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Postgp technologiczny dokonujacy si¢ w nauce 1 w przemysle powoduje, ze wzrasta
zapotrzebowanie na rézne metody analityczne, ktorych zadaniem jest, m.in. ustalenie z
okreslong doktadnoscia, precyzja i niepewnos$cia sktadu produktow waznych dla egzystencji
cztowieka [1-4]. Nowoczesne 1 dobrze pracujace laboratoria, wyposazone w odpowiednia
aparatur¢ analityczna, zapewniaja nie tylko kontrol¢ surowcow, potproduktow i prawidtowos¢
przebiegu procesow technologicznych w przemysle, ale takze, co jest szczegodlnie wazne, oceng
jakosci wyrobu finalnego, np. artykutow zywnosciowych i lekow.

Ocena jako$ci znajdujacych si¢ w obrocie lekow jest zagadnieniem bardzo waznym.
Ustawodawstwo farmaceutyczne przewiduje kontrole zgodnosci leku gotowego z ustalonymi
dla niego normami [5, 6]. Zobowiazuje to producentow do sprawdzania jakosci surowcow
uzytych do produkcji preparatow farmaceutycznych oraz do prowadzenia kontroli zaréwno
procesu produkcyjnego, jak 1 produktu finalnego.

Program badan obejmuje sprawdzenie wygladu 1 oznakowania opakowania gotowego
produktu, sprawdzenie zawarto$ci preparatu w opakowaniu, oznaczenie substancji czynnych,
straty przy suszeniu i zawarto$ci popiolu oraz badania mikrobiologiczne. Jest to zagadnienie
trudne z uwagi na specyficzny charakter lekéw, uwarunkowany zroéznicowaniem ich postaci.
Wymaga takze dobrej znajomosci technologii postaci leku oraz metod fizykochemicznych
stosowanych w analityce farmaceutyczne;.

W ostatnich latach obserwuje si¢ znaczny wzrost zainteresowania metodami analizy
termicznej, szczegdlnie roéznicowa kalorymetria skaningowa (DSC), roznicowa analiza
termiczng (DTA) 1 termograwimetria (TG), z uwagi na ich niekwestionowana przydatnos¢ w
rozwiazywaniu niektorych problemoéw w technologii i analizie statych postaci lekow [7-10].
Dobrze udokumentowane przyktady zastosowania tych metod to badanie czystosci i
polimorfizmu substancji stosowanych do produkcji lekéw, wykrywanie interakcji pomigdzy
potencjalnymi sktadnikami w fazie preformulacji oraz analiza wptywu réznych procesow
technologicznych, np. rozdrabniania w mtynie kulowym lub rozcierania w mozdzierzu, na
wiasciwos$ci fizykochemiczne substancji leczniczych.

Wiaczenie technik analizy termicznej do badania ztozonych procesow zachodzacych
podczas formowania i skladowania preparatow farmaceutycznych otwiera przed nimi nowe
obszary zastosowania. Najwazniejsze z tych obszarow to badanie przemian fazowych, takich
jak hydratacja lub krystalizacja, zachodzacych z wudziatem skladnikow preparatow
farmaceutycznych oraz ocena trwato$ci substancji leczniczych w zawierajacych je postaciach

leku (tabletki, granulaty), przechowywanych w r6znych warunkach doswiadczenia. Waznym



obszarem zastosowan metod termoanalitycznych moze by¢ takze uzytecznos¢ tych technik w
jakosciowej 1 i1losciowej kontroli sktadu preparatow farmaceutycznych, bez czego nie bylby
mozliwy postep w technologii postaci leku.

Metody termoanalityczne, szczegdlnie DSC lub DTA stosowane alternatywnie oraz TG,
sa nowoczesnymi, zautomatyzowanymi i skomputeryzowanymi technikami instrumentalnymi,
ktore umozliwiajg badanie w szerokim zakresie temperatur przemian fizycznych i chemicznych,
jakim ulegaja stosowane w farmacji substancje lecznicze 1 pomocnicze, mieszaniny tych
substancji 1 preparaty farmaceutyczne na rdéznych etapach procesu technologicznego, podczas
zmian temperatur zachodzacych w kontrolowany sposob [11-25]. Najwazniejsze procesy, jakie
z punktu widzenia farmacji moga by¢ badane tymi technikami to topnienie, krystalizacja,
parowanie, sublimacja, polimorfizm i pseudopolimorfizm, przemiany szkliste, réwnowagi
fazowe, dehydratacja i desolwatacja, reakcje z udzialem fazy stalej oraz rozktad termiczny.
Poza obserwacjami jako$ciowymi uzyskanymi na podstawie krzywych termoanalitycznych
analizowanych probek, zastosowanie profesjonalnych programéw komputerowych umozliwia
uzyskanie danych ilo§ciowych w postaci temperatur charakteryzujacych kolejne przemiany oraz
wartosci ciepet tych przemian.

W odréznieniu od powszechnie stosowanych technik analizy instrumentalnej, takich jak
techniki spektrofotometryczne, elektroanalityczne, chromatograficzne lub elektroforetyczne,
metody analizy termicznej zapewniaja szybka analize probki bez koniecznosci jej wstgpnego
przygotowania. W nowoczesnych przyrzadach do DSC, DTA i TG, masa analizowanej probki
nie przekracza zwykle kilku lub kilkunastu miligramow, przy czym zapewniaja one szeroki
zakres informacji o zachowaniu si¢ analizowanej substancji podczas ogrzewania lub studzenia.
Nalezy jednak liczy¢ si¢ z tym, ze dokladnos¢ wynikéw uzyskiwanych technikami
termoanalitycznymi jest pochodna jako$ci sprze¢tu pomiarowego, parametréw operacyjnych i

czystos$ci stosowanych wzorcow.
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CZESC TEORETYCZNA



I. Metody analizy termicznej

Najogolniej ujmujac, pod pojgciem analizy termicznej rozumie si¢ zespol technik,
ktorych zasada dziatania polega na pomiarze zmian wybranych wtasciwosci fizycznych badanej
substancji w funkcji temperatury, w warunkach kontrolowanego programu temperatury.
Pomiary termoanalityczne moga obejmowac¢ zmiany takich wtasciwosci fizycznych substancji,
jak temperatura, entalpia, masa, wymiary liniowe, wlasciwosci elektryczne, magnetyczne,
akustyczne, mechaniczne, 1 inne. Pomiar zmian wybranej wlasciwosci fizycznej prowadzi do
okreslonej metody analizy termicznej, z ktorych najwazniejsze zestawiono w Tabeli 1 [26-28].
Sposrod tych technik najwigksze znaczenie w praktyce zyskata roznicowa analiza termiczna,
réznicowa kalorymetria skaningowa 1 termograwimetria [8-10]. Pozostale metody
termoanalityczne nie znajduja tak szerokiego zastosowania, poniewaz wymagaja bardzo
skomplikowanej aparatury 1 moga by¢ wykorzystane jedynie w przypadku badania waskiej
grupy substancji.

