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1. Imie¢ i Nazwisko: Przemystaw Talik

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania
oraz tytulu rozprawy doktorskiej:

8 wrzesnia 1988 Magister Chemii — specjalno$¢ Agrobiochemia.

Prace magisterska wykonatem w Katedrze Fizyki Chemicznej Wydziatu Mat.-Fiz.-Chem.
Wyzszej Szkoty Pedagogicznej w Opolu, pod kierunkiem prof. dr hab. Witolda Wactawka.

18 lipca 2008 Doktor nauk farmaceutycznych w zakresie chemii lekow.

Rozprawe doktorskg pt.: ,,Badania w grupie 1,3,7,8-pochodnych ksantyny o potencjalnym
dziataniu na receptory adenozynowe” wykonalem w Katedrze Chemii Farmaceutycznej

Wydziatlu Farmaceutycznego UJ CM, pod kierunkiem prof. dr hab. Macieja Pawtowskiego.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

od X.2009 — adiunkt w Katedrze Chemii Nieorganicznej i Analitycznej Wydzialu
Farmaceutycznego UJ CM

X1.1994 — 1X.2007 asystent w Katedrze Chemii Farmaceutycznej Wydziatu Farmaceu-
tycznego UJ CM

X11.1987 — 1X.1992 stanowisko inzynieryjno-techniczne w Katedrze Fizyki Chemicznej

Wydziatu Mat.-Fiz.-Chem. Wyzszej Szkoty Pedagogicznej w Opolu

4. Omowienie osiagnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy

4.1 Tytut osiggniecia naukowego

»Ro0znicowa kalorymetria skaningowa (DSC) w badaniach analitycznych
lekow z zastosowaniem niektorych uwodnionych polisacharydow (HPC,

HPMC)”
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4.2 Wykaz cyklu powigzanych tematycznie artykutow naukowych wchodzgcych w sktad

osiggniecia naukowego

Lp. Publikacja IF MNiSW

H1 Talik P, Hubicka U. The DSC approach to study non-freezing 2,471 25
water contents of hydrated hydroxypropylcellulose (HPC): A study
over effects of viscosity and drug addition. J. Therm. Anal.
Calorim. 2018;132(1):445-451.

W tej pracy jestem zard6wno autorem pierwszym jak
I korespondencyjnym. Mo¢j wklad w jej powstanie polegal na:
opracowaniu koncepcji i zaplanowaniu wszystkich badan,
sporzadzeniu wszystkich probek wraz z wszystkimi pomiarami
DSC, analizie i interpretacji otrzymanych wynikéw, omowieniu
wnioskow, napisaniu publikacji, przygotowaniu tabel i rycin,
edycji manuskryptu oraz dyskusji z recenzentami.

H2 Talik P, Hubicka U. A study of the drying behaviour of various 4,626 70
types of hydrated hydroxypropyl cellulose (HPC) and their
mixtures with drugs of different solubility using DSC. J. Therm.
Anal. Calorim. 2021;143:247-254.

W tej pracy jestem zarOwno autorem pierwszym jak
I korespondencyjnym. M¢j wkiad w jej powstanie polegal na:
opracowaniu koncepcji 1 zaplanowaniu wszystkich badan,
sporzadzeniu wszystkich probek wraz z wszystkimi pomiarami
DSC, analizie 1 interpretacji otrzymanych wynikow, omowieniu
wnioskow, napisaniu publikacji, przygotowaniu tabel i rycin,
edycji manuskryptu oraz dyskusji z recenzentami.

H3 Talik P, Piotrowska J, Hubicka U. The Influence of Viscosity and 2,401 100
Non-freezing Water Contents Bounded to Different Hydroxypropyl
Celluloses (HPC) and Hydroxypropyl Methylcelluloses (HPMC)
on Stability of Acetylsalicylic Acid. AAPS PharmSciTech.
2019;20:187.

W tej pracy jestem zarOwno autorem pierwszym jak
I korespondencyjnym. M¢j wklad w jej powstanie polegatl na:
opracowaniu koncepcji 1 zaplanowaniu wszystkich badan,
sporzadzeniu wszystkich probek wraz z wszystkimi pomiarami
DSC, analizie i interpretacji otrzymanych wynikow DSC 1 UV/Vis,
omoéwieniu wnioskow DSC i UV/Vis, napisaniu publikacji,
przygotowaniu tabel i rycin, edycji manuskryptu oraz dyskusji z
recenzentami.
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H4

Talik P, Piwowarczyk J, Muszynska B, Hubicka U. DSC study of
hydration and water-holding behaviour of cultured in vitro
mycelium and naturally grown fruiting bodies of freeze-dried
Boletus badius, Agaricus bisporus and Cantharellus cibarius. J.
Therm. Anal. Calorim. 2021;143:3525-3532.

W tej pracy jestem =zaréwno autorem pierwszym jak i
korespondencyjnym. M¢j wkilad w jej powstanie polegal na:
opracowaniu koncepcji i zaplanowaniu wszystkich badan, analizie
1 interpretacji otrzymanych wynikow, omoéwieniu wnioskow,
napisaniu publikacji, przygotowaniu tabel i rycin, edycji
manuskryptu oraz dyskusji z recenzentami.

4,626

70

HS

Talik P, Moskal P, Proniewicz LM, Wesetucha-Birczynska A. The
Raman spectroscopy approach to the study of Water—Polymer
interactions in hydrated hydroxypropyl cellulose (HPC). J. Mol.
Struct. 2020;1210:128062.

W tej pracy jestem pierwszym autorem. Mo6j wktad w jej powstanie
polegal na opracowaniu koncepcji badan, czeSciowym
sporzadzeniu probek oraz napisaniu ogdélnego zarysu tekstu
W obszarze wstepu, omowienia wynikow 1 wnioskow koncowych.
Uczestniczylem w przygotowaniu odpowiedzi dla recenzentow.

3,196

70

H6

Talik P, Mendyk A. Machine Learning for the Identification of
Hydration Mechanisms of Pharmaceutical-Grade Cellulose
Polymers and Their Mixtures with Model Drugs. Appl. Sci.
2021;11:7751.

W tej pracy jestem zarOwno autorem pierwszym jak
i korespondencyjnym. Moj wkiad w jej powstanie polegal na
opracowaniu koncepcji badan, metodologii, analizy formalnej,
napisaniu i przygotowaniu oryginalnego projektu, redakcji tekstu,
wizualizacji, napisaniu wnioskow koncowych oraz przygotowaniu
odpowiedzi dla recenzentow.

2,679

70

SUMA

19,999

405
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4.3 Omowienie celu naukowego i wynikow opisanych w cyklu publikacji wchodzqcych

W sktad osiggniecia naukowego

4.3.1 Wprowadzenie

Celuloza jest liniowym, homopolimerowym polisacharydem zbudowanym z podjednostek
B-D-glukopiranozowych, potaczonych wigzaniem p—1,4—0-glikozydowym. Wazng cechg tego
biopolimeru, stosunkowo nietypowa w §wiecie polisacharydow, jest jego samoorganizujaca si¢
struktura  krystaliczna, powstajagca w zwigzku Z mozliwos$cia tworzenia  si¢
wewnatrzczasteczkowych  oraz  miedzyczasteczkowych ~ wigzan ~ wodorowych — [1].
W odroznieniu od swoich pochodnych o budowie eterowej i estrowej, celuloza jest

nierozpuszczalna w wodzie.

Etery celulozy otrzymywane sa w wyniku syntezy, w reakcji bezposredniego podstawienia
w jej grupach hydroksylowych, podstawnikéw o charakterze pochodnych alifatycznych.
Rodzaj podstawnika oraz stopien podstawienia (usredniona liczba podstawionych grup

w celulozie) determinuje wlasciwosci fizyko-chemiczne otrzymanej pochodnej.

Potsyntetyczne pochodne naturalnej celulozy o budowie eterowej okazaly si¢ bardzo
uzytecznymi polimerami, znajdujac zastosowanie w takich dziedzinach, jak Zywno$¢, produkty
kosmetyczne, budownictwo, przemyst papierniczy i tekstylny. Ich ugruntowana pozycja
I szczegblna warto$¢ w zastosowaniach farmaceutycznych zwigzana jest z takimi
wlasciwo$ciami, jak wysokie temperatury zeszklenia, wysoka stabilno$¢ chemiczna
i fotochemiczna, rozpuszczalno$é, ograniczona krystaliczno$¢, zdolno$¢ tworzenia wigzan
wodorowych 1 niska toksycznos¢. Jesli chodzi o toksycznosé, etery celulozy zasadniczo nie
majg zdolnosci przenikania przez enterocyty przewodu pokarmowego, co czyni je

bezpiecznymi dla wszelkich farmaceutycznych postaci leku.

Jedng z powszechnie stosowanych pochodnych eterowych celulozy, jest hydroksypropylo
celuloza (HPC), syntetyzowana w $rodowisku alkalicznym, w reakcji celulozy z tlenkiem
propylenu, w warunkach podwyzszonej temperatury i ci$nienia. Modelowy fragment tancucha

o podstawieniu molowym rownym 3,0 zostat przedstawiony na Rysunku 1.

6/72



Autoreferat - dr Przemystaw Talik

H OR
H
OH
H
H |\ o
O
OR
OH
R =
CHj3
CHgy

Rysunek 1. Struktura hydroksypropylo celulozy o podstawieniu molowym réwnym 3,0.

Drugorzedowe grupy hydroksylowe w tancuchach bocznych, sa dostgpne do dalszej
eteryfikacji, co umozliwia powstawanie tancuchow bocznych zawierajacych wiecej niz jeden
podstawnik propylenowy. Poniewaz usredniona warto$¢ podstawienia molowego jest stata,
kontrolowanie stopnia polimeryzacji szkieletu celulozy pozwala na otrzymywanie szeregu
pochodnych o zréznicowanych masach czasteczkowych i lepkosciach [2]. Jest regula, Zze ze

wzrostem stopnia polimeryzacji wzrasta lepko$¢ polimeru.

Tabela 1. Podstawowe wlasciwosci fizykochemiczne hydroksypropylo celulozy Klucel® Pharm wybranych typow
LF, MF, HF, przeznaczonych dla przemystu farmaceutycznego.

masa stopien zawartos¢ grup 2- W roztworze
typ HPC czasteczkowa  podstawienia  hydroxypropylowych  lepko$é [cP] .
0 stezeniu
[Da] molowego [%]
LF 95000 3,6 72,8 126 5%
MF 850000 3,8 74,8 6300 2%
HF 1150000 3,8 74,5 2850 1%

Hydroksypropylo celuloza jest eterem niejonowym o wiasciwosciach amfifilowych.
Hydrofobowe podstawniki hydroksypropylowe nadajg jej termoplastyczno$¢ i pewien stopien
aktywnosci powierzchniowej. Jednoczesnie, podobnie jak inne rozpuszczalne w wodzie etery
celulozy, HPC modyfikuje wlasciwosci reologiczne koloidalnych roztworéw wodnych,

zaggszczajac je i polepszajac ich stabilnos¢ koloidalng [1].

Hydroksypropylo celuloza jest szeroko wykorzystywana w preparatach farmaceutycznych.
Polimery o niskiej lepkosci sa stosowane jako $rodki wiazace w tabletkach o szybkim
uwalnianiu. Odmiany o S$redniej i wysokiej lepko$ci mozna znalezé w preparatach

matrycowych o przedtuzonym uwalnianiu. Mieszanki HPC i innych polimerow celulozowych
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stosuje si¢ w celu poprawy charakterystyki granulacji na mokro i charakterystyKi
tabletkowania. W preparatach do stosowania miejscowego HPC stosuje si¢ w plastrach

przezskornych i preparatach okulistycznych [1].

Ponadto; HPC to popularny zaggszczacz, stabilizator, emulgator i zamiennik thuszczu
W przemysle spozywczym [3,4] oraz surowiec w innych nowoczesnych gat¢ziach przemystu
[5-7].

Podobnie jak inne polisacharydy (np. hydroksypropylometylo celuloza HPMC, chitozan,
schizofylan, kwas hialuronowy), takze hydroksypropylo celuloza, ze wzgledu na swoja
biokompatybilnos¢ z ludzka tkanka i sktadnikami krwi, niska toksyczno$¢ a takze stosunkowo
tatwa dostepnos¢ 1 powtarzalnos¢ otrzymywania zréoznicowanych struktur, jest bardzo chetnie
badanym polimerem o charakterze modelowym. To szczegodlne zainteresowanie jest migdzy
innymi zwigzane z duzg zdolnos$cig polisacharydow do zmiany wilasciwosci mechanicznych
I chemicznych, w obecno$ci nawet §ladowych ilosci wody. W ten sposdb czgsteczki wody,
poprzez wigzania wodorowe z innymi czasteczkami wody, jak rowniez z grupami funkcyjnymi,
takimi jak np.: karbonylowa, hydroksylowa czy aminowa, moga modyfikowa¢ architekturg

wewnetrzng matrycy, co prowadzi do powstania nowej, stabilnej struktury przestrzennej [1,2].

Wspolczesne rozumienie tego zjawiska zaktada istnienie trzech odrgbnych frakcji wody:
silnie zwigzanej wody niezamarzajgcej (non-freezing water — NFW), wody zwigzanej

zamarzajacej (freezing bound water — FBW) i wolnej (free water — FW) [8].

Niezamarzajgca woda (NFW) to zasob wody, ktorej czasteczki znajduja si¢ w bezposrednim
sgsiedztwie tancuchow polisacharydu, zwigzane wigzaniami wodorowymi, zamknigte lub
W specyficzny sposdb ograniczone w nanoprzestrzennych pulapkach. Wzajemne
oddziatywania, o ktérych mowa, sg tak silne, Ze kalorymetrycznie nie obserwuje si¢ proceséw
krystalizacji i topnienia podczas odpowiednio — chtodzenia i ogrzewania. W literaturze znajduja
si¢ doniesienia, ze w warunkach eksperymentu, ten rodzaj wody nie krystalizuje nawet po
schtodzeniu do —100 °C [9]. NFW to frakcja wody, ktdra nie uczestniczy w tworzeniu si¢ lub
topieniu lodu. Dla niskich stezen, cata pula wody znajdujaca si¢ w ukladzie jest uwazana za
niezamarzajacg [9]. Zawartos¢ NFW wyraznie wzrasta, gdy w strukturze polimeru obecne sa
struktury zjonizowane [H1]. Berthold i wsp. [10] wykazali, ze najbardziej sprzyjajacym
powstawaniu wody niezamarzajacej jonem jest Li*, a nastepnie, w kolejnosci malejacej

wydajnosci, Na*, K*, Ca?* i H*,
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Pochodzenie wody niezamarzajagcej NFW jest przedmiotem wiclu badan [8,11-14],
W ktérych generalnie obserwuje si¢ dwa gldwne nurty dyskusyjne. W czesci dostepnych
publikacji postuluje si¢, ze zjawisko niezamarzania wody moze by¢ efektem czysto
kinetycznym, poniewaz ponizej temperatury zeszklenia Tg, ruchliwos¢ tancuchow
polimerowych utrudnia dyfuzj¢ czasteczek wody, a tym samym zapobiega tworzeniu zarodkow
krystalizacji (nukleacja) i wzrostowi krysztaldéw. W tym obszarze zaproponowano rowniez, ze
zjawisko niezamarzania wody jest zwigzane z temperaturg aktywnos$ci pary przechtodzonej
wody, poniewaz obnizenie temperatury zamarzania jest funkcja aktywnosci wody jako

wilasciwosci koligatywnej [13].

W drugim nurcie, pojecie wody NFW rozumiane jest jako zespot czasteczek wody, ktore
oddziatujg z grupami polarnymi tancuchéw polimerowych i/lub pozostaja w bezposrednim
poblizu tych makroczasteczek, nie bedac w ten sposob zdolnymi do asocjacji 1 tworzenia lodu
czy krystalitow [9,11,12]. W tej samej grupie badan wskazano, ze woda zamknigta
W przestrzeniach, ktérych wymiary nie przekraczaja kilku angstremow, réwniez nie posiada
zdolnosci do krystalizacji [11,12,16]. W szeregu eksperymentdw wykazano, ze promien
krytyczny jader lodu w temperaturze zamarzania wynosi okoto 1 nm. Dlatego oczekuje si¢, ze
zarodkowanie lodu bedzie silnie hamowane, jesli czasteczki wody znajda si¢ w zamknigtych
przestrzeniach o wymiarach zblizonych lub mniejszych niz 2 nm [13]. Tak wigc obecnosé
swoistych ,,nanoprzestrzeni” lub ,,nanoporéw” (nanocavities, nanopores) w hydrozelach moze
mie¢ istotny wptyw na powstawanie wody niezamarzajacej. Uwage zwraca tez fakt, ze woda
zamknigta w matych hydrofobowych domenach moze podlegac tak zwanej zimnej krystalizacji,
tj. procesowi, w ktorym podczas ogrzewania nastgpuje przemiana ze stanu amorficznego do

krystalicznego [16].

Rosngca zawarto$¢ wody powoduje zajmowanie nowych obszarow, bardziej oddalonych od
tancuchow polimerowych. W obszarach tych czasteczki wody sg stabiej wigzane, a zatem moga
krystalizowa¢. Poniewaz cata pula wody znajdujagca si¢ w uktadzie jest uwazana za
niezamarzajaca, uznaje si¢, ze struktury nanoprzestrzenne s3 juz obsadzone. Frakcja ta,
tradycyjnie nazywana wodg zwigzang zamarzajaca FBW, charakteryzuje si¢ miedzy innymi
istotnie nizszg entalpig topnienia, obnizong temperaturg krzepniecia oraz silng zaleznoscig od
tzw. historii termicznej, charakterystycznej dla cieczy przechtodzonej (supercooling) [8].
W rezultacie, wod¢ FBW mozna odrézni¢ od wolnej FW, chociaz obie frakcje uwazane sg za
zamarzajace. Woda wolna FW nie r6zni si¢ znaczaco temperaturg topnienia i krystalizacji oraz

entalpig przemian fazowych od wody normalne;j [8].
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Wspotistnienie trzech frakcji wody w matrycy polimerowej tworzy specyficzny uktad,
sktadajacy si¢ z tancuchow polimerowych, zamarznigtej] wody (lodu), niezamrozonej wody
I pustych przestrzeni. Zarowno 16d, jak i niezamrozona woda moga by¢ osadzone w porach
i/lub wnekach matrycy polimerowej. Jak juz wspomniano, gdy wymiary takiej wneki nie
przekraczajg kilku angstremow, krystalizacja wody jest trudna lub niemozliwa. Liu i wsp. [16]
nazwali takie puste przestrzenie ,,nanowngkami” (nanocavities) i wykazali, ze wigzania
wodorowe nie s3 jedynym czynnikiem majagcym wplyw na krystalizacje wody. Ponadto
zasugerowali, ze woda zwigzana wigzaniami wodorowymi, to tylko jeden z mozliwych stanow

fizycznych w polimerze [16].

Sposrod metod instrumentalnych, ktore maja zastosowanie w badaniach wody zwigzanej,
nalezy wspomnie¢ o m.in. magnetycznym rezonansie jadrowym (NMR) [17,18], rezonansie
magnetycznym (MRI) (magnetic resonance imaging) [19], reflektometrii TDR [17], metodach
spektroskopowych IR i Ramana [9,20,21] oraz r6znicowej kalorymetrii skaningowej (DSC)
[22-27]. Badanie procesow topnienia/zamrazania z uzyciem DSC wydaje si¢ by¢ najbardziej

odpowiednig technika do ilo§ciowego wyznaczania wody NFW.

Kalorymetria jest podstawowa technika pomiaru witasciwos$ci termicznych stosowang
W celu ustalenia zwigzku pomiedzy temperaturg a okreslonymi witasciwosciami fizycznymi
badanego materiatu. Ponadto, jest to jedyna metoda bezposredniego badania zmian entalpii AH
badanych proceséw fizycznych. Analiza przejs¢ fazowych, we wspotczesnych badaniach nad
lekiem, w znacznym stopniu przyciaga uwage wielu grup badawczych zajmujacych si¢ Drug
Discovery and Development. Badanie parametrow termodynamicznych, takich jak topnienie
(Tm), krystalizacja (Tc) czy temperatura zeszklenia (Tg), entalpia (AH) 1 pojemnos$¢ cieplna
(Cp), jest zrodtem cennych informacji, ktore mozna wykorzystaé przy opracowywaniu zarGwno
nowych lekow, jak i ulepszeniu tych juz stosowanych w terapii. Ze wzgledu na wzgledng
tatwos$¢, zarowno analizy jakosciowej jak 1 ilosciowej, technika DSC ma swojg ugruntowang

pozycje i pierwszenstwo przed innymi.

Kazdy lek lub jego aktywne lub nieaktywne farmakologicznie odmiany polimorficzne,
charakteryzuje si¢ pewng pojemnos$cig cieplna, ktéorg mozna zmierzy¢ na podstawie réznicy
entalpii AH w trakcie okreslonego programu temperaturowego. Towarzyszace inne leki,
zwigzki chemiczne, substancje pomocnicze lub czasteczki rozpuszczalnikow, moga
modyfikowac bezposrednie otoczenie badanego leku za pomocg oddziatywan chemicznych lub

fizycznych. Zmiany te manifestujg si¢ na krzywej DSC w postaci roznych efektow
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endotermicznych, najczesciej zwigzanych z topnieniem, przejsciem szklistym postaci
amorficznej lub tez odparowaniem rozpuszczalnika. Efekty egzotermiczne mogg mie¢ zwigzek
z procesami Kkrystalizacji. Zarowno przejscia polimorficzne, jak i dekompozycja termiczna

moga by¢ zwigzane z obydwoma typami efektéw cieplnych [28-31].

