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Sledovani vzniku hydrata diklofenaku sodné soli a jejich
vlivu na disoluci l1éciva z pripravenych tablet

Monitoring of formation of diclofenac sodium salt hydrates and their
influence on the drug dissolution from prepared tablets

Petr Dolezel ¢ Jan Muselik « Michaela Kralova ¢ David Vetchy

Doslo 16. zati 2013/ Ptijato 11. listopadu 2013

Souhrn

NIR spektroskopie spole¢né s vicerozmérnou analyzou
dat se pouZila k analyze hydrat diklofenaku sodné soli
pfipravenych z nevodnych rozpoustédel tetrahydrofura-
nu a methanolu za standardnich laboratornich podminek
pfi 20 °C a RH < 60 %. Potvrdilo se, Ze pomoci vyvinu-
tého PLS regresniho modelu lze sledovat proces vzniku
hydrati. Déle se zjistilo, Ze pii piipravé lékové formy
vyuZzivajici impregnaci na pevny nosi¢ z nevodnych roz-
poustédel vznikd hydratovand forma diklofenaku sodné
soli, coZ se vysledné projevuje aZ dvojnasobnym zpoma-
lenim uvoliiovéni 1é¢iva z tablet. NIR spektroskopie se
zde potvrdila jako jedna z u¢innych PAT (process analy-
tical technology) metod.

Klicova slova: PAT metody * PLS regrese * NIR spektro-
skopie ® hydraty e impregnace * diklofenak sodn4 sul

Summary

NIR spectroscopy together with multivariate data
analysis were used to analyze the hydrates of diclofenac
sodium prepared from the non-aqueous solvents
tetrahydrofuran and methanol under standard laboratory
conditions at 20 °C and relative humidity less than 60%.
It was confirmed that the developed PLS regression
model can monitor the process of formation of hydrates.
It was also found that the hydrated form of diclofenac
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sodium arises during the preparation of the dosage form
the using technology of impregnating the solid carrier by
non-aqueous solvents, which resulted in reducing of the
drug release rate from prepared tablets up to twice. NIR
spectroscopy was confirmed as one of the effective PAT
(Process Analytical Technology) methods.

Keywords: process analytical technology method ¢ PLS
regression ® NIR spectroscopy ¢ hydrates ® impregnation ®
diclofenac sodium

Uvod

Odhaduje se, Ze nejméné 1/3 farmaceuticky t¢innych
latek je schopna s molekulami vody vytvéfet pevnou
krystalickou strukturu zvanou hydrat. Tato pseudopoly-
morfni pfeména miZe nastavat v pritbéhu technologic-
kych procesi, jako je vlhka granulace, potahovani tablet,
krystalizace, nebo béhem skladovani suroviny. Hydrato-
vand latka pak mtZe mit odlisné fyzikalni, chemické
a farmakologické vlastnosti, jako jsou tokové vlastnosti,
elektrostaticky naboj, adhezivita, rozpustnost, stabilita
nebo biodostupnost!.

Mezi latky schopné tvofit hydraty za béZnych podmi-
nek se fadi i diklofenak sodna stl (DS). UZ za podminek
dlouhodobého stabilitniho zkouSeni (25 +2 °C/60 £ 5 %
relativni vlhkosti (RH) nebo 30 = 2° C/65 + 5 % RH)
dochézi prokazatelné k zacletiovani molekul vody ze
vzdus$né vlhkosti do krystalické struktury. Hydraty
mohou vznikat i pfi krystalizacich DS z nevodnych roz-
poustédel pii 25 °C a RH mensim nez 60 %" .