W zalezno$ci od sposobu ogrzewania probki w czasie pomiaru, metody
termiczne dzieli si¢ na statyczne 1 dynamiczne [26]. W trakcie analizy termicznej statycznej
temperatura probki zmieniana jest skokowo 1 utrzymywana jest na danym poziomie az do
osiagnigcia przez sktadniki probki stanu roéwnowagi termodynamicznej, swoistej dla danej
temperatury. Analiza termiczna dynamiczna wykonywana jest przy stopniowym, zwykle
liniowym wzro$cie lub obnizaniu temperatury. Obecnie stosowane sa niemal wytacznie metody
dynamiczne, poniewaz umozliwiaja szybkie wykonanie analizy badanej probki. W Tabeli 2
zestawiono najwazniejsze procesy fizyczne i chemiczne, ktore moga by¢ badane metodami
analizy termicznej [28].

Wyniki analizy termicznej przedstawia si¢ w postaci krzywych termoanalitycznych
obrazujacych zalezno$¢ mierzonej wtasciwosci fizycznej od temperatury. Rejestrujac krzywe
zapisuje si¢ temperature lub czas na osi odcigtych, a zmiang wybranej wtasciwosci fizyczne;,
np. energii cieplnej, na osi rzednych wskazujac, czy zmiana jest endotermiczna czy
egzotermiczna. Niekiedy rejestruje si¢ réwniez ich pierwsze pochodne, a uzyskane krzywe
rozniczkowe okre§laja szybko$¢ zmian mierzonego parametru ulatwiajac odrdznienie
naktadajacych si¢ na siebie efektow termicznych i dokladne wyznaczenie temperatur pikow.
Najczgsciej rejestruje  si¢  zrozniczkowane krzywe termograwimetryczne 1 krzywe

termodylatometryczne [8-9, 26].
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Tabela 2. Przemiany fizyczne i reakcje chemiczne mozliwe do badania przy uzyciu metod analizy termicznej [28].

Przemiany termiczne Efekt termiczny Ubytek masy
Przemiany fizyczne endo egzo ubytek przyrost
Przemiana krystaliczna X
Przemiana szklista X
Topnienie X
Krystalizacja X
Parowanie X X
Sublimacja X X
Adsorpcja lub absorpcja X X
Desorpcja X X
Reakcje chemiczne endo egzo ubytek przyrost
Dehydratacja lub desolwatacja X X
Rozktad X X X
Reakcje cialo stale-cialo state X X X
Reakcje cialo state-ciecz X X X
Reakcje ciato state-gaz X X X
Reakcje redoks X X X

1. Réznicowa analiza termiczna

Zasada dziatania ro6znicowej analizy termicznej (DTA), polega na pomiarze roznicy
temperatur (AT) miedzy probka (Ts) 1 substancja odniesienia (T;). Obie substancje ogrzewane sa
rownoczesnie w jednakowych warunkach przy liniowym wzroscie lub obnizaniu temperatury
[8, 9, 29, 32]. Uzyskana roéznice temperatur rejestruje si¢ w funkcji czasu (t) lub temperatury
(T), otrzymujac krzywa DTA:

AT=[(®)=](T)

Gdy temperatura probki i substancji odniesienia ma t¢ sama warto$¢ (AT = 0), w probce
nie zachodza Zadne procesy termiczne, a krzywa DTA nie ulega odchyleniu od linii
podstawowej. Jezeli natomiast temperatura probki utrzymuje si¢ na poziomie nizszym w
poréwnaniu z temperatura substancji odniesienia (AT; < 0), w probce zachodzi proces
wymagajacy dostarczenia z zewnatrz energii cieplnej, ktory charakteryzuje endotermiczny pik
na krzywej DTA. W ostatnim przypadku, gdy temperatura probki utrzymuje si¢ na poziomie
Wwyzszym w poréwnaniu z temperatura substancji odniesienia (AT, > 0), w probce zachodzi
proces zwiazany z uwolnieniem energii cieplnej, a na krzywej DTA charakteryzuje go pik

egzotermiczny [26, 29, 32, 33]. Réwnania opisujace pik na krzywej DTA opieraja si¢ na
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zatozeniu, ze powierzchnia efektu jest w przyblizeniu proporcjonalna do masy probki ulegajacej
przemianie termicznej.

Pik na krzywej DTA mozna opisa¢ za pomoca charakterystycznych wartosci, ktore
pozwalaja na odrdoznienie go od innych pikow [26, 29, 34, 35]. Charakterystycznymi
parametrami zwigzanymi z powierzchnia 1 ksztattem piku sa — jego szerokos¢ (w), wysokosé
(h), powierzchnia (S) 1 wspotczynnik ksztattu (s). Natomiast do charakterystycznych
parametrow zwigzanych z temperaturami piku naleza temperatury — poczatku piku (T)),
ekstrapolowanego poczatku (T.), maksimum piku (T,) 1 kofica piku (Ty). Charakterystyki piku
nie zaleza od czasu 1 temperatury, zaleza natomiast od warunkow wykonania pomiaru i
wiasciwosci fizycznych analizowanej substancji. Powierzchnia piku jest proporcjonalna do
ilo$ci ciepta wymienionego przez probke z otoczeniem, natomiast jego ksztalt uwarunkowany

jest kinetyka procesu.

1.1. Interpretacja krzywych DTA

DTA jest metoda dynamiczna, to znaczy taka, w ktorej nie osiaga si¢ stanu rownowagi
termodynamicznej [26, 29, 33, 36]. Za jej pomoca mozna bada¢ reakcje, ktorym towarzyszy
dostatecznie duza wymiana ciepta z otoczeniem lub w czasie ktorych w odpowiednio krotkim
czasie ulega zmianie ciepto wlasciwe w wystarczajaco duzym stopniu. Pozwala to stwierdzic,
czy danej przemianie towarzyszy efekt endo czy egzotermiczny, i przy zastosowaniu
odpowiednich uktadow, oznaczy¢ ilo$¢ pochtonigtej lub wydzielonej energii cieplnej.

Podczas jakosciowej interpretacji krzywych DTA nalezy pamigta¢, ze DTA jest przede
wszystkim metoda analizy fazowej [26, 29, 33, 36]. W zwiazku z tym krzywa DTA
odzwierciedla zmiany w uktadzie faz w badanej prébce w warunkach liniowego wzrostu lub
obnizania temperatury. Poniewaz przemiany fazowe zaleza posrednio od sktadu chemicznego
probki, jakosciowa interpretacje sktadu przeprowadza si¢ porownujac zakresy temperatur oraz
wielko$¢ 1 ksztatt pikow na krzywych DTA substancji badanej 1 wzorcowej. Jest to mozliwe
przy zatozeniu, ze pomiardw dokonano w tych samych warunkach i przy uzyciu tego samego
typu aparatu. Zastosowanie DTA w identyfikacji sktadu mieszaniny ztozonej z kilku zwiazkow
chemicznych jest problematyczne, poniewaz wzajemne rozcienczenie zwiazkéw prowadzi do
zmniejszenia powierzchni ich pikow, czgsto w potaczeniu ze zmiang ksztattu. W praktyce, za
charakterystyczne piki uwazane sa jedynie te, ktore wystepuja w temperaturach nizszych niz
temperatura topnienia badanej substancji.