Wymienione procesy fizyczne i przemiany, byty przedmiotem szeregu prac badawczych
zwigzanych z zastosowaniem metody DSC w mojej pracy zawodowej. Potencjalne
niezgodno$ci pomigdzy lekiem a wybranymi substancjami pomocniczymi, analizowatem na
przyktadzie flukonazolu i celulozy mikrokrystalicznej Vivapur 212, laktozy i ksylitolu
w publikacji pt. ,Differential Scanning Calorimetry (DSC) in the Study of Potential
Incompatibilities Between Fluconazole and Selected Pharmaceutical Excipients” [32].
Poniewaz z technologicznego punktu widzenia, interakcje lekow z substancjami pomocniczymi
czy tez matrycami nosnymi, indukowane w procesach technologicznych, sa czgsto trudne do
przewidzenia, w publikacji pt. “The influence of sample preparation and the presence of other
API and excipients on the use of DSC method in quantification of paracetamol in commercially
available tablets” [33], pokazalem; w jaki spos6b metoda sporzadzania takich mieszanin
wplywa na oznaczenia iloSciowe z uzyciem DSC. Przedmiotem badan byt paracetamol
wchodzacy w sktad komercyjnie dostgpnych preparatow w formie tabletek. W pracy
uwzgledniono takze wplyw obecnosci innych lekow, takich jak ibuprofen, butylobromek

hioscyny, kofeina i fosforan kodeiny [33].

Analiza roznicy entalpii procesu topnienia w funkcji stezenia, umozliwia takze
zastosowanie metody DSC w analizie ilosciowej, w pelnym zakresie stezen analitu. I cho¢
rzadko stosowana, poniewaz ugruntowang pozycj¢ w tym obszarze analizy ma wysokosprawna
chromatografia cieczowa HPLC, to przewaga techniki kalorymetrycznej polega na mozliwosci
pomiaru np. sproszkowanej tabletki w postaci niezmienionej (stata postac leku). W przypadku
HPLC jest to niemozliwe. Przyktadem, w ktorych zastosowatem DSC w analizie iloSciowej sa
publikacje pt. “Quantification of active pharmaceutical ingredients in commercially available
poly pharmaceutical tablets by means of DSC” [34] oraz “The use of the DSC method in
quantification of active pharmaceutical ingredients in commercially available one component
tablets” [35]. W doniesieniach tych [34,35] analizowalem komercyjnie dostepne jedno- i

dwusktadnikowe tabletki paracetamolu i ibuprofenu.

Przejécia fazowe takie jak amorfizacja, mialem mozliwo$¢ bada¢ 1 opisa¢ w pracy pt.

“Application of supercritical carbon dioxide to enhance dissolution rate of bicalutamide™ [36],
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w ktorej podjeto udang probe zwigkszenia rozpuszczalnos$ci trudno rozpuszczalnego,
niesteroidowego leku o dziataniu przeciw-androgenowym. W pracy pt. ,,The Influence of
Ionizing Radiation on Itraconazole in the Solid State” [37], opisane zostaly moje badania

dotyczace stabilnosci itrakonazolu eksponowanego na promieniowanie jonizujace.

Publikacja pt. ,,Photodegradation assessment of ciprofloxacin, moxifloxacin, norfloxacin
and ofloxacin in the presence of excipients from tablets by UPLC-MS/MS and DSC” [31],
ktorej jestem wspotautorem, jest przykladem zastosowania techniki DSC w badaniu
dekompozycji lekow. Celem badan tych lekéw z grupy fluorowanych chinolonéw, byta ich

fotodegradacja, analizowana przy zastosowaniu r6znych technik instrumentalnych [31].

Przyktadem zastosowania DSC, jako techniki wspierajacej obserwacje morfologicznych
zmian zachodzacych w uwodnionych tabletkach, jest praca pt. ,,Magnetic resonance
microscopy  for assessment of morphological changes in hydrating
hydroxypropylmethylcellulose matrix tablets in situ — is it possible to detect phenomena related
to drug dissolution within the hydrated matrices?” [19].

Podstawa przeprowadzonych serii badan, w czesci dotyczacej réznicowej kalorymetrii
skaningowej (DSC), prezentowanego cyklu habilitacyjnego, byta metoda, ktorej teoretyczne
uzasadnienie przedstawit Liu i wsp. [24]. W pracy tej, autorzy zamiescili wyniki badan nad
uwodnionym kwasem hialuronowym, w zwigzku z jego unikalng zdolno$cig do
przechowywania i uwalniania wody, a takze pewnymi niespOjno$ciami w wyjasnieniu
niektorych danych eksperymentalnych, opublikowanych wczesniej przez innych autoréw. Liu
zaproponowat alternatywna hipotez¢ 1 iloSciowe podejscie do analizy tych danych.
W  przeprowadzonych rozwazaniach matematycznych, skoncentrowanych na procesie

topnienia uwodnionego kwasu hialuronowego, znajdujemy nastgpujace konkluzje:

1) jesli istnieje krytyczne stezenie wody w mieszaninie, ponizej ktorej nie obserwowane sg
(kalorymetrycznie) piki procesow krystalizacji 1 topnienia, to taki typ wody nalezy uznaé za

bardzo silnie zwigzang wode niezamarzajacg (NFW);

Zjawisko to pokazano na Rysunku 2 — dla st¢zenia wody Wc = 0,56 g/g nie obserwuje si¢

endotermicznego piku procesu topnienia.
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Rysunek 2. Krzywe DSC procesu topnienia, otrzymane z probek hydroksypropylo celulozy typ HPC-HF
uwodnionych w zakresie W¢ pomigdzy 0.56 a 2.46 g/g.

2) dajace si¢ zarejestrowac piki, zarowno krystalizacji jak i topnienia, ilosciowo naleza do
pozostatych typéw wody wolnej FW i zwigzanej zamarzajacej FBW, a ich mas¢ mozna

obliczy¢ pomniejszajgc mase catkowita wody (mwody) 0 mas¢ wody NFW (mnrw);
Mpy + Mppw = Myoay — Myrw
3) tylko zmiana zawartoSci stezenia wody w obrebie tej puli, odpowiada za zmiang
rejestrowanej entalpii badanych procesow;
AHzmierzone = AHpw +rBw

Majac na uwadze powyzsze; dla dowolnej suchej masy probki msp uwodnionej masg wody
Mwody, dla ktorej zmierzono kalorymetrycznie (DSC) zmiang entalpii o warto$ci 4Hzmierzone,
dostajemy:

AHzmierzone _ AHFW+FBW
Mgy Mgy

gdzie iloraz A Hymierzone/Msp okresla warto$¢ zmierzonej entalpii 4H normalizowanej do masy

suchej substancji (nieuwodnionej probki).

Otrzymana warto$¢ zmierzonej entalpii AH dotyczy tylko mas wody FW i FBW, zatem

rownanie tozsamosciowe mozna dalej przeksztatci¢ do postaci:
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AHzmierzone _ AHFW+FBW (m +m )
- FW FWB
Mgy Mgy X (Mpy + Mpyp)
i dalej:
AHzmierzone _ AHFW+FBW (m m )
- wody — M"'NFwW
Mgp Msp X (Mpw + Mewp)

jesli stezenie wody w mieszaninie wyrazimy W postaci stosunku masy wody do masy suchej

substancji Wc:

Myoqd
W, = —22
Mgy

to rownanie przyjmie postac:

AHymierzone  AHpwirsw <mwody> AHpw +rpw <mNFW>
Mgy Mpy + Mpywp \ Mgy Mpy + Mpywp \ Mgy

czyli:

AHzmierzone _ AHzmierzone < W, AHzmierzone <mNFW>
Mgy + Mpwp

= - —
Mg, Mpy + Mpwp Mgy,

W wyniku opisanych przeksztatcen otrzymujemy linowa funkcje opisang roOwnaniem
AH = a*Wc + b (warto$¢ entalpii 4H normalizowana do masy suchej substancji). Jesli warto$¢

AHomierzone/Msp = 0 (ekstrapolacja prostej), to:

AHzmierzone <mNFW> AHzmierzone

= X WC
Mgy + Mpywp \ Mgp Mpy + Meywp

I PO uproszczeniu:
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co pokazuje, ze ponize] pewnego st¢zenia granicznego, przy ktérym na krzywej DSC
(w warunkach eksperymentu) nie obserwuje si¢ endotermicznego piku procesu topnienia wody
(4H:mierzone/Msp = 0), stezenie Wc badanej probki opisuje bezposrednio masg silnie zwigzane;j

niezamarzajacej wody NFW, przypadajaca na jednostkowa mase¢ suchej probki.

Zatem, jesli obliczone w pomiarach DSC entalpie topnienia probek normalizowanych do
suchej masy, odtozone w funkcji zawartosci wody Wc majg charakter liniowy, to wartos¢ silnie
zwigzane] wody niezamarzajacej NFW jest wartoscig ekstrapolowang otrzymanej funkcji do
zera— AH = 0. Graficznym obrazem takiej zaleznosci jest Rysunek 3 — miejsce przecigcia osi

Wc dla wartosci funkcji rownej zero oznaczono czerwonym markerem.

600 -
400 -

200 -

AT

Rysunek 3. Entalpie topnienia probek normalizowanych do suchej masy, odtozone w funkcji zawartosci wody
W¢c majg charakter liniowy. Zawartos¢ silnie zwigzanej wody niezamarzajgcej NFW jest wartoscia
ekstrapolowang otrzymanej funkcji do zera — AH = 0. Miejsce przeciecia osi Wc dla warto$ci funkcji rownej zero
0znaczono czerwonym markerem.

Metoda zaproponowana przez Liu i wsp. [24] znalazta swoje uznanie wsrod zespotdw
zajmujacych si¢ problematyka, w ktorej obecno$¢ wody jest kluczowa dla aktywnosci badanej
substancji, jak miato to miejsce w przypadku kwasu hialuronowego [24,26,38]. Ponadto,
metoda ta znalazta zastosowanie w przemysle spozywczym [39,40], dla opisu wiasciwosci

fizykochemicznych niektorych polisacharydow [22], a takze w rolnictwie [41].

Przyktady zastosowania omowionej metody DSC w analizie zawarto$ci silnie zwigzanej
wody niezamarzajgcej NFW w hydroksypropylo celulozie (HPC) oraz hydroksypropylometylo

celulozie (HPMC) opisatlem w publikacjach H1 pt. ,,The DSC approach to study non-freezing
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water contents of hydrated hydroxypropylcellulose (HPC): A study over effects of viscosity
and drug addition” i H3 pt. ,,The Influence of Viscosity and Non-freezing Water Contents
Bounded to Different Hydroxypropyl Celluloses (HPC) and Hydroxypropyl Methylcelluloses
(HPMC) on Stability of Acetylsalicylic Acid” wchodzacych w sktad cyklu habilitacyjnego.
Innowacjg w tej metodzie bylo zbadanie zawartosci NFW w mieszaninach tych polimerow
Z lekami o zroznicowanej rozpuszczalnosci i oceny ich wptywu na t¢ zawarto$¢. Ponadto,
omoéwiong metod¢ zastosowatem w badaniu zawarto$ci NFW w materiale grzybowym, w tym
po raz pierwszy w hodowlach mycelialnych (in vitro) Boletus badius, Agaricus bisporus oraz
Cantharellus cibarius. Wyniki tych badan byty przedmiotem publikacji H4 pt. “DSC study of
hydration and water-holding behaviour of cultured in vitro mycelium and naturally grown
fruiting bodies of freeze-dried Boletus badius, Agaricus bisporus and Cantharellus cibarius”

réwniez wchodzacej w sktad cyklu habilitacyjnego.

Poniewaz omoéwiona metoda otwieratla nowe mozliwosci poznawcze w zakresie badania
uwodnionych  polimerow  hydrofilowych, Prasova i wsp. [26] zaproponowali
zaimplementowanie jej w procesach parowania. Przez analogi¢, badang zawartos¢ wody
nazwano woda nicodparowujaca NEW (non evaporating water), po czym ze wzgledow
formalnych, zamieniono na Nev — woda zwigzana z procesem parowania. Dyskusja, jaka
przeprowadzili autorzy tej pracy, pozwolita powigza¢ powstajace w strukturze czystych

polisacharydéw nanoprzestrzenie z ich zdolno$cig do wigzania i zatrzymywania wody [26].

Rozwazania te skierowaly moja uwagg¢ na procesy technologiczne stosowane w trakcie
wytwarzania statych formulacji farmaceutycznych — glownie tabletek. Etap suszenia, ktory ma
na celu usunigcie nadmiaru wilgoci ze sproszkowanej masy lub z granulatu i/lub zapewnienie
odpowiednich parametrow masy tabletkowej, prowadzi do odparowania rozpuszczalnikéw
zaabsorbowanych, natomiast moze nie powodowac usunigcia wody silnie zwigzanej
z tancuchami polimeru (NFW) lub zamknigte; w jego nanoprzestrzeniach (Nev). Przyktad
zastosowania techniki DSC, zaimplementowanej do analizy zawartosci wody zwigzanej
z procesem parowania Ney opisatem w pracy H2 pt. ,,A study of the drying behaviour of various
types of hydrated hydroxypropyl cellulose (HPC) and their mixtures with drugs of different
solubility using DSC” oraz H4 pt. “DSC study of hydration and water-holding behaviour of
cultured in vitro mycelium and naturally grown fruiting bodies of freeze-dried Boletus badius,

Agaricus bisporus and Cantharellus cibarius” wchodzacych w sktad cyklu habilitacyjnego.
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Podsumowujac. Stosowana metoda DSC, ktorej opublikowane wyniki stanowig czesé

prezentowanego cyklu habilitacyjnego posiada zalety, ktore wykazano w nastepujacych

publikacjach:

1.
2.

10.

11.

12.

umozliwia oznaczenie zawarto$ci wody niezamarzajacej NFW — H1, H3, H4
umozliwia oznaczenie zawartosci wody zwigzanej z procesem parowania Ney — H2, H4
pozwala na badanie wptywu lepkosci i masy czasteczkowej uwodnionych matryc
polimerowych na zawartosci NFW i Ney — H1-H3

pozwala na badanie wptywu lekow dobrze i stabo rozpuszczalnych w wodzie, na
zawarto$ci NFW 1 Ney — H1-H3

umozliwia oceng wptywu NFW 1 Ny oraz lepkosci 1 masy czasteczkowej uwodnionych
matryc polimerowych na trwatos¢ lekéw — H3

pozwala na badanie wlasciwosci fizykochemicznych réznych uktadéw matrycowych —
H1-H4

daje mozliwos$¢ badania roznych typoéw wody a takze oznaczenie zawarto$ci NFW 1 Ney
w materiatach biologicznych — H4

daje mozliwo$¢ uzupehienia, istotnego dla przemystu spozywczego, diagramu
fazowego wody o alternatywnie obliczong zawarto§¢ wody NFW oraz o nowy sktadnik
Nev — H4

dzieki ocenie bilansu zawarto$ci NFW 1 Nev, daje mozliwo$¢ oceny udziatu charakteru
wigzania si¢ wody: wigzania wodorowe (H-bonds) vs putapkowanie w swoistych
strukturach nanoprzestrzennych (nanocavities) — H2-H4

uzyskane wyniki znajduja potwierdzenie i koreluja z wynikami otrzymanymi metoda
spektroskopii Ramana — H5

krzywe DSC spelniajg wymagania jako zmienne wejSciowe dla metod Al/ML (Artificial
intelligence/Machine learning) w modelowaniu predykcyjnym badanej wtasciwosci
fizykochemicznej — H6

pelny zakres badan wymaga stosunkowo niewielkiej ilosci substancji — przy 3
powtdrzeniach okoto 250 mg; ponadto metoda charakteryzuje si¢ krotkim czasem

analizy oraz brakiem koniecznosci stosowania wzorcow.
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Do chwili powstania niniejszego autoreferatu, w literaturze cytowanej w dostepnych

Bazach Bibliotecznych, opisana metoda po raz pierwszy:
- znalazta istotne zastosowanie w dziedzinie nauk farmaceutycznych
- dotyczyta lekdw o zréznicowanej rozpuszczalnosci

- zostata uzyta w mieszaninach tych lekéw z substancjami stosowanymi jako matryce

uwalniania, sktadniki formulacji czy postaci leku

- zostata potwierdzona wynikami uzyskanymi metoda spektroskopii Ramana — w wyniku

czego potwierdzono jej kompatybilnos¢ z ta metoda

- zostala wykorzystana jako wyjsciowa baza danych dla sporzadzenia modelu predy-
kcyjnego, z zastosowaniem metod Al/ML (Artificial intelligence/Machine learning)

Trojwymiarowa sie¢ uwodnionych polimerow disacharydowych, wraz z ich
wlasciwosciami  fizykochemicznymi, moze by¢ modyfikowana nie tylko iloscia
zaabsorbowanej wody, ale takze obecno$cig innych sktadnikéw, takze tych aktywnych
farmakologicznie (API — artificial pharmaceutical ingredient). Dzigki zmniejszeniu odlegtosci
pomiedzy tancuchami polimeru, zmniejsza si¢ wspotczynnik dyfuzji efektywnej, co
w konsekwencji prowadzi do wydtuzenia czasu uwalniania leku z matrycy. W ten sposob

mozna kontrolowa¢ proces uwalniania leku.

W zwigzku z powyzszym, ocena wplywu lepkosci i masy czasteczkowej polimeru oraz
obecnos$ci lekdw o zrdznicowanej rozpuszczalnosci na zawarto§¢ niezamarzajacej zwigzanej
wody NFW w modelowych mieszaninach jednosktadnikowych, bedzie miata istotny wplyw

w badaniach nad nowoczesnymi systemami uwalniania lekow.
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4.3.2 Cel naukowy badan

Celem badawczym przedstawionego osiggniecia habilitacyjnego, byto badanie wplywu lekow
o dobrej i stabej rozpuszczalnosci, lepkosci matrycy polimerowej oraz obecnosci silnie
dysocjujgcych kationow; na zawartos¢ wody niezamarzajgcej NFW oraz zwigzanej
z procesem parowania Nev, za pomocq zoptymalizowanej metody réznicowej kalorymetrii
skaningowej DSC. W obszarze zainteresowania, znalazlo sig takze potwierdzenie moZliwosci
jej zastosowania dla innych materiatow, w tym pochodzenia naturalnego.

Podobnie, niezwykle interesujgcq czescig zaplanowanego cyklu byfa ocena, czy uzyskane
wyniki eksperymentalne korelujq z wynikami otrzymanymi innymi, instrumentalnymi
metodami badania ciala statego.

Zaplanowano takze podjecie proby sporzqdzenia teoretycznego, jakosciowego i ilosciowego,
modelu rozktadu poszczegolnych frakcji wody, ktory zostalby otrzymany z uZyciem

zawansowanych technik obliczeniowych AI/ML.

4.3.3 Omowienie wynikow badan

Podstawa habilitacji jest cykl szeSciu oryginalnych artykutéw (H1-H6), ktore omawiam
ponizej. Zgodnie z mojg wiedza, badania wykonane prezentowang metodg DSC, nie byly jak
dotad przedmiotem innych publikacji.

H1  Talik P, Hubicka U. The DSC approach to study non-freezing water contents of
hydrated hydroxypropylcellulose (HPC): A study over effects of viscosity and drug addition.
J Therm Anal Calorim. 2018;132(1):445-451.

Hydroksypropylo celuloza jest bardzo istotnym dla przemystu farmaceutycznego, chetnie
badanym polimerem o charakterze modelowym 1 podobnie jak inne poéisyntetyczne celulozy
charakteryzuje si¢ duza zdolnos$cig do zmiany wtasciwosci mechanicznych 1 chemicznych
W obecno$ci nawet §ladowych ilosci wody. Jednym z elementdw charakteryzujacych
jakosciowo 1 ilosciowo te wlasciwosci, jest zawarto$¢ silnie zwigzanej niezamarzajacej wody

NFW.

Jak juz wspomniano, wilasciwosci fizykochemiczne uwodnionych polimeréw disa-

charydowych, moga by¢ takze modyfikowane obecnos$cig czgsteczek lekow. Efekt ten jest
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wynikiem interakcji z tahcuchami polimeru poprzez roéznej mocy wigzania wodorowe,
oddziatywania hydrofobowe, oddzialywania jon-dipol czy tez stabymi mi¢dzyczasteczkowymi

sitami przyciagania, jakimi sg sity van der Waalsa.

Majac na uwadze duza ré6znorodnos$¢ takich niekowalencyjnych oddziatywan, postanowiono
takze zbada¢ wplyw obecnosci kationow metali, ktore tworza dobrze rozpuszczalne sole

organiczne.