Jedna z vhodnych metod ke studiu procesit tvorby
hydrat je spektroskopie v blizké infraCervené oblasti
(NIR spektroskopie), protoZe v oblasti vinovych délek
800-2500 nm dochdzi k absorpci zafeni predev§im
u lehkych atomt s vodikem, tedy i O-H v molekule vody.
Jedna se o metodu procesni analytické technologie (pro-
cess analytical technology, PAT) umozilujici analyzovat
vzorky piimo bez Uprav, jako je rozpousténi, drceni nebo
fedéni, a tedy s minimalnim ovlivnénim krystalické
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struktury latky®. JelikoZz vyslednd spektra vznikaji
z velkého mnoZstvi prekryvajicich se pési, vyuZivaji se
k jejich analyze vicerozmérné metody dekompozice dat,
jako napt. PLS regrese nebo-li metoda c¢aste¢nych
nejmensich ¢tvercl. Touto metodou je mozné vyjadrit
zavislosti mezi matici spektrdlnich dat a matici zavislé
proménné (napf. obsahu vody) pomoci redukovaného
poctu latentnich proménnych, tzv. principal components,
a odhalit tak spektrdlni pasy, které vyznamné popisuji
zévislou proménnou®.

Cilem prace byla pfiprava hydratd diklofenaku sodné
soli a jejich hodnoceni s vyuZitim NIR spektroskopie,
overovani jejich vzniku pfi vyrobé lékové formy vyuZzi-
vajici impregnaci na pevny nosi¢ v prostiedi organické-
ho rozpoustédla a sledovani jejich vlivu na disolucni pro-
fil pfipravené 1ékové formy. Impregnace je v soucasnosti
povazovéna za progresivni metodu, diky které je mozné
pfipravit stabilni hydrity nebo polymorfy I1écCiv,
a ovlivnit tak jejich biodostupnost nebo zlepsit obsaho-
vou stejnomérnost praskovych smési’®,

Pokusna c¢ast

PouZité suroviny

Diklofenak sodn4 stil (DS, S: OP00407; Zentiva a.s.;
Cesk4 republika); Methanol (MeOH, S: 4530051957;
Dr. Kulich Pharma; Cesk4 republika); Tetrahydrofuran
(THF") (5:1502260210; Penta; Cesk4 republika); Mikro-
krystalicka celulosa (Avicel PH101; S: 24015007; Pliva-
Lachema; Ceska republika); Koloidni oxid kiemicity
(Aerosil 200; S: 24020707; Zentiva; Ceskd republika);
Hydrogenfosfore¢nan vépenaty (S: 01/51699-01; Buden-
heim; Némecko); Stearan hotfecnaty (S: C3228246,
Kulich, Ceska republika).

Metodika

Priprava hydrdti diklofenaku

Podle postuptl z literatury se pfipravilo nékolik typt
hydratd. V literatufe popsany DS tetrahydrat (DSH4a)
obsahuje 20 hm.% vody, tetrahydrait DS (DSH4b)
20,9 hm. % vody, trihydrat DS (DSH3) 16 hm.% vody
a 4,75 hydrat (DSH4,75) 21,2 hm. % vody. DSH4a se
pfipravil skladovdnim DS v tenké vrstvé na Petriho mis-
ce v prostiedi o 100 % RH pfi 20 °C po dobu 24 h.
DSH4b se ziskal rekrystalizaci z vody (100 mg DS
v 10 ml H,0) pfi 20 °C. DSH3 se pfipravil a) dehydrata-
ci DSH4a pii teplot¢ 40 °C po dobu 3 minut
v horkovzdu$né troubé, b) uloZenim DS po dobu
20 minut v prostiedi pfi 40 °C a 75 % RH. DSH4,75 se
pfipravil rekrystalizaci z methanolu (50 mg DS v 5 ml
MeOH) pfi 20 °C po dobu 48 h'-*+*.

