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I. Cz¢$¢€ teoretyczna

1. Wprowadzenie

Chemia analityczna w nowoczesnym ujeciu jest nauka stosowang, zajmujacg sie
odkrywaniem i1 formutowaniem praw, kryteriow i metod umozliwiajacych ustalenie z okreslong
czulo$cig, precyzja 1 niepewnoscig skiadu obiektow materialnych [Kocjan, 2015; Szczepaniak,
2012; McMahon, 2007; Skoog et al., 2007]. Z tej definicji wynika podwdjny charakter chemii
analitycznej, praktyczny, polegajacy na ustalaniu sktadu obiektéw materialnych i podstawowy,
sprowadzajacy si¢ do opracowania nowych metod analitycznych i1 ich oceny. Nieustanny
rozwoj wiedzy zwigksza mozliwosci chemii analitycznej, zar6wno jezeli chodzi o obszary jej
zastosowania, jak i o wiarygodno$¢ pomiaru. Polaczenie wiedzy z zakresu chemii, fizyki,
biologii, matematyki, a takze informatyki umozliwitlo powstanie i zastosowanie roznych technik
analitycznych do okreslania sktadu jakosciowego 1 ilosciowego prawie wszystkich obiektow
materialnych.

Dynamicznie rozwijajacy si¢ obszar chemii analitycznej stanowi analiza termiczna
[Gabbott, 2008; Haines, 2002; Hohne et al., 1996; Hatakeyama & Zhenhai, 1998]. Obejmuja
one do$¢ duza grupe technik, z ktorych najczesciej stosowana jest roznicowa kalorymetria
skaningowa (Differential Scanning Calorimetry, DSC), rdéznicowa analiza termiczna
(Differential Thermal Analysis, DTA) 1 termograwimetria (Thermogravimetry, TG). Wazng
zaleta tych metod jest to, ze umozliwiajg analiz¢ substancji w fazie statej. Jest to niezmiernie
istotne z punktu widzenia analizy i technologii farmaceutycznej, gdyz pozwala na otrzymanie
szeregu informacji o substancji bez koniecznos$ci jej rozpuszczenia. Daje rowniez mozliwos¢
oceny substancji w jej naturalnej postaci, a wiec identycznej do tej, w ktorej jest
przechowywana czy tez aplikowana pacjentowi. Z kolei brak koniecznosci przeprowadzania
probki do roztworu czgsto przyspiesza analizg.

Poczatki analizy termicznej datujg si¢ od momentu odkrycia i rozpocze¢cia uzytkowania
ognia [Haines, 2002]. Czlowiek, nie rozumiejac jeszcze procesoOw zachodzacych w roznych
substancjach 1 materiatach podczas ogrzewania, obserwowal je, a pdzniej takze rejestrowat.
Pierwsze wzmianki odnoszace si¢ do analizy termicznej pochodzg z XVIII w. W tym okresie
rozpoczeta si¢ era industrializacji. Zwigkszajgca si¢ liczba ludnosci spowodowata wzrost
zapotrzebowania na wszelkiego rodzaju dobra konsumpcyjne. Aby sprosta¢ temu zadaniu
niezbedne byto podniesienie wydajnosci produkcji w wielu segmentach gospodarki. W zwigzku

z wprowadzeniem gospodarki opartej na mechanizacji produkcji, zmianie musiala ulec kontrola



jakosci materialow uzywanych do produkcji, jak i finalnych produktow. Aby sprostaé
potrzebom przemystu, naukowcy rozpoczeli wielokierunkowe prace w roznych obszarach
badawczych, co zaowocowalo duzg liczba odkry¢ 1 umozliwito rozw6j wielu dziedzin nauki.
Poniewaz w procesach produkcyjnych temperatura odgrywa znaczaca rolg, a substancje pod jej
wplywem ulegajg roznym modyfikacjom, rozpoczat si¢ rozwdj metod opartych na pomiarze
zmian wiasciwosci fizykochemiczncyh substancji w funkcji temperatury.

Dopiero jednak na poczatku XX w., w zwigzku z odkryciem wielu praw chemicznych i
fizycznych stanowigcych podstawe nowoczesnej nauki, nastgpit dynamiczny rozwoj metod
analizy termicznej, ktory trwa do dnia dzisiejszego. Rys historyczny rozwoju metod
termicznych ilustruje Tabela 1. Z ponizszego opracowania wynika, ze metody analizy

termicznej znajdujg coraz szersze zastosowanie juz od ponad 40-50 lat.

Tabela 1 Krotka historia analizy termicznej [Hatakeyama & Zhenhai, 1998].

Lp. Rok Wydarzenie

1887 |Le Chatelier wykorzystat krzywe termiczne do identyfikacji gliny

1899 |Roberts-Austen wprowadzit ré6znicowa metode temperaturows

3. 1903  [termin analiza termiczna po raz pierwszy zostat uzyty przez Tammann

4 1904 Kgrqakov 'oprac.ox.)val uni.wersglny rejestrator fotograficzny, ktory zostat wykorzystany w
roznicowej analizie termicznej (DTA)

5. 1915 |Honda zdefiniowat podstawy nowoczesnej termograwimetrii, wprowadzajac termowage

6. 1919  |utworzono Miedzynarodowa Uni¢ Chemii Czystej i Stosowanej (IUPAC)

7. 1945  |wyprodukowano pierwszy komercyjny termograwimetr

8. 1960 |zaprezentowano szerokie opracowania na temat réznicowej analizy termicznej

9. 1964 |wprowadzenie roznicowej kalorymetrii skaningowej przez Watsona

10. 1965 |1 Miedzynarodowa Konferencja na temat Analizy Termicznej — Aberdeen, Szkocja

II Miedzynarodowa Konferencja Analizy Termicznej — Boston, USA; Migdzynarodowa
11. 1968 |Konfederacja Analizy Termicznej (ICTA) zmienita nazwe na Migdzynarodowa Konfederacjg
Termicznej Analizy 1 Kalorymetrii (ICTAC)

12. 1969 |wydano pierwszy numer Journal of Thermal Analysis

13. 1970 |wydano pierwszy numer Thermochimica Acta

14. 1985  [utworzono Polskie Towarzystwo Kalorymetrii i Analizy Termicznej (PTKAT)

2. Metody analizy termicznej

Analiza termiczna jest jedng z wielu powszechnie stosowanych metod analitycznych do
badania substancji leczniczych, pomocniczych i produktow farmaceutycznych [Stodghill, 2010;
Lukas & LeMaire, 2009; Saunders, 2008; Sichina, 2001; Clas et al., 1999; Wesotowski, 1992a;
Wesotowski, 1992b; Wesolowski, 1985]. Aktualnie przyjeta definicja analizy termicznej
zaproponowana przez Miedzynarodowa Konfederacje Analizy Termicznej 1 Kalorymetrii

(International Confederation for Thermal Analysis and Calorimetry, ICT AC) podaje, ze analiza



termiczna stanowi grupe technik, w ktorych fizyczne wilasciwosci substancji i/lub produktow
reakcji s3 mierzone w funkcji temperatury, podczas gdy substancja poddawana jest
kontrolowanemu programowi temperatury [Lever et al., 2014]. Z definicji tej wynika, ze
pomiary wykonywane technikami analizy termicznej spelniaja trzy podstawowe kryteria
[Hatakeyama & Zhenhai, 1998], tj.:

a) musi by¢ mierzona wlasciwo$¢ fizyczna,

b) pomiar musi by¢ wyrazony bezposrednio lub posrednio w funkcji temperatury,

c) pomiar musi by¢ dokonany w warunkach kontrolowanej zmiany temperatury.

W zaleznosci od sposobu ogrzewania probki w czasie pomiaru, metody analizy
termicznej dzieli si¢ na statyczne i dynamiczne [Stoch, 1998]. W trakcie termicznej analizy
statycznej (pomiary izotermiczne), temperatura probki zmieniana jest skokowo 1 utrzymywana
jest na danym poziomie az do osiggniecia przez probke stanu rownowagi termodynamicznej,
swoiste] dla danej temperatury. Metodami statycznymi bada si¢ najczesciej dysocjacje
termiczng mierzgc zmiang masy probki lub przemiany fazowe (np. krystalizacje), obserwujac
zmiang sktadu fazowego probki. Metody te umozliwiaja wyznaczenie temperatury rOwnowagi
badanych proceséw. Analiza termiczna dynamiczna wykonywana jest przy stopniowym,
zwykle liniowym wzroscie lub obnizaniu temperatury (pomiary nie-izotermiczne). Obecnie
stosuje si¢ niemal wytacznie metody dynamiczne, gdyz umozliwiajg szybkie wykonanie analizy
badanej probki.

Analiza termiczna obejmuje caly szereg metod, poniewaz przedmiotem pomiaru moze
by¢ wiele roznych wlasciwosci fizycznych substancji [Lever et al., 2014]. Obecnie trzy metody
analizy termicznej odgrywaja najwieksza role, tj. DSC, DTA 1 TG [Gabbott, 2008; Haines,
2002]. Nie nalezy jednak zapomina¢ o pozostatych metodach, ktérych rola systematycznie
wzrasta. Najlepiej poznane metody termiczne zestawiono w Tabeli 2. Umozliwiajg one pomiary
w bardzo szerokim zakresie temperatur, od temperatur skrajnie niskich (—150°C) do skrajnie
wysokich (1600°C). Zakres temperatur, w ktérym mozna stosowa¢ metody analizy termicznej
zestawiono w Tabeli 3.

Wyniki pomiaréw metodami analizy termicznej przedstawia si¢ w postaci krzywych
termoanalitycznych, tzn. krzywych obrazujacych zalezno$¢ mierzonej wlasciwosci fizycznej od
temperatury [Lever et al., 2014; Gabbott, 2008; Haines, 2002]. Rejestrujac krzywe zapisuje si¢
temperature lub czas na osi odcietych, a zmiang wybranej wlasciwosci fizycznej, np. entalpii, na
osi rzednych, wskazujac czy zmiana jest endotermiczna czy egzotermiczna. Niekiedy rejestruje
si¢ rowniez ich pierwsze pochodne, a uzyskane krzywe rozniczkowe okreslaja szybkos¢ zmian

mierzonego parametru, utatwiajgc odrdznienie naktadajgcych si¢ na siebie efektéw termicznych



1 dokladne wyznaczenie temperatur przemian fazowych lub rozktadu termicznego. Najczesciej

rejestruje si¢ rozniczkowe krzywe TG (Differential TG, DTG), DTA (Derivative DTA, DDTA) i

dylatometryczne (Derivative thermodilatometry, DTD).

Tabela 2 Metody analizy termicznej [Stoch, 1998].

Lp. Metoda Mierzony parametr Symbol
1. |Rdznicowa analiza termiczna réznica temperatur DTA
Roznicowa kalorymetria skaningowa Lo
2. (typ przeplywu cicpla) swobodny przeptyw strumienia ciepta DSC
Roznicowa kalorymetria skaningowa T
3. (typ kompensacii ciepla) kompensowany przeplyw strumienia ciepta DSC
4.  |Termograwimetria zmiana masy TG
5. |Detekcja produktow gazowych objetos¢ wydzielajacego si¢ skladnika EGA
gazowego
6. |Analiza sktadu produktow gazowych analrlza sktadu chemicznego wydzielanych EGD
gazow
. . . oznaczanie wydzielajacych si¢
7. |Termiczna analiza emanacyjna radicaktywnych skiadnikéw gazowych ETA
Termodyfraktometria dyfrakcja promieni X TDX
. |Termoelektrometria przeptyw pradu elektrycznego
10. |Dielektryczna analiza termiczna polaryzacja elektryczna DEA
11. |Termomagnetometria magnetyzacja
12. |Termodylatometria zmiana wymiarow TD
13.  |Analiza termomechaniczna deformacja pod wptywem obcigzen TMA
14. |Dynamiczna analiza mechaniczna modut t%qmwma d'rg.al W olanych DTMA
oscylacyjnym obcigzeniem
15.  |Termoakustymetria przeptyw fal akustycznych TA
16. |Termosonimetria natezenie efektow dzwickowych TS
17.  |Termorefraktometria wspotczynnik zatamania §wiatta
18. |Termoluminescencja luminescencja TL
19.  |Termospekiroskopia pomiar widma $wiatta przechodzacego lub
odbitego
20. |Termomikroskopia obraz mikroskopowy

Metody analizy termicznej umozliwiajg analiz¢ duzej grupy substancji oraz sg zrédlem
cennych informacji analitycznych przy zastosowaniu specjalistycznej aparatury. Wspotczesne
przyrzady do analizy termicznej stwarzaja duze mozliwosci w zakresie lgczenia ze sobag
réznych technik analizy termicznej, jak rowniez prowadzenia pomiardw rownoczesnie z
udziatlem innych technik instrumentalnych [Haines, 2002; Stoch, 1998]. Aktualnie, w analizie
termicznej stosowane sg trzy sposoby taczenia technik pomiarowych — techniki jednoczesne,
jednoczesne techniki sprzezone 1 techniki jednoczesne wspotdziatajgce nieciggle [Stoch, 1998],
ktore wykorzystuje si¢ m.in. do analizy skladu fazowego i chemicznego substancji, do

okreslania ich czystosci 1 trwatosci, a w badaniach fizykochemicznych do wyznaczania



parametréw termodynamicznych i kinetycznych reakcji. Zagadnienie to omowiono szerzej w

rozdziale 3 — Techniki taczone w analizie termiczne;.

Tabela 3 Zakres pomiarowy standardowych analizatorow termicznych dostepnych komercyjnie
[Hatakeyama & Zhenhai, 1998].

Lp. Metoda Zakres temperatur, °C
1. |TG (praca w wysokiej temperaturze) od 20 do 1600
2. |TG-DTA (pomiar w warunkach standardowych) od 20 do 1000
3. |DTA (praca w wysokiej temperaturze) od 20 do 1600
4. |Typ przeptywu strumienia ciepta DSC (standardowy) od 150 do 750
5. | Typ przeptywu strumienia ciepta DSC (bardzo czuty) od —100 do 100
6. [TMA od 150 do 700
7. |DMA od —150 do 500
8. |Aparatura do pomiaroéw wiskoelastykow od —150 do 500

2.1. Roinicowa kalorymetria skaningowa

Réznicowa kalorymetria skaningowa (Differential Scanning Calorimetry, DSC) stanowi
metode, w ktorej rejestruje sie energie konieczng do sprowadzenia do zera roznicy temperatur
miedzy probka i substancjg odniesienia. Obie substancje ogrzewa si¢ lub chtodzi w sposdb
kontrolowany, a krzywa DSC odzwierciedla ilo$¢ ciepla wymienionego przez probke z
otoczeniem w jednostce czasu w funkcji czasu (t) lub temperatury (T): dH/dt = /(1) = /(T)
[Gabbott, 2008; Haines, 2002]. Roznicowe kalorymetry skaningowe mogg pracowa¢ w zakresie
temperatur od —170°C do 750°C. Osiagnigcie wyzszych temperatur jest trudne technicznie ze
wzgledow materialowych. Ponadto, zwigkszaja si¢ wtedy bledy wywotane stratami ciepta przez
promieniowanie, w zwigzku z czym tzw. stala kalorymetryczna zmienia swa wartos¢ ze
wzrostem temperatury.

W kalorymetrach réznicowych typu heat flux dokonuje si¢ pomiaru energii cieplnej
przeptywajacej pomiedzy badang substancjg a blokiem grzejnym [Gabbott, 2008]. Sthuzg do
tego polaczone roznicowo baterie termoelementéw (termopar), umieszczone pod pojemnikami
na substancje badang i odniesienia. Ten rodzaj DSC pozwala na pomiar w wysokich
temperaturach, jednak wraz ze wzrostem temperatury ros$nie blad pomiaru. Jedng z przyczyn
jest trudna do kontrolowania strata ciepta w wyniku promieniowania.

Zaletg kalorymetrow DSC typu heat flux jest mozliwo$¢ szybkiego wyznaczania entalpii
przemiany fazowej 1 zmian ciepla molowego wraz ze zmiang temperatury. Metoda ta pozwala
rejestrowac przemiany fazowe, ktérym towarzyszg slabe efekty cieplne, takie jak przemiany
szkliste, polimorficzne, krystalizacja i inne. DSC typu heat flux znalazla szczeg6lnie szerokie

zastosowanie w badaniu polimeréw. Jest ona tez stosowana w przemysle do kontroli przebiegu
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procesow technologicznych. Do tych celow opracowano systemy DSC z automatycznym
podawaniem probek (autosampler).

Drugi rodzaj przyrzadow do DSC to kalorymetr réznicowy z kompensacja mocy, tzw.
power compensation DSC [Gabbott, 2008]. W metodzie tej probka badana i substancja
odniesienia znajduja si¢ w identycznych, termicznie izolowanych piecach, ktore sa niezaleznie
sterowane w ten sposob, aby temperatura obu substancji utrzymywatla si¢ na statym poziomie.
Piece te wyposazone sa3 w dodatkowe elementy grzewcze stuzace do wyrdOwnywania ich
temperatur. R6znica temperatur powstaje wowczas, gdy badana probka pochlania lub wydziela
wiecej ciepla niz substancja odniesienia. Sygnatlem mierzonym jest moc dostarczana do
elementow grzejnych piecoOw zuzyta do utrzymywania zerowej roéznicy temperatur miedzy
substancjg odniesienia 1 probka badana. Z krzywych DSC mozna bezposrednio wyznaczy¢
cieplo reakcji oraz ciepto molowe substancji w funkcji temperatury.

W zaleznosci od sposobu konstrukcji przyrzadow do DSC, zasad ich dzialania i
specyfiki pomiaru, wyroznia si¢ wiele wersji technik DSC [Kowalska, 2017; Stodghill, 2010;
Gabbott, 2008; Haines, 2002; Hatakeyama & Zhenhai, 1998]. Jedng z odmian jest DSC z
modulowang temperaturg (Temperature modulated DSC, TMDSC) [Kowalska, 2017; Knopp et
al., 2016; Danley, 2003; Carpentier et al., 2002; Pielichowski & Flejtuch, 2002; Hill et al.,
1999; Verdonck et al., 1999; Hatakeyama & Zhenhai, 1998; Coleman & Craig, 1996]. W tej
metodzie program liniowego ogrzewania lub chtodzenia probki zostat zmodyfikowany poprzez
natozenie na liniowg zmiang¢ temperatury, temperatury modulowanej w czasie, o charakterze
okresowym, np. sinusoidalnym. Pomiary za pomocg TMDSC umozliwiaja separacj¢ procesOw
odwracalnych (termodynamicznych, np. przemian szklistych), od procesow nieodwracalnych
(kinetycznych, np. przemian fazowych takich jak topnienie lub krystalizacja). Duza uzytecznos¢
TMDSC wynika rowniez z mozliwosci bezposredniego pomiaru ciepla wlasciwego w catym
zakresie temperatur. TMDSC jest przydatna podczas rozdzielania nakladajacych si¢ na siebie
pikow, do badania kinetyki przemian fazowych lub reakcji chemicznych oraz do badania
subtelnych przemian trudnych do wykrycia przy uzyciu konwencjonalnej DSC.

Kolejng uzyteczng technikg jest ci$nieniowa kalorymetria skaningowa (High-pressure
DSC, HPDSC), przydatng szczegolnie do badania hydratow substancji farmaceutycznych [Han
et al., 1998; Han & Suryanarayanan, 1997]. Pomiary DSC w warunkach podwyzszonego
ci$nieniu utatwiajg separacje dwoch naktadajacych si¢ pikow endotermicznych zwigzanych z
dehydratacja 1 parowaniem, poniewaz temperatura wrzenia wody zalezy od ci$nienia, podczas
gdy temperatura dehydratacji nie zalezy. Ponadto, HPDSC eliminuje dwie glowne

niedogodnosci zwigzane z pomiarami DSC, tj. brak mozliwosci kontroli ciSnienia wewnatrz
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naczynka pomiarowego oraz nagly wzrost cisnienia spowodowany przemiang ciecz-gaz
zachodzaca powyzej temperatury wrzenia wody.

W badaniu substancji do celow farmaceutycznych stosowana jest rowniez szybka DSC
(Fast-scan DSC, Fast DSC) [Ford & Mann, 2012; Gaisford & Buanz, 2011; Gabbott, 2008] 1
super szybka DSC (High-performance DSC, Hyper DSC) [Gabbott, 2008]. W obu technikach
badane probki ogrzewa si¢ z duzg szybkos$cig wzrostu temperatury; w pierwszym przypadku
stosuje si¢ szybkos¢ ogrzewania rzgdu 200+50°C/min, podczas gdy w drugim — w granicach
300-750°C/min [Kowalska, 2017]. W zwigzku z tym, poprzez odpowiedni dobdr szybkosci
ogrzewania mozna oddzieli¢ procesy kinetyczne od termodynamicznych, a duza szybko$¢
ogrzewania skraca znacznie czas trwania eksperymentow. Duza czulo$¢ pomiarow ulatwia
rejestracje 1 interpretacje efektow cieplnych zwigzanych z przemianami polimorficznymi lub
przemianami szklistymi (faza amorficzna).

Na uwage zashiguje takze DSC o wysokiej czutosci (High-sensitivity DSC, HSDSC),
okreslana rowniez mianem ,,mikrokalorymetri” [Gaisford & Buckton, 2001]. Umozliwia ona
rejestracje efektow cieplnych w skali pW, z czuloscig 0,5 uW, dzieki zastosowaniu wigkszej
masy probki 1 uzyciu stosunkowo matej szybkosci ogrzewania, do 2°C/min. Zwigkszenie,
zardbwno czulosci metody jak i1 wielkosci probki w poréwnaniu z konwencjonalng DSC,
rozszerza jej zastosowanie w farmacji, ktore obejmuje m.in. badanie proceséw denaturacji
biatek, przemian fazowych lipidow, fizycznej 1 chemicznej trwato$ci substancji czynnych,
zgodnosci/niezgodnosci miedzy substancjami leczniczymi 1 pomocniczymi, a takze badanie

interakcji migdzy biomakroczasteczkami (polimerami, lipidami, kwasami nukleinowymi).

2.2. Roznicowa analiza termiczna

Réznicowa analiza termiczna (Differential Thermal Analysis, DTA) jest metoda
polegajaca na rejestracji réznicy temperatur mi¢dzy substancjg badang i1 substancja odniesienia
wzgledem czasu lub temperatury [Haines, 2002]. Obie substancje znajduja si¢ w identycznych
warunkach pomiarowych 1 s3 ogrzewane lub chiodzone w sposob kontrolowany. Efektem
pomiaru jest krzywa réznicowej analizy termicznej (krzywa DTA). Na krzywej tej rdéznica
temperatur (AT) odkladana jest na osi rzednych, a na osi odcietych temperatura lub czas, o
wartosciach wzrastajacych od lewej strony ku prawe;.

Krzywa DTA wskazuje roznice temperatur (AT) [Szczepaniak, 2012]. Pik skierowany
ku gorze (dodatni) oznacza, ze w ukladzie zachodzi reakcja egzotermiczna, a pik skierowany ku

dotowi (ujemny) wskazuje na reakcje endotermiczng. W bloku grzewczym sg umieszczone dwa
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tygle; w jednym znajduje si¢ substancja badana, a w drugim substancja odniesienia, ktora nie
ulega przemianom termicznym w badanym zakresie temperatur.

Odmiang réznicowej analizy termicznej jest wysokocisnieniowa DTA. W tej technice
pojemnikami na probki sg bomby ci$nieniowe lub autoklawy o zminiaturyzowanych wymiarach
[Stoch, 1998]. Urzadzenia tego typu umozliwiaja wykonanie analizy DTA przy ci$nieniach
dochodzacych do 10° kPa i temperaturze do 900°C. W badaniach specjalnych znajduje réwniez
zastosowanie podwojna analiza réznicowa. W metodzie tej probka i substancja odniesienia to te
same substancje pod wzgledem chemicznym, ale rdznig si¢ tym, ze substancja odniesienia jest
wzorcem analitycznym o wysokim stopniu czystosci. W tej sytuacji w probce 1 substancji
odniesienia zachodzg te same procesy fizykochemiczne, w tym samym zakresie temperatur.
Identyczne efekty termiczne w obu substancjach kompensujg si¢ wzajemnie, a na krzywej DTA
uwidaczniajg si¢ piki wskazujace, np. na obecnos¢ zanieczyszczen, ktorymi mogg by¢ produkty
degradacji, lub na r6znice w sktadzie fazowym i chemicznym obu substancji. Podwojna analiza
roznicowa znalazta zastosowanie do badania réznic miedzy probkami tego samego rodzaju,
wynikajacych m.in. z r6znego uporzadkowania struktury krystaliczne;.

Metoda polegajaca na wyznaczeniu pierwszej pochodnej krzywej DTA d(AT)/dt = f(t)
nosi nazwe rézniczkowej roznicowej analizy termicznej (Derivative DTA, DDTA) [Stoch,
1998; Wesotowski & Teodorczyk, 1987]. Przedstawia ona zmiane szybkosci reakcji w
zaleznos$ci od czasu lub temperatury. Maksima na krzywej rozniczkowej okreslaja sytuacje, w
ktérych szybko$¢ obnizania si¢ temperatury wskutek postepu reakcji lub szybkos$¢ wzrostu
temperatury po wyczerpaniu si¢ reagujacego skladnika sg najwicksze. W temperaturze piku 7,

(T, — wysoko$¢ piku) krzywa przecina lini¢ podstawowa.

2.3. Termograwimetria

Zasada pomiaru w termograwimetrii (Thermogravimetry, TG) polega na rejestrowaniu
zmian masy, jej ubytku wzglednie przyrostu (Am), zachodzacych w wyniku ogrzewania probki
w warunkach liniowego wzrostu temperatury [Gabbott, 2008; Haines, 2002]. Wykresla si¢ te
zmiany w funkcji czasu (t) lub temperatury (T) otrzymujac krzywa TG: 4m = [ () = | (T), badz
tez rejestruje sie szybkos¢ zmiany masy (dm/dt) w funkcji czasu lub temperatury uzyskujac
rozniczkowa krzywa termograwimetryczng (Differential TG, DTG). Krzywa DTG posiada
znaczng przewage nad krzywa TG, poniewaz kazda zmiana w szybkos$ci zmiany masy probki
jest bardziej widoczna na krzywej DTG niz TG. Umozliwia ona rozdzielenie nakfadajacych si¢
etapow rozktadu. Nieznaczny wystep na pliku DTG moze wskazywa¢ na obecno$¢ dwoch

prawie calkowicie pokrywajacych si¢ procesoOw termicznych, natomiast wydluzony koniec

13



piku, tzw. ogonowanie piku, moze wskazywa¢ na silng adsorpcja gazowych produktow
rozktadu na powierzchni nowo tworzonej fazy.

Ksztalt krzywych TG 1 DTG zalezy m.in. od warunkow pomiaru [Hatakeyama &
Zhenhai, 1998]. Krzywe TG odzwierciedlajace reakcje dysocjacji termicznej, otrzymane
metodg statyczng, majg strome stopnie ubytku masy, podczas gdy krzywe tej samej substancji
badanej w warunkach dynamicznych charakteryzujg si¢ stopniami szeroko rozciggnigetymi.
Pojawiajg si¢ one ponadto w temperaturze wyzszej niz te uzyskane w trakcie pomiaru
wykonanego w warunkach statycznych. Na ksztatt krzywych TG 1 DTG wptywa tez transport
ciepla z otoczenia do reagujacej substancji 1 transport produktow gazowych w kierunku
przeciwnym. Mala szybko$¢ rozktadu badanej probki powodowana jest zwykle powolnym
doptywem ciepta wskutek malego przewodnictwa cieplnego probki. Z kolei utrudnione
odprowadzanie gazowych produktow rozkladu wywoluje lokalny wzrost ich pr¢znosci w
porach probki i powoduje wzrost temperatury rozktadu. Szybkos§¢ odprowadzania produktow
gazowych zalezy z kolei od warunkéw pomiaru: ksztaltu pojemnika na probke, grubosci
warstwy probki, stopnia jej ubicia, sktadu atmosfery pieca, itp.

Istotnymi elementami uktadu pomiarowego s3 rowniez tygle, ktorych ksztalt 1 materiat,
z ktorego sa wykonane dobiera si¢ w zaleznos$ci od tego jaka substancja bedzie analizowana
[Hatakeyama & Zhenhai, 1998]. Ksztalt i material pojemnika moze rowniez wywiera¢ wptyw
na krzywa TG. Od tygli wymaga si¢, aby materiat z ktérego zostaly wykonane nie wchodzit w
reakcje z badang substancja. Najczesciej uzywane sg tygle z aluminium, porcelany, platyny i
kwarcu. Pojemniki ceramiczne wchodza niekiedy w reakcje z badang substancja, a pojemniki
platynowe mogg katalizowac¢ rozklad lub utlenianie probki. W termograwimetrii stosowane sg
pojemniki na prébki o r6znym ksztalcie. Oprocz tradycyjnych, cylindrycznych tygli uzywane sg
tez pojemniki talerzowe, pozwalajace rozklada¢ probke cienkg warstwa na duzej powierzchni.
Dla ulatwienia wymiany gazowych produktow rozkladu z otoczeniem, stosuje si¢ réwniez
pojemniki wykonane z siatki platynowej. Pozwalaja one na uzyskanie bardziej stromych stopni

ubytku masy na krzywej TG.

3. Techniki laczone w analizie termicznej

Wspolczesna aparatura do analizy termicznej stwarza szerokie mozliwosci w zakresie
faczonego stosowania metod, nie tylko w obszarze roznych technik analizy termicznej, ale takze
faczenia technik analizy termicznej z innymi technikami instrumentalnymi [Haines, 2002;

Giron, 2002; Stoch, 1998; Giron, 1995]. Aktualnie wyrdznia si¢ trzy grupy potaczonych technik
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pomiarowych, ktore definiuje si¢ jako techniki jednoczesne, jednoczesne techniki sprzgzone i
techniki jednoczesne wspodldziatajace nieciagle [Stoch, 1998].

