Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Termokineticka charakterizace 1é¢iva griseofulvinu

Diplomova prace

2024 Bc. Katetina Kozlova



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2023/2024

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a piijment: Be. Katefina Kozlova

Osobni gislo: c22411
Studijni program: N0531A130035 Fyzikilni chemie
Téma prace: Termokineticka charakterizace légiva griseofulvin

Téma prace anglicky:  Thermokinetic characterization of the griseofulvin drug
Zadavajici katedra:  Katedra fyzikalni chemie

Zéasady pro vypracovani

1. Wypracujte teoretickou rederSi na téma diferenéni skenovaci kalorimetrie, termogravimetrie, Rama-
nova spektroskopie a jejich wyuZiti ve farmacii.

2. Studujte termické chovani vwybrané farmaceutické substance metodou diferenéni skenovac kalori-
metrie, termogravimetrie, Ramanovy spektroskopie.

3. Provedte analyzu experimentalnich DSC krystalizaénich dat pomoci softwarového wybaveni.

4. Vyuzijte metod strukturni analyzy k provedeni strukturni charakterizace wybraného 1&éiva.

5. Wyuzijte metody disoluce k ziskani informace o farmakokinetickém chovani studované Gginné latky.
6. Diskutuje wysledky krystalizaéni, strukturni analyzy a disoluéniho testu.

7. Vysledky zpracujte formou zavéretné prace.

Seznam odborné literatury: Vedkera dostupna odborna literatura.



Rozsah pracovni zpravy:
Rozsah grafickych praci:
Forma zpracovani diplomové prace: tisténa

Seznam doporudendé literatury:

Vedouci diplomové prace: Ing. Daniela Ko3tilova, Ph.D.
Katedra fyzikalni chemie

Konzultant diplomové préce: Ing. Roman Svoboda, Ph.D.

Katedra fyzikalni chemie

Datum zadani diplomové préice: 29. dnora 2024
Termin odevzdani diplomové prace: 10, kvétna 2024

LS
prof. Ing. Petr Némec, Ph.D. v.r. doc. Ing. Alena Komersova, Ph.D. v.r.
dékan vedouci katedry

W Pardubicich dne 29. Gnora 2024



Prohlasuji:
Praci s nazvem Termokineticka charakterizace 1éCiva griseofulvinu jsem wvypracovala
samostatn€. Veskeré¢ literarni prameny a informace, které jsem v praci vyuzila, jsou uvedeny v

seznamu pouzité literatury.

Byla jsem seznamena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze
zakona €. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o
zméné nékterych zakont (autorsky zakon), ve znéni pozdéjsSich predpist, zejména se
skuteCnosti, ze Univerzita Pardubice ma pravo na uzavieni licen¢ni smlouvy o uziti této prace
jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zakona, a s tim, ze pokud dojde k uziti této
prace mnou nebo bude poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice
opravnéna ode mne pozadovat pfiméfeny piispévek na thradu nakladi, které na vytvoreni

dila vynalozila, a to podle okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Beru na vé€domi, ze v souladu s § 47b zékona €. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach a o zméné
a doplnéni dalSich zakond (zakon o vysokych Skolach), ve znéni pozd¢€jSich predpist, a
smérnici Univerzity Pardubice €. 7/2019 Pravidla pro odevzdavani, zvefejiiovani a formalni
upravu zave€re¢nych praci, ve znéni pozd€jSich dodatkt, bude prace zvefejnéna

prostfednictvim Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 9. kvétna 2024

Katefina Kozlova v.r.



Podékovani

Timto bych rada pod€kovala vedouci mé diplomové prace Ing. Daniele
Kostalové, Ph.D. za pfistup, odborny dohled a ochotu. Dale bych chtéla pod€kovat Ing. Marii
Nevyhosténé za odborny dohled a predevsim panu Ing. Romanu Svobodovi, Ph.D. za

obé&tovany Cas a za cenné rady pii zpracovani dat v této praci.

Obrovské podekovani patii také moji rodin€ za podporu pfi studiu.



ANOTACE

Predlozena diplomova prace je zaméfena na zkoumani amorfniho l1é¢iva griseofulvinu, které
se pouziva jako antimykotikum k 1é¢be plisnové infekce. Griseofulvin byl zkouman tadou
metod. Ke zkoumani krystalizace slouzila optickd mikroskopie a diferencni skenovaci
kalorimetrie. Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie byla taktéz pouzita ke zkoumani kinetiky
krystalizace a nasledné¢ pomoci kinetického modelu byla urfena predikce chovani
griseofulvinu. Dal$i pouzitd metoda v této praci byla termogravimetrie, pomoci které byl
zkouman teplotni rozklad griseofulvinu. Nakonec byl griseofulvin podroben disolu¢ni

zkousce, ktera je pro farmaceuticky pramysl velmi dilezita.

KLIiCOVA SLOVA

termickd analyza, diferencni skenovaci kalorimetrie, termogravimetrie, Ramanova
spektroskopie, mikroskopie, disolu¢ni zkouska, stabilita, amortni latky, griseofulvin, kinetika,

krystalizace, tepelné rozklady

TITLE

Thermokinetic characterization of the Griseofulvin drug

ANNOTATION

The presented diploma thesis is focused on the investigation of the amorphous drug
griseofulvin, which is used as an antifungal drug for the treatment of fungal infection.
Griseofulvin has been investigated by a number of methods. Optical microscopy and
differential scanning calorimetry were used to investigate crystallization. Differential
scanning calorimetry was also used to investigate the kinetics of crystallization, and then a
kinetic model was used to predict the behavior of griseofulvin. Another method used in this
work was thermogravimetry, which was used to investigate the thermal decomposition of
griseofulvin. Finally, griseofulvin was subjected to a dissolution test, which is very important

for the pharmaceutical industry.

KEYWORDS

thermal analysis, differential scanning calorimetry, thermogravimetry, Raman spectroscopy,
microscopy, dissolution test, stability, amorphous substances, griseofulvin, kinetics,

crystallization, thermal decompositions
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UvVOD

Do popiedi farmaceutického vyzkumu se v dnesni dob& dostavaji pravé amorfni
1é¢iva. Diky amorfnim 1éCivim mizeme dosahnout vys$si rozpustnosti a tim i vy$si biologické
dostupnosti obtizn€ rozpustnych 1éCiv oproti jejich krystalickym proté&jskim. Pravé nizka
biologickd dostupnost je odpovédnd za ekonomické problémy, nebot pii vyrobé léku, je
nezbytné pouzit vétsi mnozstvi farmaceuticky u¢inné latky. Dale muze zpusobit zavazné
vedlejsi GCinky, jestlize se absorbuje abnormalné velké mnozstvi 1é¢iva v dusledku
specifickych ucinka pacienta. OvSem 1éCiva v amorfni forme maji v prub&hu Casu (skladovani
nebo vyroby) tendenci krystalizovat. Amorfni 1é¢iva maji vyssi molekularni mobilitu a tim
i daleko rychlejsi povrchovou krystalizaci nez objemovou. Tato povrchova krystalizace

zpusobuje pomalé rozpousténi 1€Civ a jejich horsi stabilitu.

Lécivem, kterym se budeme zabyvat v této diplomové praci, je griseofulvin, ktery se
pouziva na 1écbu plisniového onemocnéni kize, nehtt a vlasu. Griseofulvin spada do skupiny
1é¢iv, které jsou malo rozpustné ve vod€. Proto toto 1é€ivo bude pfipraveno v amorfni forme

a bude dale zkoumano fadou dulezitych metod.

Abychom dokazali predikovat chovani amortniho griseofulvinu pii jakychkoliv
podminkach a urcit tak jeho dlouhodobou fyzickou stabilitu, je nutné znat termické vlastnosti
a kinetiku krystalizace griseofulvinu. Kinetika krystalizace griseofulvinu byla zkouména
pomoci metody termické analyzy, konkrétné diferencéni skenovaci kalorimetrii (DSC).
Pomoci DSC metody byla zkoumana a charakterizovana pouze nejkritictéjsi velikostni frakce
Castic griseofulvinu (50 — 125 um), protoze nejjemnéjsi Castice byvaji neymén¢ stabilni.
Krystalizace amorfniho griseofulvinu bude také zkoumana pomoci optické mikroskopie. Déle
bude zkoumana kinetika rozkladu griseofulvinu pomoci termogravimetrie (TG). Jako posledni
dilezita metoda bude vybrana disolu¢ni zkouska, predevsim diky své dulezitosti pro
farmaceuticky primysl. Disolu¢ni zkouska nam umozni predpovedet vstiebani 1éciva
v lidském organismu (in vivo) a dale ndm umozni urcit mechanismus, kterym se léCivo
uvoltiuje z lékové formy. Disolucni zkouska byla provedena pro vSechny velikostni frakce

griseofulvinu.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. GRISEOFULVIN

Latka zkoumana v této diplomové praci je griseofulvin (GSF) (Obr. 1), Ci17H17C1Oe,
ktery byl poprvé separovan zPenicillium griseofulvum I Albertem F. Oxfordem
a dal§imi v roce 1939. I 21 Dnes jsou znamy dal§i druhy hub rodu Penicillium, které téz
produkuji griseofulvin (napf. P. urticea, P. raistrickii a mnoho dalgich). Bl GSF je krystalicky
prasek bilé, krémové az nazloutlé barvy . Zakladni chemické a fyzikalni vlastnosti

griseofulvinu jsou uvedené v prehledu nize.

o Teplota tani: 220 °C 14l

o Teplota krystalizace: 130-150 °C I°]

o Teplota skelného piechodu: 88 °C !

o Opticka rotace: [a]h’+376 © [4

o Hustota: 1,358 g/cm? !l

o Relativni molekulova hmotnost: 352,77 g/mol 4l

o Rozpustnost: rozpustny v acetonu, chloroformu a dimethylformamidu; mélo rozpustny

v ethanolu a methanolu; velmi malo rozpustny ve vodé (0,2 g/l pfi 25 °C) 14!

Z prehledu si muzeme vSimnout, ze griseofulvin je latka, ktera je velmi malo
rozpustna ve vodg, [ coz ma za nasledek velmi nizkou biologickou dostupnost. [ P¥i nizké
biologické dostupnosti se pii vyrob€ 1éCiva pouziva vét§i mnozstvi aktivni farmaceutické
substance (API), které mize zpusobit jednak ekonomické problémy, ale také vedlejsi ucinky,
pokud se abnormalné& absorbuje velké mnozstvi v disledku specifickych téinkd pacienta. U]
Z divodu téchto skutecnosti se do vyzkumu dostavaji 1éCiva v amortni form¢, jelikoz diky
nim lze dosahnout vy$8i rozpustnosti Spatné rozpustnych [é¢iv a tim padem 1 jejich
biodostupnosti. Vice o vyhodach a komplikacich amorfnich 1éCiv v kapitole 1.3.
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1.1.1. POUZITI A MECHANISMUS UCINKU

Griseofulvin je API, kterda ma vyuziti v antifungalnich 1é¢ivech, které se podavaji
peroralné k 1é¢bé dermatofytozy tj. plistiova infekce kiize, nehtl a vlast u lidi i zvifat, [®
kterou nelze vylégit jinymi antimykotiky. 1! Pdsobi pouze na dermatofyty, coz jsou houby,
které ke svému rustu potiebuji keratin, jsou tedy omezeny na vlasy, nehty a povrchovou kuzi.
Bl 7 dtivodu vzniklé rezistence, griseofulvin uz dermatofyty nehubi, ale pouze umirfiuje jejich
rist. 1% Mechanismus, kterym griseofulvin inhibuje rlst plisfiovych bunék, je zalozen na
zablokovani bunék v prechodu mezi fazemi Go/M bun&éného cyklu. 'l (v G, fazi se buiika

chysta na prechod do faze M (mitdzy), kde se butika rozdéli na dvé dcefiné buiiky). [1!

Kromé toho, Ze je to antifungalni 1é&ivo, ¥l neddvno bylo potvrzeno, ze ma
antiproliferativni vlastnosti pro rizné typy rakovinnych bunék (inhibice rastu nadora)
u athymickych my3i. Griseofulvin inhibuje butiky MCF-7 ! (lidské buiiky rakoviny prsu).
131 Koncentrace GSF potiebna k inhibici riistu sav&ich bun&k je daleko vyssi nez koncentrace
potfebna k inhibici houbovych bunék kvili jeho niz§i afinit€ k savCimu tubulinu proti
houbovému tubulinu. 11 1l Experimenty ukazaly, ze griseofulvin inhibuje mitozu zpGsobem,
ktery se podoba ti¢inkiim kolchicinu, [ ktery se vaze na tubulin a tim je schopen blokovat
prodluzovani mikrotubuld. Tyto latky jsou oznaCovany jako mitotické jedy, inhibitory
mikrotubul@l nebo antitubulinové latky a jejich Gc¢inek na buriku je smrtici, ovSem cilenym
zasahem téchto latek do nadorovych bun€k lze dosahnout inhibice jejich rastu. Z tohoto
divodu se zajem o tyto latky neustale zvysuje a prakticky se vyuzivaji v mediciné jako 1éCiva

zhoubného bujeni. [°]

1.1.2. TOXIKOLOGIE

Pokusy na zvifatech ukézaly existenci naznaku karcinogenni aktivity u né€kterych
druhti, ™ & 1 nap¥. u potkant griseofulvin méni homeostazu hormoni $titné zlazy a studie na

[4,

mySich prokazaly hepatokarcinogenni ucinky. 71 Mezinarodni agentura pro vyzkum

rakoviny (IARC) nevyloucila karcinogenni u¢inky u Cloveka, protoze neexistuji dostatecné

diitkazy pro posouzeni karcinogenity. 7]

Griseofulvin lze pokladat za genotoxicky na zakladé své schopnosti zpusobit
aneuploidii v bunkach hlodavcl in vitro a in vivo a v lidskych bunkach in vitro. U zvirat,
kterym byly podavany vysoké davky griseofulvinu, se projevily embryotoxické a teratogenni
ucinky. Griseofulvin ma taktéz schopnost projit pres lidskou placentu, z tohoto davodu nejsou

pravé gravidni pacientky léeny pomoci griseofulvinu. '8!
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1.2.  GRISEOFULVIN A POLYMORFISMUS

Polymorfismus je jev, pii kterém jedna chemicka latka muze vykrystalizovat ve dvou
nebo vice polymorfnich modifikacich (polymorfech). [ 21 Jednotlivé polymorfy se od sebe
odlisuji svymi fyzikéalné — chemickymi vlastnostmi. Mezi tyto vlastnosti patii barva, teplota
tani, index lomu, rozpustnost, vodivost a tvrdost. [l Polymorfismus je tedy ddleZitym jevem

pfi vyrobé pigmentd, vybusnin a predeviim 1é¢iv.

