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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva studiem kinetiky krystalizace 1éCiva indomethacin.
Indomethacin se fadi mezi antiflogistika, antipyretika a analgetika, a zaroven patfi
mezi nesteroidni protizanétlivé latky (NSAID). Kinetika krystalizace indomethacinu byla
studovana za neizotermnich podminek pomoci diferen¢ni skenovaci kalorimetrie a in-situ
Ramanovy spektroskopie pfi 12 riznych rychlostech ohfevu. Hlavnim cilem této diplomové
préace bylo porovnat kinetiku krystalizace sledovanou t€émito dvéma metodami a nasledné urcit

aktivacni energii krystalizacniho procesu pomoci Kissingerovy metody.

KLICOVA SLOVA

Indomethacin, diferencni skenovaci kalorimetrie, Ramanova spektroskopie, krystalizace

TITLE

Utilization of in-situ Raman spectroscopy in the crystallization kinetics study of indomethacin

ANNOTATION

This master's thesis focuses on studying the kinetics of the crystallization of the drug
indomethacin. Indomethacin belongs to the class of anti-inflammatory, antipyretic,
and analgesic drugs, and it is also classified as a nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAID).
The crystallization kinetics of indomethacin were investigated under non-isothermal conditions
using differential scanning calorimetry and in-situ Raman spectroscopy at 12 different heating
rates. The main objective of this master's thesis was to compare the crystallization kinetics
determined by these two instrumental techniques, and to determine the activation energy of the

crystallization proces by means of the Kissinger method.
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UvVOD

Amorfni 1é¢iva predstavuji dalezitou tiidu farmaceutickych latek, které maji zasadni
vyznam v oblasti 1ékaistvi a farmacie. Oproti krystalickym 1é¢ivam, které maji definovanou
periodickou strukturu, jsou amorfni 1é¢iva charakterizovana nahodnym uspotfadanim molekul
bez uspotadani na dlouhou vzdalenost. Diky absenci krystalického uspotradani maji amorfni
lé¢iva tendenci vykazovat vysSi rozpustnost a rychlejsi rozpousténi, coz muze vést k lepsi

absorpci v téle a zlepSeni terapeutickych ucinku.

Nicméné€, amorfni 1é¢iva mohou byt nachylna k riznym formam nestability, jako je
rekrystalizace nebo prechod do krystalické formy béhem skladovani a expozice riznym
podminkam. To maze mit za nasledek zmény v jejich vlastnostech a Gi¢innosti. Z tohoto divodu
je dulezité porozumét fyzikalnim a chemickym vlastnostem amorfnich 1€¢iv a vyvinout strategii

pro jejich stabilizaci a optimalizaci jejich formulaci pro farmaceutické pouziti.

Mezi amorfni 1€Civa se fadi 1 1éCivo indomethacin, které se vyuziva jako antiflogistikum,
analgetikum a antipyretikum. Indomethacin je 1é¢ivo z kategorie nesteroidnich protizanétlivych
1é¢iv a vyuziva se predev§im k lécbe artritidy, revmatoidni artritidy, osteoartritidy, dny
a dalSich zanétlivych onemocnéni. Indomethacin se vyskytuje v sedmi polymorfnich formach
(v, a, B, 6, &, , M), kdy kazda znich ma jiné fyzikélni a chemické vlastnosti. y forma je
termodynamicky stabilni a o forma je nejCastéji se vyskytujici metastabilni forma.
Charakterizace téchto polymortnich forem indomethacinu je nezbytna pro spravnou manipulaci

s 1éCivem b&hem vyroby a skladovani.

Tato diplomova prace se zabyva studiem krystalizatniho chovani ulinné latky
indomethacinu. Pro toto studium byly vyuzity dvé metody, diferencni skenovaci kalorimetrie
a in-situ Ramanova spektroskopie. Tyto dvé experimentalni techniky byly pouzity k porovnani
kinetiky krystalizace studovaného indomethacinu, kdy hlavnim cilem bylo ovéfit moznost
pouziti in-situ Ramanovy spektroskopie jako plnohodnotné alternativy ke kalorimetrickym

metodam.
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1. TEORETICKA CAST
1.1 Amorfni latky

Pevné materidly lze rozdélit do n€kolika kategorii, pfi¢emz jedno z hlavnich rozdéleni je
na materidly krystalické a amorfni. Krystalické pevné latky maji pravidelnou strukturu
a usporadani na dlouhou vzdalenost, kdezto amorfni latky maji strukturu neuspotadanou
a usporadani na kratkou vzdalenost. Na Obrazku 1 muzeme vidét srovnani krystalické (vlevo)
a amorfni (vpravo) struktury, kde je naznafeno, ze u krystalickych latek je struktura
pravidelna.[1-3] Pro rozliSeni obou typt struktur mizeme vyuZzit metody, jako jsou rentgenova

difrakce (XRD), diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC) a izotermni kalorimetrie.[4]

Obrazek 1: Krystalicka a amorfni struktura|2]

Amorfni pevny stav je obecné metastabilni, coz znamena, ze ma tendenci samovolné
prejit na termodynamicky stabilni krystalickou formu. Amorfni latky se Casto pfipravuji
rychlym chlazenim taveniny nebo kapalné faze. Diky rychlému chlazeni, jehoz rychlost je
vy$si, nezje rychlost krystalizace, nema material dostatek Casu na usporadani atomu a vytvoreni
pravidelné struktury, ale Castice v podstaté zastanou nahodné€ rozmisténé a zachovaji si

usporadani kratkého dosahu.[1,3]

Mezi amorfni latky se tadi naptiklad sklo, vosky, tuky, asfalt, keramika, polymery,
amorfni kovy, gely nebo nékteré farmaceutické latky. V principu je mozné do amorfniho stavu

prevést jakoukoli latku, jelikoz zalezi pouze na rychlosti chlazeni taveniny.[1,3]

Zakladni vlastnosti amorfnich latek je izotropie, coz znamend, ze jejich fyzikalné
chemické vlastnosti jsou stejné ve vSech smérech. Oproti krystalim nevykazuji proces tani,

coz je dano tim, ze nemaji pravidelnou krystalickou miizku, ktera by se mohla béhem procesu
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tani rozkladat. Rozpustnost amorfnich latek ve vode€ je mnohem vy$§§i nez u jejich krystalickych
forem, tohoto jevu se Casto vyuziva ve farmaceutickém pramyslu. Také mechanické vlastnosti
amorfnich materialt jsou zcela odlisné od jejich krystalickych protéjski, coz je zpusobeno
odlisnym poctem a typem molekulovych interakci. Bylo naptiklad zjiSténo, Ze pfi teplotach
presahujicich 50 K pod teplotou skelného piechodu (Tg) amorfni farmaceuticky pfipravek
vytvofil tuhé formy, které byly vyznamné€ kieh¢i nez ty, které byly vytvoreny z krystalické
formy.[4,5]

Jednou z typickych vlastnosti amorfnich materialu je teplota skelného prechodu. Skelny
ptechod je fazovy prechod druhého druhu, kdy dochazi ke zméné tepelné kapacity. Tento
fazovy prechod se obvykle vyskytuje hluboko pod teplotou tani. Nad teplotou skelného
ptechodu se material stavda mek¢i a gumovejsi. Teplota skelného prechodu neni konstantou
pro danou latku, ale zavisi na rychlosti ohfevu. Dalsi z vlastnosti, kterou se od sebe amorfni
a krystalické materialy odlisuji, je schopnost absorbovat vodu. Amorfni materialy jsou schopny

ve vetsi mife absorbovat vodni paru z okolniho prostiedi nez materialy krystalické.[4]

Amorfni pevné latky vzdy hraly kliCovou roli ve farmaceutickém vyzkumu,
avSak nedavny zajem o né€ byl podnicen dvéma hlavnimi trendy: rostoucim zimem
o farmaceutické pevné latky obecné, zejména o polymortni formy a solvaty, a z4jmem o védu
o skle a skelny ptfechod. Amorfni latky mohou vznikat jak Umysln€, tak neimyslné¢ béhem
béznych vyrobnich procest ve farmaceutickém prumyslu. Vlastnosti amorfnich materialt Ize
vyuzit k optimalizaci vlastnosti farmaceutickych davkovych forem, avsak tyto vlastnosti mohou

také vést k nezadoucim G¢inkim, kterym je potieba porozumét.[4]

1.1.1 Sklo

Sklo je jednim z nejdualezitéjSich materiall v celé historii. Historie vyroby skla saha
az do staroveékého Egypta a Mezopotamie, kde zjistili, Ze pisek a soda se pfi vysokych teplotach
tavenim mohou pfeménit na pevny, pruhledny material. Nasledné femeslnici, dnes uz sklafi,
po celém svéte€ rozvinuli razné techniky vyroby skla, vetné foukani, litého skla ¢i leptani.

[6-8]

Sklo se fadi mezi amorfni materialy, coz znamena, ze ma nahodné uspotadani ¢astic. Sklo
je z fyzikalniho hlediska v nerovnovazném stavu a jeho struktura vznika dostatecné rychlym
chlazenim taveniny tak, aby nedosSlo ke krystalizaci. Jeho vynikajici vlastnosti, jako je

prahlednost a odolnost vic¢i chemickym latkam, ho €ini idealnim materialem pro pouziti jako
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stavebni konstrukce, pro vyrobu lahvi, kontejnerd, soucasti mikroskopu, teleskopt, optickych
vlaken, senzora Ci jinych optickych zafizeni, v oblastech fotoniky nebo jako polovodi¢ovy

material [6-8]

Opticke vlastnosti skla jako je index lomu, disperze ¢i propustnost, jsou siln¢ zavislé
na chemickém slozeni a také Caste¢n€ na jeho tepelné historii. Optické sklo, které se vyuziva
jako €oc¢ky, okenni tabule nebo zrcadla, ma index lomu 1,4 az 2.4, ale hodnota indexu lomu
muze byt ovlivnéna hustotou. Mezi indexem lomu a hustotou existuje pfima Uméra,
tedy roste-li hustota, roste i index lomu. Skla, ktera obsahuji vyssi podil alkalickych prvki
nebo prvkl alkalickych zemin jsou nachylnéjsi ke korozi nez jina skla sjinym slozenim.
Hustota skla zavisi na chemickém slozeni, pohybuje se v rozmezi od 2,2 g/cm?® pro taveny oxid
kfemidity do 7,2 g/cm® pro husté kiemenné sklo. Sklo je pevnéjsi nez vétsina kovd, jeho
hodnota pevnosti v tahu ¢ini 14 — 15 GPa, tato hodnota plati pro Cisté, bezchybné kiemicité

sklo.[6-8]

Obrazek 2 zobrazuje diagram entalpie — teplota. Pfi pomalém chlazeni ma vychozi
kapalina, ktera se nachédzi nad teplotou tani T: dostatek ¢asu k pohybu z aktualni pozice
na termodynamicky stabilni bod v mfizce, a tak se uspotadat do krystalové struktury. Pokud je
chlazeni dostate¢né rychlé, tak material nema dostatek Casu na vytvoreni nuklei a jejich
nasledny rust a tim padem nenastane krystalizace. Jakmile se material dostane pod teplotu tani
Ti, za¢ne se chovat jako podchlazena kapalina, kde se systém nachazi v metastabilni oblasti.
V bodg, kdy hodnota viskozity nabude hodnoty 10'2Pa-s, latka opousti kapalny stav a méni se
na pevny systém, tento jev muzeme v diagramu entalpie — teplota pozorovat zlomem na kfivce.
Ovsem struktura této pevné latky zustava v neusporadaném stavu, ktery je podobny tomu
v kapaling, tento stav se oznacuje jako ,,zatuhld“ kapalina. Nerovnovazny stav ma tendenci
samovoln¢ snizovat Gibbsovu energii a tento proces oznafujeme jako strukturni relaxace.
Jelikoz se nachéazi systém v termodynamické nerovnovéze, tak ma tendenci se dostavat
do termodynamické rovnovahy, tomu ale pii takto nizkych teplotach brani vysoké energetické

bariéry.[9-11]
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Obrazek 2: Diagram entalpie - teplota

1.2 Amorfni léCiva

Transformace do amorfni formy predstavuje jednu z nejslibnéjSich strategii pro feSeni
problému nizké rozpustnosti 1éCivych latek, ktery se stava stale vyznamnéj$i v ramci vyvoje
novych léCivych pripravki. 1 pfestoze maji amorfni 1éCiva své vyhody, jejich aplikace
v peroralnich pevnych formulacich je stale omezena, predevsim kvuli nestabilit€¢ amorfni
formy. Oproti svym krystalickym protéjskim jejich termodynamicka nestabilita a vySsi
molekularni mobilita vede ke spontanni krystalizaci. Tato krystalizace se miize objevit jiz
béhem vyrobnich, skladovacich ¢i rozpoustécich procesu, coz vede ke ztrat€ vyhod rozpousténi
a rozpustnosti amorfni formy. Z toho divodu jiz bylo mnoho amorfnich pevnych 1ékovych

forem stahnuto zp&t Uradem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (angl. Food and Drug Administration,
FDA).[11]

Amorfni 1é¢iva maji tendenci prechazet zpét do krystalické faze z toho duvodu, ze maji
mnohem vys$i volnou energii nez v krystalickém stavu, proto je zapotiebi zajistit vhodné

podminky, které zaruci, ze 1é¢ivo nepiejde zpét do své krystalické formy [1]

