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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva studiem rychlosti ristu krystal v amorfnim 1é¢ivu v zavislosti
na teploté a stafi 1éCiva, a také zkouma vliv amorfniho stavu 1éCiva na jeho rozpustnost ve vodé.
Predmétem zkoumani je 1é¢ivo tadalafil, které se pouziva k 1é¢bé¢ erektilni dysfunkce a zmirnéni
pfiznakl benigni hyperplazie prostaty. Rast krystali v amorfni formé tadalafilu v oblasti
podchlazené taveniny byl sledovan pomoci optického mikroskopu. Rozpustnost léCiva

v amorfni a krystalické podob¢ byla sledovana pomoci disolu¢ni studie.

KLIiCOVA SLOVA

tadalafil, amorfni 1éCiva, rast krystal, mikroskopie, rozpustnost

TITLE

Crystal growth study in amorphous Tadalafil

ANNOTATION

The thesis focuses on temperature dependence of crystal growth rate in an amorphous drug.
The study investigates long-term stability and its impact on crystal growth rate, as well as
solubility of amorphous and crystalline form of the drug. The subject of investigation is the
drug tadalafil, which is used to treat erectile dysfunction and relieve the symptoms of benign
prostatic hyperplasia. Crystal growth in the amorphous form of tadalafil in the undercooled melt
region was monitored using an optical microscope. The solubility of the drug in amorphous and

crystalline form was monitored using a dissolution study.

KEYWORDS

tadalafil, amorphous drugs, crystal growth, microscopy, solubility
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Uvod

Mnohé studie poukazuji na to, ze se amorfni 1éCiva vyznacuji mnohem lepsi rozpustnosti
a biologickou dostupnosti nez léCiva krystalicka. Diky tomu tak dojde k jejich rychlejSimu
ucinku. Vyznacuji se vSak niz$i stabilitou. Projevem nestability amortnich 1é€iv je naptiklad
nezadouci krystalizace, kdy se molekuly 1éCiva snazi stabilizovat tim, ze se z metastabilni
amorfni podoby preusporadaji do krystalické formy. Nezadouci krystalizace amorfniho 1é¢iva

a studie rozpustnosti je pfedmétem vyzkumu v této diplomové praci.
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1. Teoreticka ¢ast

1.1. Sklo

Sklo je material v amorfni formé. Lze jej pfipravit vicero zpusoby. Jednim z hojné
pouzivanych zpisobu je pfiprava z taveniny. Roztavenou taveninu musime zchladit dostatecné
rychle, abychom zamezili krystalizaci latky. Rychlost chlazeni musi tedy prevySovat rychlost
nukleace a nasledného rustu krystalti. Za téchto podminek chlazeni, je mozné pfipravit skla

z mnoha typu materialu. [1]

Materialy ve formé skla jsou povazovany za metastabilni. Znamena to, ze nejsou
v termodynamické rovnovaze, avsak jsou pomérné stabilni diky velké energetické bariére mezi
timto a rovnovaznym stavem. Do stavu, ktery je blizko rovnovaze, se sklo muze dostat dvéma
zpusoby. Jednim z nich je krystalizace skelného materialu a druhym je jeho relaxace. Oba tyto

zpusoby jsou siln€ ovlivnitelné zvySenim teploty. [1]

Vyznamnym znakem skel je teplota skelného piechodu (7). Diky zavislosti na rychlosti
chlazeni a stupni relaxace skla, nelze 7, povazovat za materidlovou termodynamickou
konstantu. Z grafické zavislosti na Obrazku 1 je viditelny vliv rychlosti chlazeni taveniny na
vznik materialu ve formé skla ¢i v krystalické podobé&. Pti nizké rychlosti chlazeni dojde pii
dosazeni teploty tani (77) k preskupeni jednotek do krystalické mftizky. Tento pfechod se
vyznacuje skokovou zménou objemu. Pii vysoké rychlosti chlazeni taveniny vSak material
nebude mit dostatek Casu k tomuto preusporadani a dostaneme podchlazenou taveninu. DalSim
chlazenim podchlazené taveniny az k 75, bude ve vzorku nariistat viskozita tak dlouho, nez
jednotky ve vzorku doslova zatuhnou a dojde k pfeméné na sklo. V Obrazku 1 je patrné, ze pfi
raznych rychlostech chlazeni g, (q; > ¢2), dojde k piipraveé skla v riznych termodynamickych

stavech s rozdilnymi hodnotami 7. [1]
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Obrazek 1: zavislost zmeény objemu sklotvorné taveniny na teploté
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1.2. Krystalizace
Krystalizace se sklada ze dvou procest: nukleace a rast krystalti. Témto procesim bude

veénovana dalsi ¢ast mé diplomové prace.

1.2.1. Nukleace

Prvnim krokem pfed vlastnim rastem krystald je tvorba nuklei v metastabilni mate¢né fazi.

Jestlize je mateCnd faze chemicky, strukturné i energeticky homogenni a neobsahuje-li
zadné defekty, mohou nuklea vznikat zcela nahodn€ v celém objemu vzorku a hovoiime
o homogenni nukleaci. V praxi je vyskyt homogenni nukleace pomérné¢ maly, jelikoz
piipravené matetné faze Casto obsahuji defekty napf. nedistoty, ryhy, rozhrani zrn. Castgji
dochazi k rastu nuklei v oblasti vyskytu zminénych poruch nebo na povrchu vzorku, jelikoz

jsou to energeticky vyhodna mista. V tomto ptipadé hovoiime o heterogenni nukleaci. [2]

Rychlost nukleace amorfnich materialt je pod 7 mimofadné pomala vlivem velmi nizké
molekulové mobility. Pfi zahfivani vzorku pak v okoli oblasti skelného piechodu rychlost

nukleace obvykle dosahuje maximalni hodnoty a nésledné opét klesa s dal§im zvySovanim

teploty. [3]

1.2.2. Riist krystali
Po vzniku stabilniho nuklea dochazi k jeho rastu. Rychlost rastu krystald muZze byt fizena
tremi dé&ji:
e difuzi v tavening na dlouhou i1 kratkou vzdalenost

e tokem latentniho tepla od povrchu rostouciho krystalu

e procesy probihajicimi na fazovém rozhrani krystal-tavenina.

Jestlize si vyneseme grafickou zavislost velikosti krystalu na Case a zjistime, Ze krystaly
rostou linearné s Casem, jedna se o proces fizeny kinetikou rustu krystall na rozhrani
krystal-tavenina. Popis ristu krystall na zminéném fazovém rozhrani je mozny pomoci tii
zakladnich modelti. Prvni z nich je model kolmého rastu, druhy Sroubovicové dislokacni a dale

pak 2D povrchové nukleaéni ristovy model. [4, 5]
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Jestlize krystaly rostou dle modelu kolmého rastu, znamena to, ze na témér jakémkoli
misté ve vzorku muze dojit k postupnému piipojovani atomt a molekul na povrch krystalu.
Rozhrani krystal-tavenina roste vSude stejné rychle a obsahuje velké mnozstvi aktivnich center,

na nichz jsou atomy a molekuly pfednostné zabudovavany. [4, 5]

Rovnice 1 popisuje rychlost ristu krystali modelem kolmého riistu:

L [1_e<—“¥;”>] .

3nna?

kde u je rychlost rustu krystald, & Boltzmanova konstanta, 7" je teplota v Kelvinech, # je
dynamicka viskozita, ag zna¢i polomér atomt/molekul Gcastnicich se diftize, ASrje entropie

tani, AT je tzv. podchlazeni, rozdil 7,—7, a R univerzalni plynova konstanta. [4, 5]

Pokud krystaly rostou prevazné na dislokacich vzorku, jedna se o rist, jez mizeme
popsat pomoci modelu sroubovicove dislokacniho. Po navazani atomu ¢i molekuly na dislokaci
dochazi k posunu této dislokace dale vzorkem, ¢imz dojde ke vzniku tzv. Archimedovy spiraly.
Tu mizeme pozorovat naptiklad pomoci elektronového mikroskopu. Rychlost rastu krystalti

modelem Sroubovicovée dislokacnim popisuje rovnice 2:

u=f- kT [1 — e<_A¥7f‘T>] (2),

3nna?

kde fje pocet aktivnich mist na povrchu krystalu. [4, 5]

O rustu 2D povrchové nukleacnim hovofime tehdy, kdyz k rastu krystald dochazi na
dvoudimenzionalnich aktivnich centrech, jimiz mohou byt napiiklad 2D nuklea na rozhrani
krystal-tavenina. Rychlost rustu krystali dle modelu 2D povrchové nukleacniho popisuje

rovnice 3:
B
u=E. o) (3),

kde C a B jsou parametry rustového modelu. [4, 5]
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Vhodny rustovy model je mozné odhadnout dle redukované rychlosti rastu u,, jejiz

vypocet je zobrazen rovnici 4:

S/ — 4).
Uy 1_e<_AS;{;IT> (4)

Pro kolmy rust je zavislost #-na podchlazeni konstantni, pro Sroubovicové dislokacni je linearni
s kladnou smérnici a nulovym tsekem. Pro model 2D povrchove nukleacniho ristu je zavislost
u, na podchlazeni nelinearni a prochézi pocatkem, jak miizeme vidét na grafickém znazornéni

v Obrazku 2. [4, 5]

—e— §roubovicové dislokaéni rast
—e— kolmy rist
—=e— 2D povrchové nukleaéni

AT

Obrazek 2: zavislost redukované rychlosti na podchlazeni pro zdkladni riistové modely

1.2.2.1. Rychlost ristu krystali

Rychlost rastu je mozné ovlivnit napiiklad odvodem tepla na fazovém rozhrani, rychlosti
transportu stavebnich jednotek nebo také rychlosti zabudovavéani jednotek do krystalové

miizky. [2]

Rychlost rastu krystald # lze obecné popsat souCinem termodynamického Clenu A7)

a kinetického ¢lenu w4, (7):

U = U (T) - f(T) (3,
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kde je termodynamicky ¢len dan nasledujici rovnici:

F1) = 1- 7 ©),

kde AG je zména Gibbsovy energie mezi amorfni a krystalickou fazi, R je univerzalni plynova

konstanta. [2]

Kineticky ¢len popisuje rovnice 7, Stokes-Einsteinliv vztah:
— DN ~ n-1
Ugin = D =~ n (7):
kde D je difuzni koeficient.