U API hovofime o pevnych forméch neboli fazich, tim jsou mysleny krystalické
polymorfy, amorfy, solvaty nebo hydraty. [°! Stanoveni rliznych polymorfi API je zasadnim
krokem ve vyvoji farmaceutického 1€Civa, protoze strukturni rozdily maji silny vliv na
terapeutické vlastnosti 1€Civ, jako je fyzikdlni a chemicka stabilita véetné rozpustnosti,
rychlost rozpousténi a biologicka dostupnost. 2! Polymorfie ma mnoho vyhod a zahrnuje
zaroven nekolik problému, které jiz byly zminény, a tykaji se rozdilnych fyzikalnich
a biologickych vlastnosti. Generické firmy mohou najit v polymorfnim chovani substanci jisté
vyhody, které umozni obejit patenty originalnich firem. Originalni vyrobce si ovSem muze

patentovat i viechny jeji nalezené formy. 1°1

Dodnes vSak neexistuje jednoznac¢na predikce poCtu ruznych pevnych forem dané
aktivni molekuly. Proto jsou stale vylepSovany analytické metody pro rozliSeni a stanoveni
polymorfi. Mezi nejdulezitéj§i metody patii rentgenova difrak¢ni analyza (RDA) — priklad
tohoto méfeni je zobrazen na Obrazku 2, a dale infratervend (IC) spektroskopie, nuklearni
magneticka rezonance (NMR) v pevné fazi a studium tepelného rozkladu. ' 2°1 Pro studium
polymorfi se dale vyuziva diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC), ktera umozni
i charakterizaci jednotlivé krystalické modifikace zkoumané latky. Z DSC méfeni lze
odhadnout jaka forma je stabilngjsi a pii kterych teplotach. ['!l Jednotlivé polymorfy jsou
znaeny obvykle fimskymi ¢islicemi (I, II, III) nebo feckymi pismeny (o, B) a jsou stabilni

v uréitém charakteristickém teplotnim rozmezi. %1

Griseofulvin je 1é¢ivo spadajici do II. tfidy podle biofarmaceutického klasifika¢niho
systému (BCS), coz znamend, ze ma nizkou rozpustnost a vysokou permeabilitu. 22! Prvni
krystalova struktura tedy nejstabilngjsi forma (forma I) griseofulvinu byla popsana jiz v roce
1977. OvSem nasledné pokusy ziskat dalsi polymorfy pomoci krystalizaci roztoku pfinasely
stale jiz znamou krystalickou formu (formu I). Nékolik desetileti bylo toto 1é¢ivo povazovano
za monomorfni (pouze jedna krystalicka struktura). V nedavné studii, v roce 2013, Descamps

a jeho spolupracovnici [l objevili pomoci krystalizace z taveniny dvé nové polymorfni formy
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(forma II a forma III), které byly charakterizovany pomoci RDA a DSC. I 231 Ptestoze jsou

nalezené nové formy metastabilni ve srovnani s formou I, maji pfi pokojové teploté dlouhou

zivotnost. [ Pevné skupenstvi API muze hrat dilezitou roli v biologické dostupnosti,

vzhledem k tomu, Ze metastabilni fize vykazuji vy$§i rozpustnost nez stabilni forma. 2%

Intensity (arbitrary units)

I
)
| |
| |
| |
|
|

Form 11

Form 111

20(°)

Obrdzek 2: Difrakcni obrazce pro t7i polymorfni formy griseofulvinu — shora dolii:

krystalickd forma I, krystalickd forma Il a krystalickd forma II1. 1Y
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1.3. AMORFNI LATKY

Jak jiz bylo uvedeno, amorfni 1é¢iva maji velkou rozpustnost a zvySenou biologickou
dostupnost oproti jejich krystalickym proté€jskim, poutaji tedy velkou pozornost. Jejich
struktura je tvofena prudkym ochlazenim roztaveného materialu. **! Bohuzel ani 1é¢iva
v amorfni formé nejsou dokonala a maji snahu v prubéhu casu (skladovani ¢i vyroby)
pfechazet na stabiln€jsi krystalické formy. Postupné prechdzeni amorfni formy na
krystalickou muze zapfiCinit Spatnou stabilitu a pomalé rozpousténi 1é¢iva, a tim by se

eliminovaly vyhody amorfniho 1é&ivého piipravku. [7- 2!

Krystalizaci amorfnich 1€¢iv 1ze pozorovat pomoci nekolika experimentalnich technik,
které se déli na ptimé a nepfimé metody. [l Mezi pfimé metody se fadi mikroskopie. Priibéh
krystalizace lze taktéz sledovat metodami nepfimymi, mezi které se fadi naptiklad metody

termické analyzy. [27]
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1.4. OPTICKA MIKROSKOPIE

Opticka neboli svetelnd mikroskopie je jednoduché a rychld zobrazovaci metoda. Tato
metoda umoznuje rozliSit mikroskopické objekty a struktury, které jsou normalné nas§im okem
nepozorovatelné. Nachazi tedy vyuziti pro svou pfistrojovou 1 finan¢ni nendro¢nost
v prumyslovych, vyzkumnych a klinickych pracovistich. Opticka mikroskopie slouzi
predev§im k pfiblizeni materialQ, jako jsou napfiklad rostlinné a Zivocis§né bunky, stavebni
materialy a rizné lékové formy, u kterych jsou sledovany morfologické vlastnosti, jako je

velikost a tvar ¢astic, pfipadné tloustka filmu. (252

Jestlize sledujeme amorfni 1é¢ivo optickym mikroskopem, jehoz krystalicka a amortni
faze maji rozdilné optické vlastnosti, muzeme pozorovat velikost a rychlost rustu krystala,
jejich tvar a Cetnost. Jsme také schopni ur€it, zda se krystaly nachazi pouze na povrchu

vzorku nebo v jeho objemu. [27]

Svételny mikroskop (Obrazek 3) se sklada ze tii hlavnich Casti — optickd soustava,
osvetlovaci soustava a mechanické zafizeni. Optickd soustava zahrnuje objektiv, okulér
a tubus. Objektiv je tvofen soustavou Cocek vytvarejici skuteCny zvétSeny a prevraceny obraz
objektu. Okular dovoluje sledovani vzorku vlastnim okem a zobrazuje pozorovany predmét
zvétSeny a skute¢né orientovany. Tubus udrzuje okular ve spravné vzdalenosti od objektivu.
(28, 301 Qgvétlovaci soustava obsahuje zdroj svétla. Pozorujeme-li prihledny predmét, je
osvétlen prochazejicim svétlem, pokud je naopak pozorovan predmét nepruhledny, osvétluje
se svétlem odrazenym. B° Mechanickd &ast neboli stativ drzi stolek se vzorkem a télo

mikroskopu. 1!

22
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Obrdzek 3: Konstrukce optického mikroskopu. %%/

K pozorovani se vyuziva viditelna ¢ast spektra, jedna se tedy o vinové délky v rozpéti
420 — 760 nm. Opticky mikroskop umoziiuje rozlisit detaily az o velikosti 0,2 um, bohuzel
tuto rozliSovaci schopnost nejsme schopni zlepSit ani pfidanim kvalitn€jSich nebo vétsich

Socek, nebot je dana vinovou délkou. 1%
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1.5. TERMICKA ANALYZA

Za pocatek vzniku termické analyzy (TA) miZeme povazovat rok 1887, kdy Le Chatelier
vydal své vysledky vyzkumu tykajiciho se termického chovani jilovitych hornin metodou,
ktera se velmi podoba diferencni termické analyze (DTA) ovSem bez reference. Méfici

a piistrojova technika byla k dispozici koncem 19. stoleti a tim byly polozeny zaklady TA.3%

TA predstavuje skupinu metod, mezi které fadime prave takové experimentalni metody,
které analyzuji zmény slozeni a zmény fyzikaln€ chemickych vlastnosti latek (napf. hmotnost,
vodivost, energii a dals§i) pusobenim stanovenych teplotnich zmén jako dynamickou funkci
teploty. ! Znalost t&chto vlastnosti ve farmaceutickém primyslu je ddlezitym krokem

k formulaci stabilniho a vyhovujiciho lékového piipravku. 13!

Nazvy jednotlivych metod TA jsou obvykle odvozeny od vlastnosti, které jsou danou
metodou zkoumany. Mezi primarni metody TA se fadi metody uvedené v Tabulce 1, od

t&chto metod jsou odvozeny dalsi metody tzv. sekundarni jako je naptiklad dilatometrie. 12!

Metoda Zkratka Sledovand vlastnost
Termogravimetricka analyza TG Hmotnost
Diferenc¢ni termicka analyza DTA Rozdil teplot

Difeg?i?iirzl;;?:\,ad DSC Rozdil teplot nebo energie
Termooptické analyza TOA Optické vlastnosti
Termomechanické analyza T™A Rozmeér a mechanické vlastnosti
Termoelektricka analyza TEA Elektrické vlastnosti
Termoakustické analyza - Akustické vlastnosti

Moderni pfistroje, které umoziuji soucasné meteni vice vlastnosti béhem jednoho
experimentu, se oznacuji jako simultanni termickéd analyza (STA). Mezi nejvice rozsifenou

dvojici metod patii TG-DTA a TG-DSC, nebot se dobte dopliiuji. 1

V diplomové praci se bude vyuzivat diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC)
a termogravimetrie (TG), které jsou nejCastéji vyuzivanymi metodami TA pii vyzkumu

a vyvoji 1é¢iv. B4
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1.5.1. DIFERENCNI SKENOVACI KALORIMETIE

Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC, differential scanning calorimetry) je jednou
z nejvyznamnéjsich a nejCastéji pouzivanych metod TA ve farmaceutickém pramyslu. Tato
metoda ma ovSem uplatnéni i v ostatnich odvétvich praimyslu zabyvajicich se napt. vyrobou
skla, keramiky, potravin, plastd a polymerd. 3% 3% 31 DSC je nejéast&ji vyuzivana pii uréeni

skelnych prechod, teplot tani a krystalizaci nejriznéjSich materiald.

Principem DSC metody je udrzeni stejné teploty analyzovaného a referen¢niho
vzorku, které jsou soucasné zahfivany pod jednotnym teplotnim programem. 32! Vyhodou
DSC je pouziti malého mnozstvi vzorku, které se pohybuje od 1 mg do 100 mg. [3% 34
Pracovat s takto malou navazkou je doporuCeno proto, aby se minimalizovaly tepelné
gradienty a tepelné ztraty ve vzorku a byla tak zvy$ena u¢innost méteni. B¢ Navazené vzorky
jsou umistény nejcasteji v kovovych kelimcich, které zajistuji dokonaly kontakt s topnym

t&lesem a teplotnimi ¢idly. 13

Existuji dva typy DSC metod, bud’ kompenzacni DSC (power compensation DSC)
nebo DSC s tepelnym tokem (heat flux DSC, hf-DSC). 132!