Ilosciowa interpretacja krzywych DTA obejmuje okreslenie czystosci probki, pomiary

kalorymetryczne i badanie kinetyki reakcji. Z uwagi na koniecznos$¢ kalibracji aparatury,
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eliminacj¢ wpltywu przewodnictwa cieplnego i dokonanie skomplikowanych przeliczen, w
oznaczaniu czysto$ci 1 pomiarach kalorymetrycznych, gtownie entalpii przemiany i ciepla

wlasciwego, klasyczna DTA jest coraz czg$ciej zastgpowana przez kalorymetri¢ roznicowa.

2. Roznicowa kalorymetria skaningowa

W roznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC), rejestruje si¢ energi¢ konieczna do
sprowadzenia do zera ro6znicy temperatur mi¢dzy probka i1 substancja odniesienia [10, 29, 32,
37]. Podobnie jak w DTA, obie probki ogrzewa si¢ lub chtodzi w sposob kontrolowany, a
krzywa DSC odzwierciedla ilo$¢ ciepta wymienionego przez probke z otoczeniem w jednostce
czasu w funkcji czasu (t) lub temperatury (T):

dH/dt = (t)=[(T)

Krzywa DSC ksztaltem swoim przypomina krzywa DTA. Poczatek temperatury, przy
ktérej rozpoczyna si¢ przemiana odpowiada przecigciu si¢ przedtuzonej linii podstawowej ze
styczna do krzywej w punkcie najwigkszego nachylenia. Natomiast entalpia przemiany jest

proporcjonalna do powierzchni pod krzywa, ograniczonej przez lini¢ podstawowa.

2.1. Aparatura do DSC

Aparatur¢ do DSC stanowia m.in. pojemniki na probke i substancj¢ odniesienia oraz
uktad do pomiaru r6znicy temperatur miedzy nimi [8, 10, 29, 33]. W czasie analizy rejestruje
si¢ energi¢ elektryczna konieczna do utrzymania zerowej roznicy temperatur migdzy obiema
substancjami. Jest ona wprost proporcjonalna do ciepta pochtonigtego w trakcie przemiany,
przy czym wspotczynnik proporcjonalnosci jest staty i nie zalezy od temperatury. Rzedna
rejestratora jest najczesciej wykalibrowana w mikrojoulach na sekunde, w zwiazku z tym DSC
umozliwia bezposredni pomiar ciepta przemiany w funkcji temperatury.

Dostepne sa dwa typy przyrzadow do DSC, aparaty wykorzystujace kompensacje mocy
do utrzymania zerowej réznicy temperatur pomiedzy probka badana i odniesienia (power
compensation), oraz aparaty, ktore wykorzystuja stata szybkos¢ ogrzewania i uktad wykrywania
réznicowe]j temperatury jako réznicy w przeptywie ciepta migdzy probka badana i odniesienia
(heat flux).

Aparatura do DSC pracujaca w systemie z kompensacja mocy sktadaja si¢ z dwoch
piecow, dla probki badanej 1 substancji odniesienia, stanowiacych niezalezne uktady pomiarowe
wyposazone w oddzielne urzadzenia grzewcze. Aparaty pracujace w systemie pomiaru

przeptywu ciepta sktadaja si¢ z pojedynczego pieca, w ktorym na wspolnym dysku
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termoelektrycznym umieszczone sa dwa pojemniki z substancjami, badana i1 odniesienia.

2.2. Zastosowanie DSC

DSC jest technika, ktora moze by¢ przydatna do wykrywania przemian fazowych i
reakcji chemicznych zachodzacych podczas ogrzewania lub chlodzenia substancji lub
mieszaniny substancji oraz do wyznaczania zmian entalpii, ciepta wtasciwego 1 temperatur,
przy ktorych te przemiany zachodza. Technikg t¢ uzywa si¢ do wyznaczenia roéznicy w
przeptywie ciepta w odniesieniu do temperatury, uwolnionego lub pochtonigtego przez badana

probke w pordwnaniu z substancja odniesienia, w funkcji temperatury [8, 10, 29, 38].

3. Termograwimetria

W termograwimetrii (TG), rejestruje si¢ zmiany masy, jej ubytek wzglednie przyrost
(Am), zachodzace w wyniku ogrzewania probki w warunkach liniowego wzrostu temperatury i
wykresla si¢ te zmiany w funkcji czasu (t) lub temperatury (T), otrzymujac krzywa TG [8, 9,
29, 391:

Am =] (t)=](T)
badz tez rejestruje si¢ szybko$¢ zmiany masy (dm/dt), uzyskujac rozniczkowa krzywa
termograwimetryczna (DTG):
dm/dt= [ (t)=](T)

Typowe krzywe TG i1 DTG charakteryzuja trzy przypadki. W pierwszym nie obserwuje
si¢ zmian masy probki. Na krzywych TG 1 DTG odpowiada on odcinkowi poziomemu, tzw.
plateau, woéwczas dm/dt jest rowne zeru. W przypadku drugim, wielko$¢ odchylenia krzywej
TG od linii poziomej odzwierciedla szybko$¢ zmiany masy i wykazuje warto$¢ najwigksza
wowczas, gdy krzywa DTG osiaga maksimum. Przypadek ten odpowiada zakrzywionemu
odcinkowi krzywej TG, w ktorym stosunek dm/dt jest wigkszy od zera. Natomiast, gdy
szybko$¢ zmiany masy probki jest bardzo mata i wskazuje na formowanie si¢ posredniego
produktu rozktadu, proces charakteryzuje przegiecie na krzywej TG, a stosunek dm/dt
nieznacznie rozni si¢ od zera.

Krzywa DTG posiada znaczng przewage nad krzywa TG z uwagi na fakt, ze wyraznie
odzwierciedla kazda zmiang w szybko$ci ubytku lub przyrostu masy probki. Umozliwia to
wyrazne rozdzielenie poszczegolnych etapéw rozktadu. Nieznaczny wystep na piku DTG moze
wskazywac¢ na obecno$¢ dwoch prawie catkowicie pokrywajacych sig¢ procesoOw termicznych,

natomiast wydtuzony koniec piku moze wskazywac na silna adsorpcja gazowych produktow
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rozktadu na powierzchni nowo tworzonej fazy [8, 9, 29, 39].

3.1. Interpretacja krzywych TG

Metoda TG umozliwia badanie tych przemian fizycznych i reakcji chemicznych, ktorym
towarzyszy zmiana masy. Jako$ciowa interpretacja krzywych TG jest tatwiejsza niz krzywych
DSC Iub DTA. Identyfikacji zwiazku chemicznego dokonuje si¢ w wyniku poréwnania
zakresow temperatur, ksztaltu krzywych i zmian masy towarzyszacych okreslonym etapom
rozktadu zwiazku badanego 1 wzorcowego. Pomiarow nalezy dokona¢ w tych samych
warunkach 1 przy uzyciu tego samego typu aparatu.