Standardni modely ptedpokladaji spojitost kinetického ¢lenu s procesem presunu
materialu z kapalné faze na rozhrani podchlazend tavenina-krystal — tzv. proces vnitini difuze.
Pii nizkém podchlazeni lze teplotni zévislost difuzniho koeficientu D snadno nahradit
prevracenou hodnotou viskozity 77, coz dobfe popisuje Stokes-Einsteintv vztah. S rostoucim
podchlazenim vSak dochazi ke zméné umérnosti mezi viskozitou a difuznim koeficientem D.
Proto je pfi vypoctu kinetického clenu ur» u velmi podchlazenych latek pouzivan

koeficient ¢ [6]:

Ugin = TI_E (8)

Rychlost rustu krystald je znaCné zavisla na teploté. Zavislost v uzkém teplotnim

intervalu vystihuje Arrheniova rovnice,

Eyq

u=A-e rT 9),

kde u je rychlost rastu krystald, 4 je pfedexponencialni faktor. £4 pfedstavuje zdanlivou
aktivacni energii, bariéru, kterou musi atomy piekroCit, aby doSlo k jejich zabudovani do

krystalu a tim k jeho rustu. R je univerzalni molarni plynova konstanta. [6]
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1.2.3. Metody studia krystalizace

Amorfni 1éCiva se vyznaluji skvélou rozpustnosti a biologickou dostupnosti, avSak
jejich velkou nevyhodou je nizka stabilita a snaha molekul prejit do stabilnéjSiho stavu, tedy
zkrystalizovat. Povédomi o kinetice krystalizaéniho procesu v amorfnich 1éCivech je dulezité.
Diky tomu jsme schopni zvolit vhodny zpusob pfipravy, uchovavani i ptipadnou techniku

stabilizace 1éCiva, a tak zabranit zminéné nezadouci krystalizaci. [7]

Studium krystalizace amorfnich latek umoziiuji mnohé experimentélni techniky, které

délime na pfimé a nepfimé.

Z ptimych experimentalnich technik je to napfiklad mikroskopie. Klasicka opticka
mikroskopie umoznuje sledovat velikost, mnozstvi a tvar vzniklych krystald. Také jsme
schopni stanovit rychlost, kterou krystaly rostou. Mizeme také pozorovat, zda krystaly rostou
na povrchu ¢ v objemu sledovaného vzorku. [2, 8] Jestlize chceme sledovat vrstevnaté
struktury vzorku, muzeme pouzit infraerveny mikroskop. [9] Pro sledovani wvnitiniho
usporadani Castic ve vzorku nebo také povrchovych detaild je vhodny spiSe elektronovy

mikroskop. [10]

Neptimo lze krystalizaci studovat pomoci mnohych metod termické analyzy. Mezi tyto
metody patii napfiklad diferen¢ni termickd analyza (DTA), diferen¢ni skenovaci kalorimetrie
(DSC) a termomechanicka analyza (TMA). Prvni dvé zminéné metody sleduji zménu tepelnych
vlastnosti zkoumané latky. TMA méiti zménu velikosti ¢i stupent deformace vzorku pfi zatizeni

v zavislosti na teplote. [8]

Pomoci zminénych technik je mozné zjistit teplotu, pii které dochazi ke krystalizaci
a rychlost, jakou krystaly rostou. Pomoci dalsi analyzy dat také zjistime zdanlivou aktivacni
energii, bariéru, jenz musi atomy prekrocit, aby doslo k jejich zabudovani do krystalografické
miizky. [6] Znalost kinetickych dat krystalizace amorfnich 1€¢iv nam rovnéz muze usnadnit
volbu zpasobu uchovavani a skladovani 1éCiva a typ obalového materialu. Také nam umozni
ovérit stabilitu amorfniho 1é¢iva a stanovit dobu expirace 1é¢ivého pripravku, tedy dobu, po

kterou je amorfni 1éCivo stabilni. [11]
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1.3. Amorfni léCiva
Lécivo v amorfni formé lze pfipravit vicero zptsoby. Mezi nejCastéji pouzivané zpusoby
patii roztaveni vzorku a néasledné rychlé zchlazeni taveniny, extruze horké taveniny a sprejové

suSeni. [7,12]

Takto pfipravena 1é¢iva maji spoustu vyhod, ale i nevyhod. Jejich vyhodou je, ze jsou
velmi dobfe rozpustna ve vodé€, narozdil od krystalickych protéjskt. Maji skvélou biologickou
dostupnost a jsou dobfe chemicky reaktivni. Jelikoz je amorfni stav tzv. metastabilni, systém
se snazi stabilizovat tim, ze molekuly maji tendenci se pfeuspotadat do pravidelné krystalické
miizky a zkrystalizovat. Zkrystalizovanim vSak ztraci své vyhodné vlastnosti. Nevyhodou
téchto 1é¢iv je také kratSi doba expirace amorfnich léCiv, Spatnd fyzikalni, chemicka
a biologicka stabilita. Rovnéz to, ze jsou hygroskopické, ochotné vazi vodu, ktera muze
usnadnit proces krystalizace. Tuto nezadouci krystalizaci mizeme zpomalit, ¢i ji zcela zabranit

stabilizaci. [7]

1.3.1. Stabilita amorfnich 1é¢iv

Stabilitu amorfnich 1é¢iv mizeme rozdé€lit do tii druhd. Prvni je fyzikalni stabilita, ktera
souvisi s pohyblivosti molekul. Druha je chemicka, kterd souvisi s tokem energie (tepla)
a tepelnym rozkladem 1éCiva. Treti je biologicka, jez souvisi s piitomnosti mikroorganisma

v daném 1écivu. [12]

Obecné muzeme stabilitu amorfnich 1é¢iv ovlivnit mnoha zpusoby. Jednim z nich je
zpusob piipravy amorfni formy 1é¢iva. DalSimi zpusoby jsou napfiklad tvorba koamorfnich
smesi, pevnych polymernich disperzi ¢i zabudovani amorfniho 1é¢iva do mezoporézniho

materialu. Vliv na stabilitu ma také zpasob skladovani 1éciv. [7, 12]

1.3.1.1. Ovlivnéni stability amorfniho 1é¢iva pomoci zpisobu pfipravy

Amorfni 1éCiva Ize pripravit vicero zpusoby. Mezi tii nej¢astéji pouzivané techniky, pro
ptipravu amorfnich 1é¢iv, patii piiprava roztavenim materiadlu a rychlym zchlazenim. Velkou
roli pii tomto zpusobu pfipravy hraje rychlost chlazeni. S vyssi rychlosti chlazeni dostaneme

vice stabilni 1éCiva. [7, 12]

Druhou nejpouzivangjsi technikou je tvorba extruze z horké taveniny (HME), kdy
dostaneme produkt s nizkym specifickym povrchem a vysokou objemovou hustotou. Povrch
extruze je vSak obvykle nachylny k absorpci vlhkosti, coz muze usnadiovat proces

rekrystalizace 1é¢iva. Pii tvorbe extruze musime dosahnout vysokych teplot pro smiseni 1é¢iva
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s polymerem. V idealnim pifipad¢€ dostaneme l€¢ivo rovnomeme rozptylené v polymeru, coz

zvysuje stabilitu extruze. [7, 12]

Tteti nejCastejsi technikou je piiprava amorfnich 1éCiv pomoci sprejového suseni.
Produkt ma vysoky specificky povrch a nizkou objemovou hustotu. Produkt je méné
homogenni nez z HME. Metoda je vSak vhodna i pro termolabilni 1é€iva, jelikoz trva kratkou

dobu, nedojde k teplotni degradaci 1é¢iva. [7, 12]

Mezi dalsi techniky pfipravy, pomoci nichz Ize ovlivnit stabilitu 1€¢iv, patii pfiprava
koamorfnich smési dvou 1éCivych latek. Nejstabilngjsi jsou, dle studii, takové smési, které

obsahuji amorfni 1é¢ivé latky v poméru 1:1 ¢i 1:1,5. [7]

Ptipravit mizeme také pevné polymerni disperze. Smichanim 1é¢iva s polymerem dojde
ke zpomaleni ¢i k Giplné inhibici krystalizace 1€Civa, jelikoz mé polymer vétsi afinitu k vlhkosti
nez léCivo. Mezi nejpouzivangjsi polymery patfi hydroxypropylmethylceluloza (HMPC),
polyvinylpyrolidon (PVP), mocovina, 1ze pouzit rovnéz rizné cukry nebo polyethylenglykol

(PEG). [7]

Amorfni 1éCivo muzeme také zabudovat do mezoporézniho materialu, jimz muze byt
kremik, oxid kfemicity ¢i kemicitany. Dojde tak k pfechodu 1é¢iva do stavu s niz§i volnou
energii, a tak ke zvySeni jeho stability. Nezadouci krystalizaci totiz brani nejen energeticky
stabilngjsi stav, tak i to, Ze je prostor v poéru omezen a nedojde zde k tvorbe kriticky velkého

nuklea potfebného pro zahajeni krystalizace. [7]

1.3.1.2. Ovlivnéni stability amorfniho 1é¢iva pomoci zpiisobu skladovani
Zpusob skladovani ma velky vliv na stabilitu amorfniho 1éCiva.