15.1.1. KOMPENZACNI DIFERENCNI SKENOVACI KALORIMETRIE

DSC s kompenzaci prikonu (Obr. 4) udrzuje nulovy teplotni rozdil mezi referenénim
a analyzovanym vzorkem. Dany vzorek a reference jsou umistény ve své mefici cele, ktera
ma svij tepelny zdroj a jsou zahfivany nebo ochlazovany stejnou rychlosti. Aby se zabranilo
tepelnému toku mezi nimi, jsou od sebe tepelné izolovany. Kompenzacni DSC tedy méfi
energii, kterda je potfebna k vyrovnani teplot mezi referenci a vzorkem. Pokud
v analyzovaném vzorku dojde ke krystalizaci (exotermni dg&j), je teplota analyzovaného
vzorku vysSi oproti referenCnimu vzorku a aby doSlo k vyrovnani teplot s referencnim
vzorkem, je do analyzovaného vzorku dodano mén€ energie oproti referencnimu vzorku.
A naopak, v pfipadé, ze dojde k tani vzorku (endotermni d¢j), je dodana energie do
analyzovaného vzorku a teplotni rozdil mezi referenci a vzorkem je tak vynulovan. Diky
kompenzaci pfikonu zistava v obou vzorcich stejna teplota. Mérna velicina je tedy elektricky

piikon, ktery je potiebny k udrzeni stejné teploty v obou identickych celach. 3% 34
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1.5.12. DIFERENCNI SKENOVACI KALORIMETRIE S TEPELNYM TOKEM

DSC s tepelnym tokem méeii rozdil teplot referencniho a analyzovaného vzorku.
Rozdil teplot je urCen z rozdilu termoelektrickych napéti jednotlivych termoclankd a je
zaznamenavan jako zavislost tepelného toku na teploté. Vystup zobou DSC metod je

analogicky a vzdjemné porovnatelny. 3% 3334

Pristroj pro DSC s tepelnym tokem se sklada z jedné cely. Ve spole¢né kalorimetrické
cele jsou umistény kelimky s referenci 1 analyzovanym vzorkem. Oba kelimky jsou polozeny
na samostatnych teplotnich ¢idlech a jsou navzajem spojeny tepelnym mostem, jak je vidét na

Obrazku 5. 34371
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1.5.13. VYSTUP Z DIFERENCNI SKENOVACI KALORIMETRIE

Vysledny zaznam z meéteni na DSC pfistroji je tzv. DSC kfivka. Pokud je méfeni
provadeéno za neizotermnich podminek, je vysledkem méfeni zavislost tepelného toku @ na
teplot¢ T, ktera je zobrazena na Obrazku 6. Jednotlivé efekty na DSC kiivce odpovidaji
tepelnym procesim, které probihaji ve vzorku. Detail termického efektu spolecné s liniemi

a charakteristickymi teplotami je zobrazen na Obrazku 7. ¥l

krystalizace

skelny B
peghad / degradace '
|
I
X \ !
(o] 1
3, :
2 /_/ !
[} [ =
o s \ i
2 z s :
< ! Lo ; Baseline
% : 1 ] !
1
. 1
i b ! i Zeroline
S

Teplota — To T T Te Tn

Teplots ——————pp

Mezi charakteristické linie DSC kiivky patfi nulova linie (tzv. zeroline), ktera
predstavuje kiivku na DSC zdznamu ziskanou z méteni, kdy kalorimetr obsahuje prazdné
kelimky. 33°1 Druhou linii je zakladni linie (tzv. baseline), ktera odpovidd méfeni, kdy
vzorek nevykazuje termicky efekt, jako je spotfeba nebo uvolnéni tepla. Tato linie by tedy

méla byt v celé analyze nemé&nna. 3%

Typické teploty DSC ktivky jsou definovany nasledovné. Pocatecni teplota piku To
je definovana pro misto, kde se kfivka zaCind odchylovat od zékladni linie. Extrapolovana
pocatecni teplota Te neboli ,teplota onset™ urCuje teplotu fazového prechodu a nalezneme ji
tam, kde ¢ara vedena linearnim tisekem stoupajiciho piku protina zakladni linii. B! Teplota
piku v jeho maximu Tp je maximalni rozdil mezi DSC kiivkou a zékladni linii. Dale
[39,40]

extrapolovana koncova teplota T¢ a teplota konce piku Tn.
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Pokud je ustaleny stav naruSen produkci nebo spottebou tepla vzorkem, objevi se na
DSC kiivce typické efekty. Tyto tepelné prechody jsou na DSC kiivce zobrazeny pomoci
piki nebo pouze schodem na DSC kiivce, ktery je zpusoben skelnym piechodem
charakterizovanym teplotou skelné transformace. [*°! Pik, ktery je spojeny s endotermickym
procesem — tani, charakterizuje Cistotu latky a jeji zneCisténi. Pokud ptrechazi amorfni faze
v krystalickou, je viditelny exotermicky pik. *?! Entalpie AH probihajiciho procesu je pfimo

imérn4 plose piku nad nebo pod zakladni linii. 14!
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1.5.2. TERMOGRAVIMETRIE

Termogravimetrie (TG, thermogravimetry) je dal$i zakladni metodou termické analyzy
a studuje zmény hmotnosti probihajici v analyzovaném vzorku v zavislosti na teploté.
Z termogravimetrického méfeni je mozno ziskat presné udaje o dehydrataci a oxidaci, ale také

teplotu, pii které dochazi k rozkladu latky. 341421

Pristroje pro termogravimetrii tzv. termovahy jsou schopny velmi presné zaznamenat
i velmi malé zmény v hmotnosti analyzovaného vzorku v zavislosti na teploté. Dnes

nejvyuzivangjsi usporadani aparatury je zobrazeno na Obrazku nize.

Magnetické ‘
jadro Indukéni snimaé
polohy

; Termoélanek
Civka

Vzorek v
ohnivzdorném

kc]imku\

Kelimek s Picka
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Pristroj je slozen ztepelné fizené pece, do které se vklada kelimek (nejcastéji
keramicky ¢i platinovy) se vzorkem, ktery je ve formé prasku. Kelimek se vzorkem je
zavéSen na citlivych mikro vahach vazici ztratu/prirastek hmotnosti. Kelimek se nepohybuje,
ani kdyz vzorek ubyva ¢i ziskava na své vaze, protoZze je vaha elektronicky vyrovnavana.
Déle obsahuje termoclanek, ktery neni v pfimém kontaktu se vzorkem a systému proudiciho

inertniho plynu slouzici k vytvoreni stalé atmostéry pro dokonalé¢ méfeni. Pokud dojde ke
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zmeéné hmotnosti, je tato zmeéna thned zaznamenana jako velikost proudu, ktery je vyvinut
civkou a je potiebny k vyrovnani vahy do nulové polohy. Velikost tohoto proudu je umérna
k velikosti zméné hmotnosti. Data sbira a vyhodnocuje pocitac. Vystupem meéfeni je
termogravimetrickd kiivka tzv. termogram (Obrazek 9, 10 a), jednd se o zavislost zmény

hmotnosti vyjadienych v % nebo v mg na teploté ve °C. [41]

T; — teplota iniciace

=
>

rozkladu A
— lw LY
s = :
— f=]
a =
g ¢ W b
o B
= g
= ubytek :E:
ok hmotnosti %
a
¥
\ .
T, — teplota ukonéeni
o rozkladu -

>

Teplota [°C] i Teplota [°C]

Z termogravimetrické kiivky mizeme vycist, kolik rozkladnych reakci se ve vzorku
uskuteCniuje, pti jakych teplotach tyto rozklady zalinaji a konéi, a také kolik hmotnosti pti
dané reakci ubyvé/pribyva. Hodnoty samostatnych teplot a délka prodlevy mezi nimi jsou
zavislé na zvolenych podminkach. Pokud se nepodaii ziskat jednoznacn€ oddélené oblasti
rozkladu a tim tedy idealni kiivku, muze pfi vyhodnocovani pomoci derivace

termogravimetrické kiivky (DTG), ktera je zobrazena na Obrazku 10 b. [*1l

Jak jiz bylo zminéno, TG zaznamenavéa pouze takovou chemickou rekci, ktera je
doprovazena zménou hmotnosti. Zaroven nam nesdéli dostatek informaci o jejich charakteru,
a proto se v praxi pouziva v kombinaci s DSC ¢i DTA jako tzv. simultanni termicka analyza
(STA). Kombinaci téchto metod lze odhalit praveé 1 reakce, u kterych nedochazi ke zméné

hmotnosti, napt. taveni, skelny prechod a krystalizace. [*!!
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1.6. RAMANOVA SPEKTROSKOPIE

Ramanova spektroskopie je nedestruktivni molekulova metoda, kdy je zkoumany
vzorek vystaven viditelnému nebo blizkému infradervenému monochromatickému zarent,
jehoz nejcastéjSim zdrojem je laser. Dopadajici zafeni muaze byt Castecné absorbovano,
propusténo a rozptyleno. Zde se méfi se rozptyl dopadajicitho zafeni. Dochazi ke dvéma
typum rozptylu. Prvnim a Casté&jS§im typem je rozptyl elasticky neboli Rayleightiv rozptyl,
u kterého nedochazi k zadné zmeéne energie. Druhym a méné Castym typem rozptylu, je
rozptyl neelasticky nazyvany téz jako Ramantv rozptyl, ktery se dale déli na stokesovské
a antistokesovské vétve (Obr. 11). Pfi takovémto rozptylu se méni energie mezi rotacné

vibra¢nimi stavy molekul.

Pokud c¢astice z excitovaného stavu spadne do vibra¢niho energetického stavu
o hladinu vys8i, nez byla hladina zakladniho stavu, jednda se o Stokesovu vétev.
Anti-Stokesova vétev je, kdy je zakladni stav Castice o hladinu vySe, nez je hladina, do niz

spadne z excitovan¢ho stavu. V praxi se méfi spektrum Stokesovy vétve Ramanova spektra,

protoze ma podstatné vyssi intenzitu, [4>4]
Y virtualni
stavy
2
1
0
anti-Stokesova Rayleighuv Stokesova
vétev rozptyl vétev

Ramanova spektroskopie se vyuzivad k identifikaci anorganickych i1 organickych
slouCenin. Dale umoziiuje urcit, zda se jedna o krystalicky nebo amorfni material. Toho se
nejCasteji vyuziva pfi sledovani kvality amorfnich 1€Civ, kde je dulezité detekovat
a kvantifikovat obsah krystalické faze b&hem jejich zpracovani a skladovani. [ Z tohoto
divodu je amorfni a krystalicky griseofulvin v diplomové praci zkouméan pomoci Ramanovy

spektroskopie.
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1.7. DISOLUCNI STUDIE

Disoluc¢ni neboli rozpoustéci studie maji ve farmaceutickém pramyslu dulezitou Glohu.
Disolu¢ni zkouska (test rozpustnosti) poskytuje data k vyhodnoceni uvoliiovani ucinné latky
ztestované pevné Iékové formy v predepsané kapalin€é (disoluéni médium), v Ccase
a v podminkach in vitro. Tato zkouska se vyuziva k posouzeni kvality a stability 1éCiva,
predevsim umoziuje odhadnout ¢i predikovat vstrebani 1é¢iva v lidském organismu (in vivo).
Dale na zakladé vysledku téchto testi muzeme odhadnout biologickou dostupnost 1é¢iva
in vivo (procenta aplikované latky, kterd jsou organismem vyuzita) a bioekvivalenci
generickych 1é¢iv (shoda originalniho a generického 1é¢iva), coz maze byt zlomové pii vyvoji
novych generik. Vysledkem disolu¢ni zkousky je disolu¢ni profil 1é¢iva, zpravidla graf, ktery
je nezbytny pro charakterizaci 1é¢iva a je také nezbytnou soucésti registracni dokumentace
1ékt. Z tohoto grafu lze dale vyhodnotit rychlost uvolfiovani 1é¢iva a mechanismus, kterym se

1é¢ivo uvoliuje. [47-48 41

ZjednoduSeny mechanismus rozpousténi zahrnuje dva kroky (Obr. 12). Prvnim
krokem je tzv. dezintegrace, kdy dochazi k rozpadu matrice. Druhym krokem je samotna

disoluce, tedy rozpousténi 1é¢iva v kapalném médiu. 1"

| Lékovi forma REAMCHEIEN Cistico 1¢civa I Rozpusténé lécivo

(i) - (ii)
— °9o, H

Pro disoluéni zkousku je jasn& stanoven postup a pravidla, ktera jsou dana Ceskym

1ékopisem. P Rozpustnost aktivni 1atky pfi disoluénim testu miize ovlivnit spo

usta faktord. Proto je dulezité u kazdé disolu¢ni zkousky specifikovat metodu
provedeni zkousky (pouzity pfistroj), disolucni médium a jeho sloZeni, teplotu a objem. Dale
pak Cas trvani disolucni zkousky, rychlost otacek michadel, zptsob odebirani a mnozstvi

vzorku a nakonec metodu stanoveni obsahu G¢inné latky. [484]
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1.7.1. METODY PROVEDENI DISOLUCNI ZKOUSKY

Cesky 1ékopis popisuje &tyfi metody disoluce a jejich volba zavisi na vlastnostech
daného 1é¢iva — padlova metoda, koSickova, s vratnym vélcem a ve zvlastnich piipadech se
pouziva piistroj s prutokovou celou. Nejpouzivanéj§imi metodami jsou prvni dvé zde
zminéné. Padlova metoda (Obrazek 13) je vhodna pro tablety a bude detailn€ji popsana
v experimentalni ¢asti. KoSickova metoda je nejvice vyuzivand u pelet a mikro¢astic. Pristroj
s kosicky pracuje na obdobném principu jako zatizeni s padélky. Rozdil je v tom, ze jsou zde

lopatky na hiidelich nahrazeny kosi¢ky, ve kterych je umisténa lékova forma (Obr. 13). #]

Odber vzorku

Teplomer

Kosicek

Padlo

L || B
AN

1.7.2. DISOLUCNI MEDIUM

Peroralne podand 1é¢iva prochéazeji ¢astmi travici soustavy (GIT, gastrointestinalni
trakt), kde se méni hodnoty pH. V kazdé ¢asti GIT se 1€k zdrzi ur€ity Casovy interval (Tab. 2).
Idealni disolucni kapalina neboli médium se voli tak, aby co nejlépe napodobovalo podminky
in vivo pro odhad korelace in vitro/in vivo, obCas se doporucuje piidat do média nekteré

pomocné latky, jako jsou povrchové aktivni 1atky a enzymy. [48]

Ciast GIT pH Doba priuchodu  pH pro disolu¢ni zkousku
Zaludek 1,3 — 5% 1-2h 1,2 nebo 3,0%
Dvanactnik 4,5% - 6,5 5 —60* min 5,5
Proximalni tenké stfevo 6—7 6,8
Distalni tenké stievo 6.5-7.5 3-sh 68275
Traénik 5,5 8% 15-72*%h 6.8

33



1.7.3. MECHANISMUS UVOLNOVANI LECIVA Z LEKOVE FORMY

Pokud jsou ziskana data z disoluce prevedena do matematické podoby rovnic, kde je
mnozstvi uvolnéného 1é¢iva funkci ¢asu, poté lze predpovidat, jakym mechanismem se API
uvoltiyje z Iékové formy. Pro tento tcel slouzi tzv. kinetické modely. Zakladni modely jsou

uvedeny v nasledujici tabulce. [°]

. M, ik o
Kinetika nultého fadu — =Kt Uvolnovani lé¢iva neni zavislé na jeho
M, koncentraci
Kinetika prvniho fadu  —— =1 — e ~Kit Rychlost uvoliiovani Ié¢iva je zavisla na jeho
M, koncentraci
N M,
Higuchi model M. = KyVt Lécivo se z matrice uvoliiuje procesem difuze
(ve]
Mechanismus uvolfiovani zavisi na exponentu n
n =0,5... difuze podle Fickova zakona
Korsmeyer — Pepass M, o
— = Kgpt" n=1... kinctika 0. fadu
model Mo,

n=0,5-1,0...difuze 1éCiva a eroze matrice

n > 1 super case II transport

Dalsim modelem, ktery jiz neni odvozen na kinetickém zéklad¢ (neni vysledkem
integrace kinetickych rovnic) je Weibulliv model (rovnice 1) a tudiz neni vhodny

k interpretaci mechanismu uvolfiovani 1é¢iva z l1ékove formy.

