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ABSTRAKT

Diplomové prace se zabyva vyuzitim vibracni spektroskopie ke studiu pevnych
Iékovych forem ve farmaceutické analyze. Povrch vzorktl tablet obsahujicich G¢innou
litku ze skupiny statini byl studovdan pfedevSim metodami infracervené
mikrospectroskopie. Po zjisténi optimdlnich podminek méfeni byly mapy vzorka
sbirany technikami spekuldrni reflexe, zeslabené totdlni reflexe (ATR) a ,,inverzni*
ATR. K hodnoceni naméfenych map bylo vyuZito jednorozmérné analyzy a analyzy
hlavnich komponent. Pro srovnani byly stejné vzorky tablet méfeny i Ramanovou
mikroskopii. Z naméfenych map bylo urceno rozlozeni latek ve vzorku a také urcen
zpusob vyroby zkoumanych tablet. Porovndnim map generického a origindlniho 1éku
bylo zjiSténo, Ze se v tomto pifipad€ jednalo o granulaci. Porovnidnim jednotlivych
zpusobli méfeni z hlediska vyhod a nevyhod pii méfeni a zpracovani dat, byla

za nejvhodnéjsi techniku pro ziskani map z povrchu tablet vybrdna metoda spekularni

reflexe.

KLICOVA SLOVA

Infracervend mikrospektroskopie, Ramanova mikrospektroskopie, pevné 1ékové formy,
spekularni reflexe, zeslabend totalni reflexe (ATR), jednorozmérnd analyza, analyza

hlavnich komponent



ABSTRACT

The aim of this diploma thesis is the application of vibrational spectroscopy
in pharmaceutical analysis in studying solid pharmaceutical forms. The surface of tablet
samples containing the active substance from the group of statins has been studied
especially by the methods infrared microscopy. Spectral maps of samples were
collected thanks to the techniques of specular reflection, attenuated total reflection
(ATR) and "inverse" ATR after determining optimal conditions for measurements.
In order to evaluate these measured maps, one-dimensional analysis and principal
component analysis were used. As the same samples of tablets were also measured by
Raman microscopy, the comparison has been provided. The measured distribution maps
enable both a determination of substances in the sample and conclusion concerned a
method of tablets” preparation. The method in this case is a granulation, which has been
found out from a comparison of maps of generic and original medicament. The specular
reflection method was selected to be the most appropriate technique for obtaining the
maps of the surface of a tablet, via confrontation of particular methods consequently
with consideration of their advantages and disadvantages in the measurement and data

processing.

KEY WORDS

Infrared microspectroscopy, Raman microspectroscopy, solid pharmaceutical forms,
specular reflection, attenuated total reflection (ATR), one-dimensional analysis,

principal component analysis
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1 CIL PRACE

Cilem prfedklddané diplomové priace je hodnoceni technik vibraéni
spektroskopie - infraervené a Ramanovy mikrospektroskopie, pii analyze pevnych
lékovych forem ve farmaceutickém primyslu. Prvnim tkolem byl vybér optimdlnich
podminek méfeni pro techniky spekuldrni reflexe, zeslabené totdlni reflexe (ATR) a
winverzni“ ATR. Dal$im tkolem bylo méfeni spektrdlnich map redlnych vzorka tablet
jednotlivymi technikami infracervené mikrospektroskopie a zméfeni stejnych vzorkl
komplementarni technikou Ramanovy mikrospektroskopie. Poslednim tkolem bylo

porovnani téchto technik a posouzeni jejich vyuziti v oblasti spektralniho mapovani

tablet.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Zobrazovani molekul

Nové techniky zobrazovani molekul dnes umoznuji piistup i do diive skrytych
oblasti. Obecné je obraz oznacovan za dvojrozmérny objekt, ur¢eny vyskou a Sitkou.
Obraz, ktery ziskdme napf. pomoci vibracni spektroskopie, obsahuje jesté dalsi
informace a oznacuje se proto 3D zobrazeni. 3D zobrazeni poskytuje informace o vice

nez jednom druhu vlastnosti v celém objemu zkoumaného vzorku [1, 2].

Termin ,,zobrazovani“ se pouziva v riznych vyznamech. V uzsim slova smyslu
se obrazy ziskdvaji pomoci pole detektort, kdy jsou vSechny body (pixely) obrazu
meéfeny soucasné. Pokud pouZijeme misto pole detektorti jednobodové detektory, oblast
vzorku se méii postupné a vysledek takového méteni se nazyva mapa [3, 4]. Vysledkem
chemického zobrazovaciho experimentu, at’ uz mapovani nebo pravého zobrazovani, je
chemicky obraz, ve kterém jsou idedln¢ vSechny sloZky analyzovaného vzorku
identifikovany na zdkladé¢ svého chemického sloZeni a je urCena jejich poloha
ve vzorku [5, 6]. Spektrdlni data jsou sbirdna automaticky a interpretovdna

pocitacovymi algoritmy [7].

Pokroky ve vyvoji detektori pro spektroskopii umoznily, aby spektrdlni a
prostorové informace byly zaznamendvany nardz [5]. Diky tomu se metody vibracni
spektroskopie, infraervend a Ramanova spektroskopie, cCastéji  pouZivaji
ke kvantitativni a kvalitativni analyze v mnoha odvétvich chemického, biochemického a
farmaceutického primyslu [8]. Infracervend spektra jsou charakterizovdna Sirokymi
spektrdlnimi pdsy, které se piekryvaji a znesnadiuji tak jejich piifazeni urcitym
funkénim skupindm. Ramanova spektra jsou charakterizovana uzs$imi spektralnimi pasy,
které jsou charakteristické pro jednotlivé funkéni skupiny nebo pro konkrétni vibrace
meziatomovych vazeb. Tvar a Sitka pdsu latek v pevném skupenstvi poskytuje dilezité
informace o jejich krystalové struktufe. Infracervend zobrazovaci technika je schopna
ziskat spektra potfebnd k vytvofeni obrazu béhem néckolika desitek minut, zatimco

mapovani stejné plochy vzorku pomoci Ramanovy spektroskopie miZe trvat nékolik

hodin [9]. Obé metody nabizeji fadu moznosti pro doplnéni informaci o vlastnostech



farmaceutickych formulaci a byly pouzity ke studiu a objasnéni struktury predevsSim

tablet [5, 10].

2.1.1 Infracervena mikrospektroskopie

Spojeni mikroskopie a spektroskopie poskytuje nové moZnosti analyzy.
Mikroskopie se zabyvd zobrazovanim, vytvdfenim a vysvétlenim zvétSenych obrazi.
Analytickd spektroskopie se zabyva emisi, odrazem a absorpci energie zafeni k urceni
struktury a slozeni materidlt. Jak mikroskopie, tak spektroskopie poskytuji specifické
informace o sloZeni a struktuie materidlu. Ob¢ se zaklddaji na optice a interakci energie
zafeni s latkou. Mikroskopie hraje hlavni roli ve vybéru vzorku k analyze, hodnoceni
nejlepsi spektroskopické techniky, pozorovani mikrostruktury vzorku a urceni oblasti
pro analyzu [11]. Mikroskopy pro infraervenou spektroskopii mohou pracovat jak

v transmisnim, tak reflexnim modu [12].

V podstat¢ vSechna infracervend spektra jsou dnes méfena spektrometry
s Fourierovou transformaci [13, 14]. Obvykle jsou vybaveny DTGS (deuterovany
triglycin sulfdt) detektorem, ktery pracuje za laboratorni teploty. Citlivost DTGS
detektort je nizkd pro méteni relativné slabych signall, které ptichdzi po nasmérovani
odrazeného zafeni do malé apertury mikroskopu. Citlivéjsi jsou MCT (mercury

cadmium telluride) detektory chlazené kapalnym dusikem.

Me¢ieni reflexnich spekter pomoci mikrospektrometri je nejlep$i metodou
analyzy povrchl, tenkych filml, vysoce odrazejicich (tj. lesklych) nebo jemné
rozptylenych materidlt [15]. Diky tomu, Ze reflexni techniky nevyZzaduji témét Zadnou
piipravu vzorku, staly se nejlepsi volbou pro nedestruktivni analyzu. Existuji rizné typy
reflexnich technik (spekuldrni reflexe, difuzni reflexe (DRIFT), zeslabena tplna reflexe
(ATR) a meéfeni reflexné-absorpCnich spekter), z nichz kazdda ma své vyhody a

nevyhody [11].



2.1.1.1 Metoda zrcadlového odrazu (Spekularni reflexe)

Jde o moderni nedestruktivni metodu, jejiz podstatou je zrcadlovy odraz
na povrchu vzorku. U této techniky je splnéna podminka linedrni optiky, kdy uhel
dopadu infracerveného zarfeni je roven uhlu jeho odrazu [16]. Spekuldarni reflexe je
relativné slaby proces a u mnoha organickych vzorkii se odrdzi jen 5 az 10 % energie.
Proto by vzorky nevodivych materidli mély mit rovny a hladky leskly povrch, protoze
jinak by byla vétSina energie dopadajici na vzorek rozptylena a ne odraZena. A zaroven
by mél mit co nejvétsi plochu pro analyzu, abychom ziskali spektra s vysokym
pomérem signdlu k Sumu [13]. Proto se k ziskéani spekter pozadi pouzivaji lesklé kovy,

jako jsou stiibro, hlinik nebo zlato.