Pro zvySeni stability mizeme 1éCiva skladovat napfiklad v prutoku suchého dusiku
a v prostorech s nizkym obsahem vlhkosti. Vhodné je také skladovani pii teplote€ o 50 K nizsi,
nez je teplota skelného piechodu 7, daného 1éCiva, kdy ma vétSina 1é€iv omezenou
molekulovou pohyblivost. Nékteré vSak krystalizuji i pfi téchto podminkéach, a tak bylo
navrhnuto skladovani pfi Kauzmannové teplot€¢ 7. 7% je teplota, ktera je na pruseCiku
extrapolované rovnovazné kiivky podchlazeni taveniny a kfivky krystalu (Obrazek 3). Tyto
podminky umoziuji i dlouhodobé skladovani 1é€iv, av§ak pouze pro teoretickou prechlazenou

kapalinu, ktera je v rovnovaze se svym okolim. [7, 12, 13]

20



Pro realna skla byla navrzena fiktivni teplota skladovani 77 Pii 7y ma amorfni latka
stejnou strukturou, entalpii, jakou ma rovnovazna podchlazena tavenina. Ob¢ posledné€ zminéné

teploty skladovani jsou zobrazeny v Obrazku 3. [7, 12, 13]

'y
/% tavenina
relaxacedo, ____ ./
rovnoviahy r:
.l" 1
F ]
'.-‘f :
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: ;
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1 1 L
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T T:

Obrazek 3: diagram zndzoriujici Kauzmannovu a fiktivni teplotu skladovani léciva
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1.4. Tadalafil

Tato diplomova prace je zaméfena na studium ristu krystalt a rozpustnosti 1éCivé latky

tadalafil 1 (TADA). V dalsi ¢asti této prace je shrnuto vyuziti v medicing a vlastnosti TADA.

TADA byl poprvé registrovan na Ufadé pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA)
ve Spojenych statech americkych pod obchodnim nazvem Cialis® v roce 2003. [14] Od té doby
je po témet celém sveéte uzivan pii 1éEbe erektilni dysfunkce. Pozd¢ji se tadalafil zacal pouzivat
i pro tlevu od pfiznakti nemoci dolnich moCovych cest spojené s tzv. benigni hyperplazii
prostaty. Princip G€inku toho léCiva spociva ve vratné inhibici fosfodiesterazy typu 5 (PDE 5),

ktera je specificka pro cyklicky guanosin-monofostat (cGMP). [15]

TADA je bila krystalicka latka s bodem tani 301 °C [16, 17] a ma heterocyklickou
chemickou strukturu, Obréazek 4. [18]

Obrdazek 4: strukturni vzorec tadalafilu [18]

Jelikoz TADA obsahuje dvé chiralni centra v konfiguraci 6R, 12aR, jedna se o opticky
aktivni slouceninu. V Tabulce 1 jsou zobrazeny zjisténé hodnoty specifické otacivosti pro

vzorek TADA. [18]

Tabulka 1: specifickd otdacivost tadalafilu [18]

latka specificka otacivost [°]
tadalafil +71
(-)-tadalafil -71
(+)-trans-tadalafil +297
(-)-trans-tadalafil -293
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Charakteristické vlastnosti TADA obsahuje Tabulka 2 a farmakokinetické vlastnosti Tabulka 3.

Tabulka 2: charakteristické viastnosti tadalafilu

molekulova hmotnost [19] 389,41 g/mol
hustota [20] 1,375 g/em?® (pii T = 19,85 °C)
teplota skelného prechodu 7 [21] 147 °C
teplota tani 75, [17] 301 °C
Ao 103,39 J/g (méfeno v této praci)
114,52 J/g [22]
rozpustnost ve vodé [21] malo rozpustny (3 mg/l)
rozpustnost v methanolu [15, 23] mirn€ rozpustny
pKa [24] 16,68
distribucni koeficient oktanol/voda [24] 2,5
pocet krystalickych polymorfa [24] 4

Tabulka 3: farmakokinetické viastnosti TADA

zdanlivy distribu¢ni objem 1é€iva [15] 631
distribuce l1éCiva [15] predev§im do tkani
cmax dosazeno [25] za 2 hodiny
navazani lé€iva v téle [15] na plazmatické proteiny
metabolizace pomoci [15] cytochrom P450
eliminacni polocas [15, 25] 17,5h
clearance [15] 2,51/h
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Limitujici vlastnosti [éciva TADA je jeho velmi Spatna rozpustnost ve vode. Patii do 1L
tfidy dle bioklasifikacniho systému 1éCiv (BCS) — I€Civo s nizkou rozpustnosti, a naopak
vysokou gastrointestinalni prostupnosti (permeabilita). [26] Do této ttidy 1éCiv spada az 40 %
1€¢ivych latek, jez se uzivaji usty. [27] LéCiva s t€mito vlastnostmi jsou pro organismus Spatne
biologicky dostupna, proto se védci celého svéta zabyvaji zvySenim jejich rozpustnosti.
Z hodnoty pKa (16,68) a hodnoty distribu¢niho koeficientu oktanol/voda (2,5) plyne, ze je
1é¢ivo tadalafil ionizované v rozmezi fyziologického pH. Ionizace a ani tvorba soli tedy nejsou
vhodnou technikou pro zvyseni rozpustnosti. Vhodng&j§im zptisobem pro zvySeni rozpustnosti

je naptiklad amorfizace 1éCiva. [24]

Studiem krystalizace a disolu¢nich vlastnosti tadalafilu se zabyvali napiiklad v roce
2018 ¢insti védci. Védomi si toho, Ze je toto 1éCivo mozné piipravit v amorfni forme, tak i ve 4
polymortnich forméach, sledovali vliv polymorfismu na krystalizaci, stabilitu a rozpustnost

1é&iva. [24]

Pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu zjistili, ze v jednotlivych polymortnich

formach rostou krystaly jiného typu, coz muze ovliviiovat biologickou aktivitu 1éCiva. [24]

Pti dlouhodobé studii stability, pfi niz bylo amorfni 1éCivo skladovano po dobu 3 mésicu
pfi laboratorni teplote, védci pfisli na to, ze 1éCivo zlstalo témer bez zmeén, nebo Castecné
zakrystalizovalo do formy TADA-I. Mizeme si to vysvétlit tim, ze ma TADA pomérné
vysokou hodnotu 7, 7, je 147 °C, a v této forme jsou molekuly léCiva malo mobilni
a samovolna krystalizace je tak dobfe inhibovana. ZvySenim teploty nad 7, vSak mobilita

molekul roste a nukleace a nasledné krystalizace je naopak urychlena. [21, 24]

Béhem disolu¢niho testu rozpustnosti 1éCiva ve vode védci zjistili, ze ma 1é¢ivo v amorfni
forme& 6-9krat lepsi rozpustnost nez lé€ivo v kterékoliv z krystalickych polymorfnich forem.
Lepsi rozpustnost je zpusobena napfiklad tim, Ze je povrch amorfniho 1é¢iva mnohem 1épe
hydratovan okolni vodou nez latka v krystalické podobé€. Rychlost rozpousténi pak byla

u jednotlivych krystalickych polymorfi téméf stejnd, v rozmezi 0,0011-0,0017 min™! a pro

amorfni 1é¢ivo 0,0042 min™.

Behem disolucni studie bylo také zjisténo, Ze jednotlivé
polymorfni formy nejsou zcela stabilni a dochazi k transformaci polymorfa TADA-II, 1T a IV
na typ polymorfu TADA-L jenz je nejstabilngjsi. Amorfni 1éCivo zlstalo ve stejné podobé po
celou dobu testu. Ze studie plyne, ze je vhodné v komerén€ dostupnych piipravcich

obsahujicich TADA v krystalické forme, pouzivat 1é¢ivo ve formé polymorfu TADA-IL [24]
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1.5. In vitro disoluc¢ni studie

Disoluéni studie jsou vhodné pro zjisténi rychlosti a mechanismu uvolilovani 1é¢ivé
latky z pevné Iékové formy (napiiklad tablety, tobolky, drazé, kapsle) v disolu¢nim médiu
v zavislosti na Case. Pouzivaji se také k hodnoceni kvality 1éCivych pripravki, odhadu
biodostupnosti a tzv. bioekvivalence (shody ucinku) generickych 1é¢iv s originalnimi 1é¢ivy.
Pomoci disoluce muzeme =ziskat 1 tzv. rozpousStéci profil 1éCiva v ruznych
podobach - amorfni/krystalické, nebo také mnohé farmakokinetické vlastnosti 1é¢iv v pevné

formée. [28]

Cesky lékopis rozlisuje &tyii typy zakladni uspofadani aparatury pro in vitro disoluéni
test, a to usporadani s padly, kosicky, ptipadné s vrtanym valcem nebo prutokovou celou.
Navrhuje také slozeni disolu¢niho média, aby bylo svym pH, iontovou silou a pfitomnosti
enzymu srovnatelné se simulovanou oblasti traviciho traktu, kde bude 1éCivo vstiebavano. [28]
Dulezité je také brat zietel na objem disoluc¢niho média, na jeho teplotu, viskozitu, osmoticky
tlak ¢i pfitomnost povrchove aktivnich latek. [29] Mezi dal§i faktory disolu¢ni studie patii
rychlost otatek michadla/kosicki a Casové intervaly odbéru disolucnich vzorku. Tyto
parametry je nutné optimalizovat v souladu s fyzikalné-chemickymi vlastnostmi testované

1ékové formy. [28]

Vzorky disolu¢niho média byvaji odebirany ru¢né, zejména pokud se jedna o odbér malého
poctu vzorku v §irokych ¢asovych intervalech. V piipadé€ vétsiho poctu odbért je vhodné pouzit
automaticky odbér vzorku média pomoci ¢erpadla. Objem odebraného disolu¢niho vzorku lze
kompenzovat nahradou za Cerstvé disolu¢ni médium, pfipadn€ je nezbytné ve vypoltu
koncentrace uvolnéného mnozstvi Ucinné latky provést korekci. Odebrané disolu¢ni vzorky
jsou filtrovany, a to obvykle jiz béhem samotného odbéru. Detekce uvolnéného mnozstvi 1éCiva
je nejCastéji provadéna pomoci UV-VIS spektrofotometrie nebo naptiklad pomoci

vysokoucinné kapalinové chromatografie (s UV-VIS detekci). [28]
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1.5.1. Vyhodnoceni disoluc¢ni studie

Vysledkem disolu¢niho testu je tzv. disolucni profil, zavislost mnozstvi rozpusténého
(uvolnéného) 1éCiva na Case. Statistickym zpracovanim a nelinearni regresni analyzou lze ziskat
cenn¢ informace tykajici se mechanismu uvoliiovani 1éCiva z 1ékové formy. Pro tyto ucely je

vhodny napftiklad program Origin ¢i GraphPad Prism a dalsi [28].