I\%Z =1 — e Kwtf (1)

Kde Kw je konstanta a parametr [ charakterizuje tvar exponencialni kfivky. Dle doporuceni
FDA je to jeden z modelu, ktery je vhodny k testovani shody disolucnich profila. Jelikoz je
tento model vice parametricky, vykazuje dobrou shodu s experimentalnimi daty 1 v ptipade,
kdy se lé¢ivo uvolni rychleji (burst efekt) nebo se zpozdénim (lag time). Parametr 3 se

vyuziva k charakterizaci vlivu technologie vyroby nebo slozeni 1ékové formy na disoluci. 1°*!
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1.8. KINETICKA ANALYZA

Tato prace je predeviim zaméfena na studium kinetiky krystalizace griseofulvinu
Znalost kinetiky krystalizatniho procesu amorfnich materialt je dilezita pro ptipravu a jejich

dalsi zpracovani a také umozni predpovédét chovani amorfnich 1€¢iv za riznych podminek.

Kinetika krystalizace amorfnich latek se bézn€ studuje pomoci metod termické
analyzy, mezi které patii DSC a DTA. *¥ Kineticka analyza DSC dat je zaloZena na hled4ni
nejvhodnéjsiho kinetického modelu, ktery slouzi k popisu daného kinetického procesu.
Jestlize je mozné oddélit tepelnou a rychlostni slozku kinetické rovnice, je tedy vztah

charakterizujici redlnou rychlost procesu dan rovnici:
d
Z =KD f(@ @)

kde Z—‘: je rychlost reakce/transformace, f (a) predstavuje vyjadieni daného kinetického

modelu (o je stupeni konverze) a K(T) je rychlostni konstanta, kterd zavisi na teploté a lze

vyjadtit dle znamého Arrheniova zakona:

E

K(T)=A-e R’ 3)

kde A je predexponencialni faktor, Ea je aktivatni energie procesu, R je univerzalni plynova

konstanta, T je teplota. [5% >3- 36.57]

Univerzalni kinetickou rovnici krystaliza¢niho piku lze tedy zapsat jako:

Egq

®=AH-A-e ®- f(a) 4)

kde @ je tepelny tok méfeny DSC, AH je krystalizatni entalpie. Tato rovnice obsahuje
dulezité kinetické parametry krystalizacniho procesu, mezi které tedy patii aktivacni energie,
kineticky model sjeho parametry a predexponencialni faktor. UrCeni téchto parametri je

naznageno v nasledujicich podkapitolach. [°% >
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1.8.1. URCENI AKTIVACNI ENERGIE

Prvnim krokem kinetické analyzy experimentalnich DSC dat krystalizace je vypocet
aktivaéni energie Ea. °* 1 Znalost Ea je nezbytna pro vyhodnoceni zékladniho kinetického
modelu a také k popisu krystalizani procesy v analyzovaném vzorku. Pro vypocet tohoto
parametru bylo wvyvinuto nékolik metod. Mezi nejCastéji vyuzivané metody patfi
Kissingerova, modifikovand Kissinger-Akahira-Sunos (KAS) a dale Friedmanova metoda.
Zde vyjmenované metody se vyuzivaji v pfipadé neizotermnich podminek. ! V pfipadé

podminek izotermnich se vyuzivaji pouze metody izokonverznich fezf. ]

1.8.1.1. KISSINGEROVA METODA

Kissingerova metoda je jednoduchd a je zalozena na teplotnim posunu maxima
krystalizaGniho piku Ty, které je spojeno s riznymi rychlostmi ohievu q". Z tohoto divodu se
vyuziva pouze za neizotermnich podminek. Aktivacni energie se ur¢i podle nasledujici

rovnice: %

a'\ _ _ Ea
In <T—5> = R, + konst. (5)

Hodnota aktivacni energie Ea je ur€ena ze smeérnice linearni zavislosti, kde je na ose y

+ . 1000 ..
vynesen vztah In <‘;—2> a na ose x je vztah — Tato metoda poskytuje informace pouze pro
p p

dominantni krystalizacni pik, coz mize pusobit potize pii vyhodnocovani slozitych procesu

obsahujicich vice nez jeden krystaliza¢ni pik. [°% ¢

1.8.1.2. KISSINGER-AKAHIRA-SUNOSE (KAS) A FRIEDMANOVA METODA
Nasledujici metody se fadi do skupiny izokonverznich metod, které jsou zalozeny na

predpokladu, ze reakéni rychlost je v konstantnim rozsahu konverze zavisla pouze na teplote.

Stupen konverze zistava konstantni, tzn., Ze reakce nebo fazova transformace se neméni

s ménici se rychlosti ohfevu. Tyto metody jsou pouzitelné pro neizotermni i pro izotermni

méteni. [6% 63, 64]

Friedmanova metoda je diferencialni izokonverzni metoda a vypocet Ea je vyjadieno

rovnici (6):

In(®,) = —5—7‘; + konst. (6)
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kde ®a je mérny tepelny tok, Ta. je teplota, kterd odpovida zvolené hodnoté stupne konverze
a. Interval hodnot a je definovan jako 0,3 < o > 0,7 a prave v tomto intervalu jsou hodnoty
stabilizované a nejsou ovlivnény neptfesnostmi, které jsou spojené se vzestupnou a sestupnou
Casti krystaliza¢niho piku. Nepfesnosti pfi urCeni E4 muze byt zavislost obou parametra (Do,

aTo)na . [%61.62

KAS metoda je integralni izokonverzni metoda a Ea se ur¢i pomoci nasledujiciho

vztahu: 1%

+
In (TZ> = —1,00085—7‘; + konst. 7)

1.8.2. URCENI KINETICKEHO MODELU

Druhym krokem kinetické analyzy DSC dat krystalizace je hledani vhodného
kinetického modelu, ktery je schopen popsat krystalizaéni proces. Toho lze dosédhnout
pouzitim algoritmi zaloZenych na tvaru tzv. charakteristickych kinetickych funkci y(a) a z(a),
[55. 62 " které jsou odvozeny pomoci jednoduché transformace experimentalnich DSC dat.

V piipadé neizotermickych podminek 1ze tyto funkce vyjadiit jako: 5% 385
y(a) = ®.eba/RT ®)
z(a) = ®.T? 9)

Pokud byla DSC data krystalizace ziskana za izotermickych podminek, funkce y(a)

a z(a) jsou uréeny jako: [°4

y(a) =@ (10)
z(a) = bt (11)

Hodnoty funkei y(a) a z(o) se obvykle normalizuji v intervalu <0,1>, coz napomaha
jednodussi interpretaci dat a lze tak eliminovat vliv riznych experimentalnich podminek.
Diky pfeméné experimentalnich dat pomoci charakteristickych funkci y(a) a z(a) je urceni
vhodného kinetického modelu jednodussi vzhledem k aktualnim kinetickym procesum.
Maximum funkce z(a) se rovnd hodnoté stupn€ konverze omax, z a shoduje se s maximalni
rychlosti procesu, dale neovlivnéna hodnotou Ea. Naopak maximum funkce y(c) (Omaxy ) je

siln¢ zavisla na hodnoté Ea. Dany kineticky model I1ze tedy odhadnout pomoci hodnot stupné
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konverze odpovidajicich maximim charakteristickych funkei y(a) a z(a)). Dale z vysledného

tvaru zavislosti danych funkci na stupni konverze. 1> 62 64 631
’—v convex | —| RO(n<1)
D2 ——{%yax = 0- 834
1 “Max,y = O — | D& —— %Max 2= 0. 776 | ——
o -
5| concave [T°| P32 —1iaxe" 5105
RO(n>1) )
¥ () |— JMA(n<1)
S| linear | —| JMA(1) Fyax z =0-632|
r - »| TMA(n>1)
— o [+ 4
MAX.y = MAX.z Sl

Obrdzek 14:Algoritmus pro stanoveni vhodného kinetického modelu zaloZeného na hodnotdch

[e

maxim funkci y(o) a z(a). ¥/

V praxi je kinetika krystalizace nejb€zné€ji popisovana pomoci dvou kinetickych
modeld. Prvnim je nuklea¢né-rustovy Johnson-Mehl-Avrami JMA a druhy je semiempiricky

autokatalyticky model Sestak—Berggren (AC). 1% ¢

1.8.2.1. JOHNSON-MEHL-AVRAMI MODEL

JMA model je jednoparametrovy nuklea¢n€ rustovy model. Pokud hodnota stupné
konverze o odpovida maximum funkce z(a) a pohybuje se v rozmezi 0,62 az 0,64 (teoreticka
hodnota omax, z se rovna 0,632), lze kinetiku krystalizace popsat pomoci modelu JMA.

Matematicky lze model IMA vyjadiit pomoci této rovnice (12); % >

f(a@) = m(1 - @)[~In (1 - )]G (12)

kde m je parametr, ktery odrazi mechanismus nukleace a rustu krystali. Hodnotu tohoto

parametru lze ur¢it z nasledujici rovnice (13): 1

1

m=—o— (13)

T 1+In (1-amax,y)

Druhy zplisob, jak uréit kineticky parametr m, je pomoci funkce dvojitého logaritmu: 1]

din[-In (1-a)] _mE
@ R (14
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1822. AUTOKATALYTICKY (SESTAK-BERGGREN) MODEL

kinetické parametry téchto modell nemaji fyzikalni vyznam. K témto modelim se fadi

autokatalyticky model AC, ktery ma dva parametry. [

Pokud nelze pouzit JIMA model, tak pravé AC model predstavuje alternativni zptsob k
popisu krystaliza¢niho procesu. Tento model je Siroce pouzivan predevsim diky wvyssi
flexibilité k experimentalnim datim oproti modelu JMA. AC model je matematicky vyjadien

jako: 6]
fl@)=a"(1-a)¥ (15)

kde N a M jsou kinetické parametry, které popisuji tvar namérené DSC kiivky. Tyto
parametry jsou také charakteristické pro urcity krystalizani proces a jejich hodnoty lze

spocitat dle nize uvedenych rovnic: % %61

M _ Omaxy (16)

N 1-max,y

In <CI>. ei—?> = In(AH.A) + N.In [a%u — a)] (17)

1.8.3. URCENI PREDEXPONENCIALNIHO FAKTORU

Poslednim krokem kinetické analyzy je stanovit hodnotu pfedexponencialniho faktoru
A. Jeho hodnotu 1ze odhadnout se znalosti vySe uvedenych kinetickych parametra, tj. hodnoty

aktivacni energie a kinetického modelu a jeho parametra.

Pokud je kinetika krystalizace popsana pomoci autokatalytického AC modelu, Ize
predexponencialni faktor vyhodnotit pfimo pomoci vySe uvedené rovnice (17). Dale muze byt
predexponencialni faktor stanoven pomoci fitovani nelinearni DSC kfivky. Dal§im zptisobem,

jak ziskat hodnotu A, je rovnice (18):

+.

