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Souhrn

NIR spektroskopie spoleãnû s vícerozmûrnou anal˘zou
dat se pouÏila k anal˘ze hydrátÛ diklofenaku sodné soli
pfiipraven˘ch z nevodn˘ch rozpou‰tûdel tetrahydrofura-
nu a methanolu za standardních laboratorních podmínek
pfii 20 °C a RH < 60 %. Potvrdilo se, Ïe pomocí vyvinu-
tého PLS regresního modelu lze sledovat proces vzniku
hydrátÛ. Dále se zjistilo, Ïe pfii pfiípravû lékové formy
vyuÏívající impregnaci na pevn˘ nosiã z nevodn˘ch roz-
pou‰tûdel vzniká hydratovaná forma diklofenaku sodné
soli, coÏ se v˘slednû projevuje aÏ dvojnásobn˘m zpoma-
lením uvolÀování léãiva z tablet. NIR spektroskopie se
zde potvrdila jako jedna z úãinn˘ch PAT (process analy-
tical technology) metod. 
Klíãová slova: PAT metody • PLS regrese • NIR spektro-
skopie • hydráty • impregnace • diklofenak sodná sÛl

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

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

Úvod

Odhaduje se, Ïe nejménû 1/3 farmaceuticky úãinn˘ch
látek je schopna s molekulami vody vytváfiet pevnou
krystalickou strukturu zvanou hydrát. Tato pseudopoly-
morfní pfiemûna mÛÏe nastávat v prÛbûhu technologic-
k˘ch procesÛ, jako je vlhká granulace, potahování tablet,
krystalizace, nebo bûhem skladování suroviny. Hydrato-
vaná látka pak mÛÏe mít odli‰né fyzikální, chemické
a farmakologické vlastnosti, jako jsou tokové vlastnosti,
elektrostatick˘ náboj, adhezivita, rozpustnost, stabilita
nebo biodostupnost1–3). 

Mezi látky schopné tvofiit hydráty za bûÏn˘ch podmí-
nek se fiadí i diklofenak sodná sÛl (DS). UÏ za podmínek
dlouhodobého stabilitního zkou‰ení (25 ± 2 °C/60 ± 5 %
relativní vlhkosti (RH) nebo 30 ± 2° C/65 ± 5 % RH)
dochází prokazatelnû k zaãleÀování molekul vody ze
vzdu‰né vlhkosti do krystalické struktury. Hydráty
mohou vznikat i pfii krystalizacích DS z nevodn˘ch roz-
pou‰tûdel pfii 25 °C a RH men‰ím neÏ 60 %1, 4).

Jedna z vhodn˘ch metod ke studiu procesÛ tvorby
hydrátÛ je spektroskopie v blízké infraãervené oblasti
(NIR spektroskopie), protoÏe v oblasti vlnov˘ch délek
800–2500 nm dochází k absorpci záfiení pfiedev‰ím
u lehk˘ch atomÛ s vodíkem, tedy i O-H v molekule vody.
Jedná se o metodu procesní analytické technologie (pro-
cess analytical technology, PAT) umoÏÀující analyzovat
vzorky pfiímo bez úprav, jako je rozpou‰tûní, drcení nebo
fiedûní, a tedy s minimálním ovlivnûním krystalické
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struktury látky5). JelikoÏ v˘sledná spektra vznikají
z velkého mnoÏství pfiekr˘vajících se pásÛ, vyuÏívají se
k jejich anal˘ze vícerozmûrné metody dekompozice dat,
jako napfi. PLS regrese nebo-li metoda ãásteãn˘ch
nejmen‰ích ãtvercÛ. Touto metodou je moÏné vyjádfiit
závislosti mezi maticí spektrálních dat a maticí závislé
promûnné (napfi. obsahu vody) pomocí redukovaného
poãtu latentních promûnn˘ch, tzv. principal components,
a odhalit tak spektrální pásy, které v˘znamnû popisují
závislou promûnnou6).