Spekuldrné reflexni spektra se odliSuji od normdlnich transmisnich spekter
hlavné tim, Ze se vyznacCuji pfitomnosti zdporné¢ orientovanych pdst. Zmény
v odrazivosti jsou vysledkem superpozice dvou optickych parametrti, indexu lomu a
extinkéniho koeficientu. Tento jev lze eliminovat Kramers-Kronigovou transformaci
[17], kterda umozni vypocitat rozptyl a spektrum extinkéniho koeficientu ze spekuldrnich
dat a tak ziskat spektra podobnd transmisnim. Kramers-Kronigova transformace je
popsana vztahem [11]:

+oo kK (V' )V

2
nwv')=n_+— — _dv
v =n. T ~L°v2—v'2

kde n je index lomu pfi frekvenci V', n_ je index lomu pfi frekvenci — 0, V' je

frekvence, v je frekvence pfi maximalni absorpci a & je extink¢ni koeficient.

2.1.1.2 Metoda zeslabené totalni reflexe (ATR)

Jde o obzvlasté rozsifenou metodu infracervené mikroskopické analyzy, nebot’
nevyZzaduje pripravu vzorku a poskytuje spektra srovnatelnd s transmisnimi.
K zeslabenému uplnému odrazu dochdzi, pokud je vzorek v kontaktu s odrazovym
prvkem, ktery ma vySS8i index lomu nez vzorek. Tento prvek se oznaCuje jako ATR
krystal ze selenidu zine¢natého (ZnSe) s indexem lomu 2,4 nebo germania (Ge)

s indexem lomu 4,0 a dalSich materiala [18].
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Pokud zatfeni dopadd na krystal pod dhlem vétSim nez je kriticky uhel, paprsek
se upln¢ vnitin€ odrazi (Obr.1). Kriticky dhel pro zafeni prochdzejici z prostiedi

s vy$§im indexem lomu do prostfedi s niZ§im indexem lomu je definovan vztahem [11]:

.o
¢. = arcsin—
n,

kde ¢ je kriticky thel, n, je index lomu krystalu a n, je index lomu vzorku.

odrazeny

IR zareni I
paprsek

I
9, ATR krystal

/" ++—vzorek
7

evanescentni vina

Obr.1 Schéma totalniho odrazu na rozhrani ATR krystalu a vzorku.

Na rozhrani krystalu a vzorku vznikd evanescentni vlna, kterd se Sifi podél
rozhrani a kolmo na rozhrani ubyvd exponencidlné. Z toho vyplyva, Ze pokud je
absorbujici materidl v kontaktu s krystalem, evanescentni vlna bude absorbovédna
pii vinovych délkach, pfi kterych absorbuje materidl a o toto mnoZstvi je energie

odrazeného zareni nizsi [18].

Vzdélenost, kterou se evanescentni vlna $ifi z povrchu krystalu do vzorku,
s jehoZ povrchem je v kontaktu, mlize byt definovdna hloubkou priiniku (penetrace).

Vysledna hloubka penetrace zareni do vzorku je definovana vztahem [11]:

A
- 27m,(n] sin”> g—n*)""?

dp

kde dp je hloubka priniku zafeni, A je vinova délka zafeni, ¢ je ihel dopadu zareni

na fazové rozhrani, n, je index lomu krystalu a n, je index lomu vzorku.
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Ziskané spektrum vzorku je tedy ovlivnéno vlnovou délkou infracerveného
zafeni, pomérem indexti lomu meéfeného vzorku a ATR krystalu, efektivni drdhou
zéfeni, thlem dopadu zédfeni na fazové rozhrani a kontaktem mezi méfenym vzorkem a

ATR krystalem.

Z uvedeného je patrné, Ze penetra¢ni hloubka infracerveného zafeni do vzorku
zévisi na vlnové délce zareni [11]. S rostouci vlnovou délkou zateni se zvySuje hloubka
penetrace. Z toho pak plyne, Ze se relativni intenzity pasii ve spektru snizuji
s rostoucimi hodnotami vInoc¢td ve srovnani se spektry v transmisnim modu. Tento jev
je matematicky kompenzovan ATR korekci, kterd je standardni soucdsti softwarového

vybaveni spektrometrii s Fourierovou transformaci.

Také pomér indexli lomu velmi ovliviiuje penetracni hloubku. ZvySovanim
indexu lomu ATR krystalu se penetracni hloubka sniZzuje (napf. vyménou krystalu
ze ZnSe za krystal z Ge). Soucasné se snizi efektivni draha paprsku a relativni intenzita
past ve spektru. Vzhledem k tomu, Ze je hloubka penetrace zateni do vzorku fadovée
v mikrometrech, je velmi diilezité dodrzovat tésny kontakt vzorku s krystalem [19, 20].
Pfi méfeni map touto technikou muze byt pouZzit ndstavec (krystal ve tvaru hrotu),

se kterym se béhem méfeni pohybuje po vzorku.

2.1.1.3 Metoda ,,inverzni‘ ATR

»Inverzni“ ATR se zaklddad na stejném principu jako ptredchozi ATR technika,
ale lisi se zpisobem provedeni métfeni. V tomto piipadé nepohybujeme hrotem krystalu
po vzorku, ale pouZivime specidlni ,,inverzni“ ATR néstavec (Obr.2), kterym se vétsi
ATR krystal pfipevni na vzorek. Pfi méfeni map se pak posouvd krystal zaroven se

vzorkem a jejich vzdjemny kontakt a poloha se béhem méteni neméni.
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Obr. 2 Nastavec spolecnosti Simplex Scientific LLC pro ,inverzni ATR s krystalem z germania

2.1.2 Ramanova mikrospektroskopie

Jde o metodu zaloZenou na nepruzném rozptylu foton monochromatického
zateni vyzatfovaného z laserového zdroje [21]. Ramantv rozptyl je zpisoben interakci
fotonll spojenou se zménou polarizovatelnosti molekuly v pribéhu vibrace. Ramanova
spektroskopie byla v minulosti, kvlli problémim s degradaci vzorku a fluorescenci,
vyuzivdna méné neZ infracervend spektroskopie. V dne$ni dobé€ se jeji pouZiti rozSifuje
diky rozvoji laserové technologie, vyrobé velmi G¢innych filtri k potlaceni elastického
Rayleighova rozptylu, vyvoji extrémné citlivych detektorti a diky novym metodickym

piistupiim ke zvyseni intenzity signalu [22].

Méteni pii pouziti laseru s vlnovou délkou ve viditelné oblasti Casto ztéZuje
nebo znemoznuje fluorescence [23]. ZileZi na vzorku nebo v ném obsazenych
necistotadch. Fluorescence miiZe tipln¢ prekryt Ramanova spektra. MiiZe byt potlacena
nebo vyrazn€ sniZena vybérem excitaCni vlnové délky v blizké infracervené oblasti,

modulaci polarizace, upravou spektra nebo filtrovdnim Fourierovou transformaci [24].

Ramanovo spektrum se ziskdvd diky neelastickému rozptylu koherentniho
monochromatického zafeni z laseru, ktery muze byt zaostfen na maly bod. Ma tak
potencidl pro mikroskopické techniky. Ramantiv mikroskop miZe byt konstruovan
konfokdln€ a umoznit tak hloubkové profilovdni. Optické vlastnosti ¢oCek objektivu a

dalsi optiky urCuji prostorové rozliSeni, které je obzvlast velké v konfokalni

13



technice [25]. Zakon difrakce poskytuje teoretické omezeni prostorového rozliSeni (Ax),
které je zdvislé na vinové délce laseru (A) a numerické apertuie (NA) objektivu

(Ax = 0,61M/NA) [21].

Klasické disperzni Ramanovy mikrospektrometry se skldadaji z laserti o excitacni
vlnové délce ve viditelné oblasti (napt. Ar*, He-Ne, Nd:YAG lasery), disperzniho
spektrometru a CCD (Charge-coupled device) detektoru. Tento systém spojeny
s konfokdlnim mikroskopem vybavenym objektivy s vysokou numerickou aperturou,

umoznuje ziskat vysoké prostorové rozliSeni [25].

Zavedeni dvojrozmérnych detektorti v kombinaci s pfesnymi motorizovanymi
x-y-z stolky poskytuje, vedle ziskdvani jednotlivych spekter, w¢innou metodu
oznacovanou jako Ramanovo zobrazovdni a mapovani [26]. Je vyuZivdna pro analyzu
Zivych objektt, jako jsou napf. buiiky ve fyziologickém prostiedi [27, 28]. Pro farmacii
je vhodnou technikou pfi vyvoji formulaci, 1ze s ni pozorovat distribuce smési latek
v matrici béhem rozpousténi a pochopit a zohlednit v§echny okolnosti, které uvoliiovani

latek ovliviuji [9].

