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ANOTACE

Tato bakalafskd prace se zabyva analyzou rychlosti ristu krystali v amorfnim 1écivu
Vv zavislosti na teploté. Specifickym objektem studia je 1é¢ivo nifedipin, pouzivané k 1écbé
hypertenze a anginy pectoris. Rust krystali v amorfni formé nifedipinu v oblasti podchlazené

taveniny byl monitorovan pomoci optické mikroskopie.
KLiCOVA SLOVA
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TITLE

Crystal growth in amorphous Nifedipine

ANNOTATION

This bachelor thesis focuses on analyzing the temperature dependence of crystal growth rate in
an amorphous drug. The specific subject of this study is Nifedipine, that can be used for treating
hypertension and angina pectoris. The crystal growth in the amorphous form of Nifedipine

within the region of undercooled melt was monitored using optical microscopy.
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UvVOD

Krystalizace hraje podstatnou roli v oblasti farmaceutickych véd, zejména pii vyvoji
a optimalizaci pevnych 1ékovych forem. Tento proces ovliviiuje nejen fyzikalni a chemické
vlastnosti 1é¢iv, ale také jejich biologickou dostupnost a stabilitu. V této praci jsem se zaméiila

na rust krystalll nifedipinu v amorfnim 1é¢ivu.

Nifedipin, znamy jako antihypertenzivum a antiangindzni 1é¢ivo, existuje ve dvou hlavnich
pevnych formach: krystalické a amorfni. Amorfni forma nifedipinu nabizi vyhodu zvySené
rozpustnosti a biologické dostupnosti, avSak je méné stabilni a nachylnd k preméné na
krystalickou formu. Tato transformace miiZze mit vliv na terapeutickou u¢innost a skladovaci

stabilitu 1é¢iva.
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1. TEORETICKA CAST

Tato prace se zabyva studiem rustu krystalli v amorfnim 1é¢ivu. Amorfni latky jsou materialy,
které nemaji pravidelnou krystalickou strukturu. Na rozdil od krystalickych latek, kde jsou
atomy usporadany v pravidelném a opakujicim se vzoru jsou atomy v amorfnich latkach
rozmistény ndhodné. To znamend, ze amorfni latky postradaji pravidelné uspofadani na
dlouhou vzdalenost. Jednim ze zplsobi piipravy amorfnich materidlu je rychlé chlazeni jejich
taveniny, aby nedoslo ke krystalizaci. Timto zpisobem vznikaji amorfni latky znamé jako skla.
Vzhledem Kk piipravé amorfniho nifedipinu chlazenim jeho taveniny se teoreticka ¢ast této
prace zaméfuje na definici skla nésledné¢ na studium procest krystalizace, a nakonec na

specifické 1é¢ivo — nifedipin.

1.1. Sklo

Sklo je material, ktery se vyznaéuje tim, Ze nema definovanou krystalickou strukturu, coz
znamena, Ze jeho atomy nejsou uspotadany do pravidelné krystalové miizky. Tento termin se
obvykle pouziva pro popis anorganickych materialti a nezahrnuje plastické nebo jiné organické
latky. Sklo ma tendenci byt tvrdé a kiehké, pficemz jeho vnitini struktura je homogenni
a amorfni. Amorfni struktura vznika disledkem roztavenim daného materidlu a naslednym
rychlym ochlazenim taveniny, coZ zpusobuje Ze atomy nemaji ¢as uspofadat se do pravidelné

krystalové struktury, a misto toho zlstavaji v neusporadaném stavu. [1]

tavenina

‘ podchlazena

tavenina

Obrazek 1 Zavislost zmeny objemu sklotvorné taveniny na teploté [2]
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Obrazek 1 ukazuje zavislost objemu (V) sklotvorné taveniny na teploté (T). Pokud taveninu
ochlazujeme pfiili§ pomalu, dojde ke skokovému snizeni objemu pii dosazeni teploty tani (Tm),
kdy dochazi k ptfeuspoifadani strukturnich jednotek do krystalové miizky. Naopak pii
dostate¢né rychlém ochlazovani taveniny nedochéazi k aplnému pieusporadani struktur a vznika
podchlazena tavenina. Pokracuje-li chlazeni podchlazené taveniny, jeji viskozita nartistd az do
dosazeni teploty skelného piechodu (Tg). Kdy se tavenina méni v tuhé sklo. Graf také ukazuje,
ze zménou rychlosti chlazeni (q:> (2) muzeme piipravit sklo v riznych termodynamickych

stavech, coz je ovlivnéno posunem teploty skelného piechodu. [3]

1.2. Krystalizace

Krystalizace je proces, pfi kterém se atomy, nebo molekuly usporadavaji do pravidelné a dobte
definované struktury nazyvané krystalovd miizka. Tato miizka funguje jako pevny ram, ve
kterém se atomy, nebo molekuly usazuji do pravidelnych vzorci, s cilem minimalizovat jejich
energeticky stav. Nejmensi jednotkou této struktury je zékladni buiika, ke které se mohou

ptipojovat dalsi atomy/molekuly, ¢imz dochazi k ristu makroskopického krystalu. [4]

Rist krystalii je d&j, pfi kterém se zvySuje velikost jadra, kterd dosahuje kritické velikosti
shluku, to je minimalni velikost jadra, ktera musi byt dosazena pro jeho rust. Mnoho
chemickych slouc¢enin ma schopnost krystalizovat, pfi¢emz nckteré z nich mohou mit rizné
krystalové struktury, coZ se nazyva polymorfismus. Nékteré z t€chto polymorfit mohou byt
metastabilni, coz znamena, Ze i kdyz nejsou v termodynamické rovnovaze, jsou kineticky
stabilni a vyzaduji urity piisun energie k pfeméné na rovnovazné faze. [5] Béhem krystalizace
se atomy a zakladni buiiky spojuji dohromady s pfesnymi Uhly, ¢imz vytvareji charakteristicky
krystalovy tvar s hladkymi povrchy a sténami. Tyto krystaly maji Casto rlzné roviny
Vv krystalové struktuie, coz pfispiva k jejich jedinecnému vzhledu. [6] Krystalizace vyzaduje
dv€ podstatné udalosti: nukleaci, kdy se atomy nebo molekuly shlukuji v mikroskopickém
méfitku, a rast krystald, kdy se tyto shluky stavaji stabilnimi a zacnou zvétSovat svou velikost.
Oba dé¢je jsou fizené termodynamicky. Podminky jako teplota, koncentrace castic, tlak a Cistota
materidlu mohou ovlivnit uspofadani ¢astic béhem nukleacni faze. Krystalizace mtize probihat
jak ptirozené, naptiklad pfi tvorbe snéhovych vlocek, nebo drahokami, tak uméle naptiklad pii
vyrobé syntetickych drahokami nebo krystali cukru. Rychlost ochlazeni roztoku a mira
odparovani mohou vyrazné ovlivnit velikost a tvar vyslednych krystalii pomalejsi odparovani