_ 9 X «x
A= o P (18)

kde f (o) je diferencialni tvar kinetického modelu f(a). [°% 5% 621
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1.8.4. JEDNOKRIVKOVA MULTIVARIACNI KINETICKA ANALYZA

Alternativou k postupim popsanym v kapitolach 1.8.2. a 1.8.3. je moderni postup
takzvané jednokiivkové multivariaéni kinetické analyzy (sc-MKA) 171, Zakladem této metody
je plivodni Opfermanova multivariaéni kineticka analyza (MKA) ¥ jez pomoci nelinearni

optimalizace fe$i kombinaci rovnic (4), (15) a (19):

n Lastj (19)
RSS = Z Z wj,k (Y eij,k - Ycalj,k )2

J=1 k=First;i

kde RSS je suma ¢tvercu odchylek (minimalizovana pomoci nelinearni optimalizace), Yexp
a Ycal jsou experimentalné namefené a vypoctené hodnoty DSC nebo TGA signalu (v piipadé
této diplomové prace @ jiz po odecteni baseline, nebo hodnota ubytku hmotnosti Am), wijx je
vahovy faktor korigujici zesileni signdlu s rychlosti ohfevu u DSC techniky, index i
odpovida jednotlivym méfenym bodim kiivky, index ,j“ odpovida jednotlivym meéfenim.
V ptipadé jednoktivkové varianty sc-MKA odpadé vahovy faktor a indexace pies ,,j*. Naopak
je ale nutné zafixovat hodnotu Ea, aby nedos$lo k divergenci v dasledku kompenzaéniho
efektu mezi veliCinami Ea a A. Hlavni vyhodou sc-MKA metody je moznost ziskani
zavislosti kinetickych parametrd A, M a N (popt. AH) na teploté ¢i rychlosti ohfevu, kdy
extrapolace k nejniz§im hodnotam téchto veliCin umoziuje vyrazné zptresnéné predpovedi

kinetického chovani.
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2. EXPERIMENTALNI CAST

Tato kapitola se bude vénovat pfipravé vzorku, ktera hraje dulezitou roli k ziskani
spravnych vysledki z méfeni. A nasledné zde bude vénovana pozornost predev§im metodam,
které byly vyuzity ke studiu stability, rozpustnosti a kinetiky griseofulvinu, jako jsou DSC,

TG, disolu¢ni zkouska, Ramanova spektroskopie a v neposledni fadé mikroskopie.

2.1. PRIPRAVA VZORKU

K pfipravé amorfniho griseofulvinu byl pouzit praskovy griseofulvin (Sigma Aldrich,
z Penicillium griseofulvum, 97.0-102.0 %), ktery byl pfeveden do kiemenné ampule, tak aby
jim byla ampule naplnéna do 2 cm jeji vysky (Obr. 15 a). Takto naplnénd ampule byla
vlozena do nadoby solejem, ktery byl zahfaty nad teplotu tani griseofulvinu, tedy na
220 — 230 °C. Nadoba s olejem byla zahtata na plotynce, na které byla nastavend vysoka
teplota, konkrétné 290 °C (Obr. 16). Poté, co byla vSechna krystalicka faze zcela roztavena,
byla ampule s taveninou griseofulvinu vyjmuta a rychle ochlazena ve studené vodé. Zcela

ochlazen tavenina je vidét na Obrazku 15 b.

Obrazek 15: Ampule z kifemenného skla Obrdzek 16: Jednoplotynkovy varic,
a. naplnénd krystalickym nddoba s rozehidatym olejem a ampule
griseofulyvinem. naplnénd griseofulvinem.

b. se vzniklym amorfnim

griseofulyvinem. 41



Abychom z ampule vyjmuli amorfni fazi, byla ampule s amorfnim vzorkem rozbita
kladivem (Obr. 17), a skelny griseofulvin byl vybran pinzetou do tieci misky (Obr. 18), kde
byly piilis velké kousky pfevedeny na mensi a mensi zrna jemnym poklepem. Pokud bychom
ziskavali mensi kousky tfenim, rozrusili bychom materidl a mohla by se projevit povrchova

krystalizace, prestoze je teplota pod Tg. Malé kousky amorfni faze byly rozdéleny na

velikostni frakce pomoci sit s definovanou velikosti ok (Obr. 19). Prosetim bylo ziskano sedm
praskovych frakci (Obr. 20) o definovanych velikostech ¢astic (20 — 50 um, 50 — 125 pum, 125
— 180 pm, 180 — 250 um, 250 — 300 um, 300 — 500 um a 500 — 1000 um).

Obrazek 17: Ampule se Obrazek 18: Malé castice Obrazek 19: Pouzita
skelnym griseofulvinem po skelného griseofulvinu sita s riiznou velikosti
rozbiti kladivem. Vv treci misce

ok.

Obrazek 20: Velikostni frakce griseofulvinu (20 — 50 um, 50 — 125 um, 125 — 180 um, 180 —
250 um, 250 — 300 um, 300 — 500 um a 500 — 1000 um) ziskané prosetim pres sita

s definovanou velikosti ok.

Takto ptipraveny vzorek byl dale pouzit pro studium na DSC, TG a Ramanové spektroskopii.
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Priprava vzorku amorfniho griseofulvinu ke studiu pomoci mikroskopu se od
pfedchozi liS§i. Praskovy griseofulvin (Sigma Aldrich, z Penicillium griseofulvum,
97.0-102.0 %) byl rozmistén na mikroskopické sklicko (Obrazek 21), které bylo nésledné
polozeno piimo na jednoplotynkovy vafi¢ zahtaty na teplotu 240 °C (Obrazek 22). Po

dokonalém roztaveni bylo sklicko odebrano a polozeno na studené kachlicky, aby tavenina

rychle zatuhla a vznikla tak skelné faze griseofulvinu (Obrazek 23).

Obrazek 21: Praskovy Obrazek 22: Obrazek 23: Vznikly
krystalicky griseofulvin Jednoplotynkovy varic se amorfni griseofulvin.
rozmistény na vzorkem.

mikroskopickém sklicku.

Na takto pfipravené kapky skelné faze bylo zlehka poklepano pinzetou, aby se narusila
skelnd faze a podportila se tak krystalizace. Pro dalsi povzbuzeni krystalizace bylo skli¢ko
vlozeno do suSarny na teplotu 75 °C, po 10 minutach byla teplota zvysena na 85 °C a vzorek
byl ponechén v susarné téz 10 minut. Po uplynulém cCase byl vzorek zkontrolovan pod
mikroskopem, a jelikoz nevykazoval znamky krystalizace, byl vracen do suSarny, ktera byla
nastavena na 95 °C, na dal§ich 10 minut. Po kontrole mikroskopem na vzorku nebyly
objeveny zadné zarodky krystali. Vzorek se tedy nechal voln€ lezet pii laboratorni teploté

jeden mésic a poté jiz byly viditelné znamky krystalizace.
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Pro disolu¢ni zkousku byly z puvodniho krystalického praskového griseofulvinu
a z ptipravenych velikostnich frakci amorfniho griseofulvinu pfipraveny tablety s hydrofilni
matrici, Sest pro praskovy krystalicky griseofulvin, Sest pro kazdou velikostni frakci
amortniho griseofulvinu a pro kazdou disoluci jeden blank, kde bylo dané mnozstvi
griseofulvinu nahrazené suchym pojivem Prosolv® SMCC 90. Slozeni tablet je uvedeno

v nasledujici tabulce.

Tabulka 4: Slozeni tablet.

Latka Mnozstvi [mg]
Griseofulvin 50
Prosolv® SMCC 90 245
Hypromelosa K4M 200
Stearat hoteCnaty 5

Jedna tableta tedy dosahovala hmotnosti 500 mg + 5 mg. VSechny zde uvedené latky
byly pfesn€ navazeny na analytickych vahach do homogeniza¢ni patrony, kterd byla poté
vlozena do homogenizéru. Homogenizér byl nastaven na jednu minutu na 10 kmitd za
sekundu, nasledné minutu na 13 kmiti za sekundu a na posledni minutu na 15 kmiti za
sekundu. Dukladné zhomogenizovany prasek byl pieveden do lisovaci jednotky o praméru
13 mm (Obrazek 24) a udrzovan pii tlaku 8 kN. Po péti minutach byl tlak uvolnén a byla
vyklepnuta pevna tableta (Obrazek 25). Tento postup byl pouzit pro nalisovani vSech tablet
(krystal, amorf, blank). Takto piipravené tablety byly pouzity pii disolu¢nim testu.

Obrdzek 24: Pristroj pro Obrdzek 25: Nalisované tablety, griseofulvin amorfni frakce
lisovani tablet. 50 — 125um, griseofulvin amorfi frakce 300 — 500 um a blank.
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2.2, POSTUP MERENI

Ke zkoumani stability, rozpustnosti, polymorfismu a kinetiky griseofulvinu byly
vyuzity metody, jako jsou DSC, TG, Ramanova spektroskopie, mikroskopie, a také disolucni

zkouska.

2.2.1. DIFERENCNI SKENOVACI KALORIMETIE

Pripravené vzorky byly zkoumany pomoci diferencniho skenovaciho kalorimetru
s tepelnym tokem DSC Q2000 (TA Instruments), ktery je zobrazen na Obrazku 26. Pfistroj
obsahuje autosampler s 50 pozicemi, ktery umoziuje velmi rychle zméfit vSechny pfipravené
vzorky, dale chladici zafizeni RCS90, ktery zaruCuje bezadrzbovy prubéh pfiistroje
a poskytuje vybornou linearitu a preciznost pii dodrzeni nastavené rychlosti ohfevu.
Podstatnou vyhodou tohoto pristroje je vSak T — zero technologie zarucujici linearitu

baseline/zeroline.

Obrazek 26: DSC Q2000 pristroj.

DSC pfistroj se pfed vlastnim méfenim neobejde bez kalibrace, ktera je nezbytna
k dosazeni spravnych hodnot z méteni. Kalibrace byla uskute¢néna za shodnych podminek
jako pfi redlném meéteni. Prvni kalibrace, ktera byla provedena, se tyka kapacity a rezistence

DSC cely. Pti této kalibraci je pouzit cyklicky teplotni program, kde se stiida chlazeni od
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- 90 °C a ohtev do teploty 550 °C, a to s rychlosti teplotniho programu 10 °C/min. Tento
teplotni program byl proveden desetkrat. Nasledn€ byla DSC cela ochlazena na — 90 °C a tato
teplota byla udrzena po dobu 10 min. Potom byla cela zahtata na teplotu 550 °C a pravé
ztohoto posledniho ohfevu byla stanovena kalibrace pro zeroline. Déle byla provedena
kalibrace teploty DSC pfistroje, ktera byla uskute¢néna pomoci latky se znamou teplotou tani
(standard). Kalibrace je dana ur¢itym softwarem, v naSem piipad¢ je to software ,,Advantage™
firmy TA Instruments, ktery povoluje kalibraci teploty az s osmi kalibra¢nimi standardy.
Ovsem k uspokojivé presnému meéteni je dostacujici pouzit tfi standardy. Nami pouzitymi
standardy byly In, Zn a H20. Kazdy z téchto standardt byl rychlosti 10 °C/min ochlazen
50 °C pod jeho teplotu tani a nasledny ohrev byl na teplotu 30 °C nad teplotu tani. Pfistroj
zaznamenal endotermni pik tani, ze kterého byla urCena teplota onsetu a tato teplota pro kazdy
standard byla zadana do softwaru Advantage. Posledni kalibraci je kalibrace tepelného toku
piistroje, kterd byla realizovana béhem kalibrace teploty, a vyuzitym standardem zde bylo In.
U endotermniho piku tani In byla spoctena plocha pod kiivkou a ze ziskané hodnoty byl

stanoven korek¢éni faktor porovnanim s tabelovanou hodnotou entalpie tani In.

Amorfni griseofulvin o velikostni frakci 50 — 125 um byl na analytickych vahach
navazen do hlinikovych kelimka a rovnomeérné rozprostfen na dno kelimku, ¢imz se zajistil co
nejlepsi tepelny kontakt vzorku se dnem kelimku a tim byly minimalizovany tepelné
gradienty ve vzorku. Navazka se pohybovala v rozmezi 2 — 3 mg. VSechny hlinikové kelimky
s navazenym vzorkem byly pfiklopeny vicky, vlozeny na podlozku specialniho lisu
a hermeticky uzavieny. Takto pfipravené vzorky byly vlozeny do autosampleru. Vlastni
experiment byl proveden za neizotermnich podminek. Podminky méfeni byly nastaveny pro
kazdy vzorek zvlast. Nejprve byl kazdy vzorek temperovan po dobu 5 min pfi teploté 10 °C.
A nasledné byl nastaven ohfev vzorku na 250 °C, kdy pro kazdy vzorek byla volena jina
rychlost ohfevu (0,5; 1;

2

charakteristické DSC kiivky.

2; 5; 10 a 20 °C/min). Jejich proméfenim byly ziskany

2.2.2. TERMOGRAVIMETRIE

Ptipravené vzorky byly také méteny TG, konkrétn€ pomoci piistroje NETZSCH (STA
449 FS Jupiter) zobrazeného na Obrazku 27. Tento pfistroj je slozen ztemperovanych
termovah a odporové pece sohfevem odchazejicich plynu branicim jejich nezadouci
kondenzaci. Vzorky byly navazeny na analytickych vahach do hlinikovych kelimka, které

byly nasledn€ umistény po jednom vzorku pomoci pinzety na termovahy, které byly uzavieny
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do odporové pece. Navazka vzorkii se pohybovala v rozmezi 2 — 3 mg. Na pfistroji byly

nastaveny parametry méteni vzorku, coz je navéazka, typ mefeni a teplotni program.

viseosityrole. Thesecondpathy

involved in this glass-forming,
relaxation, is quite complexands
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(Complex crystallization ¢
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Obrazek 27: Pristroj NETZSCH (STA 449 I'5 Jupiter).

