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Streszczenie

W ramach badan wykonanych w celu analizy zachowania $ladowej ilosci wody w uktadach
farmaceutycznych oraz w organizmach anhydrobiotycznych zbadano probki farmaceutyczne
zawierajagce hydrofobowg substancj¢ leczniczg tadalafil, amfifilowy polimer Soluplus® oraz state
rozproszenia tych substancji w proporcjach wagowych 1+9; 1+1; 9+1 (lek + polimer) przygotowane w
procesie mielenia kulowego. Badano wptyw predkosci obrotowej mtyna (100, 200, 400 obr./min.) i
czasu mielenia (1lh, 4h, 12h) na zdolno$¢ sorpcji pary wodnej. Badania wykonano takze dla
monohydratu bozentanu, ktéry podobnie jak tadalafil jest trudno rozpuszczalny w wodzie,
hydrofilowego polimeru Kollidon VA-64® oraz ich statego rozproszenia w proporcji wagowej 1+1. W
celu poréwnania zachowania wody w organizmach zywych i W probkach farmaceutycznych dokonano
takze analizy skrajnie odwodnionego grzyba zlichenizowanego Niebla tigrina z Pustyni Atacama.
Wykonano badania kinetyki hydratacji, relaksometrii i spektroskopii *H-NMR oraz wyznaczono
izotermy sorpcji. Metody te pozwolity na monitorowanie dynamiki molekularnej wody zwiazanej, w
celu zidentyfikowania frakcji wody wystepujacych w badanych probkach farmaceutycznych lub w
zywym organizmie kryptobiotycznym. Na podstawie tras hydratacyjnych dla probek farmaceutycznych
wyodrebniono trzy do czterech frakcji wody w uktadzie. Natomiast, na podstawie analizy plechy N.
tigrina, wykazano obecno$¢ maksymalnie trzech frakcji wody zwigzanej. Zalezno$¢ hydratacyjna
sygnatu 'H-NMR dla probek tadalafilu opisana byta funkcja liniowa, natomiast dla probek bozentanu
funkcja wymierng. W badanym poroscie, funkcja wymierna opisane byty niskie uwodnienia, zas funkcja
liniowg wysokie uwodnienia tej probki. Ponadto wykonano pomiary spektroskopii relaksacyjnej dla
statego rozproszenia tadalafilu w Soluplus® zawierajacego 50% substancji leczniczej, na podstawie

ktorych wyznaczono energi¢ aktywacji ruchow molekularnych.



Abstract

As a part of the research carried out to analyze the behavior of trace amounts of water in
pharmaceutical systems and in anhydrobiotic organisms, pharmaceutical samples containing the
hydrophobic drug substance tadalafil, the amphiphilic polymer Soluplus® and solid dispersions of these
substances in weight proportions 1 + 9; 1 + 1; 9 + 1 (drug + polymer) were tested. They were prepared
by a ball milling process. The influence of the rotational speed of the mill (100, 200, 400 rpm) and the
grinding time (1h, 4h, 12h) on the water vapor sorption capacity was investigated. The tests were also
carried out for bosentan monohydrate, which, like tadalafil, is poorly soluble in water, for the
hydrophilic polymer Kollidon VA-64® and their solid dispersion in the weight ratio of 1 + 1. In order
to compare the behavior of water in living organisms and in pharmaceutical samples, the extremely
dehydrated lichenized fungus Niebla tigrina from the Atacama Desert was also analyzed. Hydration
kinetics, relaxometry, and ‘H-NMR spectroscopy were investigated, and sorption isotherms were
determined. These methods allowed us to the monitor the molecular dynamics of bound water in order
to identify water fractions present in the tested pharmaceutical samples or in a living cryptobiotic
organism. On the basis of the hydration courses for pharmaceutical samples, three to four fractions of
water were identified in the system. However, based on the analysis of the thallus of N. tigrina, up to
three fractions of bound water were found. The hydration dependence of the *H-NMR signal for the
tadalafil samples was described by a linear function, while for the bosentan samples by rational function.
In the tested lichen, the rational function described the low hydration, and the linear function described
the high hydration levels of this sample. In addition, relaxation spectroscopy measurements were
performed for the solid dispersion of tadalafil in Soluplus® containing 50% of the drug substance, on

the basis of which the activation energy of molecular movements was determined.
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Spis symboli

ay,0 Wspolczynnik proporcjonalnosci pozwalajacy przeliczy¢ mas¢ mnozong przez ggstos¢
protonowa na sygnat MRJ dla molekul wody

a.q  Wspdlczynnik proporcjonalnosci dla cze$ci matrycy stalej, ktora uleglta rozpuszczeniu
as Wspotczynnik proporcjonalnosci dla czesci nierozpuszcezalnej matrycy statej

y Czynnik zyromagnetyczny jadra

Am Masa wody zwigzane;j

Am/mo Przyrost masy wyrazony w jednostkach suchej masy

AM/my Warto$¢ wysycenia miejsc pierwotnych wigzacych wode

Av Szerokos¢ potowkowa linii

Mo Przenikalno$¢ magnetyczna w prozni

Hn Magneton jadrowy

v Potozenie maksimum linii

70 Czynnik eksponencjalny

7 Czas korelacji

Pe Srednia ggsto$é protonowa czesci rozpuszczalnej matrycy statej

PH,0 Gestos¢ protonowa wody

Ps Srednia ggsto$é protonowa nierozpuszczalnej matrycy stalej
= Stosunek powierzchni zajetej do catkowitej powierzchni
o Czestos¢ Larmore’a

A Pole pod linig proporcjonalne do liczby jader rezonansowych w MRJ

Ai Uwodnienie sktadowych kinetyki hydratacji

AL/As Stosunek p6l powierzchni w spektroskopii jako miara ilosci wody zwigzanej w probce, Am/mg
a Wspoltczynnik przytaczania molekut

b Stosunek szybkosci przytaczania molekut do ich odtaczania w miejscach wtornych przy h =1

b1 Stosunek liczby wolnych miejsc wigzacych (dla h = 1) do liczby miejsc wigzacych
przypadajacych na jedng molekute
Cc Szybkos¢ odlaczania molekut wody

Co Szybkos¢ ucieczki z miejsc pierwotnych
ch Réwnowagowy poziom uwodnienia probki
Cs Stezenie nasyceniowe dla rozpuszczalnej frakcji statej

Ea Energia aktywacji

On Czynnik Landego

h(p/po) Wilgotnos¢é wzgledna (stosunek ci$nienia paru wodnej w powietrzu i ci$nienia pary nasyconej)
h Zredukowana stata Plancka

K Stata dysocjacji
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L/S

Amplituda frakcji mobilnej

Stosunek sygnatow w relaksometrii jako miara ilosci wody zwiazanej w probce, Am/mg

Masa rozpuszczonej frakcji statej

Masa badanej probki

Masa protonu

Masa sucha badanej probki

Masa frakcji wody zwigzane;j z frakcja rozpuszczalng
Catkowita masa frakcji stalej rozpuszczalne;j
Sktadowa poprzeczna magnetyzacji jadrowe;j
Sktadowa podtuzna magnetyzacji jadrowe;j

Wartos¢ rownowagowa wektora magnetyzacji jadrowej
Cisnienie pary wodnej zawartej w powietrzu
Cisnienie pary nasyconej

Stata gazowa

Amplituda frakcji statej

Czas uwodnienia danej sktadowej

Temperatura

Czas relaksacji podtuznej (spinowo-sieciowej)

Czas relaksacji poprzecznej (spinowo-spinowej)
Efektywny czas relaksacji poprzecznej

Temperatura przejscia fazowego

Objetos¢ probki
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Spis skrotow

0,1TD Stale rozproszenie tadalafilu w polimerze Soluplus® w stosunku 1+9
0,5TD Stale rozproszenie tadalafilu w polimerze Soluplus® w stosunku 1+1
0,5BS Stale rozproszenie bozentanu w kopowidonie w stosunku 1+1

0,9TD Stale rozproszenie tadalafilu w polimerze Soluplus® w stosunku 9+1
BET Izoterma Brunauer-Emmet-Teller

BS Bozentan niemielony

BS_M Bozentan mielony

DNA Kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

FID  Sygnat zaniku swobodnej precesji (ang. Free Induction Decay)

FT Transformata Fouriera

GAB lzoterma Guggenheim-Anderson-de Boer

IS Izoterma sorpcji

IR Sekwencja zaniku inwersji (ang. Inversion Recovery)

KH  Kinetyka hydratacji

MRJ Magnetyczny Rezonans Jadrowy (ang. Nuclear Magnetic Resonance, NMR)
PEG Glikol polioksyetylenowy (ang. polyethylene glycol)

PDE Fosfodiesteraza (ang. phosphodiesterase)

RL Relaksometria MRJ czasu T»

RF Impuls o czestotliwosci radiowej (ang. Radio Frequency)

S Spektroskopia NMR

SEM Skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. Scanning Electron Microscopy)
ST Spektroskopia relaksacyjna NMR czasu T, od temperatury

TD Tadalafil



Wprowadzenie

Zachowanie $ladowych ilosci wody zwigzanych z fazy gazowej zostato przeanalizowane na
przyktadzie uktadow mikroheterogennych charakteryzowanych réznymi typami  struktury
mikroskopowej. Pierwszym z nich byly rézne mieszaniny proszkowe substancji leczniczych wraz z
substancjg towarzyszaca, o réznej wielkosci ziaren proszku dla kazdej z probek. Drugim uktadem byt
organizm (plecha) grzyba zlichenizowanego przezywajacego skrajne odwodnienie. Makroskopowo taki
uktad jest jednorodny, jednak jego struktura wewngtrzna (mykobionta) ztozona jest z filamentéw oraz
ze zdehydratowanych molekut wegglowodanow, a obok nich wystepuja globularne komorki fotobionta.
Odwodnione probki proszkéw zawierajg wypetnione powietrzem pustacie, podobnie jak wysuszona
plecha. Jednak plecha zawiera dodatkowo mocno pokurczone komoérki fotobionta, a dla ktorej mozna
wyznaczy¢ porowato$¢ metodg porozymetrii rteciowej [1]. W obu przypadkach obecnos¢ pustaci moze

skutkowa¢ skokowa zmiang podatno$ci magnetycznej na granicy osrodkow.

Proces hydratacji proszku w postulowanym opisie moze sklada¢ si¢ z trzech etapow. Najpierw
sorpcji molekut z pary na powierzchni ziaren, nastgpnie wnikania wody w glab ziaren, wreszcie
makroskopowej zmiany fazy ziaren, ich rozpuszczania, skutkujacego nadmiarowym wzrostem udziatu
cieczy w probce. Nie mozna wykluczy¢ procesu pgcznienia na posrednich etapach rozpuszczania, jak

to ma miejsce w skrajnie odwodnionym DNA [2] lub w kompleksach DNA/surfaktant [3].

Proces hydratacji plechy powinien wyglada¢ inaczej: woda adsorbowana z pary przenika do
wnetrza plechy, wywotujac powrdt do objetosci i ksztattu fizjologicznego, w tym pecznienie
rehydratowanych komorek fotobionta, deponuje si¢ w tkance mykobiona, a jednocze$nie umozliwia
inicjalizacje akcji enzymatycznej skutkujacej przetwarzaniem weglowodanow do tatwo
rozpuszczalnych cukrow prostych, ktorych obecno$¢ manifestuje si¢ nadmiarowym wzrostem frakcji

cieczowej w probce.

Znaczacych roznic migdzy tymi uktadami mozna si¢ spodziewaé przy braku widocznego procesu
pecznienia dla plechy (wzrost objetosci fotobionta zachodzi wewnatrz organizmu bez skokowego
wzrostu powierzchni hydratowanej) oraz przy réznej zawartosci metali grupy 3d, paramagnetykoéw
elektronowych, fizjologicznie obecnych w plesze, ktére co do zasady nie powinny by¢ obecne w

substancjach o czystosci farmaceutyczne;j.

W pracy badano, czy roznice mikroskopowe migdzy procesami hydratacji badanych ukladow

mozna rozrdzni¢ metodami relaksometrii i spektroskopii *H-MRJ.

Przedstawiono wyniki badan zachowania §ladowej ilosci wody w organizmie anhydrobiotycznym
na przyktadzie porostu Niebla tigrina, oraz w dwoch modelowych trudno rozpuszczalnych w wodzie

substancjach leczniczych, takich jak tadalafil i bozentan, dwoch hydrofilowych polimerach
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stosowanych w technologii farmaceutycznej, jako nosniki dla tych zwigzkow tj. Soluplus® i Kollidon
VAG64® oraz dwuskladnikowych ukladow proszkowych (statych rozproszen) zlozonych z ww.

substancji aktywnych i polimerow.

Praca podzielona zostala na sze$¢ gtownych czgsci poswieconych kolejno: wstepnej
charakterystyce badanych uktadow, podstawom teoretycznym, materialom i metodom, opisowi

wynikow oraz ich dyskusji. Na zakonczenie sformutowano dwanascie najwazniejszych wnioskow
ptynacych z pracy.

W pierwszych rozdziatach opisano przedmiot badan, czyli opis zachowania §ladowych ilo$ci wody
w badanych uktadach. Przedstawiono podstawowe wiasciwosci fizykochemiczne wody stanowigce
podstawe procesow sorpcji wody. W kolejnych rozdziatach pierwszej czgsci, zaprezentowano badane
substancje farmaceutyczne wchodzace w sklad uktadow proszkowych, oraz organizm
anhydrobiotyczny: porost Niebla tigrina pochodzacy z chilijskiej pustyni Atacama. W drugiej czesci
opisano modele sorpcji wody uwzgledniajace rézne efekty powierzchniowe, a takze przedstawiono
skrocony opis teorii zjawiska MRJ. Przedstawiono procesy relaksacyjne mozliwe do zaobserwowania

przy pomocy spektroskopii i relaksometrii rezonansu jader wodoru.

W trzeciej cze¢sci opisano materialy i metody wykorzystane w przeprowadzonych badaniach, w

tym preparatyke probek, opis pomiard6w grawimetrycznych oraz uzyta aparature i sekwencje MRJ.

Cze$¢ czwarta przedstawia uzyskane wyniki dos§wiadczalne, kolejno analizujac kinetyke sorpcji,
izoterme sorpcyjng probek, oraz rézne aspekty rezultatdow pomiarow MRJ. Ostatnie dwie czegsci

zawierajg dyskusje wynikow oraz wnioski.
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. Wstep

Rozdziat opisuje wlasciwosci wody, istotne informacje na temat badanych uktadéw farmaceutycznych,

oraz charakterystyke badanego organizmu anhydrobiotycznego.
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1.  Wilasnosci wody w badanych ukladach

Woda, czyli inaczej tlenek wodoru jest lekka i jedng z najprostszych czasteczek w wszech§wiecie
znanym czlowiekowi, lecz dzigki swoim unikalnym witasciwosciom jest podstawa zycia. Czlowiek jest
organizmem bardzo od niej zaleznym, gdyz stanowi ona od ok. 50 do 70% masy ciata w zaleznos$ci od
wieku czy pfci. Juz nawet niewielkie odwodnienie na poziomie powyzej 3% moze powodowac pierwsze
objawy kliniczne, a powyzej 9% moze zagraza¢ zyciu [4].

Tak wigc sladowe ilosci wody moga decydowac o przetrwaniu lub $mierci danego osobnika czego
dowodem sg organizmy anhydrobiotyczne mogace wykorzysta¢ nawet mikroskopijne jej ilosci do
przetrwania [5]. Molekuty wody maja wptyw takze na strukture i dynamike molekut lub makromolekut,
bedacych z nig w kontakcie.

Wtlasnie ten aspekt stanowi przedmiot prezentowanych badan, ktéry bedzie analizowany na
przyktadzie probek farmaceutycznych, w ktorych hydrofobowa substancja lecznicza jest rozpraszana w
hydrofilowym polimerowym no$niku w procesie mielenia. Takie postgpowanie prowadzi do
wytworzenia stalych rozproszen, ktore maja na celu poprawe rozpuszczalno$ci i biodostepnosci
hydrofobowych substancji leczniczych. Natomiast, aby zagwarantowa¢ stabilno$¢ statych rozproszen
istotna jest wiedza nt. zjawisk, jakie mogg zachodzi¢ w probce pod wplywem sorpcji pary wodnej z
otoczenia (rozdziat 11.1). Zostalo to skonfrontowane z zachowaniem prostego organizmu, ktory jest
przystosowany do zycia na pustyni i przetrwania praktycznie w nieobecnosci wody (opis i
charakterystyka w rozdziale 1.3).

Woda jest bardzo reaktywnym zwiagzkiem chemicznym, inicjujacym powstawanie nowych
zwiazkow chemicznych, co stanowi trudnosci w utrzymaniu wolnego od innych substancji zwigzku
chemicznego [6]. Kolejnym aspektem jest zapoczatkowywanie reakcji chemicznych w $rodowisku
wodnym, jak np. dysocjacji jonowej, spowodowanych polarng strukturg molekuty wody [7, 8].

W celu prezentacji anomalnych whasciwosci wody przedstawiono: opis jej struktury i wybranych
wlasnosci fizykochemicznych, istote wystepujacego w wodzie wigzania wodorowego, oraz podstawowe
informacje dotyczace dynamiki molekul, co bedzie stanowi¢ podstawe do analizy sorpcji wody do

badanych probek.

1.1. Struktura i wlasciwosci wody

Pierwszymi naukowcami, ktorzy opisali czym jest woda, byli pod koniec XVI1I wieku Cavendish
i Lavoisier, ktorzy wykazali, ze woda jest zwiagzkiem zlozonym z wodoru i tlenu w stosunku
objetosciowym 2:1. Pozniej poznano doktadny sktad wody (uwzgledniajacy istnienie réznych
izotopdéw: *H, 2H, 3H oraz 1*0,*0,%0,70,*0,°0), ktory jest zalezny od jej pochodzenia, ale mozna
przyjac, ze abundancje *¥H; O, H, O i HDO wynoszg odpowiednio 0,2%, 0,04% i 0,03% [9]. W

uktadach biologicznych dominuje forma *H,%*0 i to ona bedzie w dalszej cze$ci tekstu rozumiana jako
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»woda”, ktora dzieki swoim wlasnosciom anomalnym jest jedna z podstawowych czasteczek
wystepujacych w materii ozywionej.

We wystepujacej w przyrodzie fazie lodu Ih czasteczki wody sa zachowane i tworza regularng
tetraedryczng sie¢ przestrzenng atomow tlenu, jednak wodory sg nieuporzadkowane, odpowiadajac za
entropi¢ resztkowa w 0 K. Struktura lodu Th zawiera wewnatrz duzo wolnej przestrzeni, dzigki czemu
w rownowagowej temperaturze topnienia gegstos¢ lodu jest mniejsza niz gestos¢ wody w stanie cieklym.

Usrednione wartosci, jakie mozemy uwzgledni¢ dla struktury wody, to kat miedzy wigzaniami O—
H wody wynosi 104,474, a dtugo$¢ wigzania — 0,9575 A [9] i jest to pojedyncze wigzanie kowalencyjne

spolaryzowane.

Czasteczka wody jest neutralna elektrycznie, jednak atom tlenu ma wigksza gestos¢ elektronowa
niz atomy wodoru, przez co pojawia sie elektryczny moment dipolowy czasteczki rowny 1,855 D dla
izolowanej czasteczki. Ta silna polarno$¢ wody przyczynia si¢ do tworzenia wigzan wodorowych z
innymi czgsteczkami wody, a takze innymi czasteczkami polarnymi. W stanie cieklym moment
dipolowy wody jest wigkszy o 0,6-1,2 D, za$ dla najpowszechniej wystgpujacego lodu heksagonalnego
warto$¢ ta wynosi 3,09 D [10].

1.2 Wiazanie wodorowe

Koncepcja wigzania wodorowego jest niezbedna dla zrozumienia anomalnych wiasnosci wody.
Powstawanie wigzan wodorowych tlhumaczy duzg zdolno$¢ wody do zwilzania powierzchni r6znych
substancji. Z drugiej strony, hydrofobowo$¢ niektorych zwigzkéw lub fragmentdw ich czgsteczek
mozna tlumaczy¢ brakiem lub niewielka zawarto$cig atomow donorowych, mogacych tworzy¢ wigzania
wodorowe z czasteczkami wody (np. w przypadku woskow, thuszczow) [9, 11]. Wigzanie wodorowe
jest zaliczane do czterech tzw. stabych oddziatywan fizycznych wraz z oddziatywaniem Van der Valsa,
dipolowo-dipolowym czy jonowym. Cannon w latach pi¢¢dziesigtych ubiegtego wieku okreslit warunki
do powstania wigzania wodorowego typu X-H..Y, ktorymi s3: Wigzanie X-H jest cz¢Sciowo jonowe,
atom Y ma wolng pare elektrondw na asymetrycznym orbitalu, w celu maksymalizacji energii wigzania

wolna para elektronowa i wigzanie X-H musza by¢ utozone do siebie wspotliniowo.

1.3. Procesy wplywajace na dynamike¢ molekularng wody

Czasteczka wody, ktora jest zbudowana z trzech atoméw posiada 9 stopni swobody. Opisujg one
stan, w jakim znajduje si¢ dany uktad fizyczny. Dzi¢ki tej informacji mozemy stwierdzi¢, ze czasteczka
wody moze wykonywaé trzy rodzaje ruchow: oscylacyjny, rotacyjny i translacyjny. Drgania
oscylacyjne sa ruchem wewnatrzczasteczkowym, zmieniajacym ksztalt molekuly przez zmiang

dhugosci wigzan lub katow miedzy nimi, oraz rozcigganie. Ruch rotacyjny obejmuje obroty czasteczki
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1 zmiang jej orientacji wzgledem otoczenia. Natomiast ruch translacyjny opisuje zmiane potozenia
wskutek dyfuzji lub ukierunkowanego przeptywu.

Temperatura
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Rysunek I.1. Diagram fazowy wody z warto$ciami ci$nienia i temperatury na liniach lub punktach

przemian fazowych. Nazwy lodu oznaczono na niebiesko[12, 13].

Formy lodu zaznaczone w diagramie fazowym na Rys. I.1. to: Ir — 16d heksagonalny (praktycznie
caly 16d w biosferze), Ic — metastabilny 16d kubiczny , II — 16d romboedryczny, III — 16d tetragonalny,
— 16d jednoskos$nie krystaliczny, VI — 16d tetragonalny krystaliczny, VII — 16d kubiczny, VIII —16d
VII z uporzadkowanym potozeniem atoméw wodoru, IX — 16d tetragonalny podobny do lodu 11, X —
16d symetryczny o orientacji protonowej, XI — 16d rombiczny (ferroelektyczny, najbardziej stabilna

forma lodu In), XV —16d VI o orientacji protonowe;j.

Szybkos¢ ruchéw molekut wody zalezy od jej fazy, ktora jest skorelowana z temperaturg i
cisnieniem zewnetrznym (Rys I.1), a w przypadku wody zwigzanej z uktadem takze od jego struktury.
W przypadku czystej wody mozna rozwazy¢ trzy gtowne regiony diagramu fazowego tj. obszar stanu
statego, cieklego i gazowego. W warunkach normalnych (T = 20°C, p = 1 atm) woda jest w stanie
cieklym i wykonuje wszystkie rodzaje ruchéw, podobnie jak w fazie gazowej. W przypadku lodu (np.

Ih) czasteczki wody ulegaja gtownie oscylacjom, a pozostate formy ruchu sa mocno ograniczone.