Terminem ,.,techniki jednoczesne” okresla si¢ badanie danej probki w tym samym czasie
dwoma lub wigkszg liczbe technik pomiarowych, np. rownoczes$nie wykonywane pomiary DTA
1 TG lub DSC i1 TG. Pierwszym przyrzadem umozliwiajacych jednoczesne pomiary DTA, TG i
DTG byt derywatograf skonstruowany przez braci Paulikow 1 wprowadzony na rynek w 1955 r.
[Haines, 2002]. Jednoczesne pomiary DTA 1 TG shizag do wykrywania reakcji zwigzanych ze
zmiang masy, np. rozkladu, utleniania i redukcji oraz do wyznaczania parametréw ich kinetyki
[Stoch, 1998]. Znalazly tez zastosowanie do okreslania ilosci substancji ulegajacej rozktadowi
na podstawie wielkos$ci ubytku masy, towarzyszacego charakterystycznej dla badanej substancji
reakcji. Innym przykladem moze by¢ prowadzenie jednoczesnych pomiaréw przy uzyciu DSC i
mikrospektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera (Fourier-transform infrared, FT-
IR) [Lin & Wang, 2012].

Pojecie ,,jednoczesne techniki sprzezone” obejmuje badanie tej samej probki za pomoca
dwoch lub wigcej technik instrumentalnych dziatajacych niezaleznie, przy czym aparaty te
potaczone sg tacznikami. Przykladem takich badan moze by¢ sprzezenie TG ze spektrometrig
mas (Mass Spectrometry, MS) (TG-MS) [Ehen et al., 2005] lub z chromatografia gazowa (Gas
chromatography, GC) sprzezong z MS (TG-GC-MS) [Procopio et al., 2011].

Kolejng, nowoczesng technikg aczong jest sprzgzenie technik TG, DTA i MS (TG-
DTA-MS [Hatakeyama & Zhenhai, 1998]. Jest to wysoce czufa platforma analityczna
umozliwiajgca identyfikacje nieznanych zwigzkow. Jonizacja za pomocg strumienia elektronow
powoduje utworzenie charakterystycznego jonu molekularnego i1 jego dalszg fragmentacje.
Widmo mas, przedstawiajace rozdzial jonéw wedlug wartosci stosunku masa/fadunek, jest
unikalne dla kazdego zwigzku. Spektrometria mas z kwadrupolowym analizatorem jonow jest
najczesciej uzywang technika do analizy gazowych produktow rozktadu (Evolved gas analysis,
EGA). Skfadniki wydzielonego gazu wykrywane sg w stanie gazowym. Widmo mas, lub jego
wybrane obszary, mogg by¢ rejestrowane podczas procesu rozktadu nawet dla probek o masie
rzedu nanogramow. Istotnym problemem w sprzezeniu spektrometru mas z aparaturg do
analizy termicznej jest bardzo duza réznica ci$nien migdzy komorami pomiarowymi urzadzen.
Znane s3 rowniez przyklady sprz¢zenia DSC z IR lub DSC/DTA albo TG z detektorem
wydzielonego gazu (Evolved Gas Detection, EGD) 1/lub analizatorem wydzielonego gazu
(EGA).

Pod pojeciem ,.techniki jednoczesne wspotdziatajgce nieciggle” kryje si¢ badanie probki

za pomocg dwoch lub wigcej sprzezonych technik pomiarowych, gdy pobieranie substancji do
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badan dla drugiej z tych technik lub sam pomiar odbywaja si¢ w sposob nieciggty [Stoch,
1998]. Przykladem sa techniki — DTA 1 GC, gdy do analizy chromatograficznej pobiera si¢
odpowiednie porcje lotnych produktow reakcji wydzielajacych si¢ z badanej probki,

umieszczonej w aparaturze do DTA.

4. Analiza termiczna w farmacji

Metody analizy termicznej, szczegdlnie DSC 1 DTA stosowane alternatywnie oraz TG,
sg nowoczesnymi, zautomatyzowanymi i skomputeryzowanymi technikami instrumentalnymi,
ktére umozliwiaja badanie w szerokim zakresie temperatur i w atmosferze réznych gazow,
przemian fizycznych i reakcji chemicznych, jakim ulegaja substancje stosowane do celow
farmaceutycznych (substancje czynne, substancje pomocnicze), mieszaniny tych substancji,
potprodukty oraz gotowe produkty farmaceutyczne [Stodghill, 2010; Lukas & LeMaire, 2009;
Saunders, 2008; Giron et al., 2007; Craig & Reading, 2007; Giron et al., 2004; Giron, 2002;
Sichina, 2001; Clas et al, 1999; Giron, 1995; Barnes et al., 1993; Wesolowski, 1992a;
Wesotowski, 1992b; Giron, 1990; Ford & Timmins, 1989; Wesotowski, 1985].

Najwazniejsze procesy, jakie z punktu widzenia technologii farmaceutycznej moga by¢
badane tymi technikami, to przemiany fazowe — topnienie, krystalizacja 1 rekrystalizacja,
parowanie, sublimacja, polimorfizm 1 pseudo-polimorfizm, przemiana szklista, hydratacja,
dehydratacja i rehydratacja, solwatacja 1 desolwatacja, reakcje chemiczne z udziatem fazy statej,
cieklej 1 gazowej oraz degradacja substancji i jej rozklad termiczny [Saunders, 2008;
Wesotowski, 1985]. Poza obserwacjami jako$ciowymi uzyskanymi na podstawie krzywych
termoanalitycznych, uzycie profesjonalnego oprogramowania komputerowego umozliwia
uzyskanie danych ilosciowych w postaci charakterystycznych temperatur opisujacych
przemiany fazowe, wartosci entalpii przemian i1 ciepta wlasciwego badanej substancji oraz
wyznaczenie parametrow kinetycznych, tj. wartosci energii aktywacji, wspotczynnika przed-
eksponencjalnego 1 rzedu reakcji rozktadu.

Rozpatrujac uzytecznos¢ metod analizy termicznej w laboratoriach pracujacych na rzecz
przemystu farmaceutycznego mozna stwierdzi¢, ze sg one powszechnie stosowane w rutynowej
kontroli surowcow farmaceutycznych, w tym ich czystosci i w badaniu polimorfizmu [Giron,
2002; Giron, 1995]. Jak wynika z danych przedstawionych w Tabeli 4, techniki analizy
termicznej sg coraz czesciej stosowane we wstepnym etapie formowania statych postaci leku
(preformulacja) 1 przyczyniaja si¢ wydatnie do opracowania trwatlej 1 skutecznej w dzialaniu
postaci leku. Sg one szczegOlnie uzyteczne podczas konstrukcji diagraméw fazowych 1

identyfikacji eutektykow, w badaniu proceséw zwigzanych z rozproszeniem substancji czynnej
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w obojetnym nosniku, w szybkim wykrywaniu interakcji, tj. niezgodnosci do wzajemnego
mieszania si¢ substancji leczniczych z pomocniczymi oraz w badaniu trwato$ci termicznej 1

kinetyki rozkfadu substancji stosowanych w technologii statych postaci leku. Najwazniejsze

przykiady zastosowania analizy termicznej w farmacji przedstawiono ponize;j.

Tabela 4 Wybrane przyktady zastosowan metod analizy termicznej w badaniach nad lekiem [Giron, 1995].

Lp. Zastosowanie w farmacji Metpdy ter'm'oanahtyczne
1 techniki fgczone
Polimorfizm
Surowce farmaceutyczne: charakterystyka form polimorficznych, DSC, DTA, TG
badanie wptywu procesow krystalizacji, suszenia lub mielenia na DSC-IR, DSC-XRPD
! formy polimorficzne HSM
" |Surowce farmaceutyczne: wptyw warunkéw przechowywania DSC, DTA, TG

Preparaty farmaceutyczne: kontrola procesow mieszania substancji,

. o o . DSC, DTA, TG
granulowania, rozdrabniania, ugniatania, suszenia rozpytowego, DSC-IR, DSC-FT-IR
topnienia, liofilizacji na forme polimorficzna

Stan bezpostaciowy

Pomiar temperatury przemiany szkllgte], wplyw na warto$¢ przemiany DSC, TMDSC
szklistej wilgoci i substancji pomocniczych

2. |Badanie polimerow i kopolimerow DSC, TMDSC
Optymalizacja technqlogu wytwarzania preparatow DSC, TMDSC
farmaceutycznych: mikrosfery, liofilizacja, powlekanie
Ocena ilosciowa DSC, mikrokalorymetria

Czystos¢

3. [Surowce farmaceutyczne: ocena czystoci i procesu oczyszczania, DSC

ocena trwatosci
Trwatos$¢ termiczna

4. |Rozktad termiczny, kinetyka rozktadu DSC, DTA, TG, TG-MS, TG-IR

Zdolnos¢ do jednorodnego mieszania si¢ sktadnikow mikrokalorymetria
Preparaty farmaceutyczne

Oddziatywania fizyczne, przemiany fazowe DSC
Optymalizacja proceséw tworzenia: statych rozproszen, roztworow

5. |statych, mikrosfer, postaci leku o zmodyfikowanym uwalnianiu DSC, DSC-IR
substancji, liofilizatow
Topnienie migkkich postaci leku DSC
Identyfikacja, analiza ilo$ciowa DSC

4.1. Polimorfizm

Polimorfizm to zjawisko wystgpowania substancji w stanie statym w réznych formach
krystalicznych, o tym samym skladzie chemicznym, a odmiennych wlasciwos$ciach fizycznych
oraz niektorych wilasciwosciach chemicznych [Sykula et al., 2006; Wesotowski, 2000; Giron,
1995]. Zjawisko polimorfizmu odnosi si¢ wylacznie do materii w statym stanie skupienia.
Istnienie polimorfow, czyli form krystalicznych, jest wynikiem réznego rodzaju ,,upakowania”

atomOw w sieci krystalicznej, z osiggnieciem jak najmniejszej entalpii topnienia w danych
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warunkach cisnienia 1 temperatury [Sykula et al., 2006]. Istnienie form polimorficznych
oznacza, ze poszczegdlne odmiany rdéznig si¢ nieznacznie temperaturami topnienia [Bauer et al.,
2001]. Najlepiej poznanym przyktadem polimorfizmu jest wegiel, ktéry moze wystgpowaé w
postaci grafitu, diamentu, fulerenow, nanorurek oraz grafenu [Kawasumi et al, 2013;
Wesotowski, 2000; Giron, 1995].

Zdecydowana wigkszos$¢ ciat statych wystepuje w przyrodzie nicozywionej w postaci
krystalicznej. Istnieja jednak réwniez substancje, ktore nie sg krystaliczne; tego rodzaju ciala
nazywa si¢ bezpostaciowymi (amorficznymi) [Sienko & Plane, 1996]. Lacza one w sobie cechy
ciata stalego, np. niezmienno$¢ ksztattu i objgtosci, z wlasciwosciami cieczy, czyli brakiem
uporzadkowania. Substancje amorficzne podczas ogrzewania nie topig si¢ w waskim zakresie
temperatur, ale migkng stopniowo w pewnym zakresie temperatur i przechodza w sposob ciaggly
od stanu, w ktorym wykazuja cechy zblizone do wiasciwosci ciata statego, do stanu w ktorym
mozna je uwazac¢ za przechfodzong ciecz o znacznej lepkosci. Roznice miedzy substancjami
krystalicznymi i1 amorficznymi wystepuja wylacznie w fazie statej, w roztworze wykazuja te
same witasciwosci fizykochemiczne.

Bezpostaciowe ciala stale to rdwniez substancje lecznicze, w tym przypadku mozna
stwierdzi¢, iz odmiana bezpostaciowa jest zwykle lepiej rozpuszczalna niz odmiana
krystaliczna, w zwigzku z tym wchiania si¢ tatwiej w organizmie wykazujac wigkszg
skuteczno$¢ terapeutyczng [Szeleszczuk et al., 2019]. Dlatego substancje lecznicze poddaje si¢
czesto mikronizacji, jednak nie zawsze proces ten wptywa w zadowalajagcym stopniu na
zwigkszenie szybkosci rozpuszczania substancji czynne;.

Innym, bardzo czgsto wystepujacym w przyrodzie zjawiskiem jest izomorfizm, inaczej
rownopostaciowos¢. Polega on na strukturalnym podobienstwie dwéoch lub wiekszej liczby
substancji [Bielanski, 2012]. Substancjami izomorficznymi sg wiec zwigzki rdéznigce si¢
wzorem chemicznym, ale tworzace ten sam typ sieci przestrzennej, wykazujace takie same lub
bardzo zblizone wymiary komoérek elementarnych 1 posiadajgce podobne wilasciwosci
chemiczne. Ich cechg charakterystyczng jest zdolno$¢ do tworzenia roztworow statych, czyli
krysztalow mieszanych. Izomeryczne sa np. kalcyt (CaCOs;), syderyt (FeCOs) 1 magnezyt
(MgCO:3).

Zainteresowanie polimorfizmem wzrosto, gdy zaobserwowano to zjawisko wsrod
substancji leczniczych. Powszechnie znany jest fakt wycofania z obrotu w koncu lat 90’
ubieglego wieku leku przeciwwirusowego — ritonawiru (Norvir®), jak réwniez w latach 2010—
2011, dwuskladnikowego preparatu obnizajacego ciSnienie krwi, zawierajacego irbesartan

(Avalide®), z powodu pojawienia si¢ w zawierajacych je produktach farmaceutycznych trudno
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rozpuszczalnych form polimorficznych tych substancji [Lee et al., 2011; Bauer et al., 2001].
Przyktady badania polimorfizmu substancji leczniczych zestawiono w Tabeli 5.

Do badania przemian krystalicznych w substancjach leczniczych stosowane sa rozne
techniki instrumentalne. Podstawowa metoda umozliwiajaca wykrycie i identyfikacje form
polimorficznych jest analiza termiczna [Saifee et al., 2009; Giron, 2001; Giron, 1998; Giron,
1995]. W piSmiennictwie mozna znalez¢ wiele przykladow wykorzystania metod analizy
termicznej, takich jak DSC, TMDSC, DTA, TG, DTG, EGD, EGA, termodylatometria
(Thermodilatometry, TD) 1 analiza termomechaniczna (Thermomechanical analysis, TMA) w
badaniu polimorfizmu. Sg one najczesciej wspomagane rentgenowska analizg dyfrakcyjna,
proszkowa (X-ray powder diffraction, XRPD) 1 pojedynczego krysztatu (X-ray single crystal
diffraction, XRSCD), a ponadto termomikroskopia (Hot-stage microscopy, HSM). Stosuje si¢
tez rozne techniki spektroskopii z zakresu podczerwieni (Infrared spectroscopy, IR) oraz
spektroskopie  magnetycznego rezonansu jadrowego (Nuclear magnetic resonance
spectroscopy, NMR). Wiekszo$¢ tych metod umozliwia okre$lenie zmian w strukturze
krystalicznej badanej substancji w funkcji temperatury.

Duza uzyteczno$¢ metod analizy termicznej w wyznaczaniu charakterystycznych
temperatur 1 entalpii przemian polimorficznych wynika z faktu, ze umozliwiaja one pomiar
wielkosci ciepla wymienionego przez probke z otoczeniem, co odzwierciedlajg efekty endo- i
egzotermiczne (wysokie, ostro zakonczone, o stosunkowo duzej powierzchni i1 przebiegajace w
waskim zakresie temperatur). Sg one wzglednie tatwe do interpretacji, poniewaz wystepujag w
zakresie temperatur, w ktorym zwykle badana substancja nie ulega ani degradacji, ani
rozktadowi termicznemu.

Jedna z najwazniejszych konsekwencji wystgpowania polimorfizmu jest jego wpltyw na
biodostepnos¢ substancji czynnych, co znajduje swoje odzwierciedlenie w Systemie
Klasyfikacji Biofarmaceutycznej (Biopharmaceutics Classification System, BCS) [Sykula et al.,
2006]. Jezeli substancja czynna posiada kilka odmian polimorficznych, to transformacja formy
termodynamicznie nietrwalej w drugg przebiega bardzo wolno. Taka forma jest bardzo
pozadana, w przeciwienstwie do szybko tworzacej si¢ trwalej odmiany polimorficzne;.
Zazwycza] najtrwalsza forma posiada najwyzszg temperatur¢ topnienia 1 najnizsza
rozpuszczalno$¢ w stosunku do pozostalych postaci oraz najmniejsza entalpi¢ topnienia
[Wesotowski, 2000]. Przemiana nietrwalej formy polimorficznej badanej substancji w jej trwala

postac stala si¢ podstawowym problemem w charakterystyce biodostepnosci danego leku.
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Tabela 5 Wybrane przyktady badania polimorfizmu substancji leczniczych z uzyciem metod analizy termicznej.

Formy polimorficzne, hydraty i solwaty,

Lp. Substancje lecznicze . Zastosowane metody badan Pi$miennictwo
posta¢ amorficzna
forma polimorficzna III;
1. Aripiprazol monohydrat; DSC, TG, FT-Raman, TR-XRPD Laszcz & Witkowska, 2016
przemiany polimorficzne w tabletkach
2. Artemizynina dwie enancjotropowe formy polimorficzne DSC, XRPD, TR-XRPD Horosanskaia et al., 2014
3 Atowakwon dwie formy polimorficzne DSC, TG, XRPD, TR-XRPD, XRSCD Malpezzi et al., 2010
Benzokaina, butamben, . . DSC, TG, FT-IR, FT-Raman, HSM, .
4. izobutamben dwie formy polimorficzne XRPD Schmidt, 2005
5. Betaksolol dwie formy polimorficzne DSC, IR, PLTM, XRPD, MAS 'H NMR Maria et al., 2013
6. |Chlorowodorek olopatydyny ~ |4%ic monotropowe formy polimorficzne; DSC, IR, Raman, XRPD, XRSCD Laszcz et al., 2016
polimorfizm konformacyjny izomeru Z
Chlorowodorek pramokainy, trzy formy polimorficzne .
7. . 4 . DSC, FT-IR, FT-Raman, HSM, XRPD Schmidt et al., 2003
pramokaina dwie formy polimorficzne
dwie formy polimorficzne; .
8. Chlorowodorek wenlafaksyny analiza iloSciowa technika XRPD DSC, Raman, SEM, ss-NMR, XRPD Bernardi et al., 2013
9. Dipirydamol dwie formy polimorficzne DSC, FT-IR, TG, XRPD Berbenni et al., 2002
10. Famotydyna dwie formy polimorficzne DSC, XRPD, FT-IR, FT-Raman Nemet et al., 2005
11, |Flukonazol forma krystaliczna; DSC, FT-IR, XRPD Desai et al., 2003
forma bezpostaciowa
dwie formy polimorficzne;
12. Fumaran kwetiapiny forma amorficzna; DSC, XRPD Nayak & Patra, 2012
wpltyw réznych czynnikéw stresowych
13. Glibenklamid nowa forma krystaliczna DSC, FT-IR, HSM, SEM, XRPD Panagopouloquaplam &
Malamataris, 2000
14. Indometacyna solwat z tetrahydrofuranem DSC, TG, XRPD Nicolai et al., 2010
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Kandydat na substancje

15. lecznicza, dwie enancjotropowe formy polimorficzne DSC, TG, FT-IR, HSM, XRPD Pfeffer-Henning et al., 2004
numer kodu API-CG3
Kandydat na substancje
16. lecznicza, dwie formy polimorficzne DSC, TMDSC, TG, SEM, XRPD Bruni et al., 2010
numer kodu GW597599B
17. Karbamazepina dwie fom?y pohmorﬁrcz.ne; o . DSC, Fast-DSC, XRPD McGregor et al., 2004
ogrzewanie z szybkoscig 250°C/min
18. Karbamazepina Cztery formy polimorficzne; DSC, SEM, XRPD Gosselin et al., 2003
dihydrat
19. Karbamazepina trzy formy polimorficzne DSC, FT-IR, HSM-FT-IR, XRPD Rustuichelli et al., 2000
20. Karbamazepina nowa forma polimorficzna DSC, HSM-FT-IR Hilfiker et al., 2003
21.  |Karisoprodol rzy formy polimorficzne; DSC, HSM, XRPD, TSDC Diogo et al., 2018
nowa metatrwata forma B
22, |Kwas chenodeoksycholowy ~ |4%i€ formy polimorficzne; DSC, XRPD, TR-XRPD, FT-IR Oguchi et al., 2003
forma bezpostaciowa
23. Laurynian salbutamolu dwie formy polimorficzne DSC, TG, IR, HSM, SEM, XRPD Caira et al., 2002
24.  |Mesylan amlodypiny forma krystaliczna; monohydrat, DSC, TG, FT-IR, FT-Raman, XRPD Rollinger & Burger, 2002
bezwodna forma izomorficzna
siedem form polimorficznych; DSC, TG, FT-IR, HSM, SEM, XRPD,
25.  |Mesylan doksazosyny forma bezpostaciowa TR-XRPD Greman et al., 2002
26.  |Mesylan imatynibu dwie formy polimorficzne; DSC, XRPD, XRSCD, UV-Vis Grillo et al., 2012
forma bezpostaciowa
27. Nifedypina cztery formy polimorficzne DSC, TMDSC, TG, HSM, HPLC Keymolen et al., 2003
28. Nikotynamid cztery formy polimorficzne DSC, TG, HSM, HPLC Hino et al., 2001
29.  |Olanzapina dwie formy polimorficzne; DSC, TG, Raman, XRPD, XRSCD Polla et al., 2005
solwat z mieszaning woda-dimetylosulfotlenek
trzy formy polimorficzne;
30. Piroksykam nowa forma polimorficzna III; Bg%g/[g’ FT-IR, FT-Raman, CP-MAS Vrecer et al., 2003

monohydrat
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trzy formy polimorficzne; DSC, TG, Raman, SEM, HPLC, XRPD
31. Piroksykam wplyw stresu termicznego i mechanicznego; o ’ ’ ’ ’ Kogermann et al., 2011
. . TR-XRPD
kinetyka przemian fazowych
Pochodne organicznych
3. ;quzkow S}arkl i selenu . nlektore z badanych zwiazkéw tworza formy DSC, HSM, XRPD Plano et al., 2011
jako potencjalne substancje polimorficzne
lecznicze
solwaty z acetonitrylem;
33, [Roksytromycyna, monohydrat; . DSC, SEM, XRPD, TR-XRPD, '"H-NMR Mallet et al., 2003
octan deksametazonu solwat z dimetylosulfotlenkiem;
pottorahydrat
34, |Seknidazol dwie monotropowe formy polimorficzne; DSC, TG, XRPD, FT-IR, Raman, HSM Bezerra et al., 2016
pothydrat
35, |Sulindak solwaty form polimorficznych z r6znymi DSC, TG, Raman, SEM, HSM, X-EDS Cavallari et al., 2016
rozpuszczalnikami
36. Terfenadyna cztery formy polimorficzne DSC, XRPD Leitao et al., 2002

Skroty metod analitycznych: CP-MAS NMR — NMR z polaryzacja sko$ng pod katem magicznym; DSC — réznicowa kalorymetria skanningowa; FT-IR — spektroskopia IR z
transformacja Fouriera; FT-Raman — spektroskpoia Ramana z transformacja Fouriera; HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa; HSM — termomikroskopia; Fast-
DSC — szybka DSC; IR — spektroskopia w poczerwieni; NMR — spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego; PLTM — termomikroskopia optyczna w $wietle
spolaryzowanym; Raman — spektroskopia Ramana; SEM — skaningowa mikroskopia elektronowa; ss-NMR — NMR ciata statego; TG — termograwimetria; TMDSC — DSC z
modulowang temperaturg; TSDC — prad termicznie stymulowanej depolaryzacji; TR-XRPD — temperaturowo-rozdzielcza XRPD; UV-Vis — spektroskopia w zakresie
widzialnym i ultrafiolecie; X-EDS — spektroskopia dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego; XRPD — proszkowa dyfraktometria rentgenowska; XRSCD —
dyfraktometria rentgenowska pojedynczego krysztatu.
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Szybkos$¢ wchtaniania substancji czynnej z podanego doustnie produktu zalezy od
szybkosci jej rozpuszczania. Poszczegdlne odmiany polimorficzne ro6znig si¢ szybkoscig
rozpuszczania i mogg wykazywa¢ rozng biodostepnos¢. W zwigzku z tym, w przypadku
substancji leczniczej o malej rozpuszczalno$ci, a zatem 1 malej szybkosci wchianiania, nie
zostanie osiggnigte odpowiednie stezenie terapeutyczne.

W praktyce farmaceutycznej przyjeto zasadeg, ze jako substancje czynng wybiera si¢
zazwyczaj te postac, ktéra jest termodynamicznie trwata w temperaturze pokojowej. Dzieki
temu uzyskuje si¢ pewnos¢, ze w gotowej postaci leku nie nastgpi przemiana jednej formy
polimorficznej w druga.

Znanych jest wiele substancji czynnych, ktore moga wystegpowa¢ w réznych formach
krystalicznych [Sykuta et al., 2006; Wesotowski, 2000; Giron, 1995]. Podczas krystalizacji
polimorficznej ustala si¢ stan rownowagi, prowadzacy zwykle do utworzenia tylko jednej formy
polimorficznej. Wplyw na tworzaca si¢ odmian¢ polimorficzng ma rodzaj rozpuszczalnika,
szybkos$¢ krystalizacji, obecno$¢ innych substancji, mieszanie, a takze st¢zenie roztworu.
Zmiana jednego z tych czynnikow moze doprowadzi¢ do transformacji odmiany
polimorficznej. Transformacja jednej formy w druga moze przebiegac z r6zng szybkoscig takze
podczas rdéznych procesow technologicznych, np. podczas suszenia, przechowywania
substancji, a takze podczas mielenia, granulowania czy tabletkowania. Problemy zwigzane z
przemiang jednej formy krystalicznej w druga maja szczegdlne znaczenie w przypadku
produktow z duzymi dawkami substancji czynnej. Z tego wzgledu nalezy zidentyfikowac i
zbada¢ wilasciwosci fizykochemiczne wszystkich form krystalicznych juz we wczesnym etapie

badan substancji czynnej oraz w etapie preformulacji.

4.2. Wykrywanie niezgodnosci

Istotnym zagadnieniem w technologii farmaceutycznej jest wykrywanie niezgodnos$ci
miedzy sktadnikami produktow farmaceutycznych, czyli okreslenie wzajemnej tolerancji
sktadnikow w mieszaninach [Narang et al., 2012; Nishath et al., 2011; Ahmad et al., 2010].
Przyktady badania niezgodnosci zestawiono w Tabeli 6. Zwykle leki podawane chorym
zawieraja poza substancjg czynng takze substancje pomocnicze. Brak zdolnosci do
jednorodnego mieszania si¢ sktadnikow wynika z oddziatywan miedzy nimi. W wyniku tych
oddziatywan nastepuja zmiany wiasciwosci fizycznych 1 chemicznych lub terapeutycznych
postaci leku. Niezgodno$ci chemiczne sg wynikiem reakcji zobojetniania, hydrolizy, utleniania-

redukeji lub reakcji kompleksowania. Natomiast interakcje fizyczne uwidaczniajg si¢ w m.in.
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postaci zmiany krystaliczno$ci substancji czynnej, rozpuszczalnosci i szybkosci rozpuszczania,
lub tworzenia eutektyku albo roztworu statego.

Jak dotad, w literaturze nie opisano uniwersalnego sposobu post¢gpowania przy badaniu
niezgodnosci, a liczba metod pomocnych przy ich wykrywaniu jest ograniczona, m.in. ze
wzgledu na koniecznos¢ prowadzenia badan w fazie stalej [Chadha & Bhandari, 2014]. Wsrod
metod najczesciej polecanych do tego typu badan znajdujg si¢ techniki analizy termicznej, tj.
DSC, DTA, TG i1 DTG, techniki spektroskopowe z zakresu IR, NMR i NMR ciala statego
(Solid-state NMR, ss-NMR), a ponadto XRPD, XRSCD 1 temperaturowo-rozdzielcza XRPD
(Temperature-resolved XRPD, TR-XRPD) [Roumeli et al., 2013; Lavor et al., 2012; Nep &
Conway, 2012; Pani et al., 2012; Duda-Seiman et al., 2011; Bharate et al., 2010; Adeyeye &
Brittain, 2008]. Zaleta tych technik jest to, ze zapewniajg szybka analize probek w stanie
stalym, o stosunkowo malej masie (od kilku do kilkunastu mg), bez koniecznosci ich
specjalnego przygotowania do badan.

Zaawansowane techniki DSC — HSDSC [McDaid et al., 2003], izotermiczna mikro-
kalorymetria (Isothermal microcalorimetry, IMC) [Terada et al., 2006; Schmitt et al., 2001]
oraz analiza termiczna w skali mikro [Harding et al., 2008; Royall et al., 1999], rowniez zostaly
uzyte do badania niezgodnosci miedzy sktadnikami produktow farmaceutycznych. Odznaczaja
si¢ jednak pewnymi ograniczeniami, do ktérych nalezy wysoka cena aparatury oraz jej male
rozpowszechnienie w laboratoriach przemystu farmaceutycznego.

Stosujac metody analizy termicznej mozna wykry¢ niezgodnos$ci fizyczne 1 chemiczne
[Narang et al., 2012; Nishath et al., 2011; Ahmad et al., 2010]. Dane literaturowe wskazuja, ze
sposrod metodg analizy termicznej, DSC jest najczesciej wykorzystywang technikg w badaniu
niezgodnosci. Wynika to z faktu, iz w przypadku DSC interakcje migdzy substancjg leczniczg 1
substancjami pomocniczymi mozna tatwo wykry¢ na podstawie analizy ksztattu krzywej DSC.
Badania polegaja na rejestrowaniu krzywych DSC substancji leczniczych, pomocniczych 1 ich
mieszanin fizycznych, a nastgpnie na ich poréwnaniu. Wystapienie niezgodnosci identyfikuje
si¢ na podstawie braku endo- lub egzotermicznego piku DSC, pojawienia si¢ nowego piku,
zmiany jego ksztaltu, przesunigcia temperatury poczatku piku lub temperatury piku oraz na
podstawie zmiany stosunku wysokosci piku do jego szerokosci w potowie wysokosci [Narsai et
al., 1997]. Wskazuja one, czy sktadniki mieszanin reaguja ze sobg w wyzszych temperaturach,
czy zachodza przemiany fazowe. Pojawienie si¢ nowych efektéw moze by¢ wywolane

obecnoscig nowo utworzonych potaczen.
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Tabela 6 Wybrane przyktady badania zgodnosci/niezgodnosci migdzy sktadnikami produktéow farmaceutycznych z uzyciem metod analizy termiczne;.

