

specifickych ucinkil pacienta.

Bohuzel ani amorfni 1é¢iva v tomto ohledu nejsou dokonald, v pribehu ¢asu (vyroby nebo
skladovani) maji tendenci krystalizovat. V dusledku jejich vyssi molekularni mobility je jejich
povrchova krystalizace daleko rychlejsi nez objemova, coz muze zpusobit jejich Spatnou

stabilitu a pomalé rozpousténi lé€ivych piipravki.

Pochopeni molekularni mobility amorfnich 1é€iv k urceni jejich dlouhodobé fyzické
stability je tedy pro farmaceuticky pramysl zasadni. Znalost termickych vlastnosti, kinetiky
krystalizace a strukturni relaxace amorfnich 1é¢iv je nutna pro jejich charakterizaci a pouZiti.
Dale umoziiuje predpovidat chovani amorfniho 1é¢iva pfi libovolnych podminkach a ur¢it jeho

stabilitu.

Krystalizace, strukturni relaxace a termické vlastnosti Griseofulvinu byly studovany
pomoci metody termické analyzy, kterd ma ve farmaceutické technologii Siroké vyuziti. Jedna
se o skupinu metod, které se zabyvaji sledovanim néckterych fyzikalnich a chemickych
vlastnosti zkoumanych latek vystavenych ur¢itému teplotnimu programu. V mé préci byla

vyuzita nejrozsifenéj$i metoda termické analyzy, a to diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC).
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1. TEORETICKA CAST

1.1.  GRISEOFULVIN

1.1.1. POPIS SUBSTANCE

Griseofulvin (Obr. 1), Ci17H17ClOs, chemicky (2S,6°R)-7-chlor-2',4,6-trimethoxy-6'-
methyl-3H-spiro[benzofuran-2,1'-cyklohexan]-2¢-en-3',4-dion, je piirodni produkt ['!, ktery byl
poprvé izolovan vroce 1939 zPenicillium griseofulvum 2 Albertem F. Oxfordem
a dalsimi. 31V roce 1946 byla z Penicillium janczewskiiho izolovana slou¢enina nazvana jako
"Curling Factor". Svlij ndzev ziskala diky schopnosti stocit houbové hyty. O rok pozdéji bylo
zjisténo, ze Griseofulvin a "Curling Factor" jsou ve skute¢nosti stejna sloucenina. [*! V dnesni
dobé je zndmo nékolik dal§ich druhti hub rodu Penicillium (napt. P. urticea, P. raistrickii,
P. raciborskii, P. kapuscinskii a mnoho dalsich), které téz produkuji Griseofulvin. *! Struktura

Griseofulvinu byla objasnéna az v roce 1952 ) Johnem F. Grovem a dal$imi. *!

H3C
34 OO/CH3

Cl H5C

Obrazek 1: Struktura Griseofulvinu

Griseofulvin je bily, krémovy aZz naZloutly krystalicky praSek. Zakladni fyzikéalni

a chemické vlastnosti Griseofulvinu jsou uvedené v nasledujici Tabulce 1. [®!

Hustota (g/cm’): 1,358 (21
Relativni molekulova hmotnost 352,77 6]
(g/mol):
Rozpustnost: Velmi malo rozpustny ve vodeé (0,2 g/l pii 25 °C);

malo rozpustny v ethanolu a methanolu;
rozpustny v acetonu, chloroformu a dimethylformamidu [

Opticka rotace: [a]d7, +376 ° (6]
Teplota tani (°C): 220 16
Teplota krystalizace (°C): 130-150 7
Teplota skelného piechodu (°C): 88 [7

Tabulka 1: Chemické a fyzikalni viastnosti Griseofulvinu

15



V piedeslé tabulce si nemlizeme nev§imnout, ze se Griseofulvin fadi mezi latky, které
jsou velmi malo rozpustné ve vodé. (! Velmi nizkd rozpustnost 1é¢ivé latky ve vodé ma za
nasledek velmi nizkou biologickou dostupnost. ® Nizk4 biologicka dostupnost se mize stat
ekonomickym problémem kvili vy§§im vyrobnim nakladim. Jelikoz velka ¢ast 1€Civa zastava
biologicky nedostupna, je pti vyrob¢ 1éCiva potieba pouzit vétsi mnozstvi 1é¢ivé latky. Mimo
to 1éky s nizkou biologickou dostupnosti mohou zptsobit vazné vedlejsi ucinky, pokud se
abnormalné velké mnoZstvi absorbuje v disledku specifickych uéinkd pacienta. ! Prave
z téchto divodii se do poptedi vyzkumu dostavaji 1éciva v amorfni forme, nebot’ Ize takto
dosadhnout vyssi rozpustnosti a tim padem i1 biodostupnosti Spatné rozpustnych 1é¢iv. Vice

o prednostech a problematice amorfnich 1é¢iv viz. kapitola 1.4.

1.1.2. POUZITI

Griseofulvin (GSF) je Ui€inn4 latka, ktera se pouziva naptiklad v antifungalnich lé€ivech.
Antifungélni 1€k obsahujici GSF byl poprvé schvéalen v roce 1959. Lécivo je podavano
peroralné k 1é¢bé& plistové infekce kiize, nehtll a vlasi (tj. dermatofytoza) u lidi i zvitat [,
kterou nelze vylé€it jinymi antimykotiky. Plsobi fungistaticky, a to pouze na dermatofyty —
parazitické zastupce rodu Trichophyton, Microsporum a Epidermophyton. Tento 1€k neni tedy
ucinny proti jinym patogennim houbam a bakteriim nebo kvasinkam, které zptsobuji

mykozy. (48]

Dermatofyty jsou houby, které ke svému riistu vyZzaduji keratin, jsou tedy omezeny na
vlasy, nehty a povrchovou kiizi. Tyto houby neinfikuji povrchy sliznic. Dermatofyty se Sifi
primym kontaktem od jinych lidi (antropofilni organismy), zvifat (zoofilni organismy) a ptdy
(geofilni organismy). K ptfenosu dermatofyti mize také dojit i nepiimo z fomiti (napf.
calounéni, kartace na vlasy, klobouky). Dermatofytézy se oznacuji pojmem ,,tinea*. Jsou také

pojmenovany podle piislusného mista na t&le (Tab. 2). 1]
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Druh infekce Misto vyskytu Riziko infekce Léchba

infekce
Tinea Capitis Pokozka hlavy a Spatna hygiena (karta¢ na Peroralni antimykotika
vlasové stvoly vlasy, povlak na pol§tar), 4-12 tydnu
casto déti
Tinea Corporis Trup, koncetiny Snizeni vlhkosti kiize a lokalni
nebo oblicej antimykotické krémy
2-4 tydny
Tinea Barbae Kuze v oblasti Nejcastéji ochlupeni Peroralni antimykotika
hrubych chlupt, pracovnici na farmeé (pfenos
vousu a kniru zoofilnimi organismy)
Tinea Faciei Oblast obliceje bez Snizeni vlhkosti kiize a lokalni
voust antimykotické krémy
Tinea Manuum Jedna ruka nebo Casto u pacienti s tinea Lokalni antimykoticka 1écba a latky
prilezitostné obé pedis obsahujici kyselinu mlécnou
ruce
Tinea Cruris Tiisla, stehna, Noseni mokrého a tésného Doplnikova 1é¢ba zahrnuje davky
hyzdé a bricho obleceni, Casteji u muzi kortikosteroidu
Tinea Pedis Noha, meziprstni Chiize naboso ve vetejnych Antimykotické krémy, vzacné
prostory, chodidla  prostorach, mokré ponozky, systémova terapie
nedezinfikovana obuv, 4-8 tydnt
Tinea Unguium nehty Starnuti, cukrovka, $patn¢ Peroralni antimykotika
padnouci boty od 4-6 mesicti do 1 roku

Tabulka 2: Druhy jednotlivych dermatofytoz, jejich mista vyskytu a jejich lécba

Lécba dermatofytdzy je vSak Casové naro¢na a mize zplsobovat n€kolik vedlejSich
ucinkl pocinaje mirnymi G¢inky, jako je vyrdzka a brnéni rukou a nohou, az po paleni zahy,
nauzeu, zavraté a priujem. Zavazné nezadouci ucinky Griseofulvinu zahrnuji kozni alergické
reakce, koptivku, kozni puchyte, horeCku a poSkozeni jater (hepatotoxicitu). Pacienti proto
Casto prerusuji 1écbu poté, co se klinické ptiznaky zlepSily, misto aby pokrac¢ovali az do jejiho
dokonceni, coz vede k recidivé nebo dokonce rezistenci na aktudlné dostupna lé¢iva. Z diivodu
vzniklé rezistence na Griseofulvin, uz Griseofulvin dermatofyty nezabiji, ale pouze zpomaluje
jejich rust. Griseofulvin je vSak stile nejpouzivanéj$im antifungalnim Iékem v pfipadé
dermatofytdz i presto, Ze ma vice nezddoucich ucinkl (nad kterymi vSak stale prevazuji benefity

z 16¢by). [12]

Nedavno doslo k obnoveni vyzkumu Griseofulvinu a jeho analogli z divodu jeho
antimitotickych a antiproliferativnich vlastnosti v riiznych typech rakovinnych bunék. Kromé
toho, Ze je to antifungalni 1é¢ivo 1, neddvno bylo prokazano, Ze inhibuje proliferaci riiznych
typt rakovinnych bungk a inhibuje rist nddord u athymickych mysi '3, coz znamen4, Ze by
mohlo byt také dobrym kandidatem na chemoterapii rakoviny. [l Griseofulvin inhibuje buiky
MCEF-7 13! (lidské buiiky rakoviny prsu) ['*! pii mit6ze a narusuje tak dynamickou nestabilitu

mikrotubuld v bunkdach, tim zplsobuje, ze bunky podstupuji programovanou bunécnou smrt.
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Jeho piipadna aktivita proti rakovinnym bunikdm v prsu byla poprvé zkouména v kombinaci
s vinblastinem. '3 Vinblastin je pifirodni Gi¢inn4 latka pouzivana jako cytostatikum predevsim
pro 1é¢bu rakoviny prsu a rakoviny varlat. 3! Studie ukézala, Ze tyto dva léky spoleén& mohou
byt Gsp&iné pouzity pii 1é¢bé rakoviny prsu. 13! Z téchto divodd bylo rozhodnuto, Ze izolace

a polosyntéza analogti Griseofulvinu stoji za dalsi badani. [!!

1.1.3. TOXIKOLOGIE

V experimentech na pokusnych zvifatech existuji naznaky karcinogenni aktivity
u nékterych druhd. ©%161 Uvadi se, 7e Griseofulvin méni homeostdzu hormont §titné Zlazy
u potkanti. Studie na mySich prokazaly, ze Griseofulvin byl u mys$i po perordlnim podani
hepatokarcinogenni. Mechanismus karcinogenity je nejasny [*!7], ale mohl by souviset s indukci
enzymi nebo s jeho antimitotickymi schopnostmi (vazba na tubulin). [*) Mezinarodni agentura
pro vyzkum rakoviny (IARC) dospéla k zavéru, Ze Griseofulvin je hepatokarcinogenni u mysi
a ze neexistuji dostate¢né ditkazy pro posouzeni karcinogenity u lidi, ale ze latka mtze byt

karcinogenni pro ¢lovéka. 171

Griseofulvin lze povazovat za genotoxicky na zdkladé své schopnosti indukovat
mikrojadra a aneuploidii v buiikach hlodavci in vitro a in vivo a v lidskych burkach in vitro.