Celem niniejszej pracy bylo stwierdzenie, w jaki sposob modelowe leki o malych masach
czgsteczkowych, prostej strukturze przestrzennej i zroZnicowanej rozpuszczalnosci, mogq
modyfikowaé zawartosci wody niezamarzajgcej NFW, silnie zwiqgzanej w przestrzennej sieci
uwodnionej hydroksypropylo celulozy o réinej lepkosci i masie molekularnej. W tym celu,
obok surowych polimerow, przedmiotem badan byly takie ich mieszaniny ze stabo
rozpuszczalnym kwasem salicylowym i bardzo dobrze rozpuszczalnym salicylanem sodu.
Badania zostaly wykonane 7 wykorzystaniem omoéwionej we wstepie metody DSC.

Wainym celem przeprowadzonych na tym etapie badan, bylo dopracowanie warsztatu
sporzgdzania uwodnionych probek polimeru i jego mieszanin w oczekiwanych stezZeniach
wody, optymalizacja metody w czesci instrumentalnej oraz obliczeniowej. Prezentowane

badania mialy charakter nowatorski.

W celu zrealizowania zamierzonego celu, do badan DSC wybrano hydroksypropylo
celulozy Klucel®Pharm LF, MF i HF oraz ich mieszaniny dwusktadnikowe (1:1 m/m)
z kwasem salicylowym (SA) i salicylanem sodu (NaSA). Rozpuszczalno$¢ w wodzie uzytych
lekow wynosita odpowiednio okoto 2,2 1 1200 g/L. Kazda z otrzymanych w ten sposob 9 serii
pomiarowych zostata przebadana w zakresie stezen Wc od 0,2 do 5,0 g/g — pojedyncza serig
reprezentowato od 20 do 23 probek. Pomiary DSC realizowano 3 stopniowym programem
temperaturowym: 1 — chlodzenie od 20 C do —55 C z szybko$cig 3 C/min; 2 — cze$¢
izotermiczna: 2 minuty w temperaturze —55 C; 3 — grzanie powrotne do temperatury 20 C.
Tygle DSC wazono przed i po kazdym cyklu pomiarowym, aby sprawdzi¢ czy masa probki nie

ulegta zmianie. %RSD wszystkich pomiardéw nie przekroczyt 4,9%.

Otrzymane krzywe zaleznosci AH = f(Wc) charakteryzowaly si¢ silng korelacja, wyrazajaca
si¢ wspotczynnikiem R? zawartym w przedziale od 0,9922 do 0,9992 (Tabela 2).
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Tabela 2. Zawarto$¢ niezamarzajacej wody NFW obliczona dla surowej HPC oraz jej mieszanin z lekami
0 zrbznicowanej rozpuszczalnosci: kwasem salicylowym (SA) i salicylanem sodu (NaSA); nNFW oznacza liczbe
czasteczek wody przypadajaca na jednostke disacharydowa HPC; * dla poréwnania przytoczono warto§ci NFW
polisacharydoéw zmierzone przez innych autorow [22].

HPC R? NFW [g/g] NNFW

LF 0.9928 0.54 22.2

MF 0.9922 0.54 22.9

HF 0.9936 0.51 21.7
LF/SA 0.9992 0.19 7.8
MF/SA 0.9949 0.18 7.7
HF/SA 0.9927 0.17 7.2
LF/NaSA 0.9970 0.50 20.6
MF/NaSA 0.9972 0.48 20.4
HF/NaSA 0.9966 0.44 18.7
*chitozan 0,37 7,0
*schizofylan 0,38 14,1
*hialuronian 0,77 17,2
*CMC 90 kDa 0,77 18,7
*CMC 700 kDa 0,84 21,9
*celuloza 0,14 2,4

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze w warunkach eksperymentu, réznica
pomiedzy lepkosciami badanych surowych typéw HPC HF, MF, LF rzgdu 126 vs 6300 [cp] nie
wplywa na zawarto§¢ NFW, poniewaz obliczone warto$ci wahaty si¢ od 0,51 do 0,54 g/g.
Obecnos¢ stabo rozpuszczalnego kwasu salicylowego byla powodem prawie 3 krotnie
mniejszego stgzenia NFW w badanych mieszaninach — 0,17-0,19 g/g. Ten interesujacy fakt
wskazuje, ze na powstawanie niezamarzajacej wody w surowym polimerze, maja wpltyw
zarowno hydrofilne grupy tancuchoéw polimeru, oddziatywujace via wigzania wodorowe, jak
I architektura przestrzenna w postaci swoistych nanostruktur (,, nanocavities ), zdolnych do
pulapkowania czasteczek wody. W mieszaninach HPC/SA, gdzie zawartos¢ hydroksypropylo
celulozy jest nizsza o polowg (mieszaniny 1:1 m/m), mozliwo$¢ utworzenia si¢ wigzan
wodorowych w miejscach hydrofilnych jest wyraznie mniejsza. Podobnie, male czasteczki
kwasu salicylowego utrudniaja formowanie si¢ struktur nanoprzestrzennych poprzez wzrost
ilosci centréw hydrofobowych oraz blokowanie dostepu do nich w sposéb czysto mechaniczny
(zawada steryczna). Zawarto§¢ NFW obliczona dla mieszanin z bardzo dobrze rozpuszczalng

sola sodowa kwasu salicylowego, zawierajaca si¢ w przedziale od 0,44 do 0,50 g/g, byla
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poréwnywalna z zawarto$cig wyznaczong dla surowej HPC. Wskazuje to na silny dysocjacyjny

wptyw jonu Na®, pochodzacego od tatwo dysocjujacej soli sodowej salicylanu.

Wynikiem przeprowadzonych badan byta rowniez obserwacja, ze obecno$¢ matych
czasteczek lekow o stabej 1 bardzo dobrej rozpuszczalno$ci w wodzie, silnie roznicuje
maksymalng temperatur¢ Tmax procesu topnienia wody zawartej w mieszaninie. Dla takich
samych stezen wody We, salicylan sodu powodowat silne obnizenie Tmax topnienia (Rysunek
4c), podczas gdy dla mieszanin z kwasem salicylowym temperatury te byty dodatnie w catym
zakresie pomiarowym — Rysunek 4b. Maksymalne temperatury topnienia wyjsciowych HPC
(Rysunek 4a) miaty charakter mieszany i dla stezen Wc <~2,0 g/g byly ujemne a dla stgzen Wc
> ~2,0 g/g dodanie.
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Rysunek 4. Zalezno$¢ pomigdzy maksymalng temperatura Tmax procesu topnienia wody a jej zawartoscia Wec,
otrzymang dla poszczegolnych typow HPC (4A) oraz ich mieszanin z lekami (4B i 4C — mieszaniny
odpowiednio z kwasem salicylowym i salicylanem sodu): LF (niebieski trojkat), MF (pusty zielony kwadrat),
HF (z6tty peiny okrag); pozioma czerwona przerywana linia wskazuje 0 C; dla celéw porownawczych osie We
i Tmax zostaly znormalizowane do tej samej skali.

Osiggniecia:

- zoptymalizowano metod¢ sporzadzania surowych probek HPC oraz ich mieszanin
Z modelowymi lekami o oczekiwanych stezeniach wody Wc

- zoptymalizowano program temperaturowy na potrzeby stosowanej metody DSC

- przeprowadzono pomiary DSC procesu krystalizacji i topnienia uwodnionych hydroksy-
propylo celuloz typu LF, MF i HF o zr6znicowanych masach czasteczkowych i lepko$ci oraz

obliczono dla nich zawartosci wody niezamarzajgcej NFW

- w celu sprawdzenia wpltywu lekow o zréznicowanej rozpuszczalnosci, przeprowadzono
takze odpowiednie pomiary DSC oraz obliczenia NFW mieszanin HPC ze stabo

rozpuszczalnym kwasem salicylowym i bardzo dobrze rozpuszczalnym salicylanem sodu

- zawarto$¢ NFW dla czystych HPC waha si¢ odpowiednio od 0,51 g/g dla typu HPC-HF
do 0,54 g/g dla obydwu pozostatych typow LF i MF

- lepko$¢ HPC w zakresie 126 — 6300 [cP] nie wplywa na zawartos¢ NFW
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- obecnos¢ stabo rozpuszczalnego w wodzie kwasu salicylowego obniza zawarto§¢ NFW

do okoto 30% —to jest 0,17 g/g, 0,18 g/g, 0,19 g/g odpowiednio dla typow HF, MF i LF

- obecno$¢ bardzo dobrze rozpuszczalnego w wodzie salicylanu sodu powoduje, ze
zawarto§¢ NFW jest nieco nizsza/porownywalna do zawartosci NFW obliczonych dla
wyjsciowych typow HPC — to jest 0,44 g/g, 0,48 g/g, 0,50 g/g odpowiednio dla typéw HF, MF
i LF

- wzrostowi zawartosci NFW, w poréwnaniu do mieszanin HPC/SA, sprzyjaja tatwo

dysocjujgce kationy jednowarto$ciowe Na*

- obecno$¢ matych czasteczek lekow o stabej 1 bardzo dobrej rozpuszczalno$ci w wodzie,
silnie r6znicuje maksymalng temperaturg Tmax procesu topnienia wody zawartej w mieszaninie:
mieszaniny HPC/NaSA powoduja obnizenie Tmax topnienia do warto$ci ujemnych; Tmax
topnienia mieszanin HPC/SA s3 dodatnie w calym zakresie pomiarowym; maksymalne
temperatury topnienia czystych HPC maja charakter mieszany i dla stezen Wc < ~2,0 g/g sa

ujemne a dla stgzen Wc > ~2,0 g/g dodanie.

H2  Talik P, Hubicka U. A study of the drying behaviour of various types of hydrated
hydroxypropyl cellulose (HPC) and their mixtures with drugs of different solubility using
DSC. J Therm Anal Calorim. 2021;143:247-254.

Wytwarzanie lekow jest zlozonym procesem technologicznym, w ktorym poszczegdlne
etapy, takie jak mielenie, mielenie na mokro, granulowanie, suszenie, mieszanie
i tabletkowanie, moga mie¢ krytyczny wplyw na wlasciwosci fizyczne i mechaniczne tabletek.
W nastgpstwie tego typu obrobki, istnieje realna mozliwos$¢ zaburzania rozpuszczalno$ci leku
oraz jego biodostepnosci, co w konsekwencji moze zagraza¢ powodzeniu catej farmakoterapii.
Kluczowym elementem tych proceséw, obok substancji pomocniczych, jest woda, wygodne
medium do przeprowadzania wszystkich proceséw technologicznych, ktéra nalezy usunaé
przed ostateczng formulacja tabletki. Podczas suszenia, woda jest zwykle usuwana przez
wymuszone odparowanie za pomocg zrodta ciepla, rzadziej stosuje si¢ inne metody, jak np.
sublimacja czy krystalizacja. Kontrola energii potrzebnej do usunigcia wilgoci z preparatu
farmaceutycznego jest wazng kwestia dla zachowania odpowiednich wtasciwosci

farmakologicznych i fizykochemicznych leku. Odparowanie wody z prostych systeméw nie
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stanowi wiekszego problemu, cho¢ wcigz niewiele wiemy o usuwaniu jej z podtozy o silnym

powinowactwie do wody.

Usuwanie wolnej wody typu FW, odbywa si¢ w temperaturze do 100 °C. Jednak
w temperaturze wyzszej niz 100 °C parowanie wody moze przebiega¢ dalej, zwlaszcza
w uktadach zawierajgcych, obok wody wolnej, zasob wody typu NFW. Zjawisko
dwuetapowego parowania opisywal miedzy innymi Hatakeyama i wsp. [42]. W swoich
badaniach termograwimetrycznych (TG) autorzy doniesienia pokazali, ze pierwszy etap tego
procesu konczyt si¢ ponizej 100 °C, ale drugi przebiegat w zakresie od 147 °C do 197 °C.
Zgodnos$¢ wynikow réznicowej analizy termicznej ze spadkiem masy uzyskanym przez TG,

zostata potwierdzona w innych badaniach tego samego autora [43].

Tradycyjne podejscie w badaniu uwodnionych struktur polimerowych polega na analizie
wczesniej wspomnianych 3 frakcji wody NFW, FBW 1 FW. Metoda z wyboru jest roznicowa
kalorymetria skaningowa DSC. Istnieja jednak alternatywne podejscia [22,26,44] zwigzane
z wyznaczaniem entalpii parowania wody (Nev). W takim przypadku termin ,entalpia
parowania” AH definiuje si¢ jako energi¢ wymagang do odparowania wody zaabsorbowanej
przez uwodniong struktur¢ polimeru. Zatem podobnie jak w przypadku zdolnos$ci wody do
niezamarzania, wod¢ zwigzang z procesem parowania Ney mozna uzna¢ za wode, ktéra
pozostaje w materiale w temperaturach znacznie przekraczajacych 100 °C, a nawet 140° C.
Badanie entalpii parowania wody, byto przedmiotem wcze$niejszych doniesien, w ktorych
przebadano kilka powszechnie uzywanych w przemysle farmaceutycznym polisacharydow,
takich jak hialuronian, chitosan, schizophyllan, CMC 90 i 700 kDa oraz celuloza [22,26,44].
Z wylaczeniem hialuronianu, zalezno$¢ AH od zawartosci wody Wc wszystkich badanych
probek, byla liniowa w catym zakresie stezen. Jak sugeruja Liu i wsp. [24], wartos$¢
wspotczynnika kierunkowego a w rownaniu AH = f(Wc) (y=axx+b) jest bezposrednio zwigzana
z entalpig parowania. Innymi stowy, im mniejsza warto$¢ tego wspotczynnika, tym mniej
energii potrzeba do odparowania wody z prébki. Dodatkowo, pula wody zwigzanej, zwlaszcza
niezamarzajacej NFW, potrzebuje wigcej energii do odparowania [45]. Podobnie, wartos¢
wyrazu wolnego b z tego samego rownania mozna uznac za ciepto uwalniane podczas procesu

hydratacji.
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Celem niniejszej pracy bylo wyznaczenie zawartosci oraz zweryfikowanie sposobu
wigzania wody, biorgcej udzial w procesie odparowania (Nev), uwodnionej hydroksypropylo
celulozy o zroZnicowanej lepkosci i masie molekularnej. W celu Stwierdzenia w jaki sposob
leki mogg modyfikowad te zawartosé i sam proces parowania, obok surowych polimerow
HPC, w badaniach uiyto ich mieszaniny 7 modelowymi lekami o malych masach
czgsteczkowych, prostej strukturze przestrzennej i groznicowanej rozpuszczalnosci, jakimi sq
kwas salicylowy i jego sodowa sol — salicylan sodu. Badania zostaly wykonane
Z wykorzystaniem omowionej we wstepie metody DSC. Integralng czescig pracy bylo
wykazanie istotnego wplywu swoistych struktur nanoprzestrzennych na zdolnosé
sporzgdzonych mieszanin do wiqzania lub przetrzymywania wody. W zwigzku 7 czym,
otrzymane wyniki Ney korelowano z obliczonymi w H1 zawartosciami wody niezamarzajgcej
NFW. Przedmiotem analizy byl takze wplyw silnie dysocjujgcego kationu Na*. Prezentowane

badania mialy charakter nowatorski.

Przedmiotem pomiarow DSC byly, podobnie jak w publikacji H1, surowe hydroksypropylo
celulozy a takze ich mieszaniny dwuskladnikowe (1:1 m/m) z kwasem salicylowym SA
i salicylanem sodu NaSA. Analogicznie, otrzymano 9 serii pomiarowych, ktéore w tym
przypadku zostaty przebadane w mniejszym niz poprzednio zakresie stezen Wc; pomigdzy 0,2
g/g a 3,5 g/g. W kazdej serii znajdowato si¢ 12-16 probek. Podobnie jak w poprzedniej serii
badan, wszystkie pomiary DSC powtdrzono trzykrotnie a dla wybranych probek, ktore
zmierzono co najmniej 5 razy, wyznaczono wzgledne odchylenie standardowe %RSD. Pomiary
DSC realizowano w perforowanych tyglach aluminiowych, przy uzyciu nast¢pujacego
programu temperaturowego: 1 — chtodzenie od 20 C do —40 C z szybkoscig 5 C/min; 2 —
grzanie od —40 to 150 °C z szybkoscig 3 °C/min. Zamrozenie probek przed zasadniczym
pomiarem (etap 1 programu temperaturowego) miato na celu tatwiejszg identyfikacje poczatku
procesu parowania, ktory zaczyna si¢ natychmiast po zakonczeniu procesu topnienia. Zjawisko
to, zaznaczone czerwonym okregiem na Rysunku 5, jest charakterystyczne dla wszystkich

badanych probek i byto przedmiotem analiz, opisanych takze w innych publikacjach [22,45,46].
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Rysunek 5. Przyktadowa krzywa DSC, na ktorej pokazano przebieg stosowanego programu temperaturowego.
Czerwonym okregiem zaznaczono obszar zakonczenia procesu topnienia i natychmiastowe rozpoczecie procesu
parowania — na Rysunku 5A dodatkowo wyeksponowano i powigkszono ten obszar. Zielony okrag wskazuje
sposdb naktadania si¢ 2 obszarow zwigzanych z procesem parowania. Obserwowane wlasciwosci krzywej DSC

sg charakterystyczne dla wszystkich badanych probek.

W trakcie dalszego ogrzewania niemieszanej hydroksypropylo celulozy, obserwowano dwa

czgsciowo nakladajace si¢ piki parowania. Efekt ten zaznaczono zielonym okregiem na

Rysunku 5A. Takie naktadanie si¢ 2 obszar6w mozna takze tatwo przesledzi¢ na Rysunku 6,

gdzie pokazano krzywe DSC probek HPC typu HF, zarejestrowanych dla réznych zawartosci

wody We.

Exo

Endo

Rysunek 6. Szereg wyb
HF; wartosci liczbowe

AH [mW/mg]

Tpae = 106.4°C
W, = NFW
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ranych krzywych DSC procesu parowania wody zabsorbowanej na surowej HPC typu
przy kazdej krzywej sg zwiazane ze stgzeniem wody Wc; NFW mieszaniny HPC/HF
wynosi 0,51 g/g [H1].
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Dla stezen ponizej i okoto NFW (w tym przypadku 0,54 g/g [H1]), cata pula wody
W matrycy uwazana jest za niezamarzajaca. Swiadczy o tym widoczny tylko jeden pik
parowania przy temperaturze maksymalnej Tmax=106,4 °C, pochodzacy wiasnie od tej frakcji
wody. Gdy zawarto$¢ wody w probee znaczgco przekroczyta zawartos¢ NFW — We = 0,88 g/g
— pojawia si¢ drugi pik przy 91,9 °C, pochodzacy od sumy wody wolnej FW i zwigzanej
zamarzajacej FBW. Przy dalszym wzro$cie stgzenia wody w probcee, pik nalezacy do wody
niezamarzajacej NFW (warto$¢ stala) zaczyna naktada¢ si¢ na pik parowania sumy wody FBW
i FW, po czym finalnie zostaje calkowicie zastoniety przez t¢ sktadowg — Wc = 2,46 g¢/g,
Tmax=102,3 °C.

W grupie mieszanin HPC i kwasu salicylowego naktadanie si¢ pikow nie jest widoczne, co
pokazano na Rysunku 7. Jak wida¢, w calym zakresie stezen wody wystepuje tylko jeden (poza
procesem topnienia) pik endotermiczny, zwigzany z procesem parowania. Podobnie, jak dla

wyj$ciowych typow HPC, parowanie rozpoczyna si¢ przy 0 °C i konczy przy okoto 130 °C.

0.99
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2.25
2.73

10 60 110 160
Temperatura [°C]
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AH [mW/mg]

&

Rysunek 7. Szereg wybranych krzywych DSC procesu parowania wody zabsorbowanej w mieszaninie HPC z
kwasem salicylowym; warto$ci liczbowe przy kazdej krzywej s zwigzane ze stgzeniem wody Wc; NFW
mieszaniny HPC-HF/SA wynosi 0,17 g/g [H1].

Krzywe DSC uwodnionych mieszanin HPC z dobrze rozpuszczalnym salicylanem sodu
charakteryzuja si¢ innym przebiegiem w poréwnaniu do surowych typéw HPC lub ich

mieszanin z kwasem salicylowym. Przedstawione na Rysunku 8 piki procesu parowania sg
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wyraznie rozdzielone — wyrazniej niz to miato miejsce w przypadku ich niezmieszanych
odpowiednikéw. Dla stezenia wody 0,53 g/g widoczny jest pojedynczy pik przy Tmax okoto
105°C - tak jak w poprzednich przypadkach, odpowiada on zajmowanej w pierwszej
kolejnosci puli wody NFW. W miare wzrostu stezenia wody (Wc > 0,8 °C) pojawiajg si¢ nowe

piki przy okoto 95 °C, cze$ciowo natozone z gldwnym pikiem przy okoto 105 °C.
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96.6°C 95.2°C 97.2°C
106.7°C  105.1°C 107.2°C

Endo «—— Exo
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Rysunek 8. Szereg wybranych krzywych DSC procesu parowania wody zabsorbowanej w mieszaninie HPC
z salicylanem sodu; wartosci liczbowe przy kazdej krzywej sa zwiazane ze stezeniem wody Wc; NFW
mieszaniny HPC-LF/SA wynosi 0,50 g/g [H1].

Otrzymane krzywe zaleznosci 4H = f(Wc) charakteryzowaty si¢ silng korelacjg a wspot-
czynnik R? byt zawarty w przedziale od 0,9869 do 0,9977 (Tabela 3).