Przejscia fazowe wody wymagajg zmian entalpii, entropii, a takze struktury. Przyktadowo przejscie
fazowe z fazy stalej do cieczowej zachodzi dzigki pobraniu ciepta (entalpii), ktora z kolei skutkuje

zmiang struktury, przez co zmniejsza si¢ stopien uporzadkowania uktadu. Powoduje to wzrost entropii,
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ktéry odzwierciedla mobilnos¢ czasteczek, czyli uwolnieniu stopni swobody ruchow translacyjnego i

rotacyjnego.

Dynamika wody zwigzanej z innym ukladem, np. cialem statym jest istotnie r6ézna. Wigzania
chemiczne redukujg mozliwos$¢ ruchu czasteczki, stad woda, a doktadniej czasteczki wody, zwigzane
do powierzchni sg mniej mobilne od czasteczek wody w objetosci fazy cieklej, czy na granicy faz ciecz-

gaz. Roznice te mozemy zaobserwowac na podstawie np. widm *H-MRJ.

2. Badane uklady farmaceutyczne

2.1. Wprowadzenie i cel badan prébek farmaceutycznych

Produkt leczniczy stanowi substancj¢ lub mieszaning substancji, ktéra moze stuzy¢ do
zapobiegania, leczenia, diagnostyki lub zmiany fizjologicznych funkcji organizmu. Podany pacjentowi
powinien wywotywaé dziatanie immunologiczne, farmakologiczne lub metaboliczne.

Wiadomo, Ze state doustne postacie lekow, jak np. tabletki, czy kapsutki, sg najch¢tniej stosowane
przez pacjentow. Dazy si¢ zatem, do opracowywania nowych produktéw leczniczych Iub doskonalenia
juz stosowanych w lecznictwie w taki sposob, aby mozliwe byto ich podawanie pacjentowi wlagnie w
tej formie. Jednak, aby substancja lecznicza po podaniu doustnym wywotata ogoélnoustrojowy efekt
terapeutyczny, konieczne jest zapewnienie optymalnych warunkéw jej wchianiania z przewodu
pokarmowego. Dyfuzja bierna jest jednym z mechanizméw odpowiedzialnych za ten proces, a szybko§¢
dyfuzji bezposrednio przektada si¢ na czas, po ktérym obserwuje si¢ efekt terapeutyczny. Z tego powodu,
rozpuszczalno$¢ oraz szybko$¢ rozpuszczania substancji leczniczej w srodowisku zotadka i jelit,
warunkuje wchlanianie substancji leczniczych. Jesli substancja lecznicza charakteryzuje si¢
trudnosciami w rozpuszczaniu w wodzie, stwarza to istotne ograniczenia technologiczne na etapie
rozwoju nowych produktéw leczniczych. Rozwigzanie tego problemu moze stanowi¢ wtasciwy dobor
substancji pomocniczych lub/i technologii wytwarzania, ktére poprawig rozpuszczalno$¢ substancji
czynnej w przewodzie pokarmowym. Przykladem jest zastosowanie substancji pomocniczych
zwigkszajacych hydrofilowos¢ preparatu, ktore utatwiajg zwilzenie hydrofobowych czastek substancji
leczniczej.

Ponadto dazy si¢ do przeksztalcenia krystalicznych substancji leczniczych w ich formy
bezpostaciowe (amorficzne), ktore lepiej rozpuszczaja si¢ w wodzie. Ich wada jest jednak ograniczona
stabilno$¢ podczas przechowywania zwigzana z ryzykiem rekrystalizacji formy amorficznej.
Czynnikiem, ktory sprzyja rekrystalizacji amorficznych substancji leczniczych podczas

przechowywania, jest plastyfikujacy wptyw czasteczek wody, absorbowanej z otoczenia.
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W celu stabilizacji amorficznej formy substancji leczniczej istotny jest zatem wiasciwy dobor
nosnika, ktory z jednej strony bedzie korzystnie wptywal na rozpuszczalno$¢, a z drugiej strony
zagwarantuje stabilno$¢ amorficznej formulacji w okresie przechowywania.

Uktady, w ktorych substancja lecznicza jest rozproszona w no$niku, ktory jest nietoksyczny i nie
wykazuje wlasnego dziatania farmakodynamicznego, okre$la si¢ mianem statych rozproszen [14]. Stale
rozproszenia majg posta¢ proszku, ktory moze by¢ prasowany w celu uformowania tabletek lub
dozowany do kapsutek, ktore stanowig finalng posta¢ leku przeznaczong do podania doustnego
pacjentom. Niestety hydrofilowe no$niki stosowane do wytwarzania stalych rozproszen mogg miec

wilasciwosci higroskopijne, co ogranicza ich praktyczne zastosowanie [15].

W niniejszej pracy doktorskiej do badan wplywu $ladowych zawartosci wody wybrano dwie
substancije lecznicze trudno rozpuszczalne w wodzie, tj. tadalafil (Rys. 1.2a) oraz monohydrat bozentanu
(Rys 1.4a). Obie substancje lecznicze sg stosowane w farmakoterapii nadcisnienia tgtniczego ptucnego,
jednak kazda z nich charakteryzuje si¢ odmiennym mechanizmem dziatania. W ostatnich latach,
tadalafil i bozentan byly przedmiotem badan, ktorych celem bylo wykazanie ich przydatnosci
terapeutycznej w nowych wskazaniach klinicznych [16 — 20]. Uzasadnia to poszukiwanie rozwigzan
technologicznych, ktére w przyszitosci utatwiag opracowanie postaci leku dostosowanych w swojej
formie do farmakoterapii nowych rodzajow choréb.

Przedmiotem analiz opisanych w niniejszej rozprawie byty w szczegdlnosci dwusktadnikowe state
rozproszenia, ztozone z modelowych substancji leczniczych oraz hydrofilowych polimerdéw. State
rozproszenie to uklad proszkowy, w ktorym substancja lecznicza jest w stanie molekularnego
rozproszenia w matrycy farmakologicznie obojetnego nosnika (np. hydrofilowego polimeru). Nosnik
ma stabilizowa¢ amorficzng forme substancji leczniczej, zapobiegajac jej rekrystalizacji podczas
przechowywania. W niniejszej rozprawie State rozproszenia przygotowano metoda mielenia w mtynie
kulowym. Polimer Soluplus® wybrano jako nos$nik dla tadalafilu. Z kolei, monohydrat bozentanu
taczono z Kollidonem VA 64®.

Zalozono, ze wyjasnienie zjawisk fizycznych, towarzyszacych sorpcji pary wodnej z otoczenia,
umozliwi optymalizacje sktadu stalego rozproszenia oraz parametrow procesu jego wytwarzania. W
przyszto$ci moze to rowniez utatwi¢ doboér opakowania, dostosowanego do warunkéw przechowywania

finalnej postaci leku.

Biorac pod uwagg, korzystne wlasciwosci statych rozproszen pod katem mozliwosci zwigkszenia
dostepnosci  biologicznej substancji leczniczej, jak rowniez ryzyko rekrystalizacji niestabilnej
amorficznej formy substancji leczniczej podczas przechowywania, celem badan opisanych w rozprawie
bylo wyjasnienie oddzialywan molekularnych miedzy para wodng i substancjg lecznicza, parag wodng i

hydrofilowym no$nikiem, wreszcie parag wodng i statym rozproszeniem.
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W szczegolnosei, dokonano analizy wptywu procesu technologicznego, struktury statej matrycy
mikroheterogennej oraz ilosci hydrofilowego nos$nika wielkoczasteczkowego, na kinetyke hydratacji
statych rozproszen z fazy gazowej. Zidentyfikowano frakcje wody w stalych rozproszeniach oraz
dokonano oceny zmian zachodzacych w matrycy statego rozproszenia pod wptywem zaabsorbowanej
pary wodnej (np. pecznienie, rozpuszczanie). Do oceny kinetyki hydratacji zastosowano metode
grawimetryczng. Przy uzyciu modeli matematycznych okreslono mechanizm sorpcji wody. Dynamike
molekularng wody w statych rozproszeniach analizowano metoda spektroskopii oraz relaksometrii

magnetycznego rezonansu jadrowego protonéw w ciele stalym.

2.2. Charakterystyka stalych rozproszen z tadalafilem

Tadalafil, pochodna czteropierscieniowego uktadu heksahydropirazyno-pirydo-indolu (rys. 1.2a),
jest stosowany w farmakoterapii jako inhibitor fosfodieserazy-5 (PDES). Enzym ten wystepuje w
migéniach gtadkich cial jamistych, naczyniach krwiono$nych, migsniach szkieletowych, ptytkach krwi,
phlucach, nerkach i w mézdzku. W poréwnaniu z innymi substancjami leczniczymi z tej grupy, tadalafil
charakteryzuje si¢ dluzszym czasem biologicznego pottrwania tj. 17,5 h, oraz zwiekszona
selektywnosciag wobec PDES5 w pordéwnaniu do innych izoform fosfodiesterazy (np. PDE1, PDE6 i
PDEI11). Mniejsze jest zatem ryzyko zaburzen neurologicznych (PDE1), zaburzen widzenia (PDEG6)
oraz bolu migéni (PDE11) [21]. Tadalafil ma znikoma rozpuszczalno$¢ w wodzie (< 5 pg/mL). Z tego

wzgledu, jego dostepnosc¢ biologiczna jest ograniczona i wynosi tylko 36 %.

a)

b)
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Rysunek 1.2. Wzér strukturalny: a) tadalafilu [22], b) polimeru Soluplus®. Na niebiesko

zaznaczono cze¢$¢ hydrofilowa, na czerwono zaznaczono czesé lipofilowa struktury polimeru.

Do tej pory zarejestrowano wiele produktow leczniczych z tadalafilem. Sa to tabletki

zawierajace od 5 mg do 20 mg substancji leczniczej. Wskazania terapeutyczne dla tadalafilu obejmuja
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leczenie zaburzen erekcji [23], tagodnego przerostu prostaty [24], oraz nadci$nienia tetniczego plucnego
[25]. Prowadzone s3 badania nad wptywem tadalafilu na funkcjonowanie naczyn wiencowych oraz w

terapii schorzen wynikajacych z ostabienia funkcji $rédbtonka [16].
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Rysunek 1.3. Mechanizmy dzialania tadalafilu i bozentanu w terapii nadci$nienia plucnego [26].

Ze schematu przedstawionego na Rys. 1.3 wynika, ze glownym efektem dziatania tadalafilu jest
zwickszenie stgzenia cGMP w komorkach na skutek zahamowania aktywnosci fosfodiesterazy-5, ktora
odpowiada za rozktad tego zwiazku. W rezultacie duze stgzenie cGMP powoduje rozkurcz naczyn,
obnizenie ci$nienia oraz poprawe¢ ukrwienia narzagdow.

W ostatnich latach podejmowane sg proby zwigkszenia dostepnosci biologicznej tadalafilu przez
zastosowanie technologii majacych na celu poprawe rozpuszczalnosci i szybko$ci rozpuszczania tej
substancji leczniczej [27]. Zaproponowano m.in. wytwarzanie statych rozproszen metodg suszenia
rozpylowego [28], liofilizacji [29] oraz mielenia [30]. Wykazano przydatnos¢ kopolimeru
winylopirolidonu z octanem winylu (Kollidon VA64®) do stabilizacji amorficznej formy tadalafilu [29].
Stwierdzono zwigkszenie ilo$ci rozpuszczonej substancji leczniczej ze statych rozproszen, jak rowniez
korzystny profil uwalniania tadalafilu z tabletek przygotowanych przez prasowanie statego rozproszenia

w poroéwnaniu z niemodyfikowang substancjg leczniczg [30]. Poprawa szybkosci rozpuszczania
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tadalafilu byta rowniez mozliwa przy zastosowaniu jako no$nikéw pochodnych celulozy oraz polimeru

Soluplus (Rys. 1.2b).

Soluplus® to kopolimer ztozony z glikolu polietylenowego 6000 (PEG 6000), winylokaprolaktamu
oraz octanu winylu potgczonych w proporcjach 13:57:30. Jest on dostepny w postaci drobnego granulatu
w kolorze kremowym o charakterystycznym zapachu.

W strukturze Soluplus mozna wyrdzni¢ czgs¢ hydrofilowa i lipofilowa. Za wlasciwosci
hydrofilowe odpowiada fragment glikolu polioksyetylenowego 6000 (PEG 6000). Natomiast za
wiasciwosci lipofilowe odpowiada winylokaprolaktam i octan winylu (Rys. 1.2b). Masa czasteczkowa
Soluplus miesci sie w zakresie od 90 do 140 g/mol. Jest to polimer amorficzny, dla ktdrego temperatura
przejscia szklistego (Tg) wynosi ok. 70 °C.

W s$rodowisku wodnym, czastki Soluplus® pe¢cznieja, nastepnie rozpuszczaja si¢ tworzgc micele.
Ich obecnos¢ umozliwia solubilizacj¢ trudno rozpuszczalnych substancji leczniczych. Z tego wzgledu
jest on zaliczany do tzw. solubilizatorow micelarnych [31]. Co istotne, solubilizacja substancji
leczniczej w wodnym s$rodowisku przewodu pokarmowego moze przektadaé sie na zwickszenie jej
wchtaniania.

We wcezesniejszych badaniach prowadzonych nad statymi rozproszeniami tadalafilu w Soluplus®,
wykazano znaczne zwigkszenie szybkosci rozpuszczania substancji leczniczej w warunkach in vitro,
jak réwniez dostepno$ci biologicznej tadalafilu podawanego dozotadkowo szczurom [32]. Mialo to
zwigzek nie tylko z dziataniem solubilizujgcym polimeru, ale réwniez wigzalo si¢ z amorfizacja

krystalicznego tadalafilu pod wptywem oddzialywania sity mechanicznej w procesie mielenia.

Zaletg amorficznej formy tadalafilu jest wysoka temperatura przejscia szklistego (Tq = 147 °C),
co sugeruje jej stabilno$¢ w temperaturze pokojowej. Potwierdzono, ze niezaleznie od ilosci polimeru,
state rozproszenia tadalafilu w Soluplus, przygotowane metoda mielenia, byty amorficzne przez 5
miesiecy [32]. Wiadomo, ze o efektywnos$ci procesu mielenia pod kagtem amorfizacji substancji
leczniczej decyduja: wiasciwosci fizykochemiczne zwiazku, parametry procesu (predkos¢ obrotowa
mlyna, czas mielenia, temperatura), material z jakiego wykonano naczynia i kule mielace, ilo$¢ oraz
rozmiar kul mielacych, a takze stopien wypetnienia naczyn [33].

Zaletami metody mielenia jako technologii wytwarzania statych rozproszen sa: mniejsze ryzyko
degradacji termicznej substancji leczniczej niz w przypadku uzycia innych technologii (np. ekstruzji
topliwej) oraz brak koniecznos$ci stosowania rozpuszczalnikow organicznych, ktére z kolei sa niezbedne
w innych metodach, jak np. suszenie rozpylowe. Do wad procesu mielenia nalezy natomiast, brak jego
cigglosci, a takze znaczne zuzycie energii (dlugi czas mielenia), ktore jest uzaleznione od energii sieci
krystalicznej substancji leczniczej [30]. Zmniejszenie wielkos$ci czastek w tym procesie, powoduje
zwigkszenie ich powierzchni wlasciwej. W srodowisku wodnym zwigksza si¢ powierzchnia kontaktu
czastek statych z rozpuszczalnikiem, co jest korzystne pod katem zwigkszenia szybkosci rozpuszczania.

Jednakze, sorpcja pary wodnej z otoczenia zachodzi rowniez szybciej na powierzchni czastek
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zmikronizowanych niz w przypadku czastek nierozdrobnionych, co moze skutkowac niekorzystnymi
zmianami wtasciwosci fizycznych, chemicznych i mechanicznych finalnej postaci leku podczas
przechowywania. W szczegdlnosci jest to istotne, gdy do stabilizacji formy amorficznej stosowane sg
nosniki higroskopijne, ktore przechowywane w warunkach wysokiej wilgotnosci moga pegcznieé lub/i
rozpuszczaé sie. Zmiany tego rodzaju moga ostatecznie uniemozliwié zastosowanie statych rozproszen

w praktyce Klinicznej.

Na podstawie wytycznych opracowanych przez amerykanska Agencje Zywnoéci i Lekow (ang.
Food and Drug Administration, FDA), jako$¢ produktu leczniczego powinna byé zagwarantowana
przez wlasciwe zaplanowanie procesu wytwarzania. Taka strategia rozwoju produktéw leczniczych jest
okreslana mianem koncepcji Quality by Design (QbD). W celu efektywnej implementacji tej koncepcji,
niezbedna jest identyfikacja zmiennych krytycznych zaleznych zaréwno od formulacji (np. rodzaj i ilo$¢
nos$nika), jak rowniez procesu technologicznego (np. predkos¢ obrotowa, czas mielenia) oraz dogtgbne
zrozumienie, jaki wplyw maja te parametry na charakterystyke koncowa produktu leczniczego.
Odchodzi si¢ tym samym od zapewnienia jakoSci poprzez tradycyjnag kontrolg jakosci finalnego
produktu. Dazy si¢ natomiast, aby na etapie prac badawczo-rozwojowych zaplanowaé doswiadczenia
w taki sposdb, aby przez wlasciwy dobor warunkdéw eksperymentalnych zidentyfikowac najistotniejsze
parametry i oceni¢ ich wplyw na dany proces [34, 35].

Do tej pory dla statych rozproszen tadalafilu w Soluplus, sporzadzanych metoda mielenia
kulowego, okreslono parametry Krytyczne zalezne od formulacji i procesu wytwarzania. Wykazano, ze
ilo§¢ polimeru Soluplus® miata istotny wplyw na szybko$¢ rozpuszczania tadalafilu ze stalych
rozproszen. Ponadto, predko$¢ obrotowa oraz czas mielenia warunkowaly kinetyke procesu
rozpuszczania [36].

Biorac pod uwage powyzsze, przedmiotem analiz opisanych w niniejszej rozprawie byla ocena
wplywu ww. zmiennych krytycznych czyli ilosci polimeru, jak rowniez czasu i predko$ci obrotowe;j
miyna kulowego, na zmiany fizyczne, zachodzace w statlych rozproszeniach pod wplywem ich

hydratacji z fazy gazowej.

2.3. Charakterystyka stalych rozproszen z bozentanem

Bozentan (Rys. 1.4a) jest przyktadem substancji leczniczej z grupy nieselektywnych antagonistow
receptora endoteliny. Zostal wprowadzony do lecznictwa w 2001 r. i jest przeznaczony do terapii
pierwotnego 1 wtornego nadci$nienia ptucnego [26]. Ponadto jest stosowany w leczeniu twardziny
uktadowej w celu zmniejszenia ilo§ci owrzodzen na palcach rak i stop. Wyniki badan klinicznych
wskazujg obecnie na potencjalng przydatno$¢ bozentanu w terapii idiopatycznego zwidknienia ptuc [17],
zaawansowanego czerniaka [18], owrzodzen skory towarzyszacych cukrzycy [19] lub stwardnienia

rozsianego [20].
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Obecnie w lecznictwie dostepne sg preparaty handlowe z bozentanem w postaci tabletek,
zawierajacych 62,5 mg lub 125 mg substancji leczniczej. Podobnie jak tadalafil, rowniez bozentan jest
substancjg leczniczg trudno rozpuszczalng w wodzie. Jednak w odroznieniu od tadalafilu, jego
rozpuszczalno$¢ zalezy od pH. Bozentan jest nierozpuszczalny w kwasnym $rodowisku soku
zotadkowego (< 2 pg/mL), natomiast ponad 80-krotnie lepiej rozpuszcza si¢ w zasadowym pH ptynu
jelitowego [37]. Po doustnym podaniu, jego dostgpnos¢ biologiczna jest ograniczona i wynosi 50 %
[38].

Podobnie jak w przypadku tadalafilu [29], w celu stabilizacji amorficznej formy bozentanu w
statych rozproszeniach przygotowanych metodg mielenia uzyto polimer hydrofilowy - Kollidon VA-
64® (kopowidon). State rozproszenia opracowano w celu zwiekszenia biodostepnosci substancji

aktywnej po podaniu doustnym.
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Rysunek 1.4. Wzér strukturalny monohydratu bozentanu (a) i Kollidonu VA64 (b).

Kollidon VA 64® (kopowidon) jest kopolimerem winylopirolidonu z octanem winylu (Rys. 1.4b)
o masie czasteczkowej 197,2 g/mol, temperaturze topnienia powyzej 140 °C, temperaturze przejScia
fazowego 106 °C i bardzo dobrej rozpuszczalnosci w wodzie, ktora wynosi powyzej 300 g/L [39 — 41].
Kopowidon jest stosowany jako substancja wigzaca w procesie wytwarzania statych doustnych postaci
leku jak np. granulaty, tabletki. Z uwagi na dobra rozpuszczalno$¢ polimeru w rozpuszczalnikach
organicznych, opisano przydatno$¢ kopowidonu do sporzadzania statych rozproszen z licznymi
substancjami leczniczymi np. ezetymibem [42], indometacyng [43], ibuprofenem [44]. W lecznictwie
dostepne sa produkty lecznicze, zawierajacych kopowidon jako nosnik statego rozproszenia m.in. z
ritonawirem (Norvir) lub olaparybem (Lynparza) [45].

Biorac pod uwage hydrofilowy charakter kopowidonu oraz uwodnienie czgsteczki bozentanu
(monohydrat), konieczna jest ocena stabilnosci fizycznej dwuskladnikowych formulacji, zaréwno
krystalicznych jak i amorficznych, zwlaszcza gdy sa one narazone na oddziatywanie pary wodnej, np.
na skutek niewystarczajacej szczelnosci/barierowosci opakowania.

Celem badan opisanych w niniejszej rozprawie byla analiza wpltywu innego polimeru
hydrofilowego na stabilnos¢ fizyczng statych rozproszen z bozentanem pod wptywem ich hydratacji z

fazy gazowej, ktora ma duzy wplyw na szereg parametrow uzyskanych statych rozproszen [15]. State
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rozproszenia przygotowano w procesie mielenia. Monohydrat bozentanu taczono z kopowidonem w

stosunku wagowym 1+1, dla poréwnania analizie poddano sama substancj¢ lecznicza i sam polimer.

3. Charakterystyka badanego organizmu anhydrobiotycznego

W poréwnaniu do opisanych wczesniej probek farmaceutycznych, gdzie sladowe ilosci wody
moga mie¢ wplyw na stabilno$¢ calego uktadu, w przypadku organizméw anhydrobiotycznych wptyw
sladowych ilo$ci wody jest inny. Mozliwe zmiany strukturalne naktadaja si¢ na potencjalne wznowienie
i nasilenie procesoOw zyciowych organizmu.

Gatunkiem, jaki poddano analizie poréwnawczej jest porost strzepkowy Niebla tigrina [46]
(Rysunek. 1.5). Jest to gatunek endemiczny, zasiedlajacy obszar nadmorskiej pustyni Atacama, w Chile.
Formacje Lomas, odpowiadajace wybrzezu o wysokiej topografii, z charakterystycznag florg i fauna, sg
w duzej mierze zdefiniowane przez odlegto$¢ od wybrzeza 1 wysokos¢ w stosunku do warstwy mgly
pochodzacej z inwersji morskiej lub do camanchaca [47]. Temperatura powietrza osigga 13 °C w zimie
i 20 °C w lecie, z maksymalng wartoscig 26 °C; przy wysokiej wilgotnosci wzglednej 80-85%. Opady
rzadko przekraczaja 10 mm na rok, jedynie w latach "E1 Nifio", kiedy anomalie temperatury powierzchni
morza s3 dodatnie, zdarzaja si¢ ekstremalne opady o wigkszej intensywnosci [47, 48].