Genovou mutaci v bakteriich nebo kultivovanych savéich buiikach GSF nevyvolal. 1]

Griseofulvin je také embryotoxicky a teratogenni u zvifat vystavenych vysokym
davkam. '8 Teratogenni u¢inky Griseofulvinu jsou potvrzeny u potkantl, kogek a u krys. [&17]
Griseofulvin je také schopen projit ptes lidskou placentu, z tohoto diivodu neni piedepisovan

béhem téhotenstvi. ['®]

1.1.4. MECHANISMUS UCINKU

Mechanismus, kterym Griseofulvin inhibuje rist plisiovych, rostlinnych a sav¢ich
bunék, je predev§im zaloZen na vyvolani abnormalni mit6zy a blokovanim bunék v pfechodu
mezi fazemi G2/M bunééného cyklu. 3! (v G, fazi se buiika ptipravuje na vstup do fize M

(mitdzy), kde se buiika déli na dvé dcefiné buiiky). [1¥]

Koncentrace Griseofulvinu potfebna k zastaveni riistu houbovych bunék je nizs§i nez

koncentrace potfebna k zastaveni sav¢ich bunck kvili jeho vyssi afinité k houbovému tubulinu
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proti savéimu tubulinu. '*2% Rané studie ukézaly, ze Griseofulvin inhibuje mitézu zpisobem,
ktery se podoba i¢inkim kolchicinu. 2% Kolchicin je alkaloid objeveny v Colchicum autumnale
(ocun podzimni), funguje jako antiuratikum a je ¢inny v 1é€bé chronické myeloidni leukémie.
Tento alkaloid se véaze na tubulin a tim je schopen blokovat polymeraci (prodluzovani)
mikrotubuld. Latky vézici se na mikrotubuly a branici jim v polymeraci ¢i depolymeraci, maji
cytotoxicky uc¢inek a jsou oznaCovany jako mitotické jedy, inhibitory mikrotubuli nebo
antitubulinové latky. Jejich uc¢inek na bunku je smrtici, ale cilenym z4dsahem mitotickych jedi
do déleni nadorovych bunék Ize dosahnout zastaveni jejich dal$iho ristu. Z tohoto divodu
nalezly tyto latky praktické uplatnéni v medicing jako 1é¢iva zhoubného bujeni a z4jem o né se
neustéle zvysuje. 2! GSF se tedy vaZe na tubulin, inhibuje polymeraci mikrotubulil, coz ma za
nasledek inhibici mitézy v nadorovych buiikach a také to, ze populace mitoticky blokovanych
bunck unikla mitdze s chybné oddélenymi chromozomy, a nakonec podstoupila apoptotickou

bunéénou smirt, [13]

Otazka, zda inhibice mitdzy Griseofulvinem zahrnuje depolymerizaci mikrotubulli nebo

jiné ptisobeni na mikrotubuly v lidskych buiikach, ziistala nevyfesena. 120

Griseofulvin se uziva s jidlem nebo po jidle. Aby byl Griseofulvin G¢inny, musi projit
bunécnou membranou, ale sdm o sob& toho neni schopen. Jeho transport tedy vyZzaduje
energeticky zavisly proteinovy transportér v bunééné membrané. Griseofulvin se z GIT
vsttebava pomalu kvili jeho nizké rozpustnosti ve vodé. Ma nizkou peroralni biologickou
dostupnost. Bylo zjisténo, Ze k absorpci dochdzi az 30 hodin po peroralnim poziti 500 mg
Griseofulvinu, pficemz se absorbuje 27 — 72,5 % davky, v pokoZce a keratinu se vSak zadrzuje
celé tydny. Velikost Castic, ptijem tuku, rychlost rozpousténi, slozeni a davkovéni, to vse
ovliviiuje stupen absorpce Griseofulvinu. Malé ¢astice jsou 1épe absorbovany nez velké ¢astice,
tuk také zvySuje absorpci. Hlavnim metabolitem v moci po peroralnim podani Griseofulvinu
byl 6—desmethylgriseofulvin, pfi¢emz 48 % peroralni davky bylo nalezeno jako volnd forma
a 37,4 % jako glukuronidovy konjugat. Velmi malo bylo vylu¢ovéano jako nemetabolizovany

Griseofulvin a pouze 2 % se objevila jako glukuronid 4—desmethylgriseofulvinu. [6%12]
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1.1.5. LEKOVA FORMA A DAVKOVANI GRISEOFULVINU

Griseofulvin neni v Ceské republice registrovan. [2223]

V zahraniéi je ale pouZivan b&zné, napt. v USA, kde je Griseofulvin schvalen Utadem
pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration, FDA). Griseofulvin je peroralni
1¢k. Dodava se ve formé tablet, které obsahuji 250 nebo 500 mg mikrokrystalti Griseofulvinu
nebo 125 nebo 250 mg ultramikrokrystald Griseofulvinu. ?* Peroralni dostupnost
mikronizované formulace je proménliva, 25 — 70 %, ultramikronizovany Griseofulvin je naopak
téméF tplné absorbovan. 2! Griseofulvin je také dostupny jako peroralni suspenze obsahujici
125 mg/5 ml mikrokrystalti Griseofulvinu. [*) Davkovani Griseofulvinu se 1i$i v zavislosti na
tom, zda je 1éCivo podavéano jako mikrorozmérné nebo ultramikrorozmérné, zda je pro
dospélého nebo pro dité a podle toho, ktery typ tinea se 1&¢i (Tab. 3). 4161 Mimo to se
doporucené davky ultramikrorozmérného Griseofulvinu mirné li§i v zavislosti na vyrobci

a sloZeni 1éku. [

DAVKA Ultramikrorozmeérné Mikrorozmérné
tablety tablety
Dospéli 330-375 mg/den 500 mg/den
Tinea corporis, tinea cruris a tinea capitis
Dospéli 660-750 mg/den 1000 mg/den
tinea pedis a tinea unguium

Déti od 2 let 7,3 mg/kg 10-11 mg/kg
Vazici 14-23 kg 82,5-165 mg/den 125-250 mg/den
Vazici >23 kg 165-330 mg/den 250-500 mg/den

Tabulka 3: Prehled jednotlivych davek Griseofulvinu

Neaktivni slozky v tabletovych formach Griseofulvinu mohou také zahrnovat stearat
vapenaty, kukufi¢ny Skrob, monohydrat laktdzy, stearat hotecnaty, methylcelulozu, pSenicny
lepek a dalsi latky. [®) Suspenze miZe obsahovat alkohol 0,2 %, umélou pfichut’, mentol,
methylparaben, propylenglykol, propylparaben, sacharin sodny, sacharézu, ¢isténou vodu

a dalsi. ?°
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1.1.6. POLYMORFISMUS

Polymorfismus je schopnost urcitych chemickych latek krystalovat ve dvou nebo ve
vice formach. Latka, kterd mtize existovat v riiznych krystalickych formach nebo modifikacich,
se nazyva polymorf. Jednotlivé polymorfni formy latky se odliSuji svymi hlavnimi fyzikélnimi
vlastnostmi, jako je teplota tani, barva, rozpustnost, index lomu, tvrdost nebo vodivost. 127
V praxi se rozliSuji dva typy polymorfismu, enantiotropie a monotropie. Enantiotropni
polymortfy jsou typické tim, Ze mohou vratné prechazet z jedné krystalové formy do druhé.
Monotropni polymorfismus je ptechod metastabilni formy do stabilni formy, a protoze probiha

13,27

pouze jednim smérem, je nevratny. [1*27) Diky tomu, Ze rfizné polymorfy maji riizné struktury

a vlastnosti, je polymorfismus dillezitym jevem pfi vyrob¢ pigmentli, vybusnin a hlavné 1é¢iv.

Polymorfismus ovliviiuje vlastnosti jak ucinné farmaceutické slozky (API, Active
Pharmaceutical Ingredient) (napi. chemicka stabilita, rozpustnost a rychlost rozpousténi), tak
1é¢ivého pripravku (napt. biologicka dostupnost). (! Zjisténi, zda dana substance ma sklon
k polymorfnim pfeménam, je velice podstatné pii formulaci stabilni Iékové formy a nasledné
1 pfi registraci a patentové ochrané nové vyvinutych 1é¢iv. Jestli ma dana latka polymorfni
schopnosti, miizeme urcit pomoci diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC) a poptipadé
identifikovat jeji polymorfni formy, u kterych lze také urcit, jakd forma je stabilnéjsi a pfi
kterych teplotach. [3! Jednotlivé krystalické modifikace jsou tedy stabilni v urgitém teplotnim
rozmezi a jsou jim piifazena fecka pismena (a, ) nebo fimska ¢islice (I, II, IIT). Charakterizaci
jednotlivych polymorfnich forem umozni jejich rizné fyzikalni vlastnosti. Pro studium
a charakterizaci polymorfii jsou vyuzivany i jiné analytické metody jako napf. infraéervena (IC)
spektroskopie, rentgenova difrakéni analyza (RDA), studie rozpustnosti a termooptické analyza

(TOA). 271

1.1.6.1. POLYMORFISMUS GRISEOFULVINU

V roce 1977 byla zaznamenéana prvni zminka o krystalové strukture GSF. A nésledné
snahy o ziskani jiné krystalové formy pomoci krystalizaci roztoku pfinesly opét pouze tu
stejnou krystalovou formu (formu I), a tak se dlouho vétilo, Ze GSF existuje pouze v jedné
krystalické formé. [>281 Polymorfni screening je obecné provadén krystalizaci z roztokd za
ruznych podminek, zatimco krystalizace z tavenin je pouzivana jen zfidka. Nyni vSak existuje
stale vice ptrikladi novych polymorfii objevenych praveé krystalizaci taveniny, které nejsou
pfistupné prostfednictvim krystalizace roztoku. Descamps a jeho spolupracovnici v roce 2013

zpozorovali dvé nové polymorfni faze Griseofulvinu (pojmenované forma II a forma III) béhem
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procesu krystalizace taveniny, které charakterizovali pomoci DSC a RDA. 2! I kdyz jsou tyto
dvé nové formy ve srovnani s formou I metastabilni, maji dlouhou Zivotnost pii pokojové
teploté. (281 Metastabilni GSF forma II ma neobvykle velkou tepelnou roztaznost a neobvykle

pomalou rychlost riistu krystal{i ve srovnani s ostatnimi polymorfy. [

1.1.6.2. RENTGENOVA DIFRAKCNI ANALYZA

Rentgenova difrakéni analyza (RDA), ktera byla objevena uz v roce 1912 Némci: Max
von Laue, Walter Friedrich a Paul Knipping, prosla stoletym vyvojem k soucasné rychlg,
sofistikované a $iroce vyuzivané analytické metodice. [**°% Sou¢asnd RDA metoda ma velky
vyznam pfi analyze krystalickych pevnych latek. Nejen, Zze mize odhalit hlavni rysy struktury,
tj. mfizkovy parametr a typ struktury, ale také dalsi detaily, jako je usporadani raznych druht
atomil v krystalech, piitomnost nedokonalosti, orientace, zrnitost a velikost zrna. *1 RDA se
ve farmacii pouziva predevsim k popisu polymorfismu farmaceutickych molekul a pevnych

substanci. 3%

Difrakéni obraz krystalové struktury ziskdme ozéatfenim krystalu monochromatickym
RTG zafenim. 2°32 Dopadajici (primarni) RTG zéfeni se pruzné rozptyluje na elektronech
méfeného krystalu (vznika sekundarni neboli difraktované zareni). > Intenzita difraké&nich linii
urcuje rozloZeni atomt v krystalické mfiZce. V disledku toho je rentgenovy difrakéni obraz
otiskem periodického atomového uspoiadani v daném materidlu. 2! Ziskany difrakéni obrazec