Mezi dalsi vyhody amorfnich 1éCiv se fadi lepsi oralni biodostupnost, amortni 1é¢iva

vykazuji vys$§i molekularni mobilitu oproti svym krystalickym protéjskim, coz se projevi
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v lepsim disolu¢nim profilu a maji vyssi povrchovou energii. Naproti tomu amorfni [é¢iva maji
niz§i chemickou a fyzikalni stabilitu a vykazuji mnohem vy3si naroky na produkei, skladovani
a stabilizaci. Napiiklad pfi vystaveni vlhkosti se snizi teplota skelného prechodu Ty, jelikoz
vlhkost pusobi jako plastifikator, a tim se zvy$i pravdépodobnost rekrystalizace amorfni

latky [1]

Amorfni léCiva se vyuzivaji predevsim pro generické 1ékové formy, ale jiz existuje

i nékolik originalnich amorfnich 1€€iv, k nimz se tadi 1 [é¢ivo indomethacin.[1]

1.3 Indomethacin

Indomethacin (Obr. 3), jehoz strukturni vzorec zni C19Hi16CINO4 a systematicky nazev
1-(4-chlorobenzoyl)-5-methoxy-2-methyl-1H-indol-3-yl octovd kyselina se ftadi mezi
nesteroidni protizanétlivé 1éky (angl. Non-steroidal anti-inflamatory drugs, NSAID)
s vyraznym antipyretickym, analgetickym a antiflogistickym u¢inkem. Poprvé byl schvalen
Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (angl. Food and Drug Administration, FDA) v lednu
1965. Obchodni nazvy indomethacinu mohou byt Indocin a Tivorbex a jeho registracni Cislo

CAS je 53-86-1.[12-14]

Obrazek 3: Struktura indomethacinu

Indomethacin mé bilou az nazloutlou barvu a jednd se o krystalicky prasek. Je
nerozpustny ve vodé (< 1 mg/l pti 25 °C), ale naopak je rozpustny v ethanolu, etheru, acetonu
a ricinovém oleji. Indomethacin je stabilni v neutrdlnim az mirn¢€ kyselém prostiedi, naopak
rychly rozklad nastavd v zédsaditém prostiedi, kde se rozkladd na S-methoxy-2-methyl-3-
indoloctovou kyselinu a p-chlorbenzoovou kyselinu. Souhrn vybranych fyzikalnich

a chemickych vlastnosti indomethacinu se nachdzi v Tabulce 1.[12,14,15]
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Tabulka 1: Fyzikalni a chemické vlastnosti indomethacinu

Molekulova hmotnost, g/mol 357,79
pKa (25°C) 4,5
Hustota pri 25 °C, g/cm? 1,32
Bod tani polymorfnich krystala, °C 158 - 162
Bod tani amorfni formy, °C 55-57
Bod varu, °C (predpoklad) 4994 + 45

Indomethacin se vyuziva k 1écbé pacientd se stfedné tézkou az tézkou revmatoidni
artritidou, ankylozujici spondylitidou (forma zanétlivé artritidy postihujici primarné axialni
skelet, znama pod nazvem Bechtérovova choroba), dnou (opakujici se zachvaty akutni zanétlivé
artritidy postihujici palec u nohy), burzitidou (zanét tthového vacku, ktery se nachazi mezi kosti
a mekkymi tkanémi nad ni), tendonitidou (zanét slachy), osteoartritidou (kloubni onemocnéni)

a akutni bolesti.[16,17]

Doporucena denni davka pro dospélého pacienta pii 1écbé zanétu nebo revmatického
onemocnéni je 50 — 200 mg rozdélend do 2 — 3 davek indomethacinu. Pro 1é¢bu burzitidy
nebo tendinitidy je davka o n€co mensi, 75 — 150 mg rozdé€lena do 3 — 4 davek indomethacinu.
Akutni zachvaty dny se 1é¢i davkou 50 mg indomethacinu kazdych 8 hodin po dobu 3 — 5 dnu.
V dnesni dobé se jiz vyrabi indomethacin s prodlouzenym uvoliiovanim. Jsou to 75mg tablety,
z nichz se okamzité uvolni 25 mg G¢inné latky a zbyvajicich 50 mg se uvoltiuje postupné béhem
nasledujicich nékolika hodin. Tyto tablety jsou potazeny pomalu rozpustnym polymerem.
Indomethacin je dostupny ve formé tobolek, Cipkl, suspenzi, injekci (roztok), gelt, o¢nich
kapek (roztok) a kozniho spreje (roztok). Gely a kozni spreje se pouzivaji k potlaceni bolesti
rizného piivodu. Indomethacin ve formée ocnich kapek se aplikuje pfi chirurgickych zakrocich
v oblasti pfedni ofni komory a k potlaceni bolesti po odstranéni asti rohovky. Injekce
s indomethacinem se vyuzivaji v oboru porodnictvi. Piehled I€ékovych forem a jejich davkovani

je uvedeno v Tabulce 2.[12,18-20]
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Tabulka 2: Lékové formy indomethacinu

Lékova forma Podani Davkovani
Tobolky Orélni 25/50 mg
Tobolky s prodlouzenym uvoliiovanim Oralni 75 mg
Cipek Rektalni 50 /100 mg
Suspenze Orélni 25 mg/S ml
Injekce Intravenozni 0,1 — 0,25 mg/kg
Gel Dermalni 10 mg
O¢ni kapky Oc¢ni 1 ml
Kozni sprej Dermalni 8 mg

Vsechny formy indomethacinu by mély byt uchovavany pti pokojové teplote, 15 — 30 °C
a chranény pred svétlem a vlhkosti.[12,18,19]

1.3.1 Nesteroidni protizanétlivé latky a mechanismus t¢inku

Nesteroidni protizanétlivé latky (angl. Non-steroidal anti-inflamatory drugs, NSAID)
predstavuji heterogenni skupinu 1éCiv, kde jednotlivé latky spolu chemicky nesouviseji,
ale vétSina znich jsou organické kyseliny. Do této skupiny se napiiklad fadi extrakty
z chinovniku ¢ kury vrby, které jsou jiz znamé po staleti. Mezi nejznamgjsi 1éCiva,
kterd spadaji do této skupiny spolu sindomethacinem, patii naptfiklad aspirin

nebo ibuprofen.[12,21]

Mechanismus ucinku 1é¢iv ftadici se do skupiny NSAID spociva v inhibici
cyklooxygenazy (COX), coz zabranuje produkci prostaglandinti z arachidonové kyseliny.
Prostaglandiny jsou skupina hormont, které se ucastni imunitnich a zanétlivych procest
a jsou kritickymi mediatory zanétu, horecky a bolesti. Tato skupina hormoni také udrzuje
funkci ledvin (regulace renalniho krevniho pratoku, regulace renalniho krevniho tlaku
a ochrana ledvin pfed poSkozenim zpusobenym zanétem) a aktivitu krevnich desticek.
Cyklooxygenaza se vyskytuje ve dvou izoformach — COX-1 a COX-2. Prvni forma, COX-1 je
piitomna ve vSech tkanich téla a podili se na syntéze prostaglandini a tromboxanu A2.
Tromboxan A2 je kriticky mediator agregace krevnich desti¢ek a inhibice tohoto enzymu je
pravdépodobn€ zodpoveédna za antiagregani UCinky NSAID. Druhd forma, COX-2, se

projevuje jako reakce na poranéni ¢i n&jaky zanét.[12,21]
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NSAID léciva se déli do dvou kategorii podle selektivity COX. Prvni skupinou jsou latky
neselektivni NSAID, které blokuji ob€ formy COX, a druhou skupinou jsou inhibitory
selektivni na formu COX-2. Pomoci modelu syntézy prostaglandint in vivo a in vitro jsou
porovnavany relativni G¢innosti jednotlivych 1é¢iv: indomethacin > naproxen > ibuprofen >

fenylbutazon > aspirin.[12,21]

Indomethacin muze ovlivnit G¢inky 1€kt snizujicich krevni tlak. K tomu muze dojit,
protoze prostaglandiny hraji roli pii regulaci krevniho tlaku. Nebo pokud se indomethacin uziva

spolecn€ s aspirinem, muze to zvysit riziko vzniku zalude¢niho viedu.[12,18]

Lécivo indomethacin disponuje téz antivirotickou aktivitou, ktera snizuje replikaci virt.
V literatufe se uvadi jeho antiviroticka aktivita proti viru hepatitidy B a koronaviru,
ale v soucasné dobé zadna data nepodporuji jeho antivirotickou aktivitu proti koronaviru

SARS-CoV-2.[22]

1.3.2 Farmakokinetika indomethacinu

Lécivo indomethacin podléha linearni farmakokinetice. Indomethacin se témet okamziteé
vsttebava ztraviciho traktu a po perordlnim poziti ma 98% biodostupnost.
Po rektalnim podani je biologicka dostupnost mezi 80 — 90 %. Maximalni plazmaticka
koncentrace po jedné davce na la¢no nastdva mezi 0,9 £ 0.4 a 1,5 £ 0,8 hodinami. Jeho

distribucni objem ¢ini 0,34 — 1,57 1/kg.[12,23]

Uzivani indomethacinu s jidlem ma vliv na rychlost absorpce, nikoliv na biodostupnost.
Nejvetsi efekt na rychlost absorpce ma jidlo s vysokym obsahem sacharidi, poté s vysokym

obsahem bilkovin a nasledné jidlo s vysokym obsahem tukt.[12]

Indomethacin se metabolizuje v jatrech konjugaci s kyselinou glukoronovou. Okolo
33 % davky indomethacinu je vyluCovano ve stolici jako demethylované metabolity
v nekonjugované forme, piiblizné 1,5 % je vyluCovano také stolici jako nezmeénény
indomethacin a zbytek davky je vyluovan mo¢i prostfednictvim renalni tubularni sekrece.
Polocas eliminace indomethacinu je okolo 7 hodin, ale mize se vyrazné lisit (1,5 — 16 hodin),

coz je zapticinéno enterohepatalni cirkulaci.[12,24]
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1.3.3 Nezadouci ucinky a toxicita indomethacinu

Mezi nejcasté)$i nezadouci ucinek indomethacinu se fadi bolest hlavy, ktera se vyskytuje
nejméné u 10 % pacientt. Tento nezadouci ucinek je na davce zavisly a bylo zjisténo, Ze je
Cast€j§i rano a muze byt doprovazen zvracenim, tfesem ¢i zavratémi. Dalsi nezadouci ucinky
indomethacinu mohou byt nevolnost, dyspepsie (nesnasenlivost, paleni zahy), prujem, bolest
bficha ¢i zacpa. Okolo 30 — 60 % pacientd uzivajici indomethacin pocituje nezadouci ucinky,
pficemz 10 — 20 % z nich uzivani pferusi. Aby nedochazelo ke zvySeni nezadoucich ucinkt
na gastrointestinalni trakt, nedoporucuje se soucasného podavani indomethacinu s jinymi 1é€ivy
ze skupiny NSAID. Mezi méne¢ Casté vedlejsi uCinky, které se mohou u pacienti vyskytnout,
jsou: vyrazka, zadrzovani tekutin, krevni srazeniny, infarkty, hypertenze neboli vysoky krevni
tlak a selhani srdce. Jelikoz ma indomethacin celou fadu vedlejsich nezadoucich ucinku pouziva

se jako lé¢ivo druhé volby.[12]

U nékterych jedinca se prokazalo, Ze mohou byt alergicti na 1éky ze skupiny NSAID
a mit pocit dusnosti pii uzivani téchto 1éku. Lidé trpici astmatem maji vyssi riziko zavazné

alergické reakce na léky ze skupiny NSAID.[12]

Cisty indomethacin je velmi toxicka G&inna latka. V literatufe je popsano pouze nékolik
piipada predavkovanim l1éivem indomethacin. Toxické Gcinky popsané v literatufe popisuji
jako vedlejsi ptiznaky bolest hlavy, tinnitus (zvonéni, piskani, hu€eni nebo Sumeéni v jednom
nebo obou usich), zavraté, letargii (stav snizeného stavu bdélosti a aktivity), ospalost,
zmatenost, dezorientaci a neklid, a akutni poskozeni ledvin (AKI) jako néasledek toxicity
indomethacinu. K preddvkovani indomethacinem neexistuje zadné vhodné antidotum,
u dospélych pacientl se vyvolava zvraceni nebo se poda 60 — 100 g aktivniho uhli z davodu
absorpce 1€Civa z gastrointestinalniho traktu. V Tabulce 3 jsou uvedeny smrtelné davky ¢istého

indomethacinu.[25,26]
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Tabulka 3: Smrtelné davky Cistého indomethacinu

Organismus Podani Smrtelna davka, mg/kg
Mys§ Peroralni 11,8-25,6
Krysa Peroralni 11,5-15
Krecek Peroralni 81
Kralik Peroralni 135
Kocka Peroralni 320
Pes Peroralni 160
Clovék (70 kg) Peroralni 50 — 500 (¢ajova 17icka)

1.4 Polymorfismus

Polymorfismus je schopnost latek v zavislosti na krystalizacnich podminkéch krystalovat
ve vice krystalickych strukturach neboli polymorfech. Tyto jednotlivé polymorfy se lisi
ve fyzikalnich a chemickych vlastnostech, napt. rozpustnosti, kinetice nukleace a rastu krystald,

biologické dostupnosti, barve, teploté tani a hustoté.[27,28]

U polymorfi je vzdy jeden stabilnéjsi nez ostatni polymorfy za urCitych podminek,
napiiklad v urcitém rozmezi teplot a tlakd, zatimco jiné polymorfy jsou stabilni za jinych
podminek. Je dulezité znat stabilitu jednotlivych polymorfnich forem molekuly a védét,
jak jednotlivé polymorfy pfipravit, jelikoz i mala zmeéna teploty ¢i slozeni rozpoustédla muze
zpusobit, ze latka prejde z metastabilni formy do stabilni formy. Na Obrazku 4 mizeme vidét
fazovy diagram zavislosti koncentrace na teploté dvou polymorfi. Pti vysSich teplotach je
stabilni Polymorf 1 (vy3Si rozpustnost), zatimco pii nizsich teplotach je stabilni Polymorf 2