Lp. Substancje lecznicze Substancje pomocnicze Metody badania Pismiennictwo
L Acetaminofen kwas cytrynowy, poliwinylopirolidon, aspartam, mannitol, celuloza, skrobia, DSC, TG, XRPD Tomassetti et al.,
stearynian magnezu 2005
. B-cyklodekstryna, chitozan, laktoza, stearynian magnezu, mannitol, Rojek &
2. |Acctazolamid meglumina, metyloceluloza, poliwinylopirolidon, skrobia DSC, TG, FT-IR, XRPD, FA Wesotowski, 2019
. . DSC, TG, FT-IR, XRPD, Rojek & Wesotowski
3. Atenolol B-cyklodekstryna, metyloceluloza, skrobia, chitozan PCA. CA 2016
hydroksypropylometyloceluloza, glikol polietylenowy 8000, Polaxamer 188, Chavan & Shastri
4. Atowakwon stearynian magnezu, monohydrat laktozy, ditlenek tytanu, tlenek zelaza, DSC, HSM, FT-IR, XRPD ’
. . . . 2018
celuloza mikrokrystaliczna, glikolan sodowy skrobi
mannitol, laktoza, skrobia, metyloceluloza, $-cyklodekstryna, meglumina, |DSC, DTA, TG, DTG, IR, .
> Baklofen chitozan, PVP-30, stearynian magnezu XRPD, PCA, CA Rojek et al., 2013
monohydrat laktozy, celuloza mikrokrystaliczna, prezelowana skrobia,
6. Diazepam glikolan sodowy skrobi, kroskarmeloza sodowa, koloidalny ditlenek krzemu, |DSC, TG, IR Matos et al., 2017
stearynian magnezu, talk
7. Diklofenak sodowy kopolimer metakrylanu amoniowego DSC, TG, Raman Sipos et al., 2008
octan celulozy, koloidalny ditlenek krzemu, laktoza, mannitol, celuloza
8. Glipizyd mikrokrystaliczna, chlorek sodu, poliwinylopirolidon, meglumina, glikol DSC, IR, IST Verma & Garg, 2005
polietylenowy, stearynian magnezu, talk
9 Hvdrokortyzon mannitol, laktoza, skrobia, metyloceluloza, B-cyklodekstryna, meglumina, |DSC, TG, DTG, IR, XRPD, Rojek &
’ ydrokortyzo chitozan, PVP-30, stearynian magnezu PCA, CA Wesotowski, 2017
10.  |Ibuprofen glinokrzemian magnezu DSC, TG-MS, FT-IR, NMR Krupa et al., 2010
B-cyklodekstryna, 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryna, metylowana f3-
11.  |Itrakonazol, benznidiazol  |cyklodekstryna, hydroksypropylometyloceluloza, poliwinylopirolidon, DSC, TG, DTG, FT-IR, PLM | Silva etal., 2014
stearynian magnezu
12, |Kofeina glikokol, sorbitol, glukoza, sacharoza, celuloza mikrokrystaliczna, guma DSC, TG, FT-IR, XRPD, Rojek et al., 2018
arabska ANN
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poliwinylopirolidon (powidon), stearynian magnezu, celuloza
13.  |Mesylan imatinibu mikrokrystaliczna DSC, TG, FT-IR, XRPD Laszcz et al., 2007
testy stabilnosci — dtugoterminowy 1 w warunkach przyspieszonych

hydroksypropylometyloceluloza, tlenek polietylenu, celuloza
14.  [Metronidazol mikrokrystaliczna, dihydrat dwuzasadowego fosforanu wapnia, bezwodny  |DSC, TG, NIR Kiss et al., 2006
dwuzasadowy fosforan wapnia

celuloza mikrokrystaliczna, B-cyklodekstryna, poliwinylopirolidon, Septrap
Nowa substancja lecznicza |80, koloidalny ditlenek krzemu, siarczan laurylosodowy, skrobia, stearynian

15. . . DSC, TG, IR Costa et al., 2013
przeciwpasozytnicza magnezu, laktoza
kinetyka rozktadu termicznego
Paracetamol, maleinian . . . .
16. |chlorfeniraminy, laktoza, celuloza mikrokrystaliczna, kroskarmeloza, krzemionka koloidalna, DSC, TG, DTG Oliveira et al., 2017

chlorowodorek fenylefryny mannitol, stearynian magnezu

17.  [Pochodne morfiny a-L-dipalmitoil fosfatydylocholiny DSC, EPR Budai et al., 2003

hydroksypropylometyloceluloza, celuloza mikrokrystaliczna, skrobia,
laktoza, koloidalny ditlenek krzemu, tlenek polietylenu, talk, kwas
stearynowy, trojzasadowy fosforan wapnia, monostearynian glicerolu,
mannitol, poliwinylopirolidon (powidon), fumaran sodowo stearylowy,
alkohol stearylowy, stearynian magnezu

kinetyka rozktadu termicznego

siarczan laurylosodowy, skrobia, celuloza mikrokrystaliczna, bezwodna DSC, TG, DTG, XRPD, FT-

18.  |Prymachina DSC, TG, FT-IR Bertol et al., 2010

19. |Rysperydon Daniel et al., 2013

laktoza, stearynian magnezu IR, SEM, LC
e prezelowana skrobia, kroskarmeloza sodowa, glikolan sodowy skrobi, DSC, TG, FT-IR, XRPD, .
20| Teneligliptin celuloza mikrokrystaliczna, stearynian magnezu PLM, IST, HPLC, LC-MS Alietal, 2018

Skroty metod analitycznych: ANN — sztuczne sieci neuronowe; CA — analiza skupien; DSC — réznicowa kalorymetria skaningowa; DTG — rozniczkowa termograwimetria;
EPR — elektronowy rezonans paramagnetyczny; FA — analiza faktorowa; FT-IR — spektroskopia IR z transformacja Fouriera; HSM — termomikroskopia; IR — spektroskopia w
podczerwieni; IST — test izotermicznego stresu; LC — chromatografia cieczowa; LC-MS — chromatografia cieczowa sprz¢zona z spektrometrem mas; NIR — spektroskopia w
bliskiej podczerwieni; NMR — spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego; PCA — analiza gltéwnych sktadowych; PLM — mikroskopia optyczna w $wietle
spolaryzowanym; Raman — spektroskopia Ramana; SEM — elektronowy mikroskop skaningowy; TG — termograwimetria; TG-MS — TG sprz¢zona z spektrometrem mas;
XRPD — proszkowa dyfraktometria rentgenowska.
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Uzycie DSC do badania zgodnosci/niezgodnosci moze niejednokrotnie prowadzi¢ do
blednych lub niejednoznacznych wnioskow [Shantikumar et al., 2014]. Wynika to z faktu, ze
pomiary DSC prowadzone sg zwykle do temperatury 300°C lub wyzszej, natomiast w realnych
sytuacjach produkty farmaceutyczne nie s3 narazone na tak wysokie temperatury. Ponadto,
wykrywanie niezgodnos$ci moze by¢ problematyczne w przypadku skladnikow, ktérych piki
DSC zwiazane z topnieniem naktadaja si¢ na siebie czesciowo lub catkowicie 1 gdy pojawiaja
si¢ dodatkowe efekty wynikajace z utworzenia eutektyku [Chadha & Bhandari, 2014], a takze,
gdy substancja lecznicza nie topi si¢ [Veiga et al., 2018]. Trudnosci w interpretacji krzywych
DSC moga by¢ takze spowodowane rozpuszczaniem jednego ze sktadnikow w fazie cieklej
utworzonej w wyniku stopienia drugiego sktadnika [Narsai et al., 1997].

W przeciwienstwie do DSC, krzywe TG wskazujg zakres temperatury, w ktorym
nastepuje rozkltad termiczny badanej probki wraz z towarzyszacym mu ubytkiem masy, i z tego
powodu ich zastosowanie do wykrywania niezgodno$ci miedzy sktadnikami jest znacznie
ograniczone [Bruni et al., 2002]. W zwiazku z trudng interpretacja tych krzywych (podobna
sytuacja wystepuje rowniez podczas interpretacji widm IR), podjeto badania nad wiaczeniem do
ich interpretacji zaawansowanych metod analizy wielowymiarowej, tj. analizy glownych
sktadowych (Principal Component Analysis, PCA) 1 analizy skupien (Cluster Analysis, CA) w
celu wykazania, w jakim zakresie obie techniki chemometryczne moga by¢ uzyteczne jako
metody wspomagajace interpretacje krzywych TG 1 widm IR pod katem identyfikacji
niezgodnosci migdzy sktadnikami.

Badania dwusktadnikowych mieszanin fizycznych substancji czynnych (acetazolamid,
atenolol, baklofen i1 hydrokortyzon) z substancjami pomocniczymi (mannitol, laktoza, skrobia,
metyloceluloza, B-cyklodekstryna, meglumina, chitozan, poliwinylopirolidon K-30 i stearynian
magnezu) wykazaly, ze wielowymiarowe techniki eksploracji danych sg nadzwyczaj przydatne
podczas interpretacji krzywych TG i1 widm FT-IR [Rojek & Wesotowski, 2019; Rojek &
Wesotowski, 2017; Rojek & Wesotowski, 2016; Rojek et al., 2013; Wesolowski & Rojek,
2013; Wesotowski et al., 2012a]. Wyniki obliczen PCA 1 CA wskazujagce na zgodnos¢ lub
niezgodnos¢ miedzy potencjalnymi sktadnikami produktéw farmaceutycznych w oparciu o
dane uzyskane na podstawie krzywych TG lub widm FT-IR prawie we wszystkich przypadkach
zostaly potwierdzone przez dane uzyskane za pomocg DSC i XRPD. Dowodzi to, ze obie
metody eksploracji danych mogg by¢ pomocne w technologii farmaceutycznej, szczeg6lnie w

procesie preformulaciji.
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4.3. Analiza czystosci

Do badania czystosci substancji farmaceutycznych 1 identyfikacji zanieczyszczen
stosuje si¢ przede wszystkim wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa (High-performance
liquid chromatography, HPLC) oraz GC, czesto sprzezone z MS [Kamboj et al., 2014; Nagpal
et al.,, 2011]. Analiza czystosci tymi metodami jest jednak dos$¢ czasochtonna, dlatego wciaz
poszukuje si¢ metod odznaczajacych sie krotszym czasem wykonania analizy i za pomocg
ktérych mozna dokona¢ pomiarow z poréwnywalng do HPLC lub GC wiarygodnoscig. Badania
wskazujg na mozliwos¢ uzycia DSC lub DTA jako metod alternatywnych lub wspomagajacych
oceng czystosci substancji o duzym znaczeniu dla farmacji.

Podstawg do zastosowania DSC w ocenie czystosci substancji organicznych stanowi
fakt, iz zanieczyszczenia wptywaja na temperature, ksztatt i powierzchni¢ endotermicznego
piku DSC/DTA zwigzanego z topnieniem [Wesotowski, 2003]. Temperatury — poczatku i piku
ulegaja przesunigciu w kierunku nizszych wartosci, a ich obnizenie jest proporcjonalne do
utamka molowego zanieczyszczen. W zwiazku z tym, czysto$¢ substancji mozna oszacowac,
porownujac endotermiczny pik DSC substancji o wysokiej czystosci (uzytej jako wzorzec) z
pikiem badanej probki lub dokonujac oznaczen ilosciowych na podstawie rownania van’t
Hoff’a [Giron & Goldbronn, 1995; Grady et al.,, 1973; De Angelis & Papariello, 1968].
Réwnanie to przedstawia zalezno$¢ pomiedzy obnizeniem temperatury topnienia badanej
substancji a stezeniem zawartych w niej zanieczyszczen:

RTZX 1

L=t~ 20 F

w ktorym: T — temperatura badanej probki, T, — temperatura topnienia wzorca, AH; — entalpia
topnienia wzorca, R — stata gazowa, F — ulamek molowy probki stopiony do temperatury T,
X — stezenie zanieczyszczen w fazie cieklej 1 stalej probki (utamek molowy zanieczyszczen).
Réwnanie van’t Hoff’a umozliwia szybka, dokladng i precyzyjng ocen¢ zawarto$ci
zanieczyszczen w substancji o czystosci wyzszej niz 98-99%. Oznaczenia sg mozliwe przy
zalozeniu, Ze zanieczyszczenia tworza prosty uktad eutektyczny z badang substancja, przy czym
nie mogg tworzy¢ roztworu statego [Grady et al., 1973; Marti, 1972; De Angelis & Papariello,
1968]. Niedogodnoscia metody jest brak mozliwosci identyfikacji zanieczyszczen. Nie jest
takze mozliwa ocena czysto$ci substancji amorficznych, solwatéw 1 zanieczyszczen zwigzkami
nieorganicznymi. Ponadto, badane substancje nie moga ulega¢ rozktadowi podczas topnienia
lub odznacza¢ si¢ wysoka pr¢znoscia par, a takze skladniki badanej probki nie mogg reagowac

miedzy sobg lub z materialem pojemnikoéw na probki [Grady et al., 1973; Plato, 1972; Plato &
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Glasgow, 1969]. Pewne trudnosci stwarza takze analiza czystosci zwigzkéw odznaczajacych sie
niskimi warto$ciami entalpii topnienia [Grady et al., 1973].

Przyktadem wykorzystania DSC w badaniu czysto$ci substancji leczniczych jest analiza
probek teofiliny stosowanych jako certyfikowane materiaty odniesienia [Ma et al., 2009].
Badania sprowadzaly si¢ do poréwnania wynikow oznaczen czysto$ci metodami HPLC, LC-
MS 1 DSC z zastosowaniem réwnania van’t Hoff’a. Dane otrzymane za pomocg DSC (czystos¢
99,79%) byty bardzo podobne do wynikow uzyskanych za pomocg HPLC (99,75%), r6znily si¢
natomiast nieznacznie od wynikow z pomiaréw LC-MS (99,82%). Niepewnos¢ obliczona dla
powyzszych oznaczen potwierdzila, ze pomiary LC-MS odznaczaly si¢ najwyzsza
doktadnos$cia. Ponadto, analiza z uzyciem MS umozliwia identyfikacje zanieczyszczen, ktorymi
okazaty si¢ pochodne metyloksantyny; 3-metyloksantyna i trimetyloksantyna. Podsumowujac,
czasochtonny i1 skomplikowany proces pomiaru LC-MS powoduje, ze tylko w przypadku, gdy
ocena czystosci technikami DSC 1 HPLC rozni si¢ znaczaco, nalezy korzysta¢ z pomiarow
technikg LC-MS.

Badano réwniez czystos¢ 16 potencjalnych wzorcéw do celow farmaceutycznych, ktore
stanowily zarowno substancje czynne (np. kofeina, kwas salicylowy, chlorowodorek labetalolu)
jak 1 substancje pomocnicze (np. nipaginy P i M) [Mathkar et al., 2009]. Analiza statystyczna i
ocena niepewnosci uzyskanych danych nie wskazata na istotne statystycznie rdznice miedzy
wynikami otrzymanymi metodami DSC 1 HPLC. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze metoda
DSC moze by¢ wykorzystywana w procesie kontroli czystosci wzorcéw analitycznych na rowni
z innymi metodami. Pewne problemy stwarza jednak analiza substancji o czystosci ponizej 98%
oraz substancji, ktorych piki DSC nie sg ostro zakonczone. Poprawna ocena czystosci nie jest
tez mozliwa w przypadku, gdy temperatura topnienia badanej substancji jest zblizona do jej

temperatury rozkladu, np. w przypadku kofeiny i kwasu salicylowego.

4.4. Inne przykiady zastosowan

Efektem oddzialywan migdzy substancjami moze by¢ utworzenie eutektyku, ktorego
obecnos¢ wigze si¢ ze zmiang wlasciwosci fizykochemicznych substancji tworzacych eutektyk,
glownie rozpuszczalnosci, skutkiem czego moze ulec zmianie ich biodostepnos¢ [Bi et al.,
2003; Karolewicz et al., 2012b]. W badaniu rownowag fazowych w uktadach dwu- lub
wielosktadnikowych nieocenione sg metody analizy termicznej. Zastosowanie DSC lub DTA
umozliwia poprawng konstrukcje diagramu fazowego, na podstawie ktorego mozna wyznaczy¢
sktad eutektyku oraz jego temperatur¢ i cieplo topnienia. Cieplo topnienia ma wartos$¢

najwicksza dla mieszaniny o skfadzie eutektyku. Diagram fazowy umozliwia wigc nie tylko
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okreslenie, jakie sg obecne fazy i jaki jest ich sklad, ale tez, jaka jest ich ilos¢. Z uwagi na
wysoka czutos¢, metody DSC i DTA s3 réwniez nieocenione podczas wykrywania bardzo
matych ilo$ci eutektyku w mieszaninie.

Stabg rozpuszczalno§¢ w wodzie wigkszosci substancji czynnych mozna poprawi¢ nie
tylko tworzac eutektyki, ale takze rozpraszajac je w statych, obojetnych dla zdrowia czlowieka
nos$nikach [Karolewicz et al., 2012a]. Sg to tzw. stale uklady dyspersyjne, sktadajace si¢ co
najmniej z dwoch substancji, tj. hydrofilowego nosnika w postaci krystalicznej lub amortficznej
1 hydrofobowej substancji leczniczej. W roli nosnikow wystepuja najczesciej kwasy organiczne,
zwigzki azotowe, proste weglowodany, polimery oraz pochodne celulozy. Prowadzg one do
zmniejszenia wymiaroOw krysztatkow trudnorozpuszczalnej substancji czynnej 1 zwigkszenia ich
liczby, zwiekszajac tym samym wydatnie powierzchni¢ kontaktu substancji rozpuszczanych z
rozpuszczalnikiem. W konsekwencji istotnie wplywaja na rozpuszczalno$¢ oraz inne, istotne z
punktu widzenia technologii farmaceutycznej witasciwosci fizykochemiczne hydrofobowych
substancji czynnych [Huang & Dai, 2014; Karatas & Bekmezci, 2013; Fattah et al., 2012;
Narang et al., 2012].

Metody takie, jak DSC, DTA 1 HSM s3 najczesciej stosowanymi metodami analizy
termicznej w badaniu statych uktadéw dyspersyjnych [Tian et al, 2015; Karolewicz et al.,
2012b; Zhao et al., 2011]. Interpretacje wynikdéw analizy termicznej wspomagaja FT-IR, SEM,
PLM 1 analiza rozpuszczalnos$ci substancji leczniczej. Szczegdlnie przydatna jest natomiast
dyfrakcyjna analiza rentgenowska (XRPD), ktora jest jedyng metoda w przypadku, gdy trzeba
okresli¢ sktad fazowy prostych mieszanin lub gdy trzeba ustali¢ stosunek form, bezpostaciowej
do krystalicznej, 1 przeprowadzi¢ pomiar wielkosci krysztalkéw. Przeglad piSmiennictwa nt.
zastosowania w praktyce farmaceutycznej stalych uktadow dyspersyjnych przedstawiono w
czasopismie Polimery w Medycynie [Karolewicz et al., 2012b].

Metody analizy termicznej sg tez podstawowymi technikami w badaniu komplekséw
inkluzyjnych z cyklodekstrynami [Brewster & Loftsson, 2007; Mura et al., 2003; Giordano et
al., 2001] 1 ko-krysztatéw [Garbacz & Wesotowski, 2018; Sathisaran & Dalvi, 2018; Pindelska
et al., 2017; Saganowska & Wesolowski, 2017]. Kompleksy inkluzyjne 1 ko-krysztaly r6znig
si¢ pod wzgledem niektorych wiasciwosci fizykochemicznych od wchodzacych w ich sktad
substancji leczniczych. Z reguly sa lepiej rozpuszczalne w wodzie, bardziej trwate, moga
maskowac nieprzyjemny smak lub zapach substancji czynnych.

Powierzchnia cyklodekstryny ma charakter hydrofilowy 1 dlatego rozpuszcza si¢ w
wodzie, natomiast trudnorozpuszczalna substancja czynna umiejscowia si¢ w hydrofobowym

wnetrzu cyklodekstryny, dzigki czemu utworzenie kompleksu inkluzyjnego w duzym stopniu
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poprawia rozpuszczalno$¢ substancji leczniczej [Brewster & Loftsson, 2007; Giordano et al.,
2001]. Do kompleksowania hydrofobowych substancji stosuje si¢ najczesciej B-cyklodekstryng
1 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng. Przykladem sa kompleksy inkluzyjne z salicylamidem,
na podstawie ktorych wykazano, ze zanik endotermicznego piku DSC w zakresie temperatur
137-142°C, zwigzanego z topnieniem salicylamidu, wskazuje na tworzenie si¢ kompleksu
[Kosecka-Judin et al., 2012]. W mieszaninach fizycznych pik ten wystepuje wskazujac, ze
zmieszanie cyklodekstryny z salicylamidem nie prowadzi do utworzenia kompleksu.

Ko-krysztaty to kolejna mozliwos$¢ stworzenia ukladu o pozadanych wiasciwosciach
substancji czynnej. Duze zainteresowanie technika DSC w badaniu ko-krysztaldéw wynika z
faktu, ze temperatura topnienia jest istotng wiasciwoscig fizyczng ulegajaca zmianie podczas
kokrystalizacji [Saganowska & Wesotowski, 2018]. Stwierdzono, ze im wyzsza temperatura
topnienia ko-krysztatu, tym nizsza rozpuszczalno$¢ 1 wyzsza trwatos¢ [Bronowicz et al., 2016].
W wigkszos$ci przypadkow temperatura topnienia ko-krysztalu znajduje si¢ miedzy temperaturg
topnienia substancji czynnej i koformera, badz jest nizsza od temperatur obu sktadnikow. Za
pomocg DSC mozna réwniez skonstruowac diagramy fazowe wskazujac, czy utworzyl si¢
kokrysztal, czy eutektyk.

Metody analizy termicznej sg takze stosowane w badaniu procesoOw degradacji i
rozkladu termicznego substancji farmaceutycznych [Mohamed & Attia, 2017; Roumeli et al.,
2013; Laszcz et al., 2011; Laszcz et al., 2010; Galwey, 2007; Waterman & Adami, 2005; Simon
et al., 2004; Giordano et al., 2003; Ruiz et al., 1998]. Poznanie odpornosci na temperature
substancji leczniczej, tzn. jej zachowania si¢ w warunkach o rdznej temperaturze 1 wilgotnosci
wzglednej jest niezbedne, zarowno z punktu widzenia technologii postaci leku, jak i okreslenia
warunkéw przechowywania i daty waznosci gotowych produktow farmaceutycznych.

Za pomoca metod analizy termicznej badano rozktad w warunkach nie-izotermicznych
szeregu organicznych i1 nieorganicznych substancji leczniczych. Krzywe DTA, TG 1 DTG
destrukcji termicznej sulfonamidow wskazaty na wpltyw struktury chemicznej tych zwigzkow
na charakterystyke ich rozktadu termicznego [Wesotowski et al., 2003]. Poroéwnujac trwatos¢
sulfadiiminy, sulfatiazolu 1 sulfametoksydiazyny wykazano, ze podstawnik heterocykliczny
wywiera wplyw na trwalo$¢ podstawowej struktury tych zwigzkéw. Sulfonamidy zawierajace
podstawniki pirymidynowe (sulfadiimina i sulfametoksydiazyna) tez zachowuja si¢ podobnie. Z
kolei izotiocyjanowe pochodne sulfonamidow ulegaja rozkltadowi w nizszych temperaturach,
ale ich rozklad przebiega wolniej 1 konczy si¢ w zakresie wyzszych temperatur. Podobne

badania przeprowadzono réwniez w przypadku aminokwaséw wskazujac na wplyw struktury

31



chemicznej na rozklad termiczny badanych zwigzkow [Wesotowski & Erecinska, 2012;
Wesotowski & Erecinska, 2005].

Wiele substancji leczniczych krystalizuje tacznie z czgsteczkami wody jako integralng
czescig struktury krystalicznej tworzac tzw. hydraty [Laszcz & Witkowska, 2016; Giron et al.,
2002; Han et al., 1998; Han & Suryanarayanan, 1997; Marini et al., 1996, Khankari & Grant.,
1995]. Woda krystalizacyjna wptywa na wiasciwosci fizykochemiczne substancji, gtéwnie na
trwalo$¢ 1 rozpuszczalno$¢. Ma to istotne znaczenie w technologii farmaceutycznej. Uktad
krystaliczny hydratow moze takze ulec zniszczeniu pod wplywem temperatury lub czynnikow
mechanicznych, takich jak rozdrabnianie lub rozcieranie. Przyktadem moga by¢ badania DSC,
TG, XRPD 1 SEM, ktore wykazaty, ze poddanie trihydratu cefiksymu dziataniu obu procesow
skutkuje ostabieniem wigzan pomigdzy czasteczkami wody krystalizacyjnej 1 substancja
leczniczg [Kitamura et al., 1989]. Siatka krystaliczna ulega zniszczeniu, powodujac obnizenie
trwatosci bezwodnej substancji. Objawia to si¢, m.in. zmiang koloru substancji spowodowang

pojawieniem si¢ produktow degradacji.

5. Pozostale metody analizy termicznej

Dane zestawione w Tabeli 2 wskazuja, ze poza DSC 1 TG o niekwestionowanej
uzytecznosci w badaniach nad lekiem, znanych jest wiele innych technik analizy termiczne;]
[Lever et al., 2014; Haines, 2002], ktorych przydatno$¢ w rozwiazywaniu réznych problemow
w obszarze analizy i1 technologii farmaceutycznej jest dopiero oceniana [Maheswaram et al.,
2013; Jones et al., 2012; Osman, 2012; Thakur et al., 2012; Abiad et al., 2010; Price et al.,
2000]. Sposrod tych technik wymieni¢ nalezy analize termomechaniczng (Thermomechanical
analysis, TMA), dynamiczng analize mechaniczng (Dynamic mechanical analysis, DMA) 1
analize dielektryczng (Dielectric analysis, DEA). Wybrane przyktady zastosowania tych metod
w badaniu substancji i produktow farmaceutycznych zestawiono w Tabeli 7.

Analiza termomechaniczna (TMA) jest ogdlnym terminem obejmujacym zespot metod
umozliwiajacych badanie zmian wymiarow liniowych lub objetosci probki oraz jej wiasciwosci
mechanicznych w funkcji temperatury lub czasu [Haines, 2002; Hatakeyama & Zhenhai, 1998].
Pomiar polega na ogrzewaniu lub chlodzeniu badanego materialu z okreslong szybkos$cig lub na
utrzymywaniu go w stalej temperaturze (pomiar izotermiczny). Zastosowanie technik TMA
sprowadza si¢ do pomiaru rozszerzalnosci liniowej testowanego materiatu, do badania wplywu
na probke sit zginajacych (deformacja pod wptywem okreslonego nacisku), rozciaggajacych
(elongacja), Sciskajacych (kompresja) lub scinajacych. W farmacji techniki TMA stosuje si¢ w

32



szczegdInosci do badania procesow zeszklenia, migknienia, pecznienia, topnienia i krystalizacji,
a takze do badania przemian polimorficznych.

Dynamiczna analiza mechaniczna (DMA) polega na pomiarze zmian wiasciwosci
mechanicznych badanego materiatu pod wptywem przylozonej sity zewngtrznej o charakterze
oscylacyjnym w funkcji temperatury lub czasu [Haines, 2002; Hatakeyama & Zhenhai, 1998].
Czestos¢ oscylacji mozna zmienia¢ w zakresie od 0 do 100 Hz, zaleznie od rodzaju przyrzadu
do pomiaru DMA. Probka ulegajac drganiom gnacym lub deformacyjnym generuje drgania
sinusoidalne, ktore porownuje si¢ z drganiami pobudzajacymi probke. Pomiar wykonuje si¢
specjalnym analizatorem fourierowskim. W DMA przyjmuje si¢, ze badany material pod
wzgledem swych wlasciwosci mechanicznych miesci si¢ pomiedzy cialem sprezystym Hooke’a
a osrodkiem lepkim (material lepkosprezysty). DMA jest szczegolnie przydatna do badania
polimeréw [Hatakeyama & Zhenhai, 1998]. Pozwala wyznacza¢ temperatur¢ zeszklenia i
mickniecia, a takze umozliwia ocen¢ procesOw topnienia i krystalizacji polimerow, substancji
farmaceutycznych 1 produktow spozywczych [Pielichowski, 2009].

Przemianom fazowym w cialach statych, jak réwniez ich topnieniu towarzyszy zmiana
przewodnictwa elektrycznego wywotana zmiang ruchliwosci jonéw w strukturze lub zmiang
pozioméw elektronowych [Stoch, 1998]. Pomiar zmiany przewodnictwa elektrycznego w
funkcji temperatury jest z tego wzgledu uzyteczny w badaniu przemian fazowych i okazat si¢
szczegdlnie pomocny podczas wyznaczania temperatury topnienia, badania czystosci substancji
oraz wyznaczania temperatur przemian polimorficznych. Do pomiaru wielkosci elektrycznych,
tj. przewodnictwa 1 pojemnos$ci, w funkcji czasu, temperatury i1 czegstosci pola elektrycznego
wykorzystuje si¢ analize dielektryczng (Dielectric analysis, DEA).