Porownanie ilos$ci wody zwigzanej z procesem parowania Ney niemieszanych typow HPC
HF, MF, LF z zawarto$ciami wody niezamarzajacej NFW odpowiednio 0,51, 0,54, 0,54 g/g
[H1] wskazuje, ze zawartoSci NFW sg znacznie wigksze oraz ze nie sg bezposrednio zwigzane

zaroOwno z lepkoscia, jak 1 masg czasteczkowg polimeru.

Odmienne wtasciwos$ci mozna zaobserwowa¢ w przypadku badanych mieszanin ze stabo
rozpuszczalnym kwasem salicylowym. Zawartosci wody Nev i NFW odpowiednio 0,17, 0,18,
0,19 g/g dla HF/SA, MF/SA, LF/SA [H1] sa w zasadzie porownywalne i tylko nieznacznie

wieksze niz obliczone dla surowych polimeréw.
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Tabela 3. Zawarto$¢ wody otrzymanej w trakcie procesu odparowania wody z surowych HPC a takze ich
mieszanin ze stabo rozpuszczalnym kwasem salicylowym (SA) i bardzo dobrze rozpuszczalnym salicylanem sodu
(NaSA); nNev oznacza liczbg czasteczek wody przypadajaca na jednostke disacharydowa HPC; * dla poréwnania
przytoczono warto$ci Ney polisacharydéw zmierzone przez innych autoréw [22].

wspotczynniki regresji liniowej

typ HPC Nev [0/0] NNev NFW [g/g] R?
a b

HPC-HF 0.11 4.7 0.54 2723 =311 0.9977
HPC-HF/SA 0.15 6.4 0.54 2299 =335 0.9954
HPC-HF/NaSA 0.27 115 0.51 2296 —614 0.9961
HPC-MF 0.11 4.7 0.19 2392 —261 0.9927
HPC-MF/SA 0.12 5.1 0.18 2317 —273 0.9956
HPC-MF/NaSA 0.19 8.1 0.17 2231 —415 0.9943
HPC-LF 0.11 4.5 0.50 2553 —285 0.9869
HPC-LF/SA 0.11 45 0.48 2245 —241 0.9966
HPC-LF/NaSA 0.16 6.6 0.44 2450 —388 0.9933

*chitozan 1,06 20,1 0,37 - - -

*schizofylan 0,38 14,8 0,38 - - -

*hialuronian 0,3 6,7 0,77 - - -

*celuloza 0,2 34 0,77 - - -

W zwiazku z tym, korzystajac z toku rozumowania Ml€ocha i wsp. [22] mozna stwierdzié,
ze badane mieszaniny tworzg Struktury nanoprzestrzenne o znacznie wigkszej $rednicy niz te
powstate w surowym HPC. W takich warunkach woda niezamarzajagca NFW sktada si¢ gtownie
z czgsteczek wody oddzialujacych wigzaniami wodorowymi z grupami hydrofilowymi
polimeru i w mniejszej czesci pochodzi od wody zamknigtej w tych przestrzennych putapkach.
W rzeczywistosci, do zerwania wigzan wodorowych i uwolnienia czasteczek wody
Z nanoprzestrzeni o matej $rednicy (surowych HPC) potrzeba wigcej energii niz do uwolnienia
tych samych czasteczek wody z nanoprzestrzeni o wigkszej srednicy. Ponadto okazuje sie, ze
liczba dostepnych nanoprzestrzeni jest ograniczona, poniewaz obecno$¢ kwasu salicylowego

zwigksza ilo$¢ centréw hydrofobowych w mieszaninie.
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Jak pokazano w Tabeli 3, mieszaniny HPC/NaSA wykazywaly wyzszg zawarto$¢ Ney
W pordwnaniu z surowymi probkami HPC lub ich mieszankami z SA. Jednoczesnie,
odpowiednie zawartosci NFW sa prawie rowne zawartosci obliczonej dla probek
niemieszanych, odpowiednio 0,44, 0,48, 0,50 g/g — HF/NaSA, MF/NaSA, LF/NaSA [H1]. Fakt
ten nalezy wytlumaczy¢ silniejszym oddziatywaniem pomiedzy zdysocjowang parg jonow3g
kationéw Na* a czasteczkami wody uwiezionymi w nanoprzestrzeniach lub znajdujacymi si¢

w ich poblizu.

Opisane powyzej zaleznosci potwierdza rdwniez analiza wspotczynnika kierunkowego a
z rownania AH = f(Wc). Tak jak juz wczesniej wspomniano, odpowiada on energii potrzebnej
do odparowania wody z probki. Jak pokazano w Tabeli 3, mieszaniny HPC z SA i NaSA
charakteryzuja si¢ mniejszymi warto$ciami tego wspotczynnika, podobnie jak warto$¢ wyrazu
wolnego b z tego rownania. Mozna zauwazy¢, ze dla surowych probek HPC i ich mieszanin
Z czasteczkami kwasu salicylowego, ciepto hydratacji jest takie samo lub poréwnywalne.
Jednak ciepto hydratacji obserwowane dla mieszanin HPC z salicylanem sodu jest prawie
podwojone. Wyraznie pokazuje to ilos¢ energii uwalnianej podczas tworzenia nowych wigzan

pomiedzy czasteczkami Na* i woda.

Poréwnujac otrzymane wyniki z wartoSciami obliczonymi dla innych polisacharydow
mozna zauwazy¢, ze ilos¢ wody zwigzanej z procesem parowania Ney dla wszystkich typow
HPC i ich mieszanin z modelowymi lekami miesci si¢ W zakresie od 0,11 do 0,19 g/g co moze
odpowiada¢ wartos$ci 0,2 g/g obliczonej dla celulozy. Wyjatek stanowi mieszanina HPC

z salicylanem sodu Nev=0,27 g/g, ktora w ten sposob bardziej zbliza si¢ do hialuronianu Nev=0,3
9/9.

Osiggniecia:

- przeprowadzono pomiary DSC parowania uwodnionych hydroksypropylo celuloz typu
LF, MF 1 HF o zr6znicowanych masach czasteczkowych 1 lepkosci oraz obliczono zawartosci

wody zwigzanej z procesem parowania Ney

- w celu sprawdzenia wptywu lekow o zréznicowanej rozpuszczalno$ci, przeprowadzono
takze odpowiednie pomiary DSC oraz obliczenia Ney mieszanin HPC ze stabo rozpuszczalnym

kwasem salicylowym i bardzo dobrze rozpuszczalnym salicylanem sodu

31/72



Autoreferat - dr Przemystaw Talik

- w przypadku wszystkich badanych typéw hydroksypropylo celulozy, wcze$niej obliczone
zawartosci wody NFW [H1] sa wynikiem zarowno interakcji z tancuchami polimeru jak

I zamknigcia czgséci czasteczek wody w strukturach nanoprzestrzennych

- znajduje to roOwniez potwierdzenie w analizie wspolczynnika kierunkowego a rownania
AH = f(Wc), ktoéry odpowiada energii potrzebnej do odparowania wody z probki, i ktory jest

znaczgco wigkszy w poréwnaniu do odpowiadajgcych mu mieszanin HPC z SA i NaSA

- w przypadku badanych mieszanin HPC z modelowymi lekami, woda niezamarzajgca
NFW skfada si¢ gléwnie z czasteczek wody oddziatujacych wigzaniami wodorowymi
z grupami hydrofilowymi polimeru i w mniejszej cz¢sci pochodzacymi od wody zamknigtej

w tych przestrzennych nanoputapkach

- nieco wyzszg zawarto$¢ Ney obliczong dla mieszaniny HPC/NaSA mozna wytlumaczy¢
faktem silniejszego oddziatywania pomiedzy zdysocjowang parg jonowg Na* i czgsteczkami

wody

- znajduje to rowniez potwierdzenie w analizie wyrazu wolnego b z rownania A4H = f(Wc),
odpowiadajagcego za ciepto hydratacji. Wartos¢ tej wielkosci w przypadku mieszaniny
HPC/NaSA jest prawie dwukrotnie wigksza w porownaniu do analogicznych mieszanin

HPC/SA i niemieszanej HPC.

H3  Talik P, Piotrowska J, Hubicka U. The Influence of Viscosity and Non-freezing Water
Contents Bounded to Different Hydroxypropyl Celluloses (HPC) and Hydroxypropyl
Methylcelluloses (HPMC) on Stability of Acetylsalicylic Acid. AAPS PharmSciTech.
2019;20:187.

Stabilno$¢ chemiczna jest waznym czynnikiem jakosci leku, poniewaz bezposrednio wigze
si¢ ze skuteczno$cig i1 bezpieczenstwem farmakoterapii. W przypadku wigkszosci lekow,
stabilno$¢ catego produktu leczniczego zalezy nie tylko od wihasciwosci fizykochemicznych
samego aktywnego skladnika farmaceutycznego (API), ale takze od skiadu i/lub formulacji
w jakim si¢ znajduje. Nieaktywne skladniki uzupetniajace, maja za zadanie stabilizowac
substancj¢ czynng, podczas gdy W rzeczywisto$ci mogg z nig oddziatywaé bezposrednio albo
posrednio, modyfikujac rozpuszczalno§¢ lub inne wilasciwosci fizykochemiczne.
W konsekwencji moze to prowadzi¢ do ograniczenia biodostepnosci 1 skutecznosci

farmakoterapii. Najczgéciej spotykanym mechanizmem degradacji leku jest hydroliza,
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utlenianie i redukcja, rzadziej fotoliza [47]. Jednak w wiclosktadnikowych uktadach
heterogenicznych, degradacja API moze mie¢ przebieg bardziej ztozony a cz¢sto mieszany.
W trakcie wieloetapowego procesu moze na przyktad dochodzi¢ do hydrolizy z dalszym lub
jednoczesnym utlenianiem. Obserwowane sa takze procesy przebiegajace w odwrotnej
kolejnosci, to jest hydroliza produktow wczesniejszego utlenienia [47]. Ze wzgledu na budowe
estrowa, jako modelowy lek w tego typu badaniach, czesto stosuje si¢ tatwo hydrolizujacy kwas

acetylosalicylowy (ASA) [48,49].

Oddzialywania pomigdzy czgsteczkami wody a zwigzkami o budowie polisacharydowej.
silnie modyfikuja zar6wno wtasciwosci samej wody, jak i struktury przestrzenne polimeru.
Roznorodnos¢ zachowania wody moze by¢ zwigzana z efektem kondensacji kapilarnej [50]
0raz z obecnos$cig nanoprzestrzeni [16], ktdre sa w stanie zatrzymywaé w swoistych putapkach
czasteczki wody, silnie oddziatywujace z grupami polarnymi polimeru. Takie interakcje moga
by¢ wynikiem bezposredniego wigzania z tancuchem polimeru via wigzanie wodorowe lub za
posrednictwem innej czasteczki wody. W zwigzku z powyzszym, badanie zwigzku migdzy
zawarto$cig wody niezamarzajacej] NFW a lepkos$cia, jego wptywu na stabilno$¢ API, moze
by¢ kluczowe dla lepszego zrozumienia mechanizméw rozpuszczania i uwalniania leku

zZ preparatow stosowanych w postaci tabletkowych.

Celem pracy bylo zbadanie wplywu lepkosci oraz zawartosci wody niezamarzajgcej NFW na
stabilnos¢ kwasu acetylosalicylowego W mieszaninach z poélsyntetycznymi celulozami
0 zroznicowanej budowie strukturalnej HPC 1 HPMC. Tego typu zaleinosci nie byly
dotychczas przedmiotem publikacji i majg charakter innowacyjny.

Ze wzgledu na duze zroznicowanie potsyntetycznych celuloz, zardwno pod wzgledem masy
czasteczkowej, jak 1 lepkosci; do dalszych badan wykorzystano hydroksypropylo celuloze
(HPC) i hydroksypropylometylo celuloz¢ (HPMC) o lepkosciach odpowiednio 126 cP, 6300
cP, 3 cP i 100000 cP. St¢zenia wody NFW badano wczes$niej omowiong metodg roznicowej
kalorymetrii skaningowej DSC [H1, H2]. Przyspieszony test stabilno$ci, przeprowadzono
w komorze klimatycznej w temperaturze 40 °C i wilgotnosci wzglednej 75 %, przez 5 tygodni.
Spadek zawartoSci ASA, ktoremu towarzyszyl stechiometryczny wzrost zawartosci kwasu
salicylowego (SA), badano w odstepach tygodniowych, za pomocg spektrofotometrii UV-Vis
[51].
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Obliczone zawartosci silnie zwigzanej niezamarzajacej wody NFW, zarbwno w surowych
polisacharydach, jak i w ich w mieszaninach 1:1 (m/m) z kwasem acetylosalicylowym,
przedstawiono w Tabeli 4. Uzyskane wyniki wskazuja, ze dla bardzo znaczacych roznic
lepkosci HPMC, rzedu 3 cP vs 100000 cP, zawartos¢ NFW maleje z odpowiednio 0,49 g/g do
0,42 g/g. Podobnego efektu nie obserwuje si¢ dla mniej znaczacych rézni¢ lepkosci HPC rzedu
126 cP 16300 cP, o ktorych byla mowa w H1.

Tabela 4. Zawarto$¢ niezamarzajacej wody NFW obliczona dla czystych celuloz HPMC i HPC oraz ich mieszanin
z kwasem acetylosalicylowym (1:1 m/m).*W celach poréwnawczych dotaczono wartosci NFW obliczone dla
hydroksypropylo celuloz LF i MF oraz ich mieszanin z kwasem salicylowym SA (1:1 m/m) [H1].

coppL v R wwigg
HPMC(3) 316,9; ~154.9 0,9959 0,49
HPMC(100000) 295,7,-125.6 0,9980 0,42
HPC-LF(126)* - - 0,54*
HPC-MF(6300)* - - 0,54*
HPC-LF(126)/SA* - - 0,19%
HPC-MF(6300)/SA* - - 0,18*
HPMC(3)/ASA 331,7; 85,6 0,9945 0,21
HPMC(100000)/ASA 332,5; -108,8 0,9960 0,33
HPC-LF(126)/ASA 297,9; 37,5 0,9890 0,23
HPC-MF(6300)/ASA 341,3; 95,4 0,9953 0,28

Analiza wynikéw, dla mieszanin zar6wno HPC, jak 1 HPMC, pozwala stwierdzi¢, ze
zawartosci NFW rosng wraz ze wzrostem lepkosci, niezaleznie od budowy chemicznej
polisacharydu. W poréwnaniu do mieszanin HPC z kwasem salicylowym (zaréwno kwas
salicylowy jak i acetylosalicylowy sg lekami trudno rozpuszczalnymi w wodzie), mieszaniny
HPC z kwasem acetylosalicylowym charakteryzujg si¢ znacznym wzrostem zawartosci NFW
dla obydwu typéw HPC: z 0,18 g/g na 0,23 g/giz 0,19 g/g na 0,28 g/g, odpowiednio dla typu
LF 1 MF. Postuluje si¢, ze moze mie¢ to zwigzek z obecnoscig grup acetylowych, zdolnych do
generowania kolejnych struktur nanoprzestrzennych, w ktorych lokuja si¢ czasteczki wody
NFW.
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Kolejna czes$¢ badan polegata na pomiarze stopnia degradacji hydrolitycznej ASA. W tym
przypadku, wptyw struktury chemicznej badanych polimeréw moégt by¢ wyraznie dostrzezony
(Tabela 5).

Tabela 5. Porownanie zawartoSci NFW ze stezeniem kwasu acetylosalicylowego ASA w mieszaninie
polisacharyd/ASA, po 5 tygodniach trwania eksperymentu w komorze klimatycznej — 40 °C i 75 % RH.

. . NFW zawarto$¢ ASA [%]
rodzaj/typ polimeru .
OH20/Qsuchej_masy PO 5 tygodniach

HPMC 100k/ASA [cP] 0,33 93,70
HPMC 3/ASA [cP] 0,21 89,00
HPC MF 6300/ASA [cP] 0,28 85,95
HPC LF 126/ASA [cP] 0,23 85,05
ASA - 100,00

W grupie mieszanin HPC, gdzie lepko$¢ polimeréw rdznita si¢ o jeden rzad wielkos$ci (126
vs 6300 cP), stezenie ASA po 35 dniach trwania eksperymentu byto poréwnywalne i rowne
okoto 85% poczatkowej zawarto§ci — NFW roznily si¢ 0,05 g/g. W grupie HPMC lepkosci
roznity si¢ o pig¢ rzedow wielkosci (3 vs 100k cP). W przypadku tych uktadoéw, hydroliza ASA
byta znacznie nizsza. Najwyzszg zawarto$¢ ASA (93,7%) stwierdzono dla matrycy o wysokiej
lepkosci 1 wysokiej zawartosci NFW. Oznacza to, ze obserwowany wzrost ilosci wody
zwigzanej] NFW w stosunku do iloéci pozostatych frakcji wody, zdecydowanie ogranicza

mobilno$¢ wody. W efekcie, hydroliza kwasu acetylosalicylowego byta wyraznie wolniejsza.

Osiggniecia:

- w biezacych badaniach nad hydroksypropylometylo celulozami zaobserwowano, ze
polimery o niskiej lepkosci (3 cP) posiadaja wigkszg zdolnos¢ lokowania silnie zwigzanej wody
NFW (NFW = 0,49 g/g) niz ich odpowiedniki o lepkosci wigkszej o blisko 5 rzedow wielkosci
(NFW = 0,42 g/g)

- w poszczegbdlnych grupach strukturalnych uwodnionych mieszanin kwasu acetylosa-
licylowego, zaréwno z HPC jak i z HPMC, dominuje efekt odwrotny - wraz ze wzrostem

lepkosci wzrasta zawartos¢ NFW

- W poréwnaniu do mieszanin HPC/SA, mieszaniny HPC/ASA charakteryzujg si¢ znacznym

wzrostem zawarto$ci NFW dla obydwu typoéw LF i MF — sugeruje sig, ze moze miec¢ to zwigzek
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z obecnoscig grup acetylowych, zdolnych do generowania Kkolejnych struktur

nanoprzestrzennych, w ktorych lokuja si¢ czasteczki wody NFW

- mieszaniny HPMC/ASA o lepkosci 100000 cP, ktore majg duza zdolno$¢ wigzania wody
z grupami hydroksylowymi tancuchéw polimerowych (NFW = 0,33 g/g), znacznie ograniczaja

udziat wody w reakcjach hydrolizy — zaledwie 6,3% powstajacego kwasu salicylowego

- uktady HPMC/ASA o lepkosci 3 cP, wyraznie zwigkszajg efekt hydrolizy — do 11%

powstajacego kwasu salicylowego

- dla mieszanin HPC/ASA nie obserwowano podobnej zalezno$ci, poniewaz bardzo
wysokie zaawansowanie procesow hydrolitycznych, rzedu 15%, oznaczono dla obydwu
badanych typéw MF i LF

H4  Talik P, Piwowarczyk J, Muszynska B, Hubicka U. DSC study of hydration and water-
holding behaviour of cultured in vitro mycelium and naturally grown fruiting bodies of
freeze-dried Boletus badius, Agaricus bisporus and Cantharellus cibarius. J Therm Anal
Calorim. 2021;143:3525-3532.

Diagram fazowy zywnosci jest rodzajem wykresu identyfikujacego 1 wizualizujacego rézne
zachowania zywnosci, w zalezno$ci od zawartosci wody i temperatury. Celem sporzadzania
diagramow jest dobor optymalnych warunkéw przetwarzania i dalszego przechowywania
liofilizowanych produktow spozywczych, przy zachowaniu ich jak najwyzszej jako$ci. Idea
diagramu fazowego taczy koncepcje aktywnos$ci wody 1 przejscia szklistego Tq. Metoda zostata
prawdopodobnie uzyta po raz pierwszy przez Levine'a i wsp. [52] a nastepnie zmodyfikowana
przez Rahmana [53]. Jednym z wazniejszych elementéow diagramu jest zawarto$¢ silnie
zwigzanej wody niezamarzajacej NFW [54-58]. Zaobserwowano, ze zawartos¢ frakcji NFW
wyraznie wzrasta, gdy w strukturze mieszaniny polimerowej, a za takg mozna uzna¢ materiat
owocnika grzybowego, obecne sg kationy metali [H1]. W zwiazku z tym, niezwykle
interesujacym mogta by¢ korelacja $redniej zawartosci kationéw jedno- i dwuwartosciowych
z zawartoscia NFW w badanym materiale. Jak juz wspomniano w czg$ci wstgpnej, jonem
sprzyjajacym adsorpcji wody jest Li*, a nastepnie, w kolejno$ci malejacej wydajnosci Na*, K,

Ca%*iH".
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Generalnie, przechowywanie zywno$ci wigze si¢ z jej wstepng obrobkg. Bardzo czgsto
towarzyszy temu odparowanie wody podczas suszenia termicznego, rzadziej stosuje si¢ inne
metody, takie jak sublimacja. Usuwanie wolnej wody odbywa si¢ w temperaturze do 100 °C.
Niemniej, wcale nie oznacza to jej catkowitego usuni¢cia. W temperaturze wyzszej niz 100 °C
mozna zaobserwowac kolejny etap parowania, tym razem wody silnie zwigzanej z tancuchami
polimerowymi przez grupy hydrofilowe, lub zamknigtymi w nanoprzestrzeniach, tak jak ma to
miejsce w przypadku probek zawierajacych zaréwno wod¢ niezamarzajagca NFW, jak
i pozostate jej frakcje. W ten sposob, parowanie wody moze by¢ dodatkowym zrodiem
charakteryzowania wtasciwo$ci uwodnionych materiatéw grzybowych a takze ich zdolno$ci do
zatrzymywania wody, czego istotno$¢ wykazano w publikacji H2. Ponadto postuluje sie¢, ze
zawarto$¢ Ney moglaby stanowi¢ uzyteczne uzupelnienie diagramu fazowego w czesci
opisujacej parowanie wody z fazy cieklej 1 stalej. Rahman zilustrowatl ten odcinek

odpowiednimi liniami MD i DP - [53 - Rys. 1].