Prvnim krokem pfi vyhodnoceni disolu¢niho profilu, je posouzeni tvaru ktivky. Jestlize je
jeji prubéh linearni, uvolnéné mnozstvi 1éCiva linearn€ roste s Casem, je vhodné pouzit linearni

regresi. Model kinetiky 0. fadu vyjadfuje rovnice 10 [29]:
M, = kot (10),

kde M, znali mnozstvi uvolnéného (rozpusténého) léCiva z lékové formy v Case 7, ko je

rychlostni konstanta 0. fadu a ma rozmér mnozstvi 1é&iva-das™.

Pokud disoluéni profil prochézi po¢atkem na ose x, ale neprotina nulovou hodnotu na ose y, je
tedy ptitomen tzv. , burst efekt”, dochéazi na pocatku testu k rychlej§imu uvoliiovani 1é¢iva nez
v dal§im prubéhu, mizeme pouzit rovnici 11 vyjadiujici model kinetiky 0. fadu s, burst

efektem® [29]:
M;=kq-t+b (11),

kde b znaci ,,burst efekt™.

Pokud nedojde k vhodnému prolozeni dat modely kinetiky 0. fadu, je vhodné pouzit model

kinetiky I. fadu, rovnice 12:
M; = My - (1—e %) (12),

kde M, znali mnozstvi uvolnéného (rozpusténého) léCiva z1ékové formy v Case 7, M., je
maximalni uvolnitelné (rozpustitelné) mnozstvi léCiva zlékové formy, k;je rychlostni

konstanta I. ¥4du s rozmérem &as™. [29]
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Jestlize nelze spolehliveé prolozit disolu¢ni profil modely kinetiky 0. ¢i L. fadu, znamena to,
ze v pripadé uvoliiovani (rozpousténi) naseho 1éCiva z 1ékové formy do disolu¢niho média
dochazi k rozpousténi jinym mechanismem, naptiklad difuzi nebo erozi, ptipadné kombinaci

vice mechanismu rozpousténi. Pii vyhodnoceni je pak vhodné pouzit jiné kinetické modely.

Jednim z nich je model Weibulltv, pomoci néhoz mizeme jednoznacné potvrdit ¢i vyvratit
ptitomnost ,,burst” i ,,lag time*™ efektu pfi rozpousténi naseho 1é¢iva. Pokud je pfitomen , burst
efekt, dochazi na pocatku testu k rychlejsSimu uvolnovani 1éCiva nez v dal$im prabéhu.
Pritomnost , lag time™ se vyznacuje tim, ze dochazi k uvolfiovani 1éCiva z 1ékové formy az po
uplynuti urcité doby od zahgjeni disolu¢niho testu, napt. az po dvou hodinach, a ne jiz od

uplného pocatku testu. [29]

Rovnice 13 vyjadiuje Weibulliv model v zakladnim tvaru, rovnice 14 pak tvar rozsifeny

o zminén¢ efekty. [29]
M, = Mo, - (1 — e~k (13),

kde kw oznaduje konstantu Weibullova modelu s rozmérem &as™® a parametr f charakterizuje

tvar exponencialni kiivky.
M, = Mo, - (1 — e kw (t-t0F) (14),

kde #, vyjadiuje ¢asovou prodlevu, nez dojde k uvolfiovani (rozpousténi) 1éciva od pocatku

disolu¢niho testu.

Jestlize je hodnota 7, zaporna, je prokazan tzv. burst efekt”, pokud je hodnota #, kladna,
je prokéazan , lag time®. Jestlize zjistime, Ze je parametr f roven 1 a zaroven je ¢asova prodleva

t, nulova, mohli bychom nase data formaln¢ prolozit i modelem kinetiky 1. fadu. [29]

V pfipad€¢, Ze chceme znat mechanismus uvolfiovani lé¢iva, pouzijeme model

Korsmeyer-Peppastv, bud’to v zakladnim tvaru, rovnice 15, nebo ve tvaru s ,,burst efektem®,

rovnice 16:
M,
i:kKP.tn (15),
%:ka'tn+b (16),
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kde kxp je konstanta s rozmerem Cas™, n je parametr Korsmeyer-Peppasova modelu, z jehoz
hodnoty mizeme odhadnout transportni mechanismus 1éCiva z 1ékové formy a b je ,burst
efekt™. Dulezité je fici, ze tento model je pouzitelny pouze pro data do 60 % maximalniho

rozpusténého mnozstvi 1é¢iva z Iékové formy. [29]

Hodnoty # a druh mechanismu uvoltiovéani 1é¢iva dle druhu tvaru zkoumaného léciva, jsou

uvedeny v Tabulce 4. [29]

Tabulka 4: hodnoty parametru n dle tvaru zkoumaného léciva, mechanismus rozpousténi [29]

n mechanismus uvolfiovani
tenkd vrstva | cylindrickd geometrie | kulova geometrie 1é¢iva
0,5 0,45 0,43 Fickova diftze
Anormalni transport
0,5<n<l 0,45< 1 <0,89 0,43 <n <085 ‘
(erozetdifluize)
Case-Il transport
1 0,89 0,85

2 2

(rozvolnéni, zména struktury)

Paklize je z hodnoty » patrny jako mechanismus rozpousténi Fickova difuze, mizeme
ji ovefit pomoci Higuchiho modelu, rovnice 17. Pokud tento model spolehlivé proklada nase

data, je prokazana Fickova difuze.

&:kH'\/E (17):

Moo

kde kx je tzv. Higuchiho konstanta s rozmérem &as™>. Soudasti této konstanty je i difuzni
plocha, difuzni koeficient 1éCiva a také pocateCni koncentrace 1€€iva i rozpustnost 1éCiva,

nejedna se tedy o rychlostni konstantu jako takovou. [29]
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2. Experimentalni ¢ast

V experimentalni ¢asti mé diplomové prace se budeme zabyvat zplsobem pfipravy
amorfnich vzorkl pro studium rastu krystalt a stability 1€¢iva tadalafil. Také technikou, jez
byla pouzita pro analyzu a vyhodnoceni rychlosti ristu krystalt s ohledem na dlouhodobou

stabilitu amorfniho 1é¢iva.

Budeme se zabyvat rovnéz zpusobem pfipravy vzorki a disolucni studii, pomoci niz byl
sledovan vliv amorfni/krystalické faze 1é¢iva na jeho rozpustnost. Soucasti experimentalni ¢asti

je také vyhodnoceni testd rozpustnosti.

2.1. Studium ristu krystali s ohledem na dlouhodobou stabilitu amorfniho
léciva
2.1.1. Priprava vzorki pro studium rustu krystalii a stabilitu lé¢iva
Pro pfipravu vzorku tadalafilu (TADA) (>97 % Cistoty HPLC, Acros Organics) byl pouzit
temperacni stolek s termoclankem, Obrazek 5. Byl vyhiaty nad teplotu tani tadalafilu
(7' =301 °C), konkrétn€¢ na teplotu 360 °C. Do hlinikového kelimku byla vlozena Cista
podlozni sklicka, na n€ nasypano malé mnozstvi krystalického vzorku TADA. Sklicka se
vzorkem byla prekryta druhym kelimkem a oba byly vlozeny na kelimek, jez byl vyhiat na
temperacnim stolku. Vzorky byly taveny po dobu jedné minuty a nasledn€ prudce zchlazeny na
kovovém bloku, ¢imz byl ziskdn TADA v amorfni formé&. Jednotliva sklicka se vzorkem byla

roziezana na nekolik ¢asti a analyzovana.

Polovina vzorkt byla skladovana v lednici pfi teploté 1-3 °C a vlhkosti RH 37 % a druha
Cast vzorkl v exsikatoru pii laboratorni teploté 24-26 °C a vlhkosti RH 17 %.
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Obrdzek 5: temperacni stolek s kelimkem a termocldankem

2.1.2. Mikroskopie

Studie rastu krystala v amorfnim TADA byla provedena pomoci optického mikroskopu
OLYMPUS BXS51 skamerou DP72 a se zabudovanym tempera¢nim stolkem Linkam,

Obrazek 6. VSechny vzorky byly pozorovany tzv. in-situ, béhem temperace, za prichodu svétla.

Jednotlivé vzorky byly temperovany v temperacnim stolku podle teplotniho programu
nastaven¢ho v programu LINKSYS 32. Kco nejrychlejsimu dosazeni zvolené teploty
experimentu byla nastavena rychlost ohifevu 150 °C/min. Po celou dobu méfeni pak byla

zvolena hodnota teploty udrzovana konstantni.

Proces krystalizace v amorfnim TADA byl sledovan v intervalu teplot 160-250 °C.
Byl pozorovan také vliv stafi“ vzorku, 0-6 mésict, a zpusobu skladovani na krystalizaci
amorfnich vzorkd. V prub&hu zahfivani vzorku pii zvolené teploté byl vzorek sniman kamerou.
S vyuzitim programu QuickPHOTO Industrial 2.3. byly dle nastavené¢ho asového intervalu
pofizovany snimky rostoucich krystald. V zavislosti na teploté experimentu se ménila doba
potiebnd k zakrystalizovani vzorku. Pro teploty nad 200 °C postacilo par vtefin, pro experiment

provadeény pii teploté 160 °C byly potieba 2 hodiny.
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Obrdazek 6: opticky mikroskop OLYMPUS BX 51 se zabudovanou kamerou DP72
a temperacnim stolkem Linkam
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2.1.3. Vyhodnoceni rychlosti ristu krystali

Rast krystalt byl sledovan v prab&hu temperace vzorkt. Pro kazdé méteni pii dané teploté
bylo vybrano obvykle 10 snimkt zachycujicich cely proces krystalizace. Snimky byly nasledné
vyhodnoceny pomoci programu Image J. Pokud dochazelo k ristu dvou typu krystalt, rostly
krystaly kulaté a linearni (Obrazky 7 a 8), byly na snimcich vybrany vzdy alespon 4 krystaly
od kazdého typu. Byla meéfena velikost vybranych krystalli v zavislosti na Case. Velikost
krystalu byla méfena pomoci usecky, jako délka linearniho, pfipadné jako primér u kulatého
krystalu. Velikosti krystalt byly vyneseny do grafu v zavislosti na ¢ase temperace. Linearni
Cast rastu krystald byla prolozena pfimkou. Rychlost rustu krystald je v rovnici uvedena
jako hodnota smérnice. Snimky kulatych krystalt tadalafilu pfi 100nasobném zvétSeni a teploté
210°Cv casea) 80s,b) 1105, c) 140 sad) 170 s od zahajeni experimentu a nazornou ukazku

meéfeni velikosti kulatych krystalt zachycuje Obrazek 7.