Cílem práce byla pfiíprava hydrátÛ diklofenaku sodné
soli a jejich hodnocení s vyuÏitím NIR spektroskopie,
ovûfiování jejich vzniku pfii v˘robû lékové formy vyuÏí-
vající impregnaci na pevn˘ nosiã v prostfiedí organické-
ho rozpou‰tûdla a sledování jejich vlivu na disoluãní pro-
fil pfiipravené lékové formy. Impregnace je v souãasnosti
povaÏována za progresivní metodu, díky které je moÏné
pfiipravit stabilní hydráty nebo polymorfy léãiv,
a ovlivnit tak jejich biodostupnost nebo zlep‰it obsaho-
vou stejnomûrnost prá‰kov˘ch smûsí7, 8).

Pokusná ãást

PouÏité suroviny
Diklofenak sodná sÛl (DS, ·: OP00407; Zentiva a.s.;

âeská republika); Methanol (MeOH, ·: 4530051957;
Dr. Kulich Pharma; âeská republika); Tetrahydrofuran
(THF') (·:1502260210; Penta; âeská republika); Mikro-
krystalická celulosa (Avicel PH101; ·: 24015007; Pliva-
Lachema; âeská republika); Koloidní oxid kfiemiãit˘
(Aerosil 200; ·: 24020707; Zentiva; âeská republika);
Hydrogenfosforeãnan vápenat˘ (·: 01/51699-01; Buden-
heim; Nûmecko); Stearan hofieãnat˘ (·: C3228246,
Kulich, âeská republika).

Metodika

Pfiíprava hydrátÛ diklofenaku
Podle postupÛ z literatury se pfiipravilo nûkolik typÛ

hydrátÛ. V literatufie popsan˘ DS tetrahydrát (DSH4a)
obsahuje 20 hm.% vody, tetrahydrát DS (DSH4b)
20,9 hm. % vody, trihydrát DS (DSH3) 16 hm.% vody
a 4,75 hydrát (DSH4,75) 21,2 hm. % vody. DSH4a se
pfiipravil skladováním DS v tenké vrstvû na Petriho mis-
ce v prostfiedí o 100 % RH pfii 20 °C po dobu 24 h.
DSH4b se získal rekrystalizací z vody (100 mg DS
v 10 ml H2O) pfii 20 °C. DSH3 se pfiipravil a) dehydrata-
cí DSH4a pfii teplotû 40 °C po dobu 3 minut
v horkovzdu‰né troubû, b) uloÏením DS po dobu
20 minut v prostfiedí pfii 40 °C  a 75 % RH. DSH4,75 se
pfiipravil rekrystalizací z methanolu (50 mg DS v 5 ml
MeOH) pfii 20 °C po dobu 48 h1, 4, 9).

Anal˘za hydrátÛ s vyuÏitím NIR spektroskopie
Vzorky pfiipraven˘ch hydrátÛ a bezvodého DS (0,5 g)

se bezprostfiednû po pfiípravû mûfiily metodou difuzní ref-
lektance na FT-NIR spektroskopu Nicolet Antaris (Ther-
mo Electron Corporation, Madison, USA). Mûfiilo se
v rozsahu vlnoãtÛ 10 000–4000 cm–1 s rozli‰ením 4 cm–1.
KaÏd˘ vzorek se promûfiil 60krát a získalo se spektrum

prÛmûrné. Namûfiená spektra se upravila metodou SNV
(standard normal variate) normalizace, pro korekci efek-
tu rozptylu záfiení. Následnû se provedlo vysu‰ení hydrá-
tÛ v su‰árnû pfii 130 °C po dobu 15 minut, aby se gravi-
metricky zjistil obsah krystalicky vázané vody1, 4).
Z namûfien˘ch dat se sestrojil vícerozmûrn˘ PLS (partial
least squares) model pro zji‰tûní závislostí mezi maticí X
namûfien˘ch spekter a maticí Y % obsahu vody
v hydrátech (program Unscrambler X, v. 1.3, Camo Soft-
ware). Model se validoval úplnou kfiíÏovou validací, pfii
které se pouÏije stejná sada vzorkÛ jako pfii kalibraci
s vylouãením vÏdy jednoho ze standardÛ. Ze zbyl˘ch
kalibraãních dat se poté sestrojí nov˘ model, kter˘ se
pouÏije pro kvantifikaci vylouãeného standardu6).