2.2 Chemometrické postupy pro hodnoceni spektralnich map

Metody, pomoci kterych vytvaiime distribuéni mapy, a které tak napomdha;ji
urcCit rozloZeni jednotlivych sloZzek ve vzorku, se rozdéluji do dvou hlavnich skupin,
prvni skupina zahrnuje jednorozmérnou analyzu a druhd skupina vicerozmérné

analyzy [29].

Jednorozmérnd analyza je nejjednodus$i metoda ziskdni distribu¢nich map.
Jednotlivé chemické sloZzky ve vzorku absorbuji nebo rozptyluji zafeni pii urcitych
vlnovych délkach v zdvislosti na chemickych vazbéch, které je tvori. Pokud vybereme
ze spektra vzorku pds, jeho plochu nebo poloSitku charakterizujici urcitou slozku,

zobrazime jeji rozloZeni v distribu¢ni map& pomoci bodl s nejvyssi intenzitou [29].

PrestoZze je tato metoda jednoduchd a piffmd pro urCeni distribuce slozek
ve vzorku, vyZaduje, abychom dobfe znali sloZeni studovaného materidlu a védéli, jak

spektra jednotlivych slozek vypadaji [29]. V nékterych piipadech, jako je piekryti past
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ve smésnych spektrech, neznalost urcité slozky (napft. studium kontaminaci) nebo piilis
nizkd koncentrace latky ve vzorku, nedokdZze jednorozmérnd analyza dostate¢né
spolehlivé vytvofit distribuéni mapu. V takovych piipadech je vhodnéjSi pouZzit

vicerozmérnou analyzu.

Vicerozmérnad analyza pocitd se vSemi spektralnimi informacemi ze souboru
naméfenych dat [29]. Existuje n¢kolik dostupnych analytickych zptisobtl, jak namétena
data vyuzit k ur€eni distribuce latek. Od metod faktorové analyzy, jejimz cilem je sniZit
rozmér roztfidénim zdkladnich proménnych, po shlukové techniky, které vyhledavaji
skupiny spekter na zdkladé spolecnych ryst. Nejcastéji pouzivanou analyzou
s latentnimi proménnymi je analyza hlavnich komponent (PCA) [30]. Cilem PCA je
snizeni rozmérnosti matice odstranénim korelaci mezi proménnymi a prevedenim dat
na nové hlavni komponenty. Prvni hlavni komponenta méa smér nejvétsi variability dat,
druhd, a kazd4 nasledujici hlavni komponenta, je ortogondlni (tzn. kolmé na vSechny
pfedchézejici) a popisuje maximdlni mnoZstvi zbyvajici variability dat. Po PCA
transformaci miiZe analyza zavést negativni hodnoty do vysledné matice a tak mtiZze byt
tézké urcit vztah vysledkl k chemickym slozkdm [31]. Z toho divodu byla vytvofena
alternativni metoda, kterd objasiiuje spektra Cistych sloZzek a jejich koncentraci
ve smésném spektru. Tato metoda je zaloZena na bilinedrnim modelu, podle kterého je
absorbance vzorku souctem vSech dil¢ich absorbanci chemickych slozek vzorku. Tedy
smésné spektrum mize byt vidéno jako vazeny soucet kazdého spektra Cisté latky a

Sumu méfeni. Bilinedrni model se matematicky popisuje jako [32]:
X=CS" +E

kde X je obousmérny signdl matice, C je matice koncentraci sloZzek v kazdém bodé&,
ST je matice obsahujici spektra &istych slozek a E je chyba méfeni zptisobend zménou

signdlu, kterd ale nepochézi od slozek vzorku.

Nové komponenty, tedy vysledky PCA, jsou bud’ porovnany se spektry ¢istych
latek a podle podobnosti spekter jsou komponentdm pftitazeny jednotlivé sloZky, nebo
jsou vysledky pouzity jako vstupni data pro ndslednou shlukovou analyzu [30, 31].

Vysledkem obou postupti je distribu¢ni mapa vzorku.
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2.3 Slozeni a vyroba tablet

2.3.1 Hypolipidemika

vvvvvv

prace byly studovany tablety obsahujici latky ze skupiny hypolipidemik a proto jsou

v nasledujicim textu krétce predstaveny.

Jako hypolipidemika jsou oznaCovéiny latky sniZujici krevni lipidy. ZvySeni
plazmatickych koncentraci celkového cholesterolu nebo triglycerid
(hyperlipoproteinemie) ptredstavuje riziko vyznamnych metabolickych poruch [33]. Typ
privodnich onemocnéni i vybér farmak zalezi na tom, ktery z riznych lipoproteinti se
u pacienta vyskytuje ve zvySené koncentraci [34]. Podle druhu lipoproteinu se
hypolipidemika déli do tii skupin: na latky ovliviiujici preferen¢né plazmatickou
hladinu cholesterolu (statiny, pryskyfice), na latky preferen¢né ovliviujici plazmatickou
hladinu triglyceridii (fibraty, kyselina nikotinovd) a ostatni hypolipidemika (tyroxin,

nenasycené mastné kyseliny, esencidlni fosfolipidy aj.) [33].

Lipoproteiny v krvi piedstavuji transportni formu ve vodé nerozpustnych lipidi
[34]. Jednotlivé lipoproteiny se 1isi obsahem triglyceridl, cholesterolu, fosfolipidi a
apolipoproteint. Podle své hustoty se déli na chylomikra, VLDL (lipoprotein s velmi
nizkou denzitou), LDL (lipoprotein s nizkou denzitou) a HDL (lipoprotein s vysokou
denzitou). Vys$$i koncentrace cholesterolu v krvi obvykle znamend vzestup hladiny
LDL, vyssi koncentraci triglyceridi a vzestup hladiny VLDL. Patologické zvySeni
hladiny LDL, tedy hypercholesterolemie, patii mezi zakladni faktory pfispivajici
ke vzniku ateroskler6zy [33]. Riziko aterosklerdzy se zvySuje i pifi niZs$i koncentraci
HDL, kterou snizuji rizikové faktory jako napf. nadvdha, koufeni nebo Spatné
kompenzovany diabetes mellitus [34]. Hyperlipidemie jsou bud’ primarni, geneticky
podminéné, nebo Castéji se vyskytujici sekunddrni, které byvaji spojeny s jinou

chorobou (diabetes, hypotyredza aj.).

Farmakoterapie je opodstatnénd pouze pii dieteticky nezvlddnutelnych
hyperlipidémiich. Statiny jsou dnes nejucinn€j$i hypocholesterolemika. Po jejich
dlouhodobém podédvani bylo prokdzano sniZeni korondrnich ptihod i mortality 1é€enych

pacientl. Kromé dobré tcinnosti je jejich vyhodou vyskyt relativné malych nezadoucich

16



ucinki. Tyto latky se pouzivaji v zavislosti na rizikovém profilu pacienta a podavaji se
v piipadech, jestlize hladina LDL cholesterolu dosdhla hrani¢ni hodnoty
130-180 mg/100 ml (3,4-4,6 mmol/l), po prod€laném infarktu myokardu 1 pfi nizkych
hodnotach HDL. Statiny jsou kompetitivni inhibitory klicového enzymu nitrobunécné
syntézy cholesterolu. Blokuji prevedeni aktivované kyseliny
3-hydroxy-3-methylglutarové na kyselinu mevalonovou inhibici enzymu HMG-CoA
reduktdzy (3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A reduktdza). Protoze syntéza
cholesterolu neni zablokovdna tplné, neni poruSena tvorba steroidnich hormonil a
tvorba ZluCovych kyselin. Vyslednym efektem podani statini je tedy sniZeni
plazmatické hladiny cholesterolu, zména spektra lipoproteinii a sekundarn€ i pokles

triglycerida ve frakci LDL a VLDL [33, 34].

Dnes se nejCastéji pouzivd 6 latek: lovastatin, simvastatin, pravastatin,
fluvastatin, atorvastatin a cerivastatin. Prvni inhibitory uvedené na trh lovastatin a
simvastatin jsou predstupné, ze kterych se po perordlnim podani v jatrech vytvoii
vlastni UCinnd litka otevienim laktonového kruhu. Pravastatin se podava v aktivni
form¢ jako hydroxykyselina. Dosud jmenované latky jsou mikrobidlniho plvodu,
fluvastatin je zcela syntetickou ldtkou a jeho struktura se od ptedchozich liSi. Podavd se
v aktivni form¢. TotéZz plati o atorvastatinu a cerivastatinu. Obsahuji stejné jako

pravastatin otevieny laktonovy kruh [33].