Obrazek 7: snimky kulatych krystalu ve vzorku pri teploté 210 °C a 100ndsobném zvétSeni v case:
a) 80, b) 110, ¢) 140 a d) 170 sekund od zacdtku méreni a nazornd ukdzka méreni velikosti krystalii
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Snimky linearnich krystala ve vzorku tadalafilu, ktery byl skladovan pul roku v lednici,
pii 200n4sobném zvétSeni a teploté 190 °C v Case a) 100 s, b) 200 s, ¢) 300 s a d) 400 s od
zahajeni experimentu a nazornou ukazku meteni velikosti t€chto linearnich krystalti zachycuje

Obrazek 8.

Obrdazek 8: snimky linedrnich krystalit ve vzorku p¥i teploté 190 °C a 200ndasobném zvétSeni v case:
a) 100, b) 200, ¢) 300 a d) 400 sekund od zacatku méreni a ndazornd ukdzka méveni velikosti krystalii

Pokud by ve vzorku rostly zaroven kulaté i linearni krystaly, byla by rychlost rustu

uréena pro kazdy druh zvlast’.
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Obrazek 9 zobrazuje grafickou zavislost velikosti krystal na dobé temperace vzorku
pfi teplote 210 °C a 100nasobném zvétSeni. Kazdy krystal byl méfen zvlast a hodnoty vyneseny
do grafu a nasledné prolozeny pfimkou. Smeérnice této piimky zachycuje rychlost ristu
krystalu. Vysledna rychlost ristu pro zvolenou teplotu experimentu byla vypoctena jako

pramérna hodnota ze 4 hodnot pro 4 rizné méfené krystaly.

400 -
® 1. krystal
® 2 krystal
® 3 krystal
® 4 krystal
£
=h
=
S 2004
[
P
~ y = 86,8079x-1,9309
O R’ = 0,9892
£ y = 125,217%-13,0914
5 R’=0,9978
5 y = 108,2047x+11,2103
% 0- R’=0,9787
o y = 111,5666x+8,7486
R?=0,9873
T T T T T T T T T T T T T 1
0,0 05 1,0 15 2,0 25 3,0 3,5

t [min]

Obrdazek 9: linearni graficka zavislost velikosti krystalii na dobé temperace pri teploté 210 °C
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2.2. Inyvitro disolucni studie rozpustnosti léCiva

2.2.1. Pfiprava vzorki pro disolué¢ni studie

Amorfni vzorek tadalafilu byl pfipraven roztavenim krystalického praSku TADA
(>97 % cistoty HPLC, Acros Organics) v hlinikovém kelimku na plotynce nahtaté na 360 °C,
kde se tavil po dobu 1 min a nésledn¢ byl kelimek s obsahem prudce zchlazen na kovovém
bloku. Amorfni vzorek, Obrazek 10, byl zkelimku seSkradbnut, rozetfen v tfeci misce

s tlouckem, pfeveden do mikrozkumavky a zvazen, Obrazek 11.

Obrdazek 10: amorfni vzorek TADA

Zakrystalizovany vzorek byl pfipraven zamorfniho vzorku, kdy byl kelimek se
vzorkem rozstiithan na malé CtvereCky a umistén na 70 min do picky predehtaté na 190 °C.
Uplné zakrystalizovani vzorku bylo ovéfeno pomoci optického mikroskopu. Vzorek byl
seskrabnut, rozetfen v tfeci misce stlouckem, preveden do mikrozkumavky a zvazen,

Obrazek 12.
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Obrdzek 11: amorfm’ vzorek TADA Obrdzek 12: Zak]xys[g[jzovany
TADA pFipraveny z amorfniho
vzorku

2.2.2. In vitro disolucni studie

TADA patii do tfidy BCS 11, do skupiny Spatné rozpustnych 1é¢iv. [26] Hodnota jeho

rozpustnosti ve vodé se pohybuje kolem 3 mg/l. [21]

Rozpustnost 1é¢iva TADA byla studovana pomoci disolu¢ni aparatury SOTAX AT7 Smart
(Obrazek 13) v usporadani s padly. Jako disolu¢ni médium byla zvolena redestilovand voda
o teploté 37 °C a rychlost otacek padel byla nastavena na 75/min. Odbéry vzorka byly ¢asoveé

rozvrzeny tak, aby pokryly cely Cas disoluce.

Studie byla provedena pro tfi typy vzorku: krystalicky TADA od vyrobce, amortni
vzorek pfipraveny roztavenim a rychlym zchlazenim, a také zakrystalizovany amorfni vzorek.
Byly porovnany vysledky vSech vzorkd a zjiSténa mira vlivu amorfizace pro zlepSeni

rozpustnosti TADA ve vodé.
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Obrdazek 13: disolucni aparatura SOTAX AT7 Smart

2.2.3. Stanoveni rozpuSténého mnozstvi léCiva

Abychom mohli pomoci UV-VIS spektrofotometru méfit absorbance jednotlivych
odebranych vzorku disolu¢niho média, je nejprve nutné zméfit absorpcni kiivku 1éCiva TADA.
Pro méfeni absorpcni kiivky je nezbytné piipravit zasobni roztok 1éCiva. Roztok byl pfipraven
rozpuSténim 3 mg TADA v litru redestilované vody a ponechan v ultrazvuku s vodni lazni
o teploté 37 °C po dobu cca 24 h, pro dikladné rozpusténi 1éCiva. Nasledn€ bylo proméfeno
absorpéni spektrum TADA, Obrazek 14. Ve spektru je patrné absorpéni maximum TADA na

hodnot€ vinové délky 283 nm a také dva sedlové body na vinové délce 257 nm a 320 nm.
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Obrdazek 14: namérend absorpcni kifivka tadalafilu

Pro stanoveni rozpusténého mnozstvi 1é¢iva ve vzorku disolu¢niho média potitebujeme
znat rovnici kalibra¢ni pfimky, ktera ndm umozni naméfené hodnoty absorbance pirepocitat na

koncentraci 1é¢iva.

Ze zasobniho roztoku o koncentraci 3 mg/l byla pfipravena fada kalibra¢nich roztoka

o koncentraci:

e 3mg/l

e 1,5mg/l

e 0,75 mg/l
e 0,375 mg/l

e 0,1875 mg/l
e 0,09375 mg/l.

Pro méfeni absorbance s tfibodovou korekci pozadi, byla zvolena vinova délka absorpéniho
maxima zji§téna z absorp¢ni kiivky, 283 nm, a dva sedlové body 257 nm a 320 nm. Absorbance
vzorkl byla méfena v intervalu 200-400 nm. Nasledné byla sestrojena graficka zavislost
absorbance-koncentrace a zjisténa rovnice kalibraéni pfimky, potfebna pro vyhodnoceni dil¢ich

studii, Obrazek 15.
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Obrazek 15: kalibracni primka TADA

Absorbance byla poté pro kazdy vzorek prepoctena pomoci rovnice kalibra¢ni primky
na koncentraci rozpusténého léCiva v objemu média a sestrojena grafickd zavislost
koncentrace-Cas disoluce. Jednotlivé grafické zavislosti pro konkrétni druh vzorku byly
nasledn¢ prolozeny Weibull modelem (rovnice 13) a stanoveny hodnoty jeho parametri M.,

akw.
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3. Vysledky a diskuze

3.1. Rychlost rustu krystali

S vyuzitim optického mikroskopu a jeho ptisluSenstvi byl sledovan proces krystalizace
v amorfnich vzorcich TADA a velikost krystalt v zavislosti na ¢ase. Rovnéz byla sledovana

stabilita amorfnich vzorkl v zavislosti na stafi a zpisobu skladovani.

Pii experimentech provadénych za nizkych teplot temperace, 160-170 °C, dochézelo
k pomalému ristu malého poc¢tu nuklei, jez nasledné rostly. Za vyssich teplot, nad 180 °C, se
obvykle v celém objemu vzorku tvoril vétsi pocCet krystall, které rostly rychleji. Obc¢as byl
pozorovan i rust vét§iho poctu krystalt blizko sebe. To bylo nejspise nasledkem piitomnosti
napt. dislokace nebo ryhy, tzn. ze zde bylo energeticky vyhodné misto pro rast krystalu.
Krystaly pak diky malému prostoru srustaly ve vétsi celky ajejich rist byl v prab&hu temperace

zpomalovan i vlivem ubytku materialu v daném miste.

Prestoze byly vSechny amorfni vzorky TADA pfipravovany identickym zpusobem,
dochazelo k tvorbé vice typu krystald. Pii teplot€é okolo 160 °C rostly krystaly ve tvaru
linearnich fetizkt ¢i krystaly linearné vétvené. Pii vysSich teplotach experimentd (170 °C
a vice) rostly jak krystaly linearni a linedrn€ vétvené, tak krystaly kulatého tvaru. Nekdy vSak
dochéazelo prvné ktvorbé jednoho typu (obvykle krystaly linearni i linearn€ vétvené)
anasledné v pribéhu temperace pak ke tvorbe druhého typu (kulaté). Vyjimecné rostly krystaly
pouze jednoho typu. Zastupce jednotlivych typua krystala 1ze vidét na Obrazku 16.
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Obrazek 16: linedrni, linedrné vétvené a kulaté krystaly

V prubéhu zahtivani amorfnich vzorkit TADA obcas dochazelo k postupnému spojeni

krystald, jenz rostly v blizkosti, ¢i k tvorbé velkych shluka, Obrazek 17.