Ilosciowa interpretacja krzywych TG polega na wyznaczeniu parametrow kinetycznych.
W pomiarach wykorzystuje si¢ mozliwos¢ doktadnego okres§lenia zmiany masy i jej szybkoS$ci
w poszczegoOlnych temperaturach. Mozna tego dokona¢ w oparciu o pomiary w warunkach
izotermicznych lub nieizotermicznych. Metody oparte na pomiarach nieizotermicznych sa
stosunkowo szybkie 1 mato pracochlonne, wymagaja jednak trudnych przeliczen

matematycznych, dostarczajac przy tym mniej doktadnych danych [26, 29, 39-41].

4. Techniki laczone

Wspolczesna aparatura do analizy termicznej stwarza szerokie mozliwosci w zakresie
faczonego stosowania metod nie tylko w obszarze réznych technik termoanalitycznych, ale
takze z innymi technikami instrumentalnymi. Aktualnie w uzyciu znajduja sa trzy grupy
polaczonych technik pomiarowych, ktore definiuje si¢ jako techniki jednoczesne, jednoczesne
techniki sprzgzone i techniki jednoczesne wspotdziatajace nie ciagle [9, 26].

Terminem techniki jednoczesne okresla si¢ badanie danej probki w tym samym czasie,
dwoma lub wigksza liczba technik pomiarowych, np. rownoczesna analiza DTA 1 TG [9, 26].
Poniewaz optymalne warunki pomiaru r6znia si¢ zasadniczo w przypadku analiz prowadzanych
technikami DTA i TG, wyznaczone z krzywych DTA charakterystyczne temperatury przemian
sa czesto nawet o kilkadziesiat stopni wyzsze w poroOwnaniu z warto$ciami uzyskanymi z
krzywych TG. W znacznym stopniu utrudnia to interpretacj¢ wynikéw. Mozliwos$¢ badania
probek o matej masie uzyskana w wyniku zwigkszenia czutosci przyrzadow umozliwita
znalezienie kompromisowego rozwiazania i obecnie coraz czgéciej dokonuje si¢ rownoczesnej
rejestracji krzywych DTA 1 TG z jednej probki [42]. Jest to celowe, poniewaz obie krzywe
ulatwiaja wzajemnie swoja interpretacjg. DTA pozwala stwierdzi¢, czy danej przemianie

fizycznej lub reakcji chemicznej towarzyszy efekt endo czy egzotermiczny i przy zastosowaniu
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odpowiednich uktadéw okresli¢ ilo§¢ pochlonigtego lub wydzielonego ciepta. Natomiast za
pomoca TG mozna wyznaczy¢ dokladnie zmiang masy probki i1 wykorzysta¢ to w
wyprowadzeniu rOwnania reakcji chemicznej, zgodnie z ktdra przebiega rozktad. Obie techniki
moga takze wspotpracowa¢ z wieloma innymi metodami instrumentalnymi umozliwiajac pelna
interpretacj¢ wynikow termoanalitycznych [9, 43].

Pojecie jednoczesne techniki sprz¢zone obejmuje badanie tej samej probki za pomoca
dwu lub wigcej technik instrumentalnych dziatajacych niezaleznie, przy czym aparaty te
potaczone sa tacznikami [26]. Przykltadem takich badan moze by¢ sprzgzenie analizy TG 1
spektrometrii masowej. Natomiast pod pojeciem techniki jednoczesne wspotdziatajace nie
ciagle kryje si¢ badanie probki za pomoca dwu lub wigcej sprzezonych technik pomiarowych,
gdy pobieranie substancji do badan dla drugiej z tych technik lub sam pomiar odbywaja si¢ w
sposOb nieciagly. Przyktadem sa techniki — DTA i chromatografia gazowa, gdy do analizy
chromatograficznej pobiera si¢ porcje lotnych produktow reakcji wydzielajacych si¢ z badanej
probki, umieszczonej w aparaturze do DTA.

Stosujac jednoczesne techniki sprz¢zone i techniki jednoczesne wspoldziatajace nie
ciagle mozna zapewni¢ warunki umozliwiajace pelna analiz¢ przemian zachodzacych w
badanej prébce w funkcji temperatury, np. poprzez identyfikacje i1 analize sktadu gazowych
produktéw rozkladu lub analiz¢ produktow posrednich 1 pozostatosci po rozktadzie [26].
Analiz¢ wydzielajacych si¢ gazéw podczas pomiaru termoanalitycznego mozna wykonaé
stosujac spektrometri¢ masowa, spektrometri¢ w podczerwieni z transformacja Fouriera,
chromatografi¢ gazowa lub absorbujac gazowe produkty rozkladu w roztworach, a nastgpnie
miareczkujac je lub mierzac zmiang pH. Wybor metod identyfikacji produktow posrednich 1
(lub) koncowych zalezy przede wszystkim od specyfiki badanego zwiazku. Do analizy faz
statych mozna stosowaé proszkowa dyfrakcyjna analize rentgenowska (XRPD), spektrometrig
w podczerwieni (IR) oraz termomikroskop (HSM), skaningowy mikroskop elektronowy (SEM)
1 transmisyjny mikroskop elektronowy (TEM).

I1. Analiza termiczna w farmacji

Na przestrzeni kilkudziesigciu lat metody termoanalityczne znalazty wiasciwe sobie,
interdyscyplinarne miejsce w nauce. Obecnie obserwuje si¢ duzy wzrost zainteresowania tymi
technikami w rozwiazywaniu réznych problemow w nauce i przemysle farmaceutycznym.

Analiza termiczna jest stosowana m.in. w jakosciowej i iloSciowej analizie sktadu fazowego 1
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chemicznego substancji leczniczych, w okreslaniu ich czystosci i trwatosci oraz w badaniach
fizykochemicznych do wyznaczania parametréw termodynamicznych 1 kinetycznych reakcji [7,

30, 31, 39].

1. Hydratacja i dehydratacja substancji

Wiele substancji leczniczych krystalizuje tacznie z czasteczkami wody jako integralna
czgScig struktury krystalicznej tworzac tzw. hydraty. Obecno$¢ wody krystalizacyjnej wptywa
na niektore wlasciwos$ci fizykochemiczne zwiazku, gldwnie na trwalo$¢ i1 rozpuszczalnos¢é. Ma
to duze znaczenie w procesie formowania postaci leku. Uktad krystaliczny hydratdéw moze
tatwo ulec zniszczeniu pod wpltywem temperatury i takich czynnikow mechanicznych, jak
rozdrabnianie czy rozcieranie [7, 24, 31, 39].

Analiza DSC 1 TG w polaczeniu z dyfrakcyjna analiza rentgenowska i mikroskopia
elektronowa wykazata, ze rozdrabnianie i1 rozcieranie w mozdzierzu cefiksymu krystalizujacego
z trzema czasteczkami wody, powoduje ostabienie wigzan migdzy czasteczkami substancji
leczniczej 1 wody krystalizacyjnej. Siatka krystaliczna ulega zniszczeniu, w wyniku czego
nast¢puje obnizenie trwato$ci badanej substancji leczniczej. Wizualnym objawem tego procesu
jest najczesciej zmiana koloru zwiazku spowodowana pojawieniem si¢ produktow rozktadu
[39].