(niZ8i rozpustnost).[29]
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Obrazek 4: Fazovy diagram dvou polymorfii|29]

Pro rozliseni jednotlivych polymorfli se vyuziva naptiklad rentgenova praskova difrakce.
Rentgenové paprsky maji vysokou propustnost, a tim umoziuji zkoumat i balena 1€Civa,
nebo muze byt rentgenova praskova difrakce vyuzita k detekci faleSnych 1éCivych piipravka.
Dalsimi z metod, které se vyuzivaji pro charakterizaci polymorfii, jsou diferencni skenovaci

kalorimetrie (DSC), infradervena spektroskopie (IC) nebo Ramanova spektroskopie.[27]

Velkym problémem, zejména u léCivych latek, jsou nekontrolovatelné polymorfni
ptechody, proto je podstatné polymorfismus podrobné prostudovat a monitorovat. Bylo
prokazano, ze az jedna tretina krystalickych organickych molekul a pfiblizn€ polovina
farmaceuticky aktivnich substanci (angl. Active Pharmaceutical Ingredient, API) se vyskytuje
ve vice nez jedné pevné forme. Charakterizace vSech doposud znamych polymorfi danych
ucinnych latek jsou klicové pro stanoveni ucinnosti, rozpustnosti nebo naptiklad trvanlivosti
daného 1éCiva. Dale pokud dojde k objevu novych polymorfi sjinymi chemickymi
a fyzikalnimi vlastnostmi, muze dojit k vytvoreni nové 1écby, ktera bude efektivnéjsi a bude

mit snizené mnozstvi vedlejsich ucinka.[30]

Indomethacin je polymorfni molekula. Dosud bylo zaznamenano sedm raznych
polymorfnich modifikaci — o, B, v, 6, & { a m. V zavislosti na pfipravé amorfni formy
indomethacinu a na podminkach skladovani 1é¢iva dochazi nejCastéji ke krystalizaci do a formy
nebo do y formy. a forma je metastabilni forma s teplotou tani Ty= 154 — 155,5 °C ay forma je
termodynamicky stabilni s teplotou tani Tt= 160 — 161,5 °C. Vznik y formy pfi krystalizaci je
pravdépodobnéjsi, pokud je teplota pod teplotou skelného prechodu (Tg) a pii nizké vlhkosti.
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Naopak o forma se objevuje pii vysokych vlhkostech, pfi teplotach nad T, a ve vodnych
prostfedich. Dalsi z forem, 6 byla zaznamenana pfi krystalizaci z disperze indomethacinu
s polyvinylpyrrolidonem pfi relativni vlhkosti 94 % a z methanolového roztoku indomethacinu
pii suSeni. Forma B byla zaznamenana krystalizaci z dioxanu a roztoka cyklodextrionu. Formy
e, { an byly ziskany rekrystalizaci amorfniho indomethacinu v roztoku pfi riznych hodnotach

pH.[31,32]

1.5 Termicka analyza

Termicka analyza zahrnuje soubor metod, pfi nichz je v definované atmosfére sledovana
urcita vlastnost vzorku v zavislosti na Case nebo teploté. Pomoci termické analyzy mizeme
sledovat dé&je, které probihaji pfi zahfivani nebo ochlazovani vzorka nebo konstantni teploté
(izotermni méfeni). Mezi tyto d&je se fadi dehydratace, desolvatace, skelné prechody, oxidace,
krystalizace, tani, sublimace nebo dal§i fazové premény, které jsou charakterizovany
bud’ uvolnénim nebo spotfebovanim tepla. Mezi vyhody metod termické analyzy se fadi mala
spotieba vzorku, naopak zna¢na nevyhoda je, ze se jedna o destruktivni metody. Jednotlivé
metody termické analyzy rozdélujeme podle méfené vlastnosti. Prehled jednotlivych metod

termické analyzy je shrnut v Tabulce 4.[33-35]
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Tabulka 4: Metody termické analyzy

Metoda termické analyzy
Termogravimetricka analyza
Diferen¢ni termicka analyza

Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie
Termomechanicka analyza
Termodilatometricka analyza
Dynamicka mechanicka analyza
Diferencni tlakova analyza
Elektrotermicka analyza
Detekce uvolnénych plynu

Termoopticka analyza

Déle mezi metody termické analyzy patii simultanni termicka analyza (STA),

ktera umoziuje méfit vice vlastnosti materialu béhem jednoho meéteni. Takto lze napiiklad

ZKkratka

TG

DTA

DSC

™A

D

DMA

DPA

ETA

EGD

TOA

spojit metody TG-DTA nebo TG-DSC.[33-35]

Z naméfenych dat 1ze vyhodnotit a ziskat spoustu udaju o daném vzorku, jako je teplota
skelného prechodu Ty, teplota tani Ty, teplota krystalizace Tc, mechanické vlastnosti (modul

pruznosti, viskoelastické chovéani),

roztaznosti a dalsi.[33-36]

Pti vyzkumu a vyvoji 1é€iv je zdsadni znat termické vlastnosti daného 1é¢iva k formulaci
stabilni lékové formy. Ke znalosti téchto vlastnosti se nejvice vyuzivaji hlavné diferencni

skenovaci kalorimetrie (DSC), diferen¢ni termicka analyza (DTA) a termogravimetricka

analyza (TG).[35]

specifickou tepelnou kapacitu, koeficient tepelné
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Sledovana veli¢ina
Hmotnost
Rozdil teplot
Rozdil teplot nebo toku energie

Rozmér a deformace vzorku

Objem vzorku

Viskoelastické vlastnosti
Tlak
Rozdil elektrické vodivosti
Detekce uvolnénych plynnych produkta

Zména vzhledu



1.5.1 Diferenc¢ni skenovaci kalorimetrie

Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (angl. Differential scanning calorimetry, DSC) se fadi
mezi termoanalytické metody a je nejvice vyuzivanou metodou ze vSech metod termické
analyzy ve farmaceutickém pramyslu. DSC vychazi z diferencni termické analyzy (DTA)
a byla vyvinuta okolo roku 1962. DSC se vyuziva pro charakterizaci tepelnych vlastnosti
riznych slouenin a materialt a pro studium kinetiky rtuznych procest. Vystupem z DSC
analyzy jsou pak charakteristické teploty tani, krystalizace, teplota skelného ptfechodu
nebo mnozstvi tepla spojeného s fazovymi prechody prvniho a druhého druhu. Diky DSC
muzeme sledovat vSechny procesy, pfi kterych dochazi k vyméné tepla a poskytuje nam
podrobné informace o fyzikalnich vlastnostech studované latky. Principem DSC méfeni je
linearni ohfev nebo chlazeni vzorku, a zaroven se méfti rozdily teplot nebo energii, které je
potieba dodat, aby vzorek a referen¢ni latka mely stejnou teplotu. Jako referencni material se
pouziva nejcastéji prazdny kelimek. Mezi vyhody této metody se fadi univerzalnost a vysoka

citlivost.[35-38]

DSC ma dva zékladni typy uspotradani — DSC s tepelnym tokem (angl. Heat flux DSC)
a DSC s kompenzaci ptikonu (angl. Power compensation DSC). Principem DSC s tepelnym
tokem (Obr. 5) je méfeni rozdilu teplot mezi vzorkem a referenci pomoci rozdilu
termoelektrickych napéti jednotlivych termoclankd. Prostor vzorku a prostor reference jsou
od sebe tepelné oddéleny, aby se zabranilo tepelnému toku mezi nimi, ale vzorek a reference
maji jeden spole¢ny ohiivaC. Vysledna kiivka predstavuje zavislost tepelného toku na teploté.
Principem kompenza¢ni DSC (Obr. 6) je méteni energie, ktera je potieba pro vyrovnani teplot
mezi vzorkem a referenci. Pristroj tedy méfi elektricky ptikon, ktery udrzuje stejnou teplotu
mezi vzorkem a referenci. Vzorek a reference jsou soucasné ohfivany nebo ochlazovany podle
zvoleného teplotniho programu. Jakmile dojde k n&akému tepelnému efektu u vzorku,
napft. k tani vzorku, coz je endotermicky d&j, zacne teplota cely vzorku zaostavat oproti teplote
cely reference, proto musi byt energie dodana, aby se teploty vyrovnaly. Pfi exotermnim dé&ji je
tomu naopak (napft. krystalizace). Na rozdil od DSC s tepelnym tokem mé kompenzacni DSC
dva oddélené ohtivace jak pro vzorek, tak pro referenci. Pec je vyrobena z kovu s vysokou
tepelnou vodivosti, jako je napfiklad stfibro. Vyhodou této metody je vysoké rozliseni,

ale naopak ma nizsi citlivost.[35,39,40]
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Obrazek 5: Schématicky nakres DSC s tepelnym tokem[39]
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Obrazek 6: Schématicky nakres kompenzacni DSC[39]

Velkd vyhoda diferencni skenovaci kalorimetrie je v nizké spotiebé wvzorku,
jelikoz k analyze postacCuji vzorky v obvyklych navazkach okolo 1 — 100 mg. Tyto nizké
navazky se doporucuji z toho divodu, aby byly co nejmensi tepelné ztraty a tepelné gradienty
ve vzorku. Vzorky je mozné méfit v jakékoli formé, jak pevné jako prasky, gely, v kusech
nebo ve formée pasty, tak v kapalné forme ¢i plynné. Méfené vzorky se umist'uji do vhodné
zvolenych kelimkd, které se voli podle typu experimentu i podle typu vzorku, ktery chceme
meéfit. Kelimky se vyrabéji z riznych materiala, véetné keramiky, hliniku, médi, platiny, niklu,
oceli, aluminy nebo kiemene. Typicka velikost kelimkd se pohybuje v rozmezi od 40 pl
do 100 pl. Pro méfeni, které se provadi do 600 °C, se obvykle pouzivaji hlinikové kelimky, pro
meéteni pies 1000 °C jsou vhodné kelimky vyrobené bud’ ze zlata, médi nebo platiny. Kelimky
vyrobené zkfemene a aluminy jsou odolné i vi¢i mnohem vys$S§im teplotam. Kelimky
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pouzivané u DSC méfeni se mohou lisit jak tvarem, tak zplisobem zavirani. Mezi zakladni typy
se fadi napfiklad oteviené¢ kelimky, plné uzaviené¢ kelimky, crimpované kelimky
nebo hermeticky uzaviené kelimky. Hermeticky uzaviené kelimky jsou uzaviené pomoci lisu
(tzv. studeny svar) a vyuZzivaji se napt. u vzorkl, kde Casto hrozi, ze behem zahfivani bude
dochazet k sublimaci nebo se bude vzorek odparovat. Na Obrazku 7 jsou znazorn€ny nakresy

zakladnich typa kelimkt pro DSC méfeni.[35,30]

(2) ] —|f W—-; =

b = L ‘ ! —L
L=l ] L (d)
‘— L.

»

Obrazek 7: Kelimky pro DSC, (a) Typicky kelimek pro DSC s vickem, (b) Hermeticky uzavieny
kelimek pro DSC, (c) Hermeticky uzavieny kelimek s obracenym vickem, (d) Vsadkova (batch) cela
pro méfeni mikro-DSC[35]

Diferen¢ni skenovaci kalorimetr, jako vSechny ostatni instrumentalni pfistroje, vyzaduje
pred zahdjenim vlastniho méteni kalibraci pfistroje. Jako standardy se voli latky, u kterych je
dobfe znama teplota tani a entalpie tani, dal§i z pozadavkl je stabilita standardu, nesmi byt
polymortni, musi spliovat podminku nizké te€kavosti a mit vysokou Cistotu, tepelné stalé
a stalé na svétle, nehygroskopické a inertni vii¢i DSC kelimkim a pouzité atmosfére. Nejcasteji
se proto jako standardy voli Cisté kovy — indium, galium, cin nebo olovo. Naptiklad indium ma

teplotu tani 156,6 °C a entalpie tani Cini 28,71 J/g.[35,36]

Aby nedochazelo k reakcim vzorku s okolni atmosférou, provadi se méteni v dusikové
atmosfére. Rozsah teplot, ve kterych DSC pfistroje mohou méfit, se lisi podle typu konkrétniho
piistroje, ale obvykle se pohybujeme v rozmezi od -150 do 1500 °C. U DSC se vyuziva velky
rozsah rychlosti ohfevu, od 0,2 °C-min™! az po 80 °C-min!, av§ak nejpouzivangjsi rychlosti

ohfevu je rychlost 10 °C-min’!