Ize porovnat s knihovnou Joint Committee on Powder Diffraction Standards (JCPDS). [**]

1.1.7. KLASIFIKACE AKTIVNI FARMACEUTICKE SUBSTANCE

V soucasné dobé¢ se stale Castéji pouzivaji 1écive latky (1é¢iva), které jsou ve vodném
prostiedi velmi t&Zce rozpustné. ¥ To proto, Ze cilova mista piisobeni 1é¢ivych latek (aktivni
centra enzymui nebo membranové proteiny) jsou piistupna obzvlast’ pro lipofilni (hydrofobni)
molekuly tzn. pro latky malo rozpustné ve vodé€. Jejich rozpustnost ve vodé se musi n¢jakym
zpisobem zvySovat, aby byly pouZitelné ve farmacii. [*>] Rozpustnost 1é¢iva ve vodném
koncentrace 1é¢iva v systémové cirkulaci, kterd je schopna v organismu vyvolat zamysSlenou
farmakologickou odpovéd’. Z hlediska fyzikalné-chemického je mozné 1éCivé latky délit na

zékladg jejich rozpustnosti do sedmi skupin dle Ceského lékopisu (Tab. 4). Vzhledem k tomu,
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ze pii tomto Clenéni neni zohlednéna terapeutickd davka léciva, tak je tento zpiisob déleni

z farmakologického hlediska obvykle nedostacujici. >4

Klasifikace Objem rozpoustedla v ml na gram
rozpustené latky
Velmi snadno rozpustné <1
Snadno rozpustné 1-10
Dobre rozpustné 10-30
Méné rozpustné 30-100
Tézce rozpustné 100 -1 000
Velmi tezce rozpustné 1 000 — 10 000
Prakticky nerozpustné > 10 000

Tabulka 4: Rozpustnost léciv dle Ceského lékopisu 2009 a jeho dopliikii

Z tohoto diivodu Amidon navrhl Biofarmaceuticky klasifika¢ni systém (BCS). [*¢]
BCS se od svého vydani v roce 1995 stava stale diilezitéj$im néstrojem pii vyvoji generickych
1 inovativnich 1é¢ivych ptipravkld po celém svéte. BCS tridi 1é¢ivé latky nebo API podle
zakladnich parametr, které fidi rychlost a rozsah peroralni absorpce. Mezi zékladni parametry
se zde Fadi stfevni propustnost (permeabilita) a rozpustnost/rozpusténi davky 1éku ve vodg. 7!
BCS tak slouzi k rozdéleni 1é¢ivych latek nebo API na zdkladé jejich rozpustnosti
a permeability, a to do &tyf t¥id nasledujicim zptisobem (Tab. 5). ¥ Za vysoce rozpustna 1é¢iva
se z hlediska BCS povaZzuji ta, jejichZ nejvyssi 1é¢ebna davka se rozpusti ve 250 ml vodného
pufru (pH 1-8), a jako vysoce prostupné se oznacuji latky, které se u cloveka vsttebavaji
nejméné z 90 %. Do tiidy Il nebo IV BCS je mozné zatadit az 40 % bé&zn¢ pouzivanych 1éCiv
a a7 70 % nové syntetizovanych latek vykazujici nizkou rozpustnost ve vodg. 3% Jak jiz bylo

zminéno, Griseofulvin mé nizkou rozpustnost a tim se fadi do II. tiidy BCS. !

trida Rozpustnost Permeabilita
1 ‘ vysoka vysoka
7 ‘ nizka vysoka
or | vysoka nizké
v | nizké nizké

Tabulka 5: Klasifikace dle BCS

Pro empirické posouzeni vstfebatelnosti 1écivé latky navrhl Lipinsky ,,pravidlo tri
pétek*. Coz je metoda k predpovédi ucinnosti ADME ("absorpce, distribuce, metabolismus
a vyluovani") 1€kil, zejména u peroralnich 1ékti. Léciva latka byva obvykle téZce vstiebatelna,
jestlize jeji molekulova hmotnost je vétsi nez 500, dekadicky logaritmus rozdélovaciho
koeficientu v systému oktanol/voda je vétSi nez 5 a molekula md 5 a vice vodikovych

donort. [36:40]
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Jak jiz bylo n€kolikrat zminéno, nizkd biologickd dostupnost je obvykle spjata se
Spatnou rozpustnosti 1é¢ivé latky. Proto je nyni hlavnim trendem moderni farmaceutické
technologie zvySovani biologické dostupnosti 1écivych latek. Lécivé latky, které jsou velmi
tézce rozpustné ve vode, jsou vSak obvykle dobfe rozpustné v tucich, ptesnéji v lipofilnich
rozpoustédlech. Mezi metody vyuzivajici toho, Ze latky jsou rozpustné v lipofilnich
rozpoustédlech, je mozné zaradit zapracovani té¢zce rozpustného lé¢iva do pevné 1ékové formy
v kapalné¢ formé za pomoci samoemulgujicich systémut (self-emulsifying drug delivery
systems, SEDDS). Tento systém se fadi mezi tzv. lipofilni formulace a vznika plnénim lipofilni
kapaliny s eventudlni pfisadou tenzidi a kosolventi do meékkych nebo tvrdych tobolek.
Lipofilni formulace délime do ¢tyt skupin (Tab. 6), které se od sebe lisi predevsim pritomnosti

emulgatorti a kosolventi. SEDDS maé tu vyhodu, Ze obsahuje jiz rozpus§téné 1é€ivo a tim zvySuje

jeho vsttebavani, respektive biodostupnost. 4

Formulace ~ Pomocné latky Viastnosti Vyhody Nevyhody
Typ I Olej bez Nedispergujici systém,  Netoxické, jednoduché, Mala rozpoustéci
emulgatoru 1é¢ivo se uvoliuje moznost plnéni do kapacita, pokud 1é¢ivo
travenim tobolek neni vysoce lipofilni
Typ 11 Olej a lipofilni Samoemulgujici Neztraceji rozpoustéci Zakalena emulze o/v
emulgator systém bez hydrofilni- kapacitu (velikost ¢astic
ch pomocnych latek 0,25 -2 pm)
Typ 111 Olej, emulgator Samoemulgujici a Vytvareji ¢irou nebo V disperzi a béhem
a kosolvent samomikroemulgujici jemné zakalenou traveni ztraci rozpous-
(pomocné latky systémy obsahujici disperzi, lécivo se téci kapacitu, obtiznéji
rozpustné i nero- hydrofilni pomocné vstiebava bez traveni se vstiebava
zpustné ve vode) latky
Typ IV Hydrofilni Formulace vytvareji Formulace ma vybornou 'V disperzi a béhem
emulgator micelarni roztok rozpoustéci kapacitu pro  traveni ztraci rozpous-
a kosolvent fadu 1é¢iv téci kapacitu, 1é¢ivo
se obtizné&ji vstiebava

Tabulka 6: Klasifikacni systém lipofilnich formulaci
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1.2. DIFERENCNI SKENOVACI KALORIMETIE

1.2.1. TERMICKA ANALYZA

Termickd analyza oznacuje takové experimentalni metody, které jsou zalozeny na
sledovani zmén fyzikalné chemickych vlastnosti zkoumanych latek pii jejich zahfivani nebo
ochlazovani. VétSina metod termické analyzy sleduje nalezité vlastnosti systému (napf.

[41] Ve farmaceutickém

hmotnost, vodivost, energii a dalsi) jako dynamickou funkci teploty.
prumyslu je znalost téchto vlastnosti diillezitym krokem k formulaci stabilniho a vyhovujiciho
1ékového pripravku. Diferenéni skenovaci kalorimetrie (DSC), termogravimetrie (TG)
a diferen¢ni termicka analyza (DTA) jsou nej€astéji vyuzivanymi termickymi metodami pti

vyzkumu a vyvoji 1é¢iv. (4]

Nazvy jednotlivych analyz jsou ¢asto odvozeny od vlastnosti, jez jsou danou metodou
zkoumény. Mezi zdkladni metody spadd termogravimetrie, diferencni termickd analyza,

diferen¢ni skenovaci kalorimetrie, termooptometrie a termomechanicka analyza (Tab. 7). 4]

Metoda Zkratka Sledovana fyzikalni viastnost
termické analyzy
Termogravimetrie TG Hmotnost — méfi se zména hmotnosti pii ohifevu vzorku
Diferencni termickad DTA  Rozdil teplot — méfi se rozdil teplot mezi vzorkem a standardem pfi
analyza ohfevu nebo pfi chlazeni
Diferencni skenovaci DSC  Rozdil teplot nebo energie — méfi rozdil teplot nebo energii, kterou je
kalorimetrie nutno dodat do analyzovaného vzorku nebo do reference, pfi linedrnim

ochlazovani ¢i zahtivani

Termooptometrie TOA  Optické vlastnosti — méii se napf. index lomu, emitované zareni
a intenzita odrazeného/proslého zateni urcité vinové délky v zavislosti na
menici se teplote.

Termomechanicka TMA  Rozmér a mechanické vlastnosti — analyzuje se deformace vzorku pfi
analyza zatizeni v zavislosti na teploté

Tabulka 7: Prehled metod termické analyzy

%

Moderni pfistroje navic umoziiuji soucasné méfeni vice vlastnosti béhem jednoho
experimentu. Tyto metody se oznacuji jako simultanni termicka analyza (STA). Mezi nejvice

rozsifenou dvojici metod patfi TG-DTA a TG-DSC. Tyto metody se totiz dobie dopliuji. ]
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1.2.2. DIFERENCNI SKENOVACI KALORIMETIE

Diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC, differential scanning calorimetry), jak jiz bylo
zminéno, je jednou z diilezitych metod termické analyzy. DSC je Casto vyuzivana pfi urceni
teplot tani, skelnych piechodti a krystalizaci nejrizngjsich materiald. Radi se mezi
nejvyznamnéjsi a nejcastéji pouzivanou metodu ve farmaceutickém primyslu. Tato metoda ma
ovSem uplatnéni i v ostatnich odvétvich primyslu zabyvajicich se napf. vyrobou skla,

keramiky, potravin, plastl a polymert. [4243:44]

DSC linearn¢ ochlazuje nebo ohtiva vzorek a méti rozdil teplot nebo energii, kterou je
nutno dodat do vzorku (pokud v ném probihd endotermni d&j) nebo do reference (ve vzorku
probihé exotermni d&j), aby vzorek a referenéni latka mély stejnou teplotu. [“>#) Principem této
metody tedy je udrzet stejnou teplotu, jak ve zkoumaném, tak i v referencnim vzorku, které jsou

soucasné zahiivany pod stejnym teplotnim programem. 4]

1.2.3. DIFERENCNI SKENOVACI KALORIMETIE S TEPELNYM TOKEM A
KOMPENZACNI DIFERENCNI SKENOVACI KALORIMETIE

Pouzivaji se dva typy DSC metod, bud’ DSC s tepelnym tokem (heat flux DSC, hf-DSC)
nebo kompenzacni DSC (power compensation DSC). Jednou z vyhod pouziti DSC analyzy je
spotfeba velmi malého mnoZstvi vzorku, navazka se pohybuje od 1 mg do 100 mg. [4>4
Pracovat s malym mnozstvim materidlu je doporuceno proto, aby se minimalizovaly tepelné
ztraty a tepelné gradienty ve vzorku a byla tak zvySena Gcinnost méteni. [**) Vzorky jsou
umistény v keramickych nebo kovovych kelimceich, které zajist'uji dokonaly kontakt s topnym

télesem a teplotnimi ¢idly. +°!