Organizmy odporne na skrajne odwodnienie, takie jak grzyby zlichenizowane Iub niektore
owady, moga przeksztalci¢ si¢ w forme¢ kryptobiotyczng. W tej formie sa one zdolne przetrwac okres
suszy miedzy opadami. Takie zdolnosci biologiczne nieczgsto pojawiajg si¢ podczas procesOw
ewolucyjnych, dlatego zwraca si¢ uwage na fizykochemiczne podstawy odpornosci na odwodnienie, a
nie tylko na ostateczny efekt funkcjonalny [49-51].
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Rysunek 1.5. Srodowisko naturalne porostéw na pustyni przybrzeinej, Park Narodowy Pan de
Azucar, polnocne Chile; (a) zbocze przybrzezne i naplywajaca mgla; (b) kolonia porostow w

strefie mgly przybrzeznej; (c) plecha Niebla tigrina, in situ [52].

Plecha porostow ulega rehydratacji z fazy gazowej do stosunkowo wysokiego poziomu
uwodnienia (np. w wilgotnej komorze). Usnea aurantiaco-atra rehydratuje do warto$ci nasycenia
Am/mo = 0,85 £ 0,03, Ramalina terebrata do wartosci 4m/mo = 1,2 + 0,05, natomiast Himantormia
lugubris do Am/mo = 0,85 + 0,05. Maksymalny poziom uwodnienia z fazy gazowej (przy p/po = 100%)
dla plechy U. antarctica wyniost Am/mo = 1,10, dla plechy L. puberulum Am/mo = 0,64, dla R. terebrata
Am/mo = 1,6, dla U. aprina Am/mo = 0,82, dla C. aculeata Am/mo = 1,0, dla T.compluculamatu Am/mo =
1,3, natomiast w przypadku jego wolnozyjacego fotobionta P. crispa Am/mo = 0,95 [49]. Poziom ten
jest zblizony do uzyskiwanego dla hydrofilowych polimeréw, zawartych w probkach farmaceutycznych
(Soluplus®, Kollidon VA64®), a takze do wartosci poziomu uwodnienia, jaki uzyskiwano dla badanej

w tej rozprawie plechy.

W plechach niektorych gatunkdéw porostow antarktycznych, dla ktorych powyzej opisano
warto$ci maksymalnego poziomu uwodnienia, podobnie jak w badanym w rozprawie poroscie Niebla
tigrina, podczas pomiarow H-NMR ujawnily nieoczekiwany nadwyzkowy przyrost sygnatu od
protonéw mobilnych, pojawiajacy si¢ wraz ze wzrastajagcym poziomem uwodnienia podczas tagodne;j
rehydratacji prowadzonej z fazy gazowej. Efekt ten moze by¢ spowodowany dwiema przyczynami, a
mianowicie prostym rozciefnczeniem rozpuszczalnej w wodzie frakcji statej, lub dekompozycji

sktadnikow wchodzacych w sktad matrycy statej [53].
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Tak wiec celem badan plechy tego grzyba zlichenizowanego jako przykladowego organizmu
anhydrobiotycznego byto porownanie zachowania omawianego uniwersalnego adsorbatu, jakim jest
woda, do efektu jaki ma ona na wcze$niej prezentowanie hydrofobowe substancje lecznicze

modyfikowane technologicznie w procesie mielenia.
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Il. Teoria

Rozdzial opisuje zjawiska fizyczne wykorzystywane w prowadzonych badaniach
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1. Badane zjawiska fizyczne

W ponizszym rozdziale zostaty opisane zjawiska fizyczne powigzane z prowadzonymi badaniami.
Na podstawie wykonanych tras hydratacyjnych (rozdziat IV.1) mozemy dopasowaé modele opisujace
zjawisko sorpcji, ktorego podstawy teoretyczne opisano ponizej. W dalszej czgsci rozdziatu opisano
podstawy magnetycznego rezonansu jadrowego i zjawisk mu towarzyszacych wykorzystywane do opisu

badan relaksometrycznych i spektroskopii *H-MRJ.

2.  Sorpcja na powierzchniach

Sorpcja zazwyczaj nazywa si¢ poczatkowy etap penetracji fazy skondensowanej przez czasteczki
danej substancji. Uwzglednia on adsorpcjg, czyli nagromadzenie si¢ czasteczek na powierzchni oraz
absorpcje w objetosci materiatu. Substancj¢ ulegajaca adsorpcji nazywa si¢ adsorbat, a substancje
penetrowang przez adsorbat - adsorbentem lub podtozem. Na powierzchni¢ czynng adsorbentu (statego)
sktadaja si¢ rowniez réznego rodzaju pory i kanaliki. Uwzgledniajac stopien rozdrobnienia adsorbentu
zwigksza si¢ jego powierzchnia wlasciwa, wyrazana jako powierzchnia na jednostke masy.

Zwigzek migdzy wzglednym cisnieniem par, h, i zawarto$cia substancji w materiale opisuje w
danej temperaturze izoterma sorpcyjna. W przypadku sorpcji wody wzgledne ci$nienie par, h,
okreslamy takze jako wilgotno$¢ wzgledna, jest ona stosunkiem ci$nienia pary wodnej zawarte] w
powietrzu, p, do cisnienia pary nasyconej, Po:

P
h—p0 (1)

Zawartos¢ wody w sorbencie mozna za$ zdefiniowaé jako mase¢ zaabsorbowanej wody, 4m, na

jednostke suchej masy probki, mo:

Am mp—mo

= @

mo mg
gdzie mp to masa badanej probki.

W zalezno$ci od wystepujacych oddziatywan migdzy sktadnikami procesu wyroznia si¢ dwa
rodzaje sorpcji. Adsorpcja fizyczna wystgpuje z powodu oddzialywan sit miedzyczasteczkowych (sity
van der Waalsa, wigzania wodorowe, itp.), podczas gdy adsorpcja chemiczna zwigzana jest z przejsciem
elektronow pomigdzy cialem statym a substancja adsorbowana. Proces ten wiaze si¢ z powstaniem
zwigzku chemicznego miedzy adsorbentem i pierwsza warstwa zaadsorbowanej substancji. Energia
wydzielana w trakcie adsorpcji fizycznej jest tego samego rzedu co entalpia kondensacji, jej wartosci
wynoszg od kilku do okoto 50 kJ/mol, w przypadku chemisorpcji entalpia tego procesu jest wicksza o
rzad wielkosci i wynosi ok. 200 kJ/mol [54].
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3. lzotermy sorpcyjne i ich klasyfikacja

Izoterma sorpcyjna przedstawia, jaka ilo$¢ substancji zostanie zaabsorbowana w zaleznos$ci od
stanu uktadu (czyli dla zestawu parametrow: ci$nienia i temperatury dla adsorpcji z fazy gazowej;
ci$nienia, temperatury i stezenia w przypadku adsorpcji z cieczy). [los¢ zaadsorbowanej substancji
moze zosta¢ przedstawiona, jako pokrycie powierzchni, tzn. stosunek liczby miejsc adsorpcyjne

zajetych do liczby miejsc adsorpcyjnych wolnych.

Obecnie stosuje si¢ klasyfikacje wg IUPAC (Migdzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowanej)
wyrdzniajaca VI typow izoterm adsorpcji (Rys. 11.1) [55]:

e Typ | - charakterystyczny dla adsorbentow mikroporowatych, opisywany najprostsza izoterma

Langmuira;

e Typ Il - (najczesciej spotykany) i typ III (bardzo rzadko wystepujacy) - charakterystyczny dla

adsorbentéw mikroporowatych, izoterma ma forme sigmoidy;

e Typ IV - (rozpowszechniony) i V (rzadko wystepujacy) — charakterystyczny dla

mezoporowatych adsorbentow;

e Typ VI - adsorpcja wielowarstwowa na powierzchni jednorodnej.

I
Typ I Typ II Typ 111
plpo —=

1 0 1 0
Typ IV Typ V Typ VI

Rysunek 11.1. Ogélna prezentacja modeli izoterm sorpcji wedlug typow.

Typ L, 111 III jest zgodny z klasyfikacja wg. Brunauera. W toku wykonywanych badan dopasowano
model odpowiadajacy sorpcji II typu, ktora w skrajnym przypadku przechodzi w typ III.
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3.1. Izoterma Langmuira

Mechanizm przylgczania i odigczania molekut od powierzchni adsorbenta, pierwszy raz zostat
opisany przez Irvinga Langmuira w 1918 r. [56]. Przedstawit on model jednowarstwowej sorpcji
czasteczek, trafnie opisujacy dane doswiadczalne dla sorpcji z fazy gazowej w zakresie wilgotnosci h

< 0,1. Jego model opierat si¢ na szeregu zatozen:

e staly adsorbent ma na swej powierzchni szczeg6lnie aktywne miejsca zwane centrami aktywnymi,
ktérymi mogg by¢ na przyklad $ciany mikrokrystalitow, defekty sieciowe lub w przypadku

adsorbentow ztozonych, granice faz,

e do kazdego centrum aktywnego moze zosta¢ zaadsorbowana, w wyniku adsorpcji fizycznej badz

chemicznej, jedna czasteczka adsorbenta (powstaje warstwa monomolekularna),

¢ czasteczki zaadsorbowane na centrach adsorpcji nie oddziatuja wzajemnie na siebie,

e proces adsorpcji ma charakter dynamicznej réwnowagi pomigdzy adsorpcjg i procesem

odwrotnym do adsorpcji — desorpcja,

¢ zaadsorbowane czasteczki nie wykazuja ruchu translacyjnego (drgania, czy przemieszczania si¢)

w plaszczyznie powierzchni adsorbenta,
e cnergia adsorpcji jest stata i nie zalezy od stopnia pokrycia powierzchni.

Zaktadajac, ze liczba centrow aktywnych na powierzchni jest stata, proces adsorpcji mozna zapisaé

rownaniem
B + A & BA, 3)

gdzie A to liczba czasteczek gazu, B—liczba wolnych miejsc aktywnych, a BA to liczba - zajetych miejsc

aktywnych. Rownowagowy wspotczynnik sorpcji mozna zapisaé jako

K = : (4)

Jesli 2 to stosunek powierzchni zajetej do catkowitej powierzchni (0 < E < 1) i przyjmujac, ze [BA]
jest proporcjonalne do pokrycia powierzchni zaadsorbowanymi czasteczkami (czyli jest proporcjonalne
do E), podczas gdy [B] jest proporcjonalne do liczby miejsc niezapelnionych, 1 — Z, a [A] jest
proporcjonalne do ci$nienia gazu p, mozna zapisac

= —_ K
= = n = .
(1-B)p 1+K'T

()
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Faktem jest, ze K jest wartoscig stata tylko wtedy, gdy entalpia adsorpcji jest niezalezna od
stopnia pokrycia powierzchni. Wspotczynnik K opisujacy rownowage migdzy procesami sorpcji i
desorpcji zalezy m.in. od temperatury uktadu oraz od ci$nienia gazu nad powierzchnia. Oba te parametry
stanu wywierajg przeciwstawny wplyw na stezenie adsorbatu. Przyktadowo, pokrycie powierzchni

wzrasta ze zwigkszaniem ci$nienia gazu, lecz maleje jesli przy stalym ci$nieniu gazu ro§nie temperatura.

3.2. Izoterma BET
Model Langmuira opisuje szczego6lna sytuacje, gdy adsorpcja jest ograniczona do jednej warstwy,
a wiec ilo$¢ adsorbatu szybko si¢ wysyca. Nie opisuje on m.in. zjawiska kondensacji wystepujacego

powszechnie dla duzych cis$nien pary.

Pod koniec okresu miedzywojennego XX wieku Brunauer, Emmet i Teller na podstawie teorii
Langmuira opracowali teorie adsorpciji wielowarstwowej [57]. Gléwnym zatozeniem modelu sorpcji
BET jest rownowaga w warunkach nasycenia, szybko$¢ wigzania molekut apo i szybko$¢ ich odtaczania
C od wtornych miejsc wigzacych jest jednakowa. Prowadzi do wniosku, ze warto$¢ parametru b = 1, co
oznacza, rownos¢ liczby Ai+1 | Ai. Stosujac te zatozenia do uktadu rownan (8-10) dla h =1 otrzymujemy
réwnanie izotermy BET:

mo  mgy (1—h)(1+b h—h) "

(6)

3.3. Izoterma GAB-Dent

Model BET dobrze opisuje dane doswiadczalne w zakresie wilgotnosci wzglednej atmosfery
do & = 0,45, natomiast powyzej tej wartoSci stosuje si¢ bardziej ogdlny model [58]. Stosowany skrot
GAB odnosi si¢ do nazwisk tworcow (Guggenheim, Anderson i De Boer), ktorzy doktadniej rozwingli
model sorpcji wiclowarstwowej, aby miat on zastosowanie W szerokim zakresie aktywnosci sorpcyjnej
wody. Podstawy tego modelu sg identyczne z poprzednikiem z lat 30-tych z tym wyjatkiem, iz opisuje
on dodatkowo wystgpowanie zrdéznicowania tempa przytgczania molekul w miejscach wtornych.
Zgodnie z zatozeniami modelu przyjmijmy pierwotne miejsca wigzace jako Ao symbolem A; oznaczymy

pozostate wtorne miejsca wigzace. W wyniku otrzymamy wzor na sume wszystkich miejsc wigzacych:

N=37, A, 7)

Uwzgledniajac parametry opisujace ruch molekut absorbatu, nalezy rozwigza¢ uktad réwnan
opisujacy kinetyke sorpcji. Niech ap oznacza szybko$¢ wigzania molekut (a - wspdlczynnik
przytaczania, p - ci$nienie atmosferyczne), Co szybkos¢ ucieczKi z miejsc pierwotnych, a C szybkos¢
ucieczki dla miejsc wtornych. W warunkach rownowagi termodynamicznej otrzymujemy nastepujacy

uktad rOwnan:
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( 1dag _ ~ A1 Ao _
N dt CON apy 0
1dA1_ AZ A1 Al AO_
N ey T ary C0N+apN—O (8 - 10),
1 dA, Ay A, Aq Ao
—=C—=—-—ap——-C—+ap—=0
N dt N pN N+ pN

dzigki ktéremu mozemy wyznaczy¢ liczbg miejsc wigzacych i molekut zaleznych od Ag. Dzigki tej

operacji uzyskujemy zalezno$¢:

Ai _ (Gyi-12 it

jesli i okresla bardzo duza liczbe molekut otrzymujemy:

A o A4 -
I T NI (12

o)

Z powodu wystgpowania sumy szeregu arytmetycznego 2,;-; % otrzymujemy:

A 1-@)p
FO=1+£C—g ' (13)
(EP-@p
Jezeli wykorzystamy zaleznoé¢ (4.13) do policzenia A otrzymamy:
. QP
A=—F 0 (14)
[1-(C P+ )p— (PPl
Wprowadzajgc oznaczenia stosowane dla izoterm sorpcji:h = pﬁ, b; = Cipo, b = %poi
0 0
- bih
A= L (15)

(1-bh)(1+b h—bh)

Odnoszac wyrazenie (11) do uktadu, w ktorym warto$¢ $rednia miejsc wigzacych to stosunek
catkowitej masy po adsorpcji 4m, do masy substacji adsorbujgcej wysycajgcej miejsca pierwotne AM.
Ponadto normalizujgc rownanie masg suchg substancji mo otrzymamy model GAB-Denta w postaci
sigmoidalnej:

mo  mg (1-bh)(1+b h—bh)

(16)

3.3.1. Forma paraboliczna izotermy sorpcyjnej GAB-Dent
Otrzymywane dane do$wiadczalne sorpcji sa czgsto przedstawiane w postaci parabolicznej
uzyskanej poprzez podzielenie parametru h przez réwnanie (16) dla modelu Denta:

h
Am/m,

= A + Bh-Ch?. (17)
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Na podstawie uzyskanych parametréw mozemy wyznaczy¢ parametry postaci sigmoidalnej

izotermy Dent-GAB w nastepujacy sposob:

e (18)
mo  VBZ+4AC'

by = ——, (19)

h=———. (20)

Parametr 22 okresla warto$¢ wysycenia miejsc pierwotnych wigzacych wode, nastepnie parametr

mo

b oznacza stosunek szybkosci przytaczania molekut do ich odtaczania w miejscach wtornych przy h =

1. Odwrotnos$¢ parametru by jest stosunkiem liczby wolnych miejsc wigzacych (dla h = 1) do liczby

miejsc wigzacych przypadajacych na jedng molekute. Stanowi on miare hydrofobowos$ci powierzchni

absorbentu. Aby zobrazowac stosowalno$¢ modeli, ponizej przedstawiono wykresy wszystkich modeli

w postaci sigmoidalnej o przyktadowych parametrach wygenerowane komputerowo dla AM/mo = 0,047,
b =0,95; 1/b1 = 0,002 (Rys. 11.2):

T T T

: —— Model Denta
i —— Model BET
: - Model Langmuira

o 0.8 u
E
£
<]

0.6

0.4

0.2

0.0

0.0

.
.
T

T

0.2 0.4 0.6 0.8 1,0

Rysunek 11.2 Zakres stosowalnosci izoterm sorpcji [59].
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4.  Magnetyczny Rezonans Jadrowy

Metody Magnetycznego Rezonansu Jadrowego (MRJ lub NMR) sg jednymi z najlepszych technik
badania wody w fazie skondensowanej. Dzi¢ki obserwacji jader wodoru, ktore naleza do najczesciej
badanych jader rezonansowych, mozna z otrzymanego sygnatu wyciagna¢ zarowno jakosciowe, jak i

ilosciowe wnioski dotyczace wody.

Jedng z istotniejszych zalet technik NMR jest jej nieinwazyjno$¢ w okreslaniu dynamiki
molekularnej, czy otoczenia chemicznego w probkach biologicznych [60, 61]. Ich wiasciwosci
hydratacyjne sg zazwyczaj badane przy uzyciu magnetycznego rezonansu jadrowego dla jader *H, 2H

lub 1O poprzez obserwacje spektroskopowsg lub obserwacje procesow relaksacyjnych [62].

4.1. Moment pedu i moment magnetyczny jadra

Klasycznie moment pedu czastki dany jest wyrazeniem:
L=7 Xp. (21)

W opisie kwantowym wprowadza si¢ operatory dla wszystkich wielko$ci wektorowych. Stad

moment pedu przyjmuje postac:
L=—iAr x V. (22)

Oprocz momentu pedu wynikajacego z ruchu w przestrzeni, elektrony i niektore jadra atomowe maja

1
wlasny kret - spin. Spin elektronu jest warto$cig stalg i wynosi 2. Dla jader o niezerowym momencie

pedu zachodzi relacja migdzy momentem magnetycznym, a tymze momentem pedu:

i=yL, (23)

gdzie: y - jest charakterystycznym dla kazdego jadra wspotczynnikiem zyromagnetycznym réwnym

e — Inln

e - (mp+ - masa protonu, g» - czynnik Landego, un- magneton jadrowy).
P+

In

Operator spinowy | spetnia te same relacje komutacyjne, co operator momentu pedu (23), a

zastgpujgc moment pedu operatorem spinowym I otrzymuje sig:

fi = yhl. (24)
Hamiltonian jadra obdarzonego momentem magnetycznym i umieszczonego w polu magnetycznym B

ma postac: H= —[ioB. (25)
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Rozwazamy pole B, skierowane wzdluz osi z . Wowczas wartoSci wilasne operatora Hamiltona

oddziatywania jadra z polem magnetycznym sg iloczynami warto$ci wlasnych operatora I, i czynnika
(y-Bo). Przez co réznice wartosSci energii miedzy kolejnymi poziomami sg rowne:

AE = E(m) — E(m — 1) = —yhB,.

(26)

4.2. Magnetyzacja

Wypadkowy moment magnetyczny M probki na jednostke objetosci nazywany jest magnetyzacja
jadrowa [63]:

—

1 —
M==-Xp

i 27)
gdzie V jest objetoscig probki.
Jedynie sktadowa magnetyzacji w kierunku pola B , M, jest rézna od zera, gdyz obie sktadowe

prostopadte poszczegélnych spindw utozone sg beztadnie 1 si¢ zerujg. Dzigki temu proces
rezonansowego wzbudzenia falg elektromagnetyczng moze by¢ opisany za pomocg réwnan Blocha
uwzgledniajacych relaksacj¢ uktadu.
4.3. Precesja Larmore’a i zjawisko MRJ
Po uwzglednieniu wzordéw (23) oraz (27) zasade zachowania momentu pedu mozna zapisac jako
2 M=y MxB,.
dt

(28)
Przy przejsciu do uktadu wirujacego z predkoscia katowa @ rownolegla do osi OZ predkosc
transformuje si¢ w nastepujacy sposob:

V=1,+wXT,

postac:

(29)
gdzie v, jest predkoscig tego punktu w ukladzie rotujagcym. Przyjmujac, Ze magnetyzacja w
wirujacym uktadzie zachowuje si¢ analogicznie do predkosci, rownanie (28) przyjmuje nast¢pujaca

ad — — — w

(30)
Jezeli predkos¢ uktadu jest rowna @ = —)/B—O) = wy, to wektor M jest w nim nieruchomy
i
dt

= 0. Natomiast jezeli probke umiescimy w polu B—O) i zadzialamy polem na nig polem zmiennym

38



E o czestotliwosci spetiajacej warunek rezonansu @ = —)/B_O), to jego spiny beda precesowac¢ wokot

kierunku wektora pola E

4.4, Procesy relaksacyjne

Relaksacjg nazywany jest powrdt uktadu do stanu réwnowagi termodynamicznej po jego
wezesniejszym z tej rownowagi wytraceniu. W metodzie MRJ wzbudzenie ma posta¢ impulsu o
czestotliwosci radiowej, ktory obraca magnetyzacje probki wzgledem pola Bo. Po jego zastosowaniu
magnetyzacja jadrowa zostaje wychylona z wartosci rownowagowej, natomiast po jego wylaczeniu
powraca do stanu poczatkowego. W procesie relaksacji wzbudzone sygnatem RF spiny jadrowe wracaja

do stanu podstawowego.

4.4.1. Ruch wektora magnetyzacji

Ruch wektora magnetyzacji M w polu B_0> i pod wplywem pola Fl) jest ztozeniem ruchu
precesyjnego i relaksacyjnego, a jego analiz¢ umozliwia uktad rownan Blocha. Zmiane magnetyzacji w

czasie mozna zapisac jako

am

= w(®)- M) = [RIM(© — Mai], &
1
i
gdzieRto: R = [0 % 0] a M _ jest wartoéciag rownowagowa sktadowej magnetyzacji wzdtuz osi
0 0 —
Ty

z. Wyraz [R][M(t) — M _ ] opisuje zanik magnetyzacji w ptaszczyznie Xy i odrost sktadowej M,(t) ze

statymi czasowymi T1i T2. Rozpisanie tego rownania na sktadowe daje:

(AMyx () _ My (¢)
T dr [Mz(t)wy(t) - My(t)wz(t)] - T
aMy,(t) . M, (t)
S e (32)
AM,(8) _ [My()Meo]
\ at T,

Zaktadajac, ze pole magnetyczne jest statyczne i znajdujac rozwigzania tych réwnan rozniczkowych

w odpowiednich plaszczyznach uzyskujemy funkcje, opisujace procesy relaksacji.