Meéfeni bylo provedeno za neizotermnich podminek. Jedna série méfeni byla métena
pii proplachovani dusikem a druha série pii proplachovani stlaenym vzduchem s rychlosti
prutoku 50 ml/min. Kazda série méfeni byla uskuteCnéna snovym vzorkem s odliSnou
rychlosti ohtevu (0,5; 1; 2; 3; 5; 7; 10; 15; 20; 30 °C/min) v rozmezi teplot 30 — 400 °C.
Program NETZSCH Proteus Thermal Analysis ke kazdému vzorku zaznamenal TG kiivku,
které byly nasledné v pocitaCovém programu prevedeny na DTA kiivky a nakonec tyto kiivky
byly vyhlazeny kvuli lepS§imu stanoveni maximalnich bodi piku.
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2.2.3. RAMANOVA SPEKTROSKOPIE

Dany vzorek amorfniho griseofulvinu byl umistén do hlinikového kelimku a pinzetou
vlozen do Ramanova spektroskopu DXR2 (Nicolet, ThermoFisher) Obrazek 28. Zaostieni na
jedno zrno vzorku bylo provedeno pomoci mikrosroubu, ktery ovladd posuvny stolek se
vzorkem. Spektrum bylo méfeno pii vinové délce laseru 785 nm a vykonu laseru 25 mW

s vyuzitim razného expozi¢niho €asu (0,2; 0,5; 1 s), ktery se opakoval 50krat nebo 100krat.

#; :'; ‘

Obrdzek 28: Ramaniiv spektroskop DXR?2 (Nicolet, ThermoFisher).

Déle bylo méfeno spektrum na Ramanové spektroskopu tak, ze byl nejdiive vlozen
kelimek s griseofulvinem do DSC pfistroje na nizkou rychlost ohtevu (0,5 °C/min) a poté, co
se vykreslil prvni krystalizaéni pik (85 °C), byl kelimek vyjmut a byl méfen na Ramanoveé
spektroskopu za stejnych podminek uvedenych vyse. A poté byl experiment opakovan, jen
byla na DSC zvolena vyssi rychlost ohfevu 20 °C/min, protoze pii takto vysoké rychlosti

ohfevu vznika pouze dominantni krystalizacni pik.

Ziskana Ramanova spektra budou zobrazena a diskutovana v kapitole 3.2.
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2.2.4. OPTICKA MIKROSKOPIE

Podlozni sklicko se vzorkem bylo vlozeno do optického mikroskopu, konkrétné do
ptistroje iScope PLMi (Euromex) vybaveného objektivy se Skéalou zvétSeni 4x — 80x.
(Obrazek 29). Pomoci mikrosroubt byl vzorek zaostfen na amorfni ¢asti vzorku, kde zacala

krystalizace. Fotografie bude uvedena v kapitole 3.

Obrdzek 29: Opticky mikroskop iScope PLMi (Euromex).
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2.2.5. DISOLUCE

Pro experiment byla pouzita disolu¢ni aparatura SOTAX AT 7 Smart — SOTAX
Pharmaceutical Testing s.r.o. (Obrazek 30), je to pfistroj s padelky, ktery se sklada
z michadla, ze sedmi valcovitych nadob s kulatym dnem o objemu 1 litr, které jsou potopené
ve vodni lazni. Nad vodni 1azni se nachazi priklop, ve kterém jsou umistény otvory pro hnaci
hiidel, teplomér a otvor pro odbér disolu¢ni kapaliny. Michadlo je sestaveno z hnaci htidele,
na jehoz spodnim konci se nachdzi dve lopatky, které¢ by mély byt spravné umistény piiblizné
2,5 cm ode dna nadoby. Horni konec htidele je pfipojen k motorové jednotce, ktera reguluje

otaCky. Posledni neméné dilezitou soucasti pfistroje je vodni lazen. Jejim ukolem je

udrzovani konstantni teploty behem celé disolu¢ni zkousky na teploté 37 °C + 0,5 °C.

Obrazek 30: Disolucni aparatura SOTAX AT 7 Smart.

V prabéhu disolucnich testi se pouzivala disolu¢ni média o pH 1,2 a 6,8, které
simuluji hodnoty pH v ¢asti GIT, konkrétné v zaludku (pH 1,2) a v tenkém stfevé (pH 6,8).
Tato disoluéni média byla piipravena v souladu s &eskym Iékopisem. U K piiprave
disolu¢niho média o hodnoté pH 1,2 byla pouzita dvoulitrova odmérna barka, do které bylo
kvantitativné prevedeno 500 ml 0,2 M roztok chloridu sodného (NaCl) a 850 ml 0,2 M
roztoku kyseliny chlorovodikové (HCI). Poté byl tento roztok doplnén redestilovanou vodou
na celkovy objem 2 1. Pro pfipravu disolu¢niho média o pH 6,8 byla taktéz pouzita

dvoulitrovd odmé&rma bartika, do které bylo kvantitativné pievedeno 500 ml 0,2 M roztoku
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dihydrogenfosfore¢nanu draselného (KH2PO4) a 224 ml 0,2 M roztoku hydroxidu sodného

(NaOH). Tento roztok byl doplnén redestilovanou vodou na celkovy objem 2 1. (]

S lisovanymi tabletami byly vykonany série disolu¢nich testd. ZkouSka byla
provedena vzdy pro jeden blank a Sest tablet s danou velikostni frakci griseofulvinu. Test byl
realizovan podle podminek uvedenych v ¢eském lékopise P!l Do jednotlivych nadob, které
byly umistény v aparatute, bylo vzdy odméteno 900 ml disolu¢niho média o hodnoté pH 1,2,
po vytemperovani teploty na 37 °C + 0,5 °C byly vhozeny tablety a nastaven disolu¢ni
program. V této hodnoté pH byly tablety 2 hodiny, coz je obvykla doba, kterou se 1€Civo zdrzi
v zaludku. Nasledoval tzv. pfehoz, kdy bylo znadoby wvysato pouze disolucni médium
s hodnotou pH 1,2 a bylo neprodlené nahrazeno vytemperovanym médiem o hodnoté pH 6,8.
Disolu¢ni zkouska tak nasledovala dalSich 22 hodin. Celkovd doba disoluce tedy byla
24 hodin a vodni lazen udrzovala po celou tuto dobu teplotu v nddobach na 37 °C + 0,5 °C.

Frekvence michani byla 100 otafek za minutu.

Disolu¢ni pfistroj provedl odbér vzorka v danych Casovych intervalech u pH 1,2 3x po
10 minutéch, 3x po 30 minutach a poté u pH 6,8 22x po 1 hoding€. Tyto odebrané vzorky byly
proméefeny na UV/VIS spektrometrii a stanovilo se tak uvolnéné mnozstvi 1é¢iva. Byla
meétena absorbance pfi absorpénim maximu v daném pH a v dané tiibodové korekci pozadi.
Hodnoty absorbance byly vzdy meéfené proti hodnoté absorbance tablety blanku. Ziskané
absorbance pro dané 1éCivo v urCitém disolu¢nim médiu byly pfepolteny pomoci metody
kalibracni kfivky na procenta uvolnéné API, které byly nasledné vynesené do grafu

v zavislosti na ¢ase. Tento graf se nazyva disolucni profil 1éciva.

Kalibra¢ni ktivka byla urCena pomoci kalibra¢nich roztokd. Byly pfipravené zasobni
roztoky obsahujici griseofulvin o koncentraci 0,1 M pro kazdou hodnotu pH 1,2 a 6,8. Na
analytickych vahach bylo do lodi¢ky navazeno 10 mg griseofulvinu a kvantitativné bylo
ptevedeno do odmérné baiky o objemu 100 ml. Nasledn¢€ byl rozpustén a doplnén na celkovy
objem disoluénim médiem o hodnot¢ pH 1,2 a 6,8. Kalibra¢ni roztoky byly piipraveny
pomoci podvojného tedéni, tzn., ze z koncentrovanéj§iho roztoku bylo vzdy odebrano 3 ml
a doplnéno 3 ml daného disoluc¢niho média. Takto byla ptipravena kalibra¢ni fada pro kazdou

hodnotu pH o péti roztocich a prométrena na UV/VIS spetrometru.

Disoluéni profily a kalibracni kiivky jsou uvedené v nasledujici kapitole.

51



3. VYSLEDKY A DISKUZE

Ptipravené vzorky amorfniho griseofulvinu (viz kapitola 2.1) byly zkoumany pomoci
metod TA, konkrétné metodou DSC a TG za neizotermnich podminek. DSC slouzila ke
studiu kinetiky krystalizace griseofulvinu a TG ke studiu kinetiky rozkladu griseofulvinu.
Jako pomocné a ovefovaci metody byly zvoleny mikroskopie a Ramanova spektroskopie.
Posledni vysledky, které budou v této praci diskutovany, jsou disoluc¢ni profily, které jsou

nezbytné k predikci vstiebavani 1é¢iva v lidském organismu (in vivo).

3.1. CHARAKTERISTIKA DSC KRIVEK AMORFNIHO
GRISEOFULVINU

Zakladni kalorimetrickd charakterizace pfipraveného amorfniho griseofulvinu
(velikostni frakce 50 — 125 um) je zndzornéna na Obréazcich 31 a 32, které zobrazuji DSC
kiivky, tedy zavislosti tepelného toku @ na teplot¢ T. Kazdy vzorek je zahfivan jinou
rychlosti ohfevu od 0,5 °C/min do 20 °C/min. Jevy charakteristické pro ohfev amorfniho
materidlu lze identifikovat na vét§in€ zobrazenych DSC kiivek. V piipadé griseofulvinu se
v teplotnim rozsahu 75 — 90 °C se nachazi endotermickéa schodova zména predstavujici skelny
prechod. Muzeme si vSimnout, Ze signal skelného prechodu je pfitomny u vSech rychlosti
ohfevu. Tento signal je ve srovnani s ostatnimi zobrazenymi signaly velmi slaby, a proto je
tézko rozpoznatelny. Pii nizkych rychlostech ohievu (0,5 — 2 °C/min) se skelny piechod
prekryva s mensim exotermickym pikem odpovidajicim castené krystalizaci (detail Obr. 31).
I po ukonceni tohoto procesu je stale pfitomna urcita €ast amortniho griseofulvinu, protoze
dochazi k druhému ostrému exotermickému efektu pii vyssi teploté, konkrétn€ v rozmezi
teplot 95 °C a 130 °C (v zévislosti na rychlosti ohfevu), ktery odpovida hlavni krystalizaci
griseofulvinu. Poslednim pozorovanym efektem na DSC kiivce je relativné ostry
endotermicky pik, ktery je vrozsahu teplot 200 — 220 °C. Tento pik mé extrapolovany

pocatek pii teplote 215 °C a znaci zaCatek tani krystalického griseofulvinu.
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Na Obrazku 31 je zdetailu patrné, ze pfi takto nizkych rychlostech ohfevu
(0,5 — 2 °C/min) se na DSC kiivce objevuji dva krystaliza¢ni piky. Prvni, mén¢ patrny pik, se
pfi nejnizsi rychlosti ohf'evu plné prekryva s oblasti skelné transformace, jejiz charakteristicka
teplota je tudiz neidentifikovatelna. Pti nepatrn€ vysSich rychlostech (1 — 2 °C/min) je jiz
oddélitelna oblast skelné transformace od prvniho krystalizacniho piku. Vyskyt dvou
krystalizacnich pika by tedy mohl byt zpusoben tzv. bezdifiznim povrchovym ristem
krystala, ktery se zpravidla objevuje u farmaceutickych substanci praveé pod teplotou skelné
transformace Ty a v jeji blizkosti. Tento neobvykly rast krystali se uskuteciiuje na povrchu
1é¢iva, ackoli je v objemu dané 1éCivo zatuhlé a nema tak dostatek energie ani prostoru, aby se
molekuly mohly zacit hybat a zahajila se objemova krystalizace. Povrchové molekuly jsou
oproti tomu velice pohyblivé a schopné krystalizace, prestoze neni jejich objemova mobilita
vysoka. Bezdifuzni povrchovy rust krystalt je jednoznacné spojen s povrchovou mobilitou

molekul pod teplotou skelné transformace, jelikoz raist krystalu nepfetrzité vytvaii volné
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povrchy a dutiny v dasledku vys$si hustoty krystalu oproti amorfni fazi, tudiz se urychluje
povrchova mobilita a tim 1 krystalizace. Krystalizace griseofulvinu vyvola velké zvySeni
hustoty az o 8 % (ostatni amorfni latky pouze zvyseni hustoty o 5 % a mén¢) a tim se béhem
krystalizaéniho procesu vytvoii velké mnozstvi volného povrchu a prazdného prostoru, coz
vede k urychleni krystalizace. Dale rychlost rustu krystalt ovliviiuje mechanické poskozeni —
¢im veétsi mechanické poskozeni, tim rychlejsi rist krystald [ (v ptipadé téchto dat se
jednalo o pomérné jemnou praskovou frakci). Pravé kombinace téchto dvou krystalizacnich
mechanismi muze zpusobit jev, ktery pozorujeme u nejnizSich rychlosti ohfevu, tj. velmi
rychly ale prostorové omezeny rust krystalické faze v oblasti Te. Predpokladame iniciaci

bezdifuznim mechanismem a nasledné §ifeni v oblasti mechanickych defektt.
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Dale si na Obrazcich 31 a 32 muzeme vSimnout, ze nab&hova Cast hlavniho
krystalizaCniho piku a piku tani je pozvolngjsi nez sestupna ¢ast. To je typické pro nukleacné-

rastovy mechanismus krystalizace. Nelze ov§em vyloucit, Ze krystalizace probiha vice nez
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jednim krystalizatnim mechanismem. Je také potfeba zvazit, zda se béhem krystalizace
nevytvaii vice polymorfu. Jak jiz bylo zminéno (v kapitole 1.2.), polymorfem se rozumi latka,
ktera existuje ve vice krystalickych formach. U griseofulvinu byly doposud objeveny tfi
polymorty, kde forma I je termodynamicky stabilni a forma II a forma III jsou metastabilni.
Forma II je zajimava v tom, ze rychlost rastu krystalQ je neobvykle pomala oproti ostatnim
krystalickym formam. Jejich teploty tani Tm a entalpie tani AHni jsou uvedeny v nasledujici

tabulce. M

krystalicka forma Tm [°C]  AHuni [J/g]

forma I 219 116
forma I1 213 82
forma 111 204 78

Stanoveni raznych polymorfi API je zasadnim krokem ve vyvoji farmaceutického
1é¢iva, protoze strukturni rozdily maji silny vliv na terapeutické vlastnosti 1€¢iv, jako je
fyzikalni a chemicka stabilita v€etn€ rozpustnosti, rychlost rozpousténi a biologicka
dostupnost. 2! Pro rozliSeni a odhad polymorfii byla v této praci pouzita Ramanova

spektroskopie. Jeji strukturni analyza bude diskutovéana v nésledujici kapitole 3.2.
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3.2.  RAMANOVA SPEKTROSKOPIE