Rownie waznym procesem z punktu widzenia trwatoSci substancji leczniczych jest
hydratacja. Stosujac DSC 1 skaningowy mikroskop elektronowy stwierdzono, ze na
powierzchni tabletek przechowywanych przez dtuzszy czas krystalizuja sktadniki w formie
krysztatow o wygladzie igiet [39, 44]. Doktadna analiza wykazata, Zze krysztaty te to laktoza i
mannitol, ktére krystalizuja w obecnosci higroskopijnych sktadnikéw tabletek, np. soli sodowe;j
kwasu dokozanowego, chlorku magnezu lub octanu potasu. Podobienstwo krzywych DSC
ponad wszelka watpliwos$¢ identyfikuje obie substancje pomocnicze jako produkty krystalizacji

tabletek.

2. Analiza skladu preparatéw farmaceutycznych

Potencjalna uzyteczno$¢ metod analizy termicznej — DSC, DTA i TG w kontroli sktadu
handlowych postaci lekow polega nie tylko na sprawdzeniu tozsamosci sktadnikow preparatu
farmaceutycznego w oparciu o ich wlasciwosci termiczne, ale takze na ocenie zawarto$ci
aktywnego farmakologicznie sktadnika. Uzyteczno$¢ tych technik w identyfikacji i analizie
ilosciowe]j niektorych substancji w preparatach leczniczych potwierdzaja liczne doniesienia

literaturowe [7, 39, 46].
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Badania DSC dostgpnych w aptekach preparatéw farmaceutycznych wykazaty, ze
mozliwa jest zarowno identyfikacja sktadnikow (substancji leczniczych 1 pomocniczych), jak 1
analiza ilo$ciowa tabletek, kapsulek, peletek i czopkéw, szczegdlnie w preparatach o duzej
zawartosci aktywnego sktadnika. Analiza sprowadza si¢ do poréwnania temperatur poczatku
endotermicznych pikow DSC preparatéw z odpowiednimi pikami substancji leczniczych
uzytych w roli substancji wzorcowych, analizowanych w tych samych warunkach.

Identyfikacja sktadnikow preparatoéw farmaceutycznych jest dos¢ tatwa w przypadku
form leku zawierajacych duze dawki substancji leczniczych. Poza temperatura topnienia, do
identyfikacji mozna uzy¢ pik endotermiczny zwiazany z dehydratacja lub egzotermiczny
spowodowany rozktadem substancji leczniczej [7]. W niektorych przypadkach identyfikacja
substancji czynnej nie jest jednak mozliwa z uwagi na interakcje sktadnikow preparatu z
utworzeniem eutektyku. Sytuacja taka wystepuje czgsto w przypadku preparatow zawierajacych
niskie dawki substancji leczniczych, utworzony wéwczas eutektyk z wystepujaca w duzej ilosci
substancja pomocnicza maskuje efekt endotermiczny identyfikujacy substancj¢ czynna. Nalezy
nadmieni¢, ze obecna w preparatach laktoza i skrobia kukurydziana nie wchodzity w interakcje
z substancjami leczniczymi, umozliwiajac tym samym ich analizg ilosciowa.

Analiza DSC preparatéw Voltaren wykazata, ze zalezno$¢ pomiedzy powierzchnia
endotermicznego piku DSC zwiazanego z topnieniem diklofenaku, a jego stgzeniem w
preparacie moze by¢ wykorzystana do oznaczania substancji czynnej w tabletkach, czopkach 1
amputkach. Sposréd wymienionych preparatéw, tylko tabletki zawieraja diklofenak w postaci
wolnego kwasu, ktory topi si¢ w temp. 182°C [39, 45]. Natomiast czopki 1 ampuiki zawieraja go
w formie soli sodowej, ktora nie jest aktywna termicznie w badanym zakresie temperatur. W
zwiazku z tym w przypadku czopkow i1 ampulek nalezy zastosowaé posrednia metodg
oznaczania, polegajaca na przeksztatceniu soli sodowej diklofenaku w posta¢ wolnego kwasu
za pomoca kwasu nitrylotrioctowego. Jest on kwasem mocniejszym niz diklofenak, a jego
nadmiar nie przeszkadza w oznaczeniach technika DSC, poniewaz nie ulega przemianom
termicznym ponizej temp. 225°C. Wyniki uzyskane w ten sposob charakteryzuja si¢ wysoka
precyzja i doktadnos$cia, procedura jest dos¢ szybka i tatwa do przeprowadzenia, i pomijajac
koszt aparatury, stosunkowo niedroga.

Analiza DTA 1 TG rozktadu termicznego handlowych preparatéw farmaceutycznych
reprezentujacych proszki zwykte 1 musujace, zasypki, kapsuitki, granulaty zwykte 1 musujace,
tabletki do stosowania wewngtrznego, do ssania i musujace oraz drazetki wykazata, ze w
ilosciowej analizie sktadu tych preparatdéw mozna wykorzysta¢ ubytek masy rejestrowany przez

krzywa TG, wynikajacy z dehydratacji, dekarboksylacji, formowania posredniego produktu
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rozktadu oraz catkowitego odparowania lub sublimacji.

Badania wykazaty, ze uzyteczno$¢ technik DTA 1 TG w kontroli sktadu preparatow
farmaceutycznych jest bezdyskusyjna, ale tylko wtedy gdy charakterystyka rozktadu zwiazkéw
zawartych w analizowanej postaci leku zostala uprzednio okres$lona i skatalogowana [46].
Substancja, ktorej obecnos$¢ nie jest spodziewana, 1 w zwiazku z tym charakterystyka jej
rozktadu termicznego nie jest znana, moze zosta¢ nie wykryta badz tez bedzie wplywata na
mozliwos$¢ wykrycia pozostatych substancji zawartych w badanym preparacie.

Analizowany za pomoca technik termoanalitycznych preparat farmaceutyczny i zawarta
w nim substancja lecznicza musza sprosta¢ szeregu wymogom. I tak najkorzystniej jest, gdy w
sktad masy tabletkowej wchodza substancje nie ulegajace rozktadowi w zakresie temperatur
rozktadu termicznego substancji czynnej. Zawarto§¢ substancji leczniczej powinna wynosié
przynajmniej 10% masy preparatu, a etapy jej rozktadu powinny przebiega¢ mozliwie w
najwezszym zakresie temperatur, przy czym ubytek masy w okreslonym etapie powinien by¢
stosunkowo duzy. W rozpatrywanym zakresie temperatur nie powinien przebiega¢ rozktad
termiczny pozostalych sktadnikow. Formowaniu posrednich produktéw rozktadu powinny

towarzyszy¢ wyrazne plateau, przebiegajace w mozliwie najszerszych zakresach temperatur.