4.4.2. Relaksacja skladowej podluznej magnetyzacji jadrowej
Powrot sktadowej M, do wartosci poczatkowej, czyli relaksacja podtuzna, jest nazywany relaksacja
spin - sie¢, poniewaz zmiana jej warto§ci wigze sie ze zmiang energii uktadu spinéw jadrowych,

oddawania energii wzbudzonych spinéw do otoczenia termodynamicznego zwanego w NMR siecig.
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Energia oddziatywania spindw z polem Bp jest proporcjonalna do wartosci sktadowej M, (25).
Parametrem charakteryzujacym relaksacje spin - sie¢ jest czas Ti - czas relaksacji podtuznej, po ktorym

sktadowa M, odrasta do 63%, co dobrze odzwierciedla ponizszy wzor:
M,(t) = M;(0) - (1 — 2e~*/™). (39)

4.4.3. Relaksacja skladowej poprzecznej magnetyzacji jadrowej

Po poddaniu probki dziataniu pola B_l) 1l _BTS w warunkach rezonansu pojawi si¢ sktadowa
poprzeczna magnetyzacji jadrowej. Zanik sktadowej My, wektora magnetyzacji to relaksacja poprzeczna
bedaca skutkiem utraty koherencji faz precesujacych spindw jadrowych poprzez przejscia kwantowe
migdzy spinami tego samego rodzaju, stad inna nazwa: relaksacja spin - spin. Warto$¢ energii uktadu

spinow jadrowych pozostaje stata (23). Ruch sktadowej Myy opisuje rownanie:

M,y (t) = My, (0) - e/, (34)

gdzie T, jest czasem relaksacji poprzecznej nazywanym tez czasem relaksacji spin - spin.

4.4.4. Czasy korelacji

Warto$ci czasOw magnetycznej relaksacji jadrowej T1 | To powigzane sg z czasem korelacji ruchow
molekularnych, 7., czyli czasem, w ktérym czasteczka zmieni swoje potozenie o 1 radian (w
ptaszczyznie) lub 1 steradian (w przestrzeni). Wynika to z faktu, ze ruch natadowanych czastek indukuje
zmiany rozktadu pol lokalnych, co z kolei powoduje relaksacje. Czas korelacji jest miarg ruchliwosci
molekut - przy krotkim z. molekuty poruszajg si¢ szybko (np. w cieczy), a przy dtugim - wolno (jak w
ciele stalym). Zalezno$ci czasow relaksacji od czasu korelacji dla pary spindw opisujg rdwnania

wyprowadzone przez Bloembergena, Purcella i Pounda (model BPP) [64]:

1 1  foN2 Viv5h? Ic 3Tc
1 _ 35
10( ) r6 (1+(w1—w2)2‘r(2; * 1+wit * 1+(w1+w2)2 2 )

i=i(:‘0) yivin® <4 n ¢ 4 3% _+ 6Tc 4 6Tc )

T, 20 r6 1+(w1—w2)2T2  1+w3Tté  1+4witi  1+(w1+w,)2T2

(36)
gdzie r - odlegto$¢ pomiedzy oddziatujacymi spinami. W przypadku pary jednakowych spinow y1 = v2
i 01 = o2 te wzory upraszczajg si¢. Przyjmujac, ze czas korelacji jest opisany relacja Arrheniusa, tzn.:

Eq
Tc = ToeRT, (37)

gdzie, 1o jest czynnikiem eksponencjalnym, Ea - energig aktywacji rozumiang jako minimalna ilo$¢

energii potrzebnej do pokonania bariery energetycznej pomiedzy dwoma wlasciwymi dla rozwazanego

40



ruchu minimami energetycznymi o réwnej gtebokosci , a R — statg gazows, to zalezno$¢ odwrotnosci
czasow relaksacji T1 | T2 od odwrotnosci temperatury osiaga minimum dla o'z = 0,616, gdzie

odpowiada czestosci pracy spektrometru. Po uproszczeniu wzor (35) prezentuje sie nastepujaco:

1

0 y ZTC
7 - 10 (4n) (1+w2 2t 5 %ZT%) (38)

Dla niskich temperatur ruch obserwowanej molekuly jest wolniejszy od czestos$ci obserwacji w-zc >
0,616, a wzor BPP dla szybkosci relaksacji pod}uZnej mozna przyblizy¢ jako:

1 3 2
_ .UO)Z V (39)

T_1 10( 6 w2tc
Analogicznie, dla wysokich temperatur, gdy w-zc < 0,616, ruch czasteczek jest szybki, a szybko$¢
relaksacji mozna przyblizy¢é wzorem:

1 _ 3 (Hoy2¥'h?

T, 10 (47'c) ré ST (40)

W podobny sposob mozna przyblizy¢ szybkos¢ relaksacji poprzecznej (36) w niskich i wysokich

temperaturach.

1 _ 3 Uo 2 V*R?

526G 7T (41)
dy w7 < 0,616 l—i(ﬂ)zyh 42
gy e <5, T, 20 \4m (42)

4.5. Obserwacja zjawiska MRJ

4.5.1. Ksztalt linii rezonansowych
Sygnat zaniku swobodnej precesji (FID) jest funkcja napigcia od czasu V = f(t). Aby uzyska¢ widmo,
konieczne jest poddanie tegoz sygnatu transformacji Fouriera, w wyniku ktorej uzyskuje si¢ sygnat MRJ

W postaci zaleznos$ci napi¢cia od czestosci:

F(w) = F(f(®) = [7) f (e~ dt. (@3)

Efektem jest krzywa rezonansowa o maksimum w czesto$ci Larmora wo.

Dla probek w stanie cieklym przyczynki od oddzialywania dipolowego oraz anizotropia
przesuni¢cia chemicznego, a wiec i wartosci pol lokalnych, sa usredniane w wyniku ruchow
molekularnych cieczy, co skutkuje waska, lorentzowska linig rezonansowa:

2A Av
L(w) == —"— (44)

T 4(U—vg)2+AV’
gdzie AL jest polem pod linig (proporcjonalnym do liczby jader rezonansowych), Av - szerokoscia
potowkowa linii, a vo - potozeniem maksimum linii.
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W przypadku ciala stalego mamy do czynienia ze znacznie wolniejszymi ruchami
molekularnymi, pola lokalne nie ulegaja usrednieniu, a wzbudzenie spindw wystepuje w szerszym

zakresie czgstosci. Skutkuje to szersza, w przyblizeniu gaussowska, linig widmowa:

AgVin4 _Zm

Av2
o F e v ) (45)
2

gdzie oznaczenia s3 analogiczne, jak w przypadku funkcji Lorentza. Szerokos$¢ linii zalezy od

G(w) =

oddziatywan, jakim podlegaja obserwowane jadra rezonansowe. Wszystkie oddziatywania bgdace
mechanizmami relaksacji mogg powodowaé poszerzenie linii. W przypadku jagder atomowych o spinie
1/2 zasadniczy wplyw na szeroko$¢ linii maja oddziatywania dipolowe.

Model ten wielokrotnie zostat wykorzystany do opisu ukladow biologicznych, takich jak plechy
grzybow zlichenizowanych [65, 66], DNA [3], oraz lipidéw [67].

45.2. Zalezno$¢ sygnatu 'H-MRJ od poziomu uwodnienia probki.

Wielko$¢ sygnatu cieczowego *H-NMR wyrazona w jednostkach sygnatu statego, L/S (lub A/As w
domenie czestotliwo$ei), moze by¢ traktowana jako miara ilo§ci wody zwigzanej w probce, Am/mo. Jesli
w probee dochodzi jedynie do adsorpcji molekut wody, wowczas zalezno$¢ LIS (Am/myo) jest liniowa.
Jesli wyraz wolny jest wiekszy od zera, oznacza to, ze probka zawiera pewng ilos¢ wody zwiazanej z
strukturg wewngtrzna, nieusuwanej w czasie dehydratacji do fazy gazowej. Jesli jednak probka zawiera

frakcje stalg rozpuszczalng w wodzie, sygnat cieczowy MRJ, L, moze by¢ opisany przez:
L = ay,0 PH0 AM + QcgpcMeg, (46)

gdzie Am jest masg wody zwigzanej, py,o gestoscig protonowg wody, Meg masg rozpuszczonej frakcji
stalej, pc Srednig gestoscig protonowa czgSci rozpuszczalnej matrycy stalej, a @p,o, Qcq » S8
wspotczynnikami proporcjonalno$ci pozwalajacym przeliczy¢ mas¢ mnozong przez gesto$¢ protonowag
na sygnat MRJ, odpowiednio dla molekut wody oraz dla czgéci matrycy statej, ktora uleglta

rozpuszczeniu [68, 69].
Wspotczynniki te moga roznié si¢ od jedynki na przyktad w obecnosci jondw paramagnetycznych w
srodowisku. Sygnal S pochodzacy od czgsci statej probki moze by¢ opisany jako:

S= 05 ps My — AegPcMeg (47)

gdzie mo jest sucha masa probki, ps - Srednig gestoscig protonowg nierozpuszczalnej matrycy statej,
0s, Ocd - WSpOtczynnikami proporcjonalnosci dla czesci nierozpuszczalnej matrycy statej oraz dla czesci

matrycy statej, ktora ulegta rozpuszczeniu.

Ilo$¢ rozpuszczonej frakcji statej zalezy od $redniego stezenia nasycenia (rozpuszczeniowego) Cs dla

rozpuszczalnej frakcji statej, co pozwala na wyznaczenie masy czg$ci rozpuszczalnej matrycy statej:
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Am. (48)

Stosujac wzor (48) do ilorazu L/S uzyskujemy wzor:

y. Cg Am
14+%x =T
L/ _ k ( ) 1-Cg"myg 49
S— "y, Cs Am (49)
6§ 1-Cg mg
gdzie. k — aLPL — Pc 6 — Ps
asps’ PH20’ PH20

Jesli zatozy¢, ze w probce wystepuja dwa rodzaje wody, a mianowicie woda $cisle i woda luzno
zwigzana, wtedy sygnal cieczowy opisany réwnaniem (46) mozna rozdzieli¢ dla kazdej frakcji.
Zaktadajac ze woda SciSle zwigzana ma kontakt z substancjg ulegajaca rozpuszczeniu mozna wtedy

wyznaczy¢ funkcje opisujaca stosunek sygnatow Li/L:

by, = — (50)

C 1
m1+1+(y*1_‘gs)*Am

gdzie m; opisuje frakcj¢ wody zwigzanej z frakcjg rozpuszczalng. Jak wynika ze wzoru (49) oraz
(50), badajac hydratacyjne zaleznosci sygnatu *H-MRJ, mozna wyznaczy¢ $rednie st¢Zenie nasycenia

substancji rozpuszczajacych si¢ w probcee.
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I11.Materialy i metody

Rozdzial opisuje Zrédlo i opis preparatyki zmierzonych probek, analize morfologiczng przy uzyciu SEM, przebieg
eksperymentu pomiaru tras hydratacyjnych i tworzenia izoterm sorpcyjnych, oraz uzytq aparature i sekwencje

pomiarowe w badaniach MRJ.
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1. Preparatyka probek farmaceutycznych

1.1. Zrodlo materialéw

Do badan uzyto tadalafil i monohydrat bozentanu wyprodukowane przez Zaktady Farmaceutyczne
Polpharma S.A (Starogard Gdanski, Polska). Natomiast, polimery Soluplus® oraz Kollidon VA64®

otrzymano z firmy BASF (Warszawa, Polska).

1.2.

Analiza obejmowata 25 statych rozproszen, ktore zostaly przygotowane w Katedrze Technologii

Przygotowanie prébek farmaceutycznych

Postaci Leku i Biofarmacji Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM i przekazane do badan opisanych w
niniejszej rozprawie (Tabela 111-1). Dobor substancji pomocniczych oraz metody sporzadzania statych
rozproszen, opieral si¢ na danych z pismiennictwa oraz wynikach wczesniejszych prac zrealizowanych
na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM. Wykazaly one m.in. zwigkszenie szybkosci rozpuszczania
tadalafilu ze statych rozproszen w Soluplus® w warunkach in vitro, co przektadato si¢ na zwigkszenie
dostepnosci biologicznej tadalafilu w warunkach in vivo [32, 37, 70]. Dla poréwnania oceniono same
substancje lecznicze: tadalafil i bozentan, jak rowniez dwa polimery hydrofilowe: Soluplus® i Kollidon

VA64®.

Tabela 111-1. Zestawienie oznaczen, skladéw i metod analizy probek farmaceutycznych

opisanych w pracy. Proporcje skladnikow wyrazono w % wagowych.

Nazwa Hydrofobowa Hydrofilowy polimer Parametry procesu Metoda
formulacji substancja lecznicza mielenia analizy
Tadalafil | Monohydrat | Soluplus® Kollidon Predkosc Czas

bozentanu VA64® obrotowa mielenia
(kopowidon) tarczy [h]
planetarnego
mtyna
kulowego
[obr./min]

TD 100 0 0 0 0 0 KH, R, S
BS 0 100 0 0 0 0 KH
BS M 0 100 0 0 400 4 KH, IS
0,5BS 0 50 0 50 400 4 KH, IS,

R, S
0,1TD 10 0 90 0 100 1 R, S
100/60
0,1TD 10 0 90 0 200 1 R, S
200/60

45



0,1TD 10 0 90 0 400 1 R, S
400/60
0,1TD 10 0 90 0 100 4 R, S
100/240
0,1TD 10 0 90 0 200 4 KH, IS,
200/240 R, S
0,1TD 10 0 90 0 400 4 R, S
400/240
0,1TD 10 0 90 0 100 12 R, S
100/720
0,1TD 10 0 90 0 200 12 R, S
200/720
0,5TD 50 0 50 0 100 1 R, S
100/60
0,5TD 50 0 50 0 200 1 R, S
200/60
0,5TD 50 0 50 0 400 1 R, S
400/60
0,5TD 50 0 50 0 100 4 R, S
100/240
0,5TD 50 0 50 0 200 4 KH, IS,
200/240 R, S, ST
0,5TD 50 0 50 0 400 4 R,S
400/240
0,5TD 50 0 50 0 100 12 R, S
100/720
0,5TD 50 0 50 0 200 12 R,S
200/720
0,9TD 90 0 10 0 100 1 R, S
100/60
0,9TD 90 0 10 0 200 1 R,S
200/60
0,9TD 90 0 10 0 400 1 R, S
400/60
0,9TD 90 0 10 0 100 4 R, S
100/240
0,9TD 90 0 10 0 200 4 KH, R, S
200/240
0,9TD 90 0 10 0 400 4 R, S
400/240
0,9TD 90 0 10 0 100 12 R, S
100/720
0,9TD 90 0 10 0 200 12 R, S
200/720
Soluplus® 0 0 100 0 0 0 KH, IS,
R, S
Kollidon 0 0 0 100 0 0 KH, IS,
VA64® R, S

KH - kinetyka hydratacji, IS - izotermy sorpcji, R - relaksacja czasu T» *H-MRJ, S - spektroskopia H-

MRJ, ST - spektroskopia relaksacyjna czasu T;.
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Kazdorazowo przygotowano po 1 g mieszaniny tadalafilu z polimerem Soluplus® w trzech
proporcjach wagowych tj. 1+9 (0,1TD); 1+1 (0,5TD) i 9+1 (0,9TD). Mieszaniny przeniesiono do naczyn
0 poj. 45 mL, wykonanych z tlenku cyrkonu. Mielenie wykonano przy uzyciu planetarnego miyna
kulowego Pulverisette 7 classic line (Fritsch, Idar-Oberstein, Niemcy). W kazdym naczyniu znajdowato
si¢ po 7 kul mielacych o $rednicy 1 cm, ktére bylty réwniez wykonane z tlenku cyrkonu. Stosunek
masowy kul do probki wynosit 75:1. Predkos¢ obrotowa tarczy mtyna wynosita odpowiednio 100, 200
lub 400 obr./min, natomiast, czas mielenia wynosit 1 h, 4 h lub 12 h. Kazde mielenie prowadzono w
cyklach po 20 min, po ktorych nastgpowato zatrzymanie mtyna na 10 min, w celu zmniejszenie ryzyka
przegrzania probki. W taki sam sposob przygotowano state rozproszenie bozentanu w Kollidon VA64®
(0,5BS) w proporcji 1+1 (m/m). Predko$¢ obrotowa tarczy mityna wynosita 400 obr./min, a czas
mielenia wynosit 4 h. Dla poréwnania, w tych samych warunkach, wykonano mielenie bozentanu bez
dodatku polimeru (BS_M).

Nastepnie probki do tras hydratacyjnych umieszczono na tackach wykonanych z aluminium o

$rednicy ok. 2,5 cm. Probki do pomiaréw 'H-MRJ umieszczono w probowkach wykonanych z szkfa.

W przypadku stalych rozproszen tadalafilu w Soluplus, trasy hydratacyjne wyznaczono dla probek
statych rozproszen mielonych z predkoscia obrotowa 200 obr./min przez 4 h. Natomiast state
rozproszenia bozentanu byly mielone przez 4h z predkoscia 400 obr./min. Probki tadalafilu,
niemielonego bozentanu oraz przyktadowej mieszaniny 0,9TD probki nie uwadnialy sie¢ powyzej Am/mo
= 0,1, a wyznaczone zmiany masy oscylowaty w granicy btedu wagi. W badaniach *H-MRJ czasu
relaksacji spinowo-spinowego w domenie czasu, oraz w domenie czestotliwosci masy wszystkich
zmierzonych probek przedstawiono w Tabeli 111-3. Pomiary zaleznosci czasu relaksacji spinowo-
sieciowego od temperatury wykonano tylko dla jednej probki reprezentatywnej to jest stalego
rozproszenia tadalafilu sporzadzonego w stosunku wagowym 1+1, otrzymanego podczas mielenia z

predkoscig 200 obr./min przez 4 h.

2. Preparatyka organizmu anhydrobiotycznego

Niebla tigrina [46] (Rys. 1.5), gatunek endemiczny, zebrany zostal podczas ekspedycji na Pustyni
Atacama w dniach 3-16 listopada 2017 roku, na obszarze Las Lomitas w Parque Nacional Pan de Azucar,
Chanaral, Pustynia Atacama, Chile. Formacje Lomas. Przechowywane w temperaturze 20°C i
wilgotnos$ci otoczenia do 30%. Probki do tras hydratacyjnych umieszczono na tackach o $rednicy ok.
2,5 cm wykonanych z aluminium. Probki do pomiaréw H-MRJ umieszczono w probowkach

wykonanych z szkta.
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3. Ocena morfologii probek farmaceutycznych przy uzyciu

skaningowej mikroskopii elektronowej

Analize morfologiczng probek farmaceutycznych wykonano we wspolpracy z Instytutem Nauk
Geologicznych na Wydziale Geografii i Geologii UJ przy uzyciu mikroskopu skaningowego Hitachi S-
4700 (Japonia). Przed przystapieniem do analizy, probki proszkow naklejano na paski weglowe

miedzianych holderow. Po napyleniu weglem, wykonano zdjecia w powiekszeniu 400-500X.

Rysunek I11.1. Zdjecia ze skanigowego mikroskopu elektronowego dla tadalafilu przed procesem
mielenia (a), mieszaniny tadalafilu z Soluplus® (0,5TD) przed mieleniem (b), probki 0,5TD po
mieleniu — stale rozproszenie (C), stalego rozproszenia 0,5TD po hydratacji w wilgotnosci
wzglednej (RH) 76% przez 7 dni (d).

Stwierdzono ze tadalafil ma krysztaty o charakterystycznym iglastym ksztatcie (Rys. 111-1a),
podczas gdy czastki Soluplus maja kulisty ksztalt i sa znacznie wicksze od substancji aktywne;j.
Porownujac zdjgcia mozna zaobserwowac, ze po zmieleniu krysztaty tadalafilu ulegaja mikronizacji i
tworzg aglomeraty o roéznej wielkosci (Rys. Il1-1c). Nie ma istotnej zmiany morfologii statego
rozproszenia 0,5TD po tygodniu przechowywania w wilgotno$ci wzglednej 76%. Jednak probki
przechowywane w 76% tworzyty duze migkkie aglomeraty (Rys. 111-1d), rozpadajace si¢ na proszek po
wyjeciu z pojemnika.
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4.  Badanie kinetyki hydratacji

W badaniach kinetyki hydratacji uwadniano probki z fazy gazowej w eksykatorach zawierajacych

substancje, zmieniajace ci$nienie pary wodnej nad powierzchnig ich roztworéw nasyconych. Do

materialow majacych takie witasciwosci nalezg sole i kwasy. Do pomiarow opisanych w tej pracy

wykorzystano eksykatory o wilgotnosci wzglednej atmosfery przedstawionej w Tabeli 111-2. Przed

rozpoczeciem pomiaréw probki byly dodatkowo wstepnie dehydratowane nad zelem krzemionkowym

(h=0) przez 72h w celu usunigcia wody, ktéra mogla zosta¢ zabsorbowana w trakcie preparatyki.

Tabela 111-2. Substancje uzyte do hydratacji z fazy gazowej.

Substancja Wilgotnos¢ wzgledna Substancja Wilgotnos¢ wzgledna
p/po P/po
zel krzemionkowy 0% 52% Na,Cr,07-2 H,O
LiCl 11% 63% NHsNOs

H3PO4 19% 76% Na;S;03 -5H,0
KC;H30> 23% 88% K2COs

CaCly-6H20 32% 93% Na2S0O4-10 H,0
K2COs 44% 97% K2S04

100% H.0

Przyrosty masy bylty okreslane poprzez wazenie probek na wadze analitycznej (RadWwag WAX 110 o

doktadnosci 0,01 mg) umieszczonej na podlozu antywibracyjnym. Uwodnienie wyrazano w

jednostkach bezwymiarowych na podstawie przyrostu masy probki po hydratacji wzgledem jej suchej

masy, mo (Wzér 2).

Sucha masa mg zostata otrzymana wskutek trwajacego 72 h wyprazania w temperaturze 343 K, ktore

przeprowadzono na koncu serii pomiarow z uwagi na ryzyko zmiany struktury probek. Masy probek

powietrznie suchych oraz suche masy probek uzytych w pomiarach MRJ zebrano w Tabeli 111-3.
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Tabela 111-3. Masy prébek uzytych do pomiaréw relaksometrii i spektroskopii *H-NMR.

Formulacja Masa Sucha masa Formulacja Masa Sucha masa
powietrznie mo [mg] powietrznie mo [mg]
sucha mps sucha mps
[mg] [mg]
0,5TD
Soluplus® 52,63 50,69 100/720 54,88 52,78
0,5TD
0,1TD 100/60 46,76 45,64 200/720 48,59 46,71
0,1TD 200/60 47,95 46,74 0,9TD 100/60 47,18 46,26
0,1TD 400/60 53,43 52,11 0,9TD 200/60 46,28 45,56
0,1TD
100/240 57,77 56,27 0,9TD 400/60 55,99 54,15
0,1TD 0,9TD
200/240 57,46 56,31 100/240 70,77 67,23
0,1TD 0,9TD
400/240 33,18 32,21 200/240 48,50 47,26
0,1TD 0,9TD
100/720 47,68 45,54 400/240 53,78 51,93
0,1TD 0,9TD
200/720 42,10 39,97 100/720 48,81 47,09
0,9TD
0,5TD 100/60 53,14 51,12 200/720 49,81 48,54
0,5TD 200/60 43,36 41,40 TD M 32,67 32,44
0,5TD 400/60 56,35 54,05 BS 33,79 33,48
0,5TD BS M
100/240 65,00 63,22 42,03 41,85
0,5TD 0,5BS
200/240 40,88 40,08 63,66 63,45
0,5TD Kollidon
400/240 64,58 61,58 VAG4® 62,21 61,84
N. tigrina 11,25 10,98

Uzyskane z tras hydratacyjnych wyniki, a takze uzyskane na podstawie tych wynikow

izotermy sorpcji zostaty zaprezentowane w Rozdziale V.
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5. Metody pomiaru magnetycznego rezonansu jadrowego

Pomiary byly wykonywane metoda jednoimpulsowego wzbudzania jader impulsem n/2, a nastgpnie

procesy relaksacji rejestrowano w domenie czasu i czgstotliwosci.