Analyza hydrdti s vyuZitim NIR spektroskopie

Vzorky ptipravenych hydratt a bezvodého DS (0,5 g)
se bezprostiedné po piipravé méfily metodou difuzni ref-
lektance na FT-NIR spektroskopu Nicolet Antaris (Ther-
mo Electron Corporation, Madison, USA). M¢filo se
v rozsahu vlno¢td 10 000—4000 cm™' s rozliSenim 4 cm™'.
Kazdy vzorek se proméfil 60krat a ziskalo se spektrum

primérné. Naméfend spektra se upravila metodou SNV
(standard normal variate) normalizace, pro korekci efek-
tu rozptylu zafeni. Nasledné se provedlo vysuSeni hydra-
th v susarné pfi 130 °C po dobu 15 minut, aby se gravi-
metricky zjistil obsah krystalicky vézané vody" *.
Z naméfenych dat se sestrojil vicerozmérny PLS (partial
least squares) model pro zjiSténi zavislosti mezi matici X
naméfenych spekter a matici Y % obsahu vody
v hydratech (program Unscrambler X, v. 1.3, Camo Soft-
ware). Model se validoval dplnou kiiZovou validaci, pfi
které se pouZije stejnd sada vzorki jako pfi kalibraci
s vylou¢enim vzdy jednoho ze standardii. Ze zbylych
kalibra¢nich dat se poté sestroji novy model, ktery se
pouZije pro kvantifikaci vylou¢eného standardu®.

Priprava lékové formy impregnaci

Béhem procesu impregnace se rekrystaloval DS
z organického rozpoustédla v disperznim prostiedi
pomocnych latek.

V dvodnich experimentech se zkouSela rekrystalizace
DS z &istych rozpoustédel MeOH a THF pfi standardnich
podminkdch 20 °C a RH < 60% a vzniklé krystaly se
nasledné analyzovaly s vyuZitim NIR spektroskopie na
obsah krystalické vody. Nasledovala ptiprava tabletoviny
s lé¢ivem vizanym impregraci na nosic, kterd se jiZ nea-
nalyzovala NIR spektroskopii z diivodu nizkého obsahu
1é¢iva ve smési a sloZitého zptsobu kalibrace. Pfedpokla-
dalo se, Ze 1é¢ivo vytvorilo stejnou krystalickou formu
jako pri krystalizaci z Cistych rozpoustédel a impregnace
na nosi¢ zabranila jeho ptipadné pireméng"+ ),

Disperzni prostfedi pro metodu impregnace bylo slo-
Zené z mikrokrystalické celulosy, koloidniho bezvodého
oxidu kfemicitého a hydrogenfosfore¢nanu vapenatého.
Zhomogenizované latky (4 min; 48 ot./min; Turbula
T2F; Svycarsko) se pfesypaly do zafizeni Rotolab (Zan-
chetta; Itdlie) a homogenizovaly se spole¢né s DS pfe-
dem rozpusténém v MeOH, nebo THF pii 40 °C pii 1200
ot./min a za sniZeného tlaku do uplného odpateni. Poté
se k naimpregnované smési pfidaly extragranularni latky
(magnesium-stearat a karmelosa sodna stl) a tabletovina
se homogenizovala v pfistroji Turbula po dobu 4 minut.
Prostou homogenizaci pomocnych litek s bezvodym DS
po dobu 10 minut se dile pfipravila kontrolni smés. Slo-
Zeni tabletoviny bylo v poméru DS : mikrokrystalickd
celulosa : koloidni bezvody oxid kiemicity : hydrogen-
fosforeCnan vapenaty : stearan hofecnaty : karmelosa
sodnasal 15:30:1:51:1:2hm.%.

Z tabletovin se vylisovaly tablety s pilici ryhou upro-
stted (vystfednikovy tabletovaci lis KORSCH)
o pramérné hmotnosti pfiblizné 400 mg a o pevnostech
35N, 65N a 120 N.