Po perordlnim poddni se v dostateCcné mite resorbuji [34]. Lovastatin a
simvastatin piestupuji z krve vena portae do jater, tam se pfeméni na ucinnou formu a
pozdéji vylou¢i Zlué¢i. Jde o presystémovou eliminaci, protoZe timto zplUsobem se
inhibice syntézy cholesterolu tykd jater a endokrinni orgdny vytvérejici steroidni
hormony jsou uSetfeny. Po poddni fluvastatinu a pravastatinu se uc¢innd latka
nahromadi v hepatocytech pusobenim aktivniho transportniho mechanismu, ktery se
v jinych bunikich nevyskytuje. Lovastatin a pravastatin jsou absorbovany po perordlnim
podani asi z 30-50 %, zatimco fluvastatin a cerivastatin se vstiebdvaji témé&f kompletné
[33]. Naproti tomu se atorvastatin vstiebava jen z7 %. Pravastatin je hydrofilni a
prochdzi mozkomiSni bariérou do CNS méné nez lipofiln€jSi simvastatin. Poloc¢as

eliminace je kratky (1-16 hodin). VSechny statiny se silné¢ vdZou na plazmatické
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bilkoviny. Rozkladaji se v jatrech, vylucuji se do Zlu¢i a moci se vyluCuje asi 20-40 %

metabolizované latky.

Statiny jsou madlo toxické a dobfe sndsené latky. Mohou se ovSem vyskytovat
nezadouci ucinky jako travici poruchy, kozni reakce, poruchy jaternich funkci nebo
poruchy kosternitho svalstva. Statiny nelze kombinovat s jinymi hypolipidemiky
(fibraty, derivéty kyseliny nikotinové) a s cyklosporinem A [33, 34]. Cerivastatin byl
pro zavazné nezddouci UCinky v 1ét€ 2001 staZen z trhu. Tyto latky by neméli dostdvat

téhotné a kojici Zeny, protoZe muze dojit k poskozeni plodu nebo kojence [35].

Rovnovazny stav ucinku se dostavi s latenci nékolika tydnl, ddvkovani je nutno
individudln¢ ptizpasobit G¢inku [34, 35]. Statiny jsou ucinné¢js$i nez pryskyfice nebo
fibraty, jsou schopny sniZit cholesterol aZ o 20-40 %. Pfi srovnani ucinnosti
jednotlivych latek na zdkladé vdhovych jednotek je vétSina latek stejné ucinnd (20-

80 mg), pouze atorvastatin se poddva v nizsich davkach [33].

2.3.2 Pomocné latky

Samotné 1éCivé latky, ptipadn€ jejich smési, se pouzivaji v terapii jen
ve vyjimecnych piipadech [36]. Prakticky vZdy je 1€k vice ¢i méné€ sloZitym systémem
1é¢ivych a pomocnych latek. Pomocné latky umozinuji formovéni 1ékové formy, urcuji
jeji vlastnosti, ovliviiuji biologickou dostupnost 1éCiva, maji vliv na stabilitu 1éku a
na smyslové vjemy pfi jeho poddni [37]. SloZeni a forma musi respektovat misto a
zpuisob jeho aplikace. RovnéZ musi vlastni aplikaci v zdvislosti na pfedepsaném
zpusobu umoZiiovat a pokud mozno maximaln¢ zjednodusSovat. Pomocné latky
(vehikula, excipienty, auxilianty) se definuji jako chemicky jednotné ¢i nejednotné
suroviny, popiipad¢ jejich smési potfebné k vyrobé nebo ptiprave 1éki, které jsou bud’
jejich souddsti, nebo které se uplatni v technologickém procesu, ale nejsou v hotovém
piipravku obsazeny. Pomocné latky, které se stavaji soucasti 1éku, maji umoznovat nebo
usnadiiovat svymi chemickymi, fyzikdlnimi a mechanickymi vlastnostmi zpracovani

1éCivych latek na 1€k s charakteristickou 1ékovou formou [36].
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Zaklady granulata a tablet tvoii plniva, pojiva, kluzné latky, latky podporujici
rozpad a rozpousténi, filmotvorné latky. Perordlni kusové 1€ky se vyrab¢ji tak, aby byly
co moZznd nejmensi, protoZe tak se snadnéji polykaji. Manipulace s nimi na druhé strané
vyZaduje, aby méli urcity objem a hmotnost. Za nejniZ8i vhodnou hranici se povazuje
100 mg. Mnohé latky maji niz§i davkovani, a proto se jejich jednotkové mnoZzstvi

na uvedenou hranici zvySuje pfiddnim indiferentni latky, plniva [36].

Casto pouzivanym plnivem je laktosa [36]. Je dobie rozpustna ve vodg, ve styku
s mnoha IéCivy je velmi stdld. Tablety s obsahem mlééného cukru se dobte rozpadaji a
1éCivo se rychle uvoliiuje. Mikrokrystalickd celuléza (MCC) je nejlep$i pomocnou
latkou pro pfimé lisovani tablet, protoze ma nejveétsi schopnost zhustovani a vytvareni
pevnych vyliski. MCC se ziskdva z dfevni celulézy hydrolyzou, mikrokrystalicky
produkt se upravuje mechanickym rozmélnovdnim a potom se susi. Zmény podminek
hydrolyzy, rozmélnovani a suSeni umoziuji vznik vice typit MCC s rozdily ve velikosti
Castic, obsahu vody, zdanlivé hustoté¢ a tokovych vlastnostech. DalSimi plnivy jsou

napft. sachar6za, fosfore¢nan vapenaty nebo uhlicitan vdpenaty.

Pojiva se pfidavaji do granulati a tablet ke zvySeni pojivych vlastnosti jejich
soucasti. Primarnim kritériem je kompatibilita pojiva s ostatnimi sou¢dstmi tabletoviny.
Praskové smési musi doddvat dostate¢né kohezivni vlastnosti, nesmi ale branit rozpadu
tablet, rozpousténi 1éCivé latky a jejimu wuvolfiovdni k absorpci. Pfiddvaji se
do tabletoviny bud’ jako roztok az gel, nebo jako latky tuhé, které se aktivuji

vvvvvv

hydrogel, Skrobova pasta), Zelatina a celul6zové derivity [38].

Latky podporujici rozpad tablety, rozvolnovadla, usnadnuji rozpad vylisk
po aplikaci. Rozpad tablety vytvaii pfedpoklad pro rozpousténi, uvoliiovdni a absorpci
lé¢iva. Rozvoliovadla se piiddvaji k tabletovin€ bud’ pted granulaci, pak jsou pfitomny
intragranuldrné, nebo az k suchému granuldtu, a pak jsou pfitomny extragranuldrné.
Extragranularné ptidand rozvolnovadla plisobi rychleji. K urychleni rozpadu se do tablet
pfidavaji predevs§im Skroby a mikrokrystalickd celul6za [39]. Maji schopnost ve vylisku
vytvorit kapilarni kandlky, kterymi pronikd voda omezujici fyzikdlni vazebné sily.
Piirodni polymery galaktomanany, jako bobtnajici latky, podporuji rozpad tablety
mechanicky [40].
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Stearan hofecCnaty, mastek nebo vosky se pouZivaji jako kluzné a antiadhezivni
latky. Ty zlepSuji tokové vlastnosti tabletoviny, ulehCuji plnéni matrice, zmensuji tfeni
mezi tabletou a sténou matrice pfi vysouvdni tablety a zabranuji lepeni na stény matrice
a plochy razidel. Mazadla vétSinou piisobi prodlouzeni doby rozpadu a zpomaleni
rozpousténi. To lze ovlivnit i pouzitim filmotvornych latek, napt. polymethakrylata,

derivatii celul6zy nebo Zelatiny, které tvoii sténu potahovanych tablet [36].

2.3.3 Pevné lékové formy

Hlavnim diivodem pfetvateni 1éCivych latek na 1éky je umoZznéni jejich podéni.
Podle mista aplikace a ucelu léku je rozdélujeme na gastrointestindlni, parenterdlni a
topické. Gastrointestindlni aplikace je nejpfirozengjSi cestou piivodu 1éCiv
do organismu. Nevyzaduje odborny persondl a 1éky lze technologicky upravit tak, Ze
jejich uZiti neni pro pacienta nepiijemné. Tuhé ordlni a perordlni 1éky jsou hrubé
disperzni systémy tuhé fdze ve fazi plynné (vzduch). V omezeném mnoZstvi v nich
muze byt pfitomna i faze kapalnd. Do této skupiny 1éka patii tobolky (vétSinou

Zelatinové) a razné druhy tablet [36].

SloZeni a zptsob piipravy Iéku ma velky vliv na terapeuticky ucinek 1éCiva [18].
Razné postupy pti vyrobé tablet ovliviiuji liberaci (uvoliiovani) l1é¢iva z 1€ku k fizeni
nastupu Ucinku a délky jeho trvani (Iéky srychlou liberaci, s prodlouZenym
uvoliiovdnim a 1éky s pulsnim uvolilovdanim 1é¢ivé latky). Liberace je krokem, ktery fidi
cely farmakokineticky proces nebo alesponi jeho rozhodujici ¢ast. Na liberaci navazuje
absorpce, tedy piestup rozpuSténé 1éCivé latky membranou do krevniho obéhu.
Pti absorpci se vétSinou oddéluje osud 1€Civé latky od osudu pomocnych latek, které ji

doprovézely.