5.1. Relaksometria *H MRJ
Pomiary relaksacji *H-NMR wykonano przy uzyciu relaksometru wysokiej mocy typu WNS
HB65 firmy Waterloo NMR Spectrometers, z Waterloo, Ontario, Kanada. Czgsto$¢ rezonansowa

wynosita 30 MHz w polu magnetycznym o wartosci indukcji okoto 0,7 T.

Rysunek I11.2. Relaksometr MRJ WNS HB65.

5.1.1. Sekwencja pomiarowa
Impuls z/2

Sygnatly zebrane w funkcji uwodnienia probek otrzymano mierzac zaniki swobodnej precesji po
impulsie z/2. Czas trwania impulsu wyznaczono poprzez znalezienie maksimum sygnatu F(z) dla serii
pomiardw o tej samej mocy impulsu. Wynidst on 1,25 us dla wszystkich probek. Czas repetycji (RT)
wynosil 5 s, pojedynczy pomiar byl wypadkowa 700 akumulacji.

5.2. Spektroskopia *H MRJ

Badania MRJ w domenie czgstotliwosci wykonywano na spektrometrze Bruker Avance 111 300,
firmy Bruker Biospin, wyposazonym w magnes nadprzewodzacy o $rednicy otworu 89 mm (system
,»wide-bore”), w ktorym wytwarzane jest pole magnetyczne o indukcji 7 T, co odpowiada czestotliwosci

rezonansowej protonow 300,13 MHz.
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Czas martwy spektrometru wynosit 7,5 us. Moc impulsu
wysokiej mocy (,,impulsu twardego”) wynosita 400 W.
Probke chlodzono w strumieniu azotu gazowego
odparowywanego grzatkg zawieszong w naczyniu
Dewara z cieklym azotem. Sterownik temperatury
Eurotherm, umozliwial stabilizacj¢ temperatury z
doktadnoscia do 0.1 K. W przypadku pomiarow
hydratacyjnych eksperyment prowadzono w

temperaturze 300 K.

Rysunek 111.3. Spektrometr Bruker Avance 111 300.

5.2.1. Sekwencje pomiarowe

Impuls z/2

Pojedyncze widma w funkcji uwodnienia otrzymano dzigki pomiarowi zaniku swobodnej precesji
(FIDu) po potraktowaniu probki pojedynczym impulsem z/2. Czas trwania impulsu wyznaczono
poprzez znalezienie maksimum zaleznosci Amp(z) dla serii pomiaréw o tej samej mocy impulsu.
Wyniodst on 1,5 us dla wszystkich probek. Czas repetycji (RT) wynosit 5 s, pojedynczy pomiar byt
wypadkowa 40 akumulacji.

Sekwencja zaniku inwersji (ang. Inversion Recovery IR)

Polega na potraktowaniu probki kolejno impulsami z, a nast¢pnie #/2. Pierwszy z impulsow
powoduje inwersje magnetyzacji do wartosci —M.., drugi impuls obraca magnetyzacj¢ na ptaszczyzne
Xy. Miedzy oboma impulsami przebiega relaksacja podtuzna, warto§¢ sktadowej M, rejestrowanej
podczas pomiaru FID po impulsie 7/2 zalezy od czasu, podczas ktorego mogla wczesniej swobodnie
relaksowa¢, a wiec zalezy od odstepu czasu C. Czasy C byly dobierane w zaleznosci od estymowanej
wartosci T1 tak, aby najdtuzsza warto$¢ wynosita ok. 4Ty, czas repetycji ustalano na 5T1. Seria widm

byta usrednionym wynikiem 20 akumulacji.

5

a) =2 b) =

Rysunek 111.4. Sekwencje pomiarowe (a) Impuls z/2, (b) Sekwencja zaniku inwersji uzyte w
spektroskopii *H-NMR. Parametr C oznacza odstep czasu mi¢dzy impulsami, zmieniany w czasie

pomiaru.
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IV. Wyniki

Rozdzial opisuje wyniki badan tras hydratacyjnych oraz analize dopasowanych izoterm sorpcji, wyniki badan 1H-

NMR w domenie czasu i czestotliwosci
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1. Wyniki pomiarow tras hydratacyjnych

Trasy hydratacyjne z fazy gazowej rejestrowano przez co najmniej 150h dla wszystkich
dwusktadnikowych statych rozproszen, jak réwniez dla ich poszczegélnych sktadnikéw w zakresie
wilgotno$ci wzglednej od 0-100 % (Tabela 111-1). Nie udato si¢ uzyskac tras hydratacyjnych dla probek
zawierajacych 90% tadalafilu lub 100% tadalafilu ze wzgledu na ich silnie hydrofobowy charakter.
Suche masy probek wyznaczono zgodnie z procedurg opisang w rozdziale 111.3. Do uzyskanych

wynikoéw dopasowano superpozycje funkcji opisang wzorem 51.

1.1. Trasy hydratacyjne dla stalych rozproszen z tadalafilem

Prowadzona z fazy gazowej hydratacja statych rozproszen tadalafilu w Soluplus® moze zostaé
przyblizona superpozycja kilku funkcji eksponencjalnych, a ponadto wyodrebni¢ mozna frakcje wody
nieusuwanej w czasie dehydratacji do fazy gazowej. Jesli poziom hydratacji wyrazimy jako przyrost

masy probki wyrazony w jednostkach suchej masy, mo, to hydratacje mozna wyrazi¢ wzorem 51.

S — Ao + Ay exp(—t/th) + Ay exp(—t/th) + Az exp(—t/th), D)

mo

gdzie t" jest czasem uwodnienia danej skladowej, Ao uwodnieniem poczatkowym (woda
nieusuwana w h = 0%), zas A sa przyrostami poziomu hydratacji dla danej wilgotnosci otoczenia. Suma

tych sktadowych:
Ch=Ao+ A1+ Ay +... (52)

daje rownowagowy poziom uwodnienia probki.
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Rysunek IV.1. Kinetyka hydratacji polimeru Soluplus® (a) oraz stalych rozproszen tadalafilu w
Soluplus® w proporcji 1+9 (b) lub 1+1 (c¢) zarejestrowana w roznych warunkach wilgotnosci

wzglednej (%).

Dla probek czystego Soluplusu® i probek o 10% zawartosci tadalafilu hydratowanych w
wilgotnos$ci wzglednej do 32%, oraz dla probki o 50% zawartosci tadalafilu hydratowanej w wilgotnosci
wzglednej ponizej 44% dopasowano funkcje jednoeksponencjalng. Wyniki uzyskane dla wszystkich
probek hydratowanych w wilgotnosci wzglednej w zakresie od 44% do 93% byty dobrze opisywane
funkcjg dwueksponencjalng. Natomiast dla trzech najwyzszych wilgotnosci, tj. 93%, 97% i 100% trasy
hydratacyjne dla probek Soluplus® zostaly dopasowane trzy funkcje eksponencjalne. Czas hydratacji ts
dla statego rozproszenia, zawierajacego 90% polimeru (0,1TD) okres$lano na podstawie czasu, ktory

uzyskano dla najwyzszego uwodnienia, pomimo dopasowania dwoch eksponent.

Interpretujac sktadowa Ao, jako frakcje wody najscislej zwigzanej; A1 jako frakcje wody Scisle
zwigzanej; Az jako frakcje wody luzno zwigzanej; wreszcie Az jako frakcje wody swobodnej, uzyskane

wyniki zebrano w Tabeli 1V-1.
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Tabela IV-1. Wyniki dopasowan superpozycji funkeji eksponencjalnych i zmiana morfologii

proébek podczas hydratacyji stalych rozproszen tadalafilu w Soluplus® z fazy gazowej.

Parametr Warto$¢ $rednia (n=12) + Morfologia probki
odchylenie standardowe
0,5TD 0,1TD | Soluplus® Przed Po hydratacji
hydratacja
Frakcja Bardzo Al 0,018+ | 0,016+ 0,013 + 0,5TD zohty powyzej
wody Scisle 0,002 0,004 0,002 sypki uwodnienia
zalezna Zwigzana proszek Am/m0 = 0,1
od zlepiony
energi proszek
wigzania Am/m0 = 0,3
poOtstaty
hydrozel
Scisle | A" | 0,031+ | 0,071+ | 0,021+ 01TD | kremowy | powyze]
zwigzana 0,002 0,008 0,003 sypki uwodnienia
proszek | Am/mO = 0,1
zlepiony
proszek
Am/m0 = 0,3
polstaty
hydrozel
Luzno A% | 0079+ | 0,152+ | 0,131+ | Soluplus® bialy powyzej
zwigzana 0,002 0,008 0,007 sypki uwodnienia
Wolna Al - 0,352 + 0,421 + proszek Am/m0 =
(swobodna) 0,002* 0,004 0,11 poistaty
Czas Scisle th | 033+ 0,24 + 0,30 + hydrozel,
hydratacji | zwigzana 0,08 0,08 0,08 Am/I’nO =03
[h] Luzno | ¢! | 116+ | 102+ | 115+19 przezroczysta
zwiazana 1,3 1,8 bardz-o gesta
Wolna | ¢k - 80+ | 67+12 clecz
(swobodna) 34*

* czas oraz uwodnienie dopasowane dla drugiej eksponenty probki uwodnionej w h = 1, ktdrej czas

odbiegat od czaséw uzyskanych w nizszych wilgotno$ciach wzglgdnych

Jak wynika z Tabeli V-1 dla wszystkich probek wyznaczono parametr Ao , ktory stanowi warto$¢
do 2% suchej masy badanych probek. Parametr ten moze $wiadczy¢ o zawartosci wody, ktora byta
mocno zwigzana ze strukturg probki podczas mielenia i nie ulegata dehydratacji w trakcie wstepnego

suszenia nad zelem krzemionkowym.

Uktadem wigzagcym najwiekszg ilos¢ wody jest sam polimer Soluplus®. Wynika to z
deklarowanych przez producenta higroskopijnych wilasciwosci tego polimeru. Podobnie niewiele
wigksza warto$¢ czasu hydratacji oraz niewiele mniejszag maksymalng warto$§¢ poziomu uwodnienia
zaobserwowano dla stalego rozproszenia zawierajacego 10% hydrofobowego tadalafilu i 90%
Soluplus®. W probkach nie da si¢ jednoznacznie okresli¢ frakcji wody opisywanej trzecig eksponenta
uznawang za wolng (Swobodna), gdyz nie ulega ona wysyceniu w trakcie hydratacji z fazy gazowej.
Zblizone czasy hydratacji zarowno dla wody $cisle, jak i dla wody luzno zwigzanej, t1 i tz, uzyskano dla

polimeru, jak i dla statlego rozproszenia ztozonego z 50% tadalafilu i 50% Soluplus® (0,5TD).
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Natomiast niewielka zawarto$¢ tadalafilu w ukladzie powodowata zwigkszenie sily wigzan

wodorowych w probce.

Na podstawie réwnowagowych poziomow uwodnienia probki (52) zestawionych w funkcji
wilgotno$ci wzglednej utworzono izotermy sorpcji przedstawione na Rysunku IV.2. Dla statych
rozproszen tadalafilu w Soluplus® dopasowano trzy modele sorpcji, model Languimira (53), model
BET (54) oraz model GAB-Dent (55). Sposrod nich model GAB-Dent byt najlepiej dopasowany.

Am AM bjh

my my (1+b1h) ( )
Am AM bih
—=— : (54)
my my (1—h)(1+b1h—h)
Am _ AM b;ih
— = — (55)
my my (1 bh)(l‘l‘blh bh)
0,8 0,8
) T
£ a) Soluplus | £ b) 0,1TD
5 06 | & oe””
2 s
o 5
S04 S 0,41
o o
= =
§02] 5 02
) S
o o
0 T T T T T 0 T il T _ T T T
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o
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Rysunek 1V.2. 1zotermy sorpcji wraz z dopasowanymi modelami Languimira (zielona linia), BET
(niebieska linia) oraz model GAB-Dent (czerwona linia) dla stalych rozproszen tadalafilu w

Soluplus®.

W probee zawierajacej 100% Soluplus® przyrost masy, ktory stanowita woda wysycajgca

pierwotne miejsca wigzace wyliczona z modelu GAB wynosi 4AM/mo = 0,034 + 0,002, co dobrze
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odpowiada tacznej Sredniej zawartosci wody (Ao + A1 = 0,034) wyznaczonej z tras hydratacyjnych (Tab.
IV-1). Natomiast, zawarto$¢ nieobsadzonych pierwotnych miejsc wiazacych (1/b1) przy h =1 wynosita
14,3%. W przypadku 0,1TD, AM/mo = 0,028, co tylko nieznacznie przekracza warto$¢ wyznaczong dla
wody opisanej parametrem Ao. Dla tej probki przy h = 1 obsadzona jest dominujagca wigkszo$é
pierwotnych miejsc wigzacych, gdyz nieobsadzone miejsca stanowia tylko 3,3% wszystkich. W miare
zwigkszania udziatu tadalafilu w probce, parametr AM/mo, odpowiada w granicy btedu frakcji Ao
wyznaczonej z tras hydratacyjnych, a liczba nieobsadzonych miejsc wigzacych dla najwyzszej
wilgotnosci wzglednej jest jeszcze nizsza, stanowigc mniej niz 2% wszystkich pierwotnych miejsc

wigzacych.

Dla sprawdzenia stosowalnosci modelu GAB-Dent (wzér 55), dane przedstawiono w formie

paraboliczne;j.

h

— _ 2
/e = A+ Bh — Ch (56)
L — 57
mo  VBZ+4AC' (67)
by = 58)
b _ VBZ+24:14C—B . (59)

Zastosowano forme paraboliczng tego modelu przedstawiong na Rysunku IV.3, do ktorej
dopasowano funkcje¢ ze wzoru 56, uzyskujac dla 100% polimeru wartosci: A =4,35+0,72; B =20 £+ 4;
C =-23 + 3, natomiast dla statego rozproszenia ztozonego z 90% polimeru (0,1 TD) wartosci te wynosity
kolejno: A=1,01+0,25;B=32+4;C=-32+3,dla0,5TD: A=11+0,3;B=43+5;C=-40+4.
Nastepnie wyznaczono parametry modelu GAB-Dent ze wzoréw 57-59, a wyniki tych obliczen
przedstawiono w Tabeli IV-2. Kryterium stosowalno$ci modelu GAB jest nadwyzka wartoSci izotermy
ponad zero dla wilgotnosci wzglednej h =1, gdyz dla modelu BET dla h = 1 izoterma przechodzi przez

Zero.
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Rysunek 1V.3. Paraboliczna forma izotermy sorpcji z modelem BET (niebieska linia) oraz GAB-

Dent (czerwona linia) dla polimeru Soluplus (a) oraz stalych rozproszen tadalafilu w Soluplus®

(b-c).

Na podstawie uzyskanych wynikow (Rys. 1V.3) widoczne jest przesunigcie od modelu BET w

strong GAB-Dent wraz ze zwigkszeniem zawartosci tadalafilu w statym rozproszeniu, pomimo iz dla

czystego polimeru dopasowanie modelu BET i tak nie jest tak dobre, jak dopasowanie modelu GAB-

Dent. Ponizej przedstawiono uzyskane dla probek parametry modelu GAB-Dent.

Tabela IV-2. Wyniki dopasowan parametréw modelu sorpcji GAB-Dent dla stalych rozproszen
tadalafilu zawierajace 50% (0,5TD) lub 90% (0,1TD) Soluplus®. Dla poréwnania przedstawiono

dane dla samego polimeru.

Parametr 0,5TD 0,1TD Soluplus®
AM/m0 0,021 + 0,002 0,028 + 0,002 0,034 + 0,002
b 0,935+ 0,007 0,966 + 0,004 0,958 + 0,006
1/b1 0,017 + 0,004 0,029 + 0,004 0,143 £ 0,001
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1.2. Trasy hydratacyjne dla staltych rozproszen z bozentanem

Wykonano trasy hydratacyjne dla statego rozproszenia bozentanu w kopowidonie w proporcji
wagowej 1+1 (m/m) przygotowanego metodg mielenia (4 h, 400 obr./min), probki bozentanu mielonego
w tych samych warunkach co state rozproszenie oraz niemielonego polimeru — Kollidon VAG4®

(kopowidon). Wyniki przedstawiono na Rys. 1V-4.
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Rysunek 1V.4. Kinetyka hydratacji bozentanu mielonego przez 4 h z predkoscia 400 obr/min (a),
stalego rozproszenia bozentanu w kopowidonie (1+1, 4 h, 400 obr./min) (b) oraz kopowidonu (c).

Wilgotnos¢ wzgledna wyrazono w %.

Podobnie jak w przypadku uktadow z tadalafilem, réwniez dla bozentanu, jego stalego
rozproszenia z kopowidonem oraz samego kopowidonu, proces hydratacji z fazy gazowej, mierzony
jako przyrost masy wyrazony w jednostkach suchej masy, mozna przyblizy¢ funkcjg eksponencjalna,

lub superpozycja funkcji eksponencjalnych (60):

A= Ay + A, exp(—t/th) + A, exp(—t/t}) + As exp(—t/t}), (60)

mo
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gdzie t"; jest czasem hydratacji danej sktadowej, Ao woda nieusuwalna dla h = 0, za$ Ai sg przyrostami

poziomu hydratacji dla danej wilgotnoS$ci otoczenia.

Dla badanych probek z Rys. IV.4 dopasowano funkcje jednoeksponencjalng dla tras
hydratacyjnych przeprowadzanych w atmosferze o wilgotno$ci wzglednej az do 52%. Z kolei, kinetyke
hydratacji dla wyzszych wilgotno$ci wzglednych opisywata funkcja dwueksponencijalna. Natomiast w
probkach, zawierajacych kopowidon (Rys. 1V.4b i IV.4¢) dla najwyzszych wilgotnosci wzglednych
atmosfery (93%, 97%, 100%) dopasowano trzy eksponenty.

Opisujac kolejne sktadowe hydratacyjne sladowej wody wigzanej podczas hydratacji z fazy
gazowej, wyrozniono/zidentyfikowano nastepujace frakcje wody w stalym rozproszeniu bozentanu w
kopowidonie (0,5BS) to jest: najsciSlej zwigzang, SciSle zwigzana, luzno zwigzang i wode wolng
(swobodng). W Tabeli IV-3. zestawiono warto$ci parametréw dopasowanych superpozycji funkcji
eksponencjalnych wyznaczonych dla statego rozproszenia i poszczegdlnych sktadnikow wchodzacych

w jego sktad (wzor 60).
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Tabela 1V-3. Wyniki dopasowan funkcji ekponencjalnej i morfologia probek dla tras
hydratacyjnych stalego rozproszenia bozentanu w kopowidonie (0,5BS), mielonego bozentanu

(BS_M) oraz niemielonego kopowidonu. Pramatery procesu mielenia: 4 h, 400 obr./min.

Parametr Wartos¢ §rednia parametru Morfologia probki
(n=12) + odchylenie
standardowe
BS_M | 0,5BS | kopowidon Przed Po hydratacji
hydratacja
Frakcja Bardzo AR | 0,011 | 0,020 0,023 + BS M 70ty z0lty proszek,
wody scisle + + 0,005 sypki powyzej
zalezna zwigzana 0,002 | 0,003 proszek uwodnienia
od Am/mo=0,1
energii probka poélstata
wigzania Scisle At | 0,013 | 0,033 0,099 + 0,5BS 70ty powyzej
zwigzana + + 0,016 sypki uwodnienia
0,002 0,006 proszek Am/mo = 0,1
probka poistata
Am/mo = 0,3
z61ta
przezroczysta
gesta ciecz,
Am/mo = 0,5
pojawia si¢
biaty osad
(rekrystalizacja
bozentanu)
Luzno A% | 0,027 | 0,112 0,251+ | kopowidon biaty powyzej
zZwigzana + + 0,038 sypki uwodnienia
0,001 | 0,008 proszek Am/mo = 0,11
Wolna Al - 0,261 0,582 + probka pélstata
(swobodna) + 0,046 Am/mo = 0,3
0,017 przezroczysta
Czas Scisle | ¢t ] 052+ | 087+ | 105+ gesta ciecz,
hydratacji | zwiazana 014 | 0724 0,26 ktora uptynnia
(] Luzno | th | 30+5 | 66+ | 7,7+18 Sig Wraz 2
zwiazana 15 uwodnieniem
Wolna th - 62 + 72+16
(swobodna) 12

W porownaniu do tadalafilu, w bozentanie pomimo iz rowniez jest on silnie hydrofobowa
substancjg lecznicza, wigzanie wody wystepuje nawet dla probki czystego bozentanu, chociaz tylko w
przypadku, je$li jest zmielony. Probka bozentanu niemielonego byla hydratowana, jednak nie
obserwowano zmian wigkszych niz btad pomiaru masy. Stale rozproszenie bozentanu w kopowidonie
(1+1) dla wilgotnosci wzglednych rownych lub wyzszych od h = 0,88 adsorbuje wodg, osiagajac ponad
dwukrotnie wyzsze poziomy uwodnienia niz dla probek w nizszych wilgotnosciach wzglgdnych. Dla
statego rozproszenia umieszczonego w atmosferze o wilgotnosci wzglednej roéwnej p/po= 100% po 72h
hydratacji, czyli po przekroczeniu Am/mg = 0,5, probka zmienia kolor z zéttego na bialy, co sugeruje
obecnos$¢ rekrystalizacje amorficznego bozentanu. Zgodnie z oczekiwaniami, czas hydratacji bozentanu
t1 znacznie skraca si¢ w obecnosci hydrofilowego kopowidonu, osiagajac wartosci porownywalne z
czasem hydratacji typowym dla samego polimeru. W odniesieniu do frakcji wody $cisle zwigzanej, czas
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hydratacji jest prawie trzykrotnie dtuzszy niz dla statego rozproszenia tadalafilu w Soluplus® (0,5TD).
Natomiast, czas hydratacji wody luzno zwiazanej w stalym rozproszeniu 0,5BS jest prawie dwukrotnie

krétszy, niz w przypadku statego rozproszenia 0,5TD (Tab. V-1, IV-3).
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Rysunek 1V.5. l1zotermy sorpcji wraz z dopasowanymi modelami Langmuira (zielona linia), BET
(niebieska linia) oraz model GAB-Dent (czerwona linia) dla bozentanu mielonego (a), stalego

rozproszenia bozentanu z kopowidonem (0,5BS) (b) i kopowidonu (c).