Bardzo pomocne w badaniu degradacji i rozkfadu termicznego substancji sg takze
metody umozliwiajace wykrywanie gazowych produktow rozktadu (EGD) oraz ich analize
ilosciowg (EGA), a ponadto termomikroskopia (HSM). Wykrywanie wydzielajacego si¢ gazu
(EGD) w trakcie analizy termicznej polega najczesciej na pomiarze zmian jego ci$nienia lub
objetosci [Stoch, 1998]. Wykorzystuje si¢ tez charakterystyczne reakcje chemiczne. Inny
sposob polega na pomiarze roznicy wiasciwosci fizycznych gazu no$nego (azotu, argonu, helu),
przeplywajacego przez komorg pomiarowg z badang probka, w ktorej znajduja si¢ tez sktadniki
gazowe wydzielane z podgrzewanej probki, z wlasciwosciami czystego gazu nosnego. Mierzy
si¢ roéznice gestosci lub przewodnictwo cieplne tych gazéw. Pomiary dokonywane sg w oparciu
o roznego typu detektory, np. spektrometr mas lub IR, detektory — ptomieniowo-jonizacyjny,

termokonduktometryczny, cisnieniowe lub chemiczne z komoérkami do miareczkowania.
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Tabela 7 Przyktady zastosowania pozostatych technik analizy termicznej w badaniu substancji i produktow farmaceutycznych.

Lp.

Badane substancje

Rozpatrywane problemy

Metody badan

PiSmiennictwo

Acetofenetydyna,
kofeina, wanilina

Badajac wlasciwosci substancji w zakresie temperatur 30—100°C stwierdzono, ze ponizej
temperatury topnienia analizowane zwiazki mi¢kna, a ich przewodnictwo elektryczne
wzrasta wraz ze wzrostem temperatury, co odzwierciedla silna zaleznos¢ (R* = 0,95)
pomigdzy temperatura migkni¢cia wyznaczona z TMA a przewodnictwem elektrycznym
uzyskanym z DEA.

TMA, DEA, DSC

Thakur et al., 2012

Celekoksyb

Badajac wplyw temperatury, cis$nienia i wilgotnosci powietrza na proces rekrystalizacji
amorficznego celekoksybu udowodniono, ze temperatura i wilgotnos¢ sa gtéwnymi
czynnikami pobudzajacymi rekrystalizacje. Wykazano ponadto, Ze test przy$pieszonego
starzenia (40°C/75% RH) powoduje catkowitg rekrystalizacje amorficznego celekoksybu w
ciggu 15 dni.

DMA, DSC,
FT-IR

Gupta & Bansal, 2005

Cytokiny zwigzane z
patogeneza malarii

Na podstawie analizy w warunkach izotermicznych i dynamicznych mikrogramowych stezen
uwodnionych, rekombinowanych cytokin i rozpuszczalnych receptorow cytokinowych
uzyskano wyrazne i odtwarzalne widma dielektryczne tych protein. Opracowane na ich
podstawie dielektryczne podpisy dla kazdego badanego biatka umozliwiaja opracowanie
czutych dielektrycznych sensorow zdolnych do wykrycia cytokin i receptorow cytokinowych
w ptynach ludzkich (np. w §linie) celem diagnozy malarii.

DETA, TG, DTG

Saleh et al., 2012

Cytokiny zwigzane z
patogeneza malarii

Zawieszone w roznych rozpuszczalnikach liofilizowane cytokiny ludzkie i receptory
cytokinowe analizowano réznymi technikami w celu stwierdzenia, czy mozna je
zroznicowaé biorgc pod uwage przewodnictwo elektryczne i energi¢ aktywacji. Wykazano,
ze poszczegolne biatka roznig si¢ przewodnictwem elektrycznym, co moze miec¢ duze
znaczenie w diagnostyce malarii.

DETA, TG, DTG

Moreno-Molek et al.,
2012

Cytokiny zwigzane z
patogeneza malarii

Kontynuowano badania nad wlasciwosciami termicznymi 5 ludzkich cytokin celem
opracowania odpowiednich testéw do diagnozy malarii. Stwierdzono, ze poszczegdlne
cytokiny rdznig si¢ wartosciami pikdw czestosci oraz ze wyrazne i odtwarzalne widma
dielektryczne protein moga by¢ wykorzystane jako specyficzne sensory do identyfikacji
cytokin w roztworach.

DETA, TG, DSC

Saleh et al., 2013

Ekstrakt garbnikow z
Acacia nilotica spp.
nilotica

W badaniach wykorzystano suszony rozpytowo ekstrakt. Skoncentrowano si¢ na badaniu
reakcji autokondensacji i kopolimeryzacji tanin z akacji przy réznych wartosciach pH pod
katem ich przydatnosci jako preparatow adhezyjnych.

TMA

Osman, 2012
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Galaktomannozyd, polisacharyd uzyskany z nasion szaranczyna strakowego (drzewa
karobowego) wykazuje zdolnos¢ do tworzenia hydrozeli w srodowisku wodnym. Otrzymujac

7. Galaktomanozyd hydrozel technika zamrazania-rozmrazania, badano wptyw réznych szybkosci chtodzenia na |[TMA, DSC lijima et al., 2012
proces zelowania. Wykazano, ze wielko$¢ krysztalow lodu wptywa bezposrednio na
strukture usieciowienia hydrozeli.
Opracowano nowy sposob pomiaru wlasciwosci termomechanicznych (przemiana szklista,
Gryzeofulwina, topnienie, rekrystalizacja) sproszkowanych substancji farmaceutycznych i polimerow w
8. felodypina, oparciu o zmiang ich wlasciwosci pod wptywem oscylacyjnego $ciskania w kontrolowanych |DMA, DSC Abiad et al., 2010
indometacyna warunkach temperatury. Wykazano, iz uzyskane temperatury topnienia i zeszklenia sg
zgodne z warto$ciami otrzymanymi za pomocg technik DSC i DMA.
Badano wiasciwosci lepkosprezyste hydrozeli uzyskanych technika zamrazania i
L 1 <o L ) .
9. Guma cynamonowa rozmrazanta 0.1 1’5 %o wodnych rroz.tworr(.)w ZyWICY Cynamonowej ze wskaza?’l em o TMA lijima et al., 2013
czynnikow wplywajacych na wlasciwosci hydrozeli. Stwierdzono, ze szybko$¢ zamrazania
wyraznie wptywa na zdolnos¢ roztworu do zelowania.
Hydroksypropylo Oceniajac whasciwosci bton o matrycy hydrofilowej, tworzacych si¢ w procesie granulacji w
metyloceluloza, matej skali wykazano, ze wzrost zawartosci laktozy w stosunku do HPMC obniza
10. celuloza temperature zeszklenia btony wskutek interakcji migdzy sktadnikami, natomiast przy TMA, DSC, XRPD |Bajdik et al., 2008
mikrokrystaliczna, stosunku obu sktadnikow 3:5 pojawia si¢ druga przemiana szklista wskazujaca na utworzenie
monohydrat laktozy odrebnej fazy bezpostaciowej laktozy.
Przezroczyste i elastyczne hydrozele otrzymane w wyniku ogrzewania wodnych roztworow
pektyny, a nastepnie dodania do nich roztworu chlorku wapnia, badano w zakresie temp. 30—
11. Hydrozele pektyn 80°C w specjalnie do tego celu skonstruowanym pojemniku na probke. Wykazano, ze TMA Iijima et al., 2005
wspolczynnik ptynigcia hydrozelu wzrasta wraz ze wzrostem temperatury pgcznienia oraz
zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem wskaznika usieciowienia.
W badaniu hydrozeli polisacharydowych zastosowano specjalnie skonstruowana komorke
Hvdrozele pomiarowa sprzezong z TMA, umozliwiajaca pomiar pecznienia zelu. Urzadzenie umozliwia
12. e rejestracje grubosci filmu hydrozelu w funkcji czasu przy statym obcigzeniu, bezposrednio  |TMA Iijima et al., 2001
polisacharydowe . o . ) | . ) s
po wprowadzeniu wody do komoérki pomiarowej. Pomiary z uzyciem tej komorki sa
szczegodlnie uzyteczne podczas badania hydrozeli zawierajacych duze ilosci wody.
Badano wplyw wilgotnosci powietrza (50, 60 i 75% RH) na proces krystalizacji amorficznej
13, fndometacyna indometacyny w temperaturach 50 i 60°C. Z uzyskanych danych wyznaczono state szybkosci DMA Soutari et al., 2012

krystalizacji dla okre$lonych warunkéw pomiaru wskazujac, ze szybkos¢ krystalizacji
wzrasta wraz ze wzrostem temperatury i wilgotnosci powierza.
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Badajac procesy transformacji w fazie statej (przemiana szklista, krystalizacja, topnienie) za

pomoca spektroskopii dielektrycznej o matej czestotliwosci, w zakresie czestosci 10°—10° Hz|Spektroskopia
14. Indometacyna i temperaturze 10—160°C udowodniono, ze ta technika sprzezona z TMDSC moze by¢ dielektryczna, He & Craig, 2001
uzytecznym narzedziem do charakterystyk krystalicznych i amorficznych substancji TMDSC
leczniczych.
przewodnictwo
. . . . T , I elektryczne, S
Ketoprofen, lidokaina, |Badano mikrostruktury mikroemulsji i ich wptyw na przezskorne przenikanie modelowych . |Zhang & Michniak-
15. . .. . woltamperometria
kofeina substancji leczniczych. . Kohn, 2011
cykliczna, DLS,
DSC
. Zastosowano dwie nowe metody analizy termicznej, TMDSC i TMA, do badania przemian |TMA, DSC,
16. Kofeina polimorficznych kofeiny. TMDSC, HSM Manduva et al., 2008
Kwas
acetylosalicylowy, Wykorzystano spektroskopig dielektryczna do badania relaksacji molekularnej wybranych — |DSC, spektroskopia .
17. . .. . . C 0 . . . Johari et al., 2007
ibuprofen, progesteron, |substancji leczniczych w fazie szklistej i ultra lepkim stopie. dielektryczna
quinidyna
Na przyktadzie badan wlasciwosci mechanicznych peletek wykazano, ze uzycie DMA
umozliwia wyznaczenie doktadnej wartosci modutu sprezystosci podtuznej peletek (modut Bashaiwoldu ct al
18. Peletki Younga), wykrycie obecnosci odwracalnych deformacji spr¢zystych oraz okreslenie zmiany |DMA ?
. . . o . g 2004a
warto$ci kata fazowego, ktory ilustruje wzrost lub obnizenie lepkosprezystosci peletek w
zaleznosci od charakteru substancji pomocniczych uzytych podczas ich formulaciji.
Wykazano potencjalng uzytecznos¢ DMA w opracowaniu sktadu otoczki peletek, ktora po
. stabletkowaniu umozliwi uzyskanie formy leku o kontrolowanym uwalnianiu substancji Podczeck & Almeida,
19. Peletki . . o . o - . IDMA
czynnej. Badano w tym celu sprezystos¢ i lepkosprezystos¢ peletek otrzymywanych réznymi 2002
metodami, bez powlekania i z powlekaniem btong z etylocelulozy.
Badajac wptyw substancji pomocniczych na wlasciwosci mechaniczne modelowych peletek
z paracetamolem i celuloza mikrokrystaliczna, otrzymanych w wyniku ekstruzji i sferonizacji
20. Peletki w otoczee stwierdzono, iz oddziatywanie btony pokrywajacej peletki na ich wlasciwosci mechaniczne DMA Bashaiwoldu et al.,

uwarunkowane jest wtasciwosciami rdzenia peletek. Wskazano ponadto na przewage
pomiarow DMA nad metodami klasycznymi opartymi na nieodwracalnej strukturalnej
destrukcji peletek.

2004b
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21.

Polimery biomedyczne

Teoria uzycia metody DMA dla statych farmaceutycznych i biomedycznych systeméow.
Okreslenie mozliwosci zastosowan DMA do pomiardw i zrozumienia standw przej$é
relaksacji 1 mieszalno$ci w podwajnych i wielosktadnikowych systemach.

DMA

Jones et al., 2012

22.

Preparaty z witaming E

Na przyktadzie witaminy E ulegajacej zeszkleniu podczas chtodzenia (temperatura
zeszklenia ~100°C) wykazano, iz analiza dielektryczna o niskiej czg¢stotliwosci 1 DSC sa
komplementarnymi technikami umozliwiajacymi badanie zachowania si¢ substancji
krystalicznych w niskich temperaturach.

DEA; DSC

Barker et al., 2000

23.

Roslinne surowce
lecznicze

Analiza wysuszonych czesci morfologicznych roslin (korzeni, ktaczy, kor, owocow, tupin,
kwiatow, szpilek, gatazek, lisci i ziot), napromieniowanych i nienapromieniowanych
promieniowaniem y o réoznym nat¢zeniu wykazata, iz termoluminescencja jest najbardziej
wiarygodna metoda odrézniania probek o réznym stopniu napromieniowania od probek
nienapromieniowanych.

TL; PPSL, EPR

Pal et al., 2009

24,

Silikonowe krazki
dopochwowe

Opracowano nowa metode¢ oznaczania substancji w silikonowych krazkach dopochwowych,
polegajaca na pomiarze obnizenia zaleznej od stezenia sktadowej rzeczywistej modutu
zespolonego zwigzanej z topnieniem oznaczanej substancji, i ekstrapolacji uzyskanych
danych do zerowej wartosci tej sktadowe;j.

DMA, HPLC

Malcolm et al., 2002

25.

Substancje
farmaceutyczne o matej
masie czasteczkowej

Poddano dyskusji dane literaturowe na temat wptywu szybkosci chtodzenia i szybkosci
ogrzewania na temperatury przemian szklistych substancji otrzymywanych w wyniku
ogrzania powyzej temperatury topnienia, a nastgpnie szybkiego chtodzenia. Dyskutowano
takze nad wptywem szybkos$ci ogrzewania na krystalizacj¢ oraz nad wptywem wygrzewania
na maloczasteczkowe substancje lecznicze w stanie szklistym.

TMA, DMA, TBA,
DSC, DTA, NMR

Ker¢ & Sr¢ic, 1995

Skroty metod analitycznych: DEA — analiza dielektryczna; DETA — termiczna analiza dielektryczna; DLS — dynamiczne rozpraszanie §wiatta; DMA — dynamiczna analiza
mechaniczna; DSC — réznicowa kalorymetria skaningowa; DTG — rézniczkowa termograwimetria; FT-IR — spektroskopia IR z transformacja Fouriera; HPLC — wysokosprawna
chromatografia cieczowa; HST — termomikroskopia; NMR — spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego; PPSL — fotolumiescencja stymulowana impulsami §wiatla;
TBA — analiza wyboczenia skre¢tnego; TG — termograwimetria; TL — termoluminescencja; TMA — analiza termomechaniczna; TMDSC — DSC z modulowana temperatura; XRPD
— proszkowa dyfraktometria rentgenowska.
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W metodzie polegajacej na analizie wydzielonego gazu (EGA), do oznaczania skfadu
chemicznego gazowych produktow rozkladu stosowane sg rézne metody analizy gazow.
Odpowiednie urzadzenie sprzega si¢ z aparatem do TG [Stoch, 1998]. Stosuje si¢ zwykle
miareczkowanie potencjometryczne gazdéw zaabsorbowanych przez odpowiednie roztwory,
chromatografi¢ gazowa, chromatografi¢ cienkowarstwowa i spektrometri¢ mas.

Termomikroskop (HSM) umozliwia obserwacje probek pod mikroskopem w §wietle
przechodzacym lub odbitym w funkcji temperatury[ Chadha et al., 2012; Steger et al., 2012;
Vitez et al., 1998]. W tym celu mikroskop wyposazony jest w stolik grzewczy, pozwalajacy
osiggna¢ temperature probki nawet do 1800°C. Mikroskop posiada réwniez kamere, ktorej

oprogramowanie umozliwia cyfrowe opracowywania zarejestrowanego obrazu.
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I1. Cel pracy

Celem pracy bylo ustalenie, w jakim stopniu wybrane techniki analizy termicznej: DSC,
DTA, TG i DTG oraz spektroskopii w podczerwieni: FT-IR i Ramana, mogg by¢ przydatne do
oceny jakosci aktywnych skfadnikéw farmaceutycznych oraz zawierajacych je produktow
farmaceutycznych 1 suplementow diety, na podstawie wykonanych w stanie stalym badan
rozktadu termicznego i odpornosci na degradacje oraz w oparciu o analize wspotczynnikow
podobienstwa widm spektroskopowych.

Realizacja celu pracy obejmowala zbadanie przy uzyciu metod analizy termicznej —
DSC, DTA, TG i DTG rozktadu termicznego stosowanych w lecznictwie pochodnych puryny
1 zwigzkow magnezu wraz z okresleniem etapoéw ich degradacji termicznej. Do interpretaciji
danych otrzymanych z krzywych DTA, TG 1 DTG badanych substancji zastosowano analize
glownych sktadowych (Principal Component Analysis, PCA), ktora umozliwita okreslenie
zwigzku pomiedzy masg probki i1 szybkos$cig ogrzewania dla kazdej z badanych substancji.
PCA =zastosowano rowniez do poszukiwania relacji pomigdzy strukturg chemiczng a
rozktadem termicznym badanych zwigzkoéw.

W kolejnym etapie pracy zamierzano sprawdzi¢, w jakim stopniu uzyskane dane moga
zosta¢ uzyte do potwierdzenia obecnos$ci badanych substancji leczniczych w produktach farma-
ceutycznych i suplementach diety zawierajacych te substancje i ponadto, kilka (lub kilkanascie)
substancji pomocniczych. Dla celéw poréwnawczych badania rozszerzono o zastosowanie w
tym samym celu spektroskopii FT-IR 1 Ramana. Badania zostaly réwniez poszerzone o analize
produktow farmaceutycznych wytwarzanych przez rozne firmy, ale zawierajacych te samg
substancj¢ czynng w roznych ilosciach. W ten sposob mozliwe bylo oszacowanie wpltywu
substancji pomocniczych, ich rodzaju i ilosci, na mozliwo$¢ potwierdzenia obecnos$ci substancji
czynnej w produkcie, a takze okreslenie, w jakim stopniu wybrane techniki analizy termicznej i
spektroskopii w podczerwieni mogg by¢ przydatne do kontroli skfadu dostepnych w obrocie
produktow farmaceutycznym i suplementow diety.

Do badan wybrano techniki DSC, FT-IR oraz spektroskopi¢ Ramana z uwagi na fakt,
ze umozliwiajg one szybkie wykonanie pomiarow przy uzyciu kilkumiligramowych probek,
eliminujac jednoczesnie czasochlonny proces izolacji substancji leczniczej ze ztozonych

matryc, jakimi sg badane produkty.
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III. Czes¢ doswiadczalna

1. Materialy

W pracy wykorzystano stosowane w lecznictwie pochodne puryny i zwigzki magnezu.
Pod wzgledem czystosci substancje te odpowiadaly wymaganiom farmakopealnym i poddano
je badaniom bez wstepnego oczyszczenia. Przedsiebiorstwa, z ktoérych uzyskano substancje do
badan podano w nawiasach.

Pochodne puryny (metyloksantyny): teofilina, 1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-
dion, CsH,O,N4(CHs), (A.C.E.F., Fiorenzuola D’arda, Piacenza, Wlochy); teobromina, 3,7-
dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dion, = CsH,O,;N4(CH3),  (Pharma-Zentrale = Gmbh,
Herdecke, Niemcy); kofeina, 1,3,7-trimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dion, CsHO,N4(CHj3);
(A.C.E.F., Fiorenzuola D’arda, Piacenza, Wilochy); diprofilina, 7-[(2RS)-2,3-dihydroksy-
propylo]-1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dion, CsHO,N4(CHj3),'CsHs(OH), (Polfa,
Krakow); aminofilina, 1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dion, CsH,O,N4(CHs),:
C,HgN,-2H,0 (Pharma-Zentrale Gmbh, Herdecke, Niemcy).

Zwigzki magnezu, w tym sole magnezu kwasOw organicznych 1 nieorganicznych:
tetrahydrat octanu magnezu, Mg(CH3;COO),-4H,O (POCh, Gliwice); hydrat walproinianu
magnezu, dipromal, Mg[C4Hs(C3H7)COO],-H,O (ICN Polfa, Rzeszéw); hydrat mleczanu
magnezu, hydrat a-hydroksypropionianu magnezu Mg[CH;CH(OH)COO],-H,O (Sanofi-
Biocom, Rzeszow); cytrynian magnezu, 2-hydroksy-1,2,3-propanotrikarboksylan magnezu,
Mg;[HOC(CH,COO),COOQO], (Krka, Warszawa); tetrahydrat wodoroasparaginianu magnezu,
Mg[NH,CH(COOH)CH,COO];-4H,O (Novichem, Chorzéw); wodoroasparaginian cynku,
Zn[NH,CH(COOH)CH,COOQy], (Farmapol, Poznan) oraz weglan magnezu, chlorek magnezu,
wodorotlenek magnezu i tlenek magnezu (POCh, Gliwice).

Z innych substancji leczniczych, do badan uzyto: kwas acetylosalicylowy, etenzamid
(Polpharma, Starogard Gdanski); kwas askorbinowy (Merck, Darmstadt, Niemcy); kofeina,
teofilina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy); maleinian chlorfenaminy, chlorowodorek
fenylefryny (Aflofarm, £.6dz); fosforan kodeiny (Pharma Cosmetics, Krakow); diprofilina
(Polfa, Krakow), paracetamol, propyfenazon (Polfa, Pabianice); chlorowodorek pirydoksyny
(POCh, Gliwice); kwas foliowy 1 octan tokoferylu (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA).

Produkty farmaceutyczne zawierajace pochodne puryny: (nazwy producentow podano
w nawiasach): Afonilum SR 375 (Abbott, Ludwigshafen, Niemcy); Apap Extra (US Pharmacia,
Wroclaw); Aspirin Activ (Bayer HealthCare, Leverkusen, Niemcy); Cefalgin (Polfa, Pabianice);
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Coffecorn mite, Coffecorn forte (Filofarm, Bydgoszcz); Coffepirine (Marcmed, Lublin);
Diprophyllinum, Kofepar (Pliva, Krakow); Etopiryna (Polpharma, Starogard Gdanski);
Euphyllin long 200, Euphyllin long 300, Euphyllin CR (Altana Pharma, Konstanz,
Niemcy); Grippostad C (Stada Arzneimittel, Bad Vilbel, Niemcy); Koferina, Kopiryna
(Medicofarma, Radom); Panadol Extra, kapsutki Solpadeine, tabletki Solpadeine, Coldrex
MaxGrip C (GlaxoSmithKline Consumer Healthcare, Warszawa); Saridon (Roche,
Warszawa); Theoplus 100 mg, Theoplus 300 mg (Pierre Fabre Medicament, Boulogne,
Francja); Theospirex retard 150 mg, Theospirex retard 300 mg (Biofarm, Poznan); Theovent
100, Theovent 300 (GlaxoSmithKline Pharmaceuticals Poznan).

Produkty farmaceutyczne i suplementy diety zawierajace zwigzki magnezu (nazwy
producentéw podano w nawiasach): Asmag, Asmag B, Asmag forte (Farmapol, Poznan);
Aspargin, Filomag Bg (Filofarm, Bydgoszcz); Asparaginum forte Mg + K (Polski Lek,
Warszawa); Asparginian extra (Uniphar, Warszawa); Bio-Magnez (Pharma Nord, Vojens,
Dania); BluMag Jedyny (Hasco-Lek, Wroclaw); Cardiomin B¢ (Puritan’s Pride, Bohema,
USA); Chela-Mag B¢ (Olimp Labs, Dg¢bica); Dipromal 200 mg (INC Polfa, Rzeszow);
Dolomit VIS (VIS, Bytom); Laktomag B, (Chance, Czosndéw), Maglek B, (Lek-Am,
Zakroczym); Magne By, Magne B, max (Sanofi-Aventis, Rzeszo6w); Magnefar B,, Magnefar
B¢ Cardio (Biofarm, Poznan); Magnesol 150 (Krka, Novo Mesto, Stowenia); Magnezin
(Polfa, Grodzisk Mazowiecki); Magvit B, (GSK Pharmaceuticals, Poznan); Mg B4, NeoMag
Cardio, NeoMag forte (Aflofarm, Ksaweréw); Slow-Mag, Slow-Mag B, (Curtis Healthcare,
Poznan) oraz Zdrovit magnez + vit. B¢, Zdrovit Magnum forte, Zdrovit Skurcz (NP Pharma,
Ostrow Mazowiecki).

Substancje pomocnicze wykorzystane jako sktadniki badanych produktow
farmaceutycznych i suplementow diety: celuloza mikrokrystaliczna, karboksymetyloceluloza
sodowa (kroskarmeloza sodowa) (FMC Bio Polymer, Bruksela, Belgia); skrobia kukurydziana
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); etyloceluloza, skrobia ziemniaczana, sacharoza (MP
Biomedicals LLC, Illkirch Cedex, Francja); metyloceluloza, hydroksypropylo metyloceluloza
(hypromeloza) (Shin-Etsu Chemical Co., Tokyo, Japonia); laktoza (PPH Galfarm, Krakow);
stearynian magnezu (Sinochem, Jiangsu, Chiny); poliwinylopirolidon (powidon), kwas
stearynowy (Fluka, Poznan); laurylosiarczan sodowy (Merck, Darmstadt, Niemcy); glikolan
sodowy skrobi (JRS Pharma, Rosenberg, Niemcy). Wszystkie substancje uzyto do badan bez

dalszego oczyszczania.
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2. Metody

Krzywe DTA, TG i DTG rozktadu termicznego badanych zwigzkdéw rejestrowano przy
uzyciu derywatografu OD-103 (MOM, Budapeszt, Wegry). Wszystkie analizy przeprowadzono
w jednakowych warunkach. Odwazki o masie 50, 100 i 200 mg ogrzewano w platynowych
tyglach z szybko$cig wzrostu temperatury 3, 5, 10 i 15°C/min do temperatury koficowej 800°C.
Rozklad przebiegal w statycznej atmosferze powietrza. Jako substancje wzorcowa uzyto o-
ALO;. Czulos¢ DTA wynosita 1/10 a DTG 1/5.

Interpretacja krzywych DTA polegata na wyznaczeniu temperatur — poczatku (Tj) 1
konca (Ty) piku oraz temperatury piku (T,) 1 zakresu temperatur (AT) efektow endo- 1
egzotermicznych zwigzanych z kolejnymi etapami rozkladu termicznego analizowanych
zwigzkoéw. W przypadku krzywych TG 1 DTG odczytano temperatury poczatku (T;) i konca (Ty)
kolejnych etapow rozktadu, zakres temperatur tych etapéw (AT) oraz towarzyszace im ubytki
masy (Am). Z krzywych DTG wyznaczono ponadto temperatury pikéw (T,) dla kolejnych
etapow rozktadu.

Pomiary kalorymetryczne badanych substancji, produktéow farmaceutycznych i
suplementow diety wykonano przy uzyciu aparatu DSC 822° typ heat flux (Mettler Toledo,
Schwerzenbach Szwajcaria), z uzyciem systemu chiodzenia cieklym azotem (naczynie
Dewara). Doktadnie odwazone probki (+ 0,01 mg, waga XA 105 Dual Range, Mettler Toledo,
Schwerzenbach, Szwajcaria), o masie 5-10 mg umieszczano w 40 pL aluminiowych
plaskodennych naczynkach zamknigtych od gory pokrywka z dwoma otworkami. Pomiary
prowadzono w zakresie temperatur od 20°C do 400°C przy szybkosci ogrzewania 10°C i
20°C/min w atmosferze azotu przeptywajacego z szybkoscig 70 ml/min. Kazdg analize
powtarzano co najmniej trzykrotnie. Interpretacja krzywych DSC polegata na okresleniu
temperatur poczatku (T;) 1 kofica (Tr) piku oraz temperatury piku (T,) 1 ekstrapolowane]
temperatury poczatku piku (Te), jak rowniez zakresu temperatur pikéw endotermicznych (AT),
wysokosci piku (h) i jego szeroko$ci (w) przy uzyciu oprogramowania STAR®.

Do kalibracji komory pomiarowej uzyto indu (In) (99,999%) 1 cynku (Zn) (99,998%)
(Impag AG, Zurych, Szwajcaria) jako substancji wzorcowych. Wartosci referencyjne dla
temperatury poczatkowej 1 strumienia ciepla wraz z granicami tolerancji byly nastepujace:
156,6+0.3°C 1 28,45+0.6 J/g dla indu; 419,6+0,7°C 1 107,5£3,2 J/g dla cynku, natomiast
warto$ci zmierzone wyniosty: 156,6°C 1 28,80 J/g (ind); 420,1°C 1 110,7 J/g (cynk).
Kalibracje¢ 1 wszystkie niezbgdne korekty przeprowadzono przy pomocy programu

komputerowego Calib DSC Total In/Zn (Mettler Toledo, Schwerzenbach Szwajcaria).
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Widma FT-IR rejestrowano przy pomocy spektrometru Nicolet 380 (Thermo Fisher
Scientific, Madison, USA), wyposazonego w detektor DTGS KBr. Przy pomocy prasy
hydraulicznej (Specac, Orpington, Wielka Brytania) sprzezonej z membranowa pompag
prézniowa (KNF, Neuberger, Francja), analizowanym probkom nadano posta¢ tabletek z
KBr. Do przygotowania tabletek uzyto 1 mg substancji badanej 1 100 mg spektralnie czystego
KBr (Merck, Darmstadt, Niemcy). Rejestracje widma dokonywano w zakresie spektralnym
4000—400 cm™ przy rozdzielczosci widmowej 4 cm™. Kazdy pomiar obejmowat przecictnie
16 skandow, a poprzedzata go rejestracja widma tla. Do sterowania spektrometrem i
interpretacji widm wykorzystano oprogramowanie OMNIC.

Widma Ramana rejestrowano przy pomocy spektrometru DXR RamanSmart (Thermo
Fisher Scientific, Madison, USA). Spektrometr byt wyposazony w filtr Rayleigha, detektor
CCD 1 oprogramowanie OMNIC for Dispersive Raman. Widma rejestrowano w zakresie
spektralnym 3413-99 cm™ przy uzyciu lasera DXR o mocy 15 mW, dlugosci fali 780 nm i
szerokos$ci szczeliny 25 pum. Czas naswietlania wynosit 1 s, a probke skanowano 2-krotnie.