DSC s kompenzaci prikonu zachovava nulovy teplotni rozdil mezi analyzovanym
a referenénim vzorkem. DSC tedy méfi energii, ktera je potfebnd pro vyrovnani teplot mezi
vzorkem a referenci. Pokud v analyzovaném vzorku dojde k tani vzorku (endotermni d¢j), je
dodana energie do analyzované¢ho vzorku a teplotni rozdil mezi vzorkem a referenci je tak
vynulovan. A naopak, v pfipadé, ze dojde ke krystalizaci vzorku (exotermni d¢j) je teplota
analyzovaného vzorku vyssi oproti referencnimu vzorku a je tedy nutné opét vznikly teplotni
rozdil mezi vzorkem a referenci kompenzovat. Aby doSlo k vyrovnani teplot s referencnim
vzorkem, je do analyzovaného vzorku dodano mén¢ energie oproti referen¢nimu vzorku. Diky

kompenzaci ptikonu zlstava v obou vzorcich stejna teplota. Mérnou veli¢inou je elektricky
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ptikon potfebny k udrzeni stejné teploty obou identickych cel. Kazdy vzorek je umistén ve své
meéftici cele, kterd ma sviij tepelny zdroj a jsou zahtivany/ochlazovany stejnou rychlosti. Aby se

zabranilo tepelnému toku mezi vzorky, jsou od sebe izolovany. 424

Zatizeni pro DSC s kompenzaci piikonu je zobrazeno na Obrazku 2. (47!

Platinové senzory

Ohfivac vzorku \ /OhFivaE reference

Obrazek 2: Schéma DSC s kompenzaci prikonu "

DSC s tepelnym tokem m¢fi rozdil teplot analyzovaného a referen¢niho vzorku, ktery
je méfen pomoci rozdilu termoelektrickych napéti jednotlivych termoclankti. Rozdil teplot je
zaznamenavan jako zavislost tepelného toku na teploté, takze vystup z obou analyzatoru je

analogicky a vzajemné porovnatelny. [42434%]

Zatizeni pro DSC s tepelnym tokem (Obr. 3.) se obvykle sklada z jedné cely, ktera
obsahuje drzaky pro umisténi kelimkd uréenych pro referenci a kelimk pro vzorek. To
znamena Z7e, oba kelimky jsou umistény ve spole¢né kalorimetrické cele na samostatnych

teplotnich ¢idlech a jsou navzijem spojeny tepelnym mostem. [4>47]

Pric¢ny prarez DSC

Stfibrny krouzek Kelimek na

vzorek

Termoelektricky disk
Kelimek na

referenci

Chromelovy disk

Termoélankovy Hlinikovy
ptfechod drat
N
Tepelny blok Chromelovy drat

Obrazek 3: Schéma DSC s tepelnym tokem (S = vzorek, R = reference) [*"
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Vysledkem méfeni obou zminénych DSC metod v pfipadé neizotermnich méteni je
zévislost tepelného toku @ na teploté T. Vystup z DSC méieni se nazyva DSC kiivka (Obr. 4).
Piky na DSC kiivce odpovidaji jednotlivym tepelnym procestim probihajicim ve vzorku. Popis
vybraného termického efektu spole¢né s charakteristickymi teplotami a liniemi je zobrazen na

Obrazku 5. 48

>
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Obrazek 4: Schématické znazornéni DSC krivky zobrazujici skelny prechod T, teplotu
krystalizace Te, entalpii krystalizace AH., pocatecni teplotu tani T,, extrapolovanou pocatecni

teplotu (teplotu onsetu) T., entalpii tani AH), teplota tani piku T, a degradaci D. */
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Obrazek 5: Detail piku s jeho charakteristickymi teplotami a liniemi [*
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Nulova linie (tzv. zeroline) predstavuje kiivku na DSC zaznamu, kterou ziskame

z méfeni, kdy je kalorimetr prazdny, piip. obsahuje prazdné kelimky.

[43,48]

Zakladni linie (tzv. baseline) odpovida méfeni vzorku, ktery nevykazuje zadny

termicky efekt (spotfeba/uvolnéni tepla). Zékladni linie by tedy méla byt v pribéhu celé

analyzy konstantni. (43!

Charakteristické teploty DSC kiivky jsou definovany nasledovné:

Pocatecni teplota piku Ty zacina tam, kde se kiivka naméfenych hodnot zacina
odchylovat od zakladni linie.

Extrapolovana pocatecni teplota Te je v misté, kde ¢ara vedena linearnim usekem
stoupajiciho piku protina zakladni linii ™3], neboli téZ nazyvana ,teplota onset™,
ktera uréuje teplotu fazového piechodu. 1

Maximalni teplota piku T}, je maximalni rozdil mezi kfivkou DSC a zakladni
linii.

Extrapolovana koncova teplota T. je v misté, kde ¢ara pfes témét linedrni Cast
piku protina zékladni linii.

Teplota konce piku Ty je v mist&, kde se kiivka DSC vraci na zakladni linii. %

Pik se na kiivce objevi, kdyZ je ustaleny stav naruSen produkci nebo spotiebou tepla

vzorkem. Ne vSak vSechny tepelné piechody vytvoii rozliSitelny pik, skelny ptechod vede

pouze k vytvoreni schodu na DSC kiivce. 8] Piky spojené s endotermickymi procesy (napf.

tanim) jsou tzv. endoefekty. Naopak piky spojené exotermickymi procesy (napft. krystalizaci)

jsou tzv. exoefekty.

probihajiciho procesu

(5] Plocha piku nad/pod zékladni linii je pfimo umérna entalpii AH

491 neboli spottebovanému/uvolnénému teplu pii procesu. **) Pro

amorfni latky je typicky endotermni skelny piechod, ktery miize nasledovat krystalizace

(exoterma), tani (endoterma) a nakonec degradace. [*?!

Dalsi dilezité informace, jezZ mizeme ziskat z DSC méfeni, mohou souviset napf.

s kinetikou procesu, ktery ve vzorku probiha.

[46]
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1.3. KINETICKA ANALYZA KRYSTALIZACNICH DAT
Z DIFERENCNI SKENOVACI KALORIMETRIE

Metody termické analyzy (TA), jako je DTA nebo DSC, jsou velmi pouzivané pro
kinetickou analyzu krystaliza¢nich procestt v amorfnich latkach. Y Kinetickou rovnici

krystaliza¢niho piku (1) DSC lze popsat nasledujici rovnici:
® = AH.A.e Ea/RT f(a) (1)

kde @ je tepelny tok méfeny DSC, AH je krystalizacni entalpie, A je pfedexponencialni faktor,
Ea je aktivaéni energie procesu, R je univerzélni plynové konstanta, T je teplota a f(a) znamena

vyjadteni kineticky modelu (a je stupefi konverze). [51:5%331

Dulezité kinetické parametry krystalizaéniho procesu, jako jsou aktivacni energie
krystalizace, dale kineticky model a jeho parametry, a nakonec pfedexponencialni faktor, jsou

uréeny v n&kolika nasledujicich krocich kinetické analyzy. [°!52]

1.3.1. VYPOCET AKTIVACNI ENERGIE

V prvnim kroku kinetické analyzy je obvykle tfeba vypocitat aktivacni energii
krystalizace Ea. Existuje mnoho metod pro vypocet aktivacni energie, nicméné mezi nejéastéji
pouzivané metody se fadi Kissingerova [*!*2], modifikovana Kissinger-Akahira-Sunose (KAS)
[51.33] 3 Friedmanova metoda. Vybér metody zavisi na neizotermnich/izotermnich podminkach

experimentu.

Pro neizotermni podminky se vyuZivaji vSechny zde vyjmenované metody. % Pro

izotermni podminky lze vyuZit pouze metod izokonverznich fezti. °4

Kissingerova metoda

Tato metoda je zaloZena na posunu maxima krystaliza¢niho piku Tp s rychlosti ohievu

q". Jeji podstata je vystiZzena nize uvedenou rovnici: 512

In (£> =— :TA + konst. (2)

Ty P
Nevyhodou Kissingerovy metody je, Zze poskytuje informace pouze pro dominantni

krystalizaéni pik. !53]

30



Aktivaéni energie se d také stanovit pomoci izokonverznich metod 2, které poskytuji
zavislost Ea na a. B! Mezi tyto metody se fadi modifikovana Kissinger-Akahira-Sunose (KAS)
metoda B! (integralni izokonverzni metoda) 4 a Friedmanova metoda B2 (diferencialni

metoda izokonverznich fez1). °4

Modifikovana Kissinger — Akahira — Sunose (KAS) metoda (integralni izokonverzni

metoda)

Modifikovana KAS metoda ur¢i aktivaéni energii podle nasledujici rovnice: °!]

+
In (T" 92) = —1,0008 fTA + konst. 3)

1,
a

Friedmanova metoda (diferencialni metoda izokonverznich rezi)

Pti Friedmanové metod¢ se aktivacni energie vypocita pro rtizné hodnoty stupné

pfemény. Jeji princip popisuje nize uvedend rovnice: 2!

In(d,) = — ;71 + konst. ()

kde @, a Ty je mérny tepelny tok a teplota odpovidajici urcité zvolené hodnoté stupné konverze
o. 234 Experimentalni data jsou zde opét ziskdna z krystaliza¢nich kiivek méfenych pii
ruznych rychlostech ohfevu a jsou vykreslena pro kazdou hodnotu a zv1ast. Timto zpiisobem

se nakonec ziska zavislost aktivaéni energie Ea na stupni pfemény a. 5231

Prednosti metod izokonverznich fezi je, Ze je Ize vyuzit jak u neizotermalné métenych
DSC dat, tak i u izotermalnich méfeni. Hodnota aktivacni energie Ea je pak ur€ena jako stfedni

hodnota nachazejici se v intervalu 0.3 < 0.<0.7. 34

1.3.2. URCENI KINETICKEHO MODELU

Dalsi krok kinetické analyzy spociva ve vybéru vhodného kinetického modelu pro popis
krystalizatniho procesu. Pro tento ucel byl vyvinut algoritmus zalozeny na tvaru tzv.
charakteristickych kinetickych funkci z(a) a y(a). Tyto funkce jsou ziskany velmi jednoduchou

transformaci experimentélnich DSC dat. -2
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V neizotermickych podminkach jsou tyto funkce definovany nasledovné: [3%-31:321

y(a) = ®.eFa/RT (5a)

z(a) = ®.T? (5b)
V izotermnich podminkach nabyvaji tyto funkce tvaru: [°%

y(a) = (62)

z(a) = ot (6b)

Zavedené funkce jsou ve skutecnosti univerzalnim krokem pii uréovani vhodného
kinetického modelu pouzitelného pro jakykoli fyzikalni proces. °?! Stanoveni nejvhodné&jsiho
kinetického modelu vyuziva hodnoty o odpovidajici maximim charakteristickych funkci
a celkovému tvaru funkci. >3 Na zdkladé t&chto informaci Ize zvolit optimalni kineticky
model podle algoritmu znazornéného na Obrazku 6, ktery zobrazuje 1 konkrétni hodnoty pro

nékolik nejbézn&jsich kinetickych modeld. [°%

r convex | ——| RO(n<1)
—| D2 —— %yax 2= 0- 834
__, “mxy‘= off — | Da —— *MAx, 2= 0. 776 |
] OF =
»| concave D3 MAX z= 0- 704
5| RO{(n>1) ()
yo) | 5| IMA(Nn<1)
—| linear ——| JMA(1) *yax,z =0- 632| —
y | TMA(n>1)
S o< {a —
MAXy MAXz) L | ac(m,n)