Pfiíprava lékové formy impregnací 
Bûhem procesu impregnace se rekrystaloval DS

z organického rozpou‰tûdla v disperzním prostfiedí
pomocn˘ch látek. 

V úvodních experimentech se zkou‰ela rekrystalizace
DS z ãist˘ch rozpou‰tûdel MeOH a THF pfii standardních
podmínkách 20 °C a RH < 60% a vzniklé krystaly se
následnû analyzovaly s vyuÏitím NIR spektroskopie na
obsah krystalické vody. Následovala pfiíprava tabletoviny
s léãivem vázan˘m impregrací na nosiã, která se jiÏ nea-
nalyzovala NIR spektroskopií z dÛvodu nízkého obsahu
léãiva ve smûsi a sloÏitého zpÛsobu kalibrace. Pfiedpoklá-
dalo se, Ïe léãivo vytvofiilo stejnou krystalickou formu
jako pfii krystalizaci z ãist˘ch rozpou‰tûdel a impregnace
na nosiã zabránila jeho pfiípadné pfiemûnû1, 4, 9).

Disperzní prostfiedí pro metodu impregnace bylo slo-
Ïené z mikrokrystalické celulosy, koloidního bezvodého
oxidu kfiemiãitého a hydrogenfosforeãnanu vápenatého.
Zhomogenizované látky (4 min; 48 ot./min; Turbula
T2F; ·v˘carsko) se pfiesypaly do zafiízení Rotolab (Zan-
chetta; Itálie) a homogenizovaly se spoleãnû s DS pfie-
dem rozpu‰tûném v MeOH, nebo THF pfii 40 °C pfii 1200
ot./min a za sníÏeného tlaku do úplného odpafiení. Poté
se k naimpregnované smûsi pfiidaly extragranulární látky
(magnesium-stearát a karmelosa sodná sÛl) a tabletovina
se homogenizovala v pfiístroji Turbula po dobu 4 minut.
Prostou homogenizací pomocn˘ch látek s bezvod˘m DS
po dobu 10 minut se dále pfiipravila kontrolní smûs. Slo-
Ïení tabletoviny bylo v pomûru DS : mikrokrystalická
celulosa : koloidní bezvod˘ oxid kfiemiãit˘ : hydrogen-
fosforeãnan vápenat˘ : stearan hofieãnat˘ : karmelosa
sodná sÛl 15 : 30 : 1 : 51 : 1 : 2 hm.%. 

Z tabletovin se vylisovaly tablety s pÛlící r˘hou upro-
stfied (v˘stfiedníkov˘ tabletovací lis KORSCH)
o prÛmûrné hmotnosti pfiibliÏnû 400 mg a o pevnostech
35 N, 65 N a 120 N.

Anal˘za lékové formy disoluãní zkou‰kou
Disoluce se provedla na pfiístroji s pádly (SOTAX AT7

Smart, ·v˘carsko) pfii 37 °C, 50 ot./min, v tlumivém fos-
foreãnanovém roztoku o pH 6,8. Vzorky se odebíraly
v 5minutov˘ch intervalech po dobu 30 minut a sledovala
se absorbance pfii vlnové délce 276 nm (Perkin Elmer,
Lambda 25). Disoluãní zkou‰ka se provádûla se tfiemi
tabletami od kaÏdého vzorku.
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V˘sledky a diskuze

Pfiíprava hydrátÛ diklofenaku
Podle postupÛ uveden˘ch v literatufie se pfiipravily

hydráty DS. Su‰ením se zjistil obsah vody: 21,06 hm.%
v DSH4a, 20,96 hm.% v DSH4b, 18,8 hm.% v DSH3
pfiipraveného variantou a), resp. 4,64 hm.% v DSH3 pfii-
praveného variantou b) a 21,24 hm.% v DSH4,75. Kro-
mû postupu pro DSH3 varianta b) se obsah vázané vody
pfiibliÏnû shodoval s literárními zdroji a pfiedpokládalo se
tedy, Ïe se pfiipravily tri- a více-hydráty DS. 