Pomoci Ramanovy spektroskopie bylo nejprve ovéfeno, zda bylo redlné pfipraveno
amorfni 1€¢ivo. Na Obrazku 33 muzeme vidét spektra, ktera byla naméfena na Ramanové

spektroskopu a ukazuji rozdily mezi krystalickou a amorfni fazi griseofulvinu
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Na Obrazku 34 jsou téz nameétend spektra pro krystalicky a amorfni griseofulvin, ktera

byla ovSem pfevzata z literatury k porovnani.

e) Crystalline (785 nm Raman setup) f) Amorphous (785 nm Raman setup)
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Na Obrazcich 33 a 34 si muzeme vSimnout, ze u amorfni faze vidime daleko méné
pikd nez u krystalické formy. Nejlépe viditelné je to na hrané Rayleighova pasu, tj. okolo
vino¢tu 0-100 cm™, kde u amorfni formy je vidét hladky nab&h piku, kdezto u krystalické

formy nikoliv.
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Déle byla Ramanova spektroskopie pouzita k overeni, ze behem krystalizace u prvniho
piku dochazi k produkci stejného materidlu jako béhem krystalizace u druhého neboli
dominantniho piku. Ramanova spektra griseofulvinu zméfena po vyjmuti vzorku v danou

chvili z DSC pfistroje jsou zobrazena na nésledujicim Obrézku 35 vpravo.
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Pokud porovname Ramanovo spektrum pro tii polymorfy griseofulvinu pirevzaté
z literatury (Obréazek 35 vlevo) s naméfenym Ramanovym spektrem (Obrazek 35 vpravo)
muzeme si v§imnout, Ze dominantni neboli druhy krystaliza¢ni pik, znazornén na Obrazku 35
vpravo fialovou barvou, zcela odpovida polymorfni formé I, tedy termodynamicky stabilni
krystalické forme griseofulvinu. OvSem u prvniho krystaliza¢niho piku objevujiciho se pouze
pii nizkych rychlostech ohfevu, ktery je zobrazen na Obrazku 35 vpravo rizovou barvou,
muzeme vidét, ze zde signal plné neodpovida krystalické fazi, ale ze se mixuje se signalem
amorfni faze, ktery je zobrazen na obrazku 35 vpravo Sedou barvou. Jelikoz vzorek v toto

chvili jesté neni zcela zkrystalizovany a obsahuje ur¢ité mnozstvi amorfniho griseofulvinu.
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3.3. TEPELNA DEGRADACE

Tepelna degradace amorfniho griseofulvinu byla zkouména pomoci termogravimetrie.
Kiivky ubytku hmotnosti pro atmosféru vzduchu a pro atmosféru dusiku (N2) jsou zndzornény

na Obrazku 36.
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Z Obrazku 36 je patrné, ze pocatecni teploty pro proces rozkladu griseofulvinu jsou
podobné pii obou pouzitych atmosférach, které s rostouci rychlosti ohfevu rostou, coz
potvrzuje, Ze potencialni oxidace vyznamné neovliviiuje rozklad griseofulvinu. Atmosféra
vzduchu nevede pii vys§ich rychlostech ohifevu k uplnému zplynéni (v hlinikovych kelimcich
byl zaznamenan uhelnaty zbytek pohybujici se hmotnosti okolo 5 — 10 %). Celkove se ovSem
velmi pravdépodobné jedna o jednoduchy proces rozkladu. Alternativou muze byt pouze
proces odparovani; této varianté nahrava fakt, ze k prvni ztraté hmotnosti dochazi tésné€ po

roztati vzorku.

Znalost teploty onsetu 1éCiv je dulezita, pfi pouziti modernich metod ve farmacii,
protoze pii extruzi nebo u 3D tisku je nutné veédét, pii jakych teplotach dochazi k rozkladu
vzorku. Rozklad 1éCiva totiz mlize zpusobit vznik toxickych latek, coz je ve farmacii
samoziejme nezadouci. Hot melt extruze se pohybuje kolem 140 — 150 °C, ovSem u 3D tisku
uz je zapotiebi vyssich teplot (190 —210° C). Z Obrazku 36 mizeme vycist, ze teplota
onsetu se pfi velmi nizkych rychlostech ohfevu vzorku griseofulvinu pohybuje kolem

200 — 210 °C, proto je potieba zpozornit, jakou teplotou by se 3D tisk provadel.
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3.4. KINETIKA KRYSTALIZACE AMORFNIHO GRISEOFUL VINU

Prvnim a ddlezitym krokem kinetické analyzy experimentalnich DSC dat, je urCit
aktivacni energii krystalizace Ea. Pravé hodnota Ea je kliova pii zvoleni spravného
kinetického modelu ptedpovidajici chovani griseofulvinu za jakychkoli podminek. Dale je
nezbytna k popisu pribéhu deje ve vzorku. Ke stanoveni Ea se da pouzit n€kolik metod,

které jsou uvedeny v kapitole 1.8.1.

Zvolena metoda je nejCastéji metoda pouzivana v praxi, Kissingerova metoda.
Kissingerova zavislost (rovnice 5) monitorujici vyvoj maxima dominantniho krystalizaniho

piku je znazornéna na Obrazku 37. Hodnota Ea byla vypocltena ze smérnice linearni

zavislosti, tedy z tvaru — %“‘ Hodnota Ea je 173,95 + 13,05 kJ/mol.
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Je tfeba zduraznit, ze ne vSechny body v Kissingeroveé grafu spliuji linearni
usporadani. Tento defekt neni zpisoben tepelnymi gradienty ve vzorku, které by byly

zpusobeny piili§ vysokou rychlosti ohfevu nebo nadmérnymi navazkami vzorku. Mohlo by to
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byt zplsobeno tim, ze pii nizkych rychlostech se objevuji dva krystalizacni piky

a krystalizace se tak urychluje (objevuje se pii nizsich teplotach).

Dals§i metody, kterymi byla ovéfena hodnota Ea, jsou izokonverzni diferencialni
Friedmanova metoda a izokonverzni integralni KAS metoda. Z Obrazku 38 je vidét, ze
hodnoty Ea odpovidajici KAS metodé se téméf podobaji hodnoté, ktera byla urCena
Kissingerovou metodou, tudiz tuto hodnotu muzeme povazovat za vhodnou. Pokud se
zametime na data vyhodnocené pomoci metody Friedman, tak si mizeme vSimnout, ze nesedi
na hodnotu Ea vyhodnocenou Kissingerem, to muze byt nasledek toho, ze body
v Kissingeroveé grafu (Obrazek 37) nejsou usporadany linearné€. Friedmanova metoda bere
vice v potaz data, kterd jsou vyhodnocena pro vysSi rychlosti ohfevu nez ty pfi nizSich

rychlostech.
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Vyhodnoceni pomoci izokonverznich metod neni vhodné, protoze se s rostouci
rychlosti ohfevu méni i1 tvar piku. Pokud se tedy méni asymetrie piku s rychlosti ohfevu, tak

nema vyznam fyzikalné-chemicky interpretovat vyvoj zavislosti Ea na a.
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Diky kompenzacnimu efektu trendy A na o (Obrazek 39) odpovidaji trendim Ea na a.
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Podle vizualniho posouzeni tvart krystalizacnich pika (Obrazky 31 a 32) je jasné, ze
neni vhodné pouzit k popisu kinetiky krystalizacnich dat JMA model, a proto byl uplatnén
model AC. Pomoci jednokiivkové multivariacni kinetické analyzy (sc-MKA), kdy byla
zafixovana hodnota E4 z Kissingerovy metody, byly vyhodnoceny parametry N a M. Nejdiive
bylo provedeno fitovani pouze jednim (dominantnim) krystaliza¢nim pikem, kde byl
korelaéni faktor R roven hodnot€ 0,989. Poté byl proveden fit pres oba krystalizaéni piky, kde
je hodnota R rovna 0,999. Vzhledem ke korela¢nim faktorim, byl vybran fit s lepsi hodnou R,
kdyz byl fit veden pies oba krystaliza¢ni piky. Vysledné hodnoty N a M parametri jsou
znazornény na Obrazku 40, vpravo je vysledek odpovidajici fitu pouze jednim krystaliza¢nim

pikem a vlevo je vysledek, ktery odpovida fitu obou krystaliza¢nich pika.
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Hlavni vyhodou sc-MKA metody je moznost ziskani zavislosti kinetickych parametrt
A, M na teploté ¢i rychlosti ohfevu, a pfedevsim moznost predikovat chovani materialu
(v pripadé této diplomové prace prubéh procesu krystalizace) za riznych, obvykle tézko
meéfitelnych podminek. Griseofulvin je jako amorfni 1éCivo vtomto ohledu ponékud
specificky, nebot’ jeho T, je narozdil od velkého mnozstvi ostatnich ucinnych latek vysoko
nad laboratorni teplotou — piiblizn€ u 85 °C. V takovém pfipade je kineticka predikce pro
laboratorni teplotu (25 °C) bezpfedmétna, protoze je jisté, ze jakékoli (i dlouhodobé)
skladovani amorfniho griseofulvinu pii takové teplot€ nepovede pouze vlivem teploty ke
vzniku krystalické faze. 1 kdybychom ignorovali vliv snizené objemové difuze pod T,
predikce vychazejici z krystalizacnich parametrti hlavniho krystalizacniho piku udava, ze by
tvorba signifikantniho mnozstvi krystalické faze trvala roky. Podobné je ale diskutabilni
ucelnost kinetické predikce pro teploty charakteristické naptiklad pro proces hot melt extruze
(typicky 110 — 130 °C), protoze tyto teploty jsou zase uz na urovni krystaliza¢nich pikt
ziskanych pii rychlostech ohfevu 5 — 20 °C.min’!. V takovém piipadé by podle kinetické
predikce doslo ke krystalizaci amorfniho léCiva prakticky okamzit€, neuvazujeme-li

ptipadnou stabilizaci amorfni formy dalSimi excipienty.

Velmi zajimavé je ovSem pouziti kinetické predikce krystaliza¢niho chovani pro oblast
Te. Pii vyzkumu strukturni relaxace probihajicim paralelné s praci na této diplomové praci
bylo zjisténo, ze krystalizaci z bezdifuzné vytvorenych povrchovych nuklei (odpovidajici
1. krystalizacnimu piku pozorovanému u T, pii nizkych rychlostech ohfevu) lze uspesné

potlacit rychlym zahtatim materidlu tésné nad T, kdy velmi pravdépodobné dochazi k tzv.
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efektu self-healingu mechanicky indukovanych defektt, jez figuruji v propagaci rastu
krystala. Tato data byla ziskana nad ramec diplomové prace a jsou publikovana v [71]; jedna
se o velmi vyznamnou a pro farmaceutickou praxi uziteCnou moznost stabilizace amorfni
taze. Jelikoz lze takto v piipade griseofulvinu efektivné potlacit rychlou (prakticky
okamzitou) tvorbu krystalické faze v oblasti Tg, stava se pro tuto proceduru relevantni rust
krystalli probihajici nezavisle na nizkoteplotni povrchové difuzi, charakterizovany hlavnim
krystaliza¢nim pikem, pro ktery byla provedena podrobna kinetickd analyza. Kineticka

predikce spocitand z téchto dat je uvedena na Obrazku 41.
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Obrdzek 41: Predikce chovadni griseofulvinu pri teploté 85 °C.