Obrazek 6: Algoritmus pro stanoveni vhodného kinetickeho modelu zaloZeneho na hodnotdch

maxim funkci y(a) a z(a). %/

Kinetika krystalizace obvykle byva popisovana s vyuZzitim ridznych kinetickych
modeli. % Nejéastgji se pouzivaji tyto dva modely: nuklea¢né-riistovy Johnson-Mehl-Avrami

(JMA) model a semiempiricky autokatalyticky model Sestdk—Berggren (AC). 52531
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1.3.2.1. JOHNSON-MEHL-AVRAMI MODEL

Johnson-Mehl-Avrami (JMA) model je jednoparametrovy nuklea¢né-riistovy model [°2
patiici mezi nejpouzivan€jsi modely, které jsou vyuzivany k popisu kinetiky chemickych reakci
a kinetiky fazové transformace (zejména kinetiky krystalizace). °!) Tento model byl platny
pouze pro izotermické podminky, nicméné Henderson ukdzal, ze platnost tohoto modelu muize
byt roz§ifena 1 na neizotermické podminky za pfedpokladu, Ze cely nukleacni proces probiha
v ranych fazich transformace a stava se tak zanedbatelnym béhem samotného rtstu krystalda.
Kinetika krystalizace mize byt popsdna timto modelem, pokud hodnota stupné¢ konverze
odpovidajici maximu funkce z(y) ma hodnotu 0,632. Tato hodnota je charakteristickym
"otiskem prstu" modelu JMA. Matematicky lze JMA model vyjadiit pomoci nize uvedené

rovnice: 20521

f(@) =m(1 - a)[-In (1 — )]G 7

kde m je parametr odrazejici mechanismy nukleace a ristu krystalti, jakoz i morfologii krystala.

Hodnotu samostatného kinetického parametru m pak lze vypoéitat z nasledujici rovnice: !

1

m=—2= (8a)

T 1+ln (1-Amax,y)

Alternativni zplisob pro stanoveni parametru m je pomoci funkce dvojitého

logaritmu: 52!

din[-In (1-a)] _ _mE
a@p R (80)
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1.3.22. AUTOKATALYTICKY (SESTAK-BERGGREN) MODEL

vvvvvv

procest. Kinetické parametry téchto modelti nenabyvaji fyzikdlniho vyznamu. Mezi tyto

modely se fadi napiiklad dvouparametrovy autokatalyticky (Sestak-Berggren) model. [**]

Autokatalyticky (AC) model se pouziva v ptipadech, kdy nelze pouzit napt. model IMA,
z toho diivodu je obvykle az druhym v potadi pii vybéru vhodného kinetického modelu. AC
model poskytuje vyssi flexibilitu v kinetickém popisu oproti modelu JMA. 31 AC model Ize

matematicky vyjadfit pomoci rovnice: %33

fl@) =a"(1-a)" ©)

kde parametry M a N jsou kinetické parametry popisujici tvar méfené DSC kiivky a jsou
charakteristické pro konkrétni krystaliza¢ni proces.>>! Hodnoty parametri tohoto modelu lze

vyhodnotit na zakladé nasledujicich rovnic: 5]

M _  %maxy
N 1-Qmaxy (10a)
Ea M
In (CD. em) = In(AH.4) + N.In[an (1 - )] (10b)

1.3.3. STANOVENI PREDEXPONENCIALNIHO FAKTORU

ZaveéreCnym krokem kinetické analyzy je stanoveni predexponencialniho faktoru A.
Jeho hodnota mlze byt stanovena piimo rovnici (10b) nebo pomoci fitovani nelinearni DSC
kiivky. 2% Hodnoty 4 by samoziejmé& mély byt stejné bez ohledu na zpiisob stanoveni. [°2
Hodnotu piedexponencialniho faktoru lze také stanovit dle vztahu: [°°

+

_ 9 * x
= T.f,(a)e P (11)
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1.4. AMORFNI LATKY

Jak jiz bylo zminéno, amorfni 1éCiva pfitahuji velkou pozornost, diky své velké
rozpustnosti a zvySené biologické dostupnosti ve srovnani s krystalickymi proté&jsky.
Neuspotadana struktura amorfnich farmaceutickych vyrobku je tvofena rychlym ochlazenim

roztaveného materialu. 7}

Ovsem léciva v amorfni formé& maji tendenci v prib&hu ¢asu (vyroby nebo skladovéni)
krystalizovat. V dasledku jejich vyssi molekularni mobility je jejich povrchova krystalizace
daleko rychlejsi nez objemova, coz mize zpusobit jejich Spatnou stabilitu a pomalé rozpousténi
1é¢ivych piipravki. Krystalizace by tedy eliminovala vyhody amorfni formy. 1% Pochopeni
molekularni mobility amorfnich 1é¢iv k uréeni jejich dlouhodobé fyzické stability je tedy pro
farmaceuticky primysl zasadni. Molekuldrni mobilita je charakterizovéana relaxacnimi procesy

v podchlazené kapaling a skelném stavu. 8!

1.4.1. STRUKTURNI RELAXACE

Je dobfe znamo, Ze nerovnovazna povaha skelného stavu vede k procesu zvanému
strukturni relaxace. Tento proces je také Casto nazyvany jako "fyzikalni starnuti". Strukturni
relaxace probiha uvnitt oblasti a pod teplotou skelného pfechodu a lze jej popsat jako pomalé
pfeskupovani struktury materidlu smérem k jeho rovnovaznému %% (metastabilnimu) [®!]
stavu, ktery je reprezentovan podchlazenou kapalinou (Obr. 7). %% B&hem tohoto relaxa¢niho
procesu dochazi tedy ke sniZeni entalpie a objemu. [®! Strukturni relaxace je ¢asto klasifikovana
podle vlastnosti, ktera je pozorovana — napf. objemova nebo entalpické relaxace. Strukturni

relaxace je neexponencidlni a nelinearni proces. [®*)
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Obrazek 7: Graf znazornujici zménu entalpie a objemu tvorby skla, strukturni relaxaci a

krystalizaci. 1%/

Obrazek 7 popisuje vlastnosti systému (objem nebo entalpii) jako funkci teploty
kapaliny tvorici sklo. Pfi pomalém ochlazeni z vysokych teplot miZe kapalina krystalizovat pfi
teploté Tm tvofici stabilni krystalicky material. Pokud je vSak ochlazovani v tomto teplotnim
rozsahu dostatecné rychlé, aby se zabranilo nukleaci a naslednému rtstu krystald, je dosazeno

metastabilniho podchlazeného kapalného stavu. (%]

Pro studium skelného ptfechodu je pravé kalorimetrie jednou z nejcastéji pouZivanych
experimentalnich metod. Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC) se tak ¢asto pouziva 1 ke
studiu relaxa¢nich procesti amorfnich materialdi. °”! Pomoci DSC je vzorek opakované cyklicky

chlazen a zahtivéan v oblasti skelné transformace T,. [¢1:6%]

1.4.1.1.  KINETICKA ANALYZA STRUKTURNICH RELAXACNICH DAT
DIFERENCNI SKENOVACI KALORIMETRIE
Mezi nejcastéji pouzivané modely, které popisuji jak neexponencialitu, tak nelinearitu
strukturni relaxace patii KAHR (Kovacs-Aklonis-Hutchinson-Ramos) model a model Tool-

Narayanaswamy-Moynihan (TNM). 59641
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1.4.1.1.1. TOOL-NARAYANASWAMY-MOYNIHAN MODEL

Fenomenologicky Tool-Narayanaswamy-Moynihan (TNM) model je zaloZzeny na
rovnicich (12) a (13). P91 Z téchto nasledujicich rovnic si mizeme viimnout, Zze model TNM je
pomérné slozity, protoze zohlediiuje vSechny hlavni rysy strukturniho relaxacniho chovani.
Ovsem jeho velkou vyhodou je velmi vysoka flexibilita, pfesnost a relativné vysoké predikéni

schopnosti pii popisu experimentalnich dat. [

Neexponencialita strukturni relaxace je Casto popisovana rozdelenim relaxacnich Casii,
které je vyjadieno Kohlrauschovou—Williamsovou—Wattsovou (KWW) protazenou

exponencialni funkci. Funkce KWW je definovana takto: (6]

d(t) = e[_(f"tg)ﬁ] (12)

kde @(t) je relaxacni funkce, t je ¢as, T je relaxaéni Cas, ktery je funkci teploty T a skute¢né

struktury materialu a P je parametr neexponenciality. [°-60:66]

Nelinearni charakter strukturni relaxace je ¢asto popisovan na zékladé Toolova navrhu,
ze doba relaxace zavisi jak na teploté, tak na skutecné struktufe materidlu. Tuto okamzitou
strukturu systému lze popsat fiktivni teplotou Tr zavedenou Toolem. Fiktivni teplota je
definovéna jako teplota podchlazené kapaliny, kterd ma stejnou strukturu jako praveé relaxujici

sklo. Tooltiv navrh byl poté upraven Narayanaswamym a Moynihanem: [6%!

AR* AR*
Xﬁ‘l‘ (1 _x)_RTf

(T, Tf) = A.e (13)

kde A je preexponencialni faktor (coZ znamena relaxacni €as pii nekonecné vysoké teplot¢), x
je parametr nelinearity, ktery popisuje pomér teplota/struktura ptispévku k dob¢ relaxace, Ah*
je aktivacni energie strukturni relaxace, R je univerzalni plynova konstanta, T je teplota a Trje
fiktivni teplota, kterd je definovana jako teplota podchlazené kapaliny se stejnou strukturou,

jako ma relaxac¢ni sklo. [3:60:66]

vevs [66]

37



1.4.1.1.1.1.  METODY PRO VYHODNOCENI AKTIVACNI ENERGIE

Aktivaéni energii Ah” 1ze uréit z cyklu konstantniho poméru (CR, constant ratio cycles),

nebo z cyklu konstantni rychlosti ohifevu (CHR, constant heating rate cycles). Tyto metody

budou podrobnéji rozebrany v nasledujicich kapitolach. [63:67]

1.4.1.1.1.1.1. VYHODNOCENI Ah* z CR cyklt

Béhem CR cykli zistava pomér mezi rychlosti chlazeni a nasledné aplikovanou

63,65

rychlosti ohfevu q /q" konstantni. [¢>63] Aktivaéni energie lze stanovit dle nasledujici rovnice:

_ART [d In|q™]| (14)

R d(l/Tp) Z—;=konst

kde Tp, je teplota odpovidajici maximu relaxaéniho piku a q*, g~ je rychlost ohfevu a chlazeni.
Tato rovnice byla odvozena za ptedpokladu, ze T, vykazuje podobnou zavislost na In(q) jako

fiktivni teplota Ty. [6567]

1.4.1.1.1.1.2. VYHODNOCENI Ah* z CHR cykld

V piipad¢ cykli CHR se rychlosti chlazeni méni, zatim co rychlost ohfevu zlstava
konstantni. Tato metoda je zaloZena na urceni fiktivni teploty, kterd odpovida Ty ziskanému

z chlazeni.