Wybrane gatunki grzyboéw jadalnych Agaricus bisporus, Boletus badius i Cantharellus
cibarius, zaréwno z kultur in vitro, jak i pochodzenia naturalnego, znane sg jako cenne zrodto
witamin (zwlaszcza ryboflawina, ergokalcyferol), biopierwiastkow (m.in. selen, magnez,
miedz, zelazo, wapn, cynk i potas) [59-61] oraz substancji antyoksydacyjnych (fenole,
flawonoidy, terpeny, steroidy, karotenoidy) [62,63]. Z tego powodu, dla utrzymania ich
stabilno$ci chemicznej 1 mikrobiologicznej w procesie przetwarzania, niezbedne sa optymalne

dane dotyczace warunkow zaro6wno suszenia, jak 1 zamrazania.

Celem pracy bylo wyznaczenie zawartosci wody niezamarzajgcej NFW oraz wody
zwigzanej 7 procesem parowania Nev w wybranych gatunkach liofilizowanych grzybni
Z hodowli in vitro oraz komercyjnie dostgpnych; Agaricus bisporus, Boletus badius
i Cantharellus cibarius. W badaniach zastosowano wczesniej opublikowang metode
roznicowej kalorymetrii skaningowej [H1, H2]. Zaplanowano przeprowadzenie analizy
wplywu kationow jedno- | dwuwartosciowych na steienia obliczonych NFW i Nev a takze
wplywu obecnosci struktur nanoprzestrzennych na te wlasciwosci. Badania owocnikow
pochodzgcych z kultur in vitro, 7 zastosowaniem opisanej metody DSC, miato charakter

nowatorski i nie bylo jak dotychczas przedmiotem publikacji.
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Zawartos¢ wody niezamarzajagcej NFW obliczona dla wszystkich badanych probek

grzybow wahata si¢ od 0,19 do 0,31 g/g — Tabela 6.

Tabela 6. Zawartosci wody NFW w wybranych gatunkach liofilizowanych grzybni z hodowli in vitro oraz
komercyjnie dostgpnych Agaricus bisporus, Boletus badius i Cantharellus cibarius.

pochodzenie naturalne lub hodowlane in vitro mycelium
gatunek grzyba
wsp6tczynnik a; b R? NFW  wspolczynnik a; b R? NFW
Boletus badius 356.3; —82.8 0.9977 0.23 364.0; —69.7 0.9978 0.19
Cantharellus cibarius 361.5; —78.3 0.9962 0.22 400.6; —103.5 0.9970 0.26
Agaricus bisporus 384.5;-117.6 0.9982 0.31 369.5; -71.8 0.9982 0.19

Najwyzszg wartos¢ NFW uzyskano dla owocnikow A. bisporus (0,31 g/g) pochodzenia
naturalnego a obliczone stezenie bardzo dobrze odpowiada wartosci 0,30 g/g otrzymanej przez
Guizani i wsp. [56]. Stgzenia NFW obliczone dla B. badius i C. Cibarius, w tej samej grupie
grzyboéw handlowych, byly mniejsze i wynosity odpowiednio 0,23 i 0,22 g/g. Zjawisko to
znajduje wytlumaczenie w jakosci i ilosci rozpuszczonych kationéw metali wchodzacych
w sktad podloza (lesnego lub szklarniowego) na ktorym zachodzita wegetacja, a ktore
odgrywaja kluczowa rol¢ w badanych procesach formowania si¢ wody NFW. Fakt, ze grzyby
potrafig akumulowac pierwiastki jest przedmiotem doniesien literaturowych [61,64].
Najwazniejsze pierwiastki to K, P, Mg, Ca, Na, Zn, Cu, Mn, Ni i Co. Pierwsze trzy metale
wystepuja na poziomie mg/g suchej masy (SM), natomiast Na, Zn, Ca , Fe, Cu, Mn wystepuja
w ug/g SM [61,64]. W badanych procesach powstawania wody NFW najwigksze znaczenie
beda mialy kationy wystepujace w stezeniach rzedu mg/g SM.

Fakt, ze najwyzsze taczne stezenie zardwno potasu, magnezu, jak i sodu wystepuje u A.
bisporus — 61,75 mg/g SM vs 57,63 i 44,85 mg/g SM odpowiednio dla C. Cibarius i B. badius
— pozwala zrozumie¢, dlaczego gatunek ten wyrdznia si¢ najwyzsza zawartoscig frakcji NFW.
Co ciekawe stwierdzono, ze stezenie NFW w grzybni pochodzacej z kultur in vitro wynosita
tylko 0,19 g/g, podczas gdy najwyzszg wartos¢ obliczono dla C. cibarius 0,26 g/g. Obserwacje
te nalezy taczy¢ z wyzsza, w poréwnaniu z innymi gatunkami, catkowita zawarto$cig
dwuwarto$ciowych kationow Mg, Zn, Cu oraz Fe, ktory dodatkowo moze wystepowac takze
jako jon trojwartosciowy — 1,14 mg/g SM vs. 0,76 mg/g i 0,89 mg/g SM, odpowiednio dla A.

bisporus i B. badius.
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Zawartosci NFW obliczone dla innych surowcow spozywczych, takich jak owoce,
warzywa, migso, ryby i pieczywo, charakteryzuja si¢ duzym zréznicowaniem. Dla poréwnania,
NFW marchwi wynosi tylko 0,08 g/g [65], makreli kawali az 0,37 g/g [66] — znacznie wigcej
niz migsa renifera 0,15 g/g [65]. Zdolno$¢ do zatrzymywania wody w stanie niezamarzajagcym
przez warzywa (z wyjatkiem marchwi) w stanie niezamarzajagcym waha si¢ od 0,20 g/g dla
czosnku w proszku [67], do 0,32 g/g dla brokutéw [68] i jest znacznie wyzsza niz w przypadku
powszechnie uprawianych owocow, ktorych NFW najczesciej pozostaje w zakresie od 0,16 g/g

dla malin [69] i mango [70] do 0,27 g/g dla ananasa [70].

W poréwnaniu do wody niezamarzajgcej] NFW, wpltyw jonéw na zawartos¢ wody zwigzanej
z procesem parowania Ney wigze si¢ z innym mechanizmem. Prasova i wsp. [26] wskazata, ze
obecno$¢ jondéw o statym promieniu atomowym i tadunku, dziata ,,usztywniajaco” na strukture
uwodnionej matrycy polimerowej. Potwierdzajg to wczesniejsze badania [16], w ktorych
pokazano wptyw wielkosci struktur nanoprzestrzennych na charakter i ilos¢ wody
W niezamarzajgcych warstwach. Dzigki obecnosci jonow, zwlaszcza dwu- 1 tréjwartosciowych,
kazda nanoprzestrzen ma stabilng $rednicg. Im wiecej kationow, tym wigcej nanoprzestrzeni
0 statej $rednicy. Innymi stowy, jesli przekroj tych struktur jest wystarczajaco maty, to tak
wygenerowana putapka moze mocniej zatrzymywac czasteczki wody. Wskazuje na to wigksza
entalpia parowania. W sytuacji odwrotnej, entalpia parowania jest odpowiednio mniejsza, gdyz

czasteczki wody mogg tatwiej desorbowac.

W grupie grzybow z kultur in vitro lub pochodzenia naturalnego, otrzymane warto$ci Ney
byly porownywalne i wynosity 0,08, 0,09 i 0,07 g/g odpowiednio dla Boletus badius,
Cantharellus cibarius i Agaricus bisporus (Tabela 7).

Tabela 7. Zawartosci wody Ney W wybranych gatunkach liofilizowanych grzybni z hodowli in vitro oraz
komercyjnie dostepnych Agaricus bisporus, Boletus badius i Cantharellus cibarius.

pochodzenie naturalne lub hodowlane in vitro mycelium
gatunek grzyba
wspotczynnik a; b R? Nev wspotczynnik a; b R? Ney
Boletus badius 2525.7; 209.7 0.9952 0.08 2538.7; 116.4 0.9975 0.05
Cantharellus cibarius 2292.8; 208.8 0.9971 0.09 2491.9; 222.9 0.9958 0.09
Agaricus bisporus 2532.9; 180.7 0.9970 0.07 2282.0; 298.7 0.9973 0.13

Analiza tych zawarto$ci prowadzi do wniosku, ze struktura wewnetrzna tancuchéw

polisacharydowych grzybni, w potaczeniu ze stezeniem kationéw i stosunkowo niskimi
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wartosciami NFW, sprzyja tatwej desorpcji czasteczek wody z matrycy. Wylaczajac A.
bisporus, w grupie grzybni pochodzacych z kultur in vitro otrzymano zblizone warto$ci Ney
0,05 g/g i 0,09 g/g odpowiednio dla B. badius i C. cibarius. Dlatego szczegolna pozycja A.
bisporus, dla ktoérego Ney obliczono na 0,13 g/g, jest przyktadem potwierdzajagcym poprawnosé¢
zaobserwowanych juz wczesniej zalezno$ci. A. bisporus charakteryzowal si¢ najwyzsza

sumaryczng zawartoscig kationow, a takze najwiekszym stezeniem NFW.

Osiggniecia:

- wyznaczono zawarto$ci wody niezamarzajacej NFW oraz wody zwigzanej z procesem
parowania Nev W wybranych gatunkach liofilizowanych grzybni z hodowli in vitro oraz

komercyjnie dostepnych Agaricus bisporus, Boletus badius i Cantharellus cibarius

- liofilizowane grzybnie z hodowli in vitro Agaricus bisporus, Boletus badius i Cantharellus
cibarius oraz komercyjnie dostgpne Boletus badius i Cantharellus cibarius byty przedmiotem

takich badan po raz pierwszy

- do badan zaimplementowano, rowniez po raz pierwszy, metode DSC, ktdra wczesniej
bardzo dobrze sprawdzata si¢ w badaniu polimerow 0 budowie polisacharydowej oraz ich

mieszanin z lekami o zréznicowanej rozpuszczalnosci (H1-H2)

- uzyskane wyniki NFW byty zr6znicowane i silnie zalezne od gatunku grzyba, pochodzenia
(grzybnia in vitro lub hodowlana) oraz zawartosci kumulowanych jonéw metali — Stwierdzono,

ze wraz ze wzrostem zawarto$ci kationow wzrastato stezenie NFW

- zmierzone zawartosci Nev byly niskie dla wszystkich badanych probek, co sugeruje, ze
niezamarzajgca woda sktada si¢ gtdbwnie z czgsteczek wody oddziatujgcych z miejscami sorpcji,

ktore nie sg uwiezione w strukturach nanoprzestrzennych — wyjatek stanowi Agaricus bisporus

- pokazano uzytecznos¢ wyznaczania Ney dla oceny wptywu obecnosci nanoprzestrzeni

w powstawaniu NFW

- majac na uwadze duze znaczenie dla przemystu spozywczego, obliczone zawarto§ci NFW
I Nev mogag znalez¢ konkretne zastosowanie przy wykreslaniu diagraméw fazowych, dla
okreslenia optymalnych warunkow przetwarzania i dalszego przechowywania liofilizowanych

postaci grzybow Boletus badius, Agaricus bisporus oraz Cantharellus cibarius
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- W grupie badan owocnikow pochodzacych z kultur in vitro, zastosowanie opisanej metody

DSC miato charakter nowatorski i nie byto jak dotad przedmiotem publikacji.

H5 Talik P, Moskal P, Proniewicz LM, Wesetucha-Birczynska A. U. The Raman
spectroscopy approach to the study of Watere-Polymer interactions in hydrated
hydroxypropyl cellulose (HPC). J Mol Struct. 2020;1210:128062.

Na tym etapie zaplanowanego cyklu badan, bylo bardzo intersujacym sprawdzié, czy
istnieje kompatybilno$¢ pomiedzy stosowang metodg DSC a innymi analitycznymi metodami
instrumentalnymi. Sposrod tych, ktore obok metod termoanalitycznych maja zastosowanie
w badaniu wody zwiazanej, w cz¢$ci wstepnej wymienitem m.in. magnetyczny rezonans
jadrowy (NMR) [17,18], rezonans magnetyczny (MRI) (magnetic resonance imaging) [19],
reflektometria TDR [17] oraz metody spektroskopowe IR i Ramana [9,20,21]. Moja uwage
zwrocita jednak praca Mority i wsp. [21], w ktorej autorzy wykazali istnienie 3 badanych przeze
mnie typow wody: NFW, FBW i FW. Eksperyment wykonano technikag ATR-IR (Attenuated
Total Reflectance - spektroskopia ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni). W grupie
metod spektroskopowych istotng role peini takze spektroskopia Ramana. Metoda ta, bedaca
uzupelnieniem spektroskopii w podczerwieni (IR), pozwala takze bada¢ uporzadkowania
bliskiego zasiggu. Jednak w przeciwienstwie do IR, spektroskopia Ramana lepiej sprawdza si¢

w badaniu probek w srodowisku wodnym [20].

Spektroskopia Ramana jest obecnie jedna z najsilniej rozwijajacych si¢ metod, stuzaca
identyfikacji wielu substancji czynnych oraz weryfikacji tozsamosci surowcow chemicznych
0 szczeg6lnym znaczeniu dla farmacji, takich jak leki, substancje uzupetniajace pochodne
celulozy, a takze substancje nieorganiczne o zlozonej strukturze krystalicznej, w tym
polimorficznej. Technika ta moze by¢ uzywana do badania lekow we wszystkich postaciach
jak np. masci, hydrozele, kremy, a takze oceny dystrybucji aktywnego sktadnika
farmaceutycznego API. W przemysle farmaceutycznym doskonatym przyktadem zastosowania
tej odmiany spektroskopii jest monitorowanie procesOw wytwarzania statych postaci leku,

takich jak mieszanie, granulacja, tabletkowanie, powlekanie oraz analiza ich jednorodnosci.

Wymienione, niekwestionowane zalety spektroskopii Ramana, posrod dostepnych metod
instrumentalnych, zadecydowaty o0 wykorzystaniu jej wtasnie w dalszym etapie zaplanowanego
cyklu badan. Jako substancje modelowa, postanowiono wykorzysta¢ uwodnione

hydroksypropylo celulozy typu MF.
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Fundamentem, na jakim oparto plan badawczy, bylty wspomniane doniesienia Mority i wsp.
[21] oraz Guido i wsp. [71]. W pierwszym z nich, autorzy przyporzadkowali charakterystyczne
czestotliwosci przy okoto 3600, 3400 i 3200 cm* (akrylan 2-metoksyetylowy) do
poszczegbdlnych frakcji wody NFW, FBW 1 FW. Z podsumowania drugiej pracy wynika, ze
stezone wodne roztwory HPC wykazujg wtasciwosci optyczne typowe dla cholesterycznych
ciektych krysztatow [71]. W temperaturze pokojowej, stezenie krytyczne dla tworzenia
mezofazy miesci si¢ w zakresie 36—42% wag., co odpowiada Wc w zakresie 1,78—1,38 g/g.
Z tego powodu, przy stezeniu wody ponizej tego zakresu nalezy si¢ spodziewac jej wtasciwosci
anizotropowych. W obrebie tych stezen, struktur¢ mozna uzna¢ za bifazows, a przy st¢zeniu

wyzszym izotropowg [ 71].

Celem niniejszej pracy bylo potwierdzenie, czy istnieje korelacja pomiedzy stosowang
W prezentowanym cyklu badann metodg DSC a metodg spektroskopii Ramana. Dla
zrealizowania tego zamiaru, analizie zachodzgcych interakcji poddano uwodnione
hydroksypropylo celulozy typu MF, w stezeniach wody odpowiadajgcych wilasciwosciom
anizotropowym, bifazowym i izotropowym. Ponadto podjeto probe przyporzgdkowania
charakterystycznych czestotliwosci widma Ramana poszczegolnym frakcjom wody NFW,
FBW i FW.

Zgodnie z sugestiami Mority i wsp. [21], w analizie skupiono si¢ na obszarze pasm
odpowiadajacym drganiom rozciagajacym O-H od 3600 do 3000 cml. Dodatkowo
przeanalizowano zmiany w zakresie wigzania glikozydowego 1235-1000 cm™* oraz w zakresie
3000-2850 cm ™, co odpowiada zmiennoéci drgah rozciggajacych CH grup CHz i CHa. Jako
szczegblnie czuty wskaznik zmian zachodzacych w badanym uktadzie skoncentrowano si¢
roOwniez na analizie stosunku natezenia asymetrycznych drgan rozciggajacych CH metylenu
I symetrycznych drgan rozciggajacych CHs [72]. Przedmiotem badan byty probki o stezeniach
wody Wc = 0,69 g/g, 1,41 g/g (2,6 razy wigcej niz zawartos¢ NFW) oraz 2,17 g/g (4 razy wigcej
niz zawarto§¢ NFW), co odpowiada odpowiednio strukturze anizotropowej, bifazowe;j
i izotropowej [71]. Kazdg z probek, o podanej wartosci wspotczynnika We sezonowano, po
czym aby zbada¢ kinetyke interakcji, pomiary powtarzano w czterech kilkudniowych

segmentach czasowych.

Analiza widma w zakresie 3600-3100 cm ™, doprowadzita do identyfikacji 3 pasm przy
3400 cm?, 3320 cm i 3220 cm ™2, ktore nastepnie przypisano poszczegdlnym frakcjom wody,
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odpowiednio NFW, FBW 1 FW. Calkowita intensywno$¢ kazdego z tych pasm byla
ewaluowana jako integralna intensywno$¢ odpowiedniego pasma w stosunku do integralnej

intensywnosci pasma suchego HPC.

Dla niskiego st¢zenia wody rownego Wc = 0,69 g/g (Rysunek 9A), co w przyblizeniu moze
odpowiada¢ zawartosci NFW = 0,54 g/g, obserwowano spadek ilosci wody wolnej FW po 3
dniu pomiaréw, czemu towarzyszyl gwattowny wzrost zawartosci zamarzajacej wody FBW do
dnia 6. Po tym czasie (6 dni), obserwowano spadek obydwu badanych frakcji wody przy
jednoczesnym wzroscie stezenia NFW. Wskazuje to, ze zasadnicza stabilizacja uktadu,
polegajaca na tworzeniu charakterystycznych dla NFW silnych wigzan wodorowych, jest
procesem przesunietym w czasie. Potwierdzaja to rowniez obserwacje Ping i wsp. [9], z ktorych
wynika ze dla niskiej zawarto$ci wody (zblizonej do NFW), cala woda znajdujgca si¢

W matrycy jest uwazana za niezamarzajacg NFW.
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Rysunek 9. Stosunek intensywnos$ci: woda wolna (FW; 3220 cm ™), woda zwigzana zamarzajaca (FBW; 3320
cm?) i woda niezamarzajaca (NFW; 3400 cm ™) pasma O—H w HPC/H20 A) W¢ = 0,69 g/g, B) 1,41 g/g i C)
2,17 g/g, w stosunku do odpowiednich pasm w suchym polimerze HPC-MF.

Dla stgzen wody przekraczajacych 2,6-krotnie zawarto§¢ NFW (We = 1,42 g/g) stezenie
wszystkich rodzajow wody wzrasta rownomiernie — Rysunek 9B. Jednak po 6 dniach, gdy
stezenia wody NFW 1 FW osiagaja plateau, zawartos¢ wody FBW spada. Sugeruje to, ze
wzajemne utozenie tancuchow polimerowych stwarza stabilne warunki dla obecnosci NFW
takze w nanoprzestrzeniach, a zamarzajaca woda FBW jest mniej zaangazowana w stabilizacje

przestrzennej struktury polimeru.

Dla probki o We = 2,17 g/g obserwowany jest w poczatkowej fazie, spadek st¢zenia wszystkich
typéw wody — Rysunek 9C. Okres stabilizacji wynoszacy okoto 10 dni, po ktérym nastepuje
dalszy wzrost stezenia, moze by¢ zwigzany z przejSciem probki ze struktury anizotropowej do
izotropowej. W tym przypadku przej$ciu towarzyszy mikroseparacja grup hydrofobowych, co
jest pierwszym etapem dwuetapowego procesu zelowania. Drugi etap odpowiada rozdzieleniu
faz regionow bogatych w polimer (zdehydratowanym) i regionow bogatych w wode

(speczniatym).

Zmiany strukturalne i modyfikacje pierscienia glukopiranozy podczas wchianiania wody
odzwierciedlaja zmiany w stosunkach intensywnosci pasma od 1085 cm ™ do 1125 cm™
(Rysunek 10). Szczegolnie wrazliwe na symetrie otoczenia jest pasmo 1085 cm™ ze wzgledu
na asymetryczne drgania rozciggajace C—O—C [73,74]. Dla Wc = 0,69 g/g stabilizacja w obrgbie
drgan pierscienia ustala si¢ po kilku dniach, podczas gdy dla pozostaltych dwoch stezen 1,42

g/g 12,17 g/g/ odksztatcenia te wydajg si¢ zachodzi¢ przez caty czas trwania eksperymentu.