obvykle vede k vétsim krystalim s jednotnéj$im tvarem. [6]
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Krystalizace je nejenom béznym jevem v pfirod¢, ale také ma Siroké uplatnéni v pramyslu.
V ptirodé mizeme pozorovat krystalizaci naptiklad pfi tvorbé ledovych krystali nebo pfi
procesu krystalizace mineralt. V pramyslu se vyuziva jako krok pfi procesu separace a ¢isténi

latek. Pfedevsim v oblasti farmacie, chemie a potravinaistvi. [6]

V této kapitole jsme probrali zdklady krystalizace a nyni se zaméfime na techniky, které

umoziuji pozorovat mechanismy krystalizace.

1.3. Techniky pro studium krystalizace — metody termické analyzy

Termicka analyza zahrnuje velké mnozstvi metod, které jsou mimo jiné také vyuzivany ke
studiu procesu krystalizace v amorfnich materialech. Tyto metody jsou zaméteny na zkoumani
riznych fyzikalnich vlastnosti a jejich zmén v zavislosti na daném teplotnim programu. [7] Na
zakladé sledované vlastnosti, jako je velikost, nebo vyska vzorku, teplota vzorku, elektricka
vodivost a podobné, 1ze ziskat informace o fyzikalnich a chemickych procesech probihajicich
ve zkoumanych vzorcich, jako jsou entalpické zmény danych procesi, charakteristické teploty,
nebo stupeni konverze danych procest, ktery je nezbytny pro urceni kinetiky danych procest.

[8] V nasledujicich kapitolach se zaméfime na nejb&znéjsi experimentalni techniky termické

analyzy, které se hojné pouzivaji pti studiu kinetiky krystalizace v amorfnich materialech. [7]

DIFERENCNI SKENOVACI KALORIMETRIE

Do metod termické analyzy patii diferenéni skenovaci kalorimetrie (DSC), ktera predstavuje
techniku pro studium tepelnych zmén v materialech béhem rtznych procest, jako jsou

krystalizace, tani, skelny pfechod nebo chemicka reakce. [9]

V kalorimetru s principem tepelného toku jsou vzorek a referen¢ni material umistény
V uzaviené cele, propojené tepelnym mostem s vysokou tepelnou vodivosti a definovanym
tepelnym odporem. Oba materidly jsou béhem experimentu zahfivany stejnou rychlosti pomoci
externiho tepelného zdroje. Teplotni senzory umisténé na vzorku a referenénim materidlu
sleduji teplotni rozdil mezi nimi. Naméfeny tepelny tok je pfimo tmérny tomuto teplotnimu
rozdilu. Timto zpiisobem je mozn¢ zjistit bod tani, teplotu skelného prechodu a fazové premeny
nejen ve farmacii. [10] Kdyz vzorek ptechazi ze skelné faze do oblasti podchlazené taveniny,
meéni se jeho tepelna kapacita, coz se projevuje endotermni zménou na DSC kiivce (Obrazek 2)

a umoziuje tak urcit hodnotu Ty Zkoumanim tohoto procesu pii raznych teplotnich
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programech mizeme ziskat udaje o skelné transformaci a relaxaci (fyzikalnim starnuti) vzorku.
Tento jev souvisi s piechodem vzorku z termodynamicky nerovnovédzného stavu do stavu

pseudorovnovazného, ktery odpovida podchlazené tavening pii dané teploté. [11]
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Obrazek 2 Krivka s typickymi endotermnimi a exotermnimi déji DSC u sacharozy [12]

Z termogramu ziskaného z DSC experimentu mizeme ziskat informace o zmén¢ entalpie (AH)
tepelnych udélosti, kterd slouzi k porovnadni energetické ndro¢nosti procesti a porozuméni
energetickym zméndm v materidlech. Dal§im parametrem je teplota krystalizace (T¢), coZ je
teplota, pii které dany material krystalizuje. Vzdalenost (rozdil) mezi Tga Tc pak také vypovida
o stabilité skelného materialu a je dileZzity také pro jeho dalsi zpracovani. Dalsi dlileZitou oblasti
je kinetika tepelnych procest, kterd poskytuje informace o rychlosti nukleace a rastu krystali.

[13]

Tato prace se zamé&fuje na studium amorfniho 1éCiva, pficemzZ pro farmaceutické latky se
vyuziva kombinace diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC) a termogravimetrické analyzy
(TGA), coz je metoda, ktera méfi zmény hmotnosti materialu v zavislosti na teploté. TGA
poskytuje informace o teplotni stabilité¢ materialu, jeho slozeni a reakcich, které probihaji pfti
zahifivani, jako je odpafovani, rozklad nebo oxidace. Metody tepelné analyzy poskytuji

informace o tepelnych vlastnostech, jako je teplota tani, teplota rozkladu, a kompatibilita, ktera
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urcuje, zda je 1éc¢ivo slucitelné s jinymi latkami v 1ékové forme. Kromé toho nabizeji ndhled na
fyzikélni vlastnosti, jako jsou polymorfni pfemény a interakce mezi 1é¢ivy a pomocnymi

latkami. [14]