Na zéklad¢ znalosti rychlosti chlazeni a fiktivni teploty Tr uréime aktivacni energii

podle rovnice:

_an° _ dinlg”]
R a(1/Ty)

(15)

kde Tt je fiktivni teplota, kterd zde odpovida teploté Ty ziskané pti ochlazovani. Fiktivni teplotu

1ze vyhodnotit ,,metodou rovné plochy‘ pomoci rovnice:

fTT»«f(Cpl - Cpg) de = fjl(cp - Cpg) dT (16)

kde T* je jakakoliv teplota nad Tg, pii které se tepelna kapacita rovnd rovnovazné hodnoté
podchlazené kapaliny Cpi a T' je teplota vyrazné nizsi nez Tg, kdy je tepelnd kapacita rovna

kapacité skelné fize Cpg. (%]
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2. EXPERIMENTALNI CAST

Pozornost v této kapitole mé prace bude vénovana zpiisobu ptipravy vzorku, ktera je
velmi dilezita k dosazeni spravnych a presnych vysledkli méfeni. A také zde bude popsana
zasadni metoda této prace, a to diferencni skenovaci kalorimetrie, kterd je zde pouzita pro

studium kinetiky krystalizace a strukturni relaxace Griseofulvinu.

2.1. PRIPRAVA VZORKU

K piipravé vzorki Griseofulvinu byl pouZit kalibrovany jednoplotynkovy vafi¢ zahiaty
na vysokou teplotu, konkrétn¢ na teplotu 280 °C. Na tomto stolku byla umisténa nadoba
s olejem zahfatym nad teplotu tani Griseofulvinu, tedy na 225 — 230 °C. V oleji byla umisténa
sklenéna 1ékovka obsahujici 5 g praskového Griseofulvinu (Sigma Aldrich, z Penicillium
griseofulvum, 97.0-102.0 %). Po dokonalém roztaveni Griseofulvinu byla nadoba s taveninou
vyjmuta z oleje a ochlazena ve vodé na laboratorni teplotu. Timto zpisobem pfipravy byl
obdrzen Griseofulvin v amorfni form¢. Ztuhly Griseofulvin byl vyjmut z Iékovky (Obr. 8),
nadrcen v achatové misce a proset sity s definovanou velikosti ok. Timto zptisobem byly
ziskany nasledujici dvé praskové frakce o danych velikostech castic (0 — 180 pum

a 180 — 500 pm).

Obrazek 8: Amorfni Griseofulvin v achdtové misce pred nadrcenim
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Kazda z frakci byla ve form¢ velmi jemného prasku rovnomérné rozprostfena na dno
hlinikového kelimku, tim byl zajistén co nejlepsi tepelny kontakt vzorku se dnem kelimku,
ktery umozZnil minimalizovat tepelné gradienty ve vzorku. Je proto dileZité dbat na umisténi
vzorku v kelimku. Ddle je nutnd opatrnd manipulace s kelimkem obsahujici vzorek, aby
nedochazelo k naklanéni kelimku, jeho otfestim, ¢i dokonce padim. V téchto pfipadech hrozi,
ze se vzorek rozptyli po celém kelimku, coz miize vyrazné€ ovlivnit prestup tepla z a do vzorku,
a zkreslit tak zdznamy z méteni. Navazka analyzovanych vzorkd se pohybovala v rozmezi
2 — 3 mg. Kazdy hlinikovy kelimek s navazenym vzorkem byl vloZen na podlozku specialniho
lisu, ptiklopen vickem a hermeticky uzavien (studenym svarem). Tento specidlni lis je zobrazen
na nasledujicim Obrazku 9. Takto ptipraveny vzorek byl podroben experimentu, jenz je popsan

v nasledujici kapitole 2.2. Jako reference byl pouzit prazdny hlinikovy kelimek.

Obrazek 9: Analyticka vaha k navazovani vzorku amorfniho Griseofulvinu a specialni lis k

hermetickému uzavreni kelimkii se vzorky
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2.2. POSTUP MERENI]

Krystaliza¢ni chovani a strukturni relaxace pfipravenych vzorkl byly zkoumany pomoci
diferen¢niho skenovaciho kalorimetru DSC Q2000 (TA Instruments), ktery je na Obrazku 10.
Jedna se o DSC s tepelnym tokem. Ptistroj ma nésledujici vybaveni autosampler (automaticky
podava¢ vzorkil), chladici zatizeni RCS90 a T — zero technologie. Autosampler obsahuje
50 pozic pro umisténi vzorkl a tim umoziiuje velmi rychle zmétit vSechny vzorky (celkem bylo
zméteno 20 vzorki). Vyhodou pouziti chladicitho zatfizeni intracooler RCS90 je, ze
termoelektrické chlazeni zarucuje bezudrzbovy prubéh pfristroje, ale poskytne i vybornou
linearitu a preciznost v dodrZeni nastavené rychlosti ohfevu. Zasadni vyhodou tohoto DSC
pfistroje je ovSem T — zero technologie, kterd je patentovand firmou TA Instruments. Tato
technologie zaru€uje predevsim linearitu baseline/zeroline, ktera béhem této prace byla vyuZita
pii odecteni termokinetického pozadi. Toto termokinetické pozadi reflektuje tepelnou kapacitu

systému (vzorek + kelimek + platforma).

Obrazek 10: Diferencni skenovaci kalorimetr (DSC)
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DSC kalorimetry, podobné jako ostatni instrumentalni pfistroje, vyzaduji pied
zahdjenim vlastniho méfeni kalibraci. Kalibrace je provadéna proto, aby bylo dosazeno
objektivné spravnych hodnot pifi méfeni. Kalibrace byla realizovana za stejnych podminek,
které¢ byly pouzity pii skutecném méieni (stejny typ kelimkti a vicek, stejny pratok
proplachovaciho plynu). Nejprve byla uskutecnéna kalibrace kapacity a rezistance DSC cely.
V pfistroji byl zapnut cyklicky teplotni program stfidavého chlazeni a ohfevu od -90 °C do
550 °C. Rychlost cyklického teplotniho programu byla 10 °C-min'. Tento teplotni program
sttidavého chlazeni a ohfevu byl desetkrat zopakovan. Poté byla DSC cela udrzovanana -90 °C
po dobu 10 minut a poté byl znovu proveden ohiev na 550 °C. Na zéklad¢ tohoto posledniho
ohfevu byla urcena kalibrace pro zdkladni zeroline. Déle byla provedena kalibrace teploty T
a tepelného toku @ pfistroje. Kalibrace teploty DSC pfistroje byla provedena pomoci standardu
se znamou teplotou tani. Jako kalibra¢ni standard se nejcastéji pouziva zinek, indium, olovo,
galium a rtut’. Samotny kalibra¢ni proces je obvykle dan uréitym softwarem, ktery se vyuziva
k ovladani DSC pristroje. Na§ DSC pfistroj vyuziva software ,,Advantage” firmy TA
Instruments. Tento software umoziuje kalibraci teploty az na 8 kalibracnich standardi.
Obvykle jiz postacuje pouzit 3 standardy k dostatecné pfesnému méteni. V naSem piipadé byly
jako standardy pouzity In, Zn a H>O. Nami vybrané standardy byly nejprve ochlazeny 50 °C
pod jejich teplotu tani a poté nasledoval ohfev na teplotu zhruba 30 °C nad pfedpokladanou
teplotou tani rychlosti 10 °C-min™!. Zaznamenal se endotermni pik téni, podle kterého byla
vyhodnocena teplota onsetu a zadana do softwaru Advantage. Poté, co byly zadany vSechny
teploty standardi, ptistroj automaticky provedl piepocet teploty podle zadané kalibracni fady.
Kalibrace tepelného toku byla provedena v pribéhu kalibrace teploty, kde se jako standard
vyuzilo In. Zaznamenany pik béhem tani india byl integrovan a ze ziskané plochy byl vypocten

korekéni faktor srovnanim s tabelovanou hodnotou entalpie tani In.
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2.2.1. KRYSTALIZACE

Experiment byl proveden za neizotermnich podminek. Nejprve byl kazdy vzorek
udrzovan pii teploté 10 °C po dobu 5 min a poté byl zahiivan na teplotu 250 °C jednou danou
rychlosti ohievu (1; 2; 3; 5; 7; 10; 15; 20 a 30 °C.min"). Proméfenim vzorkdl Griseofulvinu,
jejichz ptiprava byla popsana v predeslé kapitole (2.1), byla ziskdna pro kazdy vzorek
charakteristicka DSC kiivka (Obr. 11) ptedstavujici klicovy vysledek jednotlivych méteni.
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Obrazek 11: DSC krivka pro vzorek Griseofulvinu, A — frakce 0 — 180 um, rychlost ohrevu

30 °C.min”, B — frakce 0 — 180 um, rychlost ohievu 1 °C.min™!, C — frakce 180 — 500 um,

rychlost ohievu 30 °C.min™", D — frakce 180 — 500 um, rychlost ohievu 1 °C.min".

Prvni méné znatelny efekt na DSC kiivce (Obr. 11 A, C) je jev skelné transformace, jak
si miizeme vSimnout, neni zde vytvoteny pik, ale jedna se pouze o schod na DSC ktivce. Skelna
transformace je charakterizovana teplotou skelné transformace Tg. V nasem piipadé se tento

jev objevuje pii teploté = 85 °C a je velmi dobte oddéleny od krystaliza¢niho piku. To bohuzel
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nemuzeme tvrdit ve vSech pfipadech naseho méfeni, jak je znatelné z Obrazku 11 B, D. Pii
nizkych rychlostech ohfevu (do 5 °C.min!) neni mozné oddélit krystalizaci od teploty skelné
transformace, nebot’ se prekryvaji v jeden pik. Plati tedy, Ze ¢im vétsi je rychlost ohfevu, tim

1épe je od sebe rozeznatelny jev skelné transformace a krystalizace.

Dalsi tepelny piechod na DSC kiivce je krystalizace (Obr. 11 A, C), kterou predstavuje
jasné znatelny exotermni pik. Maximum krystaliza¢niho piku T} se zde pohybuje okolo 125 °C.
Na Obrazku 11 B, D jsou viditelné krystaliza¢ni piky dva. Prvni maximum krystaliza¢niho piku
je zde uz kolem 85 °C. Cim vyssi je tedy rychlost ohfevu, tim je krystalizace posunuta k vy$§im
teplotam a to z divodu, Ze materidl ma ptfi vysSich rychlostech ohfevu méné casu na
krystalizaci. Po tomto exotermickém dé&ji (krystalizaci) nasleduje d&j endotermni (tani). Téni

viditelné na vSech ptedeslych Obrazcich 11 A, B, C, D je zde posledni tepelny ptechod.
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2.2.2. STRUKTURNI RELAXACE

Ke studiu relaxa¢niho chovani byl pouzit cyklicky teplotni program konkrétné cyklus
konstantniho poméru (CR), kde je vzorek stfidavé ochlazovan a zahiivan pfes Tg stejnou
rychlosti, jak je zndzornéno na Obrazku 12. Béhem cykli CR pomér mezi rychlosti chlazeni
anasledné aplikovanou rychlosti ohfevu q/q" zlstdva konstantni (v naSem piipadé rovno
jedné). Pii méteni strukturni relaxace byl nejprve vzorek vytemperovan na teplotu 10 °C a poté
byl zahtfivan na teplotu 97 °C. Pouzité rychlosti chlazeni byly 1, 2, 3, 5, 7, 10, 15, 20
a30°C min! a rychlosti ohfevu pro CR cykly byly stanoveny dle jiz zminéné podminky
(pomér q7/ q"=1).