3. Analiza czystosci substancji leczniczych

Jednym z czynnikow wptywajacych na skuteczno$¢ terapeutyczna leku jest czystosé
substancji uzytych w procesie jego formowania, ktéra mozna okresli¢ stosujac metody analizy
termicznej. Analiza zakresow temperatur oraz ksztaltu i powierzchni endotermicznych pikéw
DSC Ilub DTA zwiazanych z topnieniem zwiazkéw organicznych wykazala, ze obecno$¢
zanieczyszczen wptywa na parametry piku [35]. Im bardziej zanieczyszczona jest substancja,
tym w wigkszym stopniu temperatura poczatku i temperatura piku ulegaja przesunig¢ciu w
kierunku nizszych warto$ci, ponadto wysokos¢ piku ulega zmniejszeniu. Natomiast wraz ze
wzrostem jej czystosci, odchylenie krzywej DSC lub DTA od linii podstawowej jest bardziej
strome. Zakres temperatury migdzy poczatkiem piku rejestrowanym przez rejestrator i
poczatkiem ekstrapolowanym do zerowej szybkos$ci ogrzewania zmniejsza sig, rOwnoczesnie
pik ulega zwezeniu. Wynika z tego, ze przez poréwnanie efektow endotermicznych substancji o
wysokiej czystosci (wzorzec) z substancja zanieczyszczona (probka badana), mozna ocenié
stopien zanieczyszczenia analizowanej substancji.

Oznaczanie czystosci oparte jest na rdwnaniu van’t Hoffa, ktore przedstawia zalezno$¢

migdzy obnizeniem temperatury topnienia czystej substancji, spowodowanym zawartymi w niej
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zanieczyszczeniami a st¢zeniem tych zanieczyszczen [28, 35]. Réwnanie van’t Hoffa spelnione
jest jedynie dla idealnie rozcienczonych roztwordéw. Z tego wzgledu moze by¢ stosowane tylko
dla wzglednie czystych probek o czystosci nie nizszej niz 98,0%. Granicg t¢ mozna obnizy¢
rozcienczajac zanieczyszczona substancj¢ sktadnikiem podstawowym, az do osiagnigcia
czystosci probki okoto 99%.

Szczegolnym warunkom powinny odpowiada¢ analizowane substancje. Nie mozna
oznacza¢ czysto$ci zwiazkow topiacych si¢ z rozktadem [35]. Zwiazki o wysokiej pr¢znosci par
moga by¢ analizowane tylko w hermetycznie zamknigtych pojemnikach. W podwyzZszonej
temperaturze sktadniki probki nie moga reagowaé pomigdzy soba ani z materiatem, z ktorego
wykonany jest pojemnik. Zwiazki wystgpujace w dwoch lub wigcej formach krystalicznych, np.
odmiany polimorficzne, powinny by¢ uprzednio przeprowadzone w jedna z form. Znacznym
utrudnieniem jest takze niska warto$¢ ciepta topnienia czystej substancji.

Przy uzyciu technik DSC 1 DTA badano czysto$¢ wielu substancji stosowanych w
przemysle farmaceutycznym. Zautomatyzowana i skomputeryzowana aparatura do analizy
termicznej, wyposazona w odpowiednie oprogramowanie, dokonujac skomplikowanych 1
czasochtonnych przeliczef, skraca czas analizy, eliminuje subiektywne bledy oraz wptywa

korzystnie na doktadno$¢ i precyzje oznaczen [7, 28, 31, 35].

4. Trwalo$¢ termiczna substancji stosowanych w farmacji

Metody termoanalityczne znalazlty takze szerokie zastosowanie w badaniu trwatosci i
rozktadu termicznego substancji leczniczych [15, 28, 39, 47, 48]. Poznanie charakterystyki
termicznej zwiazku chemicznego, tzn. jego zachowania si¢ w réznych temperaturach, jest
zagadnieniem bardzo waznym zaré6wno z punktu widzenia charakterystyki fizykochemicznej
badanej substancji, jak i1 technologii postaci leku. Okreslenie zakresu temperatur, na ktorych
dzialanie substancja lecznicza moze by¢ narazona bez grozby wystapienia niekorzystnych
zmian w jej strukturze i dzialaniu farmakoterapeutycznym, jest istotne ze wzgledu na warunki
jej przechowywania i obrébki technologiczne;.

Przy uzyciu metod analizy termicznej badano rozktad w warunkach nieizotermicznych
wielu organicznych 1 nieorganicznych substancji leczniczych. Na krzywych TG 1 DTG
rozktadu termicznego, stosowanych w lecznictwie soli wapnia — pigciowodnego mleczanu
wapnia 1 cyklobarbitalu wapnia w zakresie temperatur 600-800°C widoczny jest
charakterystyczny etap rozktadu zwiazany z dekarboksylacja weglanu wapnia, utworzonego w

efekcie spalania struktury organicznej badanej substancji [49]. Ubytek masy towarzyszacy temu
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etapowi moze by¢ podstawa analizy iloSciowej soli wapniowej w preparacie farmaceutycznym.
Proces dekarboksylacji potwierdza endotermiczny pik na krzywej DTA.

Analiza rozkladu termicznego sulfonamidéw wskazata z kolei na wptyw struktury
chemicznej badanych substancji na przebieg ich destrukeji termicznej [50]. Pordéwnujac
trwalos¢ termiczna sulfatiazolu, sulfametoksydiazyny 1 sulfadiiminy stwierdzono wptyw
podstawnika heterocyklicznego na trwato$¢ podstawowej struktury sulfonamidu. Pochodne
zawierajace podstawniki pirymidynowe (sulfametoksydiazyna i sulfadiimina) zachowuja si¢
podobnie, podczas gdy sulfatiazol wykazuje wyzsza trwato$¢. Z kolei izotiocyjanowe pochodne
tych trzech sulfonamidoéw ulegaja rozktadowi termicznemu w nizszych temperaturach, a ich
rozktad przebiega wolniej z przesunigciem temperatury konca procesu w kierunku wyzszych

wartosci.

5. Polimorfizm substancji leczniczych

Polimorfizm jest przykladem przemiany fazowej w uktadzie jednosktadnikowym faza
stata-faza stala. Przemiany fazowe odgrywaja zasadnicza rol¢ w poznaniu zalezno$ci migdzy
struktura ciat statych i ich wlasciwosciami. W przypadku polimorfizmu, poszczegdlne odmiany
roznia si¢ miedzy soba budowa krystaliczna, cieptem tworzenia i innymi witasciwosciami
fizycznymi. Stanowia odrgbne fazy, trwale w okreslonych zakresach temperatur i ci$nienia.

DSC i DTA sa bardzo pomocne w wyznaczaniu charakterystycznych temperatur i ciepta
przemian polimorficznych [34]. Procesy te wymagaja dostarczenia ciepta do ukfadu, 1 w
zwiazku z tym towarzysza im efekty endotermiczne. Poszczegolne odmiany polimorficzne
moga ulega¢ wzajemnej transformacji, przy czym przemiana moze by¢ odwracalna lub
nieodwracalna. Za pomoca metod analizy termicznej mozna stwierdzi¢, czy dana przemiana jest
odwracalna (enancjotropowa), czy nieodwracalna, tzn. jednokierunkowa (monotropowa). Z
powierzchni efektu endotermicznego wyznacza si¢ ciepto przemiany. Metody te spetniaja takze
wazna role w wykrywaniu form pseudopolimorficznych, np. hydratow lub solwatow.