Anal˘za hydrátÛ s vyuÏitím NIR spektroskopie 
Ze spekter namûfien˘ch z pfiipraven˘ch hydrátÛ se

sestrojil PLS model vyjadfiující závislost mezi intenzita-
mi vlnov˘ch délek a obsahem vody v hydrátech. V grafu
komponentních skóre (obr. 1) je 99 % variability matice
X a Y popsáno jiÏ 1. komponentou. RozloÏení vzorkÛ
podle 1. komponenty odpovídá jejich hydrataci a je zde
dobfie patrn˘ rozdíl mezi bezvod˘m DS, resp.
DSH3varianta b) s nejniÏ‰í hodnotou vázané vody
a ostatními více-hydráty. Takto sestrojen˘ model vyka-
zuje dobrou kalibraãní statistiku (koeficient determinace
R2 = 0,978; chyba predikce RMSECV = 1,52). Na obráz-
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Obr. 1. PLS-graf komponentních skóre zobrazuje rozložení vzorků v prostoru prvních dvou komponent. Z hlediska interpretace je
významná 1. komponenta s 99 % vysvětlené celkové variability. Šipka znázorňuje trend hydratace. V levé části anhydrát DS,
následuje částečně hydratovaný vzorek DSH3 varianta b). V pravé části více-hydráty DS.
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Obr. 2. Znázornění NIR spekter studovaných vzorků. V oblasti 5000 a 7000 cm–1 jsou označené (---) měnící se spektrální pásy, kte-
ré náleží overtonům, resp. kombinačním přechodům OH skupin vody a vyjadřují stupeň hydratace. V oblasti 6633 a 6000 cm–1 se
projevuje silná absorpce bezvodého DS a DSH3 varianta b).
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ku 2 jsou znázornûná mûfiená spektra. V oblasti 7000
a 5000 cm–1 je moÏné pozorovat rostoucí spektrální pásy
v závislosti na hydrataci, náleÏící overtonÛm, resp. kom-
binaãním pfiechodÛm OH skupin vody10). Vyvinut˘ PLS
model tak umoÏÀoval sledovat proces vzniku hydrátÛ. 

Pfiíprava lékové formy impregnací 
Rekrystalizací DS z nevodn˘ch rozpou‰tûdel (MeOH,

THF) za standardních podmínek se pfiipravily krystaly,
které se v 1. a 13. dnu po pfiípravû mûfiily NIR spektro-
skopií a na základû vyvinutého PLS modelu se
z namûfien˘ch spekter pfiedpovûdûl obsah vázané vody.
V pfiípadû THF se 1. i 13. den zjistily pfiibliÏnû stejné
hodnoty 18,8, resp. 18,7 % vody. V pfiípadû MeOH se 1.
den zjistila hodnota 18,1 % a 13. den hodnota 18,6 %

vody. Z obrázku 3 pro MeOH je patrné, Ïe bezprostfied-
nû po pfiípravû krystalÛ vzorek obsahoval zbytky nehy-
dratované formy DS, která bûhem 13 dnÛ hydratovala.
Vzorky MeOH a THF po 13 dnech skladování jiÏ obsa-
hovaly pfiibliÏnû stejn˘ obsah vody, a tedy
i pravdûpodobnû stejnou formu hydrátu. Vzhledem
k chybû predikce 1,52% hydratované vody lze pfiedpo-
kládat vznik tri- nebo více-hydrátÛ DS. 

Anal˘za lékové formy disoluãní zkou‰kou
Na základû disoluce tablet pfiipraven˘ch pfii rÛzn˘ch

lisovacích tlacích se zjistilo, Ïe nejrychleji se uvolÀuje
léãivo z kontrolní smûsi pfiipravené prostou homogeniza-
cí s bezvod˘m DS. Na obrázku 4 pro tablety lisované tla-
kem 65 N je patrné niÏ‰í mnoÏství uvolnûného DS

vlnočet (cm-1)

in
te

nz
ita

 a
bs

or
pc

e

7524 7451 7378 7305 7231 7158 7085 7011 6938 6865 6792 6718 6645 6572 6498 6425 6352 6279 6205 6132 6059 5985