Vychozi surovinou pro vyrobu tablet jsou prasky, tedy disperzni systémy
slozené z tuhé a plynné faze. Céstice tvoiici tento systém, krystaly, dlomky krystali
nebo aglomerdty menSich Castic, se vzdjemné dotykaji a to se promitd do jejich
fyzikélnich vlastnosti. Vlastnosti, které je pti formulovéni, vyrobé a pfedpovédi stability
tteba znat jsou velikost a tvar Castic, polymorfie krystalll, teplota tdni, hustota,

specificky povrch, pérovitost, obsah vody, tokové vlastnosti (sypkost) a misitelnost
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[41]. Prasky se diive pouZivaly jako samostatnd 1ékova forma, ale v dneSni dobé maji

jen malé zastoupeni [36].

Dalsi z tuhych lékovych forem jsou granulované prasky (granulaty). Granulaty
jsou soubory hrubsich, tuhych, suchych agregat praskovych castic dostate¢né odolnych
proti mechanickému namahéni [36]. Hlavni vyznam maji jako poloprodukty pro vyrobu
tablet. Pro granulovani smési uréenych na lisovani tablet jsou dva divody: zlepSeni
tokovych vlastnosti, které nastdva zhuSténim primarnich Castic, a fixace 1éCivé latky
na pomocné latky, kterd je piedpokladem stejnomérnosti smési a tim pfispiva

ke stejnomérnosti obsahu (davky) 1é€iva v kazdé jednotlivé tableté.

Granulacni metody se rozdéluji na granulaci suchou a vlhkou [36]. Sucha
granulace je postup, pii kterém se vytvoii prechodné vétsi shluky a ty se potom
rozdrobni na granuldtovd zrna. Suchd granulace je zrnéni bez pouZiti rozpoustédla a
tepla na suSeni a proto je vhodna pro latky citlivé na vlhkost. Na druhé stran¢ je potieba
pouzit vysSich lisovacich tlakil a vynaloZit vice energie, a tak je malo vhodna pro 1éCiva,
kterd se inaktivuji teplem. Vylisky se dobfe rozpadaji a rozpoustéji, lehce piijimaji
vodu, protoze Castice nespojuji pojiva. Predpokladem suché granulace je dostateCnd
kohezivnost (plastickd deformovatelnost) praSkové smési. Granulace za sucha, i kdyz je
provozné jednoduchd a vyhodnd, nepiinési tak dobré vysledky jako vlhka granulace, a
proto se uplatiiuje pii vyrobé u latek, které jsou nestdlé a vlhkou granulaci nesnéseji

(napft. kyselina acetylsalicylovd).

Pouziti vlhké granulace je v porovnéni se suchou Sir$i a univerzalnéjsi. Pfidanim
kapalné faze do tuhé prasSkové smési se podstatné zlepsi jeji deformovatelnost a usnadni
jeji aglomerace [36]. Kapalnou fazi mohou byt rozpoustédla (voda a lith rGzné
koncentrace) nebo roztoky polymert, popft. tzv. vlh¢iva, jako je Skrobovy hydrogel nebo
roztok Zelatiny. Za vlhka se dosdhne velmi pravidelného rozdé€leni vSech ¢ésti
tabletoviny, zejména 1éCivych latek pouzivanych v malych davkéch. Pii vlhké granulaci
bylo vyvinuto nékolik alternativnich postupli a metod, v soucasnosti prevlada granulace
hnétenim a ve fluidni vrstvé. Granulace probihéd v n¢kolika fazich: v prvni fazi se misi
suchy matridl a pfidava vlh¢ivo (pojivo), Castice se vSak neshlukuji, v druhé fazi
vznikaji kapalinové mustky a ¢astice se shlukuji, na konci dalsi faze je tieba postiik

vlh¢iva zastavit, aby nedochdzelo k nezadoucimu slepovani C4stic nebo aZz vzniku
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suspenze [42]. Rizeni procesu granulace a jeji ukondeni v pravy okamzik, ktery
zarucuje standardni vlastnosti jednotlivych Sarzi granulatli, je automatizovano. Konec
granulace Ize urc€it sledovanim spotieby elektrické energie mixéru, kdy zmény spotieby
zavisi na mnoZstvi pfiddvaného pojiva a na zméndch hybnosti granuldtovych zrn
v prubéhu formovani [43]. Pfi suSeni granulatu vznikaji slepenim zrn sekundarni
aglomeraty, které je tfeba zhomogenizovat rozdrobnénim a prosit. K suchému granulatu
se jeSté pridavaji latky, které maji byt ve vylisku extragranuldrné, jako napt. kluzné

latky nebo latky podporujici rozpad tablet [36].

Z takto pfipravenych tabletovin vyrdbime tablety [44]. Zpracovdvdme-li sm¢s
ucinnych a pomocnych latek bez ptedchédzejici granulace, jde o piimé tabletovani
(ptimé lisovani). Rozhodujici operaci je formovani tablet v tabletovacich lisech. Lze
pouzit lisy vystfednikové nebo rotorové. Tablety piipravené na odliSnych typech
tabletovacich list se 1i$i fyzikdlnimi vlastnostmi, vnitini strukturou, povrchovou tvrdosti
a poérovitosti. Pro vyrobu velkych Sarzi jsou vhodnéjsi lisy rotorové, protoZe tablety

v nich slisované maji vyssi jakost. Vystfednikové lisy jsou vhodné pro mensi provozy,

pro vyrobu malych SarZi i pro vyvojové prace.

Pokud chceme upravit misto rozpadu tablety nebo rychlost rozpousténi, jednim
ze zpusobu je vylisky obalit pomocnymi nebo filmotvornymi ldtkami. Dal§i moZnosti je
vyroba tablet sfizenym uvoliovdnim [38]. K vyrobé takovych tablet se pouZivaji
specidlni pomocné latky nebo postupy ménici rychlost uvoliiovani a absorpci 1é€Civych
latek v gastrointestindlnim traktu. PouZivaji se dva zdkladni typy téchto piipravka, a to
zésobnikovy a matricovy. Zasobnikovy typ mé jadro a obal (membrédnu). Jadro tvoii
1é¢ivo v tuhém nebo kapalném skupenstvi, obal je polymer, ktery md fidici funkci,
ovlada uvolnovani 1é¢ivé latky do biofdze. Uvolnovani 1é¢ivé latky probihd na zdkladé
rozpousténi, difuze nebo osmézy. Matricovy typ tablety s fizenym uvolfiovanim nema
membranu, 1éCivo je dispergované v urCitém objemu polymeru. Polymer se
v biologickém prosttedi bud’ nerozpousti, 1é¢iva latka se z ného uvoliiuje rozpousténim
a difuzi, nebo se v biologickém prostifedi postupné rozkladd a rozpousti a 1éCivo se

z n¢ho uvolnuje rozpousténim [36].
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2.3.4 Polymorfismus

Nékteré chemicky Cisté latky maji schopnost vytvofit vlivem vné&jSich faktort,
teploty, tlaku a podminek krystalizace tuhé systémy s riznym vnitinim uspotradanim.
Této vlastnosti se u prvki fikd alotropie a u slou¢enin polymorfie. Zménami teploty a
tlaku mohou polymorfni modifikace navzdjem pifechdzet jedna ve druhou [36, 45].
Polymorfismus se nejcastéji vyskytuje u organickych sloucenin. Bylo dokdzano, Ze asi
80 % 1éCivych latek je polymorfnich. Jednotlivé polymorfni formy litek jsou chemicky
identické, ale vyrazné se 1i$i svymi fyzikdlnimi vlastnostmi. Znacné rozdily jsou
v rozpustnosti jednotlivych forem, bodech tani, hustotich, rentgenové difrakci a
ve vzhledu spekter molekul [45, 46]. Zvlasté je kladen diiraz na rozpustnost 1é€Civych
litek ve vodé. Je pravdépodobné, Ze prdavé rozpustnost liatky ve vod€ ovliviiuje
biologickou dostupnost 1éCiv. Proto je dilezité, abychom si pii vyrobé farmaceuticky

aktivnich latek, byli jisti, Ze vzdy ziskdme stejnou formu této latky [47, 48].

Polymorfismus se netykd jen farmaceuticky aktivnich latek, ale také ldtek
pomocnych. I ty se vyskytuji v riznych formach a 1i$i se nejen v rozpustnosti a rychlosti
rozpousténi, ale i v hustoté, zhustovatelnosti, tokovych vlastnostech a stdlosti v tuhém
stavu. Proto je dulezité znat krystalovou stavbu kazdé latky a na vyrobu 1éku pouzit tu
modifikaci, kterd je nejvyhodnéjSi z hlediska stalosti, biologické dostupnosti nebo
technologického procesu. Krystalové modifikace mohou vznikat i pfi rozdrobiiovéani
granuldtl, suSeni a lisovani. Ptfechody polymorfnich forem muze zpusobit
1 rozpoustédlo pouZzité pfi granulaci a vyvolat tak technologické problémy (lepiva, tézko

granulovatelnd hmota) [36].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzity material

Veskery materidl pouZity v této praci byl poskytnut spolecnosti Zentiva.
Z divodu zachovéani obchodniho tajemstvi nebude v priaci jmenovdna ucinnd litka
obsazend ve vzorcich, ale bude nazyvdna a ddle oznaCovdna jako API, tedy aktivni
farmaceutickd slozka. Jednotlivé latky (excipienty 1 API) byly vzorkovany
ze skladovych zdsob podniku a jejich Cistoty ovéfeny metodou vysoko ucinné

kapalinové chromatografie ve spole¢nosti Zentiva. Cistota latek je vice nez 99 %.
kyselina acetylsalicylovd (ASA ¢. §. 8046092)

bromid draselny

standard polystyrenu (serial FADP 4866, issued 03/31/04)
vapenata sill API

uhli¢itan vdpenaty

Avicel 200 — mikrokrystalickd celul6za

Laktosa SD

Klucel EF (B. N. 9090992) - hydroxypropylcelul6za
Ac-di-sol — sodna stl kroskarmel6zy

vzorek A — tableta generického 1éku

vzorek B — tableta origindlniho 1éku

3.2 Infracervena mikrospektroskopie

3.2.1 Instrumentace

VSechny vzorky byly meéfeny pfistrojem Nicolet iN10 MX, infraervenym

zobrazovacim mikroskopem spolecnosti Thermo Scientific. Pfistroj byl vybaven
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objektivem 15 x 0,7 N.A., barevnou digitdlni kamerou pro sniméni video obrazu vzorku
a x-y-z motorizovanym stolkem. Spektra byla detekovana MCT detektorem chlazenym
kapalnym dusikem. Cely systém byl fizen programem Omnic Picta (ver. 1.10). Spektra

byla méfena v intervalu 600 — 4000 cm-! s rozliSenim 8 cm-!.

Pro méfeni spekter a map ATR technikou byl pouZit ndstavec s mikrohrotem
ATR krystalu Ge a nastaven tlakovy profil 3. Ke sbéru map ,,inverzni ATR metodou
byly do stolku mikroskopu instaloviany néstavce spole¢nosti Simplex Scientific LLC
s krystaly Ge Hemisphere 12 mm optic nebo ZnSe Hemisphere 12 mm. Ty byly

pfipevnény na vzorek pomoci tif Sroubi (viz Obr. 2).

3.2.2 Hledani optimalnich podminek méreni

Vliv upravy vzorku na kvalitu spekter a vybér vhodné apertury

Spektra vzorkd byla meéfena reflexnimi metodami. K uréeni optimalnich
experimentdlnich podminek byla diky snadné dostupnosti pouZita Kkyselina
acetylsalicylovd. Nejprve byl testovan vliv pfipravy vzorkd na reflexni spektra.
Kyselina acetylsalicylové (ddle ASA) byla méfena volné sypand, lisovand runim lisem
a ve formé¢ tablet, které byly vytvoreny hydraulickym lisem z nemleté ASA a z mleté
ASA. Tyto vzorky byly zméfeny pro riizny pocet métfeni (8 — 256 skenil) a jednotlivé

velikosti apertury od 10 pm aZz po aperturu 150 pm.
Vliv bromidu draselného na kvalitu spekter

Mlet4 tableta ASA byla ddle pouZita k posouzeni vlivu rtizn¢ namletého bromidu
draselného na spekuldrni reflexi. Bromid draselny byl mlet v kulovém mlynku po dobu
10 a30s. Vzorky byly pfipraveny poprdSenim tablety ASA bromidem draselnym a
pfitlatenim bromidu draselného na tabletu. VSechny vzorky byly méteny pro aperturu

50 wm a 100 um s poctem 64 skend.
Vliv lisovaciho tlaku

Viapenatd stl API byla upravena do riznych forem, podobné jako kyselina

acetylsalicylova, tedy volné sypand, lisovand runim lisem a ve formé tablety lisované
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hydraulickym lisem. Pfi apertufe 50 um a 16 skenti bylo technikami spekularni reflexe a
ATR studoviano, zda tlak pouzity na piipravu vzorka nevyvold piipadné polymorfni

pfechody.
Vliv mista méieni na ,,inverznim* ATR krystalu

Pfi pouZiti ndstavce pro ,,inverzni“ ATR bylo nejprve nutné zjistit, jak se méni
kvalita spekter v zdvislosti na vzddlenosti méteného bodu od stfedu krystalu. Byl pouZit
standard polystyrenu a méfeny liniové mapy pies cely primér krystalu. Apertura byla

zvolena 100 um a jednotlivé body mapy byly od sebe vzdileny také 100 pm.

3.2.3 Mapovani rezu tablet

Ptfed vlastnim mapovanim byla nejprve naméfena spektra jednotlivych slozek,
které vzorky tablet A a B obsahovaly. Z téchto informaci byly vytvofeny knihovny
spekter pro reflexni a ATR techniku. Vzorky tablet byly k méfeni map sefiznuty
skalpelem do roviny. Apertura byla sohledem na velikost Castic API, kterd se
pii vstupni kontrole surovin pro vyrobu pohybovala okolo 30 pum, zvolena 30 pum a
vzdélenost (krok), po které se body v mapé€ posouvaly 30 um. Kazdé spektrum v mapé
bylo méfeno 64-128 skeny. Pro zpracovani map byla pouzita jednorozmérnd analyza a
analyza hlavnich komponent pomoci programu Wizard softwaru Omnic. Komponenty
byly vytvoieny podle oblasti valenénich vibraci (3400 — 2800 cm!) a oblasti fingerprint
s vibraci karbonylu (1800 — 800 cm-!). Tim byla také zajiSténa eliminace piispévku
vzdusného oxidu uhli¢ittho a vodni pdry, jejichz Kkoncentrace v pribéhu
nékolikahodinového méfeni kolisala. Vytvorenym komponentdm byly podle knihoven
piitazeny jednotlivé slozky a bylo urCeno rozloZeni latek ve vzorku. Pro srovnéni
jednotlivych technik byly mapy tablet A a B méfeny metodami spekuldrni reflexe, ATR

a ,inverzni* ATR.
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3.3 Ramanova mikrospektroskopie

3.3.1 Instrumentace

Vzorky byly méfeny disperznim Ramanovym mikroskopem Nicolet DXR
spoleCnosti Thermo Scientific. Pfistroj byl vybaven objektivy 10 x 0,25 N.A,
50 x 0,75 N.A., kamerou pro snimdani video obrazu vzorku, excita¢nimi lasery (532 nm,
633 nm, 780 nm) a Xx-y-z motorizovanym stolkem. Spektra byla detekovana CCD
detektorem. Cely systém byl fizen programem Omnic s integrovanym programem

Omnic Atlps umoziujici mapovani vzorki a analyzu naméfenych map.

3.3.2 Hledani optimalnich podminek méreni

Vybér laseru

Vsechny excipienty a ucinnd liatka byly méfeny tfemi dostupnymi lasery
o vinovych délkich 532 nm, 633 nm a 780 nm. Ze ziskanych spekter byl vybrdn pro nas
ucel nejvhodnéjsi laser 532 nm. Pii vSech méfenich byl pouzit objektiv 10x/0,25 NA,
doba méfeni jednotlivych spekter 32 s, apertura 50 pum tvaru Stérbiny (obdélnik) a

rozliSeni 4 cm™.
Vybér objektivu

Pro méfeni jednotlivych sloZek byl pouZit objektiv s 10ndsobnym zvétSenim a
numerickou aperturou 0,25. Pfi mapovdani tablet byl pouZit objektiv s SOndsobnym

zvétSenim a numerickou aperturou 0,75.
Odstranéni fluorescence

Vsechny latky, kromé uhli¢itanu vapenatého, vykazovaly fluorescencni zafeni
prekryvajici Ramantlv signdl. Fluorescence byla odstranéna korekci fluorescence

6. fadu, kterd je soucasti programu Omnic.

27



3.3.3 Mapovani rezu tablet

K mapovani byly pouzity stejné vzorky tablet (vzorek A a B) jako
pro infraCervené mapovéni. Pro ziskdni rovnéj$i a pravidelnéjSi plochy vzorku byly
tablety zality do parafinu a sefiznuty na mikrotomu. K méfeni byl pouzit laser 532 nm
s vykonem 10 mW, apertura 25 pum (ve tvaru otvoru), objektiv 50x/0,75 NA a mftizka
900 I/mm. Doba méfeni jednotlivych spekter mapy byla 32 s, velikost kroku 25 pum a

pro odstranéni fluorescence byla pouZita korekce 6. tddu v programu Omnic.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Vliv upravy vzorku na kvalitu spekter a vybér vhodné apertury

Ke zjisténi vlivu dpravy vzorku na kvalitu spekter byla kyselina acetylsalicylova
(ASA) métena v riznych formdach (voln4, lisovand, mletd a nemleta v tablet¢) technikou
spekularni reflexe. Ve spektrech lisované ASA (viz. 2. spektrum Obr. 3) a tablety
znemlet¢é ASA je rozliSeni lepSi, pdsy v oblasti valencnich vibraci jsou v téchto
piipadech intenzivné&j$i nez napiiklad u tablety z mleté ASA (viz. 1. spektrum Obr. 4).
Je zfejmé, Ze uprava povrchu je dileZitd, pokud je povrch piilis hladky a leskly,
ve spektru pievazuji pasy reflexni distorze. Spektra jsou smési spekuldrni a difuzni

reflexe, proto je nelze upravit pomoci Kramers Kronigova algoritmu.

Dalsim sledovanym aspektem byl vybér vhodné apertury a po¢tu méfeni. Proto
byla kyselina acetylsalicylovd méfena pro vSechny apertury (od 10 um do 150 pum) a
pocty meéteni (8-256 skend). Pii malé apertufe 10 pm, 20 pm jsou spektra vice
zaSumena 1 pii vyS$Sim poctu méteni (Obr. 3). Naopak pfi vétSich aperturdch od 100 um
jsou spektra bez Sumu. Mezi takto vysokymi aperturami pak ve spektrech nevidime
rozdily. Plati tedy, Ze ¢im je apertura vétsi, tim mensi je Sum, ale snimana plocha je
vetsi. Pfi méteni Cistych latek toto neni problém, ale pokud métime heterogenni smés
latek, je tieba pocitat i s velikosti ¢astic. Méfenim ziskdvame primeérnad spektra, tedy
spektralni smés vice latek, ale pouzitim apertury stejné nebo mensi nez je velikost Castic
ve smési lze ziskat presncjS$i informace. Jako nejvhodnéjs$i apertura byla zvolena

apertura 30 az 60 um a jako optimalni pocet méteni 64 skend, tedy 25 s.

Vliv bromidu draselného na kvalitu spekter

Ke zlepSeni kvality spekter, tedy odstranéni reflexni distorze, bylo jesté
studovdno vyuziti rizn€¢ namletého bromidu draselného. Po aplikaci bromidu
draselného na tabletu z mleté kyseliny acetylsalicylové a po porovnini se spektry
kyseliny acetylsalicylové bez bromidu draselného, nebyl zjiStén vyznamnéjsi vliv

na kvalitu spekter (Obr. 4).
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Obr. 3 Spektra kyseliny acetylsalicylové méfena spekularni reflexi s aperturou 10, 50 a 150 um.
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Obr.4 Vliv bromidu draselného na kvalitu spekter kyseliny acetylsalicylové. Zobrazeni reflexniho
spektra tablety z mleté ASA, reflexniho spektra ASA s pfitlacenym bromidem draselnym 10 s mletym
v kulovém mlynku a reflexniho spektra ASA s pfritlacenym bromidem draselnym mletym 30 s
v kulovém mlynku.
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Vliv lisovaciho tlaku

Latky pouZzivané jako farmaceuticky aktivni se Casto vyskytuji v raznych
polymorfnich forméch. Léatka ze skupiny statind, obsazend v méfenych vzorcich tablet,
se také vyskytuje v nékolika polymorfnich formdch a ty vsebe Casto prechdzeji.
Jednotlivé polymorfni formy latek se 1i§i polohou pasti ve spektrech. Upravou vapenaté
soli API rlznymi zplsoby vzorkovani (sypand, lisovand a stlatend do tablety) a
porovnanim jejich reflexnich a ATR spekter bylo ovéteno, Ze tlak pouZzity k piipravé
vzorkll v tomto piipad¢ nezpiisobuje polymorfni prechody. To je ziejmé z obrazku
(Obr. 5), kde jsou zobrazeny oblasti vibraci karbonylu a oblasti ,,otisku prstu® ATR
spekter viapenaté soli API zpracované riznym tlakem do vzorkil. Pasy v jednotlivych
spektrech nejsou vici sobé posunuty, kromé drobnych zmén zédkladni linie, nedoslo

pouzitim tlaku pfi piipravé vzorku ke vzniku jinych forem aktivni latky.

Vliv mista méieni na ,,inverznim* ATR krystalu

Jako novy zptsob ziskdni ATR spekter pouzitim néstavce pro ,,inverzni“ ATR,
tedy pfitlaCenim krystalu ve tvaru polokoule na vzorek, bylo pomoci liniovych map
zjistovano, jestli Ize ziskat stejné kvalitni spektra v celé oblasti krystalu (Obr.6). U ATR
krystalu ze ZnSe (s indexem lomu n = 2,4) nedochdzi k distorzi spekter, jen u okraje
krystalu asi 2000 um od vrcholu krystalu, dochdzi ke zhorSeni kvality spekter, zfejmé
zménou intenzity infraCerveného zareni, kterd postupné klesa od stfedu krystalu
ke kraji, to je patrné na Obr. 7 okno A. U ATR krystalu z Ge (s indexem lomu n = 4)
dochédzi diky jeho vy$§imu indexu lomu k distorzi spekter jiz ve vzddlenosti 1000 -
1500 pum od vrcholu krystalu (Obr. 8). Je tedy ziejmé, Ze méfeni je nejvyhodnéjsi a

spektra jsou nejkvalitnéj$i v oblasti 1000 pm kolem vrcholu Ge krystalu a do 2000 pm
od vrcholu ZnSe krystalu (Obr. 6).
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Obr.6 Obraz povrchu ,inverzniho“ ATR krystalu avyznaceni vzdalenosti od vrcholu krystalu
do mista, kde dochazi ke zménam kvality spekter pro krystaly z Ge a ZnSe
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Mapovani Fezu tablety infra¢ervenou mikroskopii

Mapy vzorkl tablet byly méteny jak spekuldrni reflexi, tak technikami ATR.
Spekularni reflexi ziskdme spektra, kterd jsou komplikovand vlivem zrcadlové reflexe
(Obr. 9), ale pro hodnoceni mapy dostacujici. Metodou zeslabené totdlni reflexe (ATR)
ziskame kvalitni spektra, proto miizeme sniZit pocet skenll jednotlivych spekter a tim
celou analyzu urychlit. Na druhou stranu pohybem hrotu Ge krystalu po vzorku dochdzi
k poskozeni vzorku. Stava se, Ze nckterd ze slozek tablety se pifi méfeni uvolni a nalepi
se na hrot krystalu. Ziskana spektra jsou sice kvalitni a Iépe se k nim pfifazuji jednotlivé
slozky z knihovny nez ke spektriim reflexnim, ale pro dplnou interpretaci mapy mame

diky nalepeni sloZky na hrot krystalu informace ¢aste¢né€ nebo zcela zkreslené.
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Obr.9 Porovnani spekter Gcinné latky méfené technikami: spekularni reflexe, ATR a ,inverzni“ ATR
s Ge a ZnSe krystalem.

Pfi méfeni ,,inverzni“ ATR je nejdulezitéjsi kontakt vzorku s krystalem, aby
doSlo k priniku zéafeni do vzorku. Sefiznutim tablety muze byt vytrZena Castice
z povrchu vzorku, zvl4sté pokud byla tableta vyrobena granulaci. V takovém piipadé
vznikne mezi krystalem a vzorkem dutina, kde nelze spektrum meéfit. Nedokonalosti

kontaktu vzorku s krystalem se projevily hor$i kvalitou spektra a chemometrické
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metody pak takovou komponentu neidentifikuji. Vyhodou tohoto zpiisobu méfeni je

trvalé a neménné piipevnéni krystalu na vzorek, kdy nedochdzi k jeho poskozeni.

voev s

Pro vyuziti v praxi, ke studiu povrchu tablety, se zdd nejvhodnéjSi metodou
spekularni reflexe. Spektra jsou sice vyrazné komplikovangjsi, ale pfi vyuZiti
chemometrickych metod lze ziskat kvalitni vysledky, které nejsou ovlivnény

instrumentaci.

Touto technikou, tedy spekuldrni reflexi, byla méfena spektra Cistych latek
obsazenych ve vzorku tablety (Obr.10). Ta byla nasledné vyuzita k urCeni distribuce
slozek v naméfené map¢ tablety A (Obr. 11) pomoci jednorozmérné analyzy, podle
charakteristického pasu jednotlivych latek. Barvy v distribu¢nich mapéch se tidi skdlou
barev v Obr. 11 okno E, kdy Cervend barva oznacuje nejvySsi koncentraci dané latky
ve vzorku podle vybraného spektralniho pasu. Distribu¢ni mapy jednotlivych latek jsou
uvedeny v obrdazcich 12-15: API dle pésu pii 3370 cm™ (Obr. 12), uhli¢itan vapenaty
dle pdsu pii 2500 cm™ (Obr. 13), laktéza podle pasu pii 795 cm™ (Obr. 14) a celul6za
podle pésu pii 900 cm™ (Obr. 15).

Vzhledem k hor$i kvalité spekter sacharidli a Casté podobnosti, bylo obtizné
vizudlné pfifadit charakteristické pdsy jednotlivym latkdm. Napi. spektra laktézy a
celuldz jsou si velmi podobnd a je tézké je pouhym okem v oblasti deformacnich vibraci
(1500-600 cm™) od sebe piesné rozliSit. To je patrné 1 z podobnosti jejich distribu¢nich
map (Obr. 14, 15). Proto je lepsi vyuZzit vicerozmérnou analyzu, kterd pomoci
matematickych operaci lépe rozpozna rozdily mezi sloZzkami. Z toho divodu byla mapa
vyhodnocena pomoci privodce Wizards v programu Omnic. Pomoci analyzy hlavnich
komponent a porovndnim se spektry knihovny byly lokalizovdny a identifikovdny
slozky vzorku A (Obr. 16). V mapé tablety o rozméru 800 x 800 pm bylo nalezeno 9 %
API, 37 % uhlicitanu vapenatého, 24 % laktézy a 30 % smési celuléz. Jednotlivé druhy

celuléz se nepodafilo rozlisit, jelikoZ jejich spektra si byla velmi podobna.
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Obr. 16 Vyhodnoceni naméifené mapy vzorku A (viz. obr. 11) pomoci programu Wizard: APl - Zluta
barva, uhlic¢itan vapenaty - zelena, lakt6za — modra a celulézy — cervena barva.
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Ramanova mikroskopie

K mapovéni tablet bylo vyuZito i Ramanovy mikroskopie. Nejprve byly zjiStény
optimalni podminky méteni. VSechny znamé slozky tablety byly méfeny tfemi rtiznymi
lasery. VSechny organické latky vykazovaly znacnou fluorescenci pro vSechny pouZzité
vinové délky laserti. Fluorescence byla proto odstranéna pomoci softwarové funkce
korekce fluorescence. Jako nejvhodnéjsi pro dal$i méfeni byl vybrdn laser 532 nm,
spektra méfend timto laserem poskytovala nejintenzivnéjsi Ramantv signal. Pouzitim

objektivu s vétSim zvétSenim a numerickou aperturou se zvyS$i rozliSeni, proto byly

mapy tablet méfeny objektivem 50x/0,75 NA.

Pro srovnéni informaci ziskanych mapovéanim infracervenou mikrospektroskopii
a Ramanovou mikroskopii byl obéma metodami méfen vzorek A. K hodnoceni map
byla pouZita jednorozmérna analyza, z toho divodu byla naméfena také spektra Cistych
slozek (Obr. 17) a vyuzita k tvorbé distribu¢nich map API (Obr. 18), uhliitanu
vdpenatého (Obr. 19), laktézy (Obr. 20) a celulé6z (Obr. 21) podle intenzit
charakteristickych pdst. Barvy distribu¢ni mapy se fidi Skdlou barev podle intenzit
Ramanova signdlu. Se zvySujici se intenzitou signdlu piechdzi barvy od modré

po Cervenou a oznacuji tak rozloZeni dané latky ve vzorku (Obr. 22).

Lze porovnat hodnoceni map vzorku A, ktery byl méfen obéma metodami.
(Obr. 23). Paprsek laseru pti méfeni Ramanovy spektroskopie mizeme zaostfit na stopu
mens$i neZ 1 pum a ziskat tak mnohem podrobnéjsi informace o distribuci latek
ve vzorku. Nevyhodou ovSem je nckolikandsobné del§i doba méfeni mapy. Z tohoto
divodu porovnavana mapa méfend Ramanovou mikroskopii je jen ¢asti plochy métené

infracervenou mikroskopii.
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Obr. 17 Ramanova spektra Cistych sloZzek vzorku A s vyznacenim charakteristickych past. Spektrum
API s char. pasem pfi 1600 cm™, uhli¢itanu vapenatého s char. pasem pti 1080 cm’, laktézy s char.
pasem pfi 355 cm™ a Avicelu s char. pasem pf¥i 1380 cm™.
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Obr. 18 Distribuéni mapa APl podle pasu pfi Obr. 19 Distribucni mapa uhli¢itanu
1600 cm™ vapenatého podle pasu p¥i 1080 cm™
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Obr. 20 Disltribuém' mapa laktézy podle pasu Obr. 21 Distribuéni mapa Avicelu (celuléz)
pFi 355 cm podle pasu pfi 1380 cm™
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Obr. 22 Skala barev podle které se Fidi barvy v distribuénich mapach jednotlivych latek. Se stoupajici
intenzitou Ramanova signdlu prechazi od modré po ¢ervenou.

Obr. 23 Mapa vzorku A mérena infracervenou mikroskopii (obr. A) s vyznacenim oblasti srovnavaciho
méfeni Ramanovou mikroskopii. V infraCervené mapé je APl oznacena Zlutou barvou, uhlicitan
vapenaty zelenou, laktéza modrou a celuléza ¢ervenou barvou. Distribuéni mapa API (obr. B) podle
char. pasu pfi 1600 cm™.
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Krom¢ urceni slozeni tablet, je moZné znaméfenych map ziskat také
informace o zpusobu jejich vyroby. Jednotlivé slozky jsou v mapé vzorku A a B
nepravidelné rozmistény, tedy napiiklad API neni obalena jen uhli¢itanem vipenatym,
ale v jejim okoli se vyskytuji i ostatni excipienty. Je tedy zfejmé, Ze pred lisovanim
tablet, byly nejprve vSechny slozky smichany, hnéteny a z vytvoieného granuldtu pak
slisovany tablety. Riizna velikost ¢astic a shlukli potvrzuje, Ze se jednd o granulaci a ne
o pfimou kompresi. Na obrdzku 24 je ziejmé, Ze priprava vzorku A (generického 1éku)
byla stejné jako u vzorku B (origindlu 1éku). Lisi se jen ve velikosti granulovanych zrn.
Tyto zavéry jsou zcela ve shod¢ se zndmym technologickym postupem pifi vyrobé

tablety A.

& 13400 15500 l 13 13900 14000 l-illJD U
()
vzorek A vzorek B

Obr. 24 Hodnoceni map vzorku A a B méfenych spekularni reflexi pro porovnani zplisobu vyroby
tablet generického a originalniho 1éku. Zluta barva=API, zelena=uhli¢itan vapenaty, modra=laktéza,
¢ervena=smés celuléz
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5 ZAVER

V této diplomové praci byly mapovéany vzorky tablet (pevnych 1ékovych forem)
metodami vibraéni spektroskopie. Na zdklad¢ studovani vlivu riznych parametrii
méfeni na kvalitu ziskanych spekter byly vybrany optimdlni parametry pro ndsledné
méfeni map redlnych vzorkld. Vzorky byly pfedev§sim méfeny reflexnimi technikami

infraCervené spektroskopie: spekuldrni reflexi, technikou udplného vnitinitho odrazu

(ATR) a pomoci ,,inverzni‘ ATR.

Vzijemnym porovnanim jednotlivych zplsobli méfeni a moZnosti hodnoceni
naméfenych map, byla vybrdna nejvhodné&jsi technika pro stanoveni sloZeni povrchu
vzorku. Metodou spekuldrni reflexe byla ziskdna spektra hor$i kvality, ale pomoci
vhodnych chemometrickych postupli lze i ztakto komplikovanych spekter ziskat
kvalitni vysledek pro celou vybranou oblast vzorku. Metodami ATR a ,,inverzni* ATR
byla ziskdna kvalitni spektra, kterd jsou pro urceni jednotlivych sloZzek ve vzorku
Citeln¢j$i. Na druhou stranu, ATR techniky pfindSi tfadu experimentdlnich rizik
pfi analyze heterogennich vzorkil. Ke stanoveni distribuce slozek v povrchu tablety, je

Vev s

pro studované 1€kové formy tedy nejvhodnéjs$i metoda spekuldrni reflexe.

Pro srovnani byly vzorky tablet méfeny i Ramanovou mikroskopii. Ta je velmi

vev

byly mapy mé&fené touto technikou ziskdny z mensi oblasti studovaného vzorku tablety.

Z map generického a origindlniho 1éku namétenych spekuldrni reflexi, bylo
na zdkladé zndmého technologického postupu vyroby generického 1éku ovéteno, Ze
sloZzeni a zplsob pfipravy téchto tablet se nelisi. Oba léky byly ptipraveny granulaci

s jedinym rozdilem ve velikosti granulovych zrn.

Z téchto zavérit jednoznacné vyplyva, Ze spektrdlni mapovani je vhodnym
ndstrojem analyzy ve farmaceutickém priimyslu. Krom¢ urcenfi slozeni tablet, distribuce
slozek nebo zjiSténi velikosti Castic ve smési, je z naméfenych map rozpoznatelnd

i technologie vyroby tablet.
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