Polimorfizm jest istotnym czynnikiem z punktu widzenia technologii postaci leku.
Odmienna struktura krystaliczna form polimorficznych powoduje, ze czgsto obserwuje si¢
znaczne réznice we wilasciwosciach fizycznych substancji, gtdwnie w temperaturze topnienia,
gestosci, twardoscei 1 rozpuszczalnosci. Sposrod tych czynnikow, szybko$¢ rozpuszcezania i
rozpuszczalno$¢ wywieraja bezposredni wptyw na biodostepno$¢ substancji aktywnej.

Na podstawie wynikow analizy termicznej mozna okresli¢ szybko$¢ przemiany

polimorficznej. W przypadku wolno przebiegajacej transformacji tworzy si¢ odmiana
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termodynamicznie nietrwata, tzw. odmiana metastabilna, zwykle korzystna pod wzgledem
terapeutycznym. Transformacja w kierunku najbardziej trwalej odmiany polimorficznej, tzw.
stabilnej, ktora ma z reguty najwyzsza temperaturg topnienia i najmniejsza rozpuszczalnosé, jest
procesem niekorzystnym dla dostgpnosci biologiczne;.

Metody analizy termicznej zostaly powszechnie uznane jako podstawowe techniki
identyfikacji odmian polimorficznych substancji leczniczych, co potwierdzaja zamieszczone w

pismiennictwie szczegdtowe badania polimorfizmu wielu zwiazkdéw organicznych [34, 51-53].

6. Rownowagi fazowe w ukladach wieloskladnikowych

Techniki analizy termicznej sa nieocenione jako szybkie i doktadne metody badania
réwnowag fazowych w ukladach dwu- i wielosktadnikowych [28]. Obok faz czystych moga si¢
w nich pojawia¢ rowniez fazy stanowiace dwusktadnikowe roztwory stale lub ciekte. Znaczenie
analizy fazowej wynika z faktu, ze w przypadku cial stalych nosicielami wielu specyficznych
wiasciwosci fizycznych i chemicznych sa nie czasteczki, lecz fazy. Wiaze si¢ wigc z analiza
fazowa badanie zaleznosci wlasciwosci cial statych od ich skladu fazowego i struktury
chemiczne;.

Réwnolegle z technikami DSC 1 DTA, w badaniu ukladow fazowych stosowane sa
metody krzywych ogrzewania 1 studzenia, termomikroskopia oraz metoda strefowego topnienia.
Zastosowanie przynajmniej dwoch z tych technik warunkuje prawidlowa konstrukcje diagramu
fazowego, ktoéry umozliwia wyznaczenie sktadu i temperatury topnienia eutektyku oraz jego
ciepta topnienia w funkcji zawartosci eutektyku w mieszaninie [28]. Ciepto topnienia osiaga
warto$¢ maksymalna dla mieszaniny o sktadzie odpowiadajacym eutektykowi. Diagram fazowy
pozwala wigc nie tylko na stwierdzenie, jakie fazy sa obecne i jaki jest ich sktad, ale rowniez
jaka jest ich ilo§¢. Metody termoanalityczne sa ponadto nieocenione w wykrywaniu bardzo
matych ilosci eutektyku w mieszaninie, poniewaz charakteryzuje je wysoka czutos$¢ [28, 54].

Duza praktyczna uzytecznos¢ eutektykow w lecznictwie wynika z faktu, ze kazdy rodzaj
oddzialywan migdzy sktadnikami mieszaniny wiaze si¢ ze zmiang wlasciwosci fizycznych
badanego produktu, gléwnie rozpuszczalno$ci lub wspolczynnika podziatu. W konsekwencji

powoduje to zmiang wiasciwosci farmakoterapeutycznych substancji leczniczych.
7. Stale rozproszenia w obojetnych nosnikach

Staba rozpuszczalnos$¢ substancji czynnych w wodzie i ptynach fizjologicznych mozna

zmieni¢ stosujac je w formie rozproszonej w no$nikach obojetnych dla zdrowia czlowieka, tj. w
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formie statych uktadow dyspersyjnych. Zapewniaja one zmniejszenie wymiarow krysztatkow
substancji aktywnej 1 zwigkszenie ich liczby, co wydatnie zwigksza powierzchni¢ kontaktu
rozpuszczanych zwiazkdéw z rozpuszczalnikiem. Proces ten jest korzystny z tego wzgledu, ze
rozpuszczalno$¢ 1 powierzchnia rozpuszczanych substancji wptywaja bezposrednio na szybkos¢
rozpuszczania [ 14, 28]. Umozliwiaja tym sposobem zwigkszenie absorpcji substancji czynnej z
postaci leku do ptynow fizjologicznych i tkanek.

State uktady dyspersyjne uzyskuje si¢ w wyniku rozproszenia jednej lub kilku substancji
leczniczych w fazie statej obojgtnego nosnika, ktorym jest zwykle glikol polietylenowy 6000
(PEG 6000), poliwinylopirolidon (PVP) lub mocznik [28]. Najczgsciej otrzymuje si¢ je topiac
mieszaning fizyczna ztozona z substancji aktywnej 1 obojetnego nosnika, po czym stop poddaje
si¢ krystalizacji. Mozna takze rozpuszczaé sktadniki we wspolnym rozpuszczalniku, a nastgpnie
odparowaé rozpuszczalnik. Znana jest takze technika polegajaca na polaczeniu obu tych
procedur, ponadto coraz czgsciej stosowana jest metoda suszenia rozpylowego.

Interpretacje wynikow analizy termicznej wspomaga dyfrakcyjna analiza rentgenowska
[28]. Jest jedyna metoda w przypadku, gdy trzeba okresli¢ sktad fazowy prostych mieszanin,
lub gdy trzeba ustali¢ stosunek form, bezpostaciowej do krystalicznej i przeprowadzi¢ pomiar
wielkosci krysztatkow.

Cenna metoda zwigkszania rozpuszczalno$ci w wodzie substancji leczniczych jest takze
tworzenie kompleksow inkluzyjnych zwiazkdéw trudno rozpuszczalnych z cyklodekstrynami, a
szczegollnie z B-cyklodekstryna 1 2-hydroksypropylo-f-cyklodekstryna. Niezastapiona metoda
badania tych komplekséw sa techniki termoanalityczne [28].

8. Interakcje substancji leczniczych z pomocniczymi

Istotnym zagadnieniem w technologii farmaceutycznej jest wykrywanie niezgodnosci
miedzy skladnikami preparatow farmaceutycznych, tj. okreslenie wzajemnej tolerancji miedzy
substancjami leczniczymi 1 pomocniczymi uzywanymi przy ich formowaniu [28, 30]. Brak
zdolnosci do jednorodnego mieszania si¢ sktadnikow wynika z oddzialywan migdzy nimi.
Efektem tych oddziatywan sa zmiany wlasciwosci chemicznych, fizycznych lub
terapeutycznych lekow.

Niezgodno$ci chemiczne sa wynikiem reakcji zobojgtniania, hydrolizy, utleniania-
redukcji lub reakcji kombinacji. Natomiast niezgodnoS$ci fizyczne uwidaczniaja si¢ w postaci
zmiany rozpuszczalnosci, adsorpcji substancji leczniczej przez substancj¢ pomocnicza lub
tworzenia eutektyku.