44[72



Autoreferat - dr Przemystaw Talik

15 @7—5 —e—11085/11125
—8—A 1085/A1125

25
E ; —e— 11085/ 11125
15 ¥

—a—A 1085/ A1125
N %%

05

dzien
C 5
g =
= By o,
\I —e—11085/11125
1.5
—8—A 1085/ A1125
—3—*
1 T 1
05
[} 10 15 0
dzien

Rysunek 10. Stosunki intensywno$ci i intensywnoéci catkowej pasma 1085 cm™ (asym C—-O-C str) do pasma
1125 cm™ (sym C—-O—C str) charakteryzujace drgania wigzania glikozydowego, dla probek polimeru o stezeniu
wody Wc rowne: A) 0,69 g/g, B) 1,41 g/giC) 2,17 g/g.

Zlozonoéé drgan rozciggajacych C—H tancuchow w zakresie 3050—-2800 cm™?, wynika

Z obecnosci roznych typow grup zawierajacych CH, takich jak —CHs, —CH2 i C—H [72]. Dla
Wc = 0,69 g/g wykazano, ze pasma przy ca. 2890 cm ™! (drgania rozciagajace asymetryczne
C—H grupy CH_y) i przy ca. 2920 cm™* (drgania rozciagajace CH; sasiadujace z CHs) przesuwaja
sie¢ w kierunku wyzszych liczb falowych, co wskazuje na wzrost energii obu tych drgan. W ten
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sposob pokazano, ze dlugosci wigzan, ktére reprezentuja te drgania, ulegaja skroceniu
i stabilizacji dopiero po 6 dniach (Rysunek 11A). Réwniez, dopiero po tym czasie wzrasta ich
wzgledny wspotczynnik intensywnosci A2885/A2936 co wskazuje, ze lokalne zaburzenie,

ktore odzwierciedla asymetryczne drgania C—H grup CHa jest znaczne — Rysunek 12A.
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Rysunek 11. Przesunigcie pozycji pasm przy liczbie falowej 2885 cm™, 2910 cm™, 293572 dla uwodnionej HPC
A) W =0,699/g,B) 1,41 g/gi C) 2,17 g/g.
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Rysunek 12. Stosunek intensywnosci pasm 2885/2935 cm™ i 2912/2935 cm™ dla uwodnionej HPC: A) Wc =
0,69 g/g,B) 1,41 g/gi C) 2,17 g/g.

! odpowiadajaca

Dla probki We = 1,41 g/g — poczatkowa pozycja pasma ~2920 cm™
drganiom rozciagajacym grupy CH: sasiadujacej z CH3z — intensywnos$¢ jest prawie taka sama
jak po czwartym, koncowym segmencie pomiarowym. Wskazuje to, ze nie ma specjalnej
zmiany w strukturze tancuchéw HPC w funkcji czasu. Pasmo przy ca. 2890 cm™* (Rysunek

11B), ktore odpowiada asymetrycznym drganiom tancuchow celulozy CHz, po trzech dniach
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stabilizuje si¢ i zaczyna narastaé, co wskazuje na tworzenic si¢ silniejszego charakteru
wigzania. Po sze$ciu dniach wspolczynnik intensywnosci A2885/A2936 maleje, co wyraznie

wskazuje na proces stabilizowania si¢ struktury — Rysunek 12B.

Dla Wc = 2,16 g/g — pozycja przy ~2890 cm ™ — intensywno$¢ pasma maleje (Rysunek 11C),
co wskazuje na wydluzenie wiazan. Intensywno$¢ pasma przy ca. 2910 cm™* ulega
nieznacznym zmianom. Poczatkowo zmniejsza si¢ (pierwszy segment pomiarowy), a nastepnie
stabilizuje. Po trzech dniach stosunek catkowitej intensywnosci A2885/A2936 wzrasta a taka
dynamika struktury molekularnej utrzymuje si¢ réwniez po pigtnastu dniach. W tym czasie,
stosunek intensywno$ci A2912/A2938 réwniez wzrasta (Rysunek 12C), co wskazuje na
modyfikacje w obrebie pierscieni glukopiranu. Duzy nadmiar wody daje mozliwo$¢ réznych

konfiguracji, dlatego obserwuje si¢ takg ciggta dynamike uktadu [73].

Osiggniecia:

W toku badan potwierdzilem zasadno$¢ wyboru metody spektroskopii Ramana, ktora
okazala si¢ bardzo dobrze opisywaé, i w wielu elementach przystawa¢ do wczesniej
przeprowadzonych obserwacji, takze potwierdza¢ wnioski opracowane na podstawie

analiz metoda DSC. Stwierdzono kompatybilno$¢ metod, ktora dotyczyla gtownie:

1) Identyfikacji poszczegolnych frakcji wody — kluczowym elementem, ktory zapewnia
jakosciows 1 iloSciowa analiz¢ uwodnionych uktadow, bylo ustalenie i przyporzadkowanie 3
pasm przy okoto 3400 cm ™, 3320 cm ™t i 3220 cm™* odpowiednim frakcjom wody NFW, FBW
i FW.

2) Dla stezen wody Wc nie przekraczajacych warto$sé¢ NFW, cala woda znajdujaca sie
W matrycy jest uwazana za niezamarzajaca NFW — dla niskich wartosci Wc, w warunkach
eksperymentu rzedu 0,69 g/g > NFW — pula wody znajdujgca si¢ w przestrzeni matrycy
polimerowej miata charakter frakcji NFW z niewielka komponenta frakcji FBW. Korelacje¢
pomigdzy metodami manifestuje poréwnanie Rysunku 4A zwigzanego z publikacja H1
Z Rysunkiem 9A biezacej pracy H5. Dla niskich stezen (We = NFW = 0,54 g/g), wartosci Tmax
krzywych DSC znajdowaly si¢ w zakresie od —9 °C do —8 °C dla wszystkich typow
hydroksypropylo celulozy, co wskazuje na silny udziat frakcji wody niezamarzajacej NFW.
Podobne wnioski w swoich badaniach donosit Ping i wsp. [9]. Badania kinetyczne, wykonane

spektroskopia ramanowska, pokazaty rowniez, ze proces wysycania zasobu NFW jest procesem

48/72



Autoreferat - dr Przemystaw Talik

dhugotrwatym, czym nalezy ttumaczy¢ poczatkowy spadek zawartosci frakcji NFW, polaczony
ze wzrostem zawarto$ci konkurujacych frakcji FBW i FW. Dopiero w 6 dniu (w warunkach
eksperymentu) proces ten ulega odwroceniu a uktad osigga, opisany metodg DSC, finalny stan

rOwnowagowy.

3) Powstawanie frakcji NFW w surowych hydroksypropylo celulozach, jest zwigzane
nie tylko z udzialem wigzan wodorowych, ale takze z obecno$cia struktur
nanoprzestrzennych — w przypadku wszystkich badanych typéw hydroksypropylo celulozy,
tworzenie si¢ frakcji NFW [H1] jest wynikiem zardwno interakcji z tancuchami polimeru jak
i zamkniecia czeSci czasteczek wody w  strukturach nanoprzestrzennych. Znajduje to
potwierdzenie w analizie wspotczynnika kierunkowego a roéwnania AH = f(Wc), ktory
odpowiada energii Nev potrzebnej do odparowania wody z probki [H2], i ktory jest znaczgco
wigkszy w porownaniu do odpowiadajacych mu mieszanin HPC z SA i NaSA — Tabela 3 H2.
Efekt ten mozna znalez¢ na Rysunku 9B publikacji H5, gdzie dla stezen wody Wc = 1,42 g/g
zawarto$ci wszystkich rodzajow wody wzrastajg rownomiernie do dnia 6, po czym zawartos¢

wody FBW spada.

4) Zmniejszajaca si¢ zawartos¢ FBW, ktorg wskazuje Rysunek 9B (H5), pozwala réwniez
zauwazyC, ze zamarzajaca woda FBW jest mniej zaangazowana w stabilizacje
przestrzennej struktury HPC. Zwigzek ten objasnia komentarz do Rysunku 6 przy

omoéwieniu pracy H2.

Ponadto, zastosowanie metody spektroskopii Ramana przyniosto nastgpujace osiagniecia:

- jesli stezenie wody w HPC, znajduje si¢ w obszarze bifazy (Wc w zakresie 1,78—-1,38 g/g),
to wszystkie frakcje wody osiagaja swoje maksimum, w warunkach eksperymentu, po okoto 6

dniach

- przy zawartosci wody duzo przewyzszajacej zawarto§¢ frakcji wody NFW (4-krotny
nadmiar), w warunkach eksperymentu, obserwowany wzrost stezen wszystkich rodzajow wody
rozpoczyna si¢ po 16 dniach, co moze mie¢ zwigzek z przejsciem od struktury anizotropowe;j

do izotropowej, spowodowanym koncentracja grup hydrofobowych

- w pracy sledzono kinetyke interakcji pomiedzy czasteczkami hydroksypropylo celulozy

I wody, co jest podejsciem nowatorskim.
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H6  Talik P, Mendyk A. Machine Learning for the Identification of Hydration
Mechanisms of Pharmaceutical-Grade Cellulose Polymers and Their Mixtures with Model

Drugs. Appl. Sci. 2021, 11, 7751.

Systemy uczace si¢ (Machine learning — ML) przejety §wiat sztucznej inteligencji (Artificial
intelligence — AI), wprowadzajac komputerowe mozliwosci samoadaptacji i autonomicznego
uczenia si¢, do roznych dziedzin nauki i technologii. Aplikacje te nie ograniczajg si¢ li tylko do
modelowania predykcyjnego, ale sg rowniez wykorzystywane w przetwarzaniu i odkrywaniu
wiedzy. Dla tych ostatnich dziedzin, eksploracja danych jest kluczowym przyktadem
zastosowania ML, opartego na surowych danych i1 wykorzystywanego do wyjas$nienia
mozliwych mechanizméw rzadzacych obserwowanymi zjawiskami. W przemysle
farmaceutycznym, gdzie podejscia PAT/QbD (process analytical technologies/quality by
design) [75] sa obecnie obowigzkowe, to polepszenie rozumienia i wyjasniania danych staje si¢
coraz wazniejsze dla racjonalnych procesdOw opracowywania lekow. PAT jest zrodlem coraz
wickszej ilosci danych w oparciu o stale rosnaca liczbe dostepnych technik analitycznych
standaryzowanych dla zastosowan farmaceutycznych. Jedng z takich technik jest roznicowa
kalorymetria skaningowa, gdzie narzgdzia AI/ML znalazly rowniez zastosowanie w analizie
rejestrowanych krzywych DSC, zwykle w podejsciu predykcyjnym. Przyktadem takiego
zastosowania jest praca Wyttenbacha i wsp. [76], gdzie sygnaly DSC wykorzystano
bezposrednio, jako deskryptory molekularne do przewidywania rozpuszczalnosci réznych
zwigzkoéw. Takie podejscie do modelowania, nalezy do kategorii ilosciowej relacji struktura-
wlasciwos$¢ (QSPR) 1 wykorzystuje wyniki DSC jako zmienne wejsciowe dla modelu do

przewidywania interesujgcej wtasciwosci fizykochemiczne;.

Celem pracy byt rozklad otrzymanych w pracy HI1 krzywych DSC na sktadowe,
reprezentujgce roine frakcje wody zwigzanej 7 hydroksypropylo celulozg oraz jej
mieszaninami 7 lekami o zroZnicowanej rozpuszczalnosci. Do analizy danych empirycznych,
bez zadnych zalozZen fizycznych, wykorzystano narzedzia AI/ML, a na podstawie zachowania
frakcji wodnych postawiono hipotezy wyjasniajgce mozliwe mechanizmy oddzialywania wody

Z tqg pochodng celulozy.

W badaniach postuzono si¢ krzywymi DSC z publikacji [H1], w czgsci w ktorej
rejestrowano proces topnienia. Poszukiwanie optymalnej liczby funkcji gaussowskich
przeprowadzono wsrod wszystkich dostepnych préobek danych i1 oparto na analizie
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minimalnego btedu dopasowania (NRMSE — normalised root mean square error) w funkcji
liczby funkcji gaussowskich. Ostatecznie do dalszej analizy wybrano trzy funkcje (Rysunek

13) odpowiadajace za trzy frakcje wody.
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Rysunek 13. Optymalna liczba funkcji Gaussa, wybrana z kryterium 0,1% NRSME.

Powierzchnie nad krzywymi DSC zostaty obliczone z uwzglednieniem wyznaczonych linii

bazowych i wykorzystane jako wskazniki ilosci odpowiednich frakcji wody — Rysunek 14.
W procedurze dopasowania zachowano nastgpujace kryteria:

* zgodnie z zasada brzytwy Ockhama liczba elementow skladowych powinna by¢

minimalna

* poniewaz krzywe procesu topnienia zamarzni¢tej wody byly asymetryczne, ich rozktad

przeprowadzono za pomocg funkcji bi-gaussowskich

» krzywa teoretyczna podana przez sum¢ poszczegdlnych skltadowych byla najlepiej

dopasowana do eksperymentalnej krzywej DSC

* kryterium dobroci dopasowania stanowit znormalizowany btad s$redniokwadratowy
(NRMSE)); jako kryterium zatrzymania algorytmu przyjeto empiryczng regule NRMSE <
0,1%.
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Rysunek 14. Reprezentatywny, trojsktadnikowy rozktad krzywej DSC, otrzymany z uwodnionego HPC —
stezenie wody Wc¢ = 0,92 g/g; linia ciemnoniebieska — oryginalna krzywa DSC, na ktérg naktada si¢ czerwona
linia, oznaczajaca sumg funkcji Gaussow; linia zotta — frakcja wody FW; linia zielona — frakcja wody NFW;
linia brazowa — frakcja wody FBW; jasnoniebieska linia — linia bazowa.

Jak wyjasniono we wstepie, jednym z kluczowych elementéw stuzacych do identyfikacji
odpowiedniej frakcji wody jest jej temperatura topnienia. W tym celu, kazdej obliczonej
w procesie dekonwolucji sktadowej, przypisano obliczong odpowiednio maksymalng
temperature Tmax tego procesu. Rysunek 15 jest reprezentatywnym przyktadem, w ktorym
poszczegolne frakcje zostaly pogrupowane w ten wilasnie sposob — od temperatury najwyzszej
do najnizszej. Pierwsza seria — najwyzsza temperatura — frakcja wody wolnej FW, druga seria
— frakcja wody zwigzanej zamarzajacej] FBW, ostatnia w kolejnos$ci seria trzecia, najnizsza
temperatura — frakcja wody NFW. Jak wida¢, temperatury Tmax frakcji FW (niebieskie punkty)
sg w wigkszosci dodatnie, natomiast pula wody niezamarzajacej (czerwone puste punkty)
charakteryzuja si¢ temperaturami ujemnymi. Wynika to z faktu, ze typ wody NFW jest
definiowany tylko przez czasteczki wody silnie zwigzane wigzaniami wodorowymi i/lub
osadzone w strukturach nanoprzestrzennych tancuchow polimerowych. Wraz ze wzrostem puli
NFW, interakcje miedzy kolejnymi warstwami wody sg nadal wystarczajaco silne, ale stabng
wraz ze wzrostem st¢zenia wody. Zatem temperatura Tmax frakcji wodnej jest poczatkowo
ujemna, a nastepnie, gdy zwiekszajg si¢ odlegtosci 0d miejsca wigzania, staje si¢ dodatnia.
W ten sposob w matrycy pojawia si¢ kolejny typ wody FBW. Temperatury tej frakcji sg ujemne
przy niskich ste¢zeniach wody do okoto 1,5 g/g, ale dodatnie przy wyzszych stg¢zeniach >1,5
0/g.
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Wykorzystujac ten zwigzek, w kolejnej czeSci artykulu pokazano zaleznosci pol
powierzchni obliczonych poszczegolnych frakcji wody od stgzenia wody We, zgrupowanych
wedlug maksymalnych temperatur Tmax.
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Rysunek 15. Hydroksypropylo celuloza HPC — przyktadowy wykres przedstawiajgcy zalezno$¢ maksymalnej
temperatury Tmax frakcji FW, FBW i NFW od stezenia wody We.

Analiza dekonwolucyjna hydroksypropylo celulozy dostarcza bardzo interesujacych
obserwacji. Stezenie frakcji wody wolnej FW (niebieskie punkty) dla We > 2,2 g/g jest nizsze
w porownaniu do innych typéw, a dla niskich stezen — Wc < 1,1 g/g — stezenia wszystkich
frakcji wody sg prawie takie same. Zjawisko to znalazto wyjasnienie w pracy H5, gdzie
przedmiotem badania z uzyciem spektroskopii Ramana, byta ta sama hydroksypropylo celuloza
HPC. We wnioskach pracy wykazano, ze przy niskiej zawartosci wody Wc = 0,69 g/g, cata
woda znajdujgca si¢ w matrycy jest niezamarzajaca. Dlatego nalezy spodziewac si¢ obecnosci
tylko jednej frakcji, czego w modelu 3 sktadnikowym nie da si¢ inaczej przedstawic.
W probkach o stezeniu wody We = 1,41 g/g stwierdzono spadek zawartos$ci frakcji wody FWB,
podczas gdy stezenia innych typow pozostaty na tym samym poziomie. Dla zawartosci wody
Wc > 2,2 g/g, tak jak w omawianym modelu teoretycznym, obserwowano wzrost stezen
wszystkich rodzajow wody, przy czym stgzenie frakcji FBW pozostawato ciagle najnizsze.

Zjawisko to mozna fatwo zaobserwowac¢ na Rysunku 16.
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Rysunek 16. Powierzchnia 3 frakcji wody, uzyskana po dekonwolucji HPC w funkcji Wc — frakcja FW
niebieskie punkty, frakcja FBW zielone trojkaty, frakcja NFW czerwone puste punkty.

Rysunek 17 obrazuje ta sama zalezno$¢ pol powierzchni poszczegdlnych frakcji wody
w funkcji We, obliczong dla mieszanin HPC ze stabo rozpuszczalnym kwasem salicylowym
SA. W przeciwienstwie do niezmieszanego polimeru wyraznie widaé, ze stezenie frakcji wody
wolnej FW (niebieskie punkty) wzrasta od samego poczatku, podczas gdy frakcje wody FBW
(zielone trojkaty) i NFW (czerwone puste punkty) ulegaja szybkiemu nasyceniu i od Wc okoto
1,5 g/g pozostaja na statym poziomie. Bez watpienia wynika to ze zmniejszonej zawarto$ci
tancuchow polimerowych, poniewaz binarna mieszanina jest matrycg polimeru i leku
w stosunku wagowym 1:1 m/m. Obniza to liczb¢ mozliwych aktywnych miejsc wigzania via
wigzania wodorowe a takze zmniejsza liczb¢ zdolnych do putapkowania wody nanoprzestrzeni.
Co wigcej, male czasteczki kwasu salicylowego utrudniajag formowanie si¢ struktur
nanoprzestrzennych poprzez wzrost ilosci centrow hydrofobowych. Z tego powodu obszary
FBW 1 NFW bardzo szybko nasycaja si¢, a obszar frakcji FW gwaltownie zwigksza swoje
stezenie [H2].
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Rysunek 17. Powierzchnia 3 frakcji wody, uzyskana po dekonwolucji mieszaniny HPC z trudno
rozpuszczalnym kwasem salicylowym (HPC/SA) w funkcji Wc — frakcja FW niebieskie punkty, frakcja FBW
zielone trojkaty, frakcja NFW czerwone puste punkty.

Podobnie jak w przypadku mieszanin HPC/SA, liczba miejsc wigzania wody
W mieszaninach HPC/NaSA jest zwigzana z zawarto$cig tancuchow polimerowych
i ograniczona do 1/2 — HPC:NaSA — 1:1 m/m. Jednak, jak wczes$niej wykazano [H1], stezenie
frakcji wody NFW obliczone dla HPC/NaSA bylo réwne 0,48 g/g, co czyni te wartos$¢
porownywalng ze stezeniem 0,54 g/g obliczonym dla niemieszanej HPC. Zjawisko to jest
zwigzane z obecnoScig silnie dysocjujgcego jonu Na®, co bardzo zwigksza ruchliwo$é
czasteczek wody w uktadzie. W efekcie predkos¢ ich wymiany jest tak duza, ze odroznienie

jednej frakcji wody od drugiej, w praktyce staje si¢ niemozliwe — Rysunek 18.
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Rysunek 18. Powierzchnia 3 frakcji wody, uzyskana po dekonwolucji mieszaniny HPC z bardzo dobrze
rozpuszczalnym salicylanem sodu (HPC/NaSA) w funkcji W¢ — frakcja FW niebieskie punkty, frakcja FBW
zielone trojkaty, frakcja NFW czerwone puste punkty.
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Otrzymane wyniki obliczen zostaly szczegdélowo omowione i porOwnane z wczesniej
uzyskanymi eksperymentalnymi danymi DSC, takze innych autorow. Narzedzia AI/ML
pomogly w opracowaniu teorii i posredniej walidacji hipotetycznego mechanizmu
oddziatywania wody z polimerem HPC oraz jego mieszaninami z lekami o zréznicowanej

rozpuszczalnosci.