. Plocha piki je pfimo umeérna mnozstvi uvolnéného
nebo spotiebovaného tepla beéhem reakce a pomoci integrace ziskame hodnotu entalpie dan¢ho
procesu. Vystupem kazdého méfeni pomoci diferencniho skenovaciho kalorimetru je graf,

ktery se v tomto piipad€ nazyva charakteristicka DSC kiivka (Obr. 8), coz je zavislost tepelného
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toku ® [mW] na teploté T [K], pfipadné Case t [s] pii izotermickych méfeni. Na Obrazku 8
vidime typické piky charakterizujici tepelné efekty, které prob&hly v méreném vzorku. Jako

prvni je videét skelny prechod, dale dochazi ke krystalizaci a poslednim efektem je efekt
tani.[35,36]

Krystalizace

Skelny prechod

Tepelny tok (mW)
o

Tani
‘4 T L] L] L] L

0 50 100 150 200 250 300
Teplota (°C)

Obrazek 8: Charakteristicka DSC kiivka[40]

Skelny ptechod je typicky pro amortni latky. Dochazi pii ném ke zméné tepelné kapacity
a tadi se mezi fazové prechody druhého druhu. Pod teplotou skelného piechodu se material
nachazi ve sklovitém stavu, coz znamena, zZe je latka tvrda, kiehkéa a nepruzna. Nad teplotou
skelného ptechodu se material dostava do stavu podchlazené taveniny, kde je latka pruznéjsi
a mek¢i.[42]

Krystalizace je proces, pii kterém se z roztoku, taveniny nebo plynné taze vytvareji
krystaly pevné latky a fadi se mezi fazové prechody prvniho druhu. Tyto krystaly maji
pravidelné usporadani a tvofi krystalovou miizku. Krystalizace je exotermni proces, takze se
uvoliuje teplo do okoli. Krystalizace se sklada ze dvou hlavnich procesi — nukleace

a nasledného rastu zarodku krystalické faze [42]

Téni je fyzikalni proces, pii kterém krystalicka latka ptechazi do kapalného stavu. Je to
endotermni dé&j, proto je potieba latce dodat dostate¢né mnozstvi tepla, aby tento proces mohl

vubec probéhnout. Stejné€ jako krystalizace se proces tani fadi mezi fazové prechody prvniho
druhu.[42]
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Finalni vzhled DSC kiivek muze byt ovlivnén nékolika faktory. Mezi tyto faktory se radi
napt. typ =zafizeni, rychlost ohfevu, hmotnost vzorku, slozeni atmosféry, fyzikalni
a chemické vlastnosti vzorku a mnoho dalSich. Na Obrazku 9 je znazornén detail DSC kiivky

s vyznaCenymi zakladnimi pojmy, které budou dale vysvétleny.

.

Tepelny tok

,.—-—-——f-""""._"-v | " | g o
FE 4 | 1 Nulova linie
LT T, T Tt
il
Teplota

Obrazek 9: Detail DSC kiivky s charakteristickymi pojmy[43]

Charakteristicka DSC ktivka predstavuje zavislost tepelného toku @ na teploté T,
ptipadné pii izotermickych méfeni na ¢ase t. Nulova linie (angl. Zeroline) znaci kiivku ziskanou
méfenim bez vzorku a reference nebo jen s prazdnymi kelimky a pfi tomto méteni nedochézi
k zadnym tepelnym efektim. Zakladni Cara (angl. Baseline) znaci kfivku, ktera byla ziskana
méfenim vzorku, pfi kterém nedochazi k zadnym tepelnym efektim. Pik (angl. Peak) je
odchylka od zakladni ¢ary sméfujici k maximu nebo minimu a znazoriiuje probihajici tepelny

efekt ve vzorku. Tento efekt mize byt bud’ endotermni nebo exotermni.[43]

U kazdého tepelného jevu muzeme urcit ne€kolik charakteristickych teplotnich hodnot.
Prvni z nich je pocatecni teplota piku T; (angl. Initial peak temperature), coz je bod, kde se
naméfend kiivka zafina odchylovat od zakladni linie. Naopak je tomu u teploty konce piku Tt
(angl. Final peak temperature), coz je bod, kde se namétena kiivka zaciné vracet na zakladni
linii. Dal$i z charakteristickych teplot je extrapolovana pocatecni teplota T. (angl. Extrapolated
peak onset temperature), je to bod, kde se linearni ¢ast kiivky protina se zékladni linii. Ten

samy bod je pozorovan na konci sledovaného tepelného efektu a oznacuje se jako extrapolovana
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koncova teplota T. (angl. Extrapolated peak completion temperature). Posledni
z charakteristickych teplot je teplota maxima piku Tp (angl. Peak maximum temperature),

coz oznacuje maximalni rozdil mezi tepelnym efektem a zakladni linii.[43]

1.6 Kineticka analyza DSC dat procesu krystalizace

V dne$ni dobeé se vyzkum zaméfuje na zkoumani kinetiky procesu krystalizace
v amorfnich materidlech, jelikoz maji Siroké vyuziti v mnoha oblastech. Znalost kinetiky
krystalizace materialu je dulezita pfedevs§im pro predikci podminek pfipravy nebo vyuziti
materialu v praxi. Pro analyzu kinetiky krystalizace lze vyuzit sledovani fyzikalnich vlastnosti
v zavislosti na teploté pomoci riznych experimentalnich metod (napt. DSC, DTA, TMA).
Cilem celé kinetické analyzy DSC dat procesu krystalizace je ziskani vhodného kinetického

modelu, ktery adekvatné popiSe analyzovany proces.[37,44]

V diferen¢nim skenovacim kalorimetru s tepelnym tokem je meéfen teplotni rozdil
mezi vzorkem a referenci v zavislosti na teplot€ vzorku. Tato hodnota je néasledné prevedena

a registrovana jako tepelny tok:

¢ =2 (1)

ar

kde H je entalpie a T je teplota.[45,46]

Aktualni rychlost procesu krystalizace je pfimo umérnd méfenému tepelnému toku,

proto kinetickou rovnici mizeme vyjadfit nasledovné:

o= 4H - () )

kde a je stupeni konverze v rozmezi 0 — 1 a t je ¢as. Pokud mame neizotermni méfeni, tak se

kineticka rovnice (2) musi upravit na tvar:

v= 2t - () (&) G)

Aktualni rychlost procesu kinetiky mtzeme vyjadfit pomoci nasledujici rovnice:

Z=KM) f(@ (4)
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kde K(T) je rychlostni konstanta zavisla na teploté a f(a) znaci vyjadieni vhodného kinetického

modelu.[45,46]

Rychlostni konstanta byva velmi ¢asto vyjadfovana v Arrheniove tvaru:

E

K(T)=A - ¢ % (5)

kde A je ptredexponencialni faktor, Ea je zdanliva aktivaéni energie, R je univerzalni plynova
konstanta a T je teplota. Zakladni kineticka rovnice pro popis krystalizacniho piku vznikne

spojenim rovnic (2), (4) a (5):

E

®=AH A - e’ - f(a) 6)
[45,46]
1.6.1 Vypocet aktivacni energie

Vypocet aktiva¢ni energie je prvnim krokem celé kinetické analyzy krystaliza¢nich DSC
dat. Existuje cela fada metod, které se vyuzivaji pro vypolet aktivaéni energie,
ale nejCastéji se vyuzivaji tyto metody — Kissingerova metoda, Ozawova metoda, Friedmanova
metoda (diferencialni metoda izokonverznich ftezi) a Starrinkem modifikovana
Kissinger-Akahira-Sunose (KAS) metoda (integrélni izokonverzni metoda). Pro meéfeni
za neizotermnich podminek lze vyuzit vSechny Ctyfi zminéné metody, avSak pro méfeni
za izotermnich podminek 1ze pouzit pouze metody izokonverznich fezi. V diplomové praci se

zamétime pouze na Kissingerovu metodu, kterou si detailngji probereme dale.[37,44]
Kissingerova metoda

Kissingerova metoda je zalozena na posunu maxima krystaliza¢niho piku T, s rychlosti
ohievu q". Jak jiz bylo zminéno, metoda se pouziva jen pro data méfena za neizotermnich
podminek. Matematické vyjadreni Kissingerovy metody je nasledujici:

+ E
In|L) = —=% + konst. (7)
T Ty
Kissingerova metoda je nejvice vyuzivanou metodou v praxi. Aktivaéni energii ziskdme

sestavenim grafu, kde na osu y vynasime hodnoty In(q'/Ty%) a na osu x 1/Tp, a smérnice ma

poté tvar -Ea/R [37,44]
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Tato metoda vychazi z ptedpokladu, Ze stupen konverze, ktery odpovida maximalni
rychlosti krystalizace, je konstantni a nezavisly na experimentalnich podminkach. U této
metody existuji ur€ité nejasnosti pii vyhodnocovani aktivacni energie krystalizace. Divodem
je zisk jedné hodnoty aktivacni energie, ktera reprezentuje dominantni krystaliza¢ni proces,

ale problém muze nastat, pokud proces obsahuje vice krystaliza¢nich procesu.[37,47]

1.6.2 Urceni kinetického modelu

Druhym krokem kinetické analyzy DSC dat krystalizace je ur€eni kinetického modelu

a jeho parametri. Vhodny kineticky model pro popis experimentalnich dat je posuzovan

na zéklade¢ tvaru a hodnot maxim charakteristickych funkci y(a) a z(a). Tyto charakteristické

funkce jsou ziskany vhodnou transformaci experimentalnich DSC dat. Pro izotermni podminky
mohou byt vyjadieny jako:

y(a)= & (8a)

zZ(a) = &t (8b)

Pro neizotermni podminky mohou byt funkce vyjadreny jako:

y@) = & - eFa/RT (9a)

z(a) = @ - T? (9b)

Pro snadné&jsi porovnavani dat za riznych podminek jsou funkce y(a) i z(a) normované

v intervalu (0,1).[37]

Tyto charakteristické funkce y(a) a z(a) usnadiiuji zpracovani DSC dat a slouzi jako
univerzalni nastroj pro zvoleni vhodného kinetického modelu pro jakykoli fyzikalni proces.
Kineticky model se stanovi pomoci hodnot stupnd konverze v maximech charakteristickych
funkci a mizeme urcit i celkovy tvar funkci. Maximum funkce z(a)max je totozné s hodnotou
stupné€ konverze omaxz @ odpovida maximalni rychlosti procesu a nezavisi na hodnoté aktivacni
energie. Na zakladé t€chto udaji mizeme nalézt vhodny kineticky model podle vytvoreného
algoritmu zobrazeného na Obrazku 10. Déle zného mizeme ur€it i konkrétni hodnoty

parametra kinetickych modelt.[37]
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Obrazek 10: Algoritmus pro stanoveni vhodného kinetického modelu na zakladé maxim
charakteristickych funkci y(a) a z(o)[37]

Existuje cela fada kinetickych modelt, které se pouZzivaji k popisu kinetiky krystalizace.
Mezi ty nejbéznéji pouzivané se tfadi napiiklad nuklean€ rastovy Johnson-Mehl-Avrami
(JMA) model, difuzni modely (D1-3), Ginstling-Brounshtein model (D4), model se zmensujici
se plochou (R2) nebo model se zmensSujicim se objemem (R3). Dale mizeme vyuzit i empirické
modely, mezi které se fadi napiiklad autokatalyticky Sestak-Berggren (AC(M,N)) model
nebo model reakéniho fadu (RO). V nasledujici Tabulce 5 jsou uvedeny zékladni kinetické

modely, jejich zkratky a jejich matematické vyjadreni.[37,45]
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Tabulka 5: Prehled kinetickych modeld a jejich matematické vyjadreni

Kineticky model Zkratka f(a)
Johnson-Mehl-Avrami IMA m(1—a)[—In (1 — a)]l_%
1
1D — difuze Dl —
2a
1
2D - difuze D2 - [m]
=
: 3(1—-a)3
3D — difuze (Jander) D3 T
21-1-a)3)
3
Ginstling-Brounhstein D4 1
2(1-a) 3-1)
2D —reakce R2 2(1 - a)%
3D - reakce R3 3(1— a)é
Autokatalyticky Sestik-Berggren ~ AC(M,N) aM(1—a)V
Reak¢ni Fad RO 1-a)"

Nukleacné riustovy Johnson-Mehl-Avrami model

Nukleacné rustovy Johnson-Mehl-Avrami (JMA) model je jednoparametrovy kineticky

model a lze ho vyjadrit nasledujici rovnici:

1
fl@) =m(1—a)[-In(1-a)]" ™ (10)
kde m je parametr reprezentujici mechanismus nukleace a rust krystalu.[36]

Tento model lze vyuzit pro experimenty provadéné za izotermnich podminek,
tak 1 za neizotermnich podminek, ale ob& vyuziti maji své predpoklady. Pii méfeni provadéného
za izotermnich podminek musi byt rychlost ristu noveé vytvorené faze fizena pouze teplotou, je
nezavisla na Case a na predchozi tepelné historii materialu, dale musi mit rostouci krystaly
nizkou anizotropii, Cili maji rizné vlastnosti v riznych smérech. Pfi méfeni provadéného
za neizotermnich podminek Ize tento model vyuzit, pokud nukleace probihd v prvotnich fazich

transformace a poté se stava bezvyznamny béhem samotného rastu krystalt.[37]
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JMA model pro popis krystalizacni kinetiky muze byt vyuzit pouze v piipad€,
pokud hodnota stupné€ konverze odpovida maximu charakteristické funkce z(a), a zarover plati
amaxz = 0,632. Pokud je tento predpoklad splnén, mizeme dale urcit kineticky parametr m JMA

modelu z rovnice:
1

m= ————— (11)

1+ln(1—amax,y)

Dalsi zpasob, jak urCit parametr m je prostiednictvim dvojitého logaritmu podle
nasledujici rovnice:
dIn[-In(1-a)] -E

@) - T TR (12)

[37]
Autokatalyticky Sestik-Berggren model

Autokatalyticky Sestak-Berggren model (AC(M,N)) se vyuZiva, pokud nelze pouZit jiz
zminény JMA model. Tento model je dvouparametrovy a byl odvozen empiricky,
coz znamend, ze samotny model ani jeho parametry nemaji zadny fyzikalni smysl.

Autokatalyticky model 1ze popsat touto rovnici:
fl@)=a"(1-a)¥ (13)

kde M a N jsou parametry autokatalytického modelu, které popisuji tvar dané DSC kiivky.
Podminkou pro pouziti tohoto modelu je pouze, Ze tmaxy < Omaxz, COZ je ale prakticky splnéno
pro vSechna experimentalni data. Jeho dva parametry M a N lze vypocitat dle dvou
nasledujicich rovnic. V prvni rovnici se urci pomér té€chto dvou parametri M/N pomoci znamé

hOdIlOty Omax,y.