Prométenim vzorki Griseofulvinu, jejichz ptiprava byla popséana v kapitole (2.1), byla
ziskana pro kazdou frakci zobrazena zavislost tepelného toku ® na teplot¢ T (Obr. 12)
predstavujici klicovy vysledek jednotlivych méfeni. Na Obrazku 12 jsou vzestupné zobrazené

tepelné toky pro rychlosti chlazeni v horni ¢asti grafu, modré kiivka tedy odpovida rychlosti

1

chlazeni 30 °C min™ ', a naopak pro rychlosti ohfevu jsou tepelné toky v dolni oblasti grafu

sefazeny sestupné, Gervena kiivka zobrazuje tepelny tok pro rychlost ohievu 30 °C min™ !
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Obrazek 12: CR cykly Griseofulvinu (frakce: 0 — 180 um)

Z tohoto obrazku je patrné, ze teploty odpovidajici relaxacnimu piku T, se s rychlosti
ohievu q" zvySuji. Z tohoto grafu se vyhodnocuje extrém kiivky ohfevu.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

Ptipravené vzorky dvou ziskanych velikostnich frakci Griseofulvinu ve formé prasku
byly studovany pomoci DSC a slouzily k méfeni kinetiky studovaného krystalizacniho procesu
a strukturni relaxace. U krystalizace a strukturni relaxace bude ur¢en pouze zakladni parametr,

a to aktivacni energie.
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3.1. KRYSTALIZACE

V této praci, jak jiz bylo né€kolikrat zminéno, bylo krystaliza¢ni chovani amorfniho
1é¢iva Griseofulvinu studovano pomoci diferen¢ni skenovaci kalorimetrie DSC. Krystaliza¢ni
chovani bylo studovano na dvou velikostnich frakcich (0 — 180 um a 180 — 500 pm) za

neizotermnich podminek.

Obrazek 13 zobrazuje tepelny tok @ pro vzorky velikostni frakce 180 — 500 um, kde je
kazdy vzorek zah#ivan od 10 °C do 250 °C jinou rychlosti ohfevu v rozmezi od 1 do 30 °C min™"

a také zobrazuje detail krystalizaCnich pik. Kfivky pro jednotlivé rychlosti ohievu jsou

barevné odliSeny.
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Obrazek 13: DSC kifivka Griseofulvinu frakce 180 — 500 um pro vsechny studované rychlosti

ohrevu s detailem krystalizacnich piku.
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Z ptiblizeného detailu krystalizacnich pikii na Obrazku 13 si mizeme v§imnout, Ze pfi
nizkych rychlostech se objevuji zubaté krystalizacni piky. Pravé u hrubsi frakce jsou tyto
nerovnosti krystalizacnich pikii pravdépodobné zpusobené tim, Zze kazdé zrno materidlu ve
vzorku pfi nizké rychlosti ohievu krystalizuje zvlast a nedochazi tak ke slinuti materialu béhem

krystaliza¢niho procesu.

Z Obrazku 13 je patrné, jako i z dalSich nadchazejicich Obrazka 15 — 16, ze nabéhova
¢ast piku je mirnéj$i nez sestupna. To mize poukézat na krystalizaci, kterd neprobihd pouze
jednim jednoduchym krystalizacnim mechanismem, ale zfejmé¢ i na to, ze zde pravdépodobné
nekrystalizuje jen jedna jedind krystaliza¢ni forma. Jedna se tedy o komplexni krystaliza¢ni
proces, tzn., Ze nebude jenom jeden, ale budou tu probihat nejméné dva krystalizacni procesy.
Pravdépodobné jednim z faktori by tedy mohlo byt to, Ze zde krystalizuje vice polymorfil

Griseofulvinu ¢i existence vice krystalizacnich mechanismii.

Polymorfem se oznacuje latka existujici ve vice krystalickych formach, jak jiz bylo
popséno v kapitole 1.1.6. a 1.1.6.1. Griseofulvin je schopen krystalizovat az ve tfech formach,
jejichz teploty tani a AH tani jsou v Tabulce 8. Forma I je termodynamicky stabilni, dalsi dveé
formy jsou metastabilni. Metastabilni forma II ma neobvykle pomalou rychlost rastu krystala
ve srovnani s ostatnimi polymorfy.’) Kazdy polymorf navic miize krystalizovat jinym
mechanismem, tzn., Ze miZe mit jiny mechanismus rastu krystalu (napf. dislokacni rst,

pravidelny rist).

Polymorf T (°C) AH tani (J/g)
Forma I ‘ 219 116
Forma Il ‘ 213 82

Forma IIl ‘ 204 78

Tabulka 8: Teploty tani Tm a entalpie AH polymorfii Griseofulvinu ¥/

Zda v naSem vzorku Griseofulvinu krystalizuje vice jeho polymorfli, se mize potvrdit
pomoci metod strukturni analyzy (RDA, Ramanova mikroskopie/spektroskopie, IC
mikroskopie, mikroskopie ve VIS oblasti). Vysledky strukturni analyzy budou diskutovany
v kapitole 3.2.

Dale je z Obrazku 13 zfejmé, Ze ¢im je vétsi rychlost ohfevu, tim je i 1épe rozeznatelna
oblast skelného ptfechodu tzn., Ze se neptekryva s krystalizaénim pikem, jako je tomu
urychlosti ohfevu vrozmezi 1 — 3 °C min~ '. Tento prekryv oblasti skelné transformace

a krystalizace je zobrazen na Obrazku 15. Pii vysSich rychlostech ohfevu se tedy posouva
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krystalizace k vys$im teplotam. Nicméné z této charakteristické DSC kiivky mtizeme urciti AH

tepelného procesu.

Teplo uvolnéné béhem ristu krystalii a teplo spotiebované tanim amorfniho
Griseofulvinu mize byt snadno zjistitelné z plochy piku, protoze teplo probihajiciho procesu je

pfimo timérné plose piku nad/pod zakladni linii.

Nasledujici graf zobrazeny na Obrazku 14 zachycuje zavislost AH tani i AH krystalizace
na pfirozeném logaritmu vSech ndmi studovanych rychlostech ohfevu pro jednotlivé velikostni
frakce. Nalevo je graf pro jemnéjsi velikostni frakci 0 — 180 um, kde je AH tani zobrazeno
svétlejSimi body v grafu a AH krystalizace pfedstavuji body tmavé. Vpravo je graf pro
velikostni frakci 180 — 500 pm, kde je AH tani a AH krystalizace vyznacena obdobn¢ jako

u grafu pro jemné¢;jsi frakci.
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Obrazek 14: Zavislost AH tani a AH krystalizace Griseofulvinu v zavislosti na prirozeném

logaritmu rychlosti ohievu

Z Obrazku 14 je ziejmé, Ze spottebované teplo béhem tani je zhruba 1,5x vétsi nez teplo
uvolnéné béhem krystalizace. OvSem hodnoty téchto tepel by mély byt teoreticky srovnatelné.
Zde si miizeme dovolit tvrdit, Ze hodnoty spotiebovaného tepla pro namétrena data tani jsou
spravné, protoze u procesu tani, roztaje vSechno, co se ve vzorku nachazi at’ uz je to jakakoliv
krystalicka forma GSF. Muzeme tedy konstatovat, ze existence v odliSnosti hodnot AH tani
a AH krystalizace je zpisoben hodnotami tepla krystalizace. Domnivame se, Ze odliSné hodnoty
AH krystalizace by mohly byt zptsobeny nasledujicimi jevy. Jednou moZnosti by mohlo byt,
ze se GSF mohl nachazet ¢aste¢né v krystalickém stavu jiz ptfed dominantni krystalizaci, tedy

uz za teplotou skelné transformace T,. Dal$i z moznosti je to platnost Kirchhoffova zdkona,
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tedy zavislost reakéniho tepla (AH) jakéhokoli procesu na teploté. Tepelné kapacity
Griseofulvinu se pied a po krystalizaci 1i$i, tzn. je jind hodnota tepelné kapacity amorfniho

Griseofulvinu a jina hodnota tepelné kapacity krystalické faze.

Na grafech (Obr. 14) jsou znatelné poklesy entalpie tani i entalpie krystalizace v rdmci
ruznych rychlosti ohfevu, kterd by mohly byt pravdépodobné zapticinéné tim, ze latka

v amorfni fizi neméla ptilezitost zkrystalizovat celd, tedy ze 100 %.

Obrazek 15 zobrazuje charakteristické DSC ktivky, které byly zméfeny pro obé
zkoumané¢ velikostni frakce pfi nejnizsi rychlosti naSeho experimentu. Tato zavislost je pro
velikostni frakci 0 — 180 um zndzornéna Sedou kiivkou a pro hrubsi frakei 180 — 500 um

razovou kiivkou.
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Obrazek 15: DSC krivka pro obe studované velikostni frakce Griseofulvinu pri rychlosti

1 °C min~ !

Na Obrazku 15 si nelze nev§imnout, Ze pii takto nizké rychlosti ohfevu (1 °C min™!) se

na zaznamu z DSC u obou velikostnich frakci objevuji dva krystalizac¢ni piky a neni zde jasné
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odd¢lend oblast skelné transformace. U obou frakci se tedy prvni krystalizacni pik prekryva

s oblasti skelné transformace.

U nésledujiciho Obrazku 16, ktery téz vyobrazuje charakteristickou DSC kiivku pro ob¢
velikostni frakce (0 — 180 um Seda kiivka a 180 — 500 um riizova kiivka) ovSem uz pii vyssi
rychlosti ohfevu, konkrétng 10 °C min~ !, si miizeme viimnout, Ze se zde rovnéz jesté vyskytuji
dva krystaliza¢ni piky. Z detailu je ziejmé, ze u této vyssi rychlosti je jiz jednoznacné
odd¢litelnad oblast skelné transformace od prvniho krystaliza¢niho piku. Takto viditelné
odd&lena oblast skelné transformace se vyskytuje od rychlosti 5 °C min~ ! véetn&. Vyvoj teploty

skelné transformace bude diskutovan pozdéji.

g
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Obrazek 16: DSC kiivka pro obé studované velikostni frakce Griseofulvinu pri rychlosti
10 °C min™ !
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Pti nizkych rychlostech ohfevu se u obou velikostnich frakci objevuji dva krystaliza¢ni
piky. Pravdépodobné to mize byt zplsobené jevem, ktery se casto objevuje u vétSiny
farmaceutickych substanci a nazyva se jako tzv. bezdifuzni povrchovy rist krystalti. Tento rust
krystali probihd jiz v blizkosti a pod teplotou skelné transformace Tg 1 pfesto, ze 1é¢ivo
v takovém stavu je zatuhlé, nema dostatek energie a dostatek prostoru, aby se molekuly zacaly
hybat a mohla zacit objemova krystalizace lé¢iva. Bezdifuzni rhst krystald amorfniho
Griseofulvinu probiha pouze na volném povrchu a jedna se tak o povrchovou krystalizaci. To
naznacuje, ze povrchové molekuly jsou vysoce mobilni a schopné krystalizovat, ackoli je jejich
objemova mobilita nizka. Bezdifuzni rist je tedy zdsadné spojen s mobilitou molekul na
povrchu, protoze proces rastu krystalu neustale vytvaii dutiny a volné povrchy (dusledek vyssi
hustoty krystalu nez skla), coz zase urychluje mistni krystalizaci prostfednictvim vysoké
povrchové mobility. Krystalizacni proces GSF zpisobuje velké zvySeni hustoty o 8 %, tato
hodnota je vétsi nez hodnoty uvadéné pro jakékoli jiné amorfni latky (5 % nebo méng). To
naznacuje, ze krystaliza¢ni proces mize vytvorit velké mnozstvi prazdného prostoru a volnych

mechanicky poskozen (v naSem ptipadé byl prasek rozdrcen). (%]

Nasledujici Obrazek 17 ilustruje DSC kiivky pro obé studované velikostni frakce pii
rychlosti ohfevu 30 °C min~ !. Z tohoto obrazku si miizeme v§imnout, e pfi takto rychlém

ohfevu se zde objevuje pro kazdou frakci pouze dominantni krystaliza¢ni pik.
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Obrazek 17: DSC kifivka pro obé studované velikostni frakce Griseofulvinu pri rychlosti

30 °C min™!