TERMOMECHANICKA ANALYZA

Principem termomechanické analyzy (TMA) je sledovani zmén rozméru materialu v zavislosti
na teplotnim programu. Na zakladé téchto zmén TMA umoznuje kvantifikovat roztaznost

a body méknuti materiald. [15]

h[m]

T[K]

Obrazek 3 Krivka z termochemické analyzy [2]

Termomechanicka analyza umoZiuje studium zmén ve fyzikdlnich vlastnostech materidlu
v zavislosti na teploté. Nasledujici popis se vztahuje k typické kiivce ziskané pomoci
TMA (Obrazek 3). V pocatecni fazi dochazi k nartstu vysky (h) vzorku pfi zahtivani. Toto

zvétSeni lze vyuzit k urceni hodnoty koeficientu teplotni roztaznosti skla. Pii prechodu do
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oblasti podchlazené taveniny se zméni smérnice zavislosti vysky vzorku na teploté. Tato zména
umoznuje ur€it teplotu skelného piechodu (Tg) a nasledné také hodnotu koeficientu délkové
teplotni roztaznosti podchlazené taveniny. DalSim ohifevem dochdzi ke snizovani viskozity
vzorku, coz se projevuje jeho roztékanim. Tento jev umoznuje urcit teplotu méknuti vzorku
(Ts). Roztékani pokracuje, dokud ve vzorku neza¢nou rist krystaly, coz zastavi pokles vysky
vzorku. Tim Ize uréit teplotu krystalizace (Tc). Pokud by se vzorek dale zahtival, doslo by k jeho

uplnému rozteceni pii teploté tani (Tm). [16]

1.4. Techniky pro studium krystalizace — metody spektroskopické analyzy

Po metodach termické analyzy se nyni pfesuneme k dalsi kapitole, kterd se zabyva metodami
spektroskopické analyzy. Tyto techniky poskytuji informace o struktufe a interakcich mezi

atomy a molekulami v daném materialu.

Spektroskopie se zaméfuje na analyzu molekularni struktury, nikoliv na fyzicky tvar materialu.

Tyto metody poskytuji informace o funk¢énich skupinach materialu a uspotradani atomu. [17]

Mezi piiklady spektroskopickych metod pouzivané pro studium krystalizace patii Ramantv
rozptyl a rentgenova difrakce (XRD). V obou metodach je dulezité ziskat informace o rozlozeni
atomu a vazeb v materidlech. To umoziuje pochopit jejich vlastnosti a chovani. Tyto metody
se také Casto pouzivaji v kombinaci s jinymi spektroskopickymi metodami, jako je infracervena

spektroskopie, pro ziskani souhrnné&jsich informaci o materialech. [18]

RENTGENOVA DIFRAKCE

Princip XRD spociva v interakci rentgenového zéafeni s krystalovou miizkou. Rentgenové
paprsky dopadajici na vzorek se rozptyluji pod specifickymi uhly od kazdé mtizkové roviny.
Tyto uhly rozptylu jsou specifické pro danou strukturu materialu a umoziuji nam rekonstruovat
jeho krystalovou strukturu. Na rozdil od jinych metod XRD nenarusuje strukturu krystalickych

latek, coz umoziuje pozorovani vzorkl bez jejich poskozeni. [19]

Rozptylem rentgenové difrakce zafeni na krystalickém vzorku vznikaji difrakcni linie v XRD
zaznamu. Intenzita a poloha téchto linii je urcena uspofadanim atomu v krystalu. V letech
2010-2015 doslo k vyznamnému pokroku rentgenové difrakce, ktery ovlivnil oblasti jako
farmacie, forenzni védy, geologie, mikroelektroniky a vyroby skla. [20] Praskova rentgenova

difrakce (XRDP) se stala efektivnim nastrojem v oblasti farmaceutickych véd, diky své
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schopnosti poskytovat podrobnéj$i informace, umoznila jeji rozSifeni do novych oblasti

vyzkumu. Takovy vyvoj otevira nové moznosti pro vyzkum a vyvoj 1éCivych ptipravki. [21]

RAMANUV ROZPTYL

Kwvili nedostate¢né intenzit¢ Ramanova jevu a absenci vhodného silného svételného zdroje, se
Ramanova spektroskopie dlouhou dobu nedostavala do SirSiho vyuziti, dokud nebyl vynalezen
laser v roce 1961. Pti analyze Ramanova spektra neni potieba slozita ptiprava vzorku. Lze
testovat pevné, plynné i kapalné vzorky, aniz by doslo k jejich poSkozeni. Tato technika ma
také dalsi vyhody, jako je jednoduchy postup, rychlé ziskani vysledki a vysoka citlivost. Kazda
latka ma své vlastni charakteristické Ramanovo spektrum, protoze Ramanova aktivni vibrace

odpovida zmén¢ molekularni polarizace. [22]

Princip Ramanova rozptylu spociva v interakci zafeni s molekulou, coz zptisobuje zménu v jeji
vibra¢ni energii. Tato metoda umoziuje ziskat informace o vibra¢nich spektrech materialt a je

Casto vyuzivana k analyze struktury molekul a krystali. [18]

Tato metoda vyuziva rozptylu svétla z intenzivniho laserového zdroje molekulami vzorku.
Vétsina rozptyleného svétla ma stejnou vinovou délku jako zdroj, coz se oznacuje jako
Rayleighiiv rozptyl. AvSak mala ¢ast svétla se rozptyluje na rliznych vinovych délkach podle
chemické struktury analytu, coz se nazyvd Ramanlv rozptyl. Ramanovo spektrum je
charakterizovano vrcholy, které zobrazuji intenzitu a polohu vinové délky Ramanova rozptylu.
Kazdy vrchol ve spektru odpovida specifické vibraci molekularni vazby, véetné jednotlivych

vazeb (napt. CC, C=C, NO, CH) a skupin vazeb. [23]

Ve farmacii Ramanova spektroskopie nabizi Sirokou $kalu aplikaci. Pomaha nejen pfti analyze
chemického sloZeni vzorkd, ale také pii zkoumdni jejich mikrostruktury a procesti, které
probihaji béhem farmaceutického vyvoje od ranych fazi vyvoje 1é¢iv az po kontrolu kvality ve

vyrobnich procesech.