M _ Amax,y
N (1_amax,y) (14)

Pomoci dalsi rovnice (15) se vynese zavislost v intervalu 0,2 < a < 0,8 a ze smérnice se

urc¢i parametr N.
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In [(I) - exp (%)] =In(4H -A) + N - In[a™¥ (1 - a)] (15)
[37.46]

1.6.3 Jednokrivkova multivaria¢ni kinetickd analyza

Alternativou k vypoc¢tum popsanym v kapitole 1.6.2 je tzv. jednokfivkova multivariacni
kineticka analyza (sc-MKA)[56]. Tato metoda funguje na principu nelinedrni optimalizace
popisu experimentalni kiivky kombinaci rovnic (6) + napt. (10) ¢ (13). Ve své zakladni

(¢ili vicektivkové) varianté lze tuto metodu vyjadrtit rovnici (16):

n Last I

RSS = Z:wj)k(Yexpj)k—Ycalj)k)2 (16)

J=1 k=First ;i

kde RSS je suma ¢tverci odchylek (minimalizovana pomoci nelinearni optimalizace), Yexp
a Yca jsou experimentdlné naméfené a vypoctené hodnoty DSC signalu (v piipadé této
diplomové prace @ jiz po odeCteni baseline), wjk je vahovy faktor korigujici zesileni signalu
s rychlosti ohfevu u DSC techniky, index ,,i* odpovida jednotlivym méfenym bodim kfivky,
index ,,j* odpovida jednotlivym méfenim. V piipad¢ jednokfivkové varianty odpada vahovy
faktor a indexace ptes ,,j*. Naopak je ale nutné zafixovat hodnotu Ea, aby nedoslo k divergenci

v dasledku kompenzaéniho efektu mezi veli¢inami Ex a A.

1.7 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je nedestruktivni analyticka metoda zalozena na tzv. Ramanoveé
jevu neboli Ramanove rozptylu. Vyuziva se jak pro kvantitativni, tak pro kvalitativni analyzu
a poskytuje informace o struktufe atomu ¢i molekul. Ramantv jev byl poprvé pozorovan v roce
1928 indickym fyzikem Chandrasakharem Venkatou Ramanem, ktery pozoroval rozptyl
slune¢niho zareni na molekuldch kapalin. Vroce 1930 mu byla za tento objev udélena

Nobelova cena. Tato metoda je komplementarni s IC spektroskopii.[48,49]

Principem Ramanovy spektroskopie je ozareni méreného vzorku monochromatickym
zafenim z laserového zdroje v ultrafialové, viditelné az blizké infralervené oblasti.
Monochromatizovany svételny paprsek prochézi analyzovanym prostiedim, kde se z ¢asti

absorbuje, z Casti rozptyli a zbytek paprsku projde skrz beze zmény. Pro Ramanovu
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spektroskopii je nejdalezit€jsi jiz zminény rozptyl svételného paprsku a soucasné dochazi

ke zméné rotaCnich a vibracnich stavii molekul vzorku.[48,49]

Pti rozptylu svétla, ktery vzniké ozatenim vzorku laserem, mohou nastat dva typy srazek
fotonu zafeni s molekulou analytu — elastické (Rayleighovuv rozptyl) a neelastické (Ramantv
rozptyl). Elastické srazky jsou srazky dokonale pruzné, foton energii molekule nepteda,
po srazce foton zméni pouze smér a svétlo se rozptyli, aniz by se zmeénila vinova délka. Naopak
je tomu pit neelastickych srazkach, kdy dochdzi k vymeéne energie pii srazce fotonu
s molekulou vzorku. Neelastické srazky, tedy nepruzné, jsou velice malo pravdépodobné —
piiblizné jeden foton z milionu foton vymeéni energii s molekulou vzorku (0,0001 %),
ale jsou dulezit¢ pro vznik Ramanovskych spekter. K vyméné energie mezi fotonem
a molekulou muze dojit dvéma zpisoby. Prvni moznosti je, kdy molekula vzorku absorbuje
foton ze vstupniho zafeni a nasledn€¢ emituje foton s niz§i energii. Tento proces vede
ke vzniku rozptyleného zateni s niz$i frekvenci nez ptvodni zafeni (vo — win), coz odpovida
delsi vinové délce. Tento jev se nazyva Stokesuv rozptyl a je zobrazen na Obrazku 11. Druhou
moznosti je, kdy molekula vzorku ztraci energii a emituje foton s wvyS§i energii,
nez ma foton vstupniho zateni. V dusledku toho vznika rozptylené zafeni s vyssi frekvenci,
nez ma puvodni zafeni (vo + wib), coz odpovida kratsi vinové délce, protoze foton pfijme
vibra¢ni energii od molekuly. Tento jev je zobrazen na Obrazku 11 jako Anti-Stokestv rozptyl.
Anti-Stokesuv rozptyl je méné pravdépodobny nez Stokesiv rozptyl a ma mensi intenzitu
z toho divodu, Ze velmi malo molekul se pii normalni teploté nachazi na vyssi vibracni hlading.
Na Obrazku 11 je znazornén Jablonského diagram, ktery znazoriiuje elektronové stavy molekul

a pfechody mezi nimi.[48,49]

Vibraéni hladiny

Prvni excitovany
elektronovy stav

Virtualni hladiny

Vibragni hladiny

1 Zakladni elektronovy stav
IC absorpce Rayleightv Stokesiv  Anti-Stokestv
a emise rozptyl rozptyl rozptyl

Obrazek 11: Jablonského diagram[50]
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Vystupem Ramanovy spektroskopie je tzv. Ramanovo spektrum (zavislost intenzity
Ramanova rozptylu na vlnoctu), ve kterém se projevi pouze ty pasy, u kterych dojde
ke zmeéné polarizovatelnosti molekul ap, coz je mira schopnosti molekul reagovat na vnéjsi
elektrické pole prostiednictvim posunu jejich elektroni. Zmeénu polarizovatelnosti 1ze oznacit
za vybérové pravidlo pro Ramanovu spektroskopii, které je odlisSné od infraCervené
spektroskopie, kde hlavnim vybérovym pravidlem je zména dipolového momentu.

Polarizovatelnost 1ze matematicky vyjadrit nasledujicim vztahem:

E
= — 17

ap D (17)

kde E je intenzita vn&jsiho pole a up je dipdlovy moment, ktery popisuje nesymetrické rozlozeni

elektrického naboje.[50,51]

Tuto schopnost maji hlavné nepolarni ¢asti molekul, zatimco polarni Casti jsou méné
polarizovatelné, proto v Ramanové spektru pozorujeme zejména vibrace nepolarnich vazeb,
jedna se o tyto vazby: C-C, C-S, S-S, C=C, C=C a N=N. Intenzita Car je pfimo umeérna

koncentraci dané slozky ve vzorku.[51]

Vzorky mohou byt jak v pevné, kapalné, tak v plynné formé (roztoky, suspenze, gely,
tenké vrstvy, vlakna, prasky) a k analyze postacuje velmi malé mnozstvi zkoumané latky.
Vzorek se vklada do kyvety, ktera je vyrobena bud’ ze skla nebo kiemene. V dnesni dobé se
nejvice vyuziva Ramanova spektroskopie spojend s mikroskopem, coz je velmi vyhodné
pro analyzu vzorkl o velikosti 5 — 10 um, takové pfistroje se nazyvaji mikrospektrometry.
Ramanova spektroskopie se vyuziva v mnoha védnich oborech, jako je environmentalni

chemie, archeologie a forenzni védy.[51]

Rozptylené zareni se nejCastéji méii pod uhlem 90° ke sméru zatfeni, ale ve specialnich
ptipadech lze rozptylené zareni mefit i pod thlem 0° nebo 180°. Uspotadani pod tthlem 90° se
vyuziva predev§im pro méfeni kapalnych vzorkti (Obrazek 12) a usporadani pod uhlem 180°
(,,back-scattering”) je vyuzivano hlavné€ pro pevné vzorky (Obrazek 13). VétSina pfistroja

v dnesni dob¢ nabizi oba zakladni typy uspotradani.[52]
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Vzorek

Vystupni §térbina

Laser

Obrazek 12: Uspotadani pro 90°

Vzorek

© Vystupni $térbina

Laser
Obrazek 13: Usporadani pro 180°
Ramanovy spektrometry mohou byt dvojiho typu - disperzni spektrometry
a spektrometry s Fourierovou transformaci (FT). Kazdy spektrometr obsahuje zdroj excitacniho
zateni (laser), vzorkovaci prostor, sbérnou optiku, pro disperzni spektrometry déle disperzni
prvek, pro spektrometry s FT je to interferometr a kazdy spektrometr musi mit detektor.[53]
1.7.1 Disperzni Ramanuv spektrometr

Pro separaci rozptyleného zéfeni na jednotlivé vinové délky vyuzivame disperzniho
prvku, v tomto ptipad€ miizku nebo hranol. Paprsek je dale z miizky veden na CCD detektor

(charge-coupled device). CCD detektory v prubéhu 90. let nahradily pouzivané jednokanalové
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fotonasobice. Jako zdroj monochromatického zafeni se vyuzivaji ruzné typy laserd.
Ve viditelné oblasti (VIS) se vyuzivaji He-Ne lasery (A = 632,8 nm), argonovy iontovy laser
(A = 488 nm nebo 514,5 nm) nebo kryptonovy laser (A = 530,9 nm nebo 647,1 nm). Vyhoda
excitace ve viditelné oblasti oproti blizké infraCervené oblasti je vyS$i intenzita rozptylu
(intenzita rozptylu klesa se Ctvrtou mocninou vinové délky excitujici zafeni), nevyhodou je
ale naopak velice intenzivni fluorescence a nezadouci fotochemicka reakce. Pokud bude mit
laser vyssi energii, tak s vétsi pravdépodobnosti dojde ke vzniku fluorescence. Fluorescence
vykazuje mnohem silné&js$i emisi, obvykle o né€kolik fadu vys$si, nez Ramaniv rozptyl,
coz znamena, ze i maly podil fluorescence muze prekryt pozadované ziskané spektrum daného
vzorku. Tento jev vykazuji pfedevs§im organické molekuly a k fluorescenci dochazi hlavné

v modré¢ a zelené oblasti viditelného zareni.[53]

1.7.2 Spektrometr s Fourierovou transformaci

Spektrometry s Fourierovou transformaci byly pfivedeny na trh kolem 80. let 20. stoleti.
U disperzni Ramanovy spektrometrie se vyuziva disperzni mfizka, u tohoto typu spektrometrie
se misto mfizky vyuziva Michelsontv interferometr. Jako zdroj monochromatického zafeni se
vyuziva laser v blizké infraCervené oblasti (NIR) Nd-YAG laser (YAG = ytrium-aluminium
granat Y3Als012) o vinové délce 1064 nm. U téchto spektrometru se jako detektory pouzivaji
indium galium arsenidové (InGaAs) detektory nebo kapalnym dusikem chlazené Ge detektory,

které jsou provozovany pii kryogennich teplotach, aby se snizil Sum.[53,54]
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Priprava vzorku

Pro ptipravu amorfniho indomethacinu (IMC) byla pouzita melt-quench technika —
zpusob roztaveni krystalického IMC je naznaCen na Obrazku 14. Indomethacin v praskové
formée byl zakoupen od spole¢nosti Sigma-Aldrich (Cistota > 98,5 %, molekulova hmotnost
357,78 g/mol) (Obr. 15). Pro pfipravu amorfni formy bylo navazeno cca 5 g ucinné latky
a vzorek byl vlozen do ampule. Melt-quench technika spociva v ohfati materidlu
(v tomto ptipad€ za pomoci olejové lazné, aby nedoslo k degradaci u€inné latky) nad teplotu
tani tak, aby doslo k aplnému roztaveni dané latky (teplota tani indomethacinu je 155 °C),
a jeho nasledném rychlém zchlazeni pod teplotu skelné transformace (v tomto pfipadé cca
na laboratorni teplotu). Timto procesem vznikl amorfni indomethacin Zzluté barvy.
Jelikoz vzorek v ampuli zatuhl, ampule musela byt rozbita, aby bylo mozné dale se vzorkem
pracovat. Indomethacin byl nasledn€ nadrcen na jemnéj$i prasek v achatové misce a proset sity
s definovanou velikosti ok (Obr. 16). Bylo pouzito péti sit s definovanou velikosti ok,
ale dale byla ke studiu indomethacinu pouzivana pouze jedna velikostni frakce,

ato 50 — 125 um.

Obrazek 14: Experimentalni usporadani pro melt-quench techniku
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Obrazek 15: Indomethacin (Sigma-Aldrich Cistota > 98,5 %, molekulova hmotnost
357,78 g/mol)

Obrazek 16: Vlevo: Sita s definovanou velikosti ok; vpravo: Achatova miska

2.2 Méreni pomoci diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

Krystalizacni chovani pfipravenych vzorkd indomethacinu bylo studovano pomoci
diferen¢niho skenovaciho kalorimetru DSC Q2000 (TA Instruments) v uspotradani s tepelnym
tokem (Obr. 17). Ptistroj obsahuje autosampler, chladici zafizeni a T-zero technologii. T-zero
technologie je patentovana spole¢nosti TA Instruments a zajiStuje lepsi plochost a linearitu
zakladni linie ¢i nulové linie. Teplotni rozsah tohoto typu DSC je od -90 °C do 550 °C a je
mozné nastavit rozsah linearnich rychlosti ohfevu od 0,1 °C-min? az 100 °C-min™.
Ke zpracovani ziskanych DSC kiivek se vyuziva program TA Instruments Universal Analysis

2000.
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Obrazek 17: Kompletni usporadani diferencniho skenovaciho kalorimetru: Vlevo: Chladici zafizeni;
uprostied: DSC; vpravo: Tlakové lahve

Chladici zatizeni, které je zobrazené na Obrazku 17, zajiStuje moznost dosazeni nizkych
teplot, pii kterych je mozné méfit. Tyto teploty mohou dosahovat az -90 °C. Na Obrazku 18 je
zobrazend samotna meéfici cela — uprostied stiibrného bloku je umisténa platforma
s termoclanky, které jsou ulozené pod dvéma mérnymi pozicemi. V cele je mozné pouzit
proplach plynem; standardnimi volbami jsou vzduch, dusik nebo argon. Stalé teplotni pole
v cele je udrzovano nepfetrzitym proudénim plynu, pfi¢emz obvyklé hodnoty se pohybuji

kolem 30 aZ 50 ml-min™"

Obrazek 18: M¢rici cela pristroje DSC Q2000 (TA Instruments)
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Na Obrazku 19 je zobrazen autosampler (automaticky podava¢ vzorku), ktery zajistuje

kontinualni méfeni vét§iho mnozstvi vzorkl. Autosampler obsahuje az 50 pozic.