Obrdzek 17: tvorba srostlych kulatych krystalii béhem temperace pri teploté 190 °C
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V téchto ptipadech pak bylo mozné pozorovat, ze krystaly, jejichz zmena velikosti byla
na pocatku experimentu linearni s Casem, zaCaly v pribéhu temperace rust pomaleji, resp.
zména jejich velikosti s Casem jiz nebyla linearni. Zpomaleni ristu si 1ze vysvétlit napriklad
snizenym mnozstvim amorfniho vzorku v blizkosti krystald. Muze to byt také nasledek
pomalejsi rychlosti pfesunu strukturnich jednotek na rozhrani krystal-podchlazena tavenina.
V piipadé, ze dochazelo ke zpomalovani rychlosti rastu krystald, byla rychlost rustu
vyhodnocena pouze z nejstrm¢jsi linearni ¢asti kiivky zavislosti velikosti krystalu na dobé

temperace, jelikoz odpovida nejvyssi rychlosti rustu krystala, Obrazek 18.

T . krystal
® 2 krystal ®
® 3 krystal - [ ]
100 ® 4 kystal ®
e
£ ®
=
80
= ®
s ° ]
% [ ]
~ 604
e y = 16,363x-0,6047
£ R? = 0,9992
g_ 40 4 y = 20,777x+2,9348
- R?=0,9981
Y, y = 22,736x-17,025
B 204 R?=1
y = 13,395x+28,563
R?=0,9934
0 T T T T T T T ¥ 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Obrazek 18: zavislost velikosti krystalil pri teploté temperace 190 °C
a patrné zpomaleni rychlosti ristu

Rychlost rustu krystalt byla sledovana a nasledné€ vyhodnocovana u vSech krystalu,
prestoze dochazelo k tvorbé vicero typt krystalt. Hodnoty rychlosti rastu krystala pfi danych
teplotach byly odeCteny z hodnoty smérnice ptimky, jez prokladala linearni Cast zavislosti

velikosti krystalu na Case.
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Data rychlosti rustd krystali a smérodatné odchylky rychlosti ristu naméfena pro Cerstve

pfipravené vzorky a data nameéfena béhem starnuti vzorki shrnuji Tabulky 5-13.

Tabulka 5: data pro Cerstvé pripravené vzorky

Cerstve pripravené vzorky
linearni (lin. vétvené) krystaly kulaté krystaly
TI[°C] |u[um/min]| U smodeh [pum/min] T[°C] |u[um/min]| U smodeh [m/min]

160 0,11 0,04 180 5.36 1,01
160 0,40 0,22 190 7.41 1,49
160 0,91 0,37 190 21,42 4,17
160 1,00 0,18 190 21,96 2,68
170 1,74 0,45 200 14,19 6,92
180 2,32 0,5 200 14,13 5.19
190 4,49 2.47 210 89.36 49,89
190 5.82 1,11 210 130,48 14,72
190 14,47 2,95 210 160,50 39,53
200 14,18 5,55 210 107,95 13,77
200 11,74 3,67 220 184,63 3,51
210 47,00 18,37 220 142,23 29,78
210 51,57 6,67 220 60,99 12,76
210 96,38 20,91 230 318,37 47,36
220 159,59 54,72 230 421,14 88.56
220 94,83 6,03 230 188,24 96,13
220 53,58 13,28 230 112,23 18,36
230 293,05 66,48 240 895,35 64,94
230 171,72 32,76 240 314,78 442
240 65,03 9,54 240 934,80 350,52
250 593,71 154,18 250 858,19 203,52
250 392,57 193,73 250 381,20 1778
250 197.86 63.24 250 436,47 171,7

250 1029.19 700,96
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Tabulka 6: data pro 1 tyden staré vzorky

1 tyden staré vzorky
vzorky skladované v exsikatoru
linearni (lin. vétvené) krystaly kulaté krystaly
T [°C] [pm)lmin] U smodch [ im/min] [um}lmin] U smodeh [ um/min]
170 0,28 0,06 -
170 0,32 0,24 -
190 8.74 2,51 11,91 2,90
190 5,51 2,17 -
210 43,28 3,32 15,54 2,24
210 135,02 12,68 75,24 6,41
vzorky skladované v lednici
linearni (lin. vétvené) kulaté
T [°C] [pm)lmin] U smodch [ im/min] [um}lmin] U smodeh [ um/min]
170 0,67 0,24 0,83 0,10
170 0,28 0,13 -
190 9,33 1,31 13,84 1,40
190 6,33 2,53 21,01 5,58
210 51,65 9,93 -
Tabulka 7: data pro 3 tydny staré vzorky
3 tydny star¢ vzorky
vzorky skladované v exsikatoru
linearni (lin. vétvené) krystaly kulaté krystaly
T [°C] [pm)lmin] U smodeh [ tm/min] [um}lmin] U smodeh [ tm/min]|
170 0,96 0,16 1,57 0,28
170 0,26 0,12 -
190 10,48 2,34 12,62 1,34
190 14,51 2,38 14,03 4,75
210 164,88 11,81 189,87 24,44
210 136,68 5,87 -
vzorky skladované v lednici
linearni (lin. vétvené) kulaté
T [°C] [pm)lmin] U smodeh [ tm/min] [um}lmin] U smodeh [ tm/min]|
170 - -
170 - -
190 7.13 3,14 12,21 2,48
190 9,68 1,22 -
210 58,30 29,71 164,90 18,33
210 - 69,60 25,61
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Tabulka 8: data pro 6 tydnil staré vzorky

6 tydnu star¢ vzorky
vzorky skladované v exsikatoru
linearni (lin. vétvené) krystaly kulaté krystaly
T [°C] [pm)lmin] U smodeh [ tm/min] [um}lmin] U smodeh [ tm/min]|
170 0,50 0.16 0,35 0,06
170 0,93 0,68 0,98 0,14
190 6.33 1,72 10,23 1,68
190 - 5,39 0,93
210 137,34 21,02 149,16 33,92
210 146,35 34,19 165,21 41.85
vzorky skladované v lednici
linearni (lin. vétvené) kulaté
T [°C] [pm)lmin] U smodeh [ tm/min] [um}lmin] U smodeh [ tm/min]|
170 428 1,59 1,02 0,27
170 2,36 0,13 0,96 0,00
190 7.24 1,30 26,32 4,79
190 - 9.39 2,00
210 104,79 34.85 56.85 13.29

Tabulka 9: data pro 7 tydnil staré vzorky

7 tydnt star¢ vzorky
vzorky skladované v exsikatoru
linearni (lin. vétvené) krystaly kulaté krystaly
T [°C] [pm)lmin] U smodeh [ tm/min] [um}lmin] U smodeh [ tm/min]|
170 0.86 0,23 0,69 0,35
170 0,33 0,04 0,44 0,27
190 9.45 1,36 11,50 3.35
190 7.06 1,25 11,16 1,80
210 68.80 3,27 103,79 12,27
vzorky skladované v lednici
linearni (lin. vétvené) kulaté
T [°C] [pm)lmin] U smodeh [ tm/min] [um}lmin] U smodeh [ tm/min]|
170 0,44 0,19 0,34 0,08
170 1,30 0,59 0,22 0,00
190 32,61 17.00 14,92 3.04
190 7.83 3.88 -
210 3.34 0,97 -
210 153,82 129,19 -
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Tabulka 10: data pro 8 tydnii staré vzorky

8 tvdnu staré vzorky
vzorky skladované v exsikatoru
linearni (lin. vétvené) krystaly kulaté krystaly
T [°C] [pm)lmin] U smodeh [ tm/min] [um}lmin] U smodeh [ tm/min]|
170 0,55 0,28 0,24 0,07
190 2,83 1,16 4,75 1,33
190 2.72 0,75 5,13 0,93
210 80,84 9.49 85,78 15,29
210 162,27 2424 194,34 30,17
vzorky skladované v lednici
linearni (lin. vétvené) kulaté
T [°C] [pm)lmin] U smodeh [ tm/min] [um}lmin] U smodeh [ tm/min]|
170 - -
170 - -
190 2.39 1,54 -
190 5,40 1,79 -
210 38,71 12,55 -
210 22,95 6.87 -

Tabulka 11: data pro 16 tydnil staré vzorky

16 tydnu staré vzorky
vzorky skladované v exsikatoru
linearni (lin. vétvené) krystaly kulaté krystaly
° u . u .
T [°C] [um/min] U smodeh [ tm/min] [um/min] U smodeh | tm/min]|
170 1,08 0,41 1,28 0,10
190 5,57 3,07 12,10 1,81
190 21,36 2,87 6,02 1,02
210 136,75 12,11 112,98 17,63
210 110,35 22,17 102,88 25,70
vzorky skladované v lednici
linearni (lin. vétvené) kulaté
° u . u .
T [ C] [pm/mln] U smodch [um/mln] [um/mln] U smodch [m/mln]

170 0,99 0,28 0,24 0,14
170 1,30 0,59 0,22 0,00
190 32,90 6,23 38,47 14,26
190 23,90 5,81 -
210 244,77 43,34 -
210 366,60 129,33 -
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Tabulka 12: data pro 17,5 tydnii staré vzorky