Ramantiv rozptyl se vyuziva pii studiu krystalizace k identifikaci zacatku krystalizace a riznych
krystalickych fazi materidlu. Kazda krystalickd fdze mé jedinené vibrace, které se projevi
Vv Ramanové spektru, coz umoziuje piesné urCeni faze. [24] Dale umoziuje monitorovani
procesu krystalizace v redlném c¢ase, coz se vyuziva pro pochopeni kinetiky krystalizace. Dalsi
vyuziti Ramanova rozptylu je ve studiu polymorfismu, coz je jev, kdy stejna latka mutze

krystalizovat v riznych strukturach, které¢ maji odlisné fyzikalni vlastnosti. [25]
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Po metodach termické analyzy, které slouzi k zjisténi tepelnych vlastnosti, se nyni pfesuneme
k dalsi kapitole, kterd se zabyva metodami spektroskopické analyzy. Tyto techniky poskytu;ji

informace o struktufe a interakcich mezi atomy a molekulami.

1.5. Techniky pro studium krystalizace — metody mikroskopické analyzy

Mikroskopicka analyza je nezbytna pro ziskani detailnich informaci o vlastnostech vzorkl na
mikroskopické urovni. Vyuziva se opticka mikroskopie v ultrafialové, viditelné ¢i infradervené
oblasti zafeni, ale také elektronova mikroskopie a mikroskopie skenovaci sondou k zobrazeni
s vysokym rozlisenim. Tyto metody jsou dilezité pro charakterizaci vzorka v oblastech jako

biologie, chemie a materidlové védy.

OPTICKA MIKROSKOPIE

V dnesni dobé existuje mnoho druh mikroskopti pro pozorovani v mikro/nanoméfitku, od
specialnich fluorescencnich a elektronovych mikroskopil az po tradicni optické mikroskopy.
Opticka mikroskopie se vyznacuje nedestruktivni povahou a rychlosti pozorovani, ktera ji ¢ini

idealni pro studium citlivych vzorkli a dynamickych procesu.

Nicméné, zobrazovaci rozliSeni optickych mikroskopli je omezeno jevem zvanym opticka
difrakce. Tento jev, zpusobeny vlnovou povahou svétla, vede k rozptylu zdrojové viny
prochazejici co€kou a k rozostieni obrazu na roviné obrazu. S rostoucim zvétSenim se vlnova
délka zdrojového svétla a velikost pozorovanych objekti ptiblizuji, ¢imz se opticka difrakce

stava vyznamnéj$im faktorem. [26]

Optické mikroskopické metody jsou zaloZeny na principu vyuzivani viditelného svétla
k pozorovani a analyze vzorkti na mikroskopické urovni. [27] V kontextu studia krystalizace je
optickd mikroskopie zasadni pro vizualizaci nukleace, ristu a morfologie krystalti. Tato
technika umoZiiuje sledovat formaci krystall a analyzovat jejich charakteristiky
prostiednictvim interakce svétla se vzorkem. Je dulezité, aby v dané svételné oblasti mély jak
krystal, tak zbyla amorfni matrice rozdilné optické vlastnosti. Diky tomu mtizeme sledovat
proces nukleace, monitorovat rust krystalti z analyzy velikosti, tvaru a distribuce krystalt ve

vzorku. Analyzou ziskanych fotografii se ziskavaji poznatky o kinetice krystalizace. [28]
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ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE

Mezi dal$i mikroskopické techniky vyuzivané k charakterizaci vzorka a studiu krystalizace
patii elektronova mikroskopie, ktera se sklada z elektronového zdroje, obvykle s wolframovym
vlaknem, zahfatym na vysoké teploty a emituje elektrony. [29] V elektronovém mikroskopu se
vyuziva vysokého vakua nezbytného pro zajisténi neruseného pohybu elektront a stability
elektronového svazku. [30] Elektrony jsou v mikroskopu urychlovany elektrickym polem
s vysokym napétim (typicky 40-200 kV) [31], ¢imzZ elektrony ziskaji energii a zrychli na
vysokou rychlost. [32] Svazek elektronti prochazi kondenzorovymi ¢ockami, které ho
soustied'uji a tvofi rovnomérny paprsek. Nasledné prochazi elektrony objektivem,
elektromagnetickou ¢ockou, ktera je zaostii na vzorek. Elektrony ze svazku pak interaguji
s atomy ve vzorku, bud’ jsou rozptyleny, absorbovany nebo prochazeji vzorkem. Detektory jsou
umistény za vzorkem, nebo nad nim a zaznamenavaji elektrony, které prosly nebo byly
rozptyleny vzorkem, piipadné které byly odrazeny, nebo sekundarné emitované z povrchu
vzorku. [33]

Elektronova mikroskopie je Siroce pouzivana pii studiu krystalizace. Umoziuje detailni
pozorovani rastu a morfologie krystalil, coz je zasadni pro pochopeni mechanismii krystalizace
a optimalizaci procesi, které jsou na tomto jevu zaloZeny. Krystalizace mize byt pozorovéana

v realném Case, coz umoziuje studium dynamiky tohoto procesu vV nanométitku. [34]

V biologickém vyzkumu elektronovd mikroskopie umoziiuje ziskat vysoké rozliSeni snimku
bunék, organel a makromolekularnich komplext. Tyto informace lze pouzit k dikladnému
studiu struktury a funkce biologickych systémii. Vysoké rozliSeni elektronové mikroskopie
odhaluje jemné detaily, které nejsou dostupné pomoci svételné mikroskopie. Pfindsi vSak urcité
nesnaze jako je piiprava vzorku [35], vakuové prostiedi, které mize byt pro vzorky destruktivni

[36] a dale kontrast a barveni [35].