Obrazek 19: Autosampler piistroje DSC Q2000 (TA Instruments)

Diferen¢ni skenovaci kalorimetr je potieba pted vlastnim merenim zkalibrovat. Kalibrace
se provadi z duvodu zajisténi presnosti méfeni a oveéfeni funkCnosti zafizeni. Kalibrace
probéhla za identickych podminek, jaké byly pouzity béhem redlného méteni. Nejdiive se
provadi kalibrace kapacity a tepelného odporu DSC cely. To se provede pomoci cyklického
teplotniho programu, kdy dochazi ke stfidavému chlazeni a ohievu od -90 °C do 550 °C
a rychlosti chlazeni a ohfevu byly stejné, 10 °C-min!. Tento cyklicky teplotni program byl
spustén desetkrat za sebou. Déle byla DSC cela temperovana na teplotu -90 °C po dobu
10 minut a nasledné doslo k ohfevu na teplotu 550 °C. Tento posledni ohfev byl vyuzit jako
zeroline kalibrace. V nasledujicim kroku byla provedena kalibrace teploty T a tepelného toku
® pristroje. Jak jiz bylo zminéno v teoretické ¢asti, ke kalibraci teploty se vyuziva napt. tani
Cistych kova (indium, galium, zinek, olovo nebo rtut). Samotna kalibrace je dana urCitym
softwarem, ktery se vyuziva k ovladani DSC pfistroje. V laboratofi je k dispozici software
»Advantage“ od firmy TA Instruments, ktery dovoluje kalibraci teploty az na osm kalibra¢nich
standardt, obvykle ale postacuji jiz tii standardy. Pro nasi kalibraci DSC pfistroje jsme zvolili
indium, zinek a H>0. Kazdy standard byl nejdiive ochlazen 50 °C pod jeho teplotu tani, poté

byl proveden ohiev na teplotu 30 °C nad teplotou tdni daného standardu rychlosti ohfevu

47



10 °C-min"!. Na DSC kiivce byl zaznamenan endotermni pik, jehoz teplota onsetu byla zadana
do softwaru Advantage. B€hem kalibrace teploty byla zaroven provedena i1 kalibrace tepelného
toku, kde bylo vyuzito jako standard indium. Endotermni pik byl integrovan a ze ziskané plochy

byl vypocitan korekéni faktor porovnanim s tabelovanou hodnotou entalpie tani india.

K proplachovani cel byl pouzit dusik s &istotou 4.0 pii rychlosti prittoku 50 ml-min™. Jako
referen¢ni material byl pouzit prazdny hlinikovy kelimek. Jednotlivé kelimky byly uzavieny
hermeticky neboli studenym svarem, kdy se vicko s kelimkem slisovaly pomoci specialni lisu.
Na Obrazku 20 lze videt jiz slisovany kelimek, kelimek naplnény indomethacinem a pouzité

chemické nadobi.

Obrazek 20: a) Pinzeta; b) Laboratorni 1Zicka; ¢) Hermeticky uzavieny kelimek; d) Vicko a kelimek
naplnény pfipravenym vzorkem amorfniho IMC

Hmotnost jednotlivych vzorku se pohybovala v rozmezi od 0,8 do 3,2 mg. Méfeni bylo
provadéno za neizotermnich podminek od 10 °C do 180 °C. Bylo pouzito 12 riznych rychlosti
ohfevu — 0,13; 0,32; 0,65; 1,3; 1,95; 2.,6; 3,25; 4,55; 6,5; 9,75; 13 a 19,51 °C-min!. Tyto
rychlosti ohfevu koreluji se skuteCnymi rychlostmi ohievu produkovanymi teplotni celou
Ramanova mikroskopu pfi programovanych rychlostech 0,2; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 7; 10; 15; 20
a 30 °C-min’!. Faktor pfepoétu byl x0,65. Pro jednoduchost bude v dalsich textech pouzito
znadeni programovanych rychlosti (1. 0,2 — 30 °C-min’!), ve vypoétech byly ale viude pouzity

skuteéné rychlosti ohfevu, tj. 0,13 — 19,51 °C-min™".
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Na Obrazku 21 je na ukazku zobrazena DSC kfivka pro rychlost ohfevu 10 °C-min™. Jako
prvni efekt, ktery mizeme pozorovat, je oblast skelného prechodu, kde byla vyhodnocena
zmeéna tepelné kapacity a teplota skelného prechodu (metodou half-height midpoint). Dale
dochazi ke krystalizaci, kde byla urCena teplota maxima exotermniho piku, teplota
extrapolovaného onsetu a entalpie krystalizace. Dalsi efekt, ktery mizeme vidét, je tani
metastabilniho polymorfu a nasleduje tani stabilniho polymorfu. U téchto dvou efektd byla opét
urCena teplota maxima piku, teplota extrapolovaného onsetu a entalpie tani. Timto zptisobem

byly vyhodnoceny v§echny kiivky pro vSechny rychlosti ohfevu.

93.72°C
1 }
37.46°C(H) [
0.4898J/(g-°C) 160.81°C
69.08J/g 158.35°C
28.68./g
89.87°C -[‘]

— D -
s 57.23J/ig [
E gl
=z
o
(18
™
g

5

158.98°C
152.88°C
'3 . T 5 # T ¥ 5 T X = T .
-50 0 50 100 150 200

Exo Up Temperature (°C)

Obrazek 21: DSC kfivka pfipraveného IMC pro rychlost ohfevu 10 °C-min™

Pred spusténim samotného mefeni je nutné nastavit parametry v programu, ktery je
znazornén na Obrazku 22. Nalevo je zobrazena fronta vzorkd, které se budou méfit. Cervena
Sipka, kterd nam ukazuje na vzorek 52, oznacuje vzorek, jenz je praveé analyzovan. Uprostied
jsou tii dulezité zalozky — Summary, Procedure a Notes, ve kterych se nastavuji jednotlivé

parametry méteni. Tyto zalozky jsou zobrazeny na Obrazku 23.
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V zélozce Summary zadavame hmotnost meéfeného vzorku, adresar, kam se zmétrena data
maji ukladat, ndzev souboru, typ kelimku, ktery pouzivame k méfenti, a pozici meten¢ho vzorku
v autosampleru. V zalozce Procedure se nastavuji specifické podminky daného experimentu,
jako je rychlost ohfevu a chlazeni, teplotni rozsah nebo jak dlouho maji trvat izotermni cykly.
V posledni zalozce Notes se nastavuje prutok plynu a kalibrace, ale tyto hodnoty se nastavi
pouze na zaCatku experimentu a po celou dobu se nemeéni. Poté, co mame vSechny tyto
parametry zadané, muzeme vzorek bud’ pfidat do fronty, nebo rovnou zapnout méteni zelenou

Sipkou vlevo nahote (Obr. 22).

2.3 Méreni pomoci Ramanovy spektroskopie

K méfeni Ramanovskych spekter byl k dispozici disperzni Ramanlv mikroskop
(Obr. 24). Jeho spektralni rozliseni je 5 cm™ a standardni spektralni rozsah ma tento piistroj
3250 — 50 em™L. Pfistroj m4 k dispozici laser o vinové délce 785 nm, CCD detektor a mikroskop
od firmy Olympus, ktery obsahuje pét objektiva se zvétsenim — 4x, 10x, 20x, 50x a 100x.
K naSemu méfeni bylo vyuzivano zvétSeni 10x. Pro nastavovani parametrli méfeni je

k dispozici software Omnic.

Obrazek 24: Ramanova spektroskopie; vlevo: Ramantiv mikroskop; vpravo: Pocita¢

Nez se mohlo pfistoupit k samotnému meéteni, musela se jako u diferencni skenovaci
kalorimetrie provést nejdrive kalibrace pristroje. Nejdiive je potfeba provést kalibraci souososti

laseru a optické drahy a nasledn€ zkalibrovat vinovou délku snimanou CCD detektorem.
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Opét bylo provadéno méfeni pro 12 riznych rychlosti ohfevu (0,13; 0,32; 0,65; 1,3; 1,95;
2,6; 3.25; 4,55; 6,5, 9,75; 13 a 19,51 °C-min™!) za pomoci teplotniho ¢idla (Obr. 25). Tyto
rychlosti ohfevu koreluji se skuteCnymi rychlostmi ohievu produkovanymi teplotni celou
Ramanova mikroskopu pfi programovanych rychlostech 0,2; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 7; 10; 15; 20
a 30 °C-min’!. Faktor pfepoétu byl x0,65. Jak jiz bylo zmin&no vyse, pro jednoduchost bude
v dalich textech pouZzito znadeni programovanych rychlosti (fj. 0,2 — 30 °C-min™),

ve vypoétech byly ale viude pouzity skutené rychlosti ohfevu, tj. 0,13 — 19,51 °C-min™’.

Obrazek 25: Ramanova spektroskopie; vlevo: Teplotni €idlo; vpravo: Ramantv mikroskop DXR2
(Nicolet)

Pevné vzorky se ve vétSiné pripadi nemusi nijak upravovat. Vzorek indomethacinu byl
navazen na analytickych vahach (cca 1 mg) do hlinikového kelimku jako u metody DSC.
Tentokrat ale kelimek nebyl hermeticky uzavien, ale byl vlozen opatrn€ pinzetou do teplotni
cely CCR1000 (Obr. 26). Kelimek byl pfikryt kiemennym sklickem, pfikryt vickem teplotni
cely a vlozen do mikroskopického stolku. Byl vybran objektiv mikroskopu se zvétsSenim 10x

(Obr. 27). Mikroskop byl dale fokusovan na povrch jednoho zrna indomethacinu.
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Obrazek 26: Teplotni cela CCR1000 Ramanova mikroskopu DXR2 (Nicolet)

Obrazek 27: Detail komory se vzorkem a objektivu

V softwaru teplotni cely CCR1000 (Obr. 28) byl nastaven teplotni program. Zadavaji se
udaje pro rychlost ohfevu a do jaké teploty ma ohtev probihat (v nasem ptipad¢ 120 °C). Dale

zde muzeme vidét, jak dlouho méfeni bude probihat a na jaké teploté se aktualn€ nachazime.
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V dal§im softwaru OMNIC Macro (Obr. 29) se nastavuji ukony, které se opakuji

po celou dobu méfeni jednoho vzorku.

I Fte - £t

- ol

(50)  startofLoop )

[ collectsample |
() EndofLoop )

| Select Al |

[ Group Selected Spectra ]
L _sweeww |

MR |

Obrazek 29: Software OMNIC Macro

V softwaru OMNIC bylo otevieno nastaveni Experimental Setup. V zalozce Collect
(Obr. 30) byly nastaveny podminky méfeni. Jako prvni se nastavila doba vystaveni vzorku
laseru (angl. Collect exposure time), pocet opakovani (angl. Sample exposures) a jak ma finalni
zaznam vypadat. Ve druhé zalozce Bench (Obr. 31) se nastavila sila laseru (v naSem ptipade

20 mW) a zvétSeni objektivu (10x). Poté co bylo vSe nastavené, mohl byt spustén experiment.
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Obrazek 31: Software OMNIC zalozka Bench

Na Obrazku 32 je na ukdzku zobrazeno Ramanovo spektrum pro rychlost ohfevu
10 °C-min™.
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Obrazek 32: Série Ramanovych spekter pro rychlost ohfevu 10 °C-min™!
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Ve spektrech jsme se zaméfovali na oblast mezi 1750 — 1550 cm™. V této oblasti by se
mély vyskytovat piky, které dokazuji pfitomnost krystalickych polymorfii indomethacinu y

a a. Tato oblast je naznaCena na Obrazku 32.

Neékteré vyznamné pasy v Ramanovych spektrech muzeme pfifadit jednotlivym
vibracim. Vibrace pfi 1685 cm™! se pfitazuje amorfnimu indomethacinu. Déle pii 1700 cm™
vibraci pfitazujeme y formé& indomethacinu (benzoyl C=0 vibrace) a pfi 1650 cm™ vibraci
pfifazujeme druhé nejznaméjsi forme indomethacinu, a to a formé (benzoyl C=0O vibrace).
Vibrace pfi 1680 cm™ piifazujeme vibracim benzoylu C=0 a 1692 cm™ vibracim kyseliny

0-C=0.

Dalsim krokem bylo nahrat spektra do softwaru OMNIC Specta, v némz byla provedena
multikomponentni analyza. Dané spektrum bylo porovnavano s knihovnou spekter, kam byla
predem nahréna spektra zcela amorfniho indomethacinu a zcela krystalického indomethacinu
(Obr. 33). Diky této metode (Obr. 34) bylo vypocitano procentudlni zastoupeni amorfni
a krystalické faze v daném vzorku. Na Obrazku 34 tedy vidime, ze na§ métreny vzorek obsahuje

73,02 % krystalické faze a 26,98 % amorfni faze.