Z Obrazkt 15 — 17 je u hrubsi velikostni frakce vzorku patrna krystalizace probihajici
pti vyssich teplotach oproti frakci jemnéjsi. Je to zpisobené tim, Ze se u hrubsi frakce vyrazné
zmensuje povrch pro krystalizaci a s tim souvisejici koncentrace povrchovych zarodki

krystalizace.

3.1.1. ZAKLADNI KINETICKA ANALYZA KRYSTALIZACE

vvvvvv

krystaliza¢nich DSC dat, je ur¢eni aktivacni energie krystalizace Ea. Hodnota aktivacni energie
pro krystalizaci v daném 1é¢ivu je potfebna k popisu pribéhu déje ve vzorku a také umozni
zvolit spravny kineticky model, ktery ptedpovi chovéni tohoto 1éCiva za jakychkoli dalSich
podminek. Pro stanoveni aktiva¢ni energie se dd vyuzit nékolik metod, které jsou popsany

v kapitole 1.3.1.
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V mé préci je aktivacni energie stanovena pomoci Kissingerovy metody. Tato metoda
je jednoducha a byva tak nejcastéji vyuzivana v praxi. Tato metoda je zalozend na posunu
maxima piku Tp s rychlosti ohfevu q". Z tohoto diivodu se vyuZzivd pouze za neizotermnich

podminek. Princip této metody se fidi podle rovnice (2). Hodnota aktivacni energie Ea lze
. v . E . g . . ,
stanovit ze smérnice (ve tvaru - ?A) linearni zéavislosti, kde je osa y reprezentovana vztahem

T2 1000
In (—ﬁ) a 0sa X vztahem —.
q Tp

Vyvoj maxima krystalizacniho piku s rychlosti ohievu a s velikosti ¢astic je zobrazen

na Obrazku 18. Tento graf je nazyvan jako ,,Kissinger plot*.
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Obrazek 18: Kissingerova metoda — urceni E4 krystalizacniho procesu ze smérnice zavislosti

pro obé studované velikostni frakce Griseofulvinu

Hodnoty aktivacni energie krystalizace Griseofulvinu pro ob¢ velikostni frakce

vypocitané pomoci rovnice (2) jsou vypsany v nasledujici Tabulce 9.

Frakce (um)

Hodnota E4 (kJ/mol)

0-180
180-500

190,3
220,9

Tabulka 9: Hodnoty aktivacni energie krystalizace pro obé studované velikostni frakce

Griseofulvinu
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3.2. RENTGENOVA DIFRAKCNI ANALYZA

V této praci je strukturni analyza vzorku Griseofulvinu ur¢ena pomoci RDA. RDA
metoda se ve farmacii pouziva predevsim k popisu polymorfismu farmaceutickych molekul
apevnych substanci. % Difrakéni obraz krystalického Griseofulvinu, ktery jsme ziskali

ozafenim vzorku monochromatickym RTG zafenim, mizeme vidét na nasledujicim Obrazku

19 vlevo.
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Obrazek 19: Vievo je nas vysledek z RDA pro vzorek zkoumaného krystalického Griseofulvinu
a vpravo difrakcni obrazce pro t7i polymorfni formy Griseofulvinu — shora dolii: krystalickad

forma I, krystalickd forma II a krystalickd forma III. 1%

Jestlize na obrdzku vySe porovname graf nami nameétfené¢ho difrakéniho obrazce
krystalického Griseofulvinu (graf vlevo) s grafem difrakéniho obrazce pro tii krystalické
polymorfy Griseofulvinu (pravy graf), zjistime, Ze piky naseho vzorku Griseofulvinu
jednoznaéné kopiruji piky formy I z pravého obrazku. Dominantnim polymorfem obsazenym
v nasem vzorku je tedy forma I. To zZe forma I ma dominantni zastoupeni potvrzuje i nasledujici

tabulka.
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Rychlost ohrevu Frakce 0 — 180 um Frakce 180 — 500 um

g+ (°C.min™) Tn (°C) AH (J/g) T (°C) AH (J/g)
1 215,45 87,81 216,09 112,7
216,53 105,7 217,05 116,5
217,22 114,5 217,55 117,5
217,85 114,8 217,89 113,3
218,39 120,8 218,23 113,9
218,47 116,6 218,75 109,8
219,32 120,2 218,98 128,9
219,9 122,6 219,92 116,9
220,43 112,3 220,78 109,3
Primerné hodnoty: 218,17 112,81 218,36 115,42

Tabulka 10: Odectené hodnoty z DSC krivky obou velikostnich frakci Griseofulvinu pro

teplotu tani Ty, a entalpii AH

V Tabulce 10 jsou uvedené hodnoty obou studovanych velikostnich frakci pro teplotu
tani Tm a entalpii AH, které byly vyhodnoceny z DSC kiivky pfi riznych rychlostech ohfevu.
Primérné hodnoty se téméi podobaji hodnotam z Tabulky 8, kde je pro formu I definovana

teplota tani 219 °C a entalpie 116 J/g.

V piipad¢€ nejjemnéjsi frakce pfi nejnizsich rychlostech ohfevu existuje podle hodnot
Tm a AH pravdépodobnost, ze by Griseofulvin mohl krystalizovat v metastabilni form¢ II.
Ostwaldovo pravidlo nam fik4, Ze amorfni 1é¢iva za kineticky fizenych podminek maji tendenci
krystalizovat v takové formé, v jaké se nachazela v plivodnim vzorku. U amorfnich 1éCiv se
tedy vyskytuje kineticky fizend krystalizace, kterd podporuje vyskyt polymorfi a zalezi na

experimentalnich podminkach, jak moc se kterd forma pravé projevi.
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3.3. SKELNA TRANSFORMACE

Vyvoj teploty skelné transformace T, v zdvislosti na pfirozeném logaritmu rychlosti
ohievu q" vzorku ilustruje Obrazek 20. Zobrazené hodnoty Ty pro kazdou studovanou
velikostni frakci zv1ast byly vypocteny z experimentalnich dat. Tato zavislost je pro velikostni

frakci 0 — 180 um znazornéna Sedymi body a pro hrubsi frakci 180 — 500 pm rGzovymi body.
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Obrazek 20: Zavislost teploty skelné transformace Griseofulvinu na rychlostech ohievu pro

obé velikostni frakce

Na obrazku vyse si mizeme vSimnout, ze rychlost ohfevu ma velky vliv na hodnoty Ty,

protoze ¢im vyssi je rychlost ohfevu, tim vyssi je hodnota Ts.

3.3.1. ZAKLADNI KINETICKA ANALYZA STRUKTURNI RELAXACE

vvvvvv

strukturni relaxace. K vyhodnoceni aktivaéni energie strukturni relaxace Ah” se da vyuzit

nékolik metod, které jsou popsany v kapitole 1.4.1.1.1.1.

Zde jsme vyuzili ke stanoveni Ah* metodu vyuZzivajici vyhod tepelnych cykld
s konstantnim pomérem rychlosti chlazeni a ohfevu (q7/q" =konst), tedy metodu z CR cykla.
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Tato metoda vychdazi z posunu teploty odpovidajici maximu relaxa¢niho piku 7} s aplikovanou

rychlosti ohfevu a je dana rovnici (14). Hodnota aktivaéni energie Ah” je zde tedy stanovena ze

. ARF. . . y
smérnice (ve tvaru - T) linearni zavislosti, kde osa y je tvofena vztahem [n(q*) a osa x

vztahem =2, Tato zavislost pro ob¢ frakce je zobrazena na nasledujicim Obrazku 21.
P

Obrazek 21 tedy znazoriuje zavislost pfirozeného logaritmu rychlosti ohievu (30, 20,
15,10, 7, 5, 3, 2, 1 °C min ~ ') na pfevracené hodnoté teploty nalezici extrému kfivky, ktera
byla uréena z vysledkit DSC méteni. Ptiklad vysledku méfeni pro frakce 0 — 180 um je

znazornén na Obrazku 12.
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Obrazek 21: Stanoveni Ah™ pomoci CR cyklii ze smérnice zavislosti pro obé studované frakce

Griseofulvinu

Z obrazku vyse lze vycist, ze aktivacni energie pro nizsi rychlosti ohfevu bude vyssi,

a naopak pro vyssi rychlosti ohfevu bude ziskana niz$i aktivacni energii strukturni relaxace.

V nésledujici Tabulce 11 jsou uvedeny hodnoty aktiva¢ni energie strukturni relaxace

Ah”, které byly stanoveny dle rovnice (14) pro jednotlivé frakce Griseofulvinu.

Frakce (um) Hodnota E4 (kJ/mol)
0— 180 402,8
180 - 500 421,5

Tabulka 11: Hodnoty aktivacni energie strukturni relaxace pro obé studované velikostni

frakce Griseofulvinu
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4. ZAVER

V této bakalaiské praci byla pomoci metody diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC)
studovana krystalizace a strukturni relaxace 1é¢iva Griseofulvinu v amorfni formé pfi
neizotermnich podminkach. Vyzkum amorfnich 1é¢iv je dilezity, nebot’ pomoci amorfnich
1éCiv ve srovnani s krystalickymi protéjsky lze dosahnout vyssi rozpustnosti 1éCiva a tim

1 biologické dostupnosti Spatné rozpustnych 1é¢iv.

V prvni ¢asti prace byla zpracovana literarni reserse o 1é¢ivu Griseofulvin, ve které jsou
popséany jeho fyzikalni a chemické vlastnosti, pouziti, toxicita a mnoho dalSich zajimavych
informaci. Nésledné byla také predstavena zadsadni metoda této prace, a to diferenéni skenovaci
kalorimetrie. V neposledni fad€ byla popsana kinetickd analyza krystalizacnich a strukturnich

relaxacénich dat diferen¢ni skenovaci kalorimetrie.

Cilem prace byla interpretace vyslednych DSC kiivek vzorkd Griseofulvinu pro dvé
studované velikostni frakce pii riznych rychlostech ohfevu a nasledné vyhodnoceni aktiva¢ni
energie, kterd patii k dilezitym veli¢indm pro kazdy fyzikalni proces, vetné strukturni relaxace

a krystalizace.

Pomoci diferen¢ni skenovaci kalorimetrie byly pozorovany pravdépodobné dvé rizné
krystalické formy (polymorfy) Griseofulvinu, termodynamicky stabilni forma I a metastabilni
forma II. U amorfnich léCiv se vyskytuje kineticky fizena krystalizace a zalezi na
experimentalnich podminkéch, jak moc se kterd forma pravé projevi. Pouze v piipade
nejjemnéj$i frakce pii nejnizSich rychlostech ohfevu existuje pravdépodobnost, Ze by
Griseofulvin mohl dominantné krystalizovat v metastabilni formé II. Pro ovéfeni existence
plymorft ve vzorku Griseofulvinu byla v mé praci uplatnéna rentgenova difrakéni analyza,

ktera potvrdila, ze dominantnim polymorfem obsaZenym v nasem vzorku je forma I.
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