Stosujac metody termoanalityczne mozna wykry¢ niezgodnosci chemiczne i fizyczne.
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Badania polegaja na rejestrowaniu krzywych termoanalitycznych substancji leczniczych,
pomocniczych 1 ich mieszanin fizycznych, a nastgpnie porownaniu otrzymanych krzywych [28,
30]. W wyniku tych analiz mozna stwierdzi¢, czy skladniki mieszanin reaguja ze soba w
nizszych temperaturach, czy jedynie wpltywaja wzajemnie na swoja trwalo$¢. Na krzywych
graficznym obrazem reakcji chemicznych jest zmiana zakresOw temperatur, ksztaltu 1
powierzchni pikow lub pojawienie si¢ dodatkowych efektow wywotanych obecnoscia nowo
utworzonych potaczen. Natomiast przesunigcie poczatku rozktadu substancji w kierunku
nizszych temperatur odzwierciedla wptyw jednego ze sktadnikéw na trwatos$¢ drugiego.
Przyktadéw zastosowania metod DSC, DTA 1 TG oraz innych technik analizy
instrumentalnej] w badaniu interakcji pomigdzy skladnikami preparatdéw farmaceutycznych

mozna cytowac wiele. Najwazniejsze z nich zestawiono w Tabeli 3.
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CEL PRACY



Technologia farmaceutyczna zajmuje si¢ m.in. badaniami zwiazanymi z formowaniem
nowych postaci lekow, dostosowanych do danej substancji leczniczej, ktére nie tylko
zapewnilyby wygodg jej stosowania, lecz takze odpowiednie stgzenie terapeutyczne.
Aktualnie duzo uwagi poswigca si¢ statym, doustnym formom leku, tj. tabletkom, granulatom
czy proszkom. Opracowywane sa technologie majace na celu wprowadzanie do produkcji
nowych produktow leczniczych, jak réwniez udoskonalane sa metody analizy wlasciwosci
fizykochemicznych 1 biofarmaceutycznych postaci leku oraz metody kontroli proceséw
produkcyjnych.

Waznym zagadnieniem w procesie preformulacji preparatdow farmaceutycznych jest
wykrywanie niezgodnos$ci fizykochemicznych pomiedzy substancja lecznicza i pomocnicza.
W literaturze nie opisano uniwersalnego sposobu postgpowania przy badaniu niezgodnosci,
jak réwniez zasad okres$lajacych oceng tego typu oddziatywan, wystgpujacych pomigdzy
substancja lecznicza 1 pomocnicza. Liczba metod pomocnych w wykrywaniu niezgodnosci
fizykochemicznych jest ograniczona, m.in. ze wzgledu na dlugi czas trwania analiz 1 ich
pracochtonno$¢. Wérdéd metod najbardziej polecanych do tego typu badan sa techniki analizy
termicznej, tj. DSC, DTA, TG i DTG oraz metody spektroskopowe i rentgenografia
proszkowa, a takze test przyspieszonego starzenia w potaczeniu z DSC. Metody analizy
termicznej zapewniaja szybka analiz¢ probki o stosunkowo matej masie (od kilku do kilkunastu
miligramow), bez koniecznosci jej wstgpnego przygotowania. Wyniki analiz termicznych
potwierdzane za pomoca metod spektroskopowych czy rentgenografii proszkowej pozwalaja
zidentyfikowac potencjalne niezgodnos$ci na etapie preformulacji.

Wsrod metod instrumentalnych wykorzystywanych do wykrywania niezgodno$ci na
etapie preformulacji, najwigcej problemow sprawia interpretacja wynikow uzyskiwanych za
pomoca analizy termograwimetrycznej i spektroskopii w zakresie podczerwieni. W zwiazku z
tym, celem pracy bylo wlaczenie do interpretacji krzywych TG i widm IR zaawansowanych
metod analizy wielowymiarowej — analizy skupien (CA) i analizy gléwnych sktadowych
(PCA). Przeprowadzone badania maja wykaza¢, w jakim stopniu CA 1 PCA moga by¢
uzyteczne jako techniki wspomagajace interpretacj¢ krzywych TG i widm IR pod katem

wykrywania niezgodno$ci migdzy substancjami — leczniczg i pomocnicza.
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. Material do badan

Analizowane substancje lecznicze 1 pomocnicze zestawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Analizowane substancje lecznicze i pomocnicze.

Substancja lecznicza

Producent

Acetazolamid
Atenolol
Baklofen

Hydrokortyzon
Piroksykam
Kofeina (cz.)
Teofilina (99%)
Teobromina (cz.)

Polfa, Warszawa
Polpharma, Starogard Gdanski
Polpharma, Starogard Gdanski
Pharma Cosmetic, Krakow
GlaxoSmithKline Pharmaceuticals, Poznan
Fluka, Buchs, Szwajcaria
Fluka, Buchs, Szwajcaria
Fluka, Buchs, Szwajcaria

Substancja pomocnicza

Producent

Glikokol (cz.d.a.)
Glukoza bezwodna (cz.)
Mannitol
Sorbitol (cz.)
Laktoza
Sacharoza (cz.)
Celuloza Avicel PH101
Skrobia rozpuszczalna
Metyloceluloza
B-cyklodekstryna (99%)
Guma arabska (cz.)
Meglumina (99%)
Chitozan low-viscous

Poliwinylopirolidon K 30 (cz.)

Stearynian magnezu
Talk

POCh, Gliwice
POCh, Gliwice
POCh, Gliwice
POCh, Gliwice
BUFA B.V., Uitgeest, Holandia
POCh, Gliwice
FMC Corp. Europe N.V., Bruksela, Belgia
POCh, Gliwice
Shin-Etsu Chemical Co., Tokio, Japonia
Fluka, Buchs, Szwajcaria
POCh, Gliwice
Fluka, Siegen, Niemcy
Fluka, Siegen, Niemcy
Fluka, Siegen, Niemcy
Faci, Carasco Genoa, Wtochy
Fette Pharma, Koeln, Niemcy

. Aparatura

W badaniach zastosowano nastgpujaca aparature:
e Derywatograf OD-103 (MOM, Budapeszt, Wegry)
e Dyfraktometr D2 PHASER (Bruker, Karlsruhe, Niemcy)

e Mikroskop BX41 (Olympus, Shinjuku, Tokio, Japonia) ze stolikiem grzewczym (Semic
Bioelektronika, Krakow, Polska)

e Roznicowy kalorymetr skaningowy DSC 822° (Mettler Toledo, Schwerzenbach,

Szwajcaria)

e Spektrofotometr IR Specord M-80 (Carl Zeiss, Jena, Niemcy
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3. Metodyka badan

Przygotowujac homogeniczne, fizyczne mieszaniny dwusktadnikowe substancji
leczniczych z pomocniczymi, odwazano w naczynkach wagowych odpowiednie ilo$ci
substancji, a nastgpnie przenoszono te substancje do tygielka porcelanowego 1 doktadnie

mieszano topatka. Sktad chemiczny analizowanych mieszanin przedstawiono w Tabeli 5.

Tabela 5. Sktad ilo§ciowy analizowanych mieszanin substancji leczniczych z pomocniczymi