Osiggniecia:

- opracowano 1 opublikowano narzedzia AI/ML do dekompozycji krzywych DSC jako
oprogramowanie open source, dostepne bezplatnie zaréwno do uzytku osobistego, jak

i komercyjnego [76]

- zweryfikowano koncepcje wykorzystania wyzej wymienionego narz¢dzia do wynikow

DSC dla uwodnionych mieszanin HPC z modelowymi lekami

- przyporzadkowano, wyznaczonym w procesie dekonwolucji sktadowym, maksymalne
temperatury Tmax procesu topnienia, co pozwolito na potwierdzenie tozsamosci kazdej frakcji
wody — podobne wnioski, ale uzyskane dla eksperymentalnie otrzymanych krzywych DSC,

byty przedmiotem publikacji [H1]

- wykazano, ze zardwno jakosciowe jak 1 ilosciowe wlasciwo$ci poszczegolnych frakcji
wody obliczonych podczas analizy AI/ML, znajduja potwierdzenie w badaniach metoda

spektrometrii ramanowskiej [H5, 21]

- zastosowane narzedzie AI/ML bardzo dobrze opisuje wptyw lekow o zrdznicowanej
rozpuszczalnosci — lokalizacja poszczegdlnych frakeji wraz z aspektami ilo§ciowymi zostaty

zachowane i potwierdzone we wczesniejszych eksperymentach DSC [H1,H2]

- pokazano znaczacy udzial nanoprzestrzeni w tworzeniu silnie zwigzanej wody NFW —

uzyskane wyniki zostaty potwierdzone w publikacjach [9,16,45,H1,H2]

- wskazano wptyw silnie dysocjujgcych jonow Na' na niektore iloSciowe zalezno$ci

zwigzane z wodg niezamarzajaca NFW [10,26,H1]
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4.3.4 Podsumowanie

Whioski z prac wchodzacych w sktad cyklu habilitacyjnego sg nastgpujace:

H1 W badanym zakresie pomiarowym, lepkos¢ hydroksypropylo celulozy HPC nie wptywa
na zawarto$¢ wody niezamarzajacej NFW. W poréwnaniu do typow HPC HF, MF i LF:
obecnos¢ stabo rozpuszczalnego w wodzie kwasu salicylowego obniza zawartos¢ NFW do
okoto 30% a bardzo dobrze rozpuszczalnego w wodzie salicylanu sodu zmienia ja o okoto 10
do 20%. Wzrostowi zawartosci NFW, w poréwnaniu do mieszanin HPC/SA, sprzyjaja tatwo
dysocjujgce kationy jednowartoSciowe Na®. Obecno$¢ malych czgsteczek lekow o stabej
i bardzo dobrej rozpuszczalnosci w wodzie, silnie réznicuje maksymalng temperatur¢ Tmax

procesu topnienia wody zawartej w mieszaninie.

H2 W przypadku wszystkich badanych typow hydroksypropylo celulozy, wcze$niej
obliczone zawartosci wody NFW [H1] sg wynikiem zaréwno interakcji z tancuchami polimeru
jak i obecnosci nanoprzestrzennych putapek. Znajduje to potwierdzenie w analizie
wspoélczynnika kierunkowego a rownania AH = f(Wc), ktory odpowiada energii potrzebnej do
odparowania wody z probki, i1 ktory jest znaczaco wigkszy w poréwnaniu do odpowiadajacych
mu mieszanin HPC z SA i NaSA. W przypadku badanych mieszanin HPC z modelowymi
lekami, woda niezamarzajagca NFW sktada si¢ gtownie z czgsteczek wody oddziatujacych
wigzaniami wodorowymi z grupami hydrofilowymi polimeru 1 w mniejsze] czesci
pochodzacymi od wody zamknigtej w przestrzennych nanoputapkach. Wyzsza zawarto§¢ Nev
obliczong dla mieszaniny HPC/NaSA mozna wytlumaczy¢ faktem silniejszego oddzialywania
pomiedzy zdysocjowang parg jonowg Na® i czgsteczkami wody, co znajduje potwierdzenie
w analizie wyrazu wolnego b z rownania AH = f(Wc), odpowiadajacego za ciepto hydratacji.
Warto$¢ tej wielkosci w przypadku mieszaniny HPC/NaSA jest prawie dwukrotnie wigksza

w poréwnaniu do analogicznych mieszanin HPC/SA i niemieszanej HPC.

H3 Hydroksypropylometylo celulozy HPMC o niskiej lepkosci (3 cP) posiadaja wigksza
zdolno$¢ tworzenia silnie zwigzane] wody niezamarzajacej, niz ich odpowiedniki o lepkosci
wiekszej o blisko 5 rzedow wielkosci. W poszczegolnych grupach strukturalnych uwodnionych
mieszaninach kwasu acetylosalicylowego z zarowno HPC jak i HPMC dominuje efekt
odwrotny - wraz ze wzrostem lepkos$ci wzrasta zawartos¢ NFW. W poréwnaniu do mieszanin
HPC/SA, mieszaniny HPC/ASA charakteryzuja si¢ znacznym wzrostem zawartosci NFW dla
obydwu typéw LF i MF, co sugeruje zwigzek z obecno$cig grup acetylowych, zdolnych do
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generowania kolejnych struktur nanoprzestrzennych, w ktorych powstaja czgsteczki wody
NFW. Mieszaniny HPMC/ASA o lepkosci 100000 cP, ktére maja duza zdolno$¢ wigzania wody
z grupami hydroksylowymi tancuchow polimerowych, znacznie ograniczaja hydrolize kwasu
acetylosalicylowego w przeciwienstwie do uktadow HPMC/ASA o lepkosci 3 cP, w ktorych
efekt hydrolizy jest wyraznie wigkszy. Dla mieszanin HPC/ASA nie obserwowano podobnej
zalezno$ci, poniewaz bardzo wysoka hydroliz¢ rzedu 15% oznaczono dla obydwu badanych

typéw MF i LF

H4 Wyznaczono zawarto$ci wody niezamarzajacej NFW oraz wody zwigzanej z procesem
parowania Nev W wybranych gatunkach liofilizowanych grzybni z hodowli in vitro oraz
komercyjnie dostepnych Agaricus bisporus, Boletus badius i Cantharellus cibarius. Uzyskane
wyniki NFW byty zréznicowane i silnie zalezne od gatunku grzyba, pochodzenia (grzybnia in
vitro lub hodowlana) oraz zawarto$ci kumulowanych jonow metali. Stwierdzono, ze wraz ze
wzrostem zawarto$ci kationow wzrasta stgzenie NFW. Obliczone stezenia Nev byty niskie dla
wszystkich badanych probek, co sugeruje, Ze niezamarzajagca woda sklada si¢ gléwnie
z czasteczek wody oddzialujacych z miejscami sorpcji, ktére nie s3a uwigzione
w nanoprzestrzeniach — wyjatek stanowi Agaricus bisporus. Pokazano uzyteczno$é
wyznaczania Nev dla oceny wptywu obecnosci struktur nanoprzestrzennych w powstawaniu
NFW. Majac na uwadze duze znaczenie dla przemyshu spozywczego, obliczone zawartos$ci
NFW i Nev moga znalez¢ konkretne zastosowanie przy wykreslaniu diagramow fazowych dla
okreslenia optymalnych warunkow przetwarzania 1 dalszego przechowywania liofilizowanych
postaci grzybow Boletus badius, Agaricus bisporus oraz Cantharellus cibarius. W grupie badan
owocnikéw pochodzacych z kultur in vitro, zastosowanie opisanej metody DSC miato

charakter nowatorski i nie byto jak dotad przedmiotem publikacji.

HS W toku badan potwierdzilem zasadno$§¢ wyboru metody spektroskopii Ramana, ktora
okazala si¢ bardzo dobrze przystawa¢ do wczesniej przeprowadzonych obserwacji i wnioskoéw
uzyskanych metodg DSC. Badania przeprowadzono na niemieszanej hydroksypropylo
celulozie typu MF a zaobserwowana kompatybilnos¢ metod dotyczyta: identyfikacji
i przypisaniu 3 pasm przy okoto 3400 cm?, 3320 cm™ i 3220 cm™* odpowiednim frakcjom
wody NFW, FBW i FW — potwierdzenia, ze dla stezen wody Wc nie przekraczajgcych warto$¢
NFW = 0,54 g/g, cala woda znajdujgca si¢ w matrycy jest uwazana za niezamarzajacg —
powstawanie frakcji NFW w surowych hydroksypropylo celulozach, jest zwigzane nie tylko
Z udziatlem wigzan wodorowych, ale takze z obecno$cig struktur nanoprzestrzennych —

zamarzajaca woda FBW jest mniej zaangazowana w stabilizacje przestrzennej struktury HPC.
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Ponadto stwierdzono, ze jesli stezenie wody w HPC, znajduje si¢ w obszarze tworzenia bifazy
(We w zakresie 1,78—1,38 g/g), to wszystkie frakcje wody osiagaja swoje maksimum,
w warunkach eksperymentu, po okoto 6 dniach. Przy zawartosci wody duzo przewyzszajacej
zawartos$¢ frakcji wody NFW (4-krotny nadmiar), wzrost stezen wszystkich rodzajow wody
rozpoczyna si¢ po 16 dniach, co moze mie¢ zwigzek z przejsciem od struktury anizotropowe;j

do izotropowej, spowodowanym koncentracja grup hydrofobowych.

W pracy $ledzono kinetyke interakcji pomiedzy czasteczkami hydroksypropylo celulozy

I wody, co jest podejsciem nowatorskim.

H6 Opracowano i opublikowano narzedzia A/ML do dekompozycji krzywych DSC jako
oprogramowanie open source, dostgpne bezptatnie zaréwno do uzytku osobistego, jak
i komercyjnego. Zweryfikowano koncepcj¢ wykorzystania wyzej wymienionego narzg¢dzia do
wynikéw DSC dla uwodnionych mieszanin HPC z modelowymi lekami. Przyporzadkowano,
wyznaczonym w procesie dekonwolucji sktadowym, maksymalnych temperatur Tmax procesu
topnienia, co pozwolito na potwierdzenie tozsamos$ci kazdej frakcji wody. Potwierdzono
w literaturze znaczng czgs¢ empirycznie opracowanych hipotez AI/ML, dotyczacych
wlasciwosci termicznych uwodnionych mieszanin HPC. Zastosowane narzedzie AI/ML bardzo
dobrze opisuje wplyw lekow o zrdznicowane] rozpuszczalno$ci, znaczacy udziat
nanoprzestrzeni w tworzeniu silnie zwigzanej wody NFW a takze wptyw silnie dysocjujacych

jonow Na* na niektore ilo$ciowe zaleznosci zwigzane z wodg niezamarzajgcg NFW.

59/72



Autoreferat - dr Przemystaw Talik

Bibliografia

10.
11.

12.
13.
14.
15.

16.
17.
18.
19.

20.
21.
22.
23.

24,

Arca HC, Mosquera-Giraldo LI, Bi V, Xu D, Taylor LS, Edgar KJ. Biomacromolecules
2018;19(7):2351-2376.
Guo JH, Skinner G, Harcum W, Barnum P. Pharm. Sci. Technol. Today
1998;1(6):254-261.
Ye R, Cheng Q, Cai J, Feng T, Wang G. J. Food Qual. 2016;39(4):292—-300.
Liu X, Zhou Y, Nie W, Song L, Chen P. J. Mater. Sci. 2015;50(18):6113-23.
Ledwon P, Andrade JR, Lapkowski M, Pawlicka A. Electrochim. Acta 2015;159:227—
33.
Barzic Al, Dimitriu DG, Dorohoi DO. Polym. Eng. Sci. 2015;55(5):1077-81.
Vueba ML, Batista de Carvalho LA, Veiga F, Sousa JJ, Pina ME. Pharm. Dev. Technol.
2006;11(2):213-28.
Wolfe J, Bryant G, Koster KL. Cryo-Letters 2002;23:157-66.
Ping ZH, Nguyen QT, Chen SM, Zhou JQ, Ding YD. Polymer 2001;42:8461—7.
Berthold J, Desbrie'res J, Rinaudo M, Salme'n L. Polymer 1994;35(26):5729-36.
Hatakeyama T, Tanaka M, Kishi A, Hatakeyama H. Thermochim. Acta 2012;532:159-
163.
Pissis P, Kyritsis A. J. Polym. Sci. B Polym. Phys. 2013;51:159-175.
Bullock G, Molinero V, Faraday Discuss. 2013;167:371-388.
Gunko VM, Savina IN, Mikhalovsky SV. Gels 2017;3(4):37.
Wiener CG, Tyagi M, Liu Y, Weiss RA, Vogt BD. J. Phys. Chem. B 2016;120:5543-
5552.
Liu GL, Yao KD. Polymer 2001;42:3943-7.
Watanabe K, Wake T. Cold Reg. Sci. Technol. 2009;59:34-41.
Prisova A, Conte P, Kucerik J, Alonzo G. Anal. Bioanal. Chem. 2010;397:3023-8.
Kulinowski P, Mtynarczyk A, Jasinski K, Talik P, Gruwel ML, Tomanek B, Weglarz
WP, Dorozynski P. Pharm. Res. 2014;31(9):2383-92.
Milc¢och T, Kucerik J. J. Therm. Anal. Calorim. 2013;113(3):1177-85.
Paudel A, Raijada D, Rantanen J. Adv. Drug Deliv. Rev. 2015;89:3e20.
Morita S, Tanaka M, Ozaki Y. Langmuir 2007;23:3750e3761.
Hatakeyama T, Inui Y, lijima M, Hatakeyama H. J. Therm. Anal. Calorim.
2013;113(3):1019-25.
Liu J, Cowman MK. J. Therm. Anal. Calorim. 2000;59:547-57.

60/72



Autoreferat - dr Przemystaw Talik

25.
26.

217.

28.

29.

30.
31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.
46.

Dehabadi L, Udoetok 1A, Wilson LD. J. Therm. Anal. Calorim. 2016;126(3):1851-66.
Prigova A, Smejkalovia D, Chytil M, Velebny V, Kuéerik J. Carbohydr. Polym.
2010;82:498-503.

Hatakeyama T, Tanaka M, Hatakeyama H. J. Biomater. Sci. Polym. Ed. 2010;21:1865-
75.

Caldeira TG, Saude-Guimaraes DA, De Lacerda DLR, Mussel WD, Yoshida MI, De
Souza J. J. Pharm. Pharmacol. 2019;71(6):910-9109.

Lust A, Lakio S, Vintsevits J, Kozlova J, Veski P, Heindgméki J, Kogermann K. Int. J.
Pharm. 2013;456:41-48.

Atici EB, Karliga B. J. Pharm. Biomed. 2015;114:330-340.

Hubicka U, Zmudzki P, Talik P, Zuromska-Witek B, Krzek J. Chem. Cent. J.
2013;7(1):133-44.

Talik P, Hubicka, U. Med. Int. Rev. 2018;28(111):82—90.

Talik P, Talik P, Hubicka U. Med. Int. Rev. 2016;27:100—6.

Talik P, Czerniecka E, Hubicka U, Krzek J. Acta Pol. Pharm. 2017;74(4):1057-62.
Talik P, Zuromska-Witek B, Hubicka U, Krzek J. Acta Pol. Pharm.
2017;74(4):1049-55.

Antosik A, Witkowski S, Woyna—Orlewicz K, Talik P, Szafraniec J, Wawrzuta B,
Jachowicz R. Acta Pol. Pharm. 2017;74(4):1231-38.

Dettlaff K, Talik P, Spolnik G, Danikiewicz W, Ogrodowczyk M. AAPS
PharmSciTech. 2014;16(1):21-9.

Alber C, Engblom J, Falkman P, Kocherbitov V. J. Phys. Chem. B
2015;119(11):4211-4219.

Zaitoon AM, Elansari AM, Ahmed YS, Taha NA. Emir. J. Food Agric.
2016;28(9):625-632.

Seetapan N, Limparyoon N, Fuongfuchat A, Gamonpilas C, Methacanon P. Int. J. Food
Prop. 2016;19(7):1616—1630.

Kucerik J, Bursakova P, PruSova A et al. J. Therm. Anal. Calorim. 2012;110:451-459.
Hatakeyama H, Hatakeyama T. Thermochim. Acta 1998;308:3-22.

Hatakeyama T, Nakamura K, Hatakeyama H. Thermochim. Acta 1985;123:153-61.
Kudéerik J, Prisova A, Smejkalova D, Velebny V. Carbohydr. Polym. 2013;98(2):1561—
4,

Park S, Venditti RA, Jameel H, Pawlak JJ. Cellulose 2007;14:195-204.

Hatakeyama T, Nakamura K, Hatakeyama H. Thermochim Acta. 2000;352—-353:233-9.
61/72



Autoreferat - dr Przemystaw Talik

47.

48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.

56.

S7.

58.
59.

60.
61.

62.
63.

64.

65.

66.

67.

68.

Qiu Y, He X, Zhu L, Product CG. Process development of solid Oral dosage forms. In:
Qiu Y, Chen Y, Zhang GGZ, Yu L, Mantri RV, editors. Developing solid Oral dosage
forms (second edition) pharmaceutical theory and practice: Academic Press; 2017. p.
551-91.

Mwesigwa E, Basit AW, Buckton G. J. Pharm. Sci. 2008;97:4433-45.

Mwesigwa E, Buckton G, Basit AW. Drug. Dev. Ind. Pharm. 2005;31:959-68.
Kocherbitov V. Carbohydr. Polym. 2016;150:353-8.

Kokot Z, Burda K. J. Pharm. Biomed. Anal. 1998;18:871-5.

Levine H, Slade L. Carbohydr. Polym. 1986;6(3):213-44.

Rahman MS. Trends Food Sci. Technol. 2006;17:129-41.

Rahman MS. J. Food Eng. 2010;99(4):402-16.

Guizani N, Al-Saidi GS, Rahman MS, Bornaz S, Al-Alawi AA. J. Food Eng.
2010;99(1):92-7.

Guizani N, Rahman MS, Klibi M, Al-Rawahi A, Bornaz S. Int. Food Res. J.
2013;20(4):1945-52.

Herawat H, Kusnandar F, Adawiyah DR, Budijanto S, Rahman MS. Thermochim. Acta
2014;593:50-7.

Rahman MS. Food Chem. 2012;132:1679-85.

Mleczek M, Magdziak Z, Ggsecka M, Niedzielski P, Kala¢ P, Siwulski M, Rzymski P,
Zalicka S, Sobieralski K. Environ. Sci. Pollut. R. 2016;23(20):20609-18.

Kojta AK, Falandysz J. Food Chem. 2016;200(1):206-14.

Reczynski W, Muszynska B, Opoka W, Sutkowska-Ziaja K, Malec M. Biol. Trace
Elem. Res. 2013;153(1-3):355-62.

Gasecka M, Siwulski M, Mleczek M. J. Food Process. Preserv. 2018;42(1):e13386.
Zhang L, Hu Y, Duan X, Tang T, Shen Y, Hu B, Liu A, Chen H, Li C, Liu Y. Int. J.
Biol. Macromol. 2018;113(1):1-7.

Falandysz J, Borovi¢ka J. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2013;97(2):477-501.

Roos YH. J. Food Sci. 1986;51(3):684—6.

Sablani SS, Rahman MS, Al-Busaidi S, Guizani N, Al-Habsi N, Al-Belushi R, Soussi
B. Thermochim. Acta 2007;462:56—63.

Rahman MS, Sablani SS, Al-Habsi N, Al-Maskri S, Al-Belushi R. J. Food Sci.
2005;70(2):E135-41.

Suresh S, Al-Habsi N, Guizani N, Rahman MS. Thermochim. Acta 2017;655:129-36.

62/72



Autoreferat - dr Przemystaw Talik

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.
77.

Syamaladevi RM, Sablani SS, Tang J, Powers J, Swanson BG. J. Food Eng.
2009;91(3):460-7.

Telis VRN, Sobral PJA. LWT-Food Sci. Technol. 2001;34:199-205.

Guido S, Macromolecules 1995;28:4530e45309.

Tu AT, Raman Spectroscopy in Biology: Principles and Applications, John Wiley &
Sons, New York, 1982. Ch.7.

Fechner PM, Wartewig S, Kiesow A, Heilmann A, Kleinebudde P, Neubert RHH, J.
Pharm. Pharmacol. 2005;57:689e698.

Schenzel K, Fischer S, Applications of FT- Raman spectroscopy for the characterization
of cellulose, Lenzinger Berichte.
www.lenzing.com/index.php?type=88245&tx_filedownloads_file%5bfileName%5d=f
ileadmin/content/PDF/03_Forschung_u_Entwicklung/Lenzinger_Berichte 83 2004.p

df, 2004, 83-64-70.

ICH. The International Conference on Harmonization of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use, Quality Guideline Q8(R2)
Pharmaceutical Development. 2009. Available online:
http://www.ich.org/fileadmin/Public_Web_Site/ICH_Products/Guidelines/Quality/Q8

_R1/Step4/Q8 _R2_Guideline.pdf (accessed on 21 June 2021).

Clas SD, Dalton CR, Hancock BC. Pharm. Sci. Technol. Today 1999;2:311-320.
R Peak Decomposer. Available online: https://sourceforge.net/projects/r-peak-

decomposer (accessed on 21 June 2021).