Dla probek bozentanu mielonego mozna zauwazy¢ réznice w procesie hydratacji z fazy gazowe;j,
gdyz udalo si¢ utworzy¢ izoterme sorpcyjng juz dla samej substancji leczniczej bez dodatku
hydrofilowego polimeru (Rysunek 1V.5a), co nie byto mozliwe dla tadalafilu. Maksymalny poziom

uwodnienia statego rozproszenia 0,5BS jest dwukrotnie wyzszy, niz dla statego rozproszenia 0,5TD.

Podobnie jak w przypadku statych rozproszen tadalafilu w Soluplus®, sorpcja wody z fazy
gazowej w stalym rozproszeniu bozentanu z kopowidonem jest dobrze opisywana modelem sorpcji
wielowarstwowej GAB-Dent.

Am _ AM b.h
mo  mg (1—bh)(1+b;h—bh)

(61)

Parametr AM/mo okres$la warto§¢ wysycenia miejsc pierwotnych wigzacych wode, nastepnie

parametr b oznacza stosunek szybkosci przytaczania molekut do ich odtgczania w miejscach wtornych
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przy h = 1. Odwrotno$¢ parametru b, jest stosunkiem liczby wolnych miejsc wigzacych (dla h = 1) do

liczby miejsc wigzacych przypadajacych na jedng molekute.

Woda wysycajaca pierwotne miejsca wigzace 4M/mo Stanowi przyrost masy na poziomie 0,008
+ 0,002 dla bozentanu mielonego, 0,027 + 0,001 dla statego rozproszenia 0,5BS i 0,069 + 0,003 dla
kopowidonu. Natomiast, zawarto$¢ nieobsadzonych pierwotnych miejsc wiazacych (1/b1) przy h = 1

wynosi okoto 1-3% dla wszystkich probek z bozentanem.
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Rysunek 1V.6. Paraboliczna forma izotermy sorpcji dla bozentanu mielonego (a), stalego
rozproszenia bozentanu z kopowidonem — 0,5BS (b), kopowidonu (c); zamkniete kwadraty - dane

doswiadczalne; niebieska linia — model BET, czerwona linia —-model GAB-Dent .
W przypadku probek z bozentanem réwniez lepiej stosowalny jest model GAB (Rys. 1V.6.)
h
= A + Bh — Ch?. (62)

Am/m,

takze w formie parabolicznej

Cho¢ dla badanych probek zawierajacych kopowidon ta roznica jest niewielka, lecz model BET
nie jest spetniony, gdyz b # 1. Z parametréw paraboli wynoszacych dla mielonego bozentanu: A = 2,45
+ 0,86; B =100 £ 13; C = -91 £ 11, dla stalego rozproszenia 0,5BS: A = 2,55+ 0,62; B=18 £ 2;
C =-19 +2 i dla kopowidonu: A =0,28 +0,03; B=13 +1; C=-13 £ 1. W Tabeli 1\V-4 zestawiono
dane uzyskane z dopasowania parametrow do modelu GAB-Dent na podstawie Rys. IV.5. jak rowniez

po przeliczeniu parametréw paraboli z Rys. IV.6 zgodnie ze wzorami 57- 59.
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Tabela IV-4. Wyniki dopasowan parametrow modelu sorpcji GAB-Dent dla stalego rozproszenia
bozentanu w kopowidonie. Dla poréwnania przedstawiono dane dla bozentanu mielonego (BS_M)

oraz kopowidonu.

Parameter BS M 0,5BS kopowidon
AM/mq 0,009 + 0,001 0,027 £ 0,001 0,069 = 0,003
b 0,915 +0,011 0,963 + 0,004 0,953 £ 0,005
1/b, 0,009 + 0,001 0,028 + 0,002 0,019 + 0,003

1.3. Trasy hydratacyjne dla N. tigrina.

W plesze Niebla tigrina, anhydrobiotycznego organizmu zywego, bedacego uktadem
mikroheterogennym o strukturze wewngtrznej mocno hierarchicznej, hydratacja prowadzona z fazy
gazowej pozwala rozrozni¢ trzy dobrze wyodrebnione frakcje wody zwigzanej, rdznigce si¢ zarbwno
masg, jak i czasami hydratacji. Dopasowano superpozycje dwoch funkcji eksponencjalnych:

am Ay + Ay exp(—t/th) + A, exp(—t/t}) (63)

my

Tylko dla probki umieszczonej w atmosferze o wilgotnosci wzglednej rownej p/po = 100%
zaobserwowano charakterystycznie zwigkszony poziom hydratacji, co moze by¢ zwigzane z warunkami

siedliska i pobierania wody z mgiet pojawiajacych si¢ na stokach gdrskich pustyni Atacama:
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Rysunek 1V.7. Wykres kinetyki hydratacji z fazy gazowej dla plechy Niebla tigrina [50].

W odréznieniu od badanych préobek farmaceutycznych, w przypadku porostu nie udato si¢
dopasowac trzeciej funkcji eksponencjalnej (wzor 63). Wyniki pokazujace $rednig warto$¢ uzyskano
dla parametrow AR rownego 0,051 + 0,004 oraz pierwszej sktadowej eksponencjalnej A%, ktorej wartosé
jest rowna prawie Ao i wynosi 0,054 + 0,004. Ulegaja one wysyceniu, natomiast sktadowa A% narasta

od 0,002 dla p/po = 44% do 0,057 + 0,008 dla p/po = 100%. Czas hydratacji, t= (0,51 + 0,05)h, mozna
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poréwnywac do tego uzyskanego dla bozentanu mielonego. Natomiast czas hydratacji frakcji wody
luzno zwigzanej t2 jest dtuzszy od pozostatych czasow hydratacji obserwowanych w prébkach
farmaceutycznych. Miesci si¢ on w zakresie miedzy 11,8h do 19,5h i wykazuje zmienno$¢ miedzy

wilgotno$ciami wzglednymi, co sugeruje jego stabilnosé.

Wykorzystujgc warto$ci W stanie nasycenia pozioméw uwodnienia otrzymanych w pomiarach
kinetyki hydratacji, dla plechy N. tigrina mozna zbudowa¢ izoterme sorpcyjna, ktérg mozna przyblizy¢
modelami sorpcji wielowarstwowej BET lub GAB:

am _ AM___ bih o1
mo  mg (1—h)(1+b h—h)’ (64)
A AM bih

am _ AM 1 (65)

mo  mg (1—bh)(1+b;h—bh)’

o
[e]

o
»
1

A

o
N
1

Poziom uwodnienia Am/m,
&
SN

0 ! 1 1 1 1
0 0,2 04 0,6 0,8 1
h=p/p,

Rysunek 1V.8. lzoterma sorpcji dla N. tigrina wraz z dopasowanymi modelami Languimira
(zielona przerywana linia), BET (niebieska przerywana linia) oraz model GAB-Dent (czerwona
linia) [50].

Dla prébek Niebla tigrina zawartos¢ wody zwigzanej do miejsc pierwotnych 4M/mo, podobnie
jak dla kopowidonu, stanowita w przyblizeniu 7%. Jednak najwigksza roznicg w poréwnaniu do probek
farmaceutycznych stanowila liczba nieobsadzonych miejsc wiazacych wynoszaca 35%. Parametr b

dopasowania wynosit 0,88 + 0,12. W formie parabolicznej model GAB opisany wzorem:

h
Am/mg

= A + Bh — Ch? prezentuje si¢ nastgpujaco (Rys. 1V.9).
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Rysunek IV.9. Paraboliczna forma izotermy sorpcji z modelem BET (niebieska przerywana linia)

oraz modelem GAB-Dent (czerwona linia) dla N. tigriny.

W porownaniu do probek farmaceutycznych parabola dla N. tigrina ma inny ksztatt. Jest ona
bardzo rozciagnieta, c0 moze by¢ dodatkowo spowodowane bardzo niskg warto$cig poziomu
uwodnienia dla h = 32% i odpowiada punktowi o wysokiej wartosci w formie parabolicznej izotermy
Sorpcji. Z parametréw paraboli wynoszacych: A=5+1;, B=53 +0,1; C =-8,6 + 0,2, wyznaczono

parametry izotermy sorpcji, ktore potwierdzaja wartosci uzyskane z modelu sigmoidalnego.

2. Wyniki pomiaréw magnetycznego rezonansu jadrowego

W celu zbadania dynamiki molekularnej $ladowej wody zwigzanej w badanych uktadach
mikroheterogennych wykonano pomiary zalezno$ci czasu relaksacji T2 oraz widm *H-NMR w funkcji
poziomu uwodnienia dla probek farmaceutycznych z Tabeli III-1 oraz dla organizmu
anhydrobiotycznego. Wyniki uzyskano w domenie czasu i komplementarnie w domenie czestotliwosci.
Dodatkowo w celu sprawdzenia zachowania uktadow pod wptywem temperatury, wykonano pomiary
spektroskopii relaksacyjnej czasu T: dla uktadu, ktoéry uznano za najbardziej reprezentatywny czyli dla
statego rozproszenia tadalafilu w Soluplus (0,5TD) przygotowanego w procesie mielenia z predkoscig

200 obr./min przez 240 min.

2.1 Maksymalny poziom uwodnienia badanych ukladow

mikroheterogennych

W ponizszym podrozdziale przedstawiono maksymalne uwodnienia, ktore uzyskano dla
badanych probek podczas wykonywania pomiarow MRJ wraz z krotka dyskusja uzyskanych wartosci.

Zostaly one wyszczegolnione ze wzgledu na réznice w uzyskiwanych poziomach uwodnienia migdzy
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pomiarami kinetyk hydratacji, wynikajacymi z réznic w wielko$ci powierzchni majacej bezposredni

kontakt z atmosferg, jest to spowodowane rozmiarem probowki.
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Rysunek 1V.10. Maksymalne uwodnienia stalych rozproszen tadalafilu z Soluplus® uzyskane
podczas pomiaréw 1H-MRJ w zaleznosci od skladu formulacji i parametréw procesu mielenia

tj. predkosci obrotowej 100-400 obr./min oraz czasu mielenia 60-720 min.
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Rysunek 1V.11. Maksymalne poziomy uwodnienia uzyskane w *H-MRJ dla stalego rozproszenia
bozentanu w kopowidonie (0,5BS) w porownaniu z BS_M, kopowidonem i plechg porostu Niebla

tigrina.
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Na podstawie rysunku 1V.11 stwierdzono, ze podobnie jak w przypadku statych rozproszen z
tadalafilem, najwigkszy wplyw na maksymalny poziom uwodnienia formulacji z bozentanem ma ilo$¢
hydrofilowego polimeru w probce. Poziom maksymalnego uwodnienia dla stalego rozproszenia
zawierajacego 50 % kopowidonu wynosit ok. 40 % i byl pigciokrotnie wigkszy od warto$ci parametru
uzyskanej dla bozentanu mielonego bez dodatku polimeru. Podczas analizy kopowidonu (bez dodatku
bozentanu), maksymalne uwodnienie wynosito 76% i byto prawie dwukrotnie wigksze niz dla statego
rozproszenia 0,5BS oraz prawie dziesigciokrotnie wigksze niz dla bozentanu mielonego przy

zastosowaniu tych samych parametréow procesu jak podczas sporzadzania statego rozproszenia.

2.2. Wyniki pomiaréw ‘H-NMR dla stalych rozproszen tadalafilu w
Soluplus®

Sygnat zaniku swobodnej precesji dla protonow (FID) w statych rozproszeniach tadalafilu,
bozantanu, jak rowniez w plesze N. tigrina zostat dobrze dopasowany superpozycja funkcji Gaussa dla
frakc;ji statej (S) 1 funkcji eksponencjalnej dla frakcji cieklej (L).

Dla statych rozproszen tadalafilu w Soluplus® (Tab 111-1) oraz samego polimeru wyrézniono

dwie frakcje dobrze dopasowane funkcja Gaussa i jedna frakcje protondw mobilnych:

FID(t) = S, -exp <— (Tzf51)2) +5,exp <— (TZfS)Z) +L-exp (— T:*L) (66)

gdzie: Si to amplituda danej frakc;ji statej, L to amplituda frakcji mobilnej, natomiast T, to efektywne

czasy relaksacji spinowo-spinowej dla poszczegdlnych frakcji sygnatu.

Dla zobrazowania sytuacji dopasowania takiej superpozycji, przedstawiono sygnal zaniku swobodne;j
precesji (ang. FID = Free Induction Decay) dla statego rozproszenia tadalafilu w Soluplus® (Rys.
IV.12). Dla bardzo dtugich czaséw t (dla 600 ps i powyzej zaznacza si¢ efekt bardzo szerokiej linii
gaussowskiej bedacej nastepstwem nie wlasnosci probki, lecz niejednorodnosci pola B elektromagnesu.

Oczywiscie nie byt brany pod uwagg.
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Rysunek 1V.12. Wykres sygnalu *H-NMR FID dla stalego rozproszenia tadalafilu w Soluplus®
(0,5TD 200/240) uwodnionego do poziomu Am/mqo = 0,26.

Dopasowanie posredniej sktadowej zaniku swobodnej precesji funkcja Gaussa, Sz, jest
niepewne, gdyz w wielu innych uktadach mikroheterogennych obserwowano zblizong sktadowa o nieco
wiekszym czasie zaniku, skutecznie dopasowywang funkcja eksponencjalng. O wyborze funkcji Gaussa
w dopasowaniu sktadowej posredniej zadecydowaly wyniki eksperymentow w domenie czestosci, gdzie
wyraznie zarysowala si¢ dodatkowa linia pochodzaca od frakcji o ograniczonej mobilnosci, a
jednoznacznie majgca ksztatt funkcji Gaussa. Superpozycja przedstawiona na Rys. 1V.12, a opisana
wzorem 66 byta stosowana dla wszystkich probek, tak wige nie udato si¢ wyodrebni¢ kilku sktadowych

ciektych, a jedynie przedstawiono sumg tych sktadowych.
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Rysunek 1V.13. Zalezno$¢ hydratacyjna czaséw relaksacji T,” protonéw wyznaczona w 'H-MRJ
dla stalych rozproszen tadalafilu w Soluplus (0,1TD 200/240, 0,5TD 200/240) w poréwnaniu do

samej substancji leczniczej i polimeru [71].
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State rozproszenia 0,1TD oraz 0,5TD przedstawione na Rysunku IV.13. byly mielone kulowo
z predkoscia 200 obr./min przez 4h. Niestety nie udato si¢ rozdzieli¢ czasu relaksacji dla frakcji ciektej
na poszczegdlne sktadowe i jest ona opisana jedna eksponentg. W Tabeli V-5 zestawiono czasy
relaksacji To* wyznaczone dla statych rozproszen tadalafilu w Soluplus, ktore przygotowano przy

zastosowaniu innych parametrach procesu mielenia.

Tabela I1V-5. Zakresy efektywnych czasow relaksacji T>* dla stalych rozproszen tadalafilu w

Soluplus w zaleznoS$ci od parametréw procesu mielenia.

Probka Czas T." | Gauss Czas T," Il Gauss Czas T," eksponenta
TD 21- 28 104 — 148 -

0,9 TD 100/60 17-19 66— 88 357 — 568
0,9 TD 200/60 18- 20 80— 104 103 — 336
0,9 TD 400/60 18- 20 55 —102 222 — 395
0,9 TD 100/240 15-19 57 -93 126 — 360
0,9 TD 200/240 17-20 75-116 1258 — 3632
0,9 TD 400/240 19-24 84 —190 1158 — 3599
0,9 TD 100/720 2024 103 - 129 1618 — 2495
0,9 TD 200/720 2125 104 — 193 765 — 882
0,5 TD 100/60 14 -17 61 — 80 167 — 5021
0,5 TD 200/60 15-17 54— 76 117 — 3938
0,5 TD 400/60 15-17 46 — 64 87 — 2369
0,5 TD 100/240 15-16 55 — 67 66 — 1934
0,5 TD 200/240 15-16 48 — 69 185 — 5645
0,5 TD 400/240 15-18 41 - 97 68 — 933
0,5 TD 100/720 15-17 47 — 128 116 — 3034
0,5 TD 200/720 15-16 36-79 78,29 — 1315
0,1 TD 100/60 14 - 17 36-79 78 — 1315
0,1 TD 200/60 15-18 27-74 220,4 — 4068
0,1 TD 400/60 15-18 50 -84 320- 3755
0,1 TD 100/240 15-18 59 — 65 1621 — 2924
0,1 TD 200/240 13-15 53 -108 164 — 6566
0,1 TD 400/240 15-17 54— 78 2201 — 3532
0,1 TD 100/720 14-16 48 — 85 819 — 4084
0,1 TD 200/720 14-15 60 — 85 819 — 3964

Soluplus® 14 -17 47 - 135 87 — 3247

Na podstawie danych zebranych w tabeli IV-5 mozna stwierdzi¢, ze czas relaksacji funkcji
Gaussa ulega skroceniu wraz z zwigkszaniem ilosci polimeru Soluplus® w stalym rozproszeniu.

Oproécz analizy czasow relaksacji, ktore jak wida¢ charakteryzuja si¢ obszarem przejsciowym,
gdzie trudno okresli¢ przynaleznos¢ uzyskanego czasu do danej frakeji, czy to mobilnej ciektej czy
bardziej unieruchomionej statej, obszar ten zostat opisany drugg funkcjg Gaussa. Druga funkcja Gaussa
zostata dopasowana na podstawie wynikow uzyskanych w domenie czestotliwosci. Moze to by¢
spowodowane zwilzaniem probki, a co za tym idzie zwigkszeniem mobilnoséci protonéw w matrycy
statej. Z tego wzgledu wykonano analiz¢ stosunku amplitud badanych sktadowych, aby okresli¢, czy

mimo zachodzgcej nie catkowitej zmiany stanu skupienia probki, zachodzi jej rozpuszczanie.
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Rysunek I1V.14. Wykres amplitudy sygnalu H-NMR pochodzacej od protonow mobilnych,
wyrazonej w jednostkach sygnatu stalego, L/S dla dwoch wybranych stalych rozproszen tadalafilu

w Soluplus® w poeréwnaniu do samego polimeru [63].

Dla statych rozproszen tadalafilu w Soluplus zalezno$ci hydratacyjne L/S przedstawione na
Rysunku IV.14. opisane sg funkcja liniowa odpowiednio: L/S = (1,81 + 0,07)(4Am/mq) + (0,16=+ 0,07)
dla 0,1TD, oraz L/S = (2,95 + 0,07)(4dm/mq) dla 0,5TD, co oznacza brak wystgpowania frakcji statej
rozpuszczalnej w wodzie [72], pomimo widocznej zmiany morfologii probek zawierajacych sam
polimer i 10% tadalafilu. Dla poréwnania, powyzsza zaleznos¢ dla polimeru Soluplus jest opisana
funkcjg liniowa: L/S = (1,95 £ 0,09)(4m/mgo) + (0,08+ 0,01). Stwierdzono, ze na skutek uwodnienia
powyzej 30%, proszkowa posta¢ analizowanych probek zamieniala si¢ w polstaty hydrozel.
Najprawdopodobniej bylo to zwigzane z uwodnieniem lancuchow amfifilowego polimeru. Nie
wykazano bowiem rozpuszczania probki (matrycy statej) polaczonego ze zmiang jej struktury.

Komplementarnie wykonano pomiary *H-MRJ w domenie czestotliwos$ci opisane ponize;.
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Rysunek 1V.15. Widmo !H-NMR zarejestrowane w domenie czestotliwosci dla stalego
rozproszenia tadalafilu w Soluplus® (0,1TD 200/240) o uwodnieniu Am/mq = 0,28.

Widma !H-NMR statych rozproszen tadalafilu w Soluplus®, zarejestrowane w domenie
czestotliwosci, opisano jako superpozycje dwoch funkcji Gaussa (wzor 45) dla frakcji statej (S) oraz
jednej funkcji Lorentza (wzor 44) dla frakcji ciektej (L). W zaleznos$ci od probki i uwodnienia funkcja

dopasowana byla kombinacja jak np. przedstawiona ponizej we wzorze 67:

2
—__As1 _ _VVs1 __As2 — _VVsa
G(V) - Vrln2Avgy exp [ Zx (\/ZanAvSl) ] + Vrin2Avg, exp [ 2x (\/ZanAvsz) ] +
2411 Avpg 2412 Avyp
b4 4*(v—vL1)2+Av%1] + T |:4-*(V—VL2)2+AV%2:| (67)

gdzie: As to pole powierzchni pod krzywa Gaussa, Avs to szeroko$¢ potowkowa funkcji Gaussa, vs
potozenie maksimum funkcji Gaussa, AL to pole powierzchni pod krzywa Lorentza, Av. to szerokos¢

polowkowa funkcji Lorentza, vi. potozenie maksimum funkcji Lorentza.
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Rysunek 1V.16. Widma *H-NMR stalego rozproszenia 0,1TD 100/720 przedstawione w funkcji

narastajacego poziomu uwodnienia.

Na podstawie widm przedstawionych na Rysunku 1V.16., pik powiazany z frakcja ciekla dla
uwodnienia Am/mo = 0,05 jest praktycznie niewidoczny w poréwnaniu z kolejnym zmierzonym
widmem dla poziomu uwodnienia Am/mo = 0,12. Jednak na powiekszeniu widoczna jest linia Lorentza

0 znacznej szerokosci potowkowej Ave = 3,19 kHz. Szerokos¢ ta ulega zwezeniu w miar¢ zwickszania
poziomu uwodnienia.
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Rysunek 1V.17. Zalezno$¢ szerokosci polowkowej widma *H-NMR dla stalego rozproszenia 0,1TD
100/720 od poziomu uwodnienia (a), stosunku po6l powierzchni pod linia od protonéw mobilnych

do takiej od protonéow o matej mobilnosci (b), polozenia pikow(c).

W prébkach statych rozproszen tadalafilu w Soluplus® udato si¢ wyodrebni¢ dwie populacje
protondw o znacznym stopniu unieruchomienia, dopasowane funkcjami Gaussa. Dla pierwszej, szerszej
funkcji Gaussa, wraz z wzrostem zawartosci tadalafilu w uktadzie zaobserwowano zmniejszenie
szerokosci potdwkowych od Avs= 70 kHz do Avs~ 60 kHz lub Avs = 50 kHz dla probek zawierajacych
odpowiednio 10% (0,1TD) lub 50% (0,5TD) tadalafilu. Natomiast dla probek, ktore tylko w niewielkim
stopniu, czyli tych zawierajacych 90% substancji leczniczej (0,9TD), oraz dla samego tadalafilu (TD)

75



szeroko$ci wynosity 4vs = 65 kHz. Dla dopasowanej drugiej, wezszej funkcji Gaussa szeroko$¢
polowkowa wahata si¢ miedzy 8-18 kHz niezaleznie od rodzaju probki, lecz ulegala poszerzeniu wraz
z wzrostem poziomu uwodnienia. Jej obecnos¢ miata znaczacy wptyw na jako$¢ dopasowania. Wraz ze
wzrostem poziomu uwodnienia probki linia dopasowana funkcja Lorantza, a pochodzaca od protondéw
mobilnych wody zwigzane] zwezata si¢. Podobng tendencje zaobserwowano dla szeroko$ci
potéwkowych frakcji ciektej dla powietrznie suchych probek, zwezajacych sie od 4v = 3,4 kHz do 2,3
kHz.