Temperatury topnienia badanych substancji okre$lono przy uzyciu termomikroskopu

Boétiusa (Carl Zeiss, Jena, Niemcy).

3. Obliczenia

Wszystkie pomiary powtarzano trzykrotnie 1 przedstawiano jako $rednig arytmetyczna.
Do interpretacji wynikow uzyskanych na podstawie rozktadu termicznego pochodnych puryny i
soli magnezu wykorzystano PCA [Esbensen & Swarbrick, 2018]. Obliczenia przeprowadzono
za pomoca oprogramowania Statistica 7.1 (StatSoft™, Tulsa, USA). Zasada obliczeh PCA
polega na redukcji duzej liczby zmiennych do dwoch lub trzech pierwszych gléwnych
sktadowych (principal components, PC’s), ktore odzwierciedlaja relacje pomigdzy badanymi
probkami na podstawie wynikoéw ich rozkladu termicznego. W ten sposob, korzystajac z
redukcji wielowymiarowosci w zbiorze wynikOw pomiarowych (macierzy), skladajacej sie z
duzej liczby probek (wierszy) i wykonanych z ich udziatem badan (kolumny), mozna wzglednie
fatwo pozna¢ relacje pomigdzy badanymi probkami korzystajac z czytelnych, dwu lub
trojwymiarowych wykresow.

Punktem wyj$cia do obliczen PCA w przypadku metyloksantyn byta macierz danych X
o wymiarach n x p, w ktorej n oznacza liczb¢ badanych probek (rzedy, wiersze), a p — liczbe
parametroOw termoanalitycznych (zmienne, kolumny). Dla badanych zwigzkow (teofilina,
teobromina, kofeina, diprofilina 1 aminofilina) zbudowano pi¢¢ macierzy. W kazdej z nich w

rzedach umieszczono dane dla trzech probek badanej substancji o r6znych masach (50, 100 1
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200 mg) i ogrzewanych przy czterech szybkosciach ogrzewania (3, 5, 10 i 15°C/min) (12
rzedow). W kolumnach zamieszczono wyniki rozktadu termicznego badanych zwiazkow, t;.
dane uzyskane na podstawie krzywych DTA — T Ty T, 1 AT dla kolenych pikow
endotermicznych lub egzotermicznych, oraz krzywych TG 1 DTG — Ti, Ty, AT 1 Am dla
kolejnych ubytkow masy. Matryce liczyly od 12 do 22 kolumn, zaleznie od badanego zwigzku.

Macierz X poddano standaryzacji, a nastgpnie na jej podstawie obliczono nowa macierz
R. W wyniku dalszych obliczen uzyskano kolumny w macierzach P i W, ktére nazwano
glownymi sktadowymi (PC). Nowa macierz P odzwierciedla gléwne relacje pomiedzy
probkami 1 umozliwia klasyfikacje probek wedlug wplywu masy i1 szybkosci ogrzewania na
rozklad termiczny badanej metyloksantyny. Macierz W ilustruje gldwne relacje pomigdzy
wynikami badan termoanalitycznych 1 umozliwia wybor kluczowych parametrow termicznych
decydujacych o dokonanej klasyfikacji badanych zwigzkow.

W przypadku obliczen PCA obejmujacych sole magnezu, w kazdej macierzy badane
zwigzki (octan, walproinian, mleczan, cytrynian 1 wodoroasparginian magnezu oraz
wodoroasparginian cynku) stanowily rzedy. W kolumnach znajdowaty si¢ wyniki rozktadu
termicznego tych zwigzkow, tj. T;, Tr, T, 1 AT dla kolejnych pikéw endotermicznych lub
egzotermicznych krzywych DTA oraz T;, Tr, AT, Am 1 T, dla ubytkdw masy na krzywych TG 1
DTG. Utworzono dziewig¢ macierzy, tj. dla danych uzyskanych na podstawie I etapu rozktadu
(trzy macierze — dane termoanalityczne uzyskane z krzywych TG 1 DTG, DTA oraz potaczone
dane DTA, TG 1 DTG), II etapu rozkladu (trzy macierze) 1 potaczonych danych dla I 1 II etapu
rozkladu (trzy macierze). Macierze dla I etapu (dehydratacja) sktadatly si¢ z 4 rzedow, poniewaz
etapu tego nie odnotowano w przypadku cytrynianu magnezu oraz wodoroasparginianu cynku.
W odniesieniu do II etapu rozkladu macierze skladaty si¢ z 6 rzedow (wszystkie badane
zwigzki). Wyniki uzyskane z krzywych TG 1 DTG zostaly ujete w 60 kolumnach (3 probki,
kazda probka ogrzewana przy czterech szybkosciach, oraz 5 parametréw uzyskanych dla kazde;j
ogrzewanej probki — T;, Tr, AT, Am 1 T,). Natomiast macierze sporzadzone na podstawie
danych uzyskanych z krzywych DTA skladaty si¢ z 48 kolumn (3 probki, kazda probka
ogrzewana przy czterech szybkosciach, 4 parametry uzyskane dla kazdej ogrzewanej probki —

Ti, Ts, T, i AT).
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IV. Wyniki doswiadczen i dyskusja

1. Metyloksantyny

Badane metyloksantyny, teofilina, teobromina, kofeina, diprofilina i aminofilina, sg
pochodnymi puryny réznigcymi si¢ migdzy sobg potozeniem podstawnikéw metylowych 1 ich
liczbg. Podstawowe dane fizykochemiczne o badanych substancjach zestawiono w Tabeli 8,
natomiast na Rys. 1 przedstawiono ich wzory strukturalne (Wesotowski & Szynkaruk, 2001).
Diprofilina zawiera dodatkowo podstawnik dihydroksypropylowy, zas aminofilina okreslana

jest jako zwigzek, sol lub stabilna mieszanina teofiliny 1 etylenodiaminy [Serajuddin, 1986;

Farmakopea Polska VIII, 2008].

Tabela 8 Wzory chemiczne, masy molowe i temperatury topnienia pochodnych puryny.
(w nawiasach podano temperatury topnienia wyznaczone w tej pracy)

Lp. Pochodne Wzér sumaryczny Masa molowa Temperattolra topnicnia
puryny C
. C;HsN,O 270-274°
1. Teofilina CsHoN,O5(CH;), 18017 (275276)
b, = bs
2. Teobromina CsH,N,O,(CH;), Cﬁgl%l\%o 2 357°5290-295
. CsH,oN,O 234-239% 236-238" 178"*
3. Kofeina CsHN,O,(CH;); 819140 1‘5 2 (239)
. . C1oH14N,O 160-165°
4. Diprofilina CsHN,0,(CH;),C;Hs(OH), 135:‘23‘ 4 (160-161)
o C16HasN;00 270-274°
5. | Aminofilina 2CsH,N,40,(CHs),,C,HsN, 2H,0 1645268 420 6 (274.275)

* European Pharmacopoeia, wyd. III, Council of Europe, Strasburg Cedet 1997; * The dictionary of substances and
their effects, The Rogal Society of Chemistry, London 1994; ° Temperatura sublimacji

Krzywe DSC metyloksantyn pokazano na Rys. 2, natomiast wyniki ich interpretacji
zestawiono w Tabeli 9 (Wesotowski & Szynkaruk, 2008). Wskazuja one na podobny przebieg
rozkladu termicznego badanych substancji. Przy szybkos$ci ogrzewania 10°C/min, temperatura
topnienia wynosi od 156,52°C dla diprofiliny do 348,92°C dla teobrominy, natomiast ciepta
topnienia, od 22,81 kJ/mol dla teofiliny do 57,42 kJ/mol dla teobrominy. Z analizy ksztaltu
krzywych DSC wynika ponadto, ze z wyjatkiem aminofiliny, pozostale zwigzki nie zawieraja
wody krystalizacyjnej. Teofilina, teobromina 1 kofeina ulegaja rozktadowi podczas topnienia,
za$ diprofilina po stopieniu jest stosunkowo trwata 1 odparowuje wraz z rozkladem w wyzszej
temperaturze. W przypadku kofeiny, niewielki, endotermiczny pik DSC w temp. 144°C moze

wskazywa¢ na przemian¢ polimorficzng. Wedhug danych literaturowych, forma beta kofeiny,
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ktéra jest stabilna w niskiej temperaturze przeksztalca si¢ w temp. 141£2°C w wysoko-

temperaturowg forme alfa kofeiny [Bothe & Cammenga, 1979].

a b c
cl:l—b (0] (|3Hs
> k > B
N N N o~y N
[
CH3 CH3
d € o H
CHZ— CH;-OH "
e I CHENH,
> 25 > CH—NH
CH3 CH3

Rys. 1 Wzory strukturalne badanych metyloksantyn:
teofilina (a), teobromina (b), kofeina (c), diprofilina (d), aminofilina (e).
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Rys. 2 Krzywe DSC: teofiliny (a), teobrominy (b), kofeiny (c), diprofiliny (d), aminofoliny (e).
10 mg probki badanych substancji ogrzewano z szybkoscig 10°C/min.

Interesujaca jest rowniez krzywa DSC aminofiliny. Ta stabilna mieszanina teofiliny 1

etylenodiaminy ulega dehydratacji w nizszej temperaturze, a nastepnie odparowuje czasteczka
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etylenodiaminy. Wolna teofilina topi si¢ wraz z rozkladem w wyzszych temperaturach.
Przeprowadzone badania potwierdzaja, ze temperatury topnienia badanych metyloksantyn sg

zgodne 2008;

7z warto$ciami

literaturowymi

[Farmakopea Polska

Pharmacopoeia 5, 2005] i zmierzonymi za pomocg termomikroskopu Boetiusa.

Tabela 9 Wyniki interpretacji krzywych DSC analizowanych zwiazkow.

European

Masa probki Temperatura Szerokos¢ Wysokos¢ Entalpia topnienia
Pochodne g . . .
Lp. . Szybkos¢ topnienia piku piku
puryny ogrzewania oC °oC mW J/g kJ/mol
10.10 mg 271,28 3,61 62,88 159,92 22,81
. 10°C/min
1. Teofilina 975
75 mg
20°C/min 272,74 5,21 96,87 190,87 34,39
9.75 mg 348,92 481 73,79 318,70 57,42
. 10°C/min
2. | Teobromina 015
.15 mg
20°C/min 349,88 6,45 10,29 213,75 38,51
11.15mg
. 235,84 2,90 65,36 118,36 22,98
. 10°C/min
3. Kofeina 9.80
.80 mg
20°C/min 237,60 4,14 77,09 107,89 20,95
11.75 mg 156,52 4,61 39,35 165,29 42,02
) ) 10°C/min
4. | Diprofilina 960
.60 mg
20°C/min 157,37 5,84 51,75 142,72 36,29
10.40 mg 271,28 2,81 69,37 141,85 25,56
) ) 10°C/min
5. | Aminofilina To.10
o ms 272,54 3,81 95,04 151,49 27,29
20°C/min

Do badania rozktadu termicznego metyloksantyn wigczono réwniez pozostale metody
analizy termicznej, tj. DTA, TG 1 DTG. Krzywe rozktadu termicznego wszystkich badanych
zwigzkow przedstawiono na Rys. 3 14, natomiast wyniki analiz dla skrajnych wartosci odwazek
1 szybkos$ci ogrzewania zestawiono w Tabeli 10. Jak wynika z tych danych, rozkfad termiczny
teofiliny, teobrominy i aminofiliny mozna opisa¢ jako proces dwuetapowy, a kofeiny 1
diprofiliny jako trojetapowy. Etap I obejmuje zakres temperatur, w ktorym nie zachodza zadne
procesy zwigzane ze zmiang struktury chemicznej badanego zwigzku, co uwidacznia si¢ na
krzywych TG 1 DTG w postaci braku ubytku masy. Wystepujace na tym etapie wysokie, waskie
1 ostro zakonczone endotermiczne piki DTA odzwierciedlajg przemiany fazowe, takie jak
przemiana polimorficzna kofeiny lub topnienie diprofiliny. Wzrost temperatury powoduje
transformacj¢ zwiagzku z jednej formy krystalicznej do drugiej (przemiana polimorficzna), albo

z jednego stanu skupienia do drugiego (topnienie, sublimacja).

47



T T prG A TCH B 1ec; C

800+ \/ 8001 |/ 0 \(

600 - T 600 600 1

400 - 400 1 400

200 - 200 1 200 /
Am.% 0 + f i Am,% 0 : i } f Am% 0 ;

20 DTA 20 - W 20

40 40 1 40 -

60 60 1 60 -

80 TG 80 1 80
100 - 100 *L—rﬁ 100 4
0 40 80 120 tmin 0 40 80 120 tmin 0 40 80 120 tmin
Rys. 3 Krzywe DTA, TG 1 DTG rozktadu termicznego:

teofiliny (a), teobrominy (b), kofeiny (c).
100 mg prébki badanych substancji ogrzewano z szybkos$cig 5°C/min.

T.C 2 T,°C 1 B
800 + 800 T
600 + 600 T
400 + 400 +
200 + 200 +
Am,% 0 Am,% 0
20 20 1
40 t 40 1
60 | 60 1
80 | 80 1

100

——— 00—

0 40 80 120 tmin 0 40 80 120 tmin

Rys. 4 Krzywe DTA, TG 1 DTG rozktadu termicznego: diprofiliny (d), aminofiliny (e).
100 mg prébki badanych substancji ogrzewano z szybkos$cig 5°C/min.

Pomimo, iz podczas topnienia nie dochodzi do ubytku masy, bardzo czgsto odnotowuje
si¢ niewielki ubytek masy zwigzany z parowaniem stopionej substancji. W tej sytuacji, na
krzywej DTA wystepuje drugi, nizszy 1 szerszy pik endotermiczny odzwierciedlajacy ciepto

parowania, ktoremu czesto towarzyszy rozklad stopionego zwiazku. Rozpoczyna on etap Il
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rozktadu, determinowany chemiczng strukturg badanych zwigzkéw. Tworzy si¢ jeden lub kilka
posrednich produktow rozkladu. Zakresy temperatur odpowiadajgce tworzeniu si¢, a nast¢pnie
rozktadowi posrednich produktéw nie sg wyraznie zaznaczone na krzywych DTA, TG 1 DTG,
co moze by¢ spowodowane rownoleglym przebiegiem wielu reakcji chemicznych. Efekty
termiczne zwigzane z tymi reakcjami (ubytki masy, piki endo- lub egzotermiczne) nakladajg si¢
na siebie. Zaobserwowano rowniez, ze w waskim zakresie temperatur etapu Il obserwowany
jest ponad 90% ubytek masy. Wysoka temperatura, w ktorej konczy si¢ ten etap powoduje

zweglenie pozostatosci po rozkladzie.

Tabela 10 Wyniki analizy krzywych DTA, TG i DTG rozktadu termicznego badanych zwigzkow.

Etap rozktadu
Pochod Masa probki Zakres temp. piku DTA, AT (°C); temp. piku DTA, Tp (°C)
Lp. olclro ne Szybkos¢ Zakres temp. etapu rozktadu, AT (°C); temp. piku DTG, Tp (°C);
puryny ogrzewania ubytek masy TG, Am (%)
I I I
o 250-270, 260°:270-345, 315°;
s 345-390, 360° 570-805, 630"
, 195-520, 330: 100%
1. Teofilina - -
o0 245-330, 255% 330-485, 415°;
30 /m%n 485-570, 495° 570-805, 630"
195-665, 410: 100%
50 mg 300-335, 310" 335-365, 360" .
, 3°C/min 195-395, 325: 100% 435-525,475
2. | Teobromina =07 315-425, 385" 425-545, 465°
mg -azo, 5 -9, . a
15°C/min 215-550, 395: 100% 545735, 610
50 mg ; 225-300, 285° ;
, 3°C/min 130-160, 150 140-325, 290: 100% 415-480, 455
3 Kofeina 200 205-420, 345°
mg a - ) a
15C/min | 12717149 145485, 365; 100% 420-730, 350
50 mg ] 345-380, 365° ,
o 3°C/min 110-150, 130 180-510, 340; 100% 380-515, 495
4| Diprofilina =77 310-510, 480°
mg R a - ) _ b
15°C/min | 1027210, 140 210-770, 440: 100% >10-800, 570
65-135, 95 245265, 225°
50 mg 330-380, 360" ,
3°C/min 70-130, 105: 19%: 405-505, 455
o 190-370, 320: 81%
5. Aminofilina
60-235, 115% 235-320, 260°;
200 mg 320-550, 460" .
15°C/min 60-210, 145: 17.5%: >60-710, 630
230-525, 415: 82.5%

Pik: * endotermiczny,  egzotermiczny
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Tabela 11 Wyniki rozktadu termicznego pochodnych puryny uzyskane dla odwazek o masie 50, 100 i 200 mg ogrzewanych z szybkoscia 3, 5, 101 15 °C/min.

Warunki analizy

50 mg, 3°C/min

50 mg, 5°C/min

50 mg, 10°C/min

50 mg, 15°C/min

Zwiazek T; T AT T, T; T AT T, T; T AT T, T; T AT T,
Teofilina 195 520 325 330 185 565 380 375 160 540 380 355 195 600 405 390
Teobromina 195 395 200 325 215 440 225 355 215 460 245 365 210 495 285 380
Kofeina 140 325 185 290 125 340 215 275 135 355 220 300 145 410 265 325
Diprofilina 180 510 330 340 205 545 340 380 210 585 375 395 220 605 385 410
Aminofilina 70 370 300 320 50 390 340 330 65 430 365 355 60 470 410 370
Warunki analizy 100 mg, 3°C/min 100 mg, 5°C/min 100 mg, 10°C/min 100 mg, 15°C/min
Zwiazek T; T¢ AT T, T; T AT T, T; T AT T, T; T AT T,
Teofilina 190 415 225 370 175 555 380 360 190 590 400 390 190 605 415 395
Teobromina 205 415 210 340 200 420 220 355 200 475 275 360 210 530 320 385
Kofeina 150 365 215 320 145 350 205 305 140 410 270 330 145 410 265 345
Diprofilina 185 545 360 390 190 560 370 385 205 620 415 415 225 670 445 430
Aminofilina 65 390 325 345 75 430 355 360 60 470 410 390 70 505 435 405
Warunki analizy 200 mg, 3°C/min 200 mg, 5°C/min 200 mg, 10°C/min 200 mg, 15°C/min
Zwiazek T; T¢ AT T, T; T AT T, T; Ty AT T, T; T AT T,
Teofilina 190 550 360 370 200 595 395 390 195 645 450 415 195 665 470 410
Teobromina 215 440 225 365 210 480 270 375 215 550 335 380 215 550 335 395
Kofeina 150 355 205 300 155 370 215 310 145 410 265 335 145 485 340 365
Diprofilina 165 530 365 360 200 635 445 420 245 650 405 435 210 770 560 440
Aminofilina 65 430 365 360 75 470 395 380 70 510 440 410 60 525 465 415
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Rys. 5 Krzywe DTA, TG 1 DTG rozktadu termicznego teofiliny rejestrowane

przy szybkosci ogrzewania 5°C/min dla odwazek: 50 mg (a), 100 mg (b) 1 200 mg (c).

T,°C 1 T,°C 1 TeCo
DTG
800 800 - ( 800 / 800t J
600 1 T 600 600 600 T
400 400 4001 400+
2001 200 200 200 /
Am,% 0 1 Am,% 0 1 Am,% 0 Am,% 0
20 1 L 201 20- M\[‘ 201
40 - 40 40+ 40+
60 - 60 601 60T
TG
80 1 80 80 80+
0 40 80 120 t min 0 40 80 120 t min 0 40 80 120 t min 0 40 80 120 t min

Rys. 6 Krzywe DTA, TG 1 DTG rozkladu termicznego aminofiliny rejestrowane dla odwazek
o masie 100 mg z szybkoscig: 3°C/min (a), 5°C/min (b), 10°C/min (c¢) 1 15°C/min (d).

W etapie III, w wyniku dalszego wzrostu temperatury, zweglona pozostatos¢ ulega
ostateczne] destrukcji potaczonej z jej catkowitym spaleniem. Stwierdzono brak jakiejkolwiek
pozostatosci w tyglu po zakonczeniu analizy.

Reakcje rozkladu przebiegajace w substancjach w stanie stalym majg bardzo czesto
przebieg wieloetapowy [Galwey, 2007; Lizarraga et al., 2007; Ramos & Cavalheiro, 2007].

Rozklad tego samego zwigzku moze zachodzi¢ w rdzny sposob, zaleznie od wlasciwosci
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badanej probki, jej masy, wielkosci ziaren, przewodnos$ci cieplnej, stopnia krystalicznosci i
rozcienczenia przez substancje obojetng, a takze w zaleznosci od warunkow prowadzenia
badan, takich jak szybkos$¢ ogrzewania probki lub atmosfera gazowa. W celu oceny wptywu
masy probek 1 szybko$ci ogrzewania na rozklad termiczny metyloksantyn, probki o masie 50,
100 i 200 mg ogrzewano z szybkos$cig 3, 5, 10 i 15°C/min. Uzyskane wyniki zestawiono w
Tabeli 11 oraz przedstawiono graficznie na Rys. 516.

Analizujagc wpltyw masy probki na wyniki rozkladu termicznego stwierdzono, ze wraz
ze wzrostem masy probki przy jednoczesnym zachowaniu tej samej szybko$ci ogrzewania,
nastepuje zmiana ksztaltu krzywych DTA, TG 1 DTG. Wysoko$¢ pikow 1 ich powierzchnia
zwigkszajg si¢ proporcjonalnie do ilosci ciepta wymienianego przez probke z otoczeniem.
Jednoczesnie obserwuje si¢ nieznaczne przesunigcie temperatury piku i jego konca w kierunku

wyzszych wartosci. Zilustrowano to graficznie na Rys. 5, na przyktadzie teofiliny.

Tabela 12 Wyniki obliczen PCA na podstawie danych otrzymanych z krzywych DTA, TG i DTG.

Glowne sktadowe
Wymi PC1 PC2 PC3
Pochodne ymiary . .
Lp. macierzy Wariancja Wariancja
puryny nxp Wariancja | Wartosci | (skumulowana | Wartosci |(skumulowana| Wartosci
% wlasne wariancja) wlasne wariancja) wiasne
% %

1. Teofilina 12x12 64,0 7,7 21,9 (85,9) 2,6 5,0 (90,9) 0,6
2. Teobromina | 12 x 17 66,7 11,3 14,1 (80,8) 2.4 8,9 (89,7) 1,5
3. Kofeina 12 %17 60,2 10,2 26,7 (86,9) 4,5 5,9 (92,8) 1,0
4. Diprofilina | 12 x20 70,0 14,0 17,2 (87,2) 3,4 4,5(91,7) 0,9
5. Aminofilina | 12 x22 70,2 15,4 15,4 (85,6) 3,4 5,0 (90,6) 1,1

Oceniajac wplyw szybkosci ogrzewania na ksztalt krzywych DTA, TG 1 DTG rozkfadu
termicznego stwierdzono, ze wptywa ona w istotny sposob na zakresy temperatur kolejnych
etapow rozktadu. Wraz ze wzrostem szybkosci ogrzewania, zakresy temperatur i temperatury
pikow ulegaja przesunigciu w kierunku wyzszych wartosci. Z drugiej strony, w przypadku
krzywych wykreslanych w funkcji temperatury piki sg wyzsze i szersze, za$ krzywe TG stajg
si¢ bardziej plaskie. Zilustrowano to graficznie na Rys. 6, na przykladzie aminofiliny. Gdy
krzywe wykresla si¢ w funkcji czasu, piki na krzywych DTA 1 DTG stajg si¢ wezsze, a kat
nachylenia krzywej TG bardziej ostry. Zmiany te wynikaja ze wzrostu stopnia przereagowania
substancji w krétszym przedziale czasu oraz z réznicy temperatur miedzy powierzchnig a

wnetrzem probki, ktora ro$nie wraz ze wzrostem szybkosci ogrzewania.
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Pela ocena wptywu masy probki 1 szybkosci ogrzewania na rozklad metyloksantyn
wymaga zastosowania analizy gléwnych sktadowych (PCA). Jest to nienadzorowana metoda
wielowymiarowej analizy statystycznej, oparta na redukcji wielowymiarowosci [Esbensen &
Swarbrick, 2018]. Interpretacja zestawionych w Tabeli 12 wynikéw obliczen wykazala, ze dwie
pierwsze gltéwne sktadowe (PC1 i PC2) wyjasniaja tacznie ponad 80% zmiennos$ci, a ich
wartosci wlasne sg wigksze niz 2. Umozliwia to badanie relacji pomigdzy wielkos$cig odwazki a
szybkoscig ogrzewania dla kazdego zwigzku w uktadzie dwuwymiarowym utworzonym przez

dwie pierwsze glowne sktadowe, PC1 1 PC2.

38
T .
1 50 mg, 10°C/min

28 1

1,8 -

T 100 mg, 5°C/min
1 o / @ \
: N 100 mg, 15°C/min_______ )
1 & 100 mg, 10°C/min
1200 mg, 3°C/myin *
g ¢\ 50 mg, 15°C/min

50 mg, 3°C/min )

PC2

\’
12 1 . "
100 mg, 3°C/mi 200 me, 5°C/min —
/ 50 mg, 5°C/min 200 mg, 10 C/@n
1.’ - ' ; : : ‘ . ; , & | 1 |
i -1,9 0,1 2.1 e =

PC1

Rys. 7 Wykres dwoch pierwszych gtdéwnych sktadowych (PC1 1 PC2), wyznaczony na
podstawie wynikéw rozktadu teofiliny (r6zne odwazki i szybkosci ogrzewania).

Graficzng interpretacje obliczen PCA na przykladzie teofiliny przedstawiono na Rys. 7.
Wykres punktowy wyraznie odzwierciedla roznice w warunkach doswiadczalnych, w ktorych
prowadzono analize termiczng. Po lewej stronie wykresu znajdujg si¢ probki teofiliny o masie
50, 100 1 200 mg ogrzewane przy matej szybkosci ogrzewania, tj. 3°C/min. Po przeciwnej, tj.
prawej stronie wykresu, znajdujg si¢ probki teofiliny o masie 50, 100 1 200 mg ogrzewane przy
duzej szybkosci ogrzewania, 15°C/min. W efekcie mozna stwierdzi¢, ze na wyniki rozktadu
wplywa przede wszystkim szybko$¢ ogrzewania. Badajac wplyw masy probki przy statej
szybkosci ogrzewania ustalono, ze masa probki przy szybkosci ogrzewania 3°C/min wplywa na
wynik rozktadu termicznego teofiliny w mniejszym stopniu, niz pr¢dko$¢ wynoszaca 15°C/min.

Analiza tadunkow wilasnych glownych sktadowych wykazata, iz na rozmieszczenie badanych
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probek na wykresie PC1 1 PC2, w najmniejszym stopniu wplywa temperatura topnienia i

temperatura przemiany polimorficznej badanych zwigzkow.

53 %
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| \ 50 mg, 15°C/min ___\201) mg, 15°C/min
i ®
\ 50 mg, 10°C/min / \
158 N
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\_’,/0'/

1 ; @ &
07 | /’— _______________ 100 mg, 10°C/min___ 200 mg, 10°C/min____|
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+ ®
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-2,7 + : | . - > \0_)4

-7,0 -4,0 -1,0 2,0 5,0 8,0
PC1

200 mg, 5°C/min

Rys. 8 Wykres dwoch pierwszych gtéwnych sktadowych (PC1 1 PC2), wyznaczony na
podstawie wynikéw rozktadu aminofiliny (r6zne odwazki 1 szybko$ci ogrzewania).

Na Rys. 8 przedstawiono kolejny przyklad potwierdzajacy powyzsze obserwacje.
Podobnie, jak w przypadku teofiliny, po lewej stronie wykresu znajduja si¢ probki aminofiliny
o masie 50, 100 i 200 mg ogrzewane przy matlej szybkosci wzrostu temperatury, 3°C/min, za$
po prawej stronie — te same probki ogrzewane z szybkoscig wzrostu temperatury 15°C/min. Na
podstawie tych danych mozna stwierdzi¢, ze optymalne warunki badania rozkladu termicznego
metyloksantyn mozna uzyska¢ stosujac masy probek i szybkos$ci ogrzewania znajdujace si¢ w
centralnej czesci wykresu, tj. ogrzewajac probki o masie 100 mg z szybkoscig 10°C/min oraz o

masie 200 mg z szybkoscig 5°C/min.

2. Zwiazki magnezu

Wzory strukturalne 1 podstawowe dane opisujace badane zwigzki magnezu zestawiono
w Tabeli 13 (Szynkaruk et al., 2010). Wynika z nich, iz octan 1 walproinian magnezu sg
solami jednokarboksylowych, alifatycznych kwaséw organicznych, mleczan 1 cytrynian
magnezu to z kolei alifatyczne hydroksykwasy zawierajace po jednej grupie —OH. Bardzie;j
zlozong strukture przedstawiaja sole magnezu i cynku kwasu asparaginowego, aminokwasu

zawierajacego dwie grupy —COOH. Badajac sol cynku zamierzano okresli¢c wplyw kationu
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(Mg®" i Zn*") na rozklad podstawowej struktury tego aminokwasu. W pi$miennictwie nie
znaleziono danych na temat rozktadu termicznego badanych zwigzkow. Wyjatkiem jest octan
magnezu, jego dehydratacja rozpoczyna si¢ w temp. 80°C, a nastgpnie bezwodna s6l rozklada
si¢ w temp. 323°C [Poradnik Fizykochemiczny, 1974].

Zestawione w Tabeli 14 wyniki analiz krzywych DTA, TG i DTG wskazuja, ze
rozktad termiczny wiekszosci badanych zwigzkow zachodzi w dwoch etapach. W etapie 1,
obejmujacym zakres temperatur od 35 do 225°C nastepuje dehydratacja. Potwierdza to ubytek
masy na krzywych TG 1 DTG dla czterech soli magnezu: octanu, walproinianu, mleczanu i
wodoroasparaginianu. Piki na krzywych DTA takze potwierdzaja dehydratacje.