Analyza lékové formy disolucni zkouskou

Disoluce se provedla na pfistroji s paddly (SOTAX AT7
Smart, SV}’Icarsko) pti 37 °C, 50 ot./min, v tlumivém fos-
fore¢nanovém roztoku o pH 6,8. Vzorky se odebiraly
v Sminutovych intervalech po dobu 30 minut a sledovala
se absorbance pfi vlnové délce 276 nm (Perkin Elmer,
Lambda 25). Disolu¢ni zkouska se provadéla se tfemi
tabletami od kazdého vzorku.
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Vysledky a diskuze

Priprava hydrdti diklofenaku

Podle postupit uvedenych v literatufe se pfipravily
hydraty DS. SuSenim se zjistil obsah vody: 21,06 hm.%
v DSH4a, 20,96 hm.% v DSH4b, 18,8 hm.% v DSH3
pfipraveného variantou a), resp. 4,64 hm.% v DSH3 pfi-
praveného variantou b) a 21,24 hm.% v DSH4,75. Kro-
mé postupu pro DSH3 varianta b) se obsah vdzané vody
pribliZné shodoval s literdrnimi zdroji a pfedpokladalo se
tedy, Ze se pripravily tri- a vice-hydraty DS.

Analyza hydrdtu s vyuZitim NIR spektroskopie

Ze spekter naméfenych z pripravenych hydratd se
sestrojil PLS model vyjadfujici zavislost mezi intenzita-
mi vlnovych délek a obsahem vody v hydratech. V grafu
komponentnich skore (obr. 1) je 99 % variability matice
X a Y popséno jiZz 1. komponentou. RozloZeni vzorkl
podle 1. komponenty odpovida jejich hydrataci a je zde
dobfe patrny rozdil mezi bezvodym DS, resp.
DSH3varianta b) s nejniz§i hodnotou véazané vody
a ostatnimi vice-hydraty. Takto sestrojeny model vyka-
zuje dobrou kalibracni statistiku (koeficient determinace
R%=0,978; chyba predikce RMSECYV = 1,52). Na obraz-
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Obr. 1. PLS-graf komponentnich skdre zobrazuje rozloZeni vzorkii v prostoru pronich dvou komponent. Z hlediska interpretace je
vyznamnda 1. komponenta s 99 % vysvétlené celkové variability. Sipka zndzorriuje trend hydratace. V levé éasti anhydrat DS,
ndsleduje éastecné hydratovany vzorek DSH3 varianta b). V pravé éasti vice-hydraty DS.
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Obr. 2. Zndzornéni NIR spekter studovanych vzorki. V oblasti 5000 a 7000 cm™ jsou oznacené (---) ménici se spektralni pasy, kte-
ré nalezi overtoniim, resp. kombinacénim prechodiim OH skupin vody a vyjadiuji stuperi hydratace. V oblasti 6633 a 6000 cm™ se

projevuje silnd absorpce bezvodého DS a DSH3 varianta b).
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ku 2 jsou zndzornénd méfend spektra. V oblasti 7000
a 5000 cm™ je mozné pozorovat rostouci spektralni pasy
v zavislosti na hydrataci, ndleZici overtoniim, resp. kom-
bina¢nim ptechodim OH skupin vody'?. Vyvinuty PLS
model tak umozioval sledovat proces vzniku hydrati.

Priprava lékové formy impregnact

Rekrystalizaci DS z nevodnych rozpoustédel (MeOH,
THF) za standardnich podminek se pfipravily krystaly,
které se v 1. a 13. dnu po piipravé méfily NIR spektro-
skopii a na zdkladé¢ vyvinutého PLS modelu se
z naméfenych spekter predpovédél obsah vazané vody.
V ptipadé¢ THF se 1. i 13. den zjistily pfiblizné stejné
hodnoty 18,8, resp. 18,7 % vody. V piipadé MeOH se 1.
den zjistila hodnota 18,1 % a 13. den hodnota 18,6 %

05 -

intenzita absorpce

vody. Z obrazku 3 pro MeOH je patrné, Ze bezprostied-
né po piipravé krystalli vzorek obsahoval zbytky nehy-
dratované formy DS, kterd béhem 13 dnl hydratovala.
Vzorky MeOH a THF po 13 dnech skladovani jiZ obsa-
hovaly pfiblizné stejny obsah vody, a tedy
i pravdépodobné stejnou formu hydritu. Vzhledem
k chybé predikce 1,52% hydratované vody lze piedpo-
kladat vznik tri- nebo vice-hydrati DS.