V souvislosti s elektronovou mikroskopii existuji dva hlavni druhy elektronovych mikroskopt.
Skenujici elektronovy mikroskop (SEM) a transmisni elektronovy mikroskop (TEM). Novéji
byl vyvinut kombinovany skenovaci transmisni elektronovy mikroskop (STEM). SEM ziskava
obraz pomoci odrazenych elektronil a fotond, zatimco TEM se zaméfuje na elektrony proslé
ptes vzorek [37]. SEM poskytuje 2D informace o tvaru ¢astic, ale pomoci specialnich detektort

je také mozné ziskat 3D morfologii povrchu ¢astic. [38]
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MIKROSOPIE SKENUJICI SONDOU

Dalsim specialnim typem mikroskopickych technik je mikroskopie skenujici sondou (SPM).
SPM vyuziva sondy, ktera se pohybuje po povrchu vzorku. Interakce mezi sondou a vzorkem
jsou vyuzity k regulaci vzdalenosti a ziskani detailnich map topografie vzorku. Tato technika
také umoznuje ziskani informaci o riiznych fyzikalnich a chemickych vlastnostech vzorku.
Mezi nejbeéznéjsi metody SPM patii skenovaci tunelova mikroskopie (STM) a mikroskopie

atomarnich sil (AFM). [39]

STM vyuziva tunelovaci proud mezi hrotem a vodivym povrchem vzorku k zobrazovani
atomarni struktury vodivych vzorki, nebo polovodivych vzorki. Tato metoda je vhodna pro

studium povrchové fyziky a elektrickych vlastnosti. [40]

AFM vyuziva odpudivych a pfitazlivych meziatomarni sil mezi hrotem a povrchem vzorku,
které mohou byt vodivé i nevodivé. Tato metoda je vhodna pro biologické, materialové

a nanotechnologické aplikace. [41]

Principy prace SPM spocivaji v tom, ze hrot skenuje povrch vzorku podobné jako jehla
gramofonové desky sleduje drazky na desce. SPM ziskava obraz tim, ze hrot prochazi ptes
vzorek tam a zpét, postupné skenuje po fadcich a zaroven snizuje rychlost skenovani ve svislém
sméru pres celou oblast obrazu. Velikost obrazu, kterou SPM ziskava, mize byt velka az 100
mikrometrti nebo jen nékolik nanometri. Tradi¢ni technologie polohovani jsou nevhodné,
protoze by vytvaiely pohyb v méfitku, které by bylo mnohem vétsi, nez je potieba. Namisto
toho se pro umisténi vzorki pro SPM vyuzivaji piezoelektrické krystaly. Tyto keramické
v nanoméiitku. [42] V nasledujici Tabulce 1 je uvedeno srovnani zminénych mikroskopickych

technik z této kapitoly.
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Tabulka 1 Porovnani optické a elektronové mikroskopie a mikroskopie skenujici sondou

Opticka Elektronova Mikroskopie
Vlastnost . . ) ; g
mikroskopie mikroskopie skenovaci sondou
. e 1 Sonda (napf. hrot
Zdroj Viditelné svétlo Elektrony STM, AFM)
Rozligent 0.2 um 0,1 nm -2 nm Atomove az
subatomové
. Interakce svétla se Interakce elektronti Interakce skenujici
Princip
vzorkem se vzorkem sondy se vzorkem
Tvar, struktura Tvar, struktura,
Informace Tvar, barva, struktura e chemické a fyzikalni
chemické slozeni .
vlastnosti
Skenovaci
Svétlent mikrosko elektronovy Skenovaci tunelova
o Y OS*OP. mikroskop (SEM), | mikroskopie (STM),
Priklady fluorescencni N ; !
mikroskop transmisni mlkroskpple
elektronovy atomarnich sil (AFM)
mikroskop (TEM)
, Nizka cena, snadné . o Vysokeé rozlisent,
Vyhody pouziti Vysoke rozliSeni nedestruktivni
, s o Vysoka cena, . -
Nevyhody Nizké rozliSeni | 2. ..., N Pomalé skenovani
sloZit&j$i pouziti
1.6. Nifedipin

Jelikoz tato prace je zamétena na piimé mikroskopické sledovani krystalti v amortnich vzorcich
nifedipinu, je tato kapitola vénovana praveé tomuto 1€¢ivu. Jeho teplota tani je 175 °C a jedna se

o okrove zlutou krystalickou latku. [43] Strukturni vzorec nifedipinu je ukazan na Obrazku 4.
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Obrdazek 4 Strukturni vzorec nifedipinu [44]

Farmakologické vlastnosti nifedipinu jsou spojeny pievazné s jeho Géinkem jako blokatoru
vapnikovych kandl. Patii mezi 1éky nazyvané dihydropyridiny, které ovliviiuji proudéni
vapniku do bun¢k svalové tkane, prevazné do hladkych svalti cév, coz vede k uvolnéni
arozsifeni cév, a tim k poklesu krevniho tlaku. Mechanizmus U¢inku je néasledovny b&hem
depolariza¢ni faze bun€k hladkého svalstva se oteviraji napét'ove fizené kanaly pro pfiliv iontl
vapniku. Nifedipin plsobi tim, Ze blokuje tyto kanaly typu L v bunikach hladkého svalstva cév
a myokardu. To vede k poklesu intracelularni koncentrace vapniku, coz ma za nasledek snizeni
periferniho arteridlniho vaskularniho odporu a rozsiteni koronarnich arterii. Tim dochazi ke
snizeni systémového krevniho tlaku a zvySeni dodavky kysliku do myokardu. Nifedipin tak
projevuje hypotenzni a antiangin6zni ucinky, coz ptispiva ke kontrole krevniho tlaku a zmirnéni
anginalnich symptomu u pacientt s kardiovaskularnimi onemocnénimi. [45] Nezadouci ucinky

nifedipinu jsou zminéné v Tabulce 2
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Tabulka 2 Nezddouci ucinky nifedipinu

Nezadouci
ucinky

Velmi ¢asté

Casté

Vzacné

poruchy
imunitniho
systému

celkové alergické
reakce.

poruchy
imunitniho
systému

kopiivka,
sveédéni,
vyrazka

poruchy krve a
lymfatického
systému

agranulocytoza,
trombocytopenicka
purpura.

Poruchy
metabolismu

hyperglykemie.

Psychiatrické
poruchy

letargie.