63/72



Autoreferat - dr Przemystaw Talik

5. Informacja o wykazywaniu sie¢ istotng aktywnoscia naukowgq albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w
szczegolnosci zagranicznej.

1. W pazdzierniku 1996 roku, na zaproszenie strony francuskiej, odbytem krotkoterminowy (7
dni) staz naukowo-dydaktyczny w pracowni profesora dr hab. Jean Martineza, na Wydziale
Farmaceutycznym Uniwersytetu w Montpellier (Francja). Tematem pobytu byly nowe
I innowacyjne metody syntezy organicznej i peptydowej, projektowanie i synteza réznych

silnych i selektywnych analogéw neuropeptydow oraz innych aktywnych biomolekut.

2. W czerwcu 1998 roku odbytem miesi¢czny staz naukowy w ramach europejskiego programu
Tempus Phare na Wydziale Chemii i Farmacji Uniwersytetu w Wiirzburgu (RFN), w katedrze
prowadzonej przez profesor dr hab. Ch. Miiller. Wyjazd stanowit kontynuacj¢ wspotpracy

badawczej, ktorej wyniki byty przedmiotem:
- doniesienia zjazdowego:

Sauer R, Schobert U, Geis U, Frobenius W, Miiller ChE, Talik P, Pawlowski M. Neue Al
und A2 - selektive adenosinreceptor-antagonisten. Synthesen und strukturwirkungs
beziehungen — Konferencja Niemieckiego Towarzystwa Farmaceutycznego Salzau 14-16.03
1996

- oraz publikacji:

Miiller ChE, Sauer R, Geis U, Frobenius W, Talik P, Pawlowski M. Aza-analogs of 8-
styrylxanthines as A2A-adenosine receptor antagonists. Arch Pharm. 1997;330(6):181-9

W trakcie pobytu zajmowatem si¢ syntezg nowych diaza-analogow 8-styryloksantyny

0 potencjalnym dziataniu na receptory Az i Ax-adenozynowe.
Wynikiem pobytu byly doniesienia zjazdowe:

Talik P, Miiller ChE, Pawlowski M. Synteza i wtasciwosci fizykochemiczne nowych diaza-
analogow 8-styryloksantyny o potencjalnym dziataniu na receptory Al i A2-adenozynowe.
Synthesis and physicochemical properties of new diaza-analogs of 8-styryloxantines as
potential agents on Al and A2 adenosine receptors. XVII Naukowy Zjazd PTFarm. "Farmacja

w perspektywie XXI w.", Krakow, 10-13 wrzesnia 1998.
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Talik P, Miiller ChE, Pawlowski M. Synteza i wla$ciwosci fizykochemiczne nowych diaza-
analogéw 8-styryloksantyny o potencjalnym dziataniu na receptory Al i A2-adenozynowe.
Synthesis and physicochemical properties of new diaza-analogs of 8-styryloxantines as
potential agents on Al and A2 adenosine receptors. XLI Zjazd Naukowy PTChem.
i SITPChem., Wroctaw 14-18 wrzesnia 1998.

Wyniki tego pobytu, zostaly czesciowo wykorzystane w moje rozprawie doktorskiej
,Badania w grupie 1,3,7,8—pochodnych ksantyny o potencjalnym dzialaniu na receptory

adenozynowe”.

3. W pazdzierniku 2000 roku, odbylem krotkoterminowy (7 dni) staz naukowo-dydaktyczny,
w ramach europejskiego grantu Tempus Phare — Wydzial Matematyki i Nauk Przyrodniczych
Renskiego Uniwersytetu Fryderyka Wilhelma w Bonn (RFN).

Kolejng moja aktywnoscig naukowa, o ktorej chcialem wspomnie¢ w niniejszym rozdziale

autoreferatu, jest intensywna wspotpraca z:

1) Zespotem Spektroskopii Oscylacyjnej Wydziatu Chemii UJ, kierowanym przez prof. dr hab.
Aleksandre Weselucha-Birczynska, ktorej efektem sa:

- doniesienie zjazdowe: Talik P, Moskal P, Wesetucha-Birczynska A. Water—Polymer
Interactions of Hydrated Hydroxypropyl Cellulose (HPC) and its Mixtures with Drugs of
Different Solubility — Raman Spectroscopy Studies for Drug Delivery Applications. XV

International Conference on Molecular spectroscopy, 15.09 - 19.09.2019 Wroctaw

- doniesienie zjazdowe: Krainska M, Talik P, Moskal P, Proniewicz LM, Wesetlucha-
Birczynska A, Raman spectroscopy investigations of hydrated hydroxypropyl cellulose
mixtures with low soluble salicylic acid: molecular interactions and the water binding
structure. 2.2. Biomedical Applications, 11th International Conference on Advanced
Vibrational Spectroscopy, 23rd-26th August 2021.

- publikacja: H5 — Talik P, Moskal P, Proniewicz LM, Wesetucha-Birczynska A. U. The
Raman spectroscopy approach to the study of Watere-Polymer interactions in hydrated
hydroxypropyl cellulose (HPC). J Mol Struct. 2020;1210:128062

2) Katedra 1 Zaktadem Technologii Postaci Leku 1 Biofarmacji Wydziatu Farmaceutycznego
UJ CM, ktorej efektem sg publikacje:
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- publikacja: Kulinowski P, Mtynarczyk A, Jasinski K, Talik P, Gruwel ML, Tomanek B,
Weglarz WP, Dorozynski P. Magnetic resonance microscopy for assessment of
morphological changes in hydrating hydroxypropylmethylcellulose matrix tablets in situ—
is it possible to detect phenomena related to drug dissolution within the hydrated matrices?
Pharm Res. 2014;31(9):2383-92.

- publikacja: H6 — Talik P, Mendyk A. Machine Learning for the Identification of Hydration
Mechanisms of Pharmaceutical-Grade Cellulose Polymers and Their Mixtures with Model
Drugs. Appl. Sci. 2021, 11, 7751.

3) Zaktadem Chemii Nieorganicznej Wydziatlu Chemii UJ — ktorej efektem jest praca
licencjacka Pani Alicji Romanskiej — ,,Badanie wtasciwosci fizykochemicznych uwodnionych
mieszanin hydroksypropyloceluloz z lekami o r6znej rozpuszczalno$ci.” Praca wykonana pod

opieka dr hab. Krzysztofa Kruczaty, prof. UJ

4) Katedra i Zakladem Botaniki Farmaceutycznej Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM, ktorej

rezultatem jest:

- publikacja: H4 — Talik P, Piwowarczyk J, Muszynska B, Hubicka U. DSC study of
hydration and water-holding behaviour of cultured in vitro mycelium and naturally grown
fruiting bodies of freeze-dried Boletus badius, Agaricus bisporus and Cantharellus cibarius.
J Therm Anal Calorim. 2021;143:3525-3532.

5) Wydziatem Chemii Uniwersytetu Opolskiego — zespo6t badawczy kierowany przez prof. dr
hab. Jacka Lipoka. Zostatem zaproszony do udziatu w projekcie pt. ,,Profilowanie fosforowe
jako metoda oceny rozwoju organizméw w warunkach stresu fizjologicznego - diagnostyka
fosforomiczna” (“Phosphorus profiling as the method of evaluation of development of
organisms in conditions of physiological stress - phosphoromics diagnostics’) — numer umowy
projektowej: UMO-2017/27/B/NZ4/00698, kierowanego przez prof. dr hab. Jacka Lipoka
Z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Opolskiego. Jednym z istotnych aspektow tego projektu jest
ustalenie losu pochodnych fosfonowych w §rodowisku i wskazanie mozliwos$ci przeksztalcen
tych substancji. Chociaz zdecydowana wigkszo$¢ szczegdétowych informacji zwigzanych
Z biokatalizowanymi przemianami fosfonianow dotyczy aktywnos$ci bakterii, stopniowo rosnie
liczba danych wskazujacych na znaczacy udziat grzybow mikroskopowych w tych procesach.
Moj udzial w projekcie jest zwigzany z wchodzaca w skiad cyklu habilitacyjnego publikacja
H4 ,,DSC study of hydration and water-holding behaviour of cultured in vitro mycelium and
naturally grown fruiting bodies of freeze-dried Boletus badius, Agaricus bisporus and
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Cantharellus cibarius”. Przedmiotem badan jest zastosowanie metody DSC w ocenie zawarto$ci
wody niezamarzajacej NFW oraz wody zwigzanej z procesem parowania Nev w materiale
biologicznym, szczeg6lnie w warunkach steru osmotycznego, a takze analiza wptywu kationéw
jedno- i dwuwartosciowych oraz obecno$¢ struktur nanoprzestrzennych, na stezenia
obliczonych frakcji wody. Otrzymane wyniki zostang wykorzystane w badaniach

korelacyjnych z wykorzystaniem zawansowanych metod statystycznych.
6) Uniwersytetem w Szeged, ktorej rezultatem jest

- prezentacja ustna w jezyku angielskim: “The DSC approach to study non-freezing water
contents of hydrophilic polysaccharides — effect of drug addition.” 1% Hungarian-Polish
Interdisciplinary Scientific Symposium 26-27"" September 2019, Szeged, Hungary.

- publikacja: ,,Opoka W, Szlosarczyk M, Chojnacki A, Kryczyk-Poprawa A, Talik P et al.
Semiautomatic and fully functional electrochemical microanalyzer BO-05 suitable for
scientific, didactic, and analytical applications: The use in the potentiometric analysis of
drugs. Anal. Tech. Szeged. 2021; 15(1):64-72.”

7) Institute of Chemistry and Technology of Environmental Protection "ICTEP", Brno
University of Technology — wspétpraca z Profesorem Jiti Kucerik (Assoc. prof., PhD) polega
na wzajemnych konsultacjach i wymianie do$wiadczen w zakresie zastosowan metod
termoanalitycznych, ze szczegdlnym uwzglednieniem Roznicowej Kalorymetrii Skaningowej
DSC.

8) Efektem bliskiej wspotpracy z Katedra i Zaktadem Chemii Farmaceutycznej Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu, byto takze:

- doniesienie zjazdowe: Dettlaff K, Talik P, Danikiewicz W, Sp6lnik G. Ocena trwato$ci
radiochemicznej itrakonazolu w fazie statej. S.05.P-126. XXII Naukowy Zjazd Polskiego
Towarzystwa Farmaceutycznego ,,Farmacja — Nauka — Spoteczenstwo Biatystok, 18-
21.09.2013

- publikacja: Dettlaff K, Talik P, Spdlnik G, Danikiewicz W, Ogrodowczyk M. The
Influence of lonizing Radiation on Itraconazole in the Solid State. AAPS PharmSciTech.
2014;16(1):21-9.

67/72



Autoreferat - dr Przemystaw Talik

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke.

6.1 Dzialalnosé¢ dydaktyczna

Od chwili zatrudnienia w Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego prowadze
zajecia dydaktyczne ze studentami Wydzialu Farmaceutycznego, Oddziatu Analityki
Medycznej oraz kierunku Drug Development and Discovery (DDD) — zajecia prowadzone
W jezyku angielskim. W okresie pracy w Katedrze Chemii Farmaceutycznej, byly to zajgcia
laboratoryjne oraz seminaria rozszerzajace tematyke wyktadowsa studentow III roku Farmacji,
na ktore przygotowalem szereg instrukcji oraz konspektéw. Ponadto, bylem czynnie
zaangazowany w opracowanie pytan na kolokwia tematyczne oraz egzamin praktyczny

podsumowujacy osiggnigcia studentéw tego roku.

Zajecia dydaktyczne w Katedrze Chemii Nieorganicznej i Analitycznej obejmuja ¢wiczenia
laboratoryjne ze studentami pierwszego 1 drugiego roku z zakresu chemii ogolne;j,
nieorganicznej i analitycznej. Dotycza analizy jakoSciowej kationéw i1 aniondéw, badaniu
tozsamosci jonow oraz czystosci zwigzkéw zgodnie z wytycznymi farmakopealnymi oraz
analizy ilosciowej substancji. Podobnie jak w latach ubieglych, w ramach zaje¢ opracowatem
szereg instrukcji do ¢wiczen, pytan kontrolnych, pytan na kolokwia oraz egzaminy zar6wno
praktyczne, jak i konczace rok. Prowadzg rowniez zajecia obliczeniowe obejmujace zakres
chemii ogoélnej. Dla kierunkéw Farmaceutycznego, Analitycznego 1 Drug Discovery and
Development opracowatem i prowadze seminaria oraz ¢wiczenia praktyczne z zakresu analizy
instrumentalnej, zwigzanej z zastosowaniem roznicowej kalorymetrii skaningowej DSC w
naukach farmaceutycznych. Na potrzebe tych zaje¢ napisalem rozdziat w skrypcie Talik P,
Hubicka U. Termoanaliza, w: Rzeszutko W, Krzek J, Opoka W, Hubicka U, Somogyi E.
Wybrane ¢wiczenia z analizy instrumentalnej. Wydawnictwo Uniwersytetu Jagiellonskiego,

Wydanie 111, Krakow 2017.

W calej dziatalno$ci dydaktycznej jestem opiekunem 15 1 promotorem 11 prac
magisterskich na kierunkach Chemia, Farmacja i Drug Development and Discovery. W ramach
prowadzonych prac realizowalam tematyke bezposrednio zwigzang z prowadzong tematyka
badawcza. We wszystkich pracach dbalem o wysoki poziom naukowy i mozliwo$¢ wiaczenia

otrzymanych wynikow do artykutéw naukowych.
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Jestem wyktadowcg na studiach podyplomowych ,,Osoba Wykwalifikowana w kontroli
jakosci produktu leczniczego i1 wyrobu medycznego”, realizowanego przez Studium

Podyplomowe Wydziatlu Farmaceutycznego UJ CM.

Ponadto, w okresie od 08.07.2019 do 15.07.2019 oraz 19.07.2021 do 23.07.2021
sprawowatem opieke nad praktykg wakacyjng studentow Petera Harleya z Egiptu oraz Liliany

Silva z Hiszpanii, w ramach wymiany Student Exchange Program (SEP).

6.2 Szkolenia i wyklady dla farmaceutow

Jestem autorem wyktadow w catorocznym cyklu posiedzen naukowo-szkoleniowych:

1) Akademia Farmaceuty organizowana przez Osrodek Szkolenia Podyplomowego Wydziatu

Farmaceutycznego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego oraz Sanofi-Aventis:

- wyklady w ramach V edycji Akademii Farmaceuty 2017 — Kurs 1.12. pod wiodacym

tytutem: Komunikacja i informacja o leku w pracy aptekarza.

- wyktady w ramach VI edycji Akademii Farmaceuty 2018 — Kurs 1.13. pod wiodacym
tytutem: Wplyw czynnikéw fizjologicznych 1 patologicznych na dziatanie lekéw
(indywidualizacja farmakoterapii).

- wyktady w ramach VII edycji Akademii Farmaceuty 2019 — Kurs 1.5. pod wiodacym

tytutem: Postepy farmakoterapii choréb uktadu pokarmowego.

- wyktady w ramach VIII edycji Akademii Farmaceuty 2020 — Kurs 1.12. pod wiodacym
tytutem: Komunikacja i informacja o leku w pracy aptekarza — wybrane aspekty teoretyczne i

praktyczne.

- wyktady w ramach IX edycji Akademii Farmaceuty 2021 — Kurs 1.31. pod wiodacym

tytutem: Metody zwigkszania skutecznos$ci 1 bezpieczenstwa leczenia farmakologicznego.

2) Webinaria z Ekspertem:
- ,,0 rozmowie jelit z mézgiem i mézgu z jelitami” — 15 czerwca 2021.
- ,,Zaburzenia czynnosciowe uktadu pokarmowego” — 14 wrzesnia 2021.
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3) Webinaria na zaproszenie Slaskiej Izby Aptekarskie;:

- "Makrogole 4000: osmotyczny Srodek przeczyszczajacy - budowa i mechanizm dziatania"

— 25 listopada 2020.

- ,,"Mikrobiota jelitowa" — 2 grudnia 2020.

6.3 Szkolenia i wyktady dla medykow

Jestem autorem wyktadow w cyklu posiedzen naukowo-szkoleniowych pod wiodacym
tytulem:

- ,,Wspolczesne spojrzenie na leczenie bolu w zapaleniach gardta” — Oblicza wspoiczesnej

interny i medycyny rodzinnej 2019 — 15 czerwca 2019 Rzeszow.

- ,,Racjonalna farmakoterapia w otolaryngologii czyli jak leczy¢ skutecznie i bezpiecznie”

— Zapalenie zatok przynosowych — 29 listopada 2019 Krakow.

6.4 Publikacje popularyzujgce nauke

Talik P. Substancje biomimetyczne: fascynujgce siedmioweglowe cukry awokado. Panacea

2019;1:30-31.

Talik P, Talik A. Owoce acai - fascynujacy potencjat antyoksydacyjny z dorzecza
Amazonii. Panacea 2020;3-4:34-38.

Talik P, Talik A. Goji - fascynujace owoce znane od wiekéw. Panacea 2021;1-2:34-37.

6.5 Rozdzialy w skryptach

Talik P, Hubicka U. Termoanaliza, w: Rzeszutko W, Krzek J, Opoka W, Hubicka U,
Somogyi E. Wybrane ¢wiczenia z analizy instrumentalnej. Wydawnictwo Uniwersytetu

Jagiellonskiego, Wydanie III, Krakéw 2019.
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6.6 Wystgpienia ustne na seminariach naukowych

Wyktad, na zaproszenie organizatoréw IV Seminarium Analizy Termicznej ,,Nowe Trendy,
Innowacje i Najnowsze Rozwigzania w Analizie Termicznej (Poznan, 19 wrzesnia 2019), miat

tytut ,,Badanie uwodnionych hydroksypropylo celuloz metodg DSC”.

6.7 Dzialalnos¢ organizacyjna

- Cztonek Wydziatowej Komisji Rekrutacyjnej CM UJ w latach 1995-1998
- Czlonek Rady Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM w latach 2012-2016

- XXIII Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego ,,Farmacja w Polsce —
Perspektywy Nauki i Zawodu” Krakow, 19-22.10.2017.

- Czlonek Polskiego Towarzystwa Chemicznego — PTChem

- Czlonek Polskiego Towarzystwa Kalorymetrii i Analizy Termicznej — PTKAT

6.8 Kursy, szkolenia, warsztaty o charakterze naukowym

- Summer school of calorimetry — ,,2" Central and Eastern European Conference on
Thermal Analysis and Calorimetry (CEEC-TAC2)” 27-30.08 2013 Vilnius, Lithuania.

- Summer school of calorimetry — “The 11" European Symposium on Thermal Analysis
and Calorimetry (ESTAC 11) 17-21.08 2014 Dipoli Congress Center, Espoo, Finland.

- Fitoterapia gornych drog oddechowych — Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem Analityki
Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie oraz Lubelskie Towarzystwo Wspierania
Nauk Farmaceutycznych — Lublin 23.11 2017.

- Farmakoterapia w schorzeniach sercowo-naczyniowych — Wydzial Farmaceutyczny
z Oddziatem Analityki Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie oraz Lubelskie
Towarzystwo Wspierania Nauk Farmaceutycznych — Lublin 23.11 2017.

- 2" Workshop on Magnesium Neuroscience and Nutrition in current COVID-19 Pandemia
— Online Virtual Meeting — May 28"-29" 2021.
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6.9 Uczestnictwo w szkoleniach wspomagajacych jakos¢ ksztalcenia

- ,Ucz i trenuj. Narzedzia aktywizujace w pracy nauczyciela akademickiego” — Tydzien

Jakos$ci Ksztatcenia 2017 na Uniwersytecie Jagiellonskim — Krakow 28.11 2017.

- ,,Wystapienia publiczne’ — Tydzien Jakosci Ksztalcenia 2017 na Uniwersytecie

Jagiellonskim — Krakow 30.11 2017.

- ,,Szkolenie. Jako$¢ ksztalcenia na Wydziale Farmaceutycznym” — Tydzien JakoSci

Ksztatcenia 2019 na Uniwersytecie Jagiellonskim — Krakéw 10.04 2019.

- ,III Debata Jakosci Ksztalcenia na Wydziale Farmaceutycznym” — Tydzien Jakosci

Ksztatcenia 2019 na Uniwersytecie Jagiellonskim — Krakow 12.04 2019.

- ,.Seminarium: Jak uczy¢, by nauczy¢? — sprawdzone strategie ksztalcenia” — Tydzien

Jakos$ci Ksztatcenia 2021 na Uniwersytecie Jagiellonskim — Krakow 12.04 2021.

- ,Metody aktywizujace w ksztatceniu zdalnym” — Tydzien Jako$ci Ksztalcenia 2021 na
Uniwersytecie Jagiellonskim — Krakow 13.04 2021.

- ,,Prawo autorskie w zdalnym nauczaniu” — Tydzien Jako$ci Ksztatcenia 2021 na

Uniwersytecie Jagiellonskim — Krakow 14.04 2021.

- ,,Czego nie wiesz 0 MS Teams, a na pewno chcialbys wiedzie¢” — Tydzien Jakosci

Ksztalcenia 2021 na Uniwersytecie Jagiellonskim — Krakow 14.04 2021.

7. Nagrody i odznaczenia

Nagroda z okazji jubileuszu 30-lecia pracy zawodowej.
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