Pomimo braku rozdzielenia pozycji linii lorentzowskiej, przy wyzszych uwodnieniach probki udato
si¢ dopasowa¢ dwie funkcje Lorentza, ktore roznily si¢ przesunigciem chemicznym. Ich potozenia byty
oddalone od siebie od 150 do 400 Hz (Rys. IV.17.). Roznica przesunie¢ chemicznych zwigkszata si¢
wraz z wzrostem poziomu uwodnienia. Potozenie pikow sktadowych statych, zachowywalo si¢
chaotycznie w stosunku do stabilnej tendencji obserwowanej dla pikow frakeji ciektej. Rownoczesnie
polozenie funkcji Lorentza ulegato przesunigciu od 1600 Hz do 1100 Hz wraz z wzrostem poziomu
uwodnienia probek. Rozdzielenie tych funkcji byto mozliwe dla coraz nizszych pozioméw uwodnienia
w miar¢ zwigkszania zawartosci tadalafilu w stalym rozproszeniu, mimo iz maksymalne uwodnienie
zmniejszato si¢ wraz z wzrostem zawartosci substancji leczniczej. Dla polimeru bez dodatku tadalafilu
byto powyzej 32%, gdy tadalafil stanowit 10% statego rozproszenia (0,1TD) maksymalne uwodnienie
wynosito 21% (Rys 1V.10), natomiast gdy ilos¢ tadalafilu zostata zwickszona z 10% do 50% (0,5TD),

parametr miat warto$¢ 14%.

W calym zakresie badanych pozioméw uwodnienia, zalezno$¢ liniowa pdl powierzchni pod
wykresami skladowej mobilnej (sktadowa/e lorentzowska/ie) od sumy obu sktadowych o znacznym
stopniu unieruchomienia (obu sktadowych gaussowskich) byta liniowa, co oznacza brak rozpuszczania
probki, ktory bylby charakteryzowany przez nieliniowa zalezno$¢ hydratacyjng stosunku pol

powierzchni.

2.3. Wyniki pomiaréw 'H-MRJ dla stalego rozproszenia bozentanu

w kopowidonie

Dla probek bozentanu mielonego bez dodatku polimeru (BS_M) oraz z 50 % dodatkiem
kopowidonu (0,5BS) dopasowano, podobnie jak dla probek z tadalafilem, superpozycje dwoch funkcji

Gaussa i jednej eksponenty.

FID(t) = S§; - exp <— (Tzf51)2> +S,-exp (— (T;S)z) + L-exp (— T;) (68)

gdzie: Si to amplituda danej frakcji statej, L to amplituda frakcji mobilnej, natomiast To«" to efektywne

czasy relaksacji spinowo-spinowej dla poszczegdlnych frakcji sygnatu.
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Dla zobrazowania dopasowania takiej superpozycji, ponizej przedstawiono sygnal zaniku
swobodnej precesji (ang. FID = Free Induction Decay) dla statego rozproszenia bozentanu z
kopowidonem wraz z dopasowang funkcja (Rys 1V.18).

Sygnat

A,

Y
Aa

1 1 1 1 1 1 4
200 400 600 800 1000 1200 1400
Czas [us]

1
0

Rysunek 1V.18. Sygnal 'H-NMR FID dla stalego rozproszenia bozentanu w kopwidonie (0,5BS)
uwodnionego do Am/mo = 0,09 wraz z dopasowaniem.

Zestawienie wszystkich uzyskanych czasow relaksacji dla statego rozproszenia bozentanu w
kopowidonie oraz samego kopowidonu przedstawiono na Rys. 1V.19.
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Rysunek 1V.19. Czasy relaksacji T>" 'H-MRJ dla stalego rozproszenia bozentanu w kopowidonie
(0,5BS) (a) i kopowidonu (b).

Wyniki uzyskane dla probki mielonego bozentanu nie odzwierciedlaty jego hydratacji

prezentowanej w trasach. Jedynie dla probek na poziomie uwodnienia 0,02, 0,04 i 0,06 stwierdzono
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wigzanie si¢ z drobinami wody osadzonymi na wewngtrznych Sciankach probowki w trakcie proby

hydratowania probki w wilgotnosci 100%.

Tabela 1V-6. Czasy relaksacji To* 1H-MRJ dla stalego rozproszenia bozentanu w kopowidonie,

bozentanu mielonego i kopowidonu.

Probka Czas T," | Gauss Czas T," Il Gauss Czas T, | eksponenta

BS M 25-33 57 -85 2050 — 2616

0,5BS 17-36 51-144 1000 — 4392
kopowidon 14 - 98 85-335 65— 1973

Na podstawie zakreséw czasow relaksacji T-" podanych w Tab. V-6 oraz warto$ci czasoéw relaksacji
T." przedstawionych na Rys. 1V.19 mozna zauwazy¢ skrocenie czasu relaksacji matrycy staltej w statym
rozproszeniu, ktore zawiera hydrofilowy polimer. Z kolei, druga sktadowa stata ulega wydtuzeniu
prawdopodobnie w zwigzku z rozpuszczaniem si¢ probki (hydrofilowego polimeru) zachodzacym w
wysokich uwodnieniach. Widoczne to jest na Rysunku 1V.19b dla kopowidonu analizowanego bez
dodatku bozentanu, w ktérym obserwujemy wrecz zanik pierwszej sktadowej zwigzanej z matryca
polimerowa. Mozna wnioskowac¢, ze calo$¢ objetosci probki stalej zmieniata stan skupienia -

powstawala gestg ciecz (lub hydrozel).
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Rysunek 1V.20. Zalezno$¢ hydratacyjna stosunku amplitud sygnaléw swobodnej precesji *H-

NMR, L/S, dla stalego rozproszenia (0,5BS) bozentanu w kopowidonie (a) i kopowidonu (b).

Zarébwno dla stalego rozproszenia jak i dla samego polimeru zaobserwowano nieliniowy
przebieg zaleznosci hydratacyjnej, L/S, dobrze opisany jest funkcjg wymierng (Rys. 1V.20):
Y, Cs yAm
(1+8*1—CS mo

g =1 1Y, Cs_m (69)

6 1-Cg my
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AsPs PH20 PH20

Nie udato si¢ wyodrebni¢ oddzielnego sygnalu od wody $cisle zwigzanej, co wykluczyty okreslenie

zaleznoSci L1/L i zastosowanie wzoru (50).

Tabela IV-7. Parametry funkcji wymiernej dopasowanej do zalezno$ci hydratacyjnej sygnalu

'H-NMR dla stalego rozproszenia bozentanu w kopowidoniem oraz kopowidonu.

Parametr 0,5BS kopowidon
k 0,25 + 0,03 0,53 + 0,04
Y 0,68 £ 0,01 0,68 = 0,01
Cs 0,59 + 0,08 0,35+ 0,01
d 0,47 £ 0,02 0,29 £ 0,01

Na podstawie parametrow uzyskanych dla statego rozproszenia, udato si¢ okresli¢ parametr Cs0
warto$ci odpowiadajacej stosunkowi masowemu sktadnikow w probce (w granicy biedu).

Widma 'H-NMR statych rozproszen bozentanu w kopowidonie, zarejestrowane w domenie
czestotliwosci, opisano jako superpozycje dwoch funkcji Gaussa (wzor 45) dla frakcji stalej (S) oraz
jednej funkcji Lorentza (wzdr 44) dla frakcji ciektej (L) podobnie jak w statych rozproszeniach tadalafilu.
W zaleznosci od probki i uwodnienia funkcja dopasowana byta kombinacja jak np. przedstawiona

ponizej we wzorze 70:

G(v) = —=5L —exp |—2 * (—V_V51 )2 +—252__oxp|-2 % (—V_VSZ )2 +

- Vrin2Avg, p V2Iin2Avg, Vrin2Avg, p V2In2Avg,

2AL1 AVL1 + ZALZ AVLZ (70)
T |4x(v-vp1)2+AvE, T |4x(v=v2)2+AavE, |

Natomiast dla probki samego polimeru nie udato si¢ dopasowa¢ drugiej funkcji Gaussa dla uzyskanych

wynikow.
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Rysunek 1V.21. Zalezno$¢ szerokosci polowkowej linii H-NMR, polozenia pikéw oraz stosunku

pol powierzchni pod wykresami od poziomu uwodnienia dla stalego rozproszenia bozentanu w

kopowidonie (a-c) oraz kopowidonu (d-f)
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Na podstawie zalezno$ci hydratacyjnych przedstawionych na Rysunkach 1V.21a oraz 1V.21d
mozna zaobserwowac zwezanie si¢ szerokosci potdowkowych frakcji statej i cieklej wraz z rosngcym
poziomem uwodnienia. Dla pierwszej (o wigkszej szerokosci potdowkowej) funkcji Gaussa roznica
migdzy szeroko$ciami potdéwkowymi jest juz widoczna dla probek suchych, gdzie dla mieszaniny jest
ona na poziomie Avs~ 55 kHz natomiast dla kopowidonu, podobnie jak dla Soluplusa jest ona na
poziomie Avs = 65 kHz. Pierwsza funkcja Gaussa w obu przypadkach ulega zwe¢zeniu dla statego
rozproszenia 0,5BS od Avs~ 55 do 28 kHz. Natomiast jedyna sktadowa stata obecna dla polimeru, w
odréznieniu od wynikéw z domeny czasu, zanika dla uwodnien powyzej 0,48 od Avs= 62 do 8,9 kHz.
Druga funkcja Gaussa, w odroznieniu od statych rozproszen tadalafilu w Soluplus (0,1TD i 0,5TD), jest
widoczna tylko w statym rozproszeniu bozentanu w kopowidonie (0,5BS), gdzie obserwujemy zwezanie
si¢ linii dopasowanej funkcjg Gaussa od Avs= 20 do 9,35 kHz oraz juz dla Am/mo > 0,05 zanik drugiej

sktadowej od protonow o ograniczonej mobilnosci.

Dla badanych probek powyzej poziomu uwodnienia 0,3 dla 0,5BS i 0,48 dla kopowidonu
dopasowana zostata druga funkcja Lorentza. Jednak w przypadku mieszaniny, jej dopasowanie jest
polaczone z zanikiem drugiej sktadowej statej. Natomiast w probce kopowidonu obserwujemy wtedy
zanik sktadowe;j statej. Obie szerokosci potowkowe funkcji Lorentza dla badanych probek zachowuja
si¢ jednak podobnie, przyjmujac warto$ci od 4v. = 9 kHz do waskich pikow 0,2 kHz. W odroznieniu od
probek wcezesniej badanego statego rozproszenia tadalafilu, oba piki obecne dla wysokich uwodnien
opisywane funkcja Lorentza sg dostatecznie rozdzielone w odlegtosci ok. 800 Hz (Rys. IV.21c i f).
Dodatkowo potozenie pikow frakcji stalej jest stabilne w pordwnaniu do wczesniej uzyskanych
wynikow dla statych rozproszen tadalafilu, co moze sugerowa¢ wystepujaca zmiang fazy statej w ciekta,

gdzie dla tadalafilu moze to sugerowac reorganizacj¢ struktury.

Potwierdzeniem tej zbieznosci moze by¢ skuteczne dopasowanie funkcji wymiernej takze w
przypadku stosunku p6l powierzchni pod wykresami, podobnie jak to bylo dla wynikoéw uzyskanych w
domenie czasu. Dodatkowym aspektem, ktory moze mie¢ wplyw na te zalezno$¢ jest rekrystalizacja
bozentanu pod wptywem plastyfikujacego dziatania zaadsorbowanej wody w stalym rozproszeniu 0
poziomie uwodnienia powyzej 0,3 widoczna na Rys. 9.11a jako zwezenie drugiej sktadowej Gaussa, a
wreszcie przejscie w sktadowa Lorentzowska. Efekt ten nie byt widoczny dla eksperymentu w domenie
czasu. Stosunek pol powierzchni pod wykresami dla obydwu probek jest opisywany funkcjg wymierna,
podobnie jak dla wynikow dla domeny czasu warto$ci, gdzie Cs~ 0,56 dla statego rozproszenia i 0,47

dla kopowidonu.
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2.4. Wyniki pomiaréw 'H-NMR dla probek Niebla tigrina

Inaczej, niz w przypadku substancji farmaceutycznych, zachowuje si¢ czas relaksacji T2", dla wody

adsorbowanej w plesze N. tigrina i odpowiedz od tejze matrycy stale;.
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Rysunek 1V.22. Zalezno$¢ hydratacyjna czasow relaksacji T." *H-MRJ dla prébki Niebla tigrina
[50].

Dla najnizszych pozioméw uwodnienia (dm/mo < 0,18) nie udato si¢ wyodrebni¢ sygnatu
pochodzacego od wody luzno zwigzanej. Funkcja relaksacji jest dopasowana superpozycja jednej

funkcji Gaussa i dwiema funkcjami eksponencjalnymi:

FID(t) = S-exp <— (Tt )2> +L;-exp (— Tf ) + L, exp (— Tf ) (70)

251 2L1 2L2

z ktorych krotsza jest w zakresie zmienno$ci rownie skutecznie opisywanych funkcja Gaussa jak i
Lorentza, jednak w odroznieniu od probek farmaceutycznych, gdzie dopasowano drugg sktadowg
Gaussa W pomiarach w domenie czgstotliwosci, dla N. tigrina podobnie jak w przypadku innych
grzybow zlichenizowanych [53, 68] dopasowano drugg funkcje eksponencjalng. Na podstawie czasow
przedstawionych na Rys. 1V.22 zakresy czasow relaksacji wahaja si¢ od 10,5 do 32,4 ps dla pierwszej
frakcji matrycy statej, od 58,7 do 129 us dla frakcji wody $cisle zwigzanej, natomiast dla drugiej frakcji

cieklej od 91,6 do 887 us, pomimo wysokich pozioméw uwodnien, jakie uzyskano dla probki.

Jeszcze ciekawsza sytuacja ma miejsce dla probki Niebla tigrina dla zalezno$ci hydratacyjnej stosunku
amplitud sygnatow pochodzacych od frakcji cieklej i statej. Zostato to przedstawione na Rys. IV.23.
Pochodzenie sktadowej o posrednim czasie relaksacji jest zupetnie inne. Pochodzi ona od wody $cisle

zwigzanej w plesze 1 skutecznie zostata dopasowana funkcja eksponencjalna.

82



0 T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Poziom uwodnienia Am/m;,

Rysunek 1V.23. Zalezno$¢ hydratacyjna stosunku sygnaléw L/S i Li/L *H-MRJ obserwowanego

w domenie czasu dla probek Niebla tigrina.

Dla plechy Niebla tigrina zalezno$¢ hydratacyjna amplitudy sygnatu pochodzacego od
protondéw mobilnych wyrazonego w jednostkach sygnalu od protonow unieruchomionych, L/S, jest
dwuetapowa (Rys. IV.23). Dla pozioméw hydratacji mniejszych od AM/mo = 0,3 opisywana jest funkcja
wymierng, a nastepnie dla wyzszych pozioméw uwodnienia funkcjg liniowa z parametrami opisanymi
w zamieszczonej ponizej Tabeli IV-8. Poniewaz w funkcji swobodnej precesji udalo si¢ wyodrebnic¢
sygnat pochodzacy od wody $cisle zwigzanej, mozliwe bylo wyznaczenie zalezno$ci Li/L opisanej

wzorem 71:

L m
1 L = 1CS ) (71)
m1+1+(y*1_cs)*Am

gdzie m; opisuje frakcj¢ wody zwiazanej z frakcja rozpuszczalna.

Tabela 1V-8. Parametry dopasowania funkcji wymiernej, oraz funkcji liniowej amplitudy
skladowej sygnalu pochodzacego od protonéw mobilnych, wyrazonej w jednostkach sygnalu H-

NMR pochodzacego od protonéw o znacznym stopniu unieruchomienia, L/S i Li/L, dla Niebla

tigrina.
L/S f. wymierna L/S f. liniowa L./L
k=1,71+0,12 AM/mo= 0,13 £ 0,01
y =0,59 + 0,02 A=524+0.27 y =0,59 +0,01
Cs=0,526 £ 0,044 B =0,87+0,09 Cs=0,526 £0,032
6 =0,305+0,017
AMc = 0,333 £ 0,001
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Na podstawie Rys. V.23 mozemy okresli¢, ze poziom uwodnienia w ktérym stwierdzono zanik
funkcji wymiernej (nastapito rozpuszczenie calej frakcji rozpuszczalnej). Dzigki zastosowaniu obu

zaleznosci (wzory 69 1 71) jednoznacznie udato si¢ wyznaczy¢ stezenie nasyceniowe rowne Cs= 0,526.

Pozwala to wyliczy¢ catkowita mase frakcji stalej, rozpuszczalnej we wodzie, AM¢/mo, wedhug

wzoru [69]:

AM, = 1f—SCSAM (72)

Jesli poziom uwodnienia, dla ktérego rozpuszczona zostata cata frakcja stala rozpuszczalna we
wodzie wynosi AM/mq = 0,3, to catkowita masa frakcji statej rozpuszczalnej we wodzie w plesze Niebla
tigrina wynosi AM¢/mo = 0,333 (wz6r 72). Dotad dla Zzadnego gatunku antarktycznych grzybow

zlichenizowanych nie udato si¢ wyznaczy¢ analogicznej wartosci granicznej.

W celu poréwnania zachowania $ladowych ilosci wody w uktadzie mikroheterogennym o zupelnie
innym rodzaju niejednorodnosci, podobnie jak dla domeny czasu, takze dla domeny czestotliwosci

wykonano pomiary dla organizmu anhydrobiotycznego, plechy N. tigrina.

Dla porostu N. tigrina dopasowano superpozycje funkcji identyczng, jak w przypadku polimeru
kopowidon z ta r6znica, ze dla badanego organizmu druga funkcje Lorentza (73) udato si¢ dopasowac
juz dla bardzo niskich poziomoéw uwodnienia, a jej pojawienie nie powodowato zaniku funkcji Gaussa

opisujacej frakcje stalg.

_ Asy _ ( V-Vsi ) 2411 Avig 2412 Avpp
G(V)_\/nanAVS1exp[ 2% V2In2Avg, ]++ b3 [4*(v—vL1)2+Avi1]+ T [4*(v—vL2)2+Avfz (73)
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Rysunek 1V.24. Zalezno$ci szerokosci poldwkowej linii *H-NMR (a), stosunku pol powierzchni

pod wykresami (b) oraz polozen pikow (c) od uwodnienia dla Niebla tigrina.

Funkcja Gaussa za$ charakteryzuje si¢ utrzymaniem szerokosci potéwkowej w przedziale
miedzy 40 — 55kHz. Pomimo niewidocznego optycznie rozdzielenia piku Lorentza do probki udato si¢
dopasowac dwie funkcj¢ Lorentza. Przesunigcie chemiczne wynosito okoto 700 Hz i byto podobne jak
to wyznaczone dla statego rozproszenia bozentanu w kopowidonie (Rys. 1V.24c). Réznica jednak
migdzy badanymi uktadami farmaceutycznym a organizmem anhydrobiotycznym jest widoczna w
wartoSci szerokos$ci potowkowej Av 1=1050 Hz i Av,=800 Hz (Rys. 1V.244), ktora jest o ok. 5-krotnie
wigksza niz dla probki farmaceutycznej. Podobnie jak w przypadku domeny czasu stosunek pol pod
powierzchnig funkcji jest opisywany funkcja wymierna, dla ktorej parametry Cs = 0,53 £0,041y = 0,59
+ 0,02. Roznica jednak jest zwigzana z zakresem funkcji wymiernej, ktory dla wynikow
spektroskopowych obejmuje niemal caly mierzony zakres, gdzie w domenie czasu fragment byt

opisywany funkcja liniowa.
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3. Relaksacja spinowo-sieciowa protonéw w zaleznosci od
temperatury dla stalego rozproszenia tadalafilu w Soluplus®
(0,5TD)

W statych rozproszeniach tadalafilu w Soluplus® wyodrgbniono sygnat od dwéch rodzajow
ciata statego, jeden o szerokosci potowkowej rzgdu 60 kHz, a drugi o szerokosci potowkowej 10 kHz.
Nie mozna skorelowa¢ ich z proporcjg tadalafilu do Soluplusa w uktadzie, gdyz wystepuja takze
oddzielnie w poszczegblnych sktadnikach. Brak wyraznych efektow rozpuszczania, sugeruje
ograniczone oddzialtywanie obu sktadnikow. Anomalne zachowanie tak przygotowanego stalego
rozproszenia, sktonito do starannej analizy zachowania obu sygnatéw dla obnizonej temperatury, a takze
zbadania osigganego stopnia przechtodzenia sladowej wody zwigzanej w stalym rozproszeniu tadalafilu
w Soluplus®. Pomiary spektroskopii relaksacyjnej wykonano na przyktadzie statego rozproszenia 0
50% zawartosci tadalafilu (0,5TD) przygotowanego podczas mielenia z predkoscig obrotowg 200
obr./min przez 240 min (Cze¢$¢ 1H). Wyniki uzyskano dla trzech probek ze spektrum poziomu
uwodnienia (suchej oraz uwodnionych do 15% i 30%). Ponizej zestawiono widma spektroskopii

relaksacyjnej wykonane w temperaturze 275K dla trzech badanych uwodnien:

01 « reusAis

M 150 -120 90 -60 -30 O 30 60 90 120 150
150 -120 90 -60 -30 O 30 60 90 120 150 Caestotliwosé [kiiz]
Czgstotliwosé [kHz]

w
~

e B
o -

150 -120 90 -60 -30 O 30 60 90 120 150
Czgstotliwosé [Hz]

Rysunek 1V.25. Widma spektroskopii relaksacyjnej stalych rozproszen o 50% zawartoSci
tadalafilu (0,5TD) i o poziomie uwodnienia (a) 4m/mo = 0, (b) Am/mo = 0,15, (¢) Am/mo = 0,3;

rejestrowane w temperaturze 275 K.

86



Na podstawie uzyskanych widm, do ktorych dopasowywano superpozycje dwoch funkcji Gaussa i

jednej funkcji Lorentza, dla kazdej temperatury, wyznaczono czasy Ti dla kazdej sposrod

wyodrebnionych frakcji (wzor 67), a nastgpnie wyznaczono zalezno$¢ temperaturowa dla kazdej probki,

ktore przedstawiono ponize;j.

3.1

Av [kHZ]

294

Wyniki spektroskopii relaksacyjnej dla stalego rozproszenia
powietrznie suchego (4m/mo= 0)
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Rysunek 1V.26. Wykresy zaleznosci szerokosci potéwkowej (a), stosunku pol powierzchni

frakcji stalej (b), oraz polozen pikow (¢) ‘H-NMR od temperatury dla suchego stalego
rozproszenia 0,5TD.

Na podstawie superpozycji dwoch funkcji Gaussa i jednej funkcji Lorentza wyznaczono trzy frakcje

sktadowe w probce. Dla pierwszej sktadowej stalej, wartos¢ ta waha si¢ od 65 kHz do 100 kHz.
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Szeroko$¢ potdwkowa linii pochodzacej od drugiej sktadowej narasta od 18 do 40 kHz dla temperatury
obnizanej od 295 K do 210 K. Natomiast sktadowa odpowiadajgca sladowym ilosciom wody, co
sugeruje jej szeroko$¢ potowkowa w suchej probce, mierzono do temperatury 275K. Stosunek pol
powierzchni w zaleznosci od temperatury jest na poziomie As/As = 0,3 + 0,1 i wzrasta podwdjnie
ponizej 235 K. Na podstawie pol powierzchni, sporzgdzono wykresy odrostu magnetyzacji dla kazdej
frakcji, okre$lajac w ten sposob czas relaksacji podtuznej, ktorej zalezno$¢ od temperatury

przedstawiono na Rysunku 1V.28.
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Rysunek 1V.27. Zalezno$é czasu relaksacji spinowo-sieciowej T: od temperatury dla obu

skladowych stalych magnetyzacji suchego stalego rozproszenia 0,5TD (4dm/mo = 0).

