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Sledovani vzniku hydratia 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 DolezZel » Jan Muselik * Michaela Kralova ¢ David Vetchy

Doslo 16. zari 2013/ Pfijato 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
pii 20 °C a RH < 60 %. Potvrdilo se, Ze pomoci vyvinu-
tého PLS regresniho modelu 1ze sledovat proces vzniku
hydratt. Déle se zjistilo, Ze pti pfipravé lékové formy
vyuZivajici impregnaci na pevny nosi¢ z nevodnych roz-
poustédel vznikd hydratovand forma diklofenaku sodné
soli, coZ se vysledné projevuje aZ dvojndsobnym zpoma-
lenim uvolfiovani 1éCiva z tablet. NIR spektroskopie se
zde potvrdila jako jedna z ucinnych PAT (process analy-
tical technology) metod.

Klicova slova: PAT metody ¢ PLS regrese ® NIR spektro-
skopie  hydraty * impregnace ¢ diklofenak sodna stl

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 u¢innych
latek je schopna s molekulami vody vytvafet pevnou
krystalickou strukturu zvanou hydrat. Tato pseudopoly-
morfni pfeména muiZe nastdvat v pribéhu technologic-
kych procest, jako je vlhka granulace, potahovani tablet,
krystalizace, nebo béhem skladovéni suroviny. Hydrato-
vana latka pak muize 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 sodn4 sil (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 zaclefiovani molekul vody ze
vzdu$né vlhkosti do krystalické struktury. Hydréty
mohou vznikat i pii krystalizacich DS z nevodnych roz-
poustédel pii 25 °C a RH mensim neZ 60 %" .

Jedna z vhodnych metod ke studiu procest tvorby
hydrat je spektroskopie v blizké infracervené oblasti
(NIR spektroskopie), protoZe v oblasti vinovych délek
800-2500 nm dochazi k absorpci zafeni piedev§im
u lehkych atomu s vodikem, tedy i O-H v molekule vody.
Jedna se o metodu procesni analytické technologie (pro-
cess analytical technology, PAT) umoziiujici analyzovat
vzorky pfimo bez tGprav, jako je rozpous$téni, drceni nebo
fedéni, a tedy s minimdlnim ovlivnénim krystalické
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struktury latky®. Jelikoz vyslednd spektra vznikaji
z velkého mnoZstvi prekryvajicich se past, vyuZivaji se
k jejich analyze vicerozmérné metody dekompozice dat,
jako napt. PLS regrese nebo-li metoda Caste¢nych
nejmenSich ¢tverci. Touto metodou je mozné vyjadfit
zavislosti mezi matici spektralnich dat a matici zavislé
proménné (napf. obsahu vody) pomoci redukovaného
poctu latentnich proménnych, tzv. principal components,
a odhalit tak spektrdlni pasy, které vyznamné popisuji
zavislou proménnou®.

Cilem prace byla pfiprava hydratd diklofenaku sodné
soli a jejich hodnoceni s vyuZitim NIR spektroskopie,
ovefovani jejich vzniku pfi vyrobé 1ékové formy vyuZzi-
vajici impregnaci na pevny nosi¢ v prostfedi organické-
ho rozpoustédla a sledovani jejich vlivu na disolu¢ni pro-
fil ptipravené lékové formy. Impregnace je v soucasnosti
povaZzovana za progresivni metodu, diky které je mozné
pfipravit stabilni hydriaty nebo polymorfy I1éCiv,
a ovlivnit tak jejich biodostupnost nebo zlepSit obsaho-
vou stejnomérnost praskovych smési’-¥.

Pokusna ¢ast

PouZité suroviny

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

Metodika

Priprava hydrdti diklofenaku

Podle postupil z literatury se pfipravilo nékolik typt
hydrata. 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 pfi teplot¢ 40 °C po dobu 3 minut
v horkovzdusné troubé&, b) uloZenim DS po dobu
20 minut v prostedi 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 ht:+9,

Analyza hydrdtii s vyuZitim NIR spektroskopie

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

pramérné. Naméfend spektra se upravila metodou SNV
(standard normal variate) normalizace, pro korekci efek-
tu rozptylu zafeni. Nasledné se provedlo vysuSeni hydra-
th v su§arné pfi 130 °C po dobu 15 minut, aby se gravi-
metricky zjistil obsah krystalicky védzané vody! .
Z naméfenych dat se sestrojil vicerozmérny PLS (partial
least squares) model pro zji$téni 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 uplnou kiiZovou validaci, pti
které se pouZije stejnd sada vzorkl jako pfi kalibraci
s vyloucenim vZdy jednoho ze standardd. Ze zbylych
kalibra¢nich dat se poté sestroji novy model, ktery se
pouZije pro kvantifikaci vylou¢eného standardu®.

Priprava lékové formy impregnact

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

V tvodnich 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. Nésledovala piiprava tabletoviny
s 1é¢ivem vizanym impregraci na nosic, ktera se jiz nea-
nalyzovala NIR spektroskopii z diivodu nizkého obsahu
1éciva ve smési a sloZitého zpiisobu kalibrace. Pfedpokla-
dalo se, Ze léCivo vytvoftilo 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 pre-
dem rozpusténém v MeOH, nebo THF pfi 40 °C pfi 1200
ot./min a za sniZeného tlaku do tplného odpafeni. Poté
se k naimpregnované smési pfidaly extragranuldrni latky
(magnesium-stearat a karmelosa sodnd stl) a tabletovina
se homogenizovala v pfistroji Turbula po dobu 4 minut.
Prostou homogenizaci pomocnych litek s bezvodym DS
po dobu 10 minut se déle pfipravila kontrolni smés. Slo-
Zeni tabletoviny bylo v poméru DS : mikrokrystalickd
celulosa : koloidni bezvody oxid kiemicity : hydrogen-
fosforeCnan vépenaty : stearan hofec¢naty : karmelosa
sodnda sl 15:30:1:51:1:2hm.%.