Badane zwiazki r6znig si¢ liczba czgsteczek wody krystalizacyjnej. Analiza krzywych
DTA, TG 1 DTG przedstawionych na Rys. 9-10 wykazata, ze w przypadku walproinianu i
wodoroasparaginianu magnezu dehydratacja zachodzi w jednym etapie. W przeciwienstwie
do tych zwigzkow, dehydratacja octanu i mleczanu magnezu jest procesem sktadajagcym sig
odpowiednio, z trzech i dwoch podetapow. Swiadczy o tym przede wszystkim ksztalt pikow
na krzywych DTA i DTG.

Bardzo pomocna w badaniu dehydratacji okazata si¢ technika DSC. Interpretacja
krzywych DSC zilustrowanych na Rys. 11 oraz danych dla dwoch szybkosci ogrzewania
zestawionych w Tabeli 15 wykazata, ze temperatury dehydratacji ulegaja nieznacznemu
przesunieciu w kierunku wyzszych warto$ci ze wzrostem szybkosci ogrzewania. Entalpia
dehydratacji przyjmuje natomiast r6zne wartosci dla kolejnych podetapow tego procesu.
Najmniejsza ilo$¢ ciepta jest potrzebna do uwolnienia, odpowiednio, dwdéch moli wody
krystalizacyjnej z octanu magnezu i mola wody z walproinianu magnezu. O wiele wigcej
ciepta potrzeba do uwolnienia trzech i czterech moli wody krystalizacyjnej, odpowiednio z
mleczanu i wodoroasparaginianu magnezu.

Analiza ksztattu krzywych DSC potwierdzita, iz z wyjatkiem wodoroasparaginianu
magnezu (Rys. 11E), w kazdym przypadku dehydratacja przebiega w kilku podetapach. Octan
magnezu uwalnia cztery mole wody krystalizacyjnej w trzech podetapach (Rys. 11A), co w
polaczeniu z analizag TG 1 DTG pozwala przyjac, ze woda krystalizacyjna uwalniana jest w
nastepujacej sekwencji: jeden mol, jeden mol, dwa mole. Na krzywych DSC walproinianu
(Rys. 11B) 1 mleczanu (Rys. 11C) magnezu widoczne sa dwa naktadajace si¢ na siebie piki
endotermiczne. Wskazuje to, iz dehydratacja zachodzi w dwdch podetapach, ale analiza TG 1

DTG umozliwia identyfikacje dwoch podetapow tylko w przypadku mleczanu magnezu.
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Tabela 13 Ogolna charakterystyka badanych soli kwaséw organicznych.

Wzor sumaryczny

Zawarto$é¢/% *

Woda krystaliczna

Tlenek magnezu

Lp. Badane zwiazki Wzoér strukturalny Masa molowa
obl. ozn. obl. ozn.
1. Octan magnezu l H3C—COO_| , Mg?* « 4 H,0 C412_111j8§v[g 33,6 33,0 18,8 19,0
H3C_CH2_CH2_CH_COO— 2+ C,«H:,O:M
L | Mg« H,O 1613205 Mg
2. Walproinian magnezu H,C— CHy— CHs | 5 32873 5,5 4,5 12,3 13,0
H;C—CH— N
3. Mleczan magnezu 3 I GRo Mg®* + 3 H,0 Célz_lslgagév[g 21,1 19,5 15,7 16,0
OH 9 :
H,C—COO
4. | Cytrynian magnezu HO-C-COO™ | + 3Mg? e - - 26,8 26,5
7 .
H,C—-COO~™ |,
ini HOOC—-CH,—CH—COO 2+
5 Wodoroasparaginian 2 : Mg 4 H,0 CsH,001nN,Mg 20,0 20,5 1.2 12,0
magnezu NH, , 360.56
Wodoroasparaginian HOOC—CH,—CH—COO | zn?* CgH;,05N,Zn b
6. [ - - 24,7 25,0
cynku NH, , 329.58

* Zawarto$¢ wody krystalizacyjnej i pozostato$¢ po rozktadzie wyznaczono na podstawie krzywych TG i DTG dla probek o masie 100 mg ogrzewanych z szybkoscia 5°C/min
® Pozostatoscig po rozktadzie termicznym wodoroasparaginianu cynku byt tlenek cynku
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Tabela 14 Wyniki analizy krzywych DTA, TG i DTG rozktadu termicznego badanych soli.

Lp. Badane zwiazki

Masa probki
Szybkos¢ ogrzewania

Etap rozktadu

Zakres temperatur piku DTA, AT/°C; temperatura piku DTA, AT/°C
Zakres temperatur etapu rozkladu, AT/°C; temperatura piku DTG, AT/°C; ubytek masy TG, Am/%

I

II

50 mg 40-160, 85* 240-370, 260 b
3°C/min 35-145, 90 (36,0) 245-340, 280 (44,0)
1. Octan magnezu 2 a
200 mg 45-255, 115 285-530, 425
15°C/min 50-220, 110 (34,0) 265-425, 320 (44,5)
50 mg 65-130, 105 195-445, 360 °
5 Walproinian 3°C/min 70-130, 110 (5,5) 130-380, 365 (76,0); 380-430, 385 (6,5)
' magnezu 200 mg 95-235,160 * 260-680, 580 °
15°C/min 90-190, 150 (5,0) 190-555, 510 (80,0); 555-635, 590 (3,0)
50 mg 65-155, 105 * 245-450,310°
3°C/min 60-120, 110 (16,0); 120-150, 130 (5,0) 250-330, 310 (31,5); 330-450, 380 (31,0)
3. | Mleczan magnezu 7 b
200 mg 90-240, 150 280-640, 430
15°C/min 60-155, 145 (16,5); 155-195, 160 (5,0) 250-390, 370 (29,5); 390-630, 410 (33,0)
50 mg 60-245, 160 *; 245-440, 320 *; 450-510, 475 b
, 3°C/min 45-210, 100 (10,5); 210-385, 320 (14,0); 380-500, 455 (49,0)
4. | Cytrynian magnezu a a =
200 mg 60-265, 180 % 265-355, 330 *; 355-820, 540
15°C/min 50-255, 165 (10,0); 255-385, 320 (13,5); 385-755, 460 (50,0)
50 mg 100-200, 150 * 200-295, 220 % 295-375, 300 °; 400-510, 480 °
5. [Wodorosaparaginian 3°C/min 120-200, 155 (20,5) 200-275, 215 (15,0); 275-375, 340 (14,5); 375-500, 485 (38.5)
' magnezu 200 mg 130-245, 195 ° 245-365, 260 % 365-425, 405 °; 450-860, 630 °
15°C/min 130-225, 185 (20,0) 225-330, 245 (16,0); 330-440, 390 (19,0); 440-890, 520 (34,0)
50 mg 140-265, 125 % 265-445, 435 °
6 Wodoroasparaginian 3°C/min 60-130, 85 (1,0) 130-250, 170 (20,5); 250-370, 340 (29,5); 370-450, 430 (24,5)
' cynku 200 mg 160-380, 240 *; 380-660, 470 °
15°C/min 110-160, 155 (0,5) 160-280, 195 (19,0); 280-420, 395 (31,0); 420-660, 465 (25.0)

Pik: ® endotermiczny, ° egzotermiczn
2
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Rys. 9 Krzywe DTA, TG 1 DTG rozktadu termicznego:
octanu magnezu (a), walproinianu magnezu (b), mleczanu magnezu (c).
100 mg prébki badanych substancji ogrzewano z szybkos$cig 5°C/min.
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Rys. 10 Krzywe DTA, TG 1 DTG rozktadu termicznego:
cytrynianu magnezu (a), wodoroasparaginianu magnezu (b), wodoroasparaginianu cynku (c).
100 mg probki badanych substancji ogrzewano z szybkoscig 5°C/min.
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Tabela 15 Wyniki interpretacji krzywych DSC hydratow badanych soli magnezu.

Masa probki Temperatura Poczatek . . Entalpia dehydratacji
Lp. Badane zwiazki Szybkos¢ dehydratacji dehydratacji Koniec doe élydrataql
ogrzewania °C °C lig kJ/mol
l041 75,84 69,31 83,23 187,38 3,38
LoC /ﬁﬁ 116,81 114,20 118,91 41,86 0,75
| Oct 161,29 155,59 177,40 578,80 20,85
' ctan maghezu 1045 75,64 69,87 84,11 175,08 3,15
0 /Igfl 116,49 114,95 119,70 18,90 0,34
156,00 152,54 175,53 581,14 20,94
10,08 mg
, Walproinian L0 Cme 154,67 136,00 166,44 233,54 421
magnezu 10,24 mg 162,59 143,03 190,21 22337 4,02
20°C/min
10,32 mg 157,69 131,74 172,69 572,58 30,95
10°C/min
3. Mleczan magnezu 1035
20 M8 165,90 143,21 198,22 574,21 31,03
20°C/min
N 10,40 mg 176,23 163,45 202,34 602,31 43,40
4 Wodoroasparaginian 10°C/min
magnezu 10,27 mg 180,75 164,82 214,24 600,80 43,29
20°C/min
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Rys. 11 Krzywe DSC: octanu magnezu (a), walproinianu magnezu (b), mleczanu magnezu (c),
cytrynianu magnezu (d), wodoroasparaginianu magnezu (e), wodoroasparaginianu cynku (f).
10 mg probki badanych substancji ogrzewano z szybkoscig 10°C/min.

Bezwodne zwiazki ulegaja catkowitej destrukcji termicznej w etapie 11 rozktadu (Rys.
9 1 10). O wielokierunkowym przebiegu rozkladu struktury organicznej $wiadczy ksztalt
krzywych TG 1 DTG (kilka podetapéw). Nie jest jednak mozliwe rozdzielenie kolejnych
podetapow 1 identyfikacja tworzacych si¢ w tych warunkach produktéw posrednich. Ulegaja
one ostatecznej destrukcji polaczonej z catkowitym spaleniem skoksowanej pozostalosci z
utworzeniem tlenku magnezu lub tlenku cynku jako produktu koncowego. Sumaryczny efekt
cieplny tego etapu jest egzotermiczny, co potwierdza rozlegly pik na krzywej DTA. Obecnos¢
jonow Mg*" w pozostatosci po rozkladzie potwierdzono za pomoca reakcji z Magnezonem (4-
nitrobenzeno-azo-rezorcyna), natomiast jony Zn®>" wykryto w reakeji z tetratiocyjaniano-
rtecianem(I1) amonu.

Do interpretacji uzyskanych danych zastosowano PCA [Esbensen & Swarbrick, 2018].
Dwie pierwsze gtowne skladowe (PC1 1 PC2) wyjasnialty ponad 90% zmiennosci dla
wiekszosci badanych matryc (Tabela 16). W przypadku dwoch matryc dla etapu II, PC1 1 PC2
wyjasniaty tacznie 89% wariancji. Relacje miedzy strukturg chemiczng badanych zwiazkow a
wynikami analizy krzywych DTA, TG 1 DTG ich rozkfadu termicznego przedstawiono
graficznie na Rys. 12A (etap I, dehydratacja) 1 Rys. 12B (etap II, rozklad).

W etapie I badane sole ulegaja dehydratacji, ktorej towarzyszy endotermiczny pik na

krzywej DTA oraz kilku lub kilkudziesigcioprocentowy ubytek masy na krzywej TG. Analiza
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rozmieszczenia tych soli na wykresie PC1 1 PC2 wskazuje, ze po lewej stronie wykresu (Rys.

12A), w podobnym zakresie wartos$ci na osi PC1 znajduja si¢ trzy sole: octan, walproinian i

mleczan magnezu. Laczy te substancje to, ze sg kwasami alifatycznymi zawierajagcymi jedna

grupe —COOH, nie posiadajacymi heteroatomu. Obecno$¢ grupy —OH w czasteczce przesuwa

z kolei mleczan magnezu wzdhiz osi PC1 w kierunku wartosci dodatnich.
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Rys. 12 Wykresy dwoch pierwszych gléwnych sktadowych (PC1 1 PC2),

wyznaczone na podstawie danych otrzymanych z krzywych DTA, TG 1 DTG dla:

A —etapu I (dehydratacja) 1 B — etapu Il rozktadu badanych substancji.
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Z rozmieszczenia zwigzkéw wzdhiz osi PC2 wynika, ze pewien wplyw na ich
potozenie ma masa molowa. Im wigksza masa molowa, tym dany zwigzek magnezu znajduj¢
si¢ w zakresie nizszych wartosci na osi PC2. Dla przykladu, octan magnezu o najmniejszej
masie molowej jest opisany najwyzszg wartos$cig na osi PC2 (okolo 1,2), podczas gdy
walproinian magnezu o najwigkszej masie molowej znajduje si¢ na osi PC2 w zakresie
warto$ci ujemnych (okoto —1,3).

Czwarty zwigzek zawierajacy wode krystalizacyjng, wodoroasparaginian magnezu,
rozni si¢ od pozostatych soli tym, ze posiada grupe —NH; i dwie grupy —COOH. Ta istotna
roznica sprawia, ze na wykresie PC1 1 PC2 zwigzek ten znajduje si¢ po stronie prawej,
odwrotnie niz pozostale hydraty, w zakresie dodatnich wartos$ci na osi PC1. W przypadku
zwigzkow bezwodnych, w etapie 11 rozkladu tworzy si¢ pozostatos¢, ktorg jest tlenek danego
kationu (Mg*" lub Zn*"). Rozkladowi towarzyszy kilkudziesiecioprocentowy ubytek masy i
wysoki egzotermiczny pik DTA. Obliczenia PCA dla sze$ciu badanych soli w oparciu o dane
uzyskane na podstawie krzywych DTA, TG 1 DTG dla tego etapu rozktadu przedstawiono
graficznie na Rys. 12B.

Uzyskane dane wskazuja, ze podobnie jak w przypadku obliczen PCA dla etapu I, te
same trzy zwigzki: octan, walproinian i mleczan magnezu znajduja si¢ w zblizonym zakresie
warto$ci PC1 1 PC2 (Rys. 12A). Pozostale substancje (cytrynian 1 wodoroasparaginian
magnezu oraz wodoroasparaginian cynku) zlokalizowane sg w r6znych miejscach wykresu.
Mozna to wyjasni¢ brakiem podobienstwa ich struktury chemicznej. Cytrynian magnezu jest
kwasem trikarboksylowym, podczas gdy lokalizacja soli kwasu asparaginowego wskazuje, ze
glowny wplyw na rozklad podstawowej struktury tego kwasu ma kation metalu, z ktorym
tworzy sol.

Obliczenia PCA wykonano takze dla matryc uzyskanych poprzez polaczenie danych
termoanalitycznych dla etapow I 1 II. Jednak w tym przypadku mozna pofaczy¢ dwa etapy
rozktadu tylko dla czterech soli (octanu, walproinianu, mleczanu i wodoroasparaginianu).

Uzyskane wyniki nie wskazujg innych powigzan, niz te pokazane na Rys. 12A.
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Tabela 16 Wyniki obliczen PCA na podstawie danych otrzymanych z krzywych DTA, TG i DTG.

Gloéwne sktadowe

. . . PCl1 PC2 PC3
Macierze zwigzane Wymiary
Lp. z rozktadem termicznym macierzy Wariancja Wariancja
soli magnezu nxp Wariancja Wartos$ci (skumulowana Wartosci (skumulowana Wartosci
% wlasne wariancja) wlasne wariancja) wlasne
% %

1. [ (DTA) 4 x 48 69,8 335 26,4 (96,2) 12,7 3,8 (100,0) 1,8
2. I(TG, DTG) 4 %60 58,0 34,8 38,4 (96,4) 23,0 3,6 (100,0) 2,2
3. I(DTA, TG, DTG) 4 %108 62,9 67,9 33,2 (96,1) 35,8 3,9 (100,0) 4,3
4. I (DTA) 6% 48 79,8 38,3 15,2 (94.,9) 7,3 3,0(97,9) 1,5
5. II (TG, DTG) 6% 60 76,1 45,7 13,3 (89,4) 8,0 7,3 (96,7) 4,4
6. I (DTA, TG, DTG) 6 % 108 75,8 81,9 12,9 (88,7) 13,9 7,8 (96,5) 8,4
7. Tand II (DTA) 4 %96 79,0 75,8 16,3 (95.,2) 15,6 4,8 (100,0) 4,6
8. Iand II (TG, DTG) 4 %120 66,8 80,1 29,3 (96,1) 35,2 3,9 (100,0) 4,7
9. [iII (DTA, TG, DTG) 4 %216 70,8 152,8 25,0 (95,7) 53,9 4,3 (100,0) 9,3




Poza solami magnezu kwaséw organicznych, badaniom termoanalitycznym poddano
takze nieorganiczne zwigzki magnezu stosowane jako skladniki suplementéw diety. Dane

charakteryzujace ich wiasciwosci termiczne zestawiono w Tabeli 17 (Wesotowski et al, 2014).

Tabela 17 Charakterystyka wiasciwosci termicznych nieorganicznych zwigzkéw magnezu.

Temperatura
N Procesy termiczne endotermicznego | Ciepto przemiany
Lp. Badane zwiazki [Rowe et al., 2009] piku DSC Vg
°C
Tlenek magnezu 2800°C topnienie — —
2. Wodorotlenek magnezu 350°C dehydroksylacja - -
3. Weglan magnezu 350°C dekarboksylacja - -
o . 117,49 154,38
4. Heksahydrat chlorku magnezu 116-118°C dehydratacja 196,66 182,06
. 160°C topnienie
5. Chlorowodorek pirydoksyny 2 rozkladem 157,11 211,81

Wynika z nich, ze z wyjatkiem heksahydratu chlorku magnezu, wszystkie pozostale
nieorganiczne zwigzki (tlenek, wodorotlenek, weglan) nie podlegaja zadnej transformacji
termicznej w badanym zakresie temperatur [Rowe et al., 2009]. Poniewaz MgO topi si¢ w temp.
2800°C, Mg(OH); ulega dehydroksylacji, a MgCO; dekarboksylacji w temperaturze powyzej
350°C, w zakresie temperatur od 25 do 300°C nie wystepuja zadne piki DSC, ktére mozna uzy¢
do wykrycia tych sktadnikow w produktach farmaceutycznych lub suplementach diety. Nie
przeszkadzajg wigc w wykryciu organicznych substancji aktywnych, np. witaminy Bs, soli
organicznych magnezu, potasu 1 wapnia lub substancji pomocniczych, np. sacharozy, laktozy
lub celulozy mikrokrystalicznej. Jedynie w przypadku heksahydratu chlorku magnezu, na
krzywej DSC wystepuje kilka pikow endotermicznych zwigzanych ze stopniowa dehydratacja
tego hydratu.

3. Produkty zawierajace metyloksantyny

W celu oceny przydatnosci DSC jako potencjalnej techniki umozliwiajacej identyfikacje
sktadnikow zawartych w produktach farmaceutycznych, do badan wybrano 27 preparatow, z
ktérych wigkszos¢ jest dostepna bez recepty [Wesotowski et al.,, 2012b]. Podstawowymi
aktywnymi substancjami farmaceutycznymi w tych produktach sg trzy metyloksantyny:
teofilina (Afonilum SR 375, Euphyllin CR, Euphyllin long 200, Euphyllin long 300, Theoplus
100 mg, Theoplus 300 mg, Theospirex retard 150 mg, Theospirex retard 300 mg, Theovent 100,
Theovent 300), diprofilina (Diprophyllinum) 1 kofeina (Apap Extra, Aspirin Activ, Cefalgin,
Coftecorn forte, Coffecorn mite, Coffepirine, Coldrex MaxGrip C, Etopiryna, Grippostad C,
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Kofepar, Koferina, Kopiryna, Panadol Extra, Saridon, kapsutki Solpadeine, tabletki
Solpadeine). Oprocz kofeiny, produkty zawieraly takze duze ilosci paracetamolu, 200500 mg
(Apap Extra, Cefalgin, Coldrex Max-Grip C, Grippostad C, Kofepar, Panadol Extra, Saridon,
kapsutki 1 tabletki Solpadeine), kwasu acetylosalicylowego, 300-500 mg (AspirinActiv,
Coftepirine, Etopiryna, Koferina, Kopiryna), propyfenazonu, 150 mg (Cefalgin, Saridon),
kwasu askorbinowego, 150 mg (Coldrex MaxGrip C, Grippostad C), etenzamidu, 100 mg
(Etopiryna, Koferina) i mniejsze ilosci fosforanu kodeiny, chlorowodorku fenylefryny i
maleinianu chlorfenaminy.

Badane produkty sa stosowane gtownie jako leki przeciwbdlowe, przeciwgorgczkowe i
przeciwzapalne. Ponadto, te ktore zawierajg teofiling 1 diprofiling sg takze stosowane jako leki
przeciwastmatyczne. Sg to stale formy leku — drazetki, klasyczne tabletki niepowlekane i
powlekane, tabletki o przedluzonym dzialaniu i kapsutki wypetmione proszkiem oraz pastylki
lub granulaty o modyfikowanym (przedluzonym) uwalnianiu. Oprécz substancji aktywnych,
wszystkie badane produkty zawieraly takze do 11 substancji pomocniczych warunkujacych
odpowiednig biodostepnosc 1 stabilnos¢ lekow.

W klasycznej analizie chemicznej oddzielenie analitu od substancji pomocniczych jest
procesem pracochlonnym 1 czasochtonnym. Z kolei technika DSC umozliwia eliminacj¢ tego
etapu procedury analitycznej. Producenci lekow z reguty podaja informacje o rodzaju substancji
pomocniczych uzytych do wytworzenia danego produktu. Bywa jednak, Zze informacja ta
obejmuje wylacznie glowne substancje pomocnicze, a ponadto nie sg znane proporcje, w jakiej
one wystepuja. W zwigzku z tym, interpretujgc dane uzyskane za pomocg DSC nalezy bra¢ pod
uwage fakt, ze substancje pomocnicze mogg wplywac¢ na wyniki analizy DSC.

3.1. Identyfikacja sktadu produktow farmaceutycznych

Wyniki analizy DSC substancji leczniczych w badanych produktach farmaceutycznych
zestawiono w Tabeli 18, natomiast ich krzywe DSC przedstawiono na Rys. 13 [Wesolowski et
al., 2012b]. Interpretacja tych danych wskazuje, ze $rednie wartosci temperatur pikow DSC
zwigzanych z topnieniem aktywnych sktadnikdéw sg zgodne z podanymi w Farmakopei Polskie;j
VIII [Farmakopea Polska VIII, 2008], co potwierdza wysoka czystos$¢ tych substancji. Wyjatek
to diprofilina i fosforan kodeiny, w przypadku ktorych dostrzezono niewielkie rdznice migdzy
danymi uzyskanymi z DSC a warto$ciami podanymi w literaturze. W $wietle powyzszego,
wysokie 1 waskie piki endotermiczne substancji leczniczych moga zosta¢ uzyte do identyfikacji

tych analitow w produktach farmaceutycznych.
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Tabela 18 Wyniki badan produktéw farmaceutycznych zawierajacych pochodne puryny technikami DSC, FT-IR i Ramana.

Dawka .substancji Srednia masa Zawartos'.c' substancji Tempfaratura Entalpia topnienia \gsggsigiv}zﬁlak \gsggsigiv}zﬁlak
Lp. Preparaty farmaceutyczne | aktywnej w tabletce tabletki aktywnejow tabletce tOpnleI})la (DSC) e widm FT-IR widm Ramana
g g Yo C o, %
1. Theoplus 100 0,100 0,163 61,34 262,23 48,83 98,51 44,81
2. Theoplus 300 0,300 0,510 58,82 261,25 42,23 98,68 46,76
3. Theovent 100 0,100 0,181 55,24 264,12 58,76 98,15 44,55
4. Theovent 300 0,300 0,500 60,00 270,60 77,82 98,11 44,70
5. Theospirex retard 150 0,150 0,180 83,33 270,09 116,36 98,59 42,65
6. Theospirex retard 300 0,300 0,359 83,56 269,80 121,23 98,79 47,13
7. Euphyllin long 200 0,200 0,268 74,62 270,18 94,29 89,60 55,92
8. Euphyllin long 300 0,300 0,404 74,25 272,17 103,67 98,20 52,76
9. Euphyllin CR 0,250 0,588 42,51 143,58 63,08 92,34 51,18
10. Afonilum SR 375 0,375 0,397 94,45 270,81 152,34 99,01 68,35
11. Diprophyllinum 0,200 0,356 56,17 162,75 81,24 60,80 62,00
12. Apap Extra 0,065 0,650 10,00 163,12 123,92 9,46 9,79
13. Kofepar 0,065 0,696 9,33 163,83 131,77 13,04 3,69
14. Panadol Extra 0,065 0,686 9,47 163,91 122,51 14,20 3,13
15. Cefalgin 0,050 0,695 7,19 82,30 46,75 18,07 5,38
16. Saridon 0,050 0,651 6,68 139,14 21,74 16,87 3,08
17. Solpadeine, kapsutki 0,030 0,625 4,80 167,59 136,67 15,87 2,11
18. Solpadeine, tabletki 0,030 0,651 4,60 166,87 123,49 7,44 4,95
19. Grippostad C 0,025 0,395 6,32 152,58 105,67 12,64 2,57
20. Coldrex MaxGrip C 0,025 0,743 3,36 162,79 102,32 5,02 2,88
21. Kopiryna 0,050 0,541 9,24 132,73 121,50 2,69 9,53
22. Coffepirine 0,050 0,548 9,12 124,97 135,45 1,03 8,63
23. Aspirin Activ 0,050 0,647 7,72 134,07 122,61 0,37 8,31
24. Etopiryna 0,050 0,594 8,41 76,95 -83,68 6,42 11,95
25. Koferina 0,050 0,542 9,22 81,04 56,35 2,41 11,44
26. Coffecorn forte 0,100 0,296 33,78 225,55 37,40 78,29 15,07
27. Coffecorn mite 0,025 0,401 6,23 220,75 67,08 42,60 18,24
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Wstepna ocena krzywych DSC wskazata na duzy wplyw zawartos$ci substancji
leczniczej, w przeliczeniu na jednostke masy drazetki, tabletki lub kapsutki, w identyfikacji
danego skladnika w preparacie. Dane zestawione w Tabeli 18, obliczone w oparciu o dawke
substancji leczniczej 1 $Srednig mase tabletki obliczong na podstawie 10 jednostek dawkowania
wykazaly, ze poszczegdlne produkty mozna zréznicowaé w oparciu o procentowg zawartos$¢
aktywnej substancji farmaceutycznej. Wsrod trzech badanych metyloksantyn, produkty
zawieraly w najwigkszej ilo$¢ teofiling (42,51-4,45% masy tabletki), w mniejszej ilos¢
diprofiling (56,17%) 1 najmniej kofeiny, ktorej zawarto§¢ miescila si¢ w granicach 3,36—-10,00%
masy tabletki.
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Rys. 13 Krzywe DSC aktywnych substancji farmaceutycznych: (a) teofiliny, (b) diprofiliny,
(c) kofeiny, (d) paracetamolu, (e) kwasu acetylosalicylowego, (f) kwasu askorbinowego,
(g) propyfenazonu i (h) etenzamidu.

Interpretacja krzywych DSC tabletek z teofiling wykazata, ze $rednia temperatura pikéw
DSC charakteryzujacych topnienie tej metyloksantyny miesci si¢ w zakresie temperatur
269,80-272,17°C. Pik na krzywej DSC teofiliny jest zgodny z pikami endotermicznymi
zwigzanymi z topnieniem tej substancji leczniczej wystepujacej w bardzo duzych ilosciach
(74,62-94,45%) w tabletkach Afonilum SR 375, Theospirex retard 300 mg i Euphyllin long
200. Potwierdza to obecnos¢ teofiliny w probcee.

Interesujace krzywe DSC zarejestrowano dla czterech produktow (Rys. 14). Widoczne
sg na nich dodatkowe piki zwigzane z substancjami pomocniczymi, prawdopodobnie z duzg
iloscig laktozy. Krzywe te maja znaczaco rozny ksztalt w porownaniu z krzywymi pozostatych
produktow z teofiling. Ze wzgledu jednak na duzg zawarto$¢ laktozy, sa one bardzo do siebie

podobne. Pik DSC zwigzany z topnieniem teofiliny wystgpuje na krzywych nastepujacych
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produktow: Theoplus 300, Theoplus 100 i Theovent 100. Jest on przesuniety w kierunku nizsze;j
temperatury o okoto 10°C i znajduje si¢ w zakresie 261,25-264,12°C.

Heat flow/mW

Temperature/°C

Rys. 14 Krzywe DSC produktow leczniczych zawierajacych laktoze: (a) teofilina, (b) laktoza,
(c) Theoplus 300 mg, (d) Theoplus 100 mg, (¢) Theovent 100 i (f) Euphyllin CR.

Szczegolnym przypadkiem wsrod badanych produktéw farmaceutycznych sg tabletki
Euphyllin CR (Rys. 14, krzywa f). Mimo, iz zawieraja 42,51% teofiliny, na krzywych DSC nie
wystepuje pik potwierdzajacy obecnos¢ tej substancji. Jednoczes$nie pik pojawiajacy sie w
temperaturze okoto 200°C jest wiekszy, niz podobne w przypadku pozostatych produktow.
Moze to dowodzi€ o istotnym wplywie laktozy na wyniki analizy DSC.

Badania DSC diprofiliny wykazaty, ze identyfikujac te substancje mozna poshizy¢ si¢
pikiem endotermicznym znajdujacym si¢ w zakresie temperatur odpowiadajacych topnieniu
diprofiliny (160-165°C). Na krzywej DSC tego produktu wystepuje takze dodatkowy efekt w
temp. 147,73°C, prawdopodobnie zwigzany z substancjami pomocniczymi.