17,5 tydnt staré vzorky
vzorky skladované v exsikatoru
linearni (lin. vétvené) krystaly kulaté krystaly
T [°C] [pm)lmin] U smodch [ im/min] [um}lmin] U smodeh [ um/min]
170 1,26 0,49 1,07 0,51
170 - 0,73 0,08
190 20,70 3,12 8.71 0,40
190 18,14 5,46 10,23 0,90
210 101,82 21,83 112,86 11,82
210 138,32 19,03 108,95 21,93
vzorky skladované v lednici
linearni (lin. vétvené) kulaté
T [°C] [pm)lmin] U smodch [ im/min] [um}lmin] U smodeh [ um/min]
170 2,71 0,85 3,12 0,83
170 3,06 0,25 -
190 68,30 15,77 -
190 32,05 5,67 -
210 61,67 27,54 -
210 119,72 21,44 -
Tabulka 13: data pro 24 tydnil staré vzorky
24 tydnu star¢ vzorky
vzorky skladované v exsikatoru
linearni (lin. vétvené) krystaly kulaté krystaly
T [°C] [pm)lmin] U smodeh [ tm/min] [um}lmin] U smodeh [ tm/min]|
170 4,75 1,11 -
170 3,66 1,04 -
190 11,26 1,89 481 0,42
190 18,32 3,66 5,27 0,51
210 106,81 27,08 99.50 12,99
210 155,90 22,11 84.29 9,80
vzorky skladované v lednici
linearni (lin. vétvené) kulaté
T [°C] [pm)lmin] U smodeh [ tm/min] [um}lmin] U smodeh [ tm/min]|
170 1,43 0,44 -
170 1,82 1,19 -
190 14,58 2,05 3,80 0,00
190 9,99 2,63 4.07 0,10
210 284,67 65,48 -
210 95,11 41,33 -
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Obrdzek 19: namérend data pro: a) 1 tydnu, b) 3 tydnech, c) 6 tydnech, d) 8 tydnech, e) 16 tydnech
a f) 24 tydnech skladovani v exsikdtoru a lednici, v porovndni s daty namérenymi u novych vzorkii
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Obrazek 19 zobrazuje naméfend data pro nové vzorky v porovnani s daty namérenymi
pro: a) 1 tyden, b) 3 tydny, c¢) 6 tydnu, d) 8 tydnd, e) 16 tydnd a f) 24 tydnu staré vzorky.
Je nutno fici, ze ne vZzdy dochazelo pii vSech teplotach experimentt k tvorbé obou typu krystalu.
Z Obrazku 19 je patrné, ze je rozdil v rychlosti rustu krystal v dlouhodobé skladovanych
a novych vzorcich, s ohledem na smérodatné odchylky, pomémé maly. Vliv zptsobu a délky
skladovani amorfnich vzorku je tedy zanedbatelny vzhledem k samotnému rozptylu rastovych
dat pfi dané teplot€. Amortni vzorky 1éCiva tadalafil lze tedy povazovat za pomérné dobie

stabilni a veskera data budou dale analyzovana souhrnng.
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Obrazek 20: viechna namérend data rychlosti rustu linedarnich a kulatych krystali v zavislosti na
teploté temperace

Obrazek 20 zobrazuje vSechna naméfena data rychlosti rustu krystald v zavislosti na
teploté temperace béhem stabilitni studie. Z Obrazku 20 je ziejmy velky rozptyl hodnot
rychlosti rustu krystalt, dokonce rozdil az dvou radi. Presna pfi¢ina tohoto rozptylu neni piesné

znama.

Prvni moznou pfic¢inou rozptylu dat by mohly byt dva typy rostoucich krystali. To vSak
nepotvrzuje vizualizace v Obrazku 20, kde je vidét, Ze jednotlivé typy krystali maji podobny
rozptyl rychlosti rastu. Druhym divodem by mohl byt zpasob pifipravy amorfnich vzorkd.
Prestoze probihala vzdy stejnym zplsobem, mohlo dojit k drobnym odchylkam naneseného

mnozstvi materidlu na sklicko, prodlouzeni ¢i zkraceni doby taveni materialu, nebo také
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k fluktuaci teploty na tempera¢nim stolku. Tyto drobné odchylky by mohly zptisobit malou
zmenu struktury materialu, naptiklad povrchové defekty nebo vyS§si pnuti v materialu, a ovlivnit
tak cely proces krystalizace. Vzorky pfipravené ve stejnou chvili, které byly podrobeny
experimentiam pii dlouhodobém skladovani, v§ak tyto rozptyly dat vykazuji také, jak je vidét

v Obrazku 19.

Vzhledem k velkému rozptylu dat a tomu, Ze nebyly pozorovany vyznamné zmény
v rychlostech ristu krystala s dobou skladovani pfipravenych skelnych vzorka, byla vSechna
ziskana rastova data podrobena analyze jako jeden komplexni soubor dat. Z naméfenych dat
byla dle Arrheniovy rovnice (rovnice 9) vypoctena zdanliva aktivaéni energie rustu krystald,
Obrazek 21. Hodnota aktivaéni energie je 180 = 5 kJ/mol. Jelikoz praci zabyvajicich se touto
problematikou u léCiva tadalafil neni mnoho, muzeme tuto hodnotu porovnat naptiklad
s hodnotou namétenou v mé bakalaiské praci [30], v niz byla hodnota zjisténa v rozmezi
95-182 kJ/mol. Na rozdil od bakalaiské prace zde vSak nerostlo tolik typt krystalti a nebyl
patrny dvoji trend rychlosti rastu krystali. To muZze byt zpusobeno pouZzitim vstupniho

materialu od jiného vyrobce a o jiné Cistote.

In (u/pm.min™)
N
1
o 7
4
7’
n-/-
//
o, =»
’

y = -21,6846x + 49,005

E,=21,6846"8,314=180 kJ/mol
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1,8 2,0 2,2 2,4

1000/T [K]

Obrdzek 21: urceni aktivacni energie ristu krystalil
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K analyze rastovych dat na zaklad€ klasickych rastovych modela popsanych v kapitole

1.2.2., je zapotiebi ziskat povédomi o zméne Gibbsovy energie mezi krystalickou a amorfni
fazi, viskozité a parametru ¢.

Zmenu Gibbsovy energie 1ze dopocitat ze znalosti entalpie tani (103,39 J/g, tato prace)

a teploty tani (301 °C [17]) pomoci zjednoduseného Turnbullova modelu, rovnice 18 [31]:

_ AHygni-(Tm=T)
AG = eantCn=T) (18).

Hodnoty dynamické viskozity byly nalezeny v praci Stefanské [32] a lze je popsat

nasledujicim vztahem:

1257
lOgT] = —5+m (19)

Pro zjisténi hodnoty parametru £ jehoz hodnotu ziskdme z poupravené zavislosti

uvedené v rovnici 8, je nejprve potieba vypocitat hodnoty kinetického ¢lenu rychlosti rastu:

Ugin = - G (20).

1—e(R7)

Sestrojenim grafické zavislosti logaritmu kinetického ¢lenu rychlosti rastu na logaritmu
dynamické viskozity a naslednym proloZenim dat pfimkou, ziskame hodnotu parametru &, jak

je zobrazeno na Obrazku 22. Hodnota parametru ¢ je 0,6608.

TE LN
E ] T T y = -0,6608x + 4,1522
g b
2 \l\ 4
_8) Jd l \~\.
1_ . .\\\
&
2 T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9
log( m/Pa.s)

Obrdzek 22: urdeni parametru &
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Dalsi analyzou naméfenych dat mize byt urceni, dle jakého kinetického modelu rostou
krystaly v 1é¢ivu TADA. Pro to je potfeba vypocitat jest€ redukovanou rychlost rastu, coz
umoziuje vztah uveden v rovnici 21:

uné
Ur =~ 26, (21).
1—3(_W)
Déle potiebujeme znat hodnotu tzv. podchlazeni A7, které 1ze vypocitat jako rozdil 7}, tadalafilu

a 1'pfi experimentu.

Zavislost redukované rychlosti ristu na podchlazeni je ukazana na Obrazku 23. Vzhledem
k obrovskému rozptylu dat nelze uplné urcit vhodny model. Po zvazeni vSech odchylek
ziskanych dat lze ale predpokladat, ze redukovana rychlost prakticky nezavisi na podchlazeni

systému, a tudiz lze data prolozit modelem kolmého rustu.
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Obrazek 23: zavislost redukované rychlosti riistu krystalii na podchlazeni

52



Prolozenim dat kinetickym modelem kolmého riistu, jenz je znazornéno na Obrazku 24,
muzeme predikovat, jak se bude ménit rychlost rustu krystalti v zavislosti na teploté. Na zakladé
modelu kolmého ristu krystald byla urCena hodnota parametru ao, jenz znaCi polomér

atomti/molekul ucastnicich se difuze. Polomér te€chto molekul je 1,79 nm.

V praci Miclause a kolektivu [33] l1ze pro monoklinicky TADA nalézt hodnoty miizkovych
parametrd: @ = 9,894 A, b =7782 A a ¢ = 12,395 A. Nami zji§téna hodnota parametru ao
odpovida témto miizkovym parametrum. Lze tak pfedpokladat, ze pfi rastu krystala

v amorfnim TADA jsou strukturni jednotky pfipojovany po jednotlivych molekulach tadalafilu.

1E-3
1E-4
1E-5
1E-6
1E-7
1E-8
1E-9
1E-10
1E-11
1E-12
1E-13

1E-14
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—— predikce modelu kolmého rustu
1E-17 /

1E-18

1E-194 T T T T T T T Y 1
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TIKI]

u [m/s]

Obrdzek 24: predikce modelu kolmého ristu krystalii
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3.2. Invitro disolucni studie

Disoluéni studie rozpustnosti 1é¢iva tadalafil byla provedena pomoci aparatury SOTAX
AT7 Smart. Byla provedena studie pro tfi typy vzorku: krystalicky vzorek od vyrobce (>97 %
Cistoty HPLC, Acros Organics), amorfni a zakrystalizovany vzorek piipraveny v laboratofi.
Ve zvolenych ¢asovych intervalech byly pfistrojem z disolu¢nich nadob odebirany vzorky
média a ty ndsledné proméfeny pomoci UV-VIS spektrofotometru pii vinové délce 283 nm

s tiibodovou korekci pozadi.