Analyza lékové formy disoluéni zkousSkou

Na zakladé disoluce tablet pfipravenych pii riznych
lisovacich tlacich se zjistilo, Ze nejrychleji se uvoliiuje
1é¢ivo z kontrolni smési pfipravené prostou homogeniza-
ci s bezvodym DS. Na obrdzku 4 pro tablety lisované tla-
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Obr. 3. NIR spektra bezvodého DS a hydrdti DS vykrystalizovanych z methanolu 1. a 13. den po piipravé. Sipka oznacuje spekt-
ralni oblast, v niZ absorbuje bezvodd forma DS. Ze spekter je patrné, Ze v 1. dnu po vykrystalizovdani vzorek obsahoval édstecéné
bezvodou formu DS, ktera béhem 13 dnu presla na formu hydratovanou.

mnozstvi uvolnéné latky (%)

0 5 10 15
¢as (min)

20 25 30 35

Obr. 4. Porovnani disoluénich profilii tablet s diklofenakem sodnou soli o pevnosti 65 N ve fosforeénanovém pufru o pH 6,8 pro
tablety lisované z bezvodého DS (W), impregnovaného DS z methanolu (@) a tetrahydrofuranu (&). Chybové tisecky zndzoriiuji

smérodatnou odchylku.
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z obou rozpoustédel, kde DS z THF jevi piiblizné dvoj-
nisobné sniZeni rozpustnosti. V literatufe se popisuje
2,5- a 1,7n4sobné nizsi rozpustnost tetra-, resp. tri-hyd-
ratu DS v porovnani s bezvodou formou?. Vy§§i mnoz-
stvi uvolnéného DS ze vzorku MeOH oproti THF bylo
zpusobeno pravdépodobné nekompletni hydrataci disku-
tovanou vySe. Z vysledki 1ze usuzovat, Ze béhem proce-
su impregnace 1éCiva na pevny nosi¢ z nevodnych roz-
poustédel doSlo ke vzniku hydratovanych forem DS, coz
se projevilo zpomalenim uvoliiovéni 1é¢iva z tablet.

Stret zajmu: Zadny.
Literatura

1. Bartolomei M., Rodomonte A., Antoniella E., Minelli G., Ber-
tocchi P. Hydrate modifications of the non-steroidal anti-inflam-
matory drug diclofenac sodium: Solid-state characterisation of
a trihydrate form. J Pharmaceut Biomed 2007; 45, 443—449.

2. Kou X., Chan L. W,, Steckel H., Heng P. W. S. Physico-chemi-
cal aspects of lactose for inhalation. Adv Drug Deliver Rev 2012;
64, 220-232.

ZPRAVY

® K zivotnimu jubileu
doc. RNDr. PhMr. Milana
Celadnika, CSc.

Dne 17. prosince 2013 oslavil devadesité narozeniny
doc. RNDr. PhMr. Milan Celadnik, CSc., nékde;jsi
vedouci katedry anorganické a organické chemie Farma-
ceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Krélové.

Pan doc. Celadnik patii mezi budovatele Ceského far-
maceutického Skolstvi, kterému vénoval cely svij aktiv-
ni vék. Studium farmacie na brnénské univerzité zavrsil
doktordtem ziskanym na ptirodovédecké fakult€¢ v roce
1951. Svoji pedagogickou kariéru zah4jil v roce 1955 na
farmaceutické fakult¢ Masarykovy univerzity v Brné,
kde jiZ v roce 1960 ziskal titul kandidata véd. Po spojeni
brnénské fakulty s Farmaceutickou fakultou Komenské-
ho univerzity v Bratislavé pfeSel do Bratislavy, kde zis-
kal titul docent organické chemie. V roce 1969 oteviela
Univerzita Karlova novou Farmaceutickou fakultu
v Hradci Kréilové a pan doc. Celadnik se stal jednim
z prvnich ucitell, ktefi ji pomdhali budovat. Zv1asté
aktivné se podilel na vytvafeni koncepce chemickych
disciplin, a to anorganické, organické i farmaceutické
chemie. Od roku 1977 az do roku 1990, kdy odeSel do
penze, zastaval funkci vedouciho katedry anorganické
a organické chemie.