Amorfni IMC

Krystalicky IMC

Ramanovska intenzita / a.u.

Y T Y T ” T Y T Y
1000 1200 1400 1600 1800 2000

v / cm™’

Obrazek 33: Vzorova Ramanova spektra amorfniho a plné krystalického IMC
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

Ke studiu krystalizacniho chovani u€inné latky indomethacinu byly vyuzity dvé metody,
diferencni skenovaci kalorimetrie a in-situ Ramanova spektroskopie. Na zakladé vysledka
téchto dvou metod byla porovnavéana kineticka data odpovidajici krystalizaci amorfniho
indomethacinu. DSC poskytuje informace o tepelnych efektech, jako je tepelna kapacita,
teplota skelného prechodu, teplota tani a krystaliza¢ni teplota, coz umoziuje sledovat kinetiku
krystalizace na zakladé¢ mnozstvi vyvinutého tepla béhem exotermni premeény zamorfni
na krystalickou fazi. Na druhé stran€ in-situ Ramanova spektroskopie umoziiuje monitorovat
zmeény v molekulové strukture béhem krystalizace, coz poskytuje presnéjsi stanoveni fazovych
premén a identifikaci jednotlivych polymorfii indomethacinu. Srovnani vysledkl téchto dvou
metod dovoluje studovat kinetiku krystalizace z rGznych perspektiv a ziskat komplexni

porozumeéni o probihajicich procesech.

3.1 Kinetika krystalizace z DSC méreni

Vystupem z DSC méteni jsou DSC kiivky (Obr. 35). Na Obrazku 35 jsou znazornény
piiklady DSC kiivek pro rychlosti ohfevu 0,2; 3 a 30 °C-min™. Prvni efekt, ktery mlizeme
pozorovat u vSech tfech rychlosti ohfevu je skelny prechod. Tento endotermni jev se objevuje
v rozmezi teplot 28 az 40 °C a je pfimo zavisly na pouzité rychlosti ohfevu, tedy ¢im je vyssi
rychlost ohfevu, tim je vySsi teplota skelného prechodu. Dale lze u skelného piechodu
vyhodnotit zménu tepelné kapacity, kterd se pohybovala v rozmezi 0,34 — 0,86 J/(g-°C).
V porovnani s ostatnimi tepelnymi efekty, které se objevuji dale na kfivce, je skelny prechod
méné zfetelny. Pozorujeme, Ze pii nizSich rychlostech ohfevu je skelny pfechod témér
neznatelny, naopak pfi vysSich rychlostech ohfevu je tento efekt jiz zcela patrny. V uvedenych
DSC kiivkach se endotermni efekty projevuji smérem dola a exotermni efekty smérem nahoru.
Skelny pfechod se fadi mezi endotermni jevy, proto se na Obrazku 35 objevuje jako schod
smérem dolu. Skelny efekt je zietelné oddélen od efektu krystalizace, coz naznaCuje tomu,

ze indomethacin mél dostatek Casu na to, aby tyto dva procesy probéhly nezavisle na sob¢.

Druhym tepelnym efektem, ktery muzeme pozorovat na Obrazku 35, je pik krystalizace.
Krystalizace je exotermni proces, proto se v ziskanych DSC kiivkach objevuje smérem nahoru.
U krystalizace se vyhodnocuje teplota maxima piku, kterd se pohybovala v rozmezi
65 — 112 °C. Op¢t jako u skelného prechodu je teplota maxima piku pfimo zavisla na pouzité

rychlosti ohfevu, tedy pfi nejrychlejsi rychlosti ohfevu (30 °C-min') mél pik krystalizace
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nejvyssi hodnotu teploty maxima piku. Pfi rychlejsich rychlostech ohfevu muzeme sledovat
posun piku krystalizace kvy$sim teplotam a dochazi k nedostateCnému oddéleni
od nasledujiciho efektu tani. Pfi pomalych rychlostech ohfevu Ize pozorovat krystaliza¢ni piky
s extrémné negativni asymetrii, coz muze naznaCovat, ze nejprve doslo k tvorbé krystalt
na povrchu indomethacinu a poté probihal postupny rust povrchové krystalické vrstvy smérem
dovnitt zrn materialu. Dale mizeme pozorovat, ze nab&hova hrana u pika krystalizace nema
monotdnni tendenci rychlosti vzestupu. Tento jev naznacuje, ze krystalizace neprobihad pouze
jednim jednoduchym krystalizacnim mechanismem a ze nejspiS nekrystalizuje pouze jedna
krystalicka forma. Jedna se tedy nejspi§ o komplexni krystalizacni proces, v tomto piipad¢ jde
pravdépodobné o dva krystaliza¢ni procesy. Nejspi§ se jedna o krystalizaci dvou polymorfa

indomethacinu.

Jak jizbylo zminéno v teoretické Casti diplomové prace, indomethacin muze krystalizovat
az v sedmi forméach — v, a, B, 9, €, C an. y forma je termodynamicky stabilni s teplotou tani
159,1 £ 0,1 °C a entalpii tani 106,3 + 1,5 J/g. a forma je metastabilni forma s teplotou tani
152,8 £ 0,1 °C a entalpii tani 97,5 + 2,6 J/g. DalSich pét zminénych polymortnich forem je

mén¢ stabilnich se ziejmé nizsi pravdépodobnosti vyskytu nez vyse zminéné dve formy.[54]

Dalsim tepelnym efektem pozorovanym na kiivkach na Obrazku 35 je hlavni pik tani
indomethacinu. Tani je endotermni efekt, proto se v DSC kiivkach objevuje smérem dola.
Na rozdil od krystaliza¢nich piki se u tani vyhodnocuje teplota extrapolovaného onsetu,
ktera se pohybovala od 152 °C do 158 °C. U vSech rychlosti ohfevu je tento pik velmi zfetelny,

av8ak u nejvyssi rychlosti ohfevu (30 °C-min') je tento pik nejostiejsi.

Déle jsou pozorovany dalsi dva piky mezi piky oznacCujici krystalizaci a hlavni tani. Tyto
dva piky se neprojevuji u rychlosti ohfevu 0,2 a 0,5 °C-min’, ale u vy33ich rychlosti ohfevu uz
jsou zfeteln€ vidét. Tento jev dokazuje pfitomnost polymorfismu, kdy nejdiive dochazi k tani
nestabilniho polymorfu s teplotou maxima piku v rozmezi 148 °C az 153 °C, nésleduje
rekrystalizace a tani stabilniho polymorfu. Prvni tani pfifazujeme polymortni formée

indomethacinu o a druhé tani pfifazujeme forme vy.
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Na Obrazku 36 jsou zobrazeny piiblizené krystaliza¢ni piky pro vSech 12 rychlosti
ohfevu. Jedna se o data, kde je jiz odeCtend baseline. Na Obrazku 36A jsou znazornény DSC
kfivky pro &tyti nejnizsi rychlosti ohfevu —0,2; 0.5; 1 a2 °C-min™'. Lze pozorovat, Ze s rostouci

rychlosti ohfevu se pik krystalizace posouva k vyssim teplotam a stava se vyrazn&jSim.

Na Obrazku 36B jsou znazomény DSC kiivky pro rychlosti ohfevu — 3; 4; 5
a7°C-min’'. Mizeme sledovat, Ze pfi rychlosti ohfevu 4 °C-min™! neni priibéh piku monoténni,
vypada spiSe jako piekryv dvou vyrazné€ posunutych krystaliza¢nich pikd. To muze byt
zpusobeno tim, Zze dochazi k vice krystalizatnim procesim, kdy nejpravdépodobné;jsi
vysvétleni je, Ze doslo k vyrazné nukleaci vzorku jeste pred probéhnutim DSC experimentu.
V takovém piipad€ se signal niZe-teplotni krystalizace ptislusného polymorfu muze vyrazné

zvySit, jako je tomu v piipad¢ téchto dat.

Na Obrazku 36C jsou znazornény DSC kiivky pro 4 nejvyssi rychlosti ohfevu — 10; 15;
20 a 30 °C-min’!. Pik krystalizace pro nejvy3si rychlost ohfevu je vyrazné seSikmeny k niz§im
teplotam, tj. vykazuje pozitivni asymetrii. Tento poznatek bude velmi dulezity pro nasledné

zpracovani krystalizacnich dat pomoci kinetické analyzy.
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DSC data odpovidajici Cistym krystalizaénim signalim (Obrazek 36) byla nasledné
podrobena kinetické analyze. Hlavnim cilem kinetické analyzy je urCeni kineticky parametri,
jako je entalpie daného procesu, aktivacni energie, pifedexponencialni faktor nebo reakéni
mechanismus, které nam poskytuji hlubsi vhled do prubéhu a chovani studovanych procesu
(v naSem priipadé krystalizace). S pomoci poznatkii o kinetice té€chto procest v materialech
jsme schopni aspé€sné predpovidat chovani materiald za riznych podminek. Tato znalost ma
Siroké uplatnéni od prumyslového zpracovani materiala po farmaceuticky vyzkum a vyvoj

novych lé¢iv.

Prvnim krokem cel€ kinetické analyzy krystaliza¢nich dat je urCeni aktivacni energie Ea.
V diplomové praci byla aktiva¢ni energie stanovena pomoci Kissingerovy metody. Tato metoda
se v praxi vyuziva nej¢asteji, nebot’ je velmi jednoducha. Principem Kissingerovy metody je
posun krystalizaéniho piku T, srychlosti ohifevu q'. Kissingerovu metodu lze vyuZit jen

pro data zmétend za neizotermnich podminek. Tato metoda je vyjadrena pomoci rovnice (7).

+
Hodnotu aktivacni energie Ea lze stanovit ze smérnice ve tvaru (-Ea/R), zavislosti In <‘;—2>
p

na $~ Tato zavislost je zobrazena na Obrazku 37A. Jednotlivé hodnoty byly vyneseny
p

do grafu a prolozeny linearni regresi.

Ze smemice byla vypoltena hodnota aktivaéni energie Ea, ktera Cinila

107,7 £ 9,2 kJ-mol ™. Na Obrazku 36B je vynesena zavislost aktivaéni energie Ex na teplots.

Jak je patrné z Obrazku 37A, linearni regrese pfili§ nevystihuje skute¢ny prubéh dat,
proto bylo vyuzito prolozeni polynomem druhého stupng, ktery je zndzorn€n na Obrazku 37C.
Hodnoty aktivaéni energie byly ziskany zderivovanim rovnice polynomu druhého stupné.

Odpovidajici zavislost aktiva¢ni energie E na teploté je zobrazena na Obrazku 37D.

Jednim z faktort, které mohou zpusobit, ze Kissingerova zavislost neni linearni, jsou
vysoké teplotni gradienty v disledku napfiklad vysoké rychlosti ohievu nebo velké hmotnosti
vzorku. Tyto faktory jsou v piipadé téchto dat vylouceny. Pravdépodobnym duvodem je tedy
zmeéna samotné kinetiky procesu (at’ uz spojena s polymorfni zménou ¢i nikoliv), kterd vede

k teplotni zavislosti kinetickych parametri z rovnice (6).

66



W

200 -
Kissinger
DSC data
Linearni fit
T 150
o
E
=
.
— 100 4
<
L
£ - L)
Kissinger 50 4
134 DSC data .
Linearni fit ® E, =107.7 £ 9.2 kJ.mol
-14 T T T T 0 T T T T T
26 27 2.8 2.9 3.0 60 70 80 90 100 110 120
1000.T" / K T/ °C
200 Kissinger
DSC data
Polynom 2. stupné
T 150 1
<}
£
-
X
- 1004
m
-121 Kissinger
DSC data 50 -
134 Polynom 2. stupné
-14 T T T T 0 T T T T T
26 2.7 2.8 29 3.0 60 70 80 90 100 110 120
1000.T" / K' T/ °C

Obrazek 37: Kissingerova metoda: A) Linearni regrese; B) Zavislost Ea na T pro linearni regresi;
C) Polynom 2. stupné; D) Zavislost Ex na T pro polynom 2. stupné

K dalsimu vyhodnocovani DSC dat byl wvyuzit program Thermokinetics 3.1.
Nasledujicim krokem kinetické analyzy procesu krystalizace je urCeni predexpencidlniho
faktoru A. Pokud budeme uvazovat konstantni aktivacni energii Ea, kterd je znazornéna
na Obrazku 37B lze ziskat logaritmus predexponencidlniho faktoru pomoci jiz zminéného
programu log(A/s) = 13,96 na zakladé fitovani dat. Druh4 varianta byla reflektovat vyvoj

aktivacni energie Ea s teplotou, jak je zndzornéno na Obrazku 37D.

Pro ziskani hodnot logaritmi predexponencialniho faktoru bylo nutné stanovit aktivacni
energie Eo ze zavislosti aktivacni energie na teploté pro kazdou jednotlivou kiivku méfenou
pfi riznych rychlostech ohfevu. Tato hodnota aktivacni energie byla urCena v maximu daného
piku, nebot’ tato hodnota nejlépe reprezentuje cely proces. Pomoci programu byly ziskany

hodnoty log A a byl vytvoren graf zavislosti log A na teploté (Obr. 38A).
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Pokud mame funkce popisujici zavislost aktivaéni energie Ea a logaritmu
predexponencialniho faktoru na teploté, mizeme pomoci téchto informaci spocitat zavislost
rychlostni konstanty K na teploté. Rychlostni konstanta je vyjadiena pomoci rovnice (5).
Na Obrazku 38B je znazorné€na zavislost rychlostni konstanty K na teploté pii konstantnich
hodnotach aktivacni energie a piedexponencialniho faktoru. Pfi konstantnich hodnotach
dochazi k exponencialnimu nartstu kiivky K-T (Cervena kiivka). Na Obrazku 38C je rychlostni
konstanta urCena z teplotné zavislych hodnot aktivac¢nich energii a pfedexponencialnich
faktor. U teplotné zavislych veli¢in vznika na zavislosti K-T pik s maximem, ktery znaci oblast

maximalni rychlosti ristu krystali. Toto maximum se nachazi pfi teploté 115 °C.