Jednotliva zméfena data absorbance byla pfepoctena dle rovnice kalibra¢ni pifimky na
mnozstvi rozpusténého 1é¢iva a vynesena v zavislosti na dobé€ experimentu. Zavislosti byly poté
prolozeny pomoci Weibullova modelu (rovnice 13). Obrazky 25-27 zachycuji grafické

zavislosti pro kazdy typ vzorku.

krystalické I&Civo

2’0 7] B 3mg_1
® 3mg_2
184 A 10mg_1
’ 10 mg_2 A

e 1 Weibull 3 mg_1 A
D) 16 ——Weibull3mg_2
E 7| ——weibul1omg_ /
;‘ 1.4 Weibull 10 mg_2 /
=
B 12 i
E ]
» 1,0+
>N
8 ]
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g ]
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] ]
2 044
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Obrazek 25: prepoctend data pro krystalicky vzorek proloZenda Weibullovym modelem
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amorfni [&Civo
6 W 3mg_1
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10mg_2
Weibull 3mg_1
Weibull 3mg_2

— Weibull 10 mg_1
Weibull 10 mg_2

rozpusténé mnozstvi [€Civa [mg]

T T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200

t [min]

Obrdzek 26: pFepoctend data pro amorfni vzorek prolozend Weibullovym modelem

zakrystalizované amorfni 1&€ivo
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Obrazek 27: prepoctend data pro zakrystalizovany amorfni vzorek prolozena Weibullovym modelem

Parametry Weibullova modelu pro vSechny typy vzorka zobrazuje Tabulka 14.
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Tabulka 14: parametry Weibullova modelu

Weibull model: M, = M, - (1 — e~*wt®)

teoreticka navazka vzorku = 3 mg

realna .
N rychlost presnost
navazka L M./m o
typ vzorku My [mg] B rozpousténi prolozeni
vzorku ) [7e] 5
kw [minP] dat R
[mg]
1.73 0,69 £0,031 | 1,39 +0,058 0.01767 39.78 0,9924
Krystalicky (K) 231 0,76 £0,045 | 1,53 +0,084 0.01738 32.82 0.9882
prumér 0,72 1,46 0,01753 36,3 0,9903
3.52 226 +0,151 | 0,71 +0,031 0.00162 64,11 0,9928
Amorfni (Ar) 3,37 1.85+0,063 | 0,82 +0,051 0.00336 54.87 0.9853
prumér 2,05 0,76 0,00249 59,49 0,9891
2,74 1,02 £0,095 | 0,49 £0,029 0,00148 37,09 0,9931
Zakrystalizovany
34 1,02 £0,012 | 0,59 £0,019 0,00134 30,02 0,9975
amorfni (AK)
primér 1,02 0,54 0,00141 33,56 0.9953
teoretické mnozstvi vzorku = 10 mg
realna 5
N rychlost presnost
navazka o M./m .
typ vzorku Mo [mg] B rozpousténi prolozeni
vzorku ) [%0] 5
kw [min®] dat R
[mg]
8.52 1,84 £0,051 | 1,29 + 0,056 0.01793 21,65 0,9974
Krystalicky (K) 923 1,80 £ 0,038 | 1,22 +0,035 0.0172 19.46 0,9989
primér 1.82 1,25 0,01757 20,56 0.9982
9.81 4.11+0,187 | 0,74 + 0,047 0.00495 41,89 0,9723
Amorfni (Ar) 9.96 550 £+0,184 | 0,79 +0,038 0.00282 55.18 0.9922
primér 4.80 0,76 0,00389 48.54 0.9823
9.67 1,83 £ 0,068 | 0,62 +0,018 0.00179 18.89 0,9981
Zakrystalizovany
9.82 1,27 £0,010 | 0,74 + 0,017 0.00165 12,95 0,9896
amorfni (AK)
primér 1.55 0,68 0,00172 15.92 0.9939

Rozdilnost teoretické a realné navazky byla zptsobena ulpé€nim vzorku na sténé

1ékovky, z niz byl vzorek vysypan do disolu¢ni nadoby pii zahdjeni disoluéni studie.
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Z Tabulky 14 je patrné, ze pii studii mensi navazky vzorku, 3 mg lé€iva, doslo vzdy
k rozpusténi vice procent 1éCiva ve vodé nez pii navazce 10 mg 1éCiva. Muzeme si to vysvétlit
tim, Ze pfi menSim mnozstvi lé¢iva se 1éCivo rovnomeérné rozprostie po hladiné disolu¢niho
média, a naopak v pfipadé vsypani vétsi navazky vzorku muze dojit k shluknuti praskového
vzorku, a tak se zmensi sty¢na plocha mezi [é¢ivem a médiem. Pro tento typ Spatné€ rozpustného
1é¢iva by bylo vhodnéj§i pouzit disolu¢ni aparaturu v usporadani s vratnym valcem

¢i pratokovou celou.

Obrazek 28 je shrnutim vSech naméfenych dat béhem disolu¢ni studie rozpustnosti

TADA ve vodé.
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Obrazek 28: v§echna data z disolucni studie TADA

Vysledky disolué¢ni studie naznacuji, ze je zde patrné zvySeni rozpustnosti 1é¢iva po jeho
amorfizaci. Pokud amorfni vzorek podrobime krystalizaci, je z dat viditelné, ze je zde zhorSena
rozpustnost oproti amorfnimu lé¢ivu a rozpusti se podobné mnozstvi 1éCiva jako z krystalického

vzorku 1é€iva od vyrobce.
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Pti porovnani primérnych hodnot:

e z amorfniho rozetreného vzorku (Ar) se rozpustilo az 2,8x vice léCiva nez
z krystalického (K). Procentuélni porovnani uvadi o 23-28 % vice rozpusténého léCiva

v ptipadé Ar oproti K. Rychlost rozpousténi je vSak radove vyssi u krystalického 1é¢iva.

Nizsi rychlost rozpousténi Ar oproti K muze byt zpisobena napfiklad tim, ze béhem
ptipravy amorfniho vzorku mohlo béhem taveni dojit k teplotni degradaci 1€Civa, ¢i tvorbé

nespecifikovaného produktu, ktery nasledné ovliviiuje rychlost rozpousténi amorfniho vzorku.

e pii porovnani Kkrystalického (K) a zakrystalizovaného amorfniho (AK) IéCiva, je
rozpusténé mnozstvi K pfi nizs§i navazce mensi, pfi vyS$si navazce nepatrné vetsi nez
rozpusténé mnozstvi AK. Z navazky K se rozpustilo o 3-5 % vice 1éCiva nez z AK.

Rychlost rozpousteéni K je fadove vétsi nez AK.

Vliv na vSechny hodnoty mize mit také to, ze pfi studiich dochazelo k prilepeni praskového

vzorku k padélkiim pfistroje, nebo vzorek plaval na hladiné ¢i naopak u dna nadoby.

V zadném experimentu nedoslo k uplnému rozpusténi veskerého mnozstvi vzorku. Béhem
studii doslo v redestilované vod¢ k rozpusténi maximaln€ 60 % navéazky, a to v piipade studie
amorfniho rozetfeného vzorku. Mé&me , fiktivniho pacienta®, jenz ma v zilach misto krve
a v zaludku misto kyseliny chlorovodikové a dalSich latek, pouze redestilovanou vodu. Tento
pacient by uzival 1é¢ivo TADA. Takovy pacient by musel pro dosazeni terapeuticky ucinné
koncentrace 1é¢iva v krvi (v naSem ptipadé redestilované vod¢€) poziit veétsi mnozstvi 1éCiva,
nez bylo vsypano do sklenéného zaludku. Pfi uziti stejného mnozstvi, jako bylo vsypano do
zaludku, by pravdépodobné vibec nedosSlo k pozadovanému uCinku 1éCiva, vlivem

nedostatecné koncentrace 1é¢iva v krvi (redestilované vodé).

V ¢lanku publikovaném Wet a kol. [24] se uvadi, ze pro krystalicky TADA byla zjisténa
rychlost rozpousténi 0,0011-0,0017 min™ a pro amorfni TADA 0,0042 min™'. V nasi studii se
krystalické 1é¢ivo od vyrobce rozpousti rychlosti 0,0172-0,01793 min®, amorfni rozetfené
1é¢ivo 0,00162-0,00495 min™®, zakrystalizovany amorfni vzorek 0,00134—0,00179 min™.
Z vysledkt provedené disolucni studie plyne, ze rychlost rozpousténi amorfniho vzorku
zakrystalizovaného 1éCiva odpovida datim ve studii Wei a kol. Pro¢ se puvodni krystalické

1é¢ivo rozpousti rychleji v§ak neni zndmo.

58



4. Zavér

V této diplomové praci byl studovan rast krystal v amorfni forme 1€Civa tadalafil, a také

stabilita 1éCiva v zavislosti na zpusobu a dobé skladovani. Rovnéz byl studovan vliv amorfizace

vzorku na jeho rozpustnost v redestilované vode. Vysledky této prace lze uvést

v nékolika bodech:

I pres identicky zplsob pfipravy vSech amorfnich vzorki TADA, se v prubéhu
temperace za raznych teplot tvofily dva typy krystald.

Zména velikosti krystald byla na pocatku experimentd linearni s ¢asem, b&hem
temperace poté ob¢as dochazelo k odchylce od linearniho prabéhu. At uz vlivem tvorby
shlukd krystalt, snizenym mnozstvim vzorku, nebo z divodu pomalej§iho presunu
strukturnich jednotek na rozhrani krystal-podchlazena tavenina.

S vyuzitim optického mikroskopu a grafické zavislosti velikosti krystali na Case
temperace pii dané teploté, byly ze smérnice linearnich Casti v nejstrméjsi Casti
zavislosti urCeny rychlosti rastu krystalt.

Pomoci Arrheniovy zavislosti rychlosti rastu na teploté, byla vypoCtena aktivaéni
energie rustu krystalti. Hodnota aktivacni energie je 180 £ 5 kJ/mol.

Ze zavislosti redukované rychlosti rastu na podchlazeni bylo ureno, ze krystaly v tomto
l€Civu ziejmé rostou tzv. kolmym ristem a data lze prolozit kinetickym modelem
kolmého rastu a predikovat tak, jak budou krystaly rast v Sirokém teplotnim intervalu.

Stabilitni studie ukazala, ze vliv zptsobu a délky skladovani je zanedbatelny vzhledem
k samotnému rozptylu rastovych dat pii dané teploté. Amorfni vzorky TADA lze
povazovat za pomerné dobfe stabilni.

S vyuzitim disolu¢ni aparatury SOTAX AT7 Smart byly provedeny disolu¢ni studie pro
3 typy vzorku 1é¢iva TADA: vzorek krystalicky, amorfni a zakrystalizovany amorfni.
Pomoci fitovani namétenych dat v programu Origin kinetickym Weibull modelem, byly
zjistény parametry M, B a kw.

Z disolu¢nich studii plyne, ze ackoliv je rychlost rozpousténi amorfniho lé¢iva
v redestilované vodé fadoveé pomalejsi nez 1é¢iva krystalického, ve vysledku dojde
k rozpusténi az témert trojnadsobné vét§imu mnozstvi 1éCiva.

V této praci se krystalické 1é¢ivo rozpousti rychlosti 0,0172—-0,01793 min®, amorfni
rozetfené 1é¢ivo 0,00162-0,00495 minP a zakrystalizovany amorfni vzorek

0,00134-0,00179 min®.
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