W przeciwienstwie do teofiliny i diprofiliny, obecnos¢ kofeiny nie zostata potwierdzona
w zadnym z 16 produktow leczniczych zawierajacych t¢ substancje. Nie wystapily tez zadne
piki endotermiczne poza zakresem temperatur 234-239°C, ktére bylyby charakterystyczne dla
tego analitu (Rys. 15). Przyczyng moze by¢ zbyt niska zawarto$¢ kofeiny w tabletkach w
stosunku do ich masy, albo wptyw innych substancji leczniczych lub pomocniczych na ksztalt
krzywych DSC. Nalezy takze wspomnie¢, ze czeS¢ produktow leczniczych, oprocz kofeiny
zawiera takze paracetamol w ilosci 35,97-80,00% masy tabletki, kwas acetylosalicylowy
(50,51-82,12%), kwas askorbinowy (4,04—37,94%), propyfenazon (21,58-23,04%), etenzamid
(16,84-18,45%) 1 niewielkie ilosci fosforanu kodeiny, chlorowodorku fenylefryny 1 maleinianu
chlorfenaminy (0,63-1,28%). Z tego wzgledu fatwiej jest zidentyfikowaé piki zwigzane z

topnieniem niektorych z tych substancji, niz pik topnienia metyloksantyny.
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Rys. 15 Krzywe DSC produktow leczniczych zawierajacych kofeine i paracetamol:
(a) kofeina, (b) paracetamol, (c) Apap Extra, (d) Kofepar, (e) Panadol Extra
1 (f) Solpadeine (kapsuiki).

Substancja, ktéra w badanych produktach farmaceutycznych wystepuje w duzych
ilosciach jest paracetamol. Pik odzwierciedlajacy jego topnienie wystepuje w zakresie 152,58—
167,59°C, nizszym niz podawany w literaturze (Tabela 18). Moze to by¢ spowodowane
interakcjg z innymi skladnikami preparatéw albo z tworzeniem si¢ eutektyku miedzy kofeing i
paracetamolem [Tkachenko et al., 2003; Bi et al., 2003]. Wykazano takze, ze wszystkie
produkty, ktére procz kofeiny zawieraja paracetamol odznaczajg si¢ specyficznym ksztaltem
krzywych DSC (Rys. 15, krzywe c-f). Tabletki Cefalgin 1 Saridon zawierajg identyczne st¢zenia
substancji leczniczych (kofeiny, paracetamolu i propyfenazonu), ale s3 wytwarzane przez
roznych producentdow, a tym samym roznig si¢ rodzajem i zawarto$cig substancji pomocniczych
(Rys. 15, krzywe d, e).
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Rys. 16 Krzywe DSC produktow leczniczych zawierajacych kofeing, paracetamol
1 propyfenazon: (a) kofeina, (b) paracetamol, (¢) propyfenazon, (d) Saridon i (e) Cefalgin.
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Na krzywych DSC tych preparatéw widoczne sg poszerzone piki o matej intensywnosci,
trudne do interpretacji (Rys. 16). Brak takze wyraznego piku zwigzanego z paracetamolem,
ktory wystepuje w tych produktach jako glowny sktadnik (35,97-80,00%). Nie wystepuje
rowniez pik endotermiczny zwigzany z topnieniem propyfenazonu. Prawdopodobnie efekty
termiczne pochodzace od substancji leczniczych i pomocniczych nakladajg si¢ na siebie, co
uniemozliwia identyfikacje charakterystycznych pikéw DSC topnienia substancji leczniczych.
Z drugiej strony, dane literaturowe sugerujg tworzenie eutektykow miedzy paracetamolem i

kofeing oraz paracetamolem i propyfenazonem [Bi et al., 2003].

3.2. Spektroskopia w podczerwieni

Spektroskopia w podczerwieni (IR) 1 spektroskopia Ramana, to niedestrukcyjne techniki
dostarczajace cennych informacji o strukturze chemicznej zwigzkoéw organicznych w zakresie
grup funkcyjnych i orientacji przestrzennej tych grup oraz o izomerach, a takze w powigzaniu z
metodami chemometrycznymi mogg by¢ stosowane w oznaczeniach ilosciowych [Szczepaniak,
2012; Sasic & Ozaki, 2010; McMahon, 2007]. Spektroskopie IR i Ramana sg podobne o tyle, ze
w obu technikach otrzymuje si¢ widma zmian energii oscylacyjnej i1 rotacyjnej w czasteczce
oraz wykorzystuje si¢ ten sam obszar spektralny. Rdznig si¢ natomiast sposobem dokonywania
pomiardéw, spektroskopia IR jest metoda absorpcyjng (transmisyjng), za$ spektroskopia Ramana
jest metodg rozproszeniowa. Zastosowanie interferometru do otrzymywania widm IR sprawito,
ze spektrometr FT-IR stal si¢ instrumentem powszechnie wykorzystywanym w laboratoriach
farmaceutycznych, odznaczajagcym si¢ wysoka czutoscig (stosunek sygnalu do szumu) oraz

szybkoscig rejestracji widm (jednoczesny pomiar przy wszystkich dlugosciach fal).

3.2.1. Analiza widm FT-IR metyloksantyn

Biorac pod uwagg fakt, ze widma FT-IR dostarczaja cennych informacji pozwalajacych
na identyfikacje zwigzkdéw organicznych na podstawie charakterystycznych pasm absorpcji o
czestosciach grupowych odpowiadajacych poszczegdlnym typom drgan oscylacyjnych i
rotacyjnych wystepujacych w czasteczkach badanych zwigzkoéw [Szczepaniak, 2012; Sasic &
Ozaki, 2010; Silverstein et al., 2007], postanowiono sprawdzi¢, w jakim stopniu widma FT-IR
produktow farmaceutycznych z metyloksantynami mogg zosta¢ wykorzystane do potwierdzenia
obecnosci substancji leczniczych w badanych produktach [Wesolowski et al., 2012b]. Z uwagi
na zlozono$¢ skladu chemicznego produktow farmaceutycznych mozna oczekiwaé, ze ich
widma beda wypadkowa absorpcji promieniowania IR przez wszystkie skfadniki produktu. W

oparciu o to zalozenie zrezygnowano z przypisywania poszczegolnych pasm absorpcji w
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widmach FT-IR produktéw leczniczych konkretnym grupom funkcyjnym metyloksantyny.
Zamiast tego wykorzystano tak zwany wspoélczynnik dopasowania, ktory wyrazony w
procentach okresla stopien, w jakim widmo danego produktu jest zgodne z widmem zawartej w
nim metyloksantyny. Stanowi to podstawe¢ do potwierdzenia obecnosci substancji leczniczej w

badanym produkcie.

Absorbance
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Rys. 17 Widma FT-IR: (a) teofilina i (b) Theospirex retard 300 mg.

Wygenerowane komputerowo wartosci wspdlczynnikow dopasowania wszystkich
badanych produktéw farmaceutycznych do widm odpowiednich metyloksantyn zestawiono w
Tabeli 18. Wykazuja one, ze w przypadku teofiliny jako gtownego sktadnika, wspotczynniki
dopasowania widm FT-IR produktow leczniczych zawierajacych te metyloksantyne mieszcza
si¢ w zakresie 89,60-99,01%. Oznacza to, ze widma produktoéw nieomal pokrywaja si¢ z
widmami teofiliny, co odzwierciedla Rys. 17. Najwieksze podobienstwo do widma teofiliny
wykazujg tabletki Afonilum SR 375. Warto podkresli¢, ze pomimo wzglednie niskiej
zawartosci metyloksantyny w tabletkach Theoplus 1 Theovent (55,24—-61,34%), wspotczynniki
dopasowania widm FT-IR produktow do widma teofiliny przekraczajg 98%.

Wspotezynnik dopasowania widma FT-IR tabletek Diprophyllinum do diprofiliny jako
substancji referencyjnej wynosi 60,80% przy ilosci substancji aktywnej w preparacie na
poziomie 56,17%. Widma tabletek z ta metyloksantyng w duzym stopniu naktadaja si¢ na
widmo diprofiliny, za$§ niewielkie rdéznice w ksztalcie widm sg prawdopodobnie efektem
obecnosci substancji pomocniczych.

Zawarto$¢ kofeiny w tabletkach jest zbyt mata, by potwierdzi¢ podobienstwo widm FT-
IR tabletek do widma metyloksantyny, a warto$ci wspdlczynnikow dopasowania sg bardzo

mate 1 obejmujg zakres 0,37-18,07%. Wyjatkiem sa drazetki Coffecorn forte, ktore przy
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zawartosci kofeiny 33,78%, wykazuja wspolczynnik dopasowania 78,29%, wyzszy, niz w
pozostatych przypadkach. Sugeruje to, ze substancje pomocnicze obecne w tym preparacie nie
wplywaja na widmo kofeiny.

Tabela 19 Wspodtczynniki dopasowania widm produktow farmaceutycznych z kofeing i paracetamolem
do widm FT-IR i Ramana paracetamolu.

Wavenumbericm™

Zawartos¢ Wspodtezynniki Wspdtezynniki
paracetamolu dopasowania dopasowania
Lp. Produkty farmaceutyczne w tabletkach widm FT-IR widm Ramana
% % %
1. Apap Extra 76,92 71,10 23,62
2. Kofepar 71,84 67,43 22,63
3. Panadol Extra 72,89 68,53 22,44
4. Cefalgin 35,97 63,95 19,84
5. Saridon 38,40 64,71 19,28
6. Solpadeine, kapsutki 80,00 68,43 21,63
7. Solpadeine, tabletki 76,80 67,66 22,57
8. Grippostad C 50,63 69,43 24,29
9. Coldrex MaxGrip C 67,29 67,26 24,50
Tabela 20 Wspotczynniki dopasowania widm produktow farmaceutycznych z kofeing i kwasem
acetylosalicylowym do widm FT-IR i Ramana kwasu acetylosalicylowego.
Zawartos$¢ kwasu Wspétezynniki Wspotczynniki
acetylosalicylowego w dopasowania dopasowania
Lp. Produkty farmaceutyczne tabletkach widm FT-IR widm Ramana
% % %
1. Kopiryna 73,94 99,41 62,75
2. Coffepirine 82,12 99,48 73,57
3. Aspirin Activ 77,28 99,54 80,15
4. Etopiryna 50,51 92,53 67,21
5. Koferina 55,35 95,21 64,60
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Rys. 18 Widma FT-IR: (a) kofeina, (b) paracetamol i (¢) Panadol Extra.




Poza kofeing, badane produkty zawierajg takze wicksze ilosci paracetamolu i1 kwasu
acetylosalicylowego, ktore wplywaja na ksztalt widm. Wyniki zestawione w Tabelach 19 1 20
dla dziewieciu produktéw z paracetamolem i pigciu produktow z kwasem acetylosalicylowym
odzwierciedlajag wysokie warto$ci wspotczynnikow dopasowania tych preparatow leczniczych
do widm obu substancji czynnych. Mogg one by¢ zatem pomocne w identyfikacji paracetamolu

1 kwasu acetylosalicylowego, co zilustrowane graficznie na Rys. 18.

3.2.2. Analiza widm Ramana metyloksantyn

Spektroskopie FT-IR i Ramana sg technikami komplementarnymi [Szczepaniak, 2012;
Sasic & Ozaki, 2010; Johansson et al., 2002]. Charakterystyczne pasmo odpowiadajgce danemu
rodzajowi drgan czasteczki w widmie Ramana bedzie bardzo stabo albo w ogole nie bedzie
widoczne w widmie FT-IR, 1 na odwro6t. Polaczenie obu technik umozliwia jednak wiarygodna
analize struktury badanej substancji. Dla przykladu, porownanie przedstawionych na Rys. 19
widm FT-IR i Ramana teofiliny wskazuje, ze nie sg one identyczne, a pasma wystepuja przy
roznych liczbach falowych zaleznie od zastosowanej techniki [Wesotowski et al., 2012b].
Pasma odpowiadajace temu samemu typowi drgan sg albo przesuniete wzgledem siebie i r6znig
si¢ intensywnoscig, albo nie s odzwierciedlone w widmie uzyskanym drugg technikg. Zalezy

to glownie do rodzaju wigzan w czasteczce, ktorym odpowiadaja konkretne pasma widma.

b j o
il W N s M G
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Rys. 19 Widma teofiliny: (a) FT-IR 1 (b) Ramana.

Duza ilo$¢ teofiliny w badanych produktach (42,65-68,35%) znajduje odzwierciedlenie
we wspolczynnikach dopasowania, wskazujagcych na wzglednie wysoka zgodno$¢ widm
Ramana produktow leczniczych z widmem metyloksantyny (Rys. 20). Porownujac jednak
wspotczynniki dopasowania uzyskane dla widm FT-IR 1 Ramana mozna stwierdzi¢, ze w tym

drugim przypadku sg one mniej zadowalajace (Tabela 18).

73



1500 cps

"'1 - “ ‘ .‘

Raman intensity

i Tty :

I ‘ - .

i AR B .
"-M'""'/ “wb? e R B :‘\ ARy
3000 2500 2000 1500 1000 500

Raman shifticm”

Rys. 20 Widma Ramana: (a) teofilina i (b) Theospirex retard 300 mg.

Wspolczynnik dopasowania widma tabletek Diprophyllinum do widma diprofiliny
wynosi 62,0%, co jest porownywalne z wartoscig uzyskang dla widm FT-IR. Podobnie, jak w
przypadku FT-IR, niskie stezenia kofeiny w produktach farmaceutycznych odzwierciedlajg
niskie wspdtczynniki dopasowania widm Ramana produktow do widma metyloksantyny (2,11—
18,24%). Analiza danych zestawionych w Tabeli 19 wskazuje na niezadowalajace warto$ci
wspotczynnikow dopasowania widm Ramana produktow leczniczych do widma paracetamolu.
Mieszcza si¢ one w zakresie 19,28-24,63%, co nie ma praktycznego znaczenia z punktu
widzenia identyfikacji sktadnika w preparacie farmaceutycznym. Odwrotnie wyglada sytuacja

w przypadku kwasu acetylosalicylowego (Tabela 20).

4. Produkty zawierajace zwiazki magnezu

Podobnie, jak w przypadku pochodnych puryny, celem badan bylo sprawdzenie
przydatnosci DSC oraz spektroskopii FT-IR i Ramana jako technik umozliwiajacych wykrycie
substancji leczniczych w produktach farmaceutycznych i suplementach diety [Wesotowski et
al., 2014]. Podstawowymi substancjami aktywnymi badanych preparatow byly sole magnezu
kwasoOw organicznych (octan, cytrynian, diglicynian, wodoroasparaginian, mleczan,
walproinian) oraz nieorganiczne zwigzki magnezu (we¢glan, chlorek, wodorotlenek, tlenek).
Niektore preparaty zawieraly tez w roznych iloSciach organiczne i nieorganiczne sole potasu
(asparaginian, cytrynian, glukonian, wodoroasparaginian, wodoroweglan, chlorek) oraz wapnia
(cytrynian, wodoroasparaginian, weglan). Obecne byly takze organiczne substancje lecznicze,
takie jak chlorowodorek pirydoksyny (witamina Bg), kwas asparaginowy 1 foliowy oraz octan
tokoferylu. Jedynie 11 produktow (Asmag, Asmag forte, Asparagin, Asparaginum forte Mg +
K, Asparginian extra, Bio-Magnez, Dipromal 200 mg, Dolomit VIS, Magnesol 150, Magnezin,
Slow-Mag) nie zawieralo witaminy Bs. Sposrod 30 badanych produktow, 14 to produkty

74



lecznicze zawierajace jako substancje aktywnag sole magnezu kwasow organicznych (Asmag,
Asmag B, Asmag forte, Aspargin, Dipromal 200 mg, Filomag B, Laktomag Bs, Maglek B,
Magvit Bs 1 Magne Bg. Dolomit VIS, Magne-zin, Slow-Mag 1 Slow-Mag B).

Wiekszos$¢ badanych produktéw farmaceutycznych i suplementéw diety miata postac
tabletek. Formy farmaceutyczne pozostatych preparatow, to tabletki powlekane (Cardiomin B,
Dipromal 200 mg, Magne B max, Mg B¢, NeoMag Cardio, NeoMag forte, Zdrovit Skurcz),
tabletki odporne na dzialanie soku zotadkowego (Magne Bs, Magvit B¢, Slow-Mag, Slow-Mag
Be) 1 tabletki musujace (Magnesol 150, Zdrovit magnez + vit. Bs, Zdrovit Magnum forte).
Oprocz tego, dwa suplementy diety miaty posta¢ kapsulek (Chela-Mag Bs, BluMag Jedyny).

Wszystkie badane produkty zawieraty rdézne ilosci substancji pomocniczych.

4.1. Identyfikacja sktadnikow badanych produktow

Wyniki badan DSC 30. produktéw farmaceutycznych i suplementow diety zestawiono
w Tabeli 21 [Wesolowski et al., 2014]. Wstepna analiza tych danych wskazata na duzy wptyw
zawarto$ci substancji aktywnych na mozliwo$¢ ich identyfikacji. Uogolniajac, badane produkty
lecznicze 1 suplementy diety zawieraty wigksze ilosci soli magnezu kwasow organicznych
(okoto 50-90% masy tabletki), niz soli nieorganicznych, z wyjatkiem suplementu diety BluMag
Jedyny, ktéry zawieral powyzej 93% MgO w tabletce. W przypadku wiekszosci produktow
producenci podaja informacje o zawartosci soli magnezu w przeliczeniu na jony Mg,
niezaleznie od faktu, ze niektore z nich zawierajg dwie lub trzy sole magnezu. Dla przyktadu, w
produkcie Bio-Magnez zawarto$¢ octanu magnezu, MgCO3 1 Mg(OH), okreslono jako 19,9%
jonow Mg”", za§ w przypadku Cardiominu By zawierajacego wodoroasparaginian i cytrynian
magnezu oraz MgO, zawarto$¢ tych jonéw okreslono jako 12,4%. Z tego wzgledu niemozliwe
jest precyzyjne okreslenie procentowej zawartosci kazdej soli w preparacie.

Interpretacja krzywych DSC badanych preparatéw wykazala, ze do wykrycia substancji
czynnych mogg postuzy¢ piki endotermiczne zwigzane z dehydratacjg soli magnezu. Przyktad
to krzywa DSC leku Dipromal 200 mg, ktoéra poréwnana z krzywa walproinianu magnezu uzytg
jako wzorzec potwierdza obecno$¢ substancji czynnej w probce (Rys. 21). Podobnie, na
krzywej DSC suplementu diety Bio-Magnez wystepuje pik endotermiczny dehydratacji octanu
magnezu (Tabela 21). W przypadku pozostatych substancji aktywnych, MgCOs 1 Mg(OH),, w

badanym zakresie nie wystgpity zadne procesy termiczne.
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Tabela 21 Wyniki badan DSC, FT-IR i Ramana produktow farmaceutycznych i suplementéw diety zawierajacych zwiazki magnezu.

Dawka . Zawartos¢ Wspotczynniki | Wspotczynniki
L aktywnego Srednia masa | aktywnego Temperatura Entalpia potczyni potezynn
Produkty farmaceutyczne|  Zwiazki magnezu . . . . . dopasowania | dopasowania
Lp. . . . sktadnika tabletki sktadnika piku DSC przemiany . .
i suplementy diety (aktywne sktadniki) o widm FT-IR | widm Ramana
w tabletce g w tabletce C J/g o v,
0 0
g %
Produkty zawierajace sole magnezu kwasow organicznych

octan 39,68 44,30
1. Bio-Magnez weglan 0,200 1,0065 19,9° 76,46 74,56 49,50 57,60
wodorotlenek 61,70 2795
2. Dipromal 200 mg walproinian 0,200 0,3283 60,9 136,12 100,00 96,60 10,85
3. Mg Bg mleczan 0,050° 0,6467 7,7 161,99 365,01 44,82 61,73
4, Maglek By mleczan 0,500 0,8014 62,4 162,25 502,65 44,04 62,03
5. Magyvit By mleczan 0,500 0,7320 68,3 160,43 298,97 44,82 61,63
6. Magne By mleczan 0,500 0,9049 55,3 166,56 294,93 44,34 56,61
7. Magnesol 150 mleczan 0,150*° 6,4900 2,3% - - 21,94 15,20
8. Magne By max cytrynian 0,100* 0,7859 12,7 185,37 436,74 44,68 17,63
9. Magnefar By cytrynian 0,500 0,8491 58,9 181,85 447,01 43,98 17,88
10. Magnefar B4 Cardio cytrynian 0,033 0,8827 3,7° 174,79 270,20 49,07 20,99
11. Asmag wodoroasparaginian 0,300 0,3942 76,1 175,36 406,73 97,78 87,71
12. Asmag Forte wodoroasparaginian 0,500 0,5672 88,2 173,74 529,73 98,92 93,84
13. Asmag B wodoroasparaginian 0,300 0,3990 75,2 179,86 491,53 97,88 93,60
14. Filomag B wodoroasparaginian 0,600 0,6985 85,9 172,95 592,01 99,03 93,18
15. Laktomag B wodoroasparaginian 1,00 1,3388 74,7 173,37 260,85 99,04 94,19
16. Aspargin wodoroasparaginian 0,25 0,6928 36,1 167,93 370,76 77,78 86,38
Asparaginum forte wodoroasparaginian a a 3 B 14,37 11,41
17. Mg +K weglan 0,015 0,2830 53 54.86 575
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wodoroasparaginian 14,57 10,78

18. Cardiomin By cytrynian 0,250 2,0163 12,4° 181,11 18,53 0,91 2,54
tlenek 16,00 9,03
19. Chela-Mag By diglicynian 0,555 0,6067 91,5 146,17 151,31 43,28 27,44
Produkty zawierajace nieorganiczne sole magnezu

20. BluMag Jedyny tlenek 0.622 0,6666 93,2 - — 0,01 7,74
21. Zdrovit Skurcz tlenek 0.050° 0,5440 9,2° - - 6,27 6,47
22. Magnezin weglan 0.500 0,6713 74,5 - — 50,91 78,07
23. NeoMag forte weglan 0.100* 0,5558 18,0° - - 51,96 81,78
24, Zdrovit magnez+vit Bg weglan 0.100* 4,1020 24° - - 0,01 2,76
25. Zdrovit Magnum Forte weglan 0.300*° 4,4640 6,7 - - 7,80 24,85
26. Dolomit VIS weglan 0.032° 0,4922 6,5° - - 5,16 15,59
27. Asparaginian extra weglan 0.036° 0,8111 44° - - 47,21 5,01
28. NeoMag Cardio weglan 0.035*° 0,6197 56 - - 34,86 18,34
29. Slow-Mag chlorek 0.535 0,9366 57,1 118,15 218,96 88,03 2,70
30. Slow-Mag Bg chlorek 0.535 0,9334 57,3 117,04 78,91 84,57 3,88

* Zawarto$é sktadnikow aktywnych w produktach podano w przeliczeniu na jony Mg**
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Rys. 21 Krzywe DSC produktu leczniczego Dipromal 200 mg, walproinianu magnezu
(substancja aktywna) 1 substancji pomocniczych.

Cztery preparaty: MgBe, Maglek B, Magvit B¢ 1 Magne By zawieraja niemal identyczne
losci substancji aktywnych (mleczanu magnezu 1 chlorowodorku pirydoksyny), ale sa
wytwarzane przez réznych producentow, w zwigzku z tym rdéznig si¢ rodzajem 1 ilo$cig
substancji pomocniczych. Na krzywych DSC tych produktow w zakresie temperatur 125—
175°C widoczne sg silne 1 szerokie piki, co potwierdza obecnos¢ mleczanu magnezu. Brak jest
wyraznego sygnalu odzwierciedlajacego obecnos¢ witaminy Be z uwagi na jej matg zawartos¢
(56 mg). Krzywe DSC pozostatych suplementéw diety: Magne B¢ max, Magnefar B¢ 1
Magnefar B¢ Cardio wyraznie odzwierciedlajg dehydratacje mleczanu magnezu, co umozliwia
jego identyfikacje. W przypadku tabletek Magnesol 150 nie wystepuje jednak endotermiczny
pik DSC, ktory mozna by przypisa¢ dehydratacji mleczanu magnezu. Prawdopodobnie efekty
termiczne zwigzane z gwaltowng reakcja pomigdzy skladnikami mieszaniny musujacej
(wodoroweglanem sodu 1 kwasem cytrynowym), skutkujaca uwolnieniem ditlenku wegla i
wody, uniemozliwiajg identyfikacje pikow DSC zwigzanych z dehydratacja.

Podobnie do cytrynianu i mleczanu magnezu, duza ilo§¢ wodoroasparaginianu magnezu
w tabletkach Asmag, Asmag Forte, Asmag B, Filomag B, Laktomag Bs 1 Aspargin (produkty
farmaceutyczne) umozliwia fatwe wykrycie tej soli dzigki wysokiemu, endotermicznemu
pikowi DSC zwigzanemu z dehydratacja (Tabela 21). Suplementy diety: Asparaginum forte Mg
+ K 1 Cardiomin B rowniez zawieraja wodoroasparaginian magnezu, ale ich sktad jest bardziej
zlozony. W pierwszym z nich wystgpuje weglan wapnia oraz wodoroasparaginian i chlorek
potasu, za$§ w drugim rowniez cytrynian i tlenek magnezu, wodoroasparaginian, glukonian 1
cytrynian potasu oraz wodoroasparaginian, cytrynian i tlenek wapnia. Dlatego na krzywych

DSC wystepuja piki o matej intensywnosci, ktére trudno zinterpretowac. Brak jest wyraznych
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sygnatow wynikajacych z obecnos$ci soli magnezu jako glownych sktadnikéw w badanych

produktach.

Dolomit VIS
magnesium carbonate

calcium carbonate

saccharose

| ———
lactose

Heat flow/mW

magnesium stearate

starch

IS mW |endo

40 80 120 160 200 240 280
Temperature/°C

Rys. 22 Krzywe DSC produktu farmaceutycznego Dolomit VIS, weglanu magnezu
1 weglanu wapnia (substancje aktywne) oraz substancji pomocniczych.

Kolejna grupa preparatow zawiera nieorganiczne sole magnezu. Niemozliwe bylo
wykrycie przy pomocy DSC tych substancji w suplementach diety BluMag Jedyny 1 Zdrovit
Skurcz (MgO) oraz w tabletkach Magnezin, NeoMag forte, Zdrovit magnez + vit Be, Zdrovit
Magnum Forte, Dolomit VIS, Asparaginian extra, NeoMag Cardio, Slow-Mag i1 Slow-Mag Bg
(MgCO:s3), poniewaz MgO 1 MgCOj3 nie sg aktywne termicznie w badanym zakresie temperatur.
Jak wynika z Rys. 22, niewielkie piki endotermiczne odzwierciedlaja topnienie substancji
pomocniczych: laktozy (okoto 143°C) i sacharozy (okoto 189°C). Z drugiej strony, krzywe
DSC produktéow Slow-Mag i Slow-Mag Be wykazaty, ze w produktach leczniczych mozna
fatwo zidentyfikowaé obecnos¢ MgCl,-6H,O dzigki charakterystycznym, endotermicznym

pikom zwigzanym z dehydratacja.

4.2. Analiza FT-IR produktow ze zwigzkami magnezu

Widma FT-IR zwiazkéw magnezu i witaminy Bs w zakresie 4000-400 cm™ sktadaja sig
ze zlozonych ciggdw ostrych pasm odpowiadajacych drganiom grup funkcyjnych w czasteczce.
Do interpretacji wybrano dwa obszary spektralne: 3600-2800 cm™ i 18001000 cm™ (Rys. 23)
[Wesotowski et al., 2014]. Najcenniejszy jest zakres widma okreslany jako daktyloskopowy
(1800-1000 cm™), poniewaz jest on cze$ciowo pozbawiony pasm substancji pomocniczych.
Uzupehieniem tego obszaru jest zakres spektralny 3600-2800 cm™', w ktérym moga znajdowaé
si¢ charakterystyczne pasma zwigzane z obecnoscig wigzan N-H, C-H i O-H. W przypadku
substancji pomocniczych o charakterze weglowodandw (glukoza, laktoza, sacharoza, skrobia,

celuloza), w obszarze tym obserwuje si¢ charakterystyczne pasma drgan rozciggajacych wigzan
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O-H oraz C-H. W celu przypisania pasm w widmach soli magnezu do grup chemicznych
organicznych cze¢$ci substancji czynnych, postuzono si¢ dostgpnymi w literaturze danymi [Sasic
& Ozaki, 2010; Silverstein et al., 2007; Skoog et al., 2007]. Interpretacja widm produktow
farmaceutycznych i suplementow diety wykazata, ze pomimo zlozonego skladu chemicznego
badanych probek ich widma odzwierciedlaja charakterystyczne pasma zwigzane z obecnoscia

soli magnezu kwasdéw organicznych w preparacie.
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Rys. 23 Widma FT-IR: (a) tetrahydratu octanu magnezu (b) cytrynianu magnezu,
(c) dihydratu mleczanu magnezu, (d) walproinianu magnezu, (e) tetrahydratu
wodoroasparaginianu magnezu, (f) tlenku magnezu, (g) wodorotlenku magnezu,
(h) weglanu magnezu, (i) heksahydratu chlorku magnezu i (j) chlorowodorku pirydoksyny.
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Rys. 24 Widma FT-IR produktu leczniczego Magvit B¢ zawierajagcego mleczan magnezu
1 chlorowodorek pirydoksyny oraz substancje pomocnicze.

Dla przyktadu, widmo preparatu Magvit B¢ wykazuje duze podobienstwo do widma
mleczanu magnezu (Rys. 24). Niewielka r6znica widm prawdopodobnie wynika z obecnosci
substancji pomocniczych. Z drugiej strony, brak jest podobienstwa miedzy widmami FT-IR
nieorganicznych soli magnezu i widmami produktow farmaceutycznych i suplementow diety

zawierajacych te substancje. Wynika to prawdopodobnie z braku charakterystycznych, silnych
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pasm odpowiadajacych czasteczce MgO (Rys. 23, widma f 1 g). Wyjatek stanowiag niektore
tabletki zawierajagce MgCOs i MgCl,6H,0. Jak pokazano na Rys. 25, widmo tabletek NeoMag
Forte odzwierciedla obecno$¢ MgCO; w tym suplemencie diety. Ten sam wniosek mozna
wyciggnag¢ dla tabletek: Slow-Mag i Slow-Mag B¢. W przypadku drugiego z preparatow,

oprocz MgCl,-H,O tabletki zawieraja rowniez witaming Be.
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Rys. 25 Widma FT-IR suplementu diety NeoMag Forte zawierajacego weglan magnezu
1 chlorowodorek pirydoksyny oraz substancje pomocnicze.