Jak je zteymé, signifikantni mnozstvi krystalické faze se zacina formovat ptiblizn€ po
dvaceti minutach temperace pii 85 °C. Toto je tedy odhadovany limit pro aplikaci navrhované
techniky stabilizace amorfniho griseofulvinu ohfevem na/nad teplotu T,. OvSem tuto piesnost
nelze brat za zcela spolehlivou, protoze byla brana v uvahu pouze prumérnou Ea. Dalsi véc,
na kterou je potieba dat si pozor je, ze tato predikce plati pouze pro danou velikost ¢astic

griseofulvinu, v této diplomové praci je to frakce 50 — 125 pum.
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3.5. KINETIKA TEPELNEHO ROZKLADU

Termogravimetrické kiivky griseofulvinu vysokoteplotniho rozkladu byly zpracovany
podobnym zpusobem jako dfive diskutovana krystaliza¢ni data. Kissingerovy zavislosti podle
rovnice (5), které odpovidaji rozkladu ve dvou reak¢nich atmosférach (N2 a vzduch), jsou

znazornény na Obrazku 42.
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Vzajemné poloha obou zavislosti na Obrazku 42 naznaluje, ze rozklad ve vzduchu

muze probihat o néco rychleji, ale s prakticky podobnou aktiva¢ni energii:

e Provzduch: Ea=104,0=4,2klJ/mol alog(A/s!)=748
e Pro N2: Ea= 1058 + 5,8 kl/mol alog(A/s 1) = 17,53

Velmi podobné hodnoty aktivaéni energie byly ziskany téz zizokonverzni
diferencialni Friedmanovy metody (rovnice 6) a zizokonverzni integralni KAS metody

(rovnice 6). Graf je zobrazen na Obrazku 43.
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Obrdzek 43: Zavislosti E4— o urcené Friedmanovou a KAS metodou pro dekompozicni data.

Na rozdil od krystalizacnich dat vykazuje tepelny rozklad pozoruhodné konstantni
zavislosti Ea — o, coz naznacuje rovnomernost a reprodukovatelnost mechanismu rozkladné
reakce. Protoze fyzikalni smysluplnost kinetiky riistu nukleace je pro tepleny rozklad sporna,
byl AC model pouZit jako vychozi pro popis TG dat. Ubytek hmotnosti spojeny s rozkladem
byl skute¢né popsan dvouparametrovym autokatalytickym modelem AC s mimotadné
vysokou piesnosti (primér R? > 0,9999). Kinetika zalozena na AC modelu je pro TG data

vyjadiena prostiednictvim vyvoje kinetickych exponentd M a N (Obrazek 44)
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Obrdzek 44: Kinetické exponenty vyhodnocené metodou sc-MKA pro data rozkladu.
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3.6. OPTICKA MIKROSKOPIE KRYSTALIZUJICIHO GRISEOFUL VINU

Déle byla krystalizace amorfniho 1éCiva griseofulvinu pozorovana pomoci piimé
experimentalni techniky, a to mikroskopie. Na Obrazku 45 je zobrazena fotografie
z optického mikroskopu, ktera zobrazuje vyrastajici krystaly griseofulvinu pfi teploté 75 °C

z mikrotrhliny, kterd byla uméle vytvofena na hladkém povrchu kapky amorfniho

griseofulvinu. Rozméry snimku jsou 0,5 x 0,5 mm.

Obrdzek 45: Fotografie z optického mikroskopu — amorfni griseofulvin se zacinajici

krystalizaci. Sipky sméruji na krystaly.

Tmava mista na Obrazku 45 predstavuji primarni krystalickou formu vytvorenou
z poskozeného povrchu. Svétle hnédy stin predstavuje tenkou povrchovou vrstvu krystalické
faze. Ostré a dlouhé okraje povrchové krystalické faze naznacuji, ze se rust krystala $ifi podél

mikrotrhlin vzniklymi beéhem Skrébani.
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3.7. DISOLUCNI ZKOUSKA AMORFNIHO GRISEOFULVINU

Jako soucast diplomové prace byl dale vybran experiment v podobé disolucni
zkousky, ktera predstavuje dulezitou tlohu pro farmaceuticky pramysl. Disolu¢ni zkouska se
pouziva k posouzeni kvality a stability 1éCiva, ale predevsim umozni predpovedét vstiebavani
l1é¢iva v lidském organismu (in vivo). Dale lze z disolu¢niho profilu urcit mechanismus,

kterym se 16¢ivo uvoliiuje z 1ékové formy. [47- 4841

K ziskani disolu¢niho profilu bylo nejprve potieba stanovit kalibracni kiivku
z pripravenych kalibra¢nich roztokt neboli zavislost absorbance na koncentraci 1éCiva pro pH
1,2 a pH 6,8 (Obrazek 46). Metodou linearni regrese byly ziskany regresni rovnice, které jsou

zvyraznéné v Obrazku nize.

1,0
020
0,8
0,15
§ 8 0,6
& &
£ 0,10 8
o S 04
e y = 0,0019x + 0,0193 g y = 0,0087x + 0,0103
0,05+ R?=0,9908 02 R?=0,9999
®
0,00 ¥ T = T L T T T ¥ T 0,0 T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
koncentrace / mg.I” koncentrace / mg.l”

Pomoci téchto rovnic byla pfepoctena zmeétrena absorbance z disolu¢nich testu (pro
vSechny tablety) na koncentraci a na procenta uvolnéného 1éciva. Procenta uvolnéného 1é€iva
v zavislosti na Case pro krystal a rizné velikostni frakce amorfu byla vnesena do grafu
a kvantitativni vyhodnoceni bylo uskute¢néno pomoci programu GraphPad Prism metodou
nelinearni regresni analyzy. K prolozeni disolu¢niho profilu byl vyuzit model Weibull

(Obrazek 47).
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Podle informaci uvedenych v teoretické ¢asti, konkrétn€ to, ze amorfni 1éCiva jsou 1épe
rozpustnd nez krystalicka, bylo rozhodnuto tuto skuteCnost ovéfit pravé pomoci disolu¢ni
zkousky. OvSem ze ziskaného disolu¢niho profilu vysSe si miuzeme vSimnout, Ze pfi
rozpousténi hraje roli priméarné velikost Castic a nikoli to, zda se jedna o krystalickou ¢i
amortni formu. Rozdil v rozpustnosti mezi krystalickou a amorfni formou neni tedy v tomto
ptipadé az tak vyrazny. Dale je z Obrazku 47 ziejmé, ze ztablety obsahujici amorfni
griseofulvin velikostni frakce 300 — 500 um se uvolnilo za 24 hodin pouze kolem 30 %
griseofulvinu. Kolem 100 % uvolnéného griseofulvinu se pohybuji pouze tablety, které

obsahovaly krystal (2 — 10 um) a amorf o velikostni frakci 20 — 50 pum.

U hydrofilnich tablet dochazi k bobtnani v disledku nasati disolu¢niho média.
Bobtnani ma za nasledek rozvolnéni polymernich fetézcu v tablet€¢ a uvolnéni API z tablety
na zakladé difuze. Béhem tohoto bobtnani se vytvaii gelova vrstva tablety, do které se dostava
ucinnd latka z jadra tablety. Gelova vrstva spolecné s API se odmyva za konstantniho tvoreni

dalsi gelové vrstvy a nasledného odmyvani. V pripadé, ze je API mélo rozpustnd mohlo by
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dochazet k zadrzovani Ucinné latky uvnitf tablety. Na Obrazku 48 jsou zobrazené tablety po
ukonceni disolu¢niho testu. Tablety nalevo obsahovaly krystalicky griseofulvin, prestoze se
podle disolu¢niho testu (Obrazek 47) uvolnilo 100 % API, miZeme v jadru tablety pozorovat
zbylou nerozpusténou matrici (pomocné latky). Tablety na pravé strané obrazku obsahuji
amorfni griseofulvin. U tablety s nejjemnéj§i amorfni frakci, konkrétné¢ 20 — 50 pum, kde se
uvolnilo necelych 100 % latky, taktéz mizeme tvrdit, Ze uvnitf tablety zlstaly nerozpus§téné
pouze pomocné latky. OvSem u tablety s velikostni frakci amorfniho griseofulvinu
250 — 300 um muzeme vidét na disolu¢nim profilu (Obrazek 47) to, ze se API rozpustila
pouze z55 %. Uvniti této tablety ale nejsou znatelné nazloutlé kousky amorfniho

griseofulvinu, muzeme tedy predpokladat, ze kousky API jsou v gelovém obalu nabobtnané

tablety. Jde ale vidét, ze zbytek tablety po disoluci je znacné vétSi ve srovnani s frakci

20 — 50 pm.

Obrazek 48: Tablety po ukonceni disolucni zkousky. Nalevo nahore tableta blanku a nize
tablety s krystalickym griseofulvinem,; napravo tablety s amorfnim griseofulvinem (velikostni
frakce 250 — 300 um a 20 — 50 um).

Abychom popsali mechanismus, kterym byl griseofulvin uvolnovan z tablety ptfi pH
1,2 a nasledné pii pH 6,8, byl pouzit model Korsmeyer-Peppas, ktery plati pouze do 60 %
uvolnéného 1é¢iva. ¥ Fitovani modelu a vyhodnoceni jeho parametru bylo provedeno
v programu GraphPad Prism. Vysledny graf je uveden na nésledujicim Obrézku 49 a vysledek
parametru n, ktery charakterizuje transportni mechanismus 1é¢iva z 1ékové formy, je zobrazen

v Tabulce 6.
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Obrazek 49: Disolucni profi

[ do 60 % uvolnéného griseofulvinu prolozen modelem

Korsmeyer-Peppas.

Tabulka 6: Hodnoty parametru n modelu Korsmeyer-Peppas pro dané velikostni frakce

griseofulvinii.

griseofulvin parametr n = SD
krystal 2 —10 um 1,53 +£0,05
amorf 20 — 50 um 1,69 £+ 0,09
amorf 50 — 125 um 1,70 £ 0,07
amorf 125 — 180 um 1,85+0,12
amorf 180 — 250 um 1,80+ 0,6
amorf 250 — 300 um 1,84 +0,17
amorf 300 — 500 um 2,06 £ 0,08
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Ze zjisténych hodnot parametru n si mizeme vSimnout, Ze mechanismus a rychlost
uvoliovani 1é€iva jsou vyrazné ovlivnény velikosti Castic pfipraveného amorfniho
griseofulvinu. Vysledné hodnoty parametru n se pohybuji vyrazné€ nad hodnotu 1. Pokud je
hodnota parametru n > 1 mechanismem uvolfiovani 1éCiva je tzv. super case Il transport. Tato
forma transportu se nejCastéji vyskytuje tam, kde dochézi k modifikacim matrice

a predstavuje relaxaci, difizi a erozi polymerti. 21
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4. ZAVER

V diplomové praci bylo studovano 1é¢ivo v amorfni formé, konkrétné griseofulvin,
protoze pravé pomoci amorfnich 1éCiv ve srovnani s krystalickymi protéjsky lze dosdhnout

vyS$8i rozpustnosti 1éCiva a tim 1 biologické dostupnosti Spatné rozpustnych 1é¢iv.

V prvni Casti prace byla vypracovana literarni reSerSe, ktera zahrnuje zakladni
informace o 1éCivu griseofulvinu a dale o metodach, které byly pouzity ke zkoumani tohoto
1é¢iva. Nasledné byly popsany experimentalni postupy pripravy vzorku a jeho meéfeni na
danych pristrojich, jako jsou diferen¢ni skenovaci kalorimetr, termogravimetr, Ramanav
spektroskop, opticky mikroskop a nakonec pfistroj k provedeni disolu¢ni zkousky.

V zéavéretné Casti prace byly diskutovany vysledky.

Jednim z cilt prace byla charakterizace vyslednych DSC kiivek vzorku griseofulvinu
pii raznych rychlostech ohfevu a nasledna kineticka analyza krystaliza¢nich dat, ke které patfi
vyhodnoceni aktivaéni energie, a nasledna predikce chovani griseofulvinu okolo teploty
skelné transformace. Z predikce mizeme predpokladat, ze griseofulvin vydrzi necelych 20
minut pfi temperaci na teplot¢ 85 °C, aniz by doslo k jeho krystalizaci. Coz je tedy
odhadovany limit pro aplikaci nami navrhované techniky stabilizace amorfniho griseofulvinu

ohfevem na/nad teplotu T,.

V dnesni dob¢ je popularni zavadeét amorfni 1é¢ivo do 1éku také pomoci hot melt
extruze a 3D tisku, proto byla ovéfovana teplota rozkladu griseofulvinu pomoci
termogravimetrie. Termogravimetrie odhalila, Ze griseofulvin se pii nizkych rychlostech
ohtevu rozklada jiz kolem 200 — 210 °C. Toto 1éCivo by tedy mohlo byt piipravovano pomoci
hot melt extruze bez problému a pomoci 3D tisku pouze s velkou opatrnosti, protoze zde bude
potieba hlidat kazdy °C, abychom zamezili rozkladu 1é¢iva na nezadouci ptfipadné toxické

produkty pro zivy organismus.

Pomoci DSC nebyla pravdépodobné€ pozorovana pouze jedna krystalickd forma
griseofulvinu. K provéfeni existence vice polymorfii v méfeném vzorku griseofulvinu byla
pouzita Ramanova spektroskopie. Pomoci porovnani naméfenych Ramanovych spekter se
spektry z literatury, bylo potvrzeno, ze vzorek griseofulvinu zcela dominantn€ obsahoval

formu I, kterd je termodynamicky stabilni.

Dalsim z&dmérem prace bylo prokézani, ze amorfni griseofulvin se daleko 1épe

rozpousti a tim padem se 1 lépe vstiebava v organismu. OvSem pomoci disolu¢ni zkousky
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bylo zji§téno, ze rozdil v rozpustnosti mezi amorfem a krystalem neni az tak vyrazny, protoze
primarni roli hraje velikost ¢astic, nikoli forma. Dale byla odhalena zajimava moznost fizeni
rychlosti rozpousténi (zpomaleni) a to pomoci velikosti amorfnich Castic. Rizna velikost
amorfnich ¢astic se pripravuje snadno, zatimco pripravit krystal ve vétSich velikostnich

frakcich je daleko slozité;si.
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