3. Karner S., Urbanetz N. A. The impact of electrostatic charge in
pharmaceutical powders with specific focus on inhalation-pow-
ders. J Aerosol Sci 2011; 42, 428-445.

4. Bartolomei M., Bertocchi P., Antoniella E., Rodomonte
A. Physico-chemical characterisation and intrinsic dissolution
studies of a new hydrate form of diclofenac sodium: comparison
with anhydrous form. J Pharmaceut Biomed 2006; 40,
1105-1113.

5. Muselik J. Aplikace blizké infracervené spektroskopie ve farma-
ceutické analyze. Chem Listy 2012; 106, 10-15.

6. Esbensen K. H. Multivariate Data Analysis — In Praktice, 5. vyd.
CAMO Process AS 2004; 598.

7. Franc A., Rabiskova M., Gonéc R. Impregnation: a progressive
method in the production of solid dosage forms with low content
of poorly soluble drugs. Eur J Parent Pharm Sci 2011; 16, 85-93.

8. Franc A., Rabiskova M., Gonéc R. Impregnation method in the
production of solid dosage forms containing low-dose poorly
absorbable drugs. Ind Pharm 2011; 26, 7-9.

9. Llina’s A., Burley J. C., Box K. J., Glen R. C., Goodman J. M.
Diclofenac Solubility: Independent determination of the intrinsic
solubility of three crystal forms. ] Med Chem 2007; 50, 979-983.

10. Gastaldi D., Canonico F., Irico S., Pellerej D., Paganini M. C.
Near-infrared spectroscopy investigation on the hydration degree
of a cement paste. J Mater Sci 2010; 45, 3169-3174.

Pedagogické ptsobeni doc. Celadnika na hradecké
fakult€ je Siroké. Zprvu se vénoval vyuce anorganické
chemie, avSak zdhy se orientoval na vyuku organické
chemie. Vydal ucebnici organické chemie, kterd byla oce-
néna cenou rektora UK. Vyznamné prispél jako spoluau-
tor do kompendia ,,Chemickd léCiva®, redigovaném
zakladatelem Ceské Skoly farmaceutické chemie
doc. Bohuslavem Melicharem. Docent Celadnik byl
nejen vynikajici ucitel, ale i védec. Jeho védecka prace
zasahla rizné oblasti biologicky aktivnich latek. Vénoval
se chemii steroidt, lokalnich anestetik, antibakteridlnich
latek a za své hradecké éry predev§im studiu potencidl-
nich antituberkulotik pyridinové fady. Pod jeho vedenim
byly vypracovany cetné dizertacni prace a mnozi z jeho
zakl pokracuji v zapocaté védecké praci. S vysledky své
prace seznamil védeckou vetejnost v 65 publikacich a ve
vice nez stovce sdéleni na védeckych konferencich.
V neposledni fadé musime zdlraznit, Ze pan docent byl
a zlstavd vynikajicim ¢lovékem, s velkou davkou lid-
skosti a tolerantnosti ke svym spolupracovnikiim
a blizkym.

VaZeny pane docente, dovolte nidm, abychom Vim
jménem svym a vSech naSich kolegl z katedry anorga-
nické a organické chemie a pfedev§im jménem celé Far-
maceutické fakulty UK v Hradci Kralové poptili
k Vasim narozeninim hodné zdravi, radosti ze Zivota
a spokojenosti v kruhu svych blizkych.

V. Klimesovd, A. Hrabdlek