Pokud ptedpokladdme konstantni hodnotu aktivacni energie a predexponencialniho
faktoru a mame proces popsany JMA modelem, pak tvar DSC piku bude stale stejny - mirné
naklonény doprava, pii jakékoli rychlosti ohifevu. AvSak pokud méame teplotn€ zavislé hodnoty
aktivacni energie a predexponencidlniho faktoru a dostavame se se zvolenou rychlosti ohfevu
do takovych hodnot, kdy se DSC pik vyskytuje blizko maxima rychlostni konstanty K
(Obr. 38C — Cervena kiivka), tak dochazi k zeSikmovani piku k niz§im teplotam (tzv. pozitivni
asymetrie). V tomto piipadé k tomuto zesikmeni doch4zi u rychlosti ohfevu 30 °C-min™!. Toto
zeSikmeni neni dusledkem zmény mechanismu krystalizace, ale je Cisté dano dusledkem
blizkosti maxima rychlostni konstanty.[57] DSC pik pro rychlost ohfevu 20 °C-min™! ma své
maximum 12 °C pod maximem rychlostni konstanty a DSC pik pro rychlost ohfevu
30 °C-min! m4 své maximum 3 °C pod maximem rychlostni konstanty. I pfes pomérné velkou
vzdalenost maxim krystaliza&niho piku a K-T piku je i pro rychlost ohfevu 20 °C-min’! znatelna
zmeéna asymetrie krystalizaCniho piku. Z typicky negativné asymetrického JMA procesu se
v tomto pfipade¢ stal prakticky symetricky krystalizacni pik, opét jako dusledek blizkosti obou

vy$e zminénych maxim.
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Obrazek 38: A) sc-MKA metoda; B) Rychlostni konstanta pro konstantni Ex a A;
() Rychlostni konstanta pro Ea(T) a A(T)

V dal§im kroku byly vSechny krystaliza¢ni piky pro vSechny rychlosti ohfevu fitovany
pomoci JMA modelu. Na Obrazku 39 je znazornén piiklad pro rychlost ohfevu 0,2 °C-min™,
kde byl nejprve pik prolozen jednim JMA procesem (graf A) a nésledné€ byl prolozen dvéma
JMA procesy (graf B). Je zjevné, ze lepsi shodu s experimentalnimi daty poskytuje JMA model

s dvéma procesy, coz muze byt znakem vzniku dvou polymorfii, simultanné vznikajicich
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morfologicky nebo prostorove liSicich se krystalt. Ostatni ziskané DSC kiivky pfi raznych
rychlostech ohfevu, které byly také fitovany modelem JMA se nachazeji v Ptiloze 1. Ohledné
vySe popsaného vyhodnoceni kinetiky krystalizace z DSC dat lze tedy fici, ze reflektuje
nejmoderné]si trendy kinetické analyzy. Aplikovatelnost téchto metod byla mozna 1 pres
neideality experimentdlnich dat a ziskané wvysledky jsou konzistentni a smysluplné

1 v porovnani s dostupnou literaturou. (Duong, 2018; Surwase, 2013; Lee, 2011)

Ao B e
Experimentaini data =
" i . Experimentalni data
50 Fits pouZitim 1 JMA procesu y 504 ——Fits pouzitim 2 JMA procesu
0,2 °C.min"’ ' 1 0,2°C.min"
40 + 40 4
2 2
£ 30 E 30
S 20 & 20
10 4 104
04 04
54 56 58 60 62 64 66 68 54 56 58 60 62 64 66 68
T/ °C T/ °C

Obriazek 39: Rychlost ohfevu 0,2 °C-min™': A) IMA model s jednim procesem; B) JIMA model
s dvéma procesy

3.2 Kinetika krystalizace z Ramanovy spektroskopie

V ptipadé dat z in-situ Ramanovy spektroskopie byla provedena, jak jiz bylo uvedeno
v experimentalni Casti diplomové prace, multikomponentni analyza, ktera poskytla grafy

zavislosti stupné pfemény o na teploté pro vSechny naméfené rychlosti ohievu (Obr. 40 a 41).
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Obrazek 40: a-T zavislosti ziskané pomoci in-situ Ramanovy spektroskopie pfi nizkych rychlostech
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Obrazek 41: o-T zavislosti ziskané pomoci in-situ Ramanovy spektroskopie pii vysokych rychlostech
ohievu

Hlavnim cilem této analyzy bylo urCeni charakteristickych teplot, které¢ jsou nezbytné
pro vypocet aktivacni energie pomoci Kissingerovy metody. Tyto charakteristické teploty byly
ur¢eny pomoci tfi metod. Prvni metodou je stanoveni teploty pifi dosazeni 50% stupné pfemény.

Tato hodnota je zvolena z toho divodu, Ze tomuto stupni pfemény odpovida charakteristicka
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teplota pro symetricky pik. Druha z metod je podobna té prvni, avS§ak misto 50 % se zde pouziva
63 % stupné pfemeny k urCeni charakteristické teploty. Tato hodnota je zvolena vzhledem
k asymetrické povaze piku pti popisu JMA procesu. Treti metodou pro ziskani charakteristické
teploty je ureni maxima prvni derivace a-T dat. Derivace byla pocitana z péti po sob¢ jdoucich
boda a na nasledujicim obrazku (Obr. 42) je piiklad takové derivace pro rychlost ohfevu
5 °C-min’!. Ziskani charakteristickych teplot pomoci derivace stupné premény podle teploty se
ukazalo jako nevhodna metoda, protoze v grafu bylo pozorovano vice pikt, kdy nepomohlo

ani mens$i poCet bodu derivace ani vyhlazeni kiivky.

12

1 5°C.min™ -
10 /

/ K1
o)
.‘-‘-—"‘*l

do.dT
N
\.
—

.),- N\ / l x

0 - EE-m

80 100 120 140 160
T / °C

Obriazek 42: Derivace stupné piemény podle teploty pro 5 °C-min’!

V nasledujici Tabulce 6 jsou vypsany charakteristické teploty ziskané jiz zminénymi

tfemi metodami.
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q+, oc.min-l

Pomoci Kissingerovy metody a ziskanych charakteristickych teplot byl sestaven graf

(Obr. 43) zavislosti ln(

0,13
0,325
0,65
13
1,95
2.6
3,25
4,55
6,5
9,75
13
19,5

spektroskopie a DSC.

a
T2

Tabulka 6: Charakteristické teploty

T (derivace), °C T (50 %),°C T (63 %), °C

81,17
85,07
85,07
77,92
95,47
71,41
96,78
99,38
104,58
100,03
107,18
109,78

79,87 80,52
83,77 84,42
83,77 86,37
81,82 86,37
94,82 96,78
85,07 86,37
93,52 95,47
92,87 96,13
99,38 101,33
94,17 96,78
102,63 105,23
102,63 105,88

) na T, Na Obrazku 43 jsou porovnavana data z Ramanovy
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Obrazek 43: Kissingerovy zavislosti pro data z DSC a in-situ Ramanovy spektroskopie
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Muzeme si vSimnout, Zze data z Ramanovych méfeni ukazuji vysokou podobnost,
coz naznacuje, ze vybeér metody pro ziskani charakteristickych teplot nema vliv na kone¢né
vysledky. Z grafu na Obrazku 43 lze usoudit, ze aktivacni energie ziskand pomoci Ramanovy
spektroskopie je vy3si nez ta ziskana z DSC meéteni. Aktivacni energie ziskand z DSC méfeni
¢inila 107,7 kJ/mol, zatimco z Ramanovy spektroskopie byly ziskany nésledujici hodnoty
aktivacni energie: 173,8 kJ/mol pti o= 50 %, 174,1 kJ/mol pfi o = 63 % a 179,3 kJ/mol pomoci
derivace. Tento rozdil je pravdépodobné zpusoben tim, ze Ramanova spektroskopie je
povrchova metoda, ktera méfi krystalizaci pouze na povrchu vzorku. Na zafatku procesu
krystalizace mohou byt vyssi energetické bariéry (napfiklad v souvislosti s probihajici
nukleaci), které je potieba prekonat, coz mize vést k vyssi aktivacni energii na povrchu vzorku

ve srovnani s kompletni objemovou krystalizaci, kterou meti DSC.

Prestoze jsou a-T data (Obrazky 40 a 41) pro nizké a stfedni rychlosti ohfevu pomérne
konzistentné a uniformé vykreslena, pokusy o jejich prolozeni ukazaly na nekonzistentnost
jejich popisu jak vramci hodnot kinetickych exponenti AC modelu, tak co se tyka
prolozitelnosti dat bud’ jednim nebo dvéma JMA procesy. Kvalita a-T dat je ale presto
dostacujici alespori pro kvalitativni zjis§téni zakladniho typu pevnofazové kinetiky, kdy jde
(stejné jako u DSC dat) o akcelerujici neboli negativné asymetrickou kinetiku krystalizace. Jako
nejvetsi prekazky pro ziskani kvalitn€jSich in-situ Ramanovskych dat byly identifikovany
nasledujici Ctyfi aspekty. Za prvé, pouzitd teplotni cela CCR1000 mé nedostate¢né piesnou
regulaci a snimani teploty, coz vede k odchylkam a posunim na teplotni ose. Tento problém by
vytesilo pofizeni specializovaného nizkoteplotniho stolku. Druhy aspekt Gizce souvisi s prvnim
a tyka se nepresnosti kalibrace teplotniho pole v této cele, ktera je primarné urCena
pro vysokoteplotni aplikace. I tento problém by byl vyfeSen pofizenim specializovaného
nizkoteplotniho stolku a velmi Ccistych kalibra¢nich standarda. Treti aspekt se tyka
nejednotnosti Ramanovskych spekter charakterizujicich zakladni fyzikalné-chemické stavy
(amorfni a krystalicky) studovaného materialu. K potlaceni tohoto jevu by mohlo dojit presné;jsi
volbou téchto spekter s ohledem na odhadovany pocatek a konec procesu krystalizace, bylo by
ovSem zaroven potieba vyvinout pokro€ilejsi zptisob vyhodnoceni obsahu krystalické faze —
napiiklad pfes pouziti naprogramovanych maker. Jako ctvrty kriticky aspekt byl pak
identifikovan problém prili§ fokusovaného sbéru dat z povrchu vzorku, ktery probihd pouze
z plochy n&kolika pm? a nemusi byt tedy vzdy reprezentativni viiéi celému vzorku. Resenim by
bylo zapojeni mapovaci funkce Ramanova mikroskopu — alespon pii velmi nizkych rychlostech

ohfevu.
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4. ZAVER

Ve své diplomové praci jsem se vénovala studiu kinetiky krystalizace amorfniho 1é¢iva
indomethacin pomoci dvou experimentalnich technik — diferen¢ni skenovaci kalorimetrie
a in-situ Ramanovy mikroskopie. Kalorimetrickd data se ukdzala velmi spolehliva
a konzistentni, vhodna pro vyhodnoceni kompletnim spektrem nejmodern€jSich metod
kinetické analyzy. Ve své praci jsem se zvlasté soustiedila na identifikaci a popis teplotné
zavislych veli¢in standardni pevno-fazové kinetické rovnice — aktivacni energie, frekven¢niho
faktoru a vmen$i mife i kinetickych exponentli Sestak-Berggrenova modelu. Jednim
z nejdulezitéjSich dusledkt téchto vypoctu bylo vysvétleni zmény asymetrie krystaliza¢nich

pikdt méfenych pfi vysokych rychlostech ohtevu.

Data z in-situ Ramanovy mikroskopie se ukazala byt ziskavana v podstatné horsi kvalité,
pravdépodobné nedostatecné pro obdobné komplexni kinetickou analyzu, jako tomu bylo
v piipadé kalorimetrickych dat. Na zaklad¢ extenzivni zkuSenosti s méfenimi a naslednymi
vyhodnocenimi jsem se pokusila identifikovat problémy souvisejici s pouzitim této metody
a zaroven navrhnout jejich feSeni. Vedle hardwarovych zmén lze vyznamného zlepSeni
dosdhnout 1 zménou metodiky méfeni. I pfes nizsi kvalitu kinetickych dat zin-situ
Ramanovskych meétreni bylo mozné spolehlivé srovnat alespont hodnoty aktivatni energie
krystalizace ziskané kalorimetricky a spektroskopicky. Aktiva¢ni energie ziskand metodou
in-situ Ramanovy mikroskopie méla vyrazng€ vy$si hodnotu ve srovnani s prumérnou hodnotou
ziskanou kalorimetricky. Velmi pravdépodobné je davodem striktné povrchovy charakter
in-situ Ramanovy mikroskopie, kdy prvotni stadium krystalizaéniho procesu muze byt
charakterizovano zvySenou energetickou narocnosti naptiklad v dusledku pfidruzeného
procesu nukleace nebo kvili nutnosti prekonani prostorovych defektt branicich uniformnimu

rastu krystalka.

Zavérem mohu tedy fict, Ze in-situ Ramanova mikroskopie nemuze byt povazovana
za metodu alternativni k diferen¢ni skenovaci kalorimetrii, ale jde o metodu velmi vhodné

dopliujici a vyznamné rozsifujici kinetickou informaci ziskanou pomoci kalorimetrie.
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PRILOHA I

V ptiloze 1 se nachazi fity DSC dat bud’ jednim (nalevo) nebo dvéma (napravo) IMA
procesy. Postupné jsou zde sefazeny data pro rychlosti ohievu 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 7, 10; 15; 20

a 30 °C-min™.
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