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1. UVOD

Termoanalytickymi metodami zkoumame fyzikilni a chemické vlastnosti latek a jejich
zmény v zavislosti na case a teploté podle writého teplotniho programu. Z hlediska
hodnoceného kritéria fyzikalnich vlastnosti latek je délime na metody termické analyzy a
kalorimetrické metody. Metody termické analyzy sleduji zmény objemu, hmotnosti, délky,
deformace vzorku pii zatizeni, dale zmény elektrickych, optickych, magnetickych a
akustickych vlastnosti €i zmény uvolilovani radioaktivniho plynu. U kalorimetrickych metod
se hodnoti teplotni rozdil, mnoZstvi tepla nebo tepelny tok provazejici hodnoceny proces.
Podle stanoveného teplotniho programu d€lime termoanalytické metody na dynamické, kdy
se sleduji zmény viastnosti latek pfi stoupajici €i klesajici teploté a statické, pfi kterych je
vzorek vystaven konstantni teploté.

Ve farmaceutické technologii se z termoanalytickych metod uplatiiuji vice metody
kalorimetrické, pfedeviim roztokova a diferencidlni skanovaci kalorimetrie. Roztokova
kalorimetrie je vyuZivana k hodnoceni procesd, které probihaji v kapalném prostfedi a jsou
tepeln¢ zabarvené. Diferencidlni skanovaci kalorimetrie se pouZiva k charakterizaci
samotnych 1é€ivych a pomocnych latek a vyslednych 1ékovych forem. UmoZiuje kontrolu
kvality a Sistoty lé€ivych a pomocnych latek, jejich identifikaci, kvantifikaci, studuje jejich
stabilitu, interakce, kompatibilitu, polymorfismus i fazové prechody.

Cilem této rigor6zni prace bylo porovnani kalorimetrickych charakteristik tfi druhit laktozy
analytické Sistoty pomoci metody diferencialni skanovaci kalorimetrie.



2. TEORETICKA CAST

2.1. LAKTOZA ¥

2.1.1. Charakterizace laktézy >

Latinsky nazev: Lactosum
Lactosum monohydricum

Synonymum: Lactosum anhydricum
Monohydrat laktosy

Chemicky nazev, CAS: O-3-p-galaktopyranosyl-(1—24)-a-p-glukopyranosa anhydrat &i
O-B-p-galaktopyranosyl-(1->4)--p-glukopyranosa anhydrat,

[63-42-3]
O-83-p-galaktopyranosyl-(1 —4)-a-p-glukopyranosa monohydrat,
[5989-81-1]
Empiricky vzorec: Cy2H2,01, Molekulova hmotnost: 342.30 (anhydrat)
Ci2H» 0, H,O 360.31 (monohydrat)
Strukturni vzorec:
CH,OH CH,OH
CH,OH o CH,OH o, oH
OH 0 OH o}
o OH o OH
OH OH OH
OH OH
OH OH
o-lactose B-lactose



2.1.1.1. Vlastnosti laktézy

Laktdza je bily nebo téméf bily krystalicky prasek, ktery je snadno, ale pomalu rozpustny
ve vodé a prakticky nerozpustny v lihu 96 %. 34 Je bez z4pachu a ma slabé nasladlou chut’,
Stupeii sladkosti &ini u a-laktézy pfiblizné 15 % sladkosti sachar6zy, kdezto 8-laktoza je
sladsi neZ a-forma.

Teplota tani: 201 — 202°C u monohydratu o-laktézy
223°C u anhydrétu a-laktozy
252,2°C u anhydrétu B-lakt6zy

Sypny uhel: 31 - 47° podle velikosti &astic

Zdanliva hustota: 1,540 g/cm’® u mohohydrétu a-laktozy
1,589 g/cm’ u anhydratu B-lakt6zy

Sypné hustota: 0,34 — 0,80 g/cm®
Setfasnd hustota: 0,41 — 0,95 g/cm’
Skute¢na hustota: 1,552 g/cm3

Hygroskopicita: monohydrat laktozy je stabilni na vzduchu a neni ovlivnén vihkosti pfi
pokojové teploté. AvSak amorfni forma v zdvislosti na charakteru su$eni mizZe byt ovlivnéna
vlhkosti a konvertovana na monohydrit..

Obsah vlhkosti: anhydrat laktézy obsahuje do 1 % vody a monohydrat laktézy pfiblizn& 4,5 —
5.5 % krystalické vody.

2.1.1.2. Vyroba laktézy >

Laktoza je ptirodni disacharid tvofeny galakt6zou a glukézou, ktery je obsaZen v mléce
vétSiny savcl. Pro priimyslové Gcely se laktéza ziskdva ze syrovatky kravského mléka po
odstranéni mlééného tuku a kaseinu. Kravské mléko obsahuje 4,4 — 5.2 % laktozy, coZ je asi
38 % susiny.

Surovy cukr pfedstavuje monohydrat a-laktozy, ktery je ziskavan ze syrovatky
zahuSténim, ¢asteénym odpafenim a krystalizaci. Pro vyrobu farmaceuticky pouZivanych
druhti laktdzy je surovy cukr nasledné pfedistén rekrystalizaci. V zdvislosti na teploté
krystalizace se ziskavaji odli¥né typy laktozy. Alfa-laktéza je vyrdb&na krystalizaci
z pfesyceného roztoku pod teplotou 93,5°C, kdeZto B-laktdza krystalizuje z roztoku nad touto
teplotou.

Komeréné dostupna B-laktdza obsahuje obvykle 70 % B-formy a 30 % a-formy. Jiné druhy
obsahujici v&t3i mnoZstvi B-formy jsou rovnéz k dispozici. Alfa-lakt6za se pouZiva jako
monohydrat, ale existuji i bezvodé formy, které mohou byt hygroskopické. Pro pfipravu
téchto nestabilnich hygroskopickych forem je nutné pouZit specialni metody suZeni. Avak
takto zpracovana laktdza neni prakticky pouZivana a ani neni b&Zn& dostupna.



Monohydrat a-laktozy je téZ pfipravovan specialnimi krystalizaénimi metodami, ¢imzZ se
zvysuje jeho lisovatelnost oproti druhlim pfipravenych b&Znymi metodami. Amorfni a skelna
forma laktozy je v laktoze pFitomna tehdy, je-li bud’ suSena rozpraSovanim suspenze nebo je-
li lyofilizovana. Tento nekrystalicky podil rovnéZ zpiisobuje zlepSeni lisovatelnosti.

2.1.1.3. Nezadouci u€inky laktézy

Nezadoucim i¢inkem laktdzy je tzv. laktézova intolerance, ktera se vyskytuje u osob
s deficitem stfevniho enzymu laktazy. Nasledkem toho laktdza neni travena., a to vede
k abdominalnim kfe¢im, prijmu, distenzi a flatulenci. Tyto symptomy jsou zpilisobeny
osmotickym efektem neabsorbované laktozy, ktera zvét$uje mnoZstvi vody a sodiku ve stéevé.
Neabsorbovana laktoza je pak v tlustém stfevé fermentovana stfevni flérou, ktera produkuje
plyny, jenZ zptisobuji abdominalni distenzi a diskomfort.

U novorozenct je enzymu laktazy dostatek, ale toto mnoZstvi velmi rychle klesa.
Malabsorpce laktozy se tedy miiZze objevit ve velmi ranném véku 4 — 8 let a jinak vyrazné u
jednotlivych etnickych skupin.

U osob toleruyjicich laktézu se v tenkém stfevé pomoci enzymu laktdzy hydrolyzuje laktéza
na glukézu a galaktézu, které jsou potom absorbovany. V pfipadé intravenézni aplikace je
lakt6za vyloudena v nezménéné formé.

Test laktzové intolerance je zaloZen na méfeni hladiny glukézy v krvi a mnoZstvi
znaceného vodiku ve vydechovaném vzduchu. Vzhledem k tomu, Ze zékladem testu je piijem
50g davky laktdzy, je jeho uZite¢nost diskutabilni. P¥ibliZzné& u 10 — 20 % osob netolerujicich
laktézu byly ve dvou studiich prokazény symptomy intolerance jiZ po pfijmu 3 — 5g laktozy.
V jedné z téchto studii 75 % osob trpélo symptomy po pijmu 12g laktézy. Ve druhé studii se
u osmi ze tfinacti osob objevil priijem po aplikaci 20g lakt6zy a u deviti osob ze tfinacti po
ptijmu 25¢g laktozy.

NiZzsi davky laktézy zpisobuji méné neZzddoucich tCinki a kdyz je pfijimana s ostatni
potravou, je 1épe tolerovana, Ditvodem je existence podstatné &asti populace s laktézovou
malabsorpci, kterd miiZe travit normalni mnoZstvi laktézy, napf. v mléce, bez rozvoje
vyznamnych neZadoucich G¢inki.

Ackoliv mnoZstvi pijaté laktézy jako pomocné latky v peroralnich lékovych formach je
men3i neZ pii konzumaci pfisluiné potravy, byly po podani farmaceutickych pfipravk
obsahujicich laktozu hlaseny p¥ipady léky navozeného prijmu z davodu laktézové
intolerance.

2.1.1.4. Inkompatibility laktozy

Mezi laktézou a slou¢eninami s priméarni aminoskupinou se projevuje Maillardiv typ
kondenzaéni reakce v podobé hnédavého zbarveni produktu. Tato reakce se &astéji vyskytuje
u amorfnich forem nez u krystalické laktézy. Sprejové suSeny material, ktery obsahuje kolem
10 % amorfni laktézy, je tedy nachylny k barevné zméng. Tato reakce je katalyzovana
bazemi, proto pouZiti alkalickych mazadel proces urychluje. U laktézy se miZe vyvinout
Zlutohn&dé zbarveni i v nepfitomnosti aminii, pfedeviim u sprejoveé suSeného materialu, kde
je ziejmé pfitinou tvorba 5-hydroxymethyl-2-furfuralu.

Laktdza je inkompatibilni s aminokyselinami, aminofylinem a amfetaminem.



2.1.1.5.  Stabilita a uchovavani laktézy

Béhem skladovani se miZe u laktdzy objevit hnédé zbarveni. Tato reakce je urychlena
zah¥atim a vlhkosti. Cistota riznych laktoz miZe Kolisat a stuperi zbarveni se stava dileZitym,
jde-li o vyrobu bilych tablet. Barevna stabilita je rovnéZ odli$na u riiznych druhi laktéz.
Relativni vzdudna vlhkost vySSi neZ 80 % miiZe zapficinit vyskyt plisn&. Z nasycenych
roztoki B-laktézy dlouhodobym stanim precipituji krystaly a-laktozy.

Lakt6za by méla byt skladovana v dobie uzavienych nadobach na chladném a suchém
misté.

2.1.1.6. Pouziti laktézy

Lakt6za se obecné pouZiva jako plnivo nebo diluent u tablet, Zelatinovych tobolek a
omezené u lyofilizovanych pfipravki a kojenecké vyzivy.

Riizné druhy lakt6zy jsou k dispozici s odlisnymi fyzikalnimi vlastnostmi jako je napf.
velikostni distribuce &4stic a sypnost. To umoZituje vybér nejvhodngj§iho materialu pro
konkrétni pouZiti. Obvykle jemné&j$i druhy se pouZivaji u pfipravy tablet pomoci vihké
granulace nebo pfi nutnosti mleti béhem vyroby, nebot’ mensi &astice umoZiiuji lepsi smiseni
s jinymi sloZkami receptury a efektivngjsi vyuZiti pojiva. Dale se laktéza uplatiiuje ve funkci
nosi¢e ¢&i diluentu u inhala¢nich pfipravki a u lyofilizovanych lékovych forem, kde je
pfiddvana do roztoki suSenych mrazovou sublimaci.

VSeobecné vzato, volba vhodného druhu laktézy z4visi na typu lékové formy, kierd ma byt
vyrobena. Pfimo lisovatelné druhy umoziinji vyrobu tablet obsahujicich malé mnoZstvi 1é&ivé
latky bez pfedchozi granulace. Tento druh se oproti krystalické a praskové laktéze vyznaduje
lepsi sypnosti i lisovatelnosti a je tvofen sprejové sulenymi lakiézami, které obsahuji
specidlné pfipraveny monohydrat a-laktézy s malym podilem amorfni formy. Amorfni
lakt6za zlep3uje lisovatelnost laktézy. Jiné specialng vyrobené druhy laktézy pro pfimé
lisovani neobsahuji amorfni formu, ale mohou obsahovat skelné nebo slinuté oblasti, je také
zlep3uji lisovatelnost.

Pfimo lisovatelné druhy se mohou kombinovat s mikrokrystalickou celul6zou nebo
Skrobem, coZ obvykle vyZaduje pfitomnost mazadia, napf. 0,5 % stearanu hofednatého.
PouzZiti ptimo lisovatelnych druhi laktozy dodava tabletam vy33i pevnost neZ v piipadé
pouZiti standardni laktozy. Koncentrace laktézy obvykle uZivané v téchto recepturach se
pohybuje od 65 — 85 %. MiiZe byt pouZito i niZ3i mnoZstvi sprejové susené laktézy, ale jen
kdyZ je nahrazeno pregelatinizovanym krobem,

2.1.1.7. Druhy laktézy

Laktdza existuje ve dvou isomerich formach, alfa a beta, a miZe byt bud’ krystalicka nebo
amorfni, Krystalickd a-laktéza se vyskytuje v podob& monohydritu a anhydratu, kdezto
krystalick4 B-laktéza pouze v bezvodé formé. Cistd amorfni laktoza se komeréngé nevyuziva a
je obecné pfitomna v riiznych mnoZstvich v upravenych forméch laktézy.

Monohydrat a-laktézy miZe byt zpracovan pomoci dehydratace na bezvodou formu
a-lakt6zy nebo sufenim rozprasenim na sprejové susenou formu nebo granulaci na
aglomerovanou formu. Viechny tyto typy maji odli¥né vlastnosti.



Monohydrat a-laktozy

Monohydrat a-laktdzy obsahuje jednu molekulu vody, coZ odpovida 5 % krystalické vody.
Toto plnivo se obvykle pouziva v praSkové formé pro vyrobu tablet cestou vlhké granulace. Z
déivodu dobré sypnosti mohou byt pro pfimé lisovani pouZity hrubé, pravidelné a odsitované
krystalické frakce monohydratu o-laktézy. Ve srovnani s ostatnimi plnivy — pojivy ma
pom&mé slabé pojivové viastnosti.V praxi se monohydrat o-laktézy velmi &asto pouziva
v kombinaci s mikrokrystalickou celuldézou, coZ zkracuje dobu rozpadu a zvy3uje pevnost
tablet.

Anhydrat o-laktézy

Pojivova schopnost monohydratu a-laktézy se zvy$uje dehydrataci krystaii termickou
nebo chemickou cestou. V priibéhu dehydratace dochazi k tvorbé agregatii bezvodé a-laktozy
z jednotlivych krystalh monohydratu a-laktézy. Anhydrat a-laktozy se velmi zfidka pouZiva
samostatn€ pfi pfimém lisovéani z divodu nevyhovujici rozpadavosti tablet, proto je b&Zna
jeho kombinace s Avicelem

Anhydrat B-lakt6zy

Anhydrat B-laktozy je tvofen aglomeraty jemnych krystald, které vznikaji susenim
rozpraSené¢ho roztoku monohydratu a-lakt6zy a naslednym sitovanim. Komeréni produkty
obsahuji asi 80 % anhydratu B-laktézy a zbytek je anhydréat a-laktézy. Obsah vody je mensi
nez 0,5 %. Anhydrat B-laktézy je uréen pro pfimé lisovani a neni hygroskopicky, takZe je
idedlni pomocnou latkou pro 1é¢iva citliva na vihkost.

Sprejové sudena laktdza

Sprejové sudeny monohydrat a-laktézy se vyrabi pod oznadenim Super-Tab a je uréen
specidlng pro pfimé lisovani. V tabletach se vétsinou pouZiva v 15 % koncentraci.Komeréné
dostupné produkty sprejoveé susené laktdzy obsahuji asi 15 — 20 % amorfni laktézy a 80 —
85% monohydratu o-laktézy. Super-Tab ma malou citlivost na i€inek mazadel.

Aglomerovana lakt6za

Granulaci monohydratu a-laktozy se zlepsuji jeho pojivové vlastnosti. Tablettosa,
vyrabé&na firmou Meggle, je téméf zcela tvofena agregaty krystald monohydratu a-lakt6zy a
neobsahuje Zddnou amorfni laktézu. Jeji dobra sypnost je pongkud negativné ovlivnéna
rozsahem velikostni distribuce &astic a vysokym podilem jemnych &astedek.



Laktéza monohydrét Sprejove susena laktdza

2.1.2. Kalorimetrické hodnoceni laktéz

Roztoky laktézy a sacharézy sufené rozpradenim poskytly amorfni pevné latky, které se
lidily od jejich krystalickych prot&j$ki v DSC charakteristikach a v chovani p#i piijmu vody.
Pro mé&feni byl pouZit pfistroj DSC Mettler TC 3000 a rychlosti ohfevu 5, 10 a 25°C/min.
Pfijem vody amorfni laktézou sniZzoval hodnotu Tg, ktera se pohybovala kolem teploty 104°C.
Hodnoty Tg byly také ovlivnény rychiosti zahfivani b€hem m&teni, U monohydratu laktézy
pak byly patrné piky pfi teploté 150°C — dehydratace, 173°C — krystalicky stav a 220 aZ 230°C
— krystalizace o- a B-formy. &

Pomoci infraervené spektroskopie a DSC byly u vzorkil lyofilizované laktozy a sacharézy
ureny v rozmezi teploty 20 — 300°C a obsahu vody 0 — 6,3 % hodnoty Tg a krystalizace.
K hodnoceni byl pouzit ptistroj DSC 7 Perkin Elmer a rychlost ohfevu 3°C/min. Se
zvySujicim se obsahem vody klesala hodnota Tg od 93,2 — 97,3°C k 26,8 — 33,8°C i hodnota
krystalizace od 154,0 - 162,6°C k 72,3 - 78,3°C. 7

Metodou DSC byl zkouman vliv pfivodni koncentrace na fyzikalni formy laktézy suSené
rozpra$enim. V rozmezi teploty 30 — 250°C a s rychlosti ohfevu 20°C/min byl pouZit ptistroj
DSC 7 Perkin Elmer. Riiznost p¥ivodni koncentrace b&hem suieni rozpraSenim vedla
k produktim s odlisnym podilem amorfni a krystalické formy, napf. pfivodni koncentrace
10g/100m] vedla ke 100 % amorfni laktéze. Beta-lakt6za nebyla detekovana, bud’ protoze
nebyla pfitomna nebo byla pfitomna v nedetekovatelnych mnoZstvich. Teplota tani a- laktozy
byla 216°C a hodnota Tg kolem 120°C. ¥

K ur€eni hodnot Tg a rychlosti krystalizace amorfni laktézy byl pfi konstantnim obsahu
vody pouZit pfistroj DSC Mettler TA 4000 v rozmezi teploty od -20°C do 110°C v zavislosti
na umisténi Tg a Tp a rychlost ohfevu byla 5°C/min. Krystalizace zvySovala mnoZstvi vody
ve zbylé amorfni oblasti, coZ sniZovalo hodnotu Tg a urychlovalo krystalizaci.”

Pét riznych druhti laktézy — ,,anhydrous®, ,medium*, ,regular®, ,,crystals“ a ,,foremost* -
byly smichany s mikronizovanym salbutamol sulfatem ( 67,5 : 1) a charakterizovany
riznymi metodami. K ureni krystalické formy byl pouzit piistroj DSC Mettier TA 4000
v rozmezi teploty 25 —250°C a s rychlosti ohfevu 10°C/min. ,,Anhydrous® a ,, medium*
vykazovaly nejefektivnéjsi dorudeni salbutamol sulfatu oproti ostatnim druhtim. ,,Medium®,
~regular® a ,crystals mély termogram stejny s a-laktézou monohydratem — pii 150°C
dehydratace a kolem 200°C tani a-lakt6zy. ,,Foremost“ mél nepatmé vysii teplotu
dehydratace a ,.anhydrous malou endotermu pti 120°C a teplotu tani pti 240°C.'?

10



V této préaci byla zkoumana vhodnost infracervené spektroskopie a DSC ke sledovani
zmén amorfni a krystalické formy lakt6zy pfi riznych podminkach skladovani. K hodnoceni
byl pouzit pfistroj DSC 7 Perkin Elmer, rychlost ohfevu 10°C/min a teplotni rozsah 40 —
240°C. Na termogramu sprejové susené laktézy byl patmy exotermni pik pfi 117°C -
krystalizace, endotermni pfi 138°C — dehydratace a pfi 215°C a kolem 220°C — tani
a- a B-laktézy. Skladovanim pfi relativni vlhkosti 58 % po 44 hodin doslo ke sniZeni teploty
dehydratace na 128°C i teploty krystalizace. '

Pfistrojem DSC IB Perkin Elmer bylo uréeno teplo potiebné k uvolnéni a odpafeni vody
z krystalické a-laktézy monohydratu a z amorfni laktézy: 12,3+/-0,7 a 10,8+/-0,5 kcal/mol.
Pted hodnocenim v teplotnim rozmezi 0 — 260°C a s rychlosti ohfeva 10°C/min byly vzorky
laktézy vystaveny 70 % relativni vlhkosti pfi 23°C s prodluZujicim se asovym intervalem.
Cim déle byly vzorky vystaveny plsobeni vlhkosti, tim vice se termogram podobal &istému
monohydratu a-laktézy: pii 144°C — dehydratace, pti 223°C — tani o-laktézy a pti 232°C -
tani 8-laktézy. '?

Pro vypod&et mnoZstvi krystalické vody ve vzorcich byl pouZit pfistroj DSC 20 Mettler a
rychlost ohfevu 10°C/min. Hodnoceny byly vzorky anhydritu a monohydratu o-laktézy a
vzorky suSené a krystalické B-laktozy, kieré byly bud’ neupravené nebo uchovavané po
urtitou dobu pfi ruzné relativni vlhkosti. Pik dehydratace byl kolem 132 — 140°C, pik tani
o-laktézy kolem 220°C a B-laktézy kolem 235°C. ¥

V této praci byly pomoci pfistroje DSC Du Pont Thermal Analyzer 990 s rychlosti ohfevu
10°C/min také hodnoceny riizng upravené vzorky monohydratu o-laktozy: piky pii 143, 164,
175 a 212°C, vzorky bezvodé a-lakiézy: piky pii 211 a 224°C a vzorky B-laktézy: pik pHi
237°C. S prodluZovanim doby mleti nebo lisovani dochazelo ke sniZovani teploty tani.

K ureni hodnot Tg sprejoveé sudené laktozy skladované pti 0, 11, 22 nebo 33% relativni
vlhkosti byl pouZit pfistroj DSC Mettler TA 3000 v rozmezi teploty 25 — 250°C a rychlosti
ohfevu II(SJ;C/min. Se zvy3ujicim se obsahem vlhkosti klesala hodnota Tg od 104,0°C k
41,5°C.

Pomoci DSC byl zkoumén skelny piechod u amorfni lakt6zy a laktézy lyofilizované
s trehalézou v poméru 80:20, 70:30 a 60:40. V rozmezi teplot od 40°C pod predpoklédanou
hodnotou Tg po 150 — 200°C a s rychlosti ohfevu 10°C/min byl pouzit piistroj DSC Mettler
TA 4000. P¥itomnost trehalozy neovlivnila hodnoty Tg, ale opozdila krystalizaci laktézy. '®
Ke stejnym vysledkidm se dospélo i v této studii pouzitim analogického postupu pfi hodnoceni
Tg u amorfni laktdzy a laktozy lyofilizované s trehalézou pouze v poméru 80:20.

PouZitim piistroje DSC 30 Mettler TA 4000 a rychlosti ohfevu 10°C/min byly porovnany
hodnoty Tg laktézy hydrolyzovaného miééného prasku (HMP ) s Tg hodnotami ostatnich
zkoumanych mlé&nych pragka ( MP ). Vzorky byly skladovany pfi 11% relativni vihkosti.
Hodnot)lfs;l"g u HMP byly vyrazné mensi ( 36°C ) neZ u ostatnich zkoumanych MP ( kolem
62°C).

Metoda DSC byla pouZita téZ ke zkoumani interakei 1é€ivo — pomocna latka a nasledné
jejich stability. '**°?! Laktéza mii¥e byt hodnocena i metodou izotermalni DSC k uréeni jeji
kinetiky krystalizace. *?® Ke stanoveni malych mnoZstvi amorfni laktc’)zg( ve vzorku je
moZné pouzit techniku izotermalni mikrokalorimetrie **¥ | hyper-DSC > nebo modulated-
DSC “*7,

14)
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2.2. DIFERENCIALNi SKANOVACi KALORIMETRIE
2.2.1. Charakteristika metody

Diferencialni skanovaci kalorimetrie existuje ve dvou zdkladnich provedenich. Jedna se o
DSC stepelnym tokem a DSC s vykonovou kompenzaci. V prvnim pfipadé je principem
metody méfeni teplotniho rozdilu mezi vzorkem a srovnavaci latkou. U kalorimetrické
metody DSC s vykonovou kompenzaci je teplota vzorku udrZovana izotermni s teplotou
srovnavaci latky. MnoZstvi tepla potfebné k udrZeni izotermnich podminek je pak zapisovéano
v zavislosti na fase nebo teploté. M&fi se tedy elektricky pikon potfebny k udrZeni
izotermnich podminek. 2*2%

Zakladnimi principy DSC pfistrojii jsou dva termostaty, které jsou linearné vyhfivany.
Jeden z nich obsahuje misku s analyzovanym vzorkem, druhy misku se srovnavaci latkou.
Pokud nedojde k Zadné zméné ve struktufe ¢i chovani vzorku pfi zahfivani, miska se vzorkem
i srovnavaci latkou ma béhem zahfivani stejnou teplotu. AvSak probéhne-li u vzorku uréita
exotermni &i endotermni zména, napf. vzorek zatne tit, objevi se rozdil teplot mezi ob&ma
miskami a pfistrojem dodavana vyrovnavaci energie je vyuZita vzorkem tak, aby byla na obou
miskach udrZena konstantni teplota.

Kazdé DSC zafizeni poskytuje shodné informace, a to tepelny tok jako funkci teploty a
¢asu. Tvar piku, citlivost a rozlifeni pak zévisi na zakladnich principech méfeni a specifikaci
zafizeni. K mé&feni se pouZivaji vzorky o velmi malych ( miligramovych ) hmotnostech a
umistuji se do kapsli nejCastéji vyrobenych z hliniku. Pro sledovani teplotniho priibéhu
mohou byt pfimo v kapslich zabudované senzory. Pro kalibraci za vysSich teplot se bézng
uZiva indium, kyselina benzoova nebo naftalen, na niZ3i teploty pak voda nebo cyklohexan.
Pouziti konkrétnich latek pfi kalibraci je uréeno normou podle ni DSC méfeni probiha. Casto
jsou u nds pouzivany normy némecké, francouzské nebo mezindrodni. Pro DSC méfeni jsou
to normy DIN 51 007, NFT 51-507 a ISO 11357-3.

Metoda DSC je voblasti farmacie velmi vyuZivina, pfedeviim srozvojem vysoce
automatizovanych pfistroji, které umoziiuji méfeni reakénich tepel, tepel fazovych prechodi
¢i méfeni tepelnych toki a jejich zmén pfi charakteristickych teplotdch. Mezi vyhody DSC
patfi pouZiti nejen vySe zminéného malého mnoZstvi vzorku, ale i Siroky teplotni interval,
pohybujici se od zdpornych hodnot az k vysokym teplotim, mnohdy az 1200 — 1500°C a
dostatena pfesnost méfeni. DSC umoziiuje charakterizovat vychozi suroviny, 1é&ivé a
pomocné latky i vysledné lékové formy. U lé¢ivych a pomocnych latek se provadi kontrola
kvality a Cistoty, identifikace a kvantifikace latek nebo smési, studuje se kompatibilita,
stabilita, skelny piechod, hodnoti se ptechody mezi polymorfnimi a amorfnimi formami atd.
PouZiti DSC se v dnesni dobé zalind uplatiiovat i pfi vyzkumu lékovych forem s cilenou
distribuci, >3
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2.2.2. DSC termogramy

Vystupem DSC méfeni jsou kalorimetrické kiivky, neboli termogramy. U polymorfniho a
pseudopolymorfniho stavu se vyskytuji tfi typy a u amorfniho typ jeden. Obrazek zachycuje
typicky DSC termogram.

Termogram

' l‘ Tp
-3
-
w Te
° T To
w

potétek skelny
l zah¥ivéni pechod

krystalizace

Amorfni stav

Tuhé latky bez krystalické struktury, s méné pravidelnym uspofadanim, se nazyvaji latky
amorfni. Vyznaduji se neuspofadanym stavem. Amorfni stav se povazuje za podchlazenou
kapalinu, v ptipad¢ lékovych smési se miZe jednat o tuhé roztoky. Je charakterizovan
teplotou skelného ptechodu ( Tg ), pod touto teplotou jsou amorfni latky ve sklovité podobg,
Amorfni stav se miize vyskytovat samostatné, ale zaroveii mize byt sou&dsti krystalickych
stavil. Lze jej ziskat lyofilizaci nebo suSenim. Latka, kterd se vyskytuje v tomto stavu, se
vyznatuje vysokou reaktivitou a zplsobuje problémy se stabilitou. Obecné amorfni stav ma
skion k ptechodu do krystalického stavu v piitomnosti vihkosti. Tento d&j je exotermni.
Nicméné nékteré litky jsou schopny i pfechodu opa&ného, z krystalického do amorfniho
stavu. Ve sklovitém stavu mohou amorfni latky podstoupit skelny pfechod nasledovany
krystalizaci, kterd se na DSC kiivee projevi jako exotermni pik., ktery je nasledovéan
endotermnim pikem, znazorfiujicim tani vzniklych krystali. V nékterych ptipadech nemusi ke
krystalizaci viibec dojit.

Polymorfni stav

Polymorfie je schopnost n€kterych latek vyskytovat se v riznych krystalickych stavech, U
polymorfnich forem se setkivAme se dvéma pojmy - enantiotropii a monotropii.
Enantiotropni formy jsou schopny pfechédzet z jedné formy do druhé ob&ma sméry, zatimco
pfechod u monotropnich forem probihd pouze jednosm&mé. V ptipadé monotropie je vzdy
stalejsi ta forma, kterd md vysSi teplotu tani. Co se ty&e enantiotropie, je termodynamicky
stalejsi forma s niZ3i teplotou tani pfi teplotdch pod hodnotou pokojové teploty, pfi teplotich
vySsich jsou stalej$i formy s vy38imi teplotami tani. Bod pfechodu u enantiotropnich forem se
miiZe liSit vlivem pouZiti riznych rozpoustédel.

U polymorfniho stavu mizeme DSC kfivky rozdélit na ti zakladni typy:
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1) Typ 1 — Pfed bodem tani vySe tajici formy se vyskytuje ptechod jedné polymorfni formy
ve druhou. Tento pfechod je exotermni u monotropnich a endotermni u enantiotropnich
forem. P¥i srovnani s vysledky z termogravimetrie ( TG ) nebyly zji$tény ztraty hmotnosti.
Tento pfechod miZe byt v blizkosti hlavniho pfechodu jako je to napf. u penicilaminu,
zatimco tolbutamid ma tento pfechod daleko pfed hlavnim pfechodem.

2) Typ 2 — U né&kterych latek se vyskytuji dva body tani. Po téni niZe tajici formy rostou
z taveniny krystaly s vy33i teplotou tani. Tento rist vyvolava exotermni pik na DSC kfivce,
poté nasleduje endotermni pik vy3e tajici formy. S takovou kfivkou se miZeme setkat u
monotropnich a enantiotropnich forem. Vzorkem miZe byt Cista latka i smés. K pfedchazeni
3patné interpretace t&chto kfivek je vhodné porovnavat vysledky s TG hodnocenim daného
vzorku. TG potvrzuje silny rozklad b&hem prvniho tdni, vznikajici degradagni produkt potom
rekrystalizuje a taje pfi vy33i teplot€. Mohou také vznikat izomery, ty viak odhali aZ nasledna
analyza ziskaného produktu, ktera dovoli pfesnou interpretaci téchto kfivek.

3) Typ 3 — U tohoto typu ma kaZda krystalova forma sviij pik téni a nevyskytuje se Z4dn4
pfeména mezi modifikacemi.

U typu 2 a 3 nelze délat Zadné zavéry tykajici se stability pfi pokojové teploté z jednoho DSC
snimdni, v téchto pfipadech je dileZité provést dalif studie.

Pseudopolymorfni stav

Krystalické formy, na jejichZ struktufe se podileji cizorodé sloZky, oznatujeme jako
pseudopolymorfni formy. Pokud je cizorodou slozkou molekula vody, oznaujeme takové
formy jako hydraty, jestliZe jde o molekuly jiného rozpoustédla, jedna se o solvaty.

Jako v pfipadé polymorfnich latek se u pseudopolymorfnich nalézaji také tii typy ktivek:

1) Typ 1 — Desolvatace nebo dehydratace se v pevném stavu projevi endotermnim pikem.
Pozice a energie tohoto piku zavisi na fizovém diagramu latky, rozpoustédla a stabilité pevné
slozky. DSC a TG jsou uZiteCné zejména ve studiu hydrath pfi dehydrataci pfi nizkych
teplotach.

2) Typ 2 — K desolvataci nebo dehydrataci doch4zi b&hem taveni nebo aZ po taveni solvatu.
V takovych pfipadech prvni taje solvit a rozpou$tédlo je odstrafiovino z tekuté faze.
Pozorovany exotermni pik je opét zplsoben krystalizaci volného rozpoustédla a nasleduje jej
endotermni pik tdni vzniklych krystali. V nékterych pfipadech se miZe tani solvatu a
desolvatace pevné faze piekryvat.

3) Typ 3 ~ U solvat, které maji stejné sloZeni, miiZe existovat n&kolik polymorfnich forem.
Popséno to bylo napf. u oxazepamu, nitrofurantoinu, succinylsulfathiazolu. Polymorfismus
solvatovanych forem je &asty a n&které piechody jsou enantiotropni. Po srovnani bezvodé
formy s kfivkou ziskanou z proméfeni hydratované formy byl objeven navic jeden pik. Ten
znazorfioval dehydrataci pevné faze, kterou nasledovaly ekvivalentni pfechody mezi
jednotlivymi polymorfnimi formami, které byly shodné s bezvodym vzorkem. Rozdil byl
nalezen u vzorku pfipraveného krystalizaci z vody, ktery mél stejny pik pro dehydrataci, ale
byla odhalena nova polymorfni forma. Pfi studovani hydrath by se mélo po&itat s nékolika
stupni dehydratace a vysledky by mély byt porovnavany s termogravimetrickym hodnocenim,
které nAm pomizZe v pfesn&j$im odhaleni dehydratagnich krokil.
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2.2.3.. Faktory ovliviiujici DSC termogramy

Vystupy DSC méfeni vyznamn& ovliviiuji experimentalni faktory jako rychlost ohfevu,
mnoZstvi vzorku a také vlastnosti vzorku.

2.2.3.1. Vliv vzorku

Velikost &astetek, pfitomnost nelistot, tvar krystalkd a polymorfni jadra jsou hlavnimi
faktory, které mohou ovliviiovat kinetiku pfechodd.

Amorfni stav

Skelny ptechod amorfnich forem je velmi ovlivnén nedistotami, které hraji roli ve
zmék&ovani. Amorfni formy jsou siln€ hygroskopické, pfijimaji vlhkost, ktera sniZuje teplotu
skelného pfechodu a tim i teplotu krystalizace. Skelny pfechod je silné zavisly na mnoZstvi
vody, proto je obecné doporuéovano hodnoty skelnych prechodti nejprve hodnotit pomoci
DSC a po odstranéni rozpoustédla amorfni bezvody vzorek opét proméfit a porovnat vysledné
kfivky.

Polymorfni stav
Necistoty maji vliv i na polymorfni formy. Za ucelem potvrzeni této domnénky byl
piipraven vzorek analyzované latky s ne€istotou a proméfen na DSC. Pii porovnani s kiivkou

&isté latky byla odhalena nova metastabilni forma, kterd se u &istého vzorku nevyskytovala.
Necistoty snizuji teploty tani a méni tvar piku.

Pseudopolymorfni stav

Je vyznamnym faktorem u tohoto stavu &astic, které ovliviluji zadatek desolvatace nebo
dehydratace.

2.2.3.2. Vliv rychlosti ochi‘evu a mnoZstvi vzorku

Piimy vliv na DSC termogramy ma rychlost ohfevu a mnoZstvi vzorku.
Amorfni stav

Signal skelného pfechodu je imé&my rychlosti ohievu, proto je lepsi vy$si rychlost. Obecné
je vhodné provést nékolik cykli za Gelem odstranéni vihkosti a termdalni historie. Naopak pro

krystalizaci a taveni jsou lepsi pomalé rychlosti k umoZznéni kvantitativniho pfechodu mezi
jednotlivymi formami.
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Polymorfni stav

Z obecného hlediska ma rychlost ohfevu silny vliv na kinetiku a rozli$eni dvou pikd. Velké
rychlosti znemoZiiuji krystalizaci vySe tajicich forem z taveniny a je zaznamenén pouze pik
pro niZe tajici formy. PHi stfedni rychlosti ohfevu je pik taveni niZe tajici formy nasledovan
pikem taveni vy3e tajici formy. Pfi pomalych rychlostech ohfevu je zndzornén i exotermni pik
zachycuyjici krystalizaci vySe tajici formy. Dal$im vyznamnym faktorem je mnoZstvi vzorku.
Mensi vzorky maji lepsi rozklad a urychluji pfechod. Nevyhodou pomalych rychlosti je, Ze se
nékteré vzorky mohou rozkladat pfi teplotach, které jest€ nedosahly teploty tani vzorku. Takto
muze vzniknout produkt, ktery pak miZe rudit vlastni hodnoceni. S tim se setkdvame napf. pfi
méfeni pod atmosférou vzduchu. U souéasnych pfistroji se tomuto pfedchizi pouZitim
atmosféry dusiku. Dal8im problémem je moZnost neobjeveni se pfechodu mezi jednotlivymi
polymorfnimi formami, jestliZe se tento pfechod vyznaluje nizkou entalpii. V téchto
ptipadech sniZeni rychlosti ohfevu vede k totalni pfeméné na vyse tajici formu bez odhaleni
na kfivce. K tomuto se vztahuje Burgerovo pravidlo pro entalpii taveni. Pokud ma vy3e tajici
forma niZ3i entalpii taveni, jsou ob& formy enantiotropni, a jestliZe ma entalpii vyssi, jsou
monotropni.

Pseudopolymorfni stav

U tohoto stavu ma vliv i typ kapsli. V hermeticky uzavienych kapslich ztstava odpafované
rozpoustédlo, které nemiZe unikat. Jestlize nedojde pod tlakem k otevfeni kapsle, na k¥ivkach
je pozorovan pik taveni solvidtu. Pokud se vkapsli ud&ld nepatrny otvor na vitku,
rozpoustédlo miZe unikat a DSC kfivka bude zavisla na rychlosti ohfevu a proudéni plynu.
Pritomnost rozpousStédia kolem krystalu v atmosféfe kapsle miZe indikovat vznik
metastabilnich forem. Toto je pfi¢inou rozdili mezi kiivkami ziskanymi z méfeni vzorkd
v kapsli hermeticky uzaviené a v kapsli s otvorem nebo oteviené. Uprava rychlosti ohfevu,
velikosti vzorkl a pouZitf derivovanych kfivek miiZe odhalit piekryvajici se kroky desolvatace
a dehydratace. 3
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33. UKOL PRACE

V ramci kalorimetrického hodnoceni pomocnych latek na katedfe farmaceutické
technologie byl ukol této prace rozélenén na tyto diléi problémy:

1) Vybér vzorki laktézy, vybér parametri lakiézy a parametri kalorimetrického stanoveni
2) Kalorimetrické hodnoceni vzorku B-laktose

3) Kalorimetrické hodnoceni vzorku D-Lactose

4) Kalorimetrické hodnoceni vzorku a-laktose-Supelco

5) Komplexni hodnoceni testovanych vzorki laktdzy.
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3., EXPERIMENTALNI CAST
3.1. POUZITE SUROVINY

Viechny testované vzorky pouZité v této praci jsou analytické Eistoty:

B-laktose ... -p-galactopyranosyl-(1—24) B-p-glucose
Milk sugar
CipHnOpp M, 3423 [5965-66-2]
min. 99 % as total lactose
L 3750
firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Germany **

D-Lactose monohydrate ... 4-O-B-p-galactopyranosyl-p-glucose,
B-p-galactopyranosyl-(1 2>4)-p-glucose
Milk sugar
Ci2HnO HO M, 360.31  [64044-51-5]
61339 BioChemika Ultra, > 99.5 % ( HPLC)
firma Fluka Chemie GmbH, Switzerland

a-laktose-Supelco ... 4-0O-B-p-galactopyranosyl-a-p-glucose,
B-p-galactopyranosyl-(1-4)-a-p-glucose
Miik sugar
Ci2H2nO01 H O M, 360.31 [5989-81-1]
47287-U ampule of 500 mg
firma Supelco, USA 77
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32. POUZITE PRISTROJE ¥4

DSC 200 PC ( Netzsch-Geratebau GmbH, Selb, Germany )
e ——— .y , , . . . . . r
Jedna se o diferencialni skanovaci kalorimetr s tepelnym tokem, kde principem je méfeni
teplotniho rozdilu mezi vzorkem a srovndvaci latkou. Vzorek a srovnavaci latka jsou
vystaveny uritému kontrolovanému teplotnimu programu a v zavislosti na_teploté je pak
DSC pfistrojem zaznamenavan rozdil energie dodané do obou materiald. Ptistroj umozZiiuje
pouZiti v tepelném rozsahu od -150°C aZ do +600°C. Kalorimetricka citlivost je 4 —4,5
uV/mW ( pro Indium ). Ke kalibraci se pouZiva Indium s typickym pikem pfi teplot€ tani
156,65°C.

Jednotlivé soudasti pfistroje DSC 200 PC:
1) Dewarova nadoba na tekuty dusik

2) Méfici jednotka — DSC 200 PC ( 6.240.6-129H ), jejiZ soulésti je:
-pec, kterou tvofi stfibrny blok s topnym t&lesem s dvojitymi sténami
-termoclanek na méfeni teploty zabudovany ve sté€né pece
-komora se senzorem tepelného toku, ktera se zavird dvéma st¥ibrnymi vi¢ky a vrchnim
vikem a do které se vkladaji vzorky
-chlazeni tekutym dusikem,. do komory je dale veden plynny dusik, kde m4 &istici efekt,
a do stény vyhfivaci pece, kde ma efekt ochranny

3) Zafizeni na kontrolu pritoku plynt ( 6.240.6-40.0 )
4) LN; chladi¢ ( 6.351.13 ) s manudlnim oviddanim piivodu plynu

5) DSC 20 PC ,,Phox* software s PC.
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Méfici jednotka

DSC 200 PC "mt"

Componants

Front panel of the measuring unit

label function

on line control LED: power supply “onfoff*
heating control LED: furnace heating "onfoff*
cooling control LED: cooling “onfoft*
protective control LED: protective gas purging *on/off*
purge 1 control LED: purge gas 1 {sample chamber}  "on/off*
purge 2 control LED: purge gas 2 (sample chamber)  “on/off*

Back of the measuring unit
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Pec

frapeagandnsta

21

vystup plynu

chladici vzduch

~ chranici plyn

referenéni vzorek
vzorek

senzor

blok pece
zahfivaci element
Cistici plyn
tekuty dusik

- chlazeni



L.N; chladi¢

1. pfivod plynného dusiku
2. tlakomér

3. vystup dusiku

4. Dewarova nadoba

Hlinikové kelimky Netzsch 100 DSC ( 6.239.2-64.501 ), Tmax 600°C, objem 25 pl

Ruéni lis pro vi¢kovani kelimki Netzsch ( 6.239.3-80.1)

cricible

bottom of crucible ———@

Rucni lis Kelimek
Bomba s plynnym dusikem ( Linde Technoplyn ) ( o &istoté 4,6 ), ktery jde do méficiho

Zafizeni a zaroveri do Dewarovy nadoby s tekutym dusikem

Digitalni analytické vahy CAHN 26, CANH Instruments, vyr.¢. 39562, USA.
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33. POSTUP PRACE
3.3.1. Piiprava vzorku

Malé mnozstvi vzorku ( 2 — 10 mg } jsme umistili na dno hlinikového kelimku zvaZzeného
na analytickych vahach a zavi¢kovali pomoci ruéniho lisu. Pfed méfenim jsme kelimky i
vitka ttikrat oplachli v acetonu a vysusili v susarné pfi 110°C. Vigko je tvarovino tak, Ze
muZe byt umisténo na kelimek konvexni stranou nahoru nebo doli podle mnoZstvi vzorku a
mue tak redukovat mrtvy objem. *” Kelimek jsme znovu zvazili, protoZe pro méfeni
potiebujeme znét jak hmotnost vzorku tak i prazdného kelimku. Pro spravnost méfeni je
nutny dobry kontakt senzoru s kelimkem, proto dno kelimku musi zistat rovné. Po odstranéni
krytu komory a dvou kryti vnitinich jsme vzorek pinzetou umistili vpravo pfesné na stfed
vymezené plochy senzoru tepelného toku.

Umisténi vzorku do komory

Latku nelze aplikovat pfimo do komory, protoZe by mohlo dojit ke znegisténi tepelného
senzoru. Odpor proudu tepla je uréen kelimkem a ne relativné malym mnoZstvim vzorku,
proto 1ze pouzit jako referenéni vzorek prazdny hlinikovy kelimek se stejnymi vlastnostmi
jako méa méfeny kelimek. Referenéni vzorek jsme umistili vleve na vymezené misto tepelného
senzoru. Po uzavieni komory vnitfnimi a vn¢j§im krytem byl vzorek pfipraven k méfeni.
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3.3.2. Vlastni méFeni

Pied zahdjenim méfeni byla pro odstranéni pfipadnych necistot méftici komora zahfata na
500°C v dusikové atmosfére. Poté byla provedena korekce ptistroje s referenénim vzorkem a
prazdnym kelimkem pro ur€ity teplotni program, ktery byl pouZit i pro vlastni méfeni vzork.
Me&feni se provadi v dusikové atmosféfe, prutok ¢isticiho plynného dusiku byl 20 ml/min a
ochranného plynného dusiku 40 ml/min.

Ve specidlnim programu na zaznamenavani méfeni DSC 200 PC ,,Phox* jsme pro zah4jeni
méfeni zadali tyto potfebné tidaje:

-méfeni s korekci/bez korekce
-hmotnost vzorku a prazdného kelimku
-hmotnost referenéniho vzorku

-nazev

-teplotni program

Teplotni program se sklada z teploty pocatedniho stavu, cilové teploty pro zahfivani nebo
chlazeni, zahfivaci/chladici rychlosti a teploty kone¢ného stavu.. Na zaéatku a konci chlazeni
je nutné ruéné spustit a ukonéit privod kapalného dusiku z Dewarovy nadoby.

Pfistroj podle teplotniho programu méni podminky v komofe a zmény, ke kterym dochdzi
ve vzorku, zaznamenavd do kiivky ( x = ¢as v min, y = teplota ve °C, tok energie ve W),
Sledované tepelné zmé&ny se promitnou na kfivee nej¢astéji ve formé piku, ktery
charakterizujeme teplotami a plochou. Skelny pfechod je zaznamenan vy$kovym skokem
kiivky. Po ukonéeni méfeni byla uloZena data ( kiivky i teplotni program ) hodnocena ve
specialnim programu Netzsch Proteus Anylysis a Netzsch Peak Separation.,

Pro kazdy druh zkoumaného vzorku laktézy byl pouZit specidlng upraveny teplotni
program pii rychlosti zahfivani 10°C/min:

Start 20°C
Chlazeni -20°C rychlost 40°C/min
Izoterma -20°C 3 min
Zahfivani 160°C rychlost 10°C/min
Izoterma 160°C 3 min
Chlazeni -20°C rychlost 40°C/min

Teplotni program €.1 [Tzoterma -20°C 3 min

pro B-laktose Zahfivani 224°C rychlost 10°C/min
Izoterma 224°C 3 min
Chlazeni -20°C rychlost 40°C/min
Izoterma -20°C 3 min
Zahfivani 260°C rychlost 10°C/min
Izoterma 260°C 3 min
Chlazeni 20°C rychlost 40°C/min

~ Stop 20°C .
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Start 20°C
Chlazeni -20°C rychlost 40°C/min
Izoterma -20°C 3 min
Zahtivani 170°C rychlost 10°C/min
[zoterma 170°C 3 min
Chlazeni -20°C rychlost 40°C/min

Teplotni program €.2 | [zoterma -20°C 3 min

pro D-Lactose Zahfivani 190°C rychlost 10°C/min

monohydrate Izoterma 190°C 3 min
Chlazeni -20°C rychlost 40°C/min
Izoterma -20°C 3 min
Zahtivani 260°C rychlost 10°C/min
Izoterma 260°C 3 min
Chlazeni 20°C rychlost 40°C/min
Stop 20°C
Start 20°C
Chlazeni -20°C rychlost 40°C/min
Izoterma -20°C 3 min
ZahFivani 165°C rychlost 10°C/min
Izoterma 165°C 3 min
Chlazeni -20°C rychlost 40°C/min

Teplotni program &.3 | Tzoterma -20°C 3 min

pro a-laktose- Zahfivani 190°C rychlost 10°C/min

Supelco Izoterma 190°C 3 min
Chlazeni -20°C rychlost 40°C/min
Izoterma -20°C 3 min
Zahfivani 226°C rychlost 10°C/min
Izoterma 226°C 3 min
Chlazeni -20°C rychlost 40°C/min
Izoterma ~20°C 3 min
Zahfivani 260°C rychlost 10°C/min
[zoterma 260°C 3 min
Chlazeni 20°C rychlost 40°C/min
Stop 20°C

Tyto teplotni programy umoZiiuji sledovat teploty tani a skelné ptechody jednotlivych
vzorki. V termogramu laktozy je zfetelny endotermni pik dehydratace pii teploté kolem




149°C (pik 1), v oblasti mezi 170 — 180°C se pak vyskytuje endo-exotermni pik, ktery
azorituje pfeuspotadani krystalové miizky dehydratovaného monohydratu a-laktozy na
krystalovou mfizku anhydratu o-laktézy ( Hransformace pevného stavu“ ), poté nasleduje
endotermni dvojpik tani laktézy odpovidajici anhydratu a-laktézy pfi teploté kolem 218°C
(pik2)a anhydratu B-lakt6zy pfi teploté kolem 237°C ( pik 3 ). Skelny pfechod je patrny az
pfi druhém zahtivéni pHi teplot& kolem 118°C. *? V programu Netzsch Proteus Analysis jsme
u pikil 1 stanovili hodnoty Tp ( Peak — teplota maxima piku ) a AH ( Area —entalpie ), u
skelnych prechodd jsme povaZovali za hodnotu Tg parametr Tmid a dale jsme uvadéli
hodnotu ACp (zména tepelné kapacity ). Hodnoty Tpa AH jsme pro piky 2 a 3 stanovili
v programu Netzsch Peak Separation.
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4. TABULKY A OBRAZKY

4.1. VYSVETLIVKY K TABULKAM A OBRAZKUM

Pkl ...
-Pik2...
-Pik3...
-ACp ...
-AH ...
-Tg ...

-Tp ...

pik dehydratace

pik tdni alfa-laktozy

pik tani beta-laktézy

zmeéna tepelné kapacity (J/g.K)

entalpie (J/g)

teplota skelného prechodu odpovidajici hodnoté Tmid na termogramu ( °C)

teplota maxima piku (°C)

Cykly teplotniho ohfevu pouzité v tabulkach €.1 - 4:

-260...

-160-260...

prvni cyklus ohfevu do 260°C

prvni cyklus ohifevu do 160°C, druhy cyklus ohievu do 260°C

-160-224-260... prvni cyklus ohfevu do 160°C, druhy cyklus ohfevu do 224°C, tieti

cyklus ohfevu do 260°C
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4.2. TABULKY
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5. DISKUSE

5.1. VYBER VZORKU LAKTOZY, VYBER PARAMETRU LAKTOZY A
PARAMETRU KALORIMETRICKEHO STANOVEN(

Doposud se na katedfe farmaceutické technologie zpracovavaly laktézy farmaceutické
nebo potravinafské kvality. Pro pfesné uréeni teplot a tepel tani jednotlivych podild laktézy
bylo potfebné vybrat standartni vzorky analytické kvality. Pro tento udel byla vybrana
B-laktoza bezvod4 a dva vzorky a-laktézy monohydratu. Podle dosavadnich zkuSenosti
probihala stanoveni v rozsahu teplot od -20°C do +260°C. Teplota nad 260°C jiZ nebyla
pouZitelnd, nebot’ pii této teploté dochazi k rozkladu laktézy. U tii testovanych vzorki bylo
vedle celkového zhodnoceni vzorku zjistfovano, jaky vliv na piky laktézy, respektive Tg
laktézy ma odstranéni krystalické vody nebo odstranéni a-laktozy ze vzorku.

5.2. KALORIMETRICKE HODNOCENI VZORKU 8-LAKTOSE

Pti hodnoceni B-laktézy byl pouZit specidlni tepiotni program pfi rychlosti zahtivani
10°C/min. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach Cislo 1, 4 a 5 a na obrazcich éislo 1, 2, 3 a 4.

Teoreticky mél byt na termogramu 8-laktézy pouze jeden ostry pik B-laktézy. Na nami
zZjisténém termogramu jsme naméfili celkem tfi piky.

Prvni pik, majici teplotu tani 132,6°C a teplo tani 8,45 J/g souvisi s druhym pikem, ktery
ma teplotu tani 220,6°C a teplo tani 2,1 J/g. Druhy pik piedstavuje znedi$téni a-laktdézou a
prvni pik krystalicky vazanou vodu. B-laktézu pfedstavuje tieti pik, ktery ma teplotu tani
237,3°C ateplo tani 219,9 J/g. Po odstranéni vody se parametry téetiho piku neménily.
Po odstranéni a-laktézy doSlo k mimému sniZeni teploty tani a vét§imu sniZeni tepla tani
B-laktézy. Tato sniZzeni byla zplGsobena odstran€nim nejen o-laktézy, ale i Casti B-laktozy.
V ptipad¢€ odstrafiovani vody i a-laktozy u jednoho vzorku, jsme dosli ke stejnym vysledktiim
jako pfi soucasném odstranéni vody a a-laktézy.

Parametr skelného pfechodu Tg byl zjistovan jednak pfi prvnich chlazenich a dale p#i
prvnich ohfevech vzorku. Pfi druhych ohfevech vzorku se parametr Tg pohyboval v rozmezi
teplot 121 — 148°C. Teplota skelného pfechodu se sniZovala se stupném tepelné zatéze
vzorku. Tg zjidténa ze sestupné vétve cyklu méla hodnotu 180,4°C.

5.3. KALORIMETRICKE HODNOCENI VZORKU D-LACTOSE

Pii hodnoceni D-laktose byl pouZit specialni teplotni program pfi rychlosti zahiivani
10°C/min. Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulkach &islo 2, 4 a 5 a na obrazcich ¢islo
5az8.

Z vysledki vyplyva, Ze dany vzorek obsahuje a-laktézu-monohydrat s malym mnoZstvim
bezvodé B-laktoézy. Prvni pik, ktery ma teplotu tani 152,9°C a teplo tani 172 )/g
charakterizuje krystalicky vazanou vodu. Druhy pik ma teplotu tani 215,1°C a teplo tani 213,8 J/g.
Tento pik predstavuje a-laktézu. V daném piipadg tento pik splyval s malym pikem B-laktézy.
3-laktézu se podatilo oddélit a stanovit pouze u vzorku, u kterého se odstranila voda a ktery
byl v prvnim cyklu zahtaty na 190°C. Vzorek zahfaty v prvnim cyklu na 170°C ( viz obrazek

50



¢islo 6 ) nebyl hodnocen v diisledku nestandardniho pribéhu kiivek.
Hodnota skelného prechodu Tg na vzestupné vétvi cyklu byla 140,9°C a na sestupné vétvi
cyklu 166,8°C.

5.3. KALORIMETRICKE HODNOCENI VZORKU @-LACTOSE-SUPELCO

Pii hodnoceni a-laktose-Supelco byl pouzit specidlni teplotni program p#i rychlosti
zahfivani 10°C/min. Ziskané vysledky uvadi tabulky &islo 3, 4 a 5 a obrazky &islo 9, 10,
11a12.

Na termogramu jsou tfi vyznamné piky. Prvni pik, vyjadiujici krystalicky vazanou vodu
ma teplotu tani 148,7°C a teplo tani 156,1 J/g. Druhy pik predstavujici a-laktézu, ma teplotu
tani 221,8°C a teplo tani 125,2 J/g. Tteti pik charakterizuje B-laktozu. Ma teplotu tani 240,3°C
a teplo tani 111,4 J/g. U nékterych tepel tani byly zji$tény niz$i hodnoty, neZ jsou skuteéné,
nebot’ klesajici k¥ivka piku nedosahla zékladni linie. Na termogramech s odstranénou
krystalicky vazanou vodou nebo a-lakiézou nedoslo ke zménam teplot, respektive tepel tani.

Skelny piechod na vzestupné vétvi cyklu mél hodnotu 150,9°C a na sestupné vétvi cyklu
178,9°C.

5.4. KOMPLEXNi CHARAKTERISTIKA TESTOVANYCH VZORKU LAKTOZY

Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce &islo 5.

Z vysledku vyplyva, Ze vzorek B-laktose obsahuje B-laktézu-anhydrat a zanedbatelné
mnoZstvi a-laktézy-monohydratu.

Vzorek D-laktose obsahuje piedeviim a-laktézu-monohydrat a mens$i mnozstvi B-laktozy-
anhydratu.

Tteti vzorek, a-laktose-Supelco, ma obdobné sloZeni jako D-lactose, ale ma podstatné
vétsi podil B-laktézy-anhydratu.

Prvni pik charakterizuje vodu, ma nejvy$si hodnoty teploty tani a tepla tani u
D-lactose, o n&co niZ8i u a-laktose-Supelco a podstatné nizi u -laktose. Hodnoty teploty
a tepla tani tedy zavisi na mnoZstvi krystalicky vazené vody a zaznamu a vyhodnoceni piku.

Druhy pik charakterizuje o-laktézu, pohyboval se v rozmezi teplot 215 — 221°C. Nizsi
hodnota teploty tani u D-lactose ( 215°C), je pravdépodobné zplsobena vy$§im obsahem
krystalicky vazané vody.

Tteti pik charakterizuje B-laktozu. U vzorku B-laktose byla teplota tini o 3°C niZ8i neZ u
vzorku a-laktose-Supelco. Teoreticky by se dal pfedpokladat opaény vysledek.

Hodnoty skelného pfechodu na vzestupné vétvi cyklu termogramu se pohybovaly
v rozmezi od 140 — 150°C a na sestupné vétvi cyklu termogramu od 167 — 180°C.

Na ziskané vysledky ma podstatny vliv izomerni forma laktézy. Nachdzi se ve dvou
izomerickych formach - alfa a beta. V tuhém stavu se laktéza nachazi v a-formé&, B-formé a
amorfni form&. Alfa-forma miize byt bezvoda ( anhydrit ) nebo monohydrat. Beta-forma se
nachazi pouze ve formé¢ anhydratu. P¥i kalorimetrickém hodnoceni ma B-forma nejvyssi
teplotu tani: 252,5°C. Anhydrit a-laktézy ma teplotu tani niZ8i: 223°C a monohydrat a-
laktézy md teplotu tani 201°C ( znetisténi vodou ). P Zérovei je u této modifikace na
termogramu pik krystalicky vazané vody, s teplotou tani kolem 140°C,

V piipadé existence amorfni formy je moZno pii druhém ohfevu zjistit skelny pfechod.

Pokud se tyto tfi formy laktozy vystavi plisobeni vlhkosti, dochazi k témto zménam:
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Beta-lakt6za-anhydrat vystavena plisobeni vihkosti fadové desitky dnii pfechézi na a-
laktézu-monohydrat. Alfa-laktéza-anhydrat ptechazi za téchto podminek na a-laktdézu-
monochydrat. K tomuto procesu dochézi i po rozpusténi danych modifikaci ve vodé. Rovnéz
existuje moZnost pfechodu a- formy na -formu.
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6.

1)

2)

3)

4

5)

ZAVER

Z vysledkil této prace vyplyvaji tyto zavéry:

Vzorek B-lactose obsahuje B-laktézu-anhydrat 2 malé mnoZstvi a-lakt6zy-monohydratu.
Odstranénim krystalicky vazané vody se nem&ni parametry piku B-laktézy, odstranénim
piku krystalicky vazané vody a a-laktézy doSlo k mirmnému sniZeni teploty tani a k
vy$§imu sniZeni tepla tani, zplisobenému odstranénim i ¢asti B-laktézy.

Na termogramu 3-lactose byla na vzestupné vétvi cyklu termogramu zjisténa hodnota
Tg v rozmezi 121 — 148°C. Na sestupné vétvi cyklu termogramu byla zji§téna hodnota
Tg 180°C.

Vzorek D-laktose obsahuje a-laktézu-monohydrat a malé mnozZstvi B-laktézy-anhydratu.
Skelny piechod zjistény ze vzestupné vétve cyklu termogramu mél hodnotu 140,9°C,
hodnota Tg ze sestupné vétve cyklu termogramu byla 166,8°C.

Vzorek a-laktose-Supelco obsahuje a-laktézu-monohydrat a dale vétsi podil B-laktozy-
anhydratu. Hodnota skelného piechodu zjisténa ze vzestupné vétve cyklu termogramu
byla 150,9°C a hodnota Tg ze sestupné vétve cyklu termogramu 178,9°C.

Vzorek B-lactose obsahuje B-laktézu-anhydrat a zanedbatelné mnoZstvi a-laktézy-
monohydratu. Vzorek D-laktose obsahuje pfedevsim a-laktézu-monohydrat a malé
mnozZstvi B-laktozy-anhydratu. Alfa-laktose-Supelco ma obdobné sloZeni jako D-laktose,
ale ma podstatné v&tsi podil B-laktézy-anhydratu.
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