-0,5

0

0,5
anhydrát

1 . den
13. den

Obr. 3. NIR spektra bezvodého DS a hydrátů DS vykrystalizovaných z methanolu 1. a 13. den po přípravě. Šipka označuje spekt-
rální oblast, v níž absorbuje bezvodá forma DS. Ze spekter je patrné, že v 1. dnu po vykrystalizování vzorek obsahoval částečně
bezvodou formu DS, která během 13 dnů přešla na formu hydratovanou. 
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Obr. 4. Porovnání disolučních profilů tablet s diklofenakem sodnou solí o pevnosti 65 N ve fosforečnanovém pufru o pH 6,8 pro
tablety lisované z bezvodého DS (■), impregnovaného DS z methanolu (●) a tetrahydrofuranu (▲). Chybové úsečky znázorňují
směrodatnou odchylku. 
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z obou rozpou‰tûdel, kde DS z THF jeví pfiibliÏnû dvoj-
násobné sníÏení rozpustnosti. V literatufie se popisuje
2,5- a 1,7násobnû niÏ‰í rozpustnost tetra-, resp. tri-hyd-
rátu DS v porovnání s bezvodou formou1). Vy‰‰í mnoÏ-
ství uvolnûného DS ze vzorku MeOH oproti THF bylo
zpÛsobeno pravdûpodobnû nekompletní hydratací disku-
tovanou v˘‰e. Z v˘sledkÛ lze usuzovat, Ïe bûhem proce-
su impregnace léãiva na pevn˘ nosiã z nevodn˘ch roz-
pou‰tûdel do‰lo ke vzniku hydratovan˘ch forem DS, coÏ
se projevilo zpomalením uvolÀování léãiva z tablet.

Stfiet zájmÛ: Ïádn˘.
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v Hradci Králové a pan doc. âeladník se stal jedním
z prvních uãitelÛ, ktefií ji pomáhali budovat. Zvlá‰tû
aktivnû se podílel na vytváfiení koncepce chemick˘ch
disciplín, a to anorganické, organické i farmaceutické
chemie. Od roku 1977 aÏ do roku 1990, kdy ode‰el do
penze, zastával funkci vedoucího katedry anorganické
a organické chemie. 

Pedagogické pÛsobení doc. âeladníka na hradecké
fakultû je ‰iroké. Zprvu se vûnoval v˘uce anorganické
chemie, av‰ak záhy se orientoval na v˘uku organické
chemie. Vydal uãebnici organické chemie, která byla oce-
nûna cenou rektora UK. V̆ znamnû pfiispûl jako spoluau-
tor do kompendia „Chemická léãiva“, redigovaném
zakladatelem ãeské ‰koly farmaceutické chemie
doc. Bohuslavem Melicharem. Docent âeladník byl
nejen vynikající uãitel, ale i vûdec. Jeho vûdecká práce
zasáhla rÛzné oblasti biologicky aktivních látek. Vûnoval
se chemii steroidÛ, lokálních anestetik, antibakteriálních
látek a za své hradecké éry pfiedev‰ím studiu potenciál-
ních antituberkulotik pyridinové fiady. Pod jeho vedením
byly vypracovány ãetné dizertaãní práce a mnozí z jeho
ÏákÛ pokraãují v zapoãaté vûdecké práci. S v˘sledky své
práce seznámil vûdeckou vefiejnost v 65 publikacích a ve
více neÏ stovce sdûlení na vûdeck˘ch konferencích.
V neposlední fiadû musíme zdÛraznit, Ïe pan docent byl
a zÛstává vynikajícím ãlovûkem, s velkou dávkou lid-
skosti a tolerantnosti ke sv˘m spolupracovníkÛm
a blízk˘m.

VáÏen˘ pane docente, dovolte nám, abychom Vám
jménem sv˘m a v‰ech na‰ich kolegÛ z katedry anorga-
nické a organické chemie a pfiedev‰ím jménem celé Far-
maceutické fakulty UK v Hradci Králové popfiáli
k Va‰im narozeninám hodnû zdraví, radosti ze Ïivota
a spokojenosti v kruhu sv˘ch blízk˘ch. 

V. Klime‰ová, A. Hrabálek
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