Poruchy
nervového
systému

bolest hlavy.

zavrate, tres,
parestézie
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pokracovani Tabulky 2 Nezddouci ucinky nifedipinu

Ne:zva.ldoucl Velmi Casté Casté Méné Casté Vzacné
ucinky
prechodné
zmény
Poruchy oka ;
y zrakového
vnimani
hypotenze,
mize objevit palpitace,
Srde¢ni poruchy retrosternalni tachykardie,
bolest kardialni
dekompenzace
Cévni poruchy navaly horka, synkopa.
Gastrointestinalni , prujem,
zacpa, nauzea hyperplasie
poruchy o
dasni

Poruchy jater a

poruchy funkce

podkozni tkdné

ZluCovych cest jater
Poruchy kize a ervtém exfoliativni
rytem. dermatitida.

Poruchy svalové
a kosterni
soustavy a

pojivove tkané

svalové kiece v
dolnich i
hornich
koncetinach,
poruch ledvin a
mocovych cest

vzestup diurézy

systému a prsu

Celkové
porucha periferni otoky poruchy a
reprodukéniho (asi 10 %), reakce v misté
unava aplikace,

gynekomastie
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VYSOKY KREVNI TLAK

Vysoky krevni tlak, zndmy také jako arteridlni hypertenze, je definovan jako opakované zvyseni
tlaku krve nad hodnotu > 140/90 mmHg, které je naméfeno minimalné¢ pii dvou riznych

navstévach lékare ze tii. [46]

V Ceské republice se vyskyt hypertenze u osob ve véku 25-64 let pohybuje kolem 40 %.

S vékem roste 1 ¢etnost vyskytu hypertenze, pfi¢emz hypertenzi trpi 72 % muzii a 64 % zen ve

veéku 55-64 let. [47]

Primarni hypertenze, kterd predstavuje 90-95 % pacientil s vysokym krevni tlak neexistuje
znama pri¢ina. Naopak, sekundarni hypertenze, ktera se vyskytuje v zastoupeni 5-10 % piipada,
je zpusobena identifikovatelnou pticinou, jako jsou onemocnéni ledvin a ledvinovych tepen,
zuzeni srdecnice, endokrinni poruchy, vliv 1ékd, té€hotenstvi, onemocnéni centralniho

nervového systému, poruchy spanku a dalsi faktory. [48]

ANGINA PECTORIS

Angina pectoris (AP) je soucésti tzv. ischemické choroby srdce. Vyskyt této choroby je
variabilni podle pohlavi a véku. U Zen ve vékové skupiné 45-54 let je odhadovano, Ze trpi AP
v méné nez 1 % piipadd, ale ve véku nad 65 let mize tento podil dosahnout 10-15 %. U muza
jsou tyto udaje jesté vyssi. U mladSich muza se vyskytuje v 2-5 % ptipadi, zatimco u muza nad
65 let miize dosahovat 10-20 %. V Evropé se odhaduje, Ze na 1 milion obyvatel trpi AP pfiblizné
20-40 000 lidi. [49] U pacientt s vazospastickou formou anginy pectoris je doporuceno uZiti
nifedipinu, pokud se projevi néktery z nésledujicich ptiznaki: Klasické ptiznaky anginy béhem
klidu, které jsou doprovazeny zvySenim ST segmentu na elektrokardiogramu
(EKG). Angindzni zachvat nebo kiece koronarnich tepen vyvolané ergonovinem. Potvrzené
koronarni kiece zobrazené angiografii. Nifedipin ma za cil snizit frekvenci ptfiznakli anginy

a zlepsit toleranci vuci fyzické zateézi. [43]
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2. EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast této prace se zametruje na ptipravu amorfni formy Iéc¢iva a nasledné na

analyzu rastu krystali.

2.1. Priprava amorfnich vzorki nifedipinu

Pro ptipravu amorfnich vzorku nifedipinu, byl pouzit nejprve temperanc¢ni stolek. Teplota tani
nifedipinu je 175 °C. Pro rychlejsi roztaveni vzorku, byla teplota na stolku nastavena na 188 °C.
Na povrch temperanéniho stolku do misky bylo umisténo podlozni skli¢ko, na které bylo
naneseno velmi malé mnozstvi krystalického okrové zabarveného prasku nifedipinu o ¢istoté
>98 % od vyrobce SIGMA ALDRICH. Po uplném roztani nifedipinu, coz trvalo 4-5 min pfi
dané teploté, byl tento vzorek ptikryt krycim sklickem. Vzorek se dokonale rozlil po plose
sklicka a vznikl tenky film. Poté byl rychle zchlazen na chladicim kovovém bloku, ¢imz byla
zajisténa jeho amorfni forma. Poté bylo kryci sklicko odstranéno. Nasledné byly vzorky
roziezany na mensi nepravidelné kousky o velikosti okolo 2x2 mm, které byly pfipravené pro

nasledné pozorovani.

2.2. Mikroskopie

Pro zkoumani ptipravenych vzorkut byl pouzit opticky mikroskop OLYMPUS BX51, vybaveny
optickou kamerou DP72 a integrovanym tempera¢nim stolkem Linkam (Obrazek 5). Jednotlivé
vzorky byly umistény do vyhtivaného stolku pifi pokojové teploté. Nasledné byly rychle
ohtivany (150 °C/min) na teploty v rozmezi od 50 °C do 125 °C, kde byly ponechany po ur¢itou
dobu. Pticemz doba trvani se lisila od 3 h po 10 s v zavislosti na danych teplotach. VSechna

pozorovani byla provadéna in — situ coz znamena, béhem procesu temperace.