Z tabletovin se vylisovaly tablety s pulici ryhou upro-
stted (vystfednikovy tabletovaci lis KORSCH)
o pramérné hmotnosti pfiblizné 400 mg a o pevnostech
35N,65Nal120N.

Analyza lékové formy disolucni zkouskou

Disoluce se provedla na pfistroji s padly (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 vinové délce 276 nm (Perkin Elmer,
Lambda 25). Disolu¢ni zkouska se provadéla se tiemi
tabletami od kazdého vzorku.
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Vysledky a diskuze

Priprava hydrdti diklofenaku

Podle postupi uvedenych v literatufe se pripravily
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 vizané vody
priblizné shodoval s literarnimi zdroji a pfedpokladalo se
tedy, Ze se pripravily tri- a vice-hydraty DS.

Analyza hydrdti s vyuZitim NIR spektroskopie

Ze spekter naméfenych z pripravenych hydritd se
sestrojil PLS model vyjadfujici zavislost mezi intenzita-
mi vinovych délek a obsahem vody v hydréatech. V grafu
komponentnich skére (obr. 1) je 99 % variability matice
X a Y popsano jiz 1. komponentou. RozloZeni vzorki
podle 1. komponenty odpovidd jejich hydrataci a je zde
dobfe patrny rozdil mezi bezvodym DS, resp.
DSH3varianta b) s nejniZzs§i hodnotou vizané vody
a ostatnimi vice-hydraty. Takto sestrojeny model vyka-
zuje dobrou kalibra¢ni statistiku (koeficient determinace
R?=0,978; chyba predikce RMSECYV = 1,52). Na obraz-
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Obr. 1. PLS-graf komponentnich skére zobrazuje rozloZeni vzorki. v prostoru prunich dvou komponent. Z hlediska interpretace je
vyznamnd 1. komponenta s 99 % vysvétlené celkové variability. Sipka zndzorriuje trend hydratace. V levé éasti anhydrdt DS,
ndsleduje ¢dsteéné hydratovany vzorek DSHS3 varianta b). V pravé éasti vice-hydraty DS.
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Obr. 2. Znazornéni NIR spekter studovanych vzorki. V oblasti 5000 a 7000 cm™ jsou oznadené (---) ménici se spektrdlni pasy, kte-
ré nalezi overtoniim, resp. kombinacnim prechodiim OH skupin vody a vyjadiuji stuperi hydratace. V oblasti 6633 a 6000 cm™ se

projevuje silna absorpce bezvodého DS a DSH3 varianta b).
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ku 2 jsou zndzornéna méfend spektra. V oblasti 7000
a 5000 cm™' je moZné pozorovat rostouci spektralni pasy
v z4vislosti na hydrataci, ndleZici overtoniim, resp. kom-
bina¢nim pfechodim OH skupin vody'?. Vyvinuty PLS
model tak umoZiioval sledovat proces vzniku hydrata.

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 zakladé¢ vyvinutého PLS modelu se
z naméfenych spekter predpovéd€l obsah viazané vody.
V piipadé THF se 1.1 13. den zjistily pfiblizné stejné
hodnoty 18,8, resp. 18,7 % vody. V pfipadé¢ 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 pripravé krystalti vzorek obsahoval zbytky nehy-
dratované formy DS, kterd béhem 13 dnl hydratovala.
Vzorky MeOH a THF po 13 dnech skladovéni jiZ obsa-
hovaly pfibliZzné¢ 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-hydrata DS.

Analyza lékové formy disoluéni zkouSkou

Na zdkladé 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 pripravé. Sipka oznacuje spekt-
ralni oblast, v niZ absorbuje bezvodd forma DS. Ze spekter je patrné, Ze v 1. dnu po vykrystalizovani vzorek obsahoval édastecné
bezvodou formu DS, kterd béhem 13 dni presla na formu hydratovanou.
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0 5 10 15
¢as (min)

20 25 30 35

Obr. 4. Porovnani disolucnich profilii tablet s diklofenakem sodnou soli o pevnosti 65 N ve fosfore¢nanovém pufru o pH 6,8 pro
tablety lisované z bezvodého DS (M), impregnovaného DS z methanolu (@) a tetrahydrofuranu (&). Chybové tsecky zndzoriiuji

smérodatnou odchylku.
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z obou rozpoustédel, kde DS z THF jevi pfiblizné dvoj-
ndsobné sniZeni rozpustnosti. V literatuie se popisuje
2,5- a 1,7n4sobné niZsi rozpustnost tetra-, resp. tri-hyd-
ratu DS v porovnani s bezvodou formou?. Vys§§i mnoz-
stvi uvolnéného DS ze vzorku MeOH oproti THF bylo
zplisobeno pravdépodobné nekompletni hydrataci disku-
tovanou vySe. Z vysledkt lze usuzovat, Ze béhem proce-
su impregnace 1é¢iva na pevny nosi¢ z nevodnych roz-
poustédel doslo ke vzniku hydratovanych forem DS, coZ
se projevilo zpomalenim uvoliiovani 1éCiva z tablet.

Stret zajmu: zadny.
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