Warto$ci wspotczynnikow dopasowania dla wszystkich badanych produktéw zawarto w
Tabeli 21. Wykazaty one, ze w przypadku wodoroasparaginianu magnezu, glownego sktadnika
szesciu produktow leczniczych, wartosci wspdtczynnikow dopasowania ich widm FT-IR do
widma wodoroasparaginianu magnezu mieszczg si¢ w zakresie 97,78-99,04%. Wyjatkiem jest
wspolczynnik dopasowania preparatu Aspargin, ktory jest nizszy, wynosi okoto 78%. Fakt ten
sugeruje, ze widma tych produktow niemal pokrywaja si¢ z widmem wodoroasparaginianu
magnezu. Duze podobienstwo do widma walproinianu magnezu wykazuja tabletki Dipromal
200 mg (96,60%), podczas gdy wspotczynniki dopasowania dla produktow zawierajacych
mleczan i cytrynian magnezu mieszczg si¢ w zakresach, odpowiednio 44,04-44,82% 1 43,98—
49,07%. W przypadku tabletek musujacych Magnesol 150, wspotczynnik dopasowania wynidst
okoto 22% wskazujac, Ze nie ma on praktycznego znaczenia z punktu widzenia potwierdzenia
obecnosci tego sktadnika w suplemencie diety.

Z wyjatkiem niektorych produktow zawierajacych MgCOs, takich jak Bio-Magnez,
Asparaginum forte Mg + K, Magnezin, NeoMag Forte, Asparaginian extra i Neo-Mag Cardio,
wspotczynniki dopasowania widm FT-IR pozostalych tabletek zawierajacych MgCO3 lub MgO
s generalnie niskie, mieszcza si¢ w zakresie od 0,01 do 16,0%. Fakt ten wskazuje, ze podobnie

jak w przypadku tabletek musujacych Magnesol 150, sktadniki mieszaniny musujacej zawarte
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w tabletkach Zdrovit magnez + wit. B oraz Zdrovit Magnum forte, a takze niektdre substancje
pomocnicze w tabletkach Dolomit VIS sprawiaja, ze ich widma FT-IR r6znig si¢ znacznie od

widm MgCQOs, co uniemozliwia identyfikacje weglanu w preparacie.

4.3. Widma Ramana produktow ze zwiqzkami magnezu

Widma Ramana wskazuja, ze organiczna cze$¢ soli magnezu kwasdéw organicznych
(Rys. 26, widma a-e) i witamina Bs (Rys. 26, widmo j) generujg charakterystyczne czgstosci
Ramana dla grup funkcyjnych wystepujacych w tych zwigzkach [Wesotowski et al., 2014].
Tymi charakterystycznymi pasmami mozna poshizy¢ si¢ w celu wykrycia glownych
sktadnikow badanych produktow. Z drugiej strony, widma Ramana nieorganicznych soli
magnezu nie s3 charakterystyczne, poniewaz poszczegdlne pasma powigzane z drganiami
oscylacyjnymi lub rotacyjnymi czasteczek majg albo niskg intensywnos$¢ (Rys. 26, widma f, g),
albo nie wystepuja weale (Rys. 26, widmo 1) [Sasic & Ozaki, 2010; Skoog et al., 2007]. Jest to
niedogodnos¢ z punktu widzenia identyfikacji soli nieorganicznych. Jedynie w przypadku

weglanu magnezu pasmo Ramana jest intensywne (widmo h) 1 moze by¢ uzyte do jej wykrycia.
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Rys. 26 Widma Ramana: (a) tetrahydratu octanu magnezu (b) cytrynianu magnezu,
(c) dihydratu mleczanu magnezu, (d) walproinianu magnezu, (e) tetrahydratu
wodoroasparaginianu magnezu, (f) tlenku magnezu, (g) wodorotlenku magnezu,
(h) weglanu magnezu, (i) heksahydratu chlorku magnezu i (j) chlorowodorku pirydoksyny.

Dane zamieszczone w Tabeli 21 wskazuja, ze dla wodoroasparaginianu i mleczanu
magnezu, ktore sa gtdéwnymi skiadnikami badanych produktow, wspotczynniki dopasowania
mieszcza si¢ w zakresie, odpowiednio 86,38-94,19% 1 56,61-62,03%. Fakt ten wskazuje, ze
widma Ramana tych produktow prawie pokrywaja si¢ z widmami wodoroasparaginianu i
mleczanu. Najwigksze podobienstwo do widma wodoroasparaginianu magnezu wykazuja

tabletki Laktomag B, ale pomimo relatywnie niskiej zawarto$ci tej soli w tabletkach Aspargin
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(36,1%), wspotczynnik dopasowania widma tego produktu do widma soli magnezu przekracza
77%. Ponadto, ze wzgledu na ztozony skiad tabletek Asparaginum forte Mg+K i Cardiomin Bg,
obecno$¢ wodoroasparaginianu i pozostatych substancji czynnych w tych suplementach diety
odzwierciedlajg niskie wspotczynniki dopasowania, podobnie jak w przypadku widm FT-IR.
Wspolczynniki dopasowania produktéw farmaceutycznych zawierajacych cytrynian magnezu
mieszczg si¢ w zakresie 15,20-20,99%, co nie ma praktycznego znaczenia przy wykrywaniu

tego skladnika. Podobnie wyglada sytuacja tabletek Dipromal 200 mg.
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Rys. 27 Widma Ramana suplementu diety Bio-Magnez, zawierajagcego octan magnezu,
weglan magnezu 1 wodorotlenku magnezu oraz substancje pomocnicze.
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Rys. 28 Widma Ramana suplementu diety BluMag Jedyny zawierajacego tlenek magnezu
i chlorowodorek pirydoksyny oraz substancje pomocnicze.

Wspotezynniki dopasowania widma tabletek Bio-Magnez do widm octanu magnezu,
MgCO; 1 Mg(OH); sa czgsciowo porownywalne z danymi uzyskanymi dla przypadku widm
FT-IR (Tabela 21). Jak pokazano na Rys. 27, mozna wykry¢ octanu magnezu i MgCO3; w
suplemencie diety na podstawie widma Ramana. Z wyjatkiem tabletek Magnezin i NeoMag

forte, dla ktorych wspotczynniki dopasowania wyniosty, odpowiednio 78,07 1 81,78%,
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obecnosci MgO, MgCOs 1 MgCl,-6H,0 w pozostalych produktach nie zdotano potwierdzi¢ na
podstawie wspotczynnikow dopasowania, pomimo wysokiej zawartosci glownych sktadowych.

Przyktadem moga by¢ tabletki BluMag Jedyny (Rys. 28).

84



V. WNIOSKI

1. Na podstawie badan DSC, DTA, TG i DTG rozktadu termicznego pochodnych puryny
(teofiliny, teobrominy, kofeiny, diprofiliny i aminofiliny) i zwigzkéw magnezu (octanu,
walproinianu, mleczanu, cytrynianu i wodoroasparaginianu), zaproponowano ogo6lny
schemat destrukcji termicznej badanych zwigzkéw, wydzielajac kilka podstawowych
etapow rozkladu termicznego. W oparciu o uzyskane dane podano zakresy temperatur,
w ktorych analizowane substancje nie ulegaja rozktadowi 1 mogg by¢ poddane roznym

procesom technologicznym.

2. Stwierdzono, ze rozkiad termiczny metyloksantyn jest zblizony. Teofilina, teobromina i
kofeina ulegaja rozktadowi podczas topnienia, diprofilina po stopieniu jest stosunkowo
trwala 1 paruje w wyzszych temperaturach. Rozkfad termiczny kofeiny 1 diprofiliny
mozna opisa¢ jako proces trojetapowy, a teofiliny, teobrominy i aminofiliny jako dwu-
etapowy. W etapie I nie zachodza zadne procesy zwigzane ze zmiang struktury
chemicznej badanego zwiagzku, co uwidacznia si¢ na krzywych TG 1 DTG brakiem
ubytku masy. Wystepujace w tym etapie wysokie, waskie 1 ostro zakonczone endo-
termiczne piki DTA lub DSC odzwierciedlaja przemiany fazowe, np. topnienie lub
przemian¢ polimorficzng. Ubytek masy w tym etapie powoduje jedynie dehydratacja
aminofiliny. W etapie II zachodzi destrukcja termiczna zwigzkéw z utworzeniem
posrednich produktow rozkiadu, ktorej towarzyszy ponad 90% ubytek masy. Zweglona

pozostato$¢ po tym etapie spala sie¢ w etapie I1I rozktadu.

3. W przypadku soli magnezu kwasdéw organicznych, rozktad termiczny przebiega w
dwoch etapach. W etapie I, obejmujagcym zakres temperatur 35-225°C nastepuje
dehydratacja. Potwierdza to ubytek masy na krzywych TG 1 DTG dla czterech soli
magnezu: octanu, walproinianu, mleczanu i wodoroasparaginianu. Endotermiczne piki
DTA 1 DSC takze potwierdzaja dehydratacj¢. Bezwodne zwiazki ulegaja calkowitej
destrukcji termicznej w etapie Il z utworzeniem MgO jako koncowego produktu
rozktadu. Z kolei nieorganiczne zwiazki magnezu — tlenek, wodorotlenek i1 weglan nie
podlegaja zadnej transformacji termicznej w badanym zakresie temperatur. Wyjatkiem

jest chlorek magnezu, ktéry ulega dehydratacji.

4.  Zastosowanie analizy glownych sktadowych (PCA) do interpretacji danych uzyskanych
z krzywych DTA, TG 1 DTG rozkfadu badanych substancji umozliwito okreslenie relacji

pomiedzy masg probki i1 szybko$cia ogrzewania a przebiegiem destrukcji termicznej
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pochodnych puryny i soli magnezu kwaséw organicznych, a ponadto poszukiwanie

relacji pomiedzy strukturg chemiczng a rozkladem termicznym badanych zwigzkow.

Obliczenia PCA wykazaty, ze rozklad termiczny substancji uwarunkowany jest glownie
szybko$cig ogrzewania. Badajac relacje pomigdzy masg probki i szybkoscig ogrzewania
ustalono, ze masa probki przy szybkosci ogrzewania 3°C/min wpltywa na wyniki
rozktadu w mniejszym stopniu, niz przy szybkosci wynoszacej 15°C/min. Wynika z
tego, ze optymalne warunki do prowadzenia badan nad rozkifadem substancji
organicznych to ogrzewanie 100 mg probek z szybkoscig od 5 do 10°C/min. Obliczenia
PCA wykazaty réwniez, ze sole magnezu kwasow organicznych o podobnej budowie
chemicznej znajdujg si¢ na wykresie PCA w zblizonych zakresach wartosci PC1 1 PC2,
co dowodzi, ze ich destrukcja termiczna odzwierciedla podobienstwo w strukturze

chemicznej

Badaniom poddano rowniez dostepne bez recepty preparaty farmaceutyczne i suplementy
diety (lacznie 57 produktow), zawierajace pochodne puryny i1 zwigzki magnezu.
Wykazano, ze w wiekszosci przypadkow techniki DSC, FT-IR 1 Ramana mogg by¢
wykorzystane do wykrycia glownego sktadnika w tych preparatach. Duzy wplyw na
przydatnos¢ technik DSC, FT-IR 1 Ramana do wykrywania substancji ma zawarto$¢

aktywnych sktadnikéw w badanych preparatach.

Poréwnujac trzy uzyte techniki instrumentalne stwierdzono, ze wyniki uzyskane przy
pomocy spektroskopii Ramana byty przydatne w niewielkim stopniu. Wspotczynniki
dopasowania byly dwukrotnie nizsze, niz te uzyskane przy zastosowaniu spektroskopii
FT-IR, a w przypadku produktow z kofeing — byty kilkukrotnie nizsze w porownaniu do
uzyskanych przy uzyciu spektroskopii FT-IR. Wyjatkiem byly jedynie preparaty
zawierajace kwas acetylosalicylowy, dla ktérych wspotczynniki dopasowania byty
kilkukrotnie wyzsze, niz te wygenerowane na podstawie widm FT-IR. DSC okazala si¢
najbardziej przydatng tchnika, stwierdzono, ze wysokie, waskie 1 ostro zakofczone
endotermiczne piki DSC zwigzane z przemianami fazowymi, gldéwnie topnieniem i
parowaniem, s uzyteczne podczas identyfikacji substancji w badanych preparatach. Do
wykrywania zwigzkéw magnezu mozna poshizy¢ si¢ endotermicznymi pikami DSC

zwigzanymi z dehydratacja.
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STRESZCZENIE

W ostatnich latach metody analizy termicznej znajduja coraz szersze zastosowanie w
farmacji, zarowno w badaniach naukowych jak i w przemysle farmaceutycznym. Powstaje
nowa aparatura do badan termoanalitycznych o zwigkszonej czulosci i szybkos$ci pomiaru, a
przemyst farmaceutyczny wdraza nowe standardy celem spetienia wysokich norm jakos$ci
dazac do zapewnienia bezpieczenstwa terapii. Obserwowane ostatnio tendencje zmierzaja takze
w kierunku monitorowania procesu produkcji w czasie rzeczywistym, co eliminuje konieczno$¢
kontroli jakosci produktu koncowego. Wdrazanie nowego podejscia do problemu jakosci w
branzy farmaceutycznej wymaga m.in. opracowania nowych procedur analitycznych zdolnych
do sprostania tym potrzebom. Biorgc powyzsze pod uwage, celem pracy bylo ustalenie, w
jakim stopniu wybrane techniki analizy termicznej: DSC, DTA, TG 1 DTG oraz spektroskopii
w podczerwieni: FT-IR 1 Ramana, mogg by¢ przydatne do identyfikacji aktywnych sktadnikow
farmaceutycznych w zawierajacych je produktach farmaceutycznych i suplementach diety, na
podstawie badan rozktadu termicznego w stanie statym i w oparciu o analize wspotczynnikéw
podobienstwa widm spektroskopowych.

W pracy wykorzystano stosowane szeroko w lecznictwie pochodne puryny 1 zwigzki
magnezu. Sposrod pochodnych puryny (metyloksantyn) badano teofiling, teobromine, kofeing,
diprofiling 1 aminofiling. Sposréd zwigzkow magnezu badano sole kwasow organicznych i
nieorganicznych: tetrahydrat octanu magnezu, hydrat walproinianu magnezu, hydrat mleczanu
magnezu, cytrynian magnezu i tetrahydrat wodoroasparaginianu magnezu oraz weglan,
chlorek, wodorotlenek i tlenek magnezu, a ponadto wodoroasparaginian cynku. Badaniom
poddano rowniez dostgpne bez recepty preparaty farmaceutyczne i suplementy diety (lgcznie 57
produktow), zawierajacych wyzej wymienione pochodne puryny i zwigzki magnezu. Z technik
analizy instrumentalnej wykorzystano metody analizy termicznej (DSC, DTA, TG 1 DTG) oraz
spektroskopowe (FT-IR i Ramana), poniewaz umozliwiaja szybka analize probek o kilku-
miligramowej masie, eliminujac rowniez czasochtonny proces wydzielania analitu ze zloZzonych
matryc. Zalety tych technik maja zasadnicze znaczenie z punktu widzenia kontroli jakos$ci w
przemysle farmaceutycznym.

Realizujac cel badan sprawdzono mozliwo$¢ zastosowania wybranych technik do
potwierdzenia obecnosci substancji leczniczej w produkcie farmaceutycznym zawierajacym te
substancje 1 kilka (lub kilkanascie) substancji pomocniczych. Badania zostaly poszerzone o
analiz¢ produktow farmaceutycznych wytwarzanych przez rozne firmy, ale zawierajacych te

samg substancj¢ czynng w roznych ilosciach. W ten sposob mozliwe bylo oszacowanie wplywu
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substancji pomocniczych, ich rodzaju i ilosci, na mozliwos$¢ potwierdzenia obecnosci substancji
czynnej w produkcie farmaceutycznym, a takze okreslenie, w jakim stopniu wybrane techniki
analizy termicznej i spektroskopowe moga by¢ przydatne do oceny sktadu dostepnych w
obrocie farmaceutycznym produktéw i suplementow diety.

Wyniki badan termoanalitycznych wykazaty, ze rozktad termiczny metyloksantyn jest
podobny. Z wyjatkiem aminofiliny, pozostate zwigzki nie zawieraja wody krystalizacyjne;.
Teofilina, teobromina i kofeina podczas topnienia ulegaja rozkladowi, za$§ diprofilina po
stopieniu jest stosunkowo trwata i odparowuje dopiero w wyzszych temperaturach. Rozktad
termiczny kofeiny 1 diprofiliny mozna opisa¢ jako proces trdjetapowy, a teofiliny, teobrominy i
aminofiliny jako dwuetapowy. W etapie pierwszym nie zachodzg zadne procesy zwigzane ze
zmiang struktury chemicznej badanego zwiazku, co uwidacznia si¢ na krzywych TG 1 DTG
brakiem ubytku masy. Wystepujace w tym etapie wysokie, waskie 1 ostro zakonczone piki na
krzywych DTA lub DSC odzwierciedlajg przemiany fazowe, np. topnienie lub przemiany
polimorficzne. Ubytek masy w tym etapie zwigzany jest jedynie z dehydratacjg aminofiliny. W
etapie drugim nastgpuje destrukcja termiczna badanych zwigzkow z utworzeniem posrednich
produktow rozktadu, ktérej towarzyszy ponad 90% ubytek masy. Zweglona pozostato$¢ po tym
etapie spala si¢ w trzecim etapie rozktadu.

Analiza krzywych DTA, TG 1 DTG soli magnezu kwasoéw organicznych wskazuje, ze
rozklad termiczny wiekszosci badanych zwigzkow nastepuje w dwoch etapach. W pierwszym
etapie, obejmujacym zakres temperatur od 35 do 225°C nastepuje dehydratacja. Potwierdza to
ubytek masy na krzywych TG 1 DTG dla czterech soli magnezu: octanu, walproinianu,
mleczanu 1 wodoroasparaginianu. Piki na krzywych DTA takze potwierdzaja dehydratacje.
Bezwodne zwigzki ulegaja calkowitej destrukeji termicznej w drugim etapie z utworzeniem
tlenku magnezu (tlenku cynku w przypadku wodoroasparaginianu cynku) jako koncowego
produktu rozktadu. Z kolei nieorganiczne zwigzki magnezu — tlenek, wodorotlenek i weglan
nie podlegaja Zadnej transformacji termicznej w badanym zakresie temperatur. Wyjatkiem
jest chlorek magnezu, ktéry ulega dehydratacji.

Do interpretacji wynikow uzyskanych na podstawie rozkladu termicznego pochodnych
puryny i zwigzkdw magnezu zastosowano analize gldéwnych sktadowych (PCA). Obliczenia
PCA wykonane na podstawie danych otrzymanych z krzywych DTA, TG i1 DTG rozktadu
badanych substancji wykazaly, ze dwie pierwsze glowne skfadowe (PC1 1 PC2) wyjasniaja
facznie ponad 80% zmiennosci a wartosci wlasne PC1 i PC2 sg wigksze niz 2. W zwiazku z
tym relacje miedzy masa probki a szybko$cia ogrzewania badano dla kazdego zwiazku w

ukfadzie dwuwymiarowym PCl1 i PC2. Wskazaty one, Ze na rozklad termiczny badanych
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substancji wptywa przede wszystkim szybko$¢ ogrzewania. Badajac wptyw masy probki przy
statej szybko$ci ogrzewania ustalono, ze masa probki przy szybkosci ogrzewania 3°C/min
wplywa na wyniki rozkladu w mniejszym stopniu, niz przy szybkosci wynoszacej 15°C/min.
Z tych badan wynika wigc, ze szybko$¢ ogrzewania wpltywa na rozklad termiczny w
wigkszym stopniu niz masa probki, a optymalne warunki do prowadzenia badan nad
rozktadem termicznym substancji organicznych to ogrzewanie 100 mg probek z szybkoscia
wzrostu temperatury w zakresie od 5 do 10°C/min. Obliczenia PCA wykazaty rowniez, ze
sole magnezu kwasdéw organicznych o podobnej strukturze chemicznej znajduja si¢ na
wykresie PCA w zblizonych zakresach wartosci PC1 1 PC2, co dowodzi, iz ich rozklad
termiczny odzwierciedla podobienstwo w strukturze chemiczne;.

Wyniki badan termicznych duzej grupy preparatow farmaceutycznych 1 suplementow
diety wykazaty, ze wysokie, waskie 1 ostro zakonczone endotermiczne piki DSC zwigzane z
przemianami fazowymi, gtdéwnie topnieniem 1 parowaniem badanych substancji, moga zostac
wykorzystane do identyfikacji tych substancji w analizowanych produktach. Na mozliwos¢
identyfikacji sktadnika duzy wplyw wywiera jego zawarto§¢ w przeliczeniu na jednostke
masy drazetki, tabletki lub kapsutki. W przypadku preparatow zawierajacych sole magnezu
stwierdzono, ze do wykrycia tych zwigzkéw w badanych probkach mozna poshizy¢ sie
endotermicznymi pikami DSC zwigzanymi z dehydratacja.

Bezposrednia analiza widm FT-IR 1 Ramana nie zapewnia wiarygodnej identyfikacji
sktadnikéw w badanych produktach, zwlaszcza, ze cz¢$¢ substancji to zwigzki nieorganiczne
nie dajace charakterystycznych pasm w widmach. Znacznie korzystniejsze wyniki uzyskano
stosujac tzw. wspotczynnik dopasowania. Najwyzsze wartosci tego wspotczynnika uzyskano
dla widm FT-IR teofiliny, w zakresie 89,6-99,01%, co oznacza, ze widma preparatow z
teofiling niemal pokrywaja si¢ z widmem teofiliny.

Podsumowujac, badania z udzialem wybranych pochodnych puryny i soli magnezu
wykazaty, ze w wigkszos$ci przypadkow techniki DSC, FT-IR 1 spektroskopii Ramana moga
by¢ uzyteczne podczas wykrywania aktywnego sktadnika w produktach farmaceutycznych i
suplementach diety. Pomiary tymi technikami sg proste i nie wymagaja duzego nakladu pracy
w zwigzku z przygotowaniem probki do badan. Duzy wplyw na zdolnos¢ do wykrywania
glownych sktadnikow ma zawarto$¢ tych substancji w badanych produktach. Wyniki
uzyskane przy pomocy technik spektroskopowych sa komplementarne w stosunku do
wynikow otrzymanych technika DSC, przy czym spektroskopia FT-IR byla bardziej uzyteczna

w realizacji celu badan niz spektroskopia Ramana.
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ABSTRACT

In last years the methods of thermal analysis have found wide application in pharmacy,
both in scientific investigations, and in pharmaceutical industry. New instrumentation was
created dedicated to thermoanalytical studies with enhanced sensitivity and measurement rate,
and pharmaceutical industry introduces new standards in order to meet high quality norms for
ensuring the safety of therapy. The newest tendencies lead to monitoring of production process
in a real time, which eliminates the necessity to control the quality of a final product.
Introduction of a new attitude to the quality problem in the pharmaceutical industry requires
among others development of new analytical procedures able to fulfill these needs. Thus, taking
above into consideration, the aim of the work was to establish in which degree the selected
techniques of thermal analysis: DSC, DTA, TG and DTG, as well as infrared spectroscopic
techniques, such as FT-IR and Raman spectroscopy, can be useful for identification of active
ingredients in containing them pharmaceutical products and dietary supplements. These studies
were based on investigations of thermal degradation in a solid state, and by the use of analysis
of similarity coefficients in spectroscopic spectra.

In the work widely used in medicine purine derivatives and magnesium salts were
studied. Among purine derivatives (methylxanthines) the following compounds were
investigated: theophylline, theobromine, caffeine, diprophylline and aminophylline. Magnesium
salts under studies were organic and inorganic: Mg acetate tetrahydrate, Mg valproate hydrate,
Mg lactate hydrate, Mg citrate, Mg hydrogen aspartate tetrahydrate, as well as Mg carbonate,
chloride, hydroxide and oxide, together with Zn hydrogen aspartate. There were also under
investigation the OTC pharmaceutical preparations and dietary supplements (altogether 57
products) containing listed above purine derivatives and Mg salts. From instrumental techniques
in the studies were used thermal methods of analysis (DSC, DTA, TG and DTG), as well as
spectroscopic (FT-IR and Raman), since they are able to do fast analysis of samples with
several milligram mass and to eliminate time-consuming process of extracting the analyte from
complex matrices. Moreover, the advantages of these techniques have crucial significance from
the point of view of quality assessment in the pharmaceutical industry.

Realizing this aim of studies it was checked the possibility to apply selected techniques
for confirmation of presence of a drug substance in a pharmaceutical product containing this
substance and several or more excipients. The investigations were enlarged into analysis of
pharmaceutical products manufactured by different firms, but having the same active ingredient

at various amounts. In this way it was possible to evaluate the impact of excipients, their types
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and quantities, on possibility to confirm the presence of an active ingredient in a pharmaceutical
product, as well as determination, in which degree the selected thermal and spectroscopic
techniques can be useful for composition evaluation of available in pharmaceutical turnover
products and dietary supplements.

The results of thermoanalytical studies have shown that thermal decomposition of
methylxanthines is similar one to each other. Not counting aminophylline, the other compounds
do not comprise crystalline water. Theophylline, theobromine and caffeine during melting are
decomposed, and diprophylline after melting is relatively stable and evaporates at higher
temperatures. Thermal decomposition of caffeine and diprophylline can be described as three-
stage process, while the disintegration of theophylline, theobromine and aminophylline as two-
stage process. In the first stage no processes associated to change of chemical structure take
place, which can be noticed in the TG and DTG curves as no mass loss. Occurring at this stage
high, narrow and sharply ended peaks in the DTA or DSC curves reflect phase transformations,
such as melting or polymorphic transitions. The mass loss in this stage is associated only with
dehydration of aminophylline. At the second stage the thermal destruction of studied
compounds takes place together with creation of intermediate products, along with 90% mass
loss. The charred residue after this stage is burned during the third stage of decomposition.

Analysis of DTA, TG and DTG curves of magnesium organic salts shows that the
thermal decomposition of majority of investigated compounds goes through two stages. In the
first stage, which comprise the temperature range from 35 to 225°C, dehydration takes place. It
is confirmed by mass loss in the TG and DTG curves registered for four magnesium salts:
acetate, valproate, lactate and hydrogen aspartate. The peaks in DTA curves also confirm the
dehydration. Anhydrous compounds are subjected to total thermal destruction at the second
stage with creation of Mg oxide (Zn oxide in the case of Zn hydrogen aspartate) as final
product of decomposition. On the other hand, inorganic magnesium compounds — oxide,
hydroxide and carbonate are not thermally transformed in the studied range of temperatures.
The only exception is magnesium chloride, which goes through dehydration.

For the interpretation of obtained results based on thermal decomposition of purine
derivatives and Mg salts, principal component analysis (PCA) was applied. PCA calculations
performed for the data obtained from DTA, TG and DTG curves of thermal decomposition of
investigated substances have shown that first two principal components (PC1 and PC2) explain
together above 80% of variability, and the eigenvalues of PC1 and PC2 are higher than 2. Due
to this fact, the relations between the sample mass and heating rate were investigated for each

compound in the two-dimensional plot PC1 and PC2. They showed that the heating rate had the
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highest impact on their thermal decomposition. Analyzing the influence of sample mass during
constant heating rate it was found that the sample mass at 3°C/min heating rate has less impact
on the results of thermal decomposition, than at 15°C/min heating rate. Thus, from these
investigations it results that the heating rate has its impact on thermal decomposition in higher
degree than the sample mass, and the optimum conditions for conducting the studies on
thermal decomposition of organic substances is achieved at heating 100 mg samples with the
heating rate in the range from 5 to 10°C/min. Moreover, PCA calculations have also revealed
that magnesium salts of organic acids with similar chemical structure can be found in PCA
plot at close PC1 and PC2 values, which is a proof that their thermal decomposition reflects
similarity of their chemical structures.

The results of thermal analysis for huge group of pharmaceutical preparations and
dietary supplements have shown that high, narrow and sharply ended endothermic DSC peaks
associated to phase transitions, mainly melting and evaporation of studied substances, can be
use for identification of these substances in the analyzed products. On possibility to identify the
ingredient, massive impact has its concentration recalculated into unit of mass of dragees, tablet
or capsule. In the case of preparations containing magnesium salts it was determined that for
detection of these compounds in the studied samples, it is possible to use the endothermic DSC
peaks associated with dehydration.

Direct FT-IR and Raman spectra analyses doesn’t assure reliable identification of
studied products, especially when the part of substance constitutes inorganic compounds, which
do not give characteristic bands in spectra. Much more reliable results were obtained by
application of so called similarity coefficient. The highest values of this coefficient were
achieved for FT-IR spectra of theophylline, in the range 89.6-99.01%, which means that the
spectra of theophylline preparations almost overlap the spectra of theophylline.

Concluding, the studies with the use of purine derivatives and magnesium salts have
shown that in the majority of cases the DSC, FT-IR and Raman techniques can be useful for
detecting an active ingredient in the pharmaceutical products and dietary supplements. The
measurements performed by these methods are simple and do not require much efforts during
preparation of a sample for study. Then huge impact on ability to detect principal constituents
has the concentration of these substances in studied products. The results obtained by
spectroscopic techniques are complementary in relation to the DSC results, and FT-IR
spectroscopy appeared to be more suitable for realization of the aim of studies than Raman

spectroscopy.
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