Béhem temperace byl vzorek pravidelné v nastavenych intervalech sniman diky programu

QuickPhoto. Timto zplisobem byly ziskany fotografie vzniklych krystali.
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Obrazek 5 Opticky mikroskop OLYMPUS BX51, vybaveny optickou kamerou DP72
a integrovanym temperacnim stolkem LINKAM

2.3. Vyhodnoceni rychlosti ristu krystali

Béhem temperace byl sledovan rast krystali. Pro méfeni jejich velikosti pii dané teploté, byly
pofizované jejich fotografie, zkterych bylo vybriano 5-12 snimkt, které se poté
vyhodnocovaly. K vyhodnocovani byl pouzit program Stream Essential. Velikost krystalu se
méfila nejbéznéjsi metodou, a to za pouziti usecky, kdy se méfi nejvétsi rozmér Krystalu.
(Obrazek 6). Po zméieni velikosti krystali byly hodnoty velikosti vyneseny do grafu
v zavislosti na dobé temperace (Obrazek 7). Linearni zavislost velikosti krystalti na ¢ase byla

proloZena ptimkou, jejiZz smérnice udava rychlost riistu krystalli pti dané teploté.
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Obrazek 6 Meéreni velikosti krystalii pomoci usecky v programu Stream Essential p7i
100nasobném zvetseni pri teplote 115 °C tyto snimky jsou focené po 2 sekunddch, pvi cemz
prvni snimek byl porizen po 4 sekunddch od dosazeni dané teploty.
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Obrdazek T Zavislost velikosti krystalu na case pri 115 °C

U nékterych krystalt bylo pozorovéano, ze béhem temperace dochdzi ke zpomaleni rychlosti
rastu. Byly analyzovany zmény velikosti krystalti v zavislosti na ¢ase. Na Obrazku 8 je graf,
ktery zobrazuje rast krystalti nifedipinu pii 115 °C. Zpocatku se velikost krystalii ménila
linearné s Casem, ale jakmile se krystaly zacaly spojovat do vétSich shlukt (Obrazek 9), jejich
rust se zpomalil. Toto zpomaleni mohlo byt zpisobeno omezenym pifenosem strukturnich
jednotek na rozhrani shlukt, nebo vyéerpanim amorfni matrice. V takovychto ptipadech byly

rychlosti rastu krystalti vyhodnoceny pouze z pocatecni linearni zavislosti krystalti na Case.
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Obrazek 8 Graf zpomaleni riistu krystalu nifedipinu pri 115 °C

Obrazek 9 Zpomaleni riistu krystalit z ditvodu spojeni pri 85 °C
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

Krystalizace amorfniho 1éCiva nifedipinu byla sledovana pomoci optického mikroskopu.
Pozorovala se zména velikosti krystalt v zavislosti na ¢ase, kdy byl nifedipin temperovan na

danou teplotu. Nové vzorky nifedipinu byly opakované ptipravovany za stejnych podminek.

3.1. Struktura rostoucich krystala

Pfi niz8ich teplotach od 50 °C po 90 °C doba krystalizace trvala az 3 h. Vznikajici krystaly mély
jehlickovity tvar. Krystaly se tvofily i v dlouhych fetizcich zejména pii 70 °C (Obrazek 10).
Prvni vyskyt jehlickového tvaru byl pozorovan pii 50 °C, pfi této teploté bylo také pozorovano,
ze léCivo roste na rozhrani sklo — 1é¢ivo, zatimco pfi ostatnich teplotach 1é¢ivo rostlo na povrchu

skla.
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Obrazek 10 Krystaly nifedipinu pri 70 °C

Pti vysSich teplotdich (nad 90 °C) byla krystalizace mnohem rychlejsi, kdy vzorek plné
zakrystalizoval fadové v minutadch az sekundach. Pii teploté 130 °C nebylo mozné pozorovat
krystalizaci nifedipinu, protoze vzorek jiz byl pln¢ zakrystalizovan pied zacatkem samotného
méfeni. Pfi teplotach mezi 95 °C a 125 °C krystalizace probihala velmi rychle a uplného
zakrystalizovani vzorku bylo dosazeno do 25 sekund. Krystaly byly vétsiho kulatého tvaru
a jejich vyskyt byl pocetny. K nukleaci dochazelo vétsinou po celé plose vzorku (Obrazek 11).
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Obrazek 11 Krystaly nifedipinu pri 110 °C

Struktura krystali byla porovnana s ¢lankem od Madejczyka a kol. [50]. Autofi se zaméfuji na
krystalizaci nifedipinu z amorfni formy v binarnich smésich s acetylovanymi disacharidy
(maltosa a sacharosa). Hlavnim zajmem je vliv téchto aditiv na krystalizaci a morfologii
krystaldi. Struktura krystalti nifedipinu je v ¢lanku popsana, Ze nifedipin existuje v nékolika
polymorfnich formach, z nichz nejcastéjsi jsou B a a formy. Tyto formy se liSi uspofadanim
molekul v krystalové mfizce, coz ma vliv na jejich vlastnosti, jako je rozpustnost a stabilita. Pfi
porovnani fotografii v této praci s Madejcykem [50], krystaly odpovidaji f formé nifedipinu,

které maji jehlickovity tvar.
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Grooff [51] se ve své ¢lanku také zminuje o formé a a formé B nifedipinu, kde bylo zjisténo, ze
amorfni nifedipin, ktery byl ziskén z ptechlazené taveniny, krystalizoval do metastabilni formy
B pii teplot¢ 90 °C. Pii nasledném zahiati na 110 °C se tato forma [ transformovala na
termodynamicky stabilni formu . Na zakladé studie provedené pomoci XRDP bylo potvrzeno,
ze nifedipin vychlazeny na 110 °C krystalizuje do formy 3. Tato forma 3 se dale pfeménila na
formu a pii teploté 125 °C, ktera je stabilni a ma teplotu tani 171 °C. S timto tvrzenim se tato
prace také shoduje, jelikoz pii 90 °C byla pozorovana jak forma o, tak forma B. Pfi teploté

125 °C byla pozorovana forma o.

3.3. Rychlosti rastu krystali

Rychlosti ristu krystali byly vyhodnoceny z mikroskopického sledovani rostoucich krystali
v amorfnich vzorcich nifedipinu pfi teplotach od 50 °C do 125 °C. Z linedlni zé&vislosti velikosti
krystalii na dobé temperace byly vyhodnoceny rychlosti ristu krystalt, které jsou uvedeny

v Tabulce.3.

Tabulka 3 namérend data rychlosti riistu v amorfnim nifedipinu

T (°C) u (um/min) + T (°C) u (um/min) +
50 0,31 0,14 85 44 4
50 11 0,6 85 30 2
55 0,6 0,3 90 86 4
55 0,8 0,3 90 136 4
60 15 0,5 95 100 30
60 1.2 0,4 95 110 51
65 8,9 15 100 180 87
65 6,5 3 100 320 72
65 55 1,1 105 260 21
70 13 0,2 105 400 23
70 55 2,4 110 590 86
75 4,2 2,5 110 1600 332
75 8,9 0 110 1300 166
80 13,4 2 115 1000 179
80 21,1 3 115 1150 153
80 8,4 2 120 1000 99
80 9,3 1,5 120 700 226
85 276 38 125 1020 38
85 190 33 125 1200 351
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Naméfena data byla porovnana s daty Ishidy [52] (Obrazek 12). Ishida, stejné tak jako v této
praci, pfipravil vzorky chlazenim taveniny nifedipinu. Ishida [52] pozoroval rust krystald
v rozmezi od 20 °C do 80 °C. Data naméiena v této praci, ktera zahrnuji teplotni oblast od
50 °C do 125 °C, znaén¢ rozsifila rustova data v amorfnim nifedipinu, pfi¢emz pii teploté
125 °C bylo pravdépodobné dosazeno maxima rychlosti ristu krystaltt (Obrazek 12). Ishida
[52] zkoumal i vliv polyvinylpyrrolidonu na rychlost krystalizace. Pro Castice sledované pii
teploté 50 °C a vyssi charakterizoval rychlost ristu méfenim, jak rychle se zvétSuje jejich
pramérny polomér, vypocitany jako primeér ze ¢tyf poloméri méfenych ve Ctyfech rtiznych
smérech. Ze srovnani morfologie krystali vyplyva, Ze krystalova struktura pozorovana pti
50 °C odpovida formé B nifedipinu, zatimco pii teplotaich nad 90 °C struktura odpovida
krystalim o formy. Zména formy neovliviiuje navaznost rychlosti ristu krystalt, jak vyplyva
z Obrazku 12.
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Obrazek 12 Porovnani namérenych dat rychlosti riistu krystalit na teploté s daty Ishidy [52]
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3.4. Vypocet aktivacni energie riustu krystali v amorfnim nifedipinu

Aktivacni energie ristu krystald (Eg) je energeticka bariéra, ktera musi byt prekonana, aby doslo
K ristu krystaltt v dané amorfni latce. Rychlost rustu Ize v uzkém teplotnim rozmezi popsat

pomoci Arrheniovy rovnice:

Eg
u=A-e RT

Kde u je rychlost rustu krystalt, A je ptedexponencialni faktor, a Eq pfedstavuje aktivacni

energii ristu krystald, R je univerzalni plynova konstanta. [2]

Linearni forma Arrheniova vztahu se pouziva ke grafickému znazornéni znazornéni a vypoctu.

Tato metoda je zaloZena na transformaci Arrheniovy rovnice do linearni zavislosti (Obrazk 13).
In (u) = In(A) — £
u) =In -

0 e e , oy oy H H
na osu X. Ize zjistit nasledujici: Pokud je Arrheniova

’ 100
Vynesenim In(u) na osu y grafu a -

teorie pro danou reakci platna, grafem bude ptimka. Ze smérnice ptimky pak 1ze urcit aktivacni

energii rstu krystali: E; = —R * smérnice. [53]
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Obrazek 13 urceni aktivacni energie rustu krystalii v amorfnim nifedipinu

Obrazek 13 zobrazuje zavislost pfirozeného logaritmu rychlosti ristu krystali (In u) na
ptevracené¢ hodnoté teploty (1000/T). Tato zavislost je linearni, coz znamend, Zze v tomto

teplotnim intervalu plati Arrhenitv vztah. Aktiva¢ni energie byla stanovena na 120 + 6 kJ/mol.

Hodnota aktiva¢ni energie byla porovnana s daty Grooffa [51], kde se hodnota aktivacni
energie rustu krystali v amorfnim nifedipinu pohybuje v rozmezi 94-100 kJ/mol. Madejczyk
[50] stanovil aktivaéni energii pro krystalizaci nifedipinu z ¢istého amorfniho nifedipinu pro o
formu ptiblizné na 48,5 kJ/mol. Pro B formu aktiva¢ni energie byla stanovena na 120 kJ/mol.
Mnou stanovena hodnota aktiva¢ni energie rastu krystala nifedipinu odpovida 120 + 6 kJ/mol.
Tato hodnota je v souladu shodnotami uvadénymi v literatufe pro krystalizaci B formy

nifedipinu.
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4. ZAVER

Ve své praci jsem pozorovala krystalizaci amorfniho 1é¢iva nifedipinu pomoci optického
mikroskopu. Pozorovala jsem zmény velikosti krystali v zdvislosti na ¢ase pii temperovani na
urcitou teplotu. Podstatou této prace bylo stanoveni rastu krystald v amorfnim nifedipinu

a vlivu teploty na strukturu a rychlost rstu vzniklych krystalu.

Sledovala jsem rtst nifedipinu ktery, rostl v B formé, ktera se vyznacuje jehlickovitym tvarem
Vv teplotnim rozmezi od 50 °C do 90 °C. Toto pozorovani bylo porovnano s odbornou

literaturou, ktera pfitomnost riistu této krystalické formy potvrdila.

Rychlosti rustu krystali byly vyhodnoceny z mikroskopického sledovani amorfnich vzorkt
nifedipinu pfi teplotach od 50 °C do 125 °C. Naméfena data byla porovnana s literaturou
arozsitila rastova data nifedipinu az do teploty 125 °C, kde se zdd byt maximum rastu. Pfi
teplotach do 90 °C byla pozorovana krystalova struktura B formy, zatimco nad 90 °C krystaly

pfechazely do a formy. Zména formy vSak neovlivnila rychlost ristu krystal.

Aktivacni energie rustu krystalti byla stanovena na 120 + 6 kJ/mol, coz je v souladu s literarnimi

udaji pro  formu nifedipinu.
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