Dla uzyskanych zalezno$ci czasu relaksacji spinowo-sieciowej Ti dla protonow w funkcji
temperatury dopasowano zmodyfikowany model BPP [model Bloembergena, Purcella i Pounda] (wzor
74) w celu wyznaczenia energii aktywacji, $redniej odleglo$ci migdzy spinami, oraz temperatury
minimum czasu relaksacji.

432

h Tc ZTC
74
6 (1+w2T% t ) (74)

1 0)2 Y
1+4w21g~

_ 3 H
=15 Gn

Dla obu sktadowych zaobserwowano skok czasu relaksacji powigzany z brakiem sktadowe;j
ciektej w dopasowaniu, tak wigc model dopasowano od 265 K. Uzyskana z modelu warto$¢ energii
aktywacji ruchow molekularnych dla pierwszej sktadowej jest rowna Es = 19,4 £ 0,7 kJ/mol, a odlegtos¢
miedzy parg relaksujacych protondw rs=1,91 + 0,02 A. Dla drugiej sktadowej warto$¢ Es = 28,3 £2,1
kJ/mol i odlegto$¢ miedzy spinami réowna sie rs = 1,87 + 0,01 A. Minima warto$ci T1 z modelu
odpowiadajg 230 dla pierwszej sktadowej z ®-1c= 1, 1 225 K a nastepnie dla drugiej sktadowej statej z

W T~ 1
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3.2.
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Rysunek 1V.28. Zaleznosci szerokos$ci potéwkowej (a), stosunku pol powierzchni frakcji stalej

(b), oraz polozen pikéw (c) widm *H-NMR od temperatury dla probki (Am/mg = 0,15) dla stalego

rozproszenia 0,5TD.

Dla statego rozproszenia 0,5TD uwodnionego do Am/my =

0,15 mozna zaobserwowac

przechtodzenie sktadowej ciektej obserwowane przynajmniej do 260 K; gwaltowne poszerzenie linii

do 240 K (T2.) sygnalizuje raczej obecnos¢ stanu amorficznego. Stosunek pol powierzchni w zaleznoSci

od temperatury jest na poziomie Asy/As = 0,15 + 0,1 z niskg warto$cig w wysokich temperaturach i jest

dwukrotnie mniejszy niz dla probki suchej. Dodatkowo mozna zaobserwowaé wigksza chaotyczno$¢

potozenia pikéw w poréwnaniu do probki suche;j.
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Rysunek 1V.29. Zalezno$¢ od temperatury czasu relaksacji spinowo-sieciowej T1 *H-NMR dla obu

skladowych stalych magnetyzacji stalego rozproszenia 0,5TD uwodnionego do 4m/mo = 0,15.

Na podstawie uzyskanych wartosci czasow relaksacji widocznych na Rys. IV.30a stwierdzono

rezim szybkiej wymiany spinowej, usrednienie czasow relaksacji T1 dla wszystkich frakcji facznie z

frakcja ciekts, stad w dopasowaniu modelu BPP wszystkie wartosci ujeto w jednym dopasowaniu.

Uzyskana z modelu warto$¢ energii jest rtowna E =30 + 1 kJ/mol i odleglo$cig migdzy spinami rowna r

=2,18 £ 0,03 A. W przypadku tej probki minimum warto$ci uleglo znacznemu przesunieciu i wynosi

278 K dla ote= 1.
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3.3. Wyniki spektroskopii relaksacyjnej 'H-NMR dla stalego
rozproszenia tadalafilu w Soluplus® uwodnionego do Am/mg = 0,30
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Rysunek 1V.30. Zaleznosci szerokos$ci potéwkowej (a), stosunku pol powierzchni frakeji stalej

(b), oraz polozen pikow (¢) widm 'H-NMR od temperatury dla prébki (Am/mo = 0,3) 0,5TD.

Dla statego rozproszenia 0,5TD uwodnionego do Am/mg = 0,30, szeroko$ci potowkowe linii
dopasowanej funkcja Lorentza zachowuja si¢ podobnie jak w przypadku probki srednio uwodnionej dla
frakcji cieklej. Sa one widoczne do temperatury -33°C, a juz od temperatury -13°C linia zaczyna si¢
poszerza¢. Natomiast szerokosci polowkowe skladowych opisanych funkcjami Gaussowskimi
zachowujg si¢ bardziej chaotycznie. Stabilizujg si¢ dla temperatur ponizej zaniku sktadowej ciekte;.
Stosunek po6l powierzchni w zaleznos$ci od temperatury zachowuje si¢ podobnie jak w przypadku probki

srednio uwodnione;j, lecz charakteryzuje sie¢ wigkszymi skokami wartosci i btgdu. Dodatkowo mozna
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zaobserwowa¢ wieksza chaotyczno$¢ potozenia pikow pierwszej frakcji statej w stosunku do probki
suchej. Natomiast druga oscyluje w poblizu wartosci sktadowej cieklej zajmujac jej miejsce po
poszerzeniu si¢ szerokosci potdwkowej funkcji Lorentza. Dodatkowo mozna zaobserwowac
przesuwanie si¢ potozenia wraz z temperatura w kierunku zera. Efekt ten takze byt widoczny dla $rednio

uwodnionej probki, lecz nie tak doktadnie.
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Rysunek 1V.31. Zaleznosci temperaturowe czasow relaksacji spinowo-sieciowej T: dla

protonéw (a - wszystkich frakcji, b — usrednienia drugiego Gaussa i Lorentza) uwodnionego

stalego rozproszenia 0,5TD.

Podobnie jak w przypadku $rednio uwodnionego stalego rozproszenia, probka znajduje si¢ w
rezimie szybkiej wymiany spinowej, gdyz czasy relaksacji spinowo-sieciowej T: sktadowych maja
podobne wartosci. Zebranie punktow do jednego dopasowania wykonano dla bardziej mobilnej
sktadowej oraz sktadowej cieklej. Uzyskana z modelu warto$¢ energii aktywacji dla ruchéw
molekularnych jest réwna E, = 24 £ 1 kJ/mol i odleglo$cig miedzy spinami wynosza rs= 2,10 = 0,02 A,
oraz E,=31+2kJ/molir=1,98+0,01 A dla sktadowej posredniej. W przypadku tej probki minimum
wartosci uleglo przesunieciu i wynosi 285 K dla sumy frakeji z o-tc~ 1, oraz 269 K dla sktadowe;j statej

ZoT~ 1.
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Na podstawie przeprowadzonych badan dla trzech przyktadowych uktadow z matrycami statymi o
réznych typach mikroheterogennosci, analizowano zachowanie $ladowe;j ilosci wody adsorbowanej z
pary wodnej. Badania wykonano dla probek substancji leczniczych trudno rozpuszczalnych w wodzie,
ktorych potaczenie z hydrofilowymi polimerami moze zapewni¢ zwigkszenie dostepnosci biologicznej,
a tym samym poprawe bezpieczenstwa i skutecznosci terapeutycznej. Dla porownania analizie poddano
probki porostu Niebla tigrina, reprezentujacego organizmy przystosowane do przetrwania bez wody w

otoczeniu, ktore z fazy gazowej tatwo adsorbuja wodg.

Ocena kinetyki hydratacji z fazy gazowej, pozwolita wyodrgbni¢ trzy do czterech frakcji wody o
roznym stopniu zwigzania w probee, jednakze metodami *H-NMR nie dato si¢ ich wszystkich wyrézni¢
w pomiarach. Wynika to z faktu, Zze kinetyka hydratacji wyrdznia frakcje wody na podstawie sity ich
wigzania do powierzchni, natomiast *H-NMR rozdziela poduktady sygnalu réznigce si¢ dynamika
molekularng protonéw. W probkach stalych rozproszen substancji leczniczych, dopasowano
maksymalnie cztery frakcje wody. W uktadzie ulegajagcym hydratacji do nizszego poziomu, czyli dla
statego rozproszenia tadalafilu w Soluplus®, jednoznaczng obecnos¢ czterech sktadowych wyznaczono
jedynie dla probki czystego polimeru — Soluplus®. Stwierdzono zalezno$¢ miedzy poziomem
uwodnienia probki, a zawartoscig hydrofobowej substancji leczniczej w statym rozproszeniu. Poziom
ten zmniejsza si¢ w miar¢ zwigkszania ilosci substancji leczniczej [71]. W probkach bozentanu
zalezno$¢ jest zblizona, jak w przypadku tadalafilu. Monohydrat bozentanu wykazuje dodatkowo inne
ciekawe zjawiska, a mianowicie w trakcie wykonywania tras hydratacyjnych, zaobserwowano
hydratacje zmiclonego amorficznego bozentanu, czego nie obserwowano dla tadalafilu. Drugim
aspektem jest znaczny wzrost nasyceniowego poziomu uwodnienia obserwowany dla probek
uwadnianych w wilgotnosci wzglednej p/po = 88% i wyzszych. W probkach N. tigrina dopasowano
maksymalnie trzy frakcje wody zwigzanej z bardzo duzg réznica w poziomie uwodnienia miedzy probka
hydratowana w atmosferze o wilgotnosci wzglednej 100%, a reszta badanych probek. Z tras
hydratacyjnych wynika, ze farmaceutyczne state rozproszenia charakteryzuja si¢ nizsza warto$cia
parametru Ao~ 2%, czyli frakcja wody, ktora jest bardzo silnie zwigzana z uktadem i nie jest usuwana
podczas dehydratacji do fazy gazowej. Parametr ten jednak zmienia si¢ w zaleznosci od uktadu, a dla
probek zawierajacych tadalafil, jego warto$¢ zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem ilosci polimeru Soluplus,
natomiast w przypadku bozentanu warto$¢ ta rosnie do Ao = 7%, przewyzszajac warto$¢ uzyskang dla
N. tigrina. Czasy hydratacji takze zachowuja si¢ odmienne, a mianowicie majg wartosci state dla statych
rozproszen tadalafilu w Soluplus, natomiast zmieniaja si¢ w przypadku statego rozproszenia bozentanu,
tj. czas t," wydtuza sie, natomiast czas t," jest krotszy. Dla poréwnania, Niebla tigrina charakteryzuje
sie¢ podobnym czasem t;" (0,5h), jak probki bozentanu bez dodatku polimeru, oraz dtuzszym t," (15h)
niz bozentan (30 h) lub stale rozproszenia tadalafilu (ok. 12h). Jednak warto$¢ t" dla statego

rozproszenia bozentan w kopowidonie ulega znacznemu skrdceniu do ok. 7h.
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Wyniki uzyskane dla stalego rozproszenia bozentanu (Tab. 1V-4) roznig si¢ od wynikow
otrzymanych dla statych rozproszen tadalafilu w Soluplus (Tab. IV-2), jak rowniez od warto$ci
parametrow wyznaczonych dla porostu. Parametry modelu sorpcji GAB-Dent dla statego rozproszenia
bozentanu sg podobne tych obliczonych dla statych rozproszen tadalafilu. Natomiast kopowidon
stosowany w tych statych rozproszeniach wykazuje warto$¢ parametru AM/mo zblizong do wartosci
uzyskanej dla N. tigrina. Duza rdéznica jest widoczna w parametrze 1/b1, ktory w wigkszosci probek
farmaceutycznych wynosi nie wigcej niz 3%, z wyjatkiem polimeru Soluplus (14,3%), cho¢ i jego

warto$¢ jest ponad dwukrotnie mniejsza od tej wyznaczonej dla Niebla tigrina (35%).

Analiza pomiaroéw relaksacyjnych *H-NMR w domenie czasu nie pozwolita na wyodrebnienie w
probkach farmaceutycznych dwoéch rodzajow wody, jak miato to miejsce w przypadku badanego
porostu, N. tigrina, innych anhydrobiotycznych grzybach zlichenizowanych [73, 74] lub kompleksach
DNA — surfaktant [2]. W probkach farmaceutycznych, efektywny czas relaksacji spinowo-spinowej dla
krotszej sktadowej relaksacyjnej ma wartosci krotsze i z wyboru zostat dopasowany funkcja Gaussa,

poniewaz w widmach wyodrebniono dwie sktadowe gaussowskie.

W probkach substancji leczniczych sktadowa sygnatu pochodzaca od frakcji protondéw
unieruchomionych zachowuje si¢ odmiennie od obserwowanej w innych skrajnie wysuszonych
uktadach biologicznych, czy w organizmach anhydrobiotycznych [75]. Efektywny czas relaksacji
spinowo-spinowe;j dla frakcji protonéw unieruchomionych wyniost T," ~ 13-28 us dla probek tadalafilu,
jednak zwigkszat sie¢ w miare zwickszania zawartoSci substancji leczniczej. W przypadku statego
rozproszenia bozentanu w kopowidonie, czasy relaksacji sg na podobnym poziomie jak dla substancji
leczniczej bez dodatku polimeru, natomiast w statym rozproszeniu ulegaja znacznemu wydtuzeniu do
nawet 50 ps, czy nawet 90 ps w wysokich uwodnieniach. Pod tym wzgledem czas relaksacji tej
sktadowej dla porostu miesci sie w granicach 20-30 ps. Czasy relaksacji T>* wyznaczone dla probek
farmaceutycznych sg znacznie krotsze od wartosci typowych dla suchych uktadéw biologicznych,
takich jak np. dehydratowany kompleks DNA-BA [2].

Zachowanie przesunie¢ chemicznych, jak i potozen pikow w widmie H-NMR jest odmienne dla
kazdego z badanych uktadow. W probkach tadalafilu przesunigcie chemiczne miedzy frakcjami
ciektymi zwigksza si¢ do 400 Hz wraz ze wzrostem poziomu uwodnienia. W probkach bozentanu
przesuni¢cie chemiczne wynosi 800 Hz i nie zmienia sie pod wpltywem uwodnienia. Natomiast dla
plechy Niebla tigrina, przesunigcie chemiczne jest podobne jak w przypadku probek bozentanu i
utrzymuje si¢ na poziomie ok. 700 Hz. Potozenie pikow frakcji statej w probkach bozentanu jest stabilne
w przeciwienstwie do chaotycznego, stwierdzonego dla probek tadalafilu. W odniesieniu do bozentanu
moze to wynika¢ z przemiany fazowej w uktadzie, podczas gdy dla tadalafilu moze to sugerowac

reorganizacje¢ struktury zwiazku.
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W trakcie pomiaréw tras hydratacyjnych probek farmaceutycznych oraz pomiaru H-MRJ
zaobserwowano zmiany morfologiczne probek opisane w Tabelach IV-1 i IV-3. W pomiarach zarowno
relaksometrycznych, jak i w spektroskopii 'H- MRJ, zaleznoéci L/S czy As/AL w probkach
farmaceutycznych znacznie si¢ 16znig, gdyz pomimo podobnych zmian widocznych optycznie przy
wyzszych uwodnieniach dla probek tadalafilu, te zalezno$ci sg opisywane funkcjami liniowymi,
natomiast w przypadku probek 0,5BS i kopowidonu, sg to funkcje wymierne sugerujace rozpuszczanie
lub przemiang fazy z stalej w ciekla. Podobne zachowanie zaobserwowano czgsciowo w probcee
badanego organizmu, lecz tam proces ma inng natur¢. Mianowicie zachodzi rozpuszczanie jednego ze
sktadnikow struktury, obecnego w ograniczonej iloci. Dla wyzszych poziomow uwodnienia, zalezno$¢

jest juz opisana funkcja liniowg. Spowodowane moze to by¢ matg iloscig rozpuszczalnych sktadnikow.

Pomiary spektroskopii relaksacyjnej uwodnionych statych rozproszen tadalafilu w Soluplus®
pokazaty, ze uktad znajduje si¢ w rezimie szybkiej wymiany spinowej. Czasy relaksacji spinowo-
sieciowej T dla wody i dla matrycy statej byty identyczne. Czynnikiem odpowiedzialnym za relaksacje
protondw jest woda, gdyz dla probki odwodnionej mozna méwic¢ jedynie o rezimie wymiany posredniej.
Na podstawie wynikow pomiaréw spektroskopii relaksacyjnej stwierdzono, ze warto$ci energii
aktywacji odpowiadaja wartoSciom energii wigzan wodorowych. W badanych probkach energia
aktywacji dla probki suchej jest rozr6znialna na poziomie ok. 20 kJ dla pierwszej frakcji statej i 30 kJ
dla drugiej frakcji. Wraz z uwodnieniem energia ta ulega usrednieniu do wyzszej wartosci. Wartos¢
pierwszej sktadowej odpowiada wigzaniu O-H...O z matrycy statej, natomiast wicksza warto$¢ moze
odpowiada¢ wigzaniom O-H...N matrycy statej lub modyfikacji wczesniejszego typu przez wigksza
ilos¢ molekut wody lub wigzaniu mi¢dzy zaadsorbowanymi molekutami wody. Odlegtosci migdzy
spinami zwigkszajg si¢ W miar¢ zwickszania uwodnienienia od ok. 1,9 A do 2,1 A. Sugeruje to
wystegpowanie wigzan z matrycg stala, gdyz dla wigzan mi¢dzy molekutami wody byly by one dtuzsze
(ok. 3 A). Wyniki spektroskopii relaksacyjnej potwierdzily obecno$é wiazan wodorowych miedzy
grupami hydroksylowymi polimeru i karbonylowymi tadalafilu, co jest komplementarne z wynikami
analiz ATR FT-IR [71].

W badaniach spektroskopii relaksacyjnej widoczne sg dwa trendy. Pierwszy dotyczy przesuwania
si¢ minimum zalezno$ci czasu T1 w kierunku wyzszych temperatur wraz z uwodnieniem. Drugi dotyczy
zmiany potozenia piku, a CO za tym idzie, czestotliwosci rezonansowej piku frakcji ciektej wraz ze

zmniejszaniem temperatury. Efekt ten jest tym lepiej widoczny im wyzsze jest uwodnienie probki.

Na podstawie przeprowadzonych badan, opracowanych wynikow i ich dyskusji, sformutowano
ponizsze wnioski, ktére podsumowuja najwazniejsze zaleznosci, dotyczace zachowania $ladowych

ilosci wody w probkach farmaceutycznych i organizmach anhydrobiotycznych.
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1. Analiza procesu hydratacji z fazy gazowej zaréwno w proszkowych uktadach
farmaceutycznych (statych rozproszeniach), jak réwniez w tkance organizmu zywego w fazie
kryptobiozy, pozwolity zidentyfikowac i scharakteryzowa¢ frakcje wody wysycajace si¢ sekwencyjnie
wraz z wydtuzaniem czasu uwadniania, a pojawiajgce sie w miare zwigkszania wilgotno$ci wzglednej,
p/po, atmosfery.
2. Niezaleznie od tego, czy w ukladzie mikroheterogennym jeden sktadnik zaputapkowany jest
wewnatrz drugiego (fotobiont wewnatrz matrycy mykobionta), czy oba sktadniki s3 poddane procesowi
technologicznemu (mielenie), w nieobecnosci hydratacyjnego skokowego zwigkszenia powierzchni
dostepnej dla wody, kinetyka hydratacji z fazy gazowej ma zblizony charakter.
3. Pomiary Kinetyki hydratacji statych rozproszen tadalafilu w Soluplus® pozwolity wyr6znié
cztery frakcje wody zwiazanej byty to: (a) frakcja Ao $cisle zwigzana do powierzchni matrycy statej, (b)
frakcja A: wody zwigzana najprawdopodobniej do pierwotnych miejsc wiazacych wodg, a
charakteryzujaca si¢ krotkim $rednim czasem hydratacji t1 = (0,33 £ 0,08)h, (c) frakcja Az o dtuzszym
czasie hydratacji t od 10h do 12h, pojawiajaca si¢ dla wilgotnosci wzglednych powietrza
przekraczajacych 52%, (d) frakcja As przypisywana wodzie (swobodnej) o czasie tz powyzej 67 h.
4, W przypadku kinetyki hydratacji statych rozproszen bozentanu mozna wyrozni¢ cztery frakcje
wody zwiazanej: (a) frakcja Ao $cisle zwigzana do powierzchni matrycy stalej, (b) frakcja A; wody
zwigzana najprawdopodobniej do pierwotnych miejsc wigzacych wode, charakteryzujaca si¢ krotkim
srednim czasem hydratacji t1 = (0,52 + 0,14)h dla BS_M oraz 1h w granicy bledu dla 0,5BS i
kopowidonu, (c) frakcja Az o dtuzszym czasie hydratacji t; od = (30 + 5)h dla mielonego bozentanu i
wynoszaca w granicy btedu 7h dla statego rozproszenia i kopowidonu, (d) frakcja As przypisywana
wodzie (swobodnej) o czasie t; powyzej 62 h, nieobecna dla BS_M.
5. Dla wszystkich badanych uktadow dobrym dopasowaniem dla sygnalu zaniku swobodnej
precesji *H-NMR jest superpozycja funkcji Gaussa i eksponenty, oraz funkcji dla warto$ci okoto 100 us
i dtuzszych dopasowywanej funkcja eksponencjalng, a znacznie krotszych od 100 ps opisanej funkcja
Gaussowska.
6. Relaksometria, jak i spektroskopia H-NMR pozwala zaobserwowaé $ladowe ilosci wody
zaputapkowanej na poziomie uwodnienia 1 lub 2% Am/my.
7. Zalezno$¢ temperaturowa czasoOw relaksacji spinowo-sieciowej dla odwodnionego statego
rozproszenia tadalafilu w Soluplus wskazuje na rezim posredniej wymiany spinowej (dwie rézne
sktadowe ciala stalego) i w obu przypadkach skutecznie opisywana jest modelem Bloembergen-Purcell-
Pound (BPP) z minimum warto$ci Ty dla 230 K.
8. Uwodnienie statego rozproszenia tadalafilu w Soluplus® zmienia charakter wymiany spinowej
do rezimu szybkiej wymiany. Dowodzi to, ze woda jest medium w znacznym stopniu odpowiedzialnym
za efektywnos¢ procesu relaksacji spinowo-sieciowej.
9. Wyznaczona na podstawie modelu BPP (modelu Bloembergena, Purcella i Pounda) energia
aktywacji ruchdéw molekularnych, odpowiada energii wigzania wodorowego (Ea = 19 - 30 kJ-mol™?).
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10. Wyznaczona na podstawie modelu BPP odleglo$¢ migdzy para relaksujgcych protonow,
odpowiada wigzaniom wodorowym o $redniej sile (r = ok. 2 A).

11. Relaksometria i spektroskopia *H-NMR s3 bardzo dobrymi metodami do okreslenia natury
procesu hydratacji uktadu mikroheterogennego. Potrafig rozstrzygnaé, czy frakcja stata rozpuszczalna
W wodzie zaadsorbowanej z fazy gazowej jest w ukladzie obecna. Na przyktadzie statych rozproszen
tadalafilu w Soluplus® wykazano brak rozpuszczalnej frakcji statej. W plesze rehydratowanego N.
tigrina byta ona obecna w ograniczonym zakresie. Natomiast w procesie hydratacji statego rozproszenia
bozentanu w kopowidonie zachodzito rozpuszczanie stalej matrycy.

12. Dla pochodzacej z pustyni Atacama plechy Niebla tigrina, charakteryzujacej si¢ ograniczonym
udziatem frakcji stalej rozpuszczalnej w wodzie, udato si¢ oszacowac ilos¢ tej frakcji, jako wynoszaca

AM¢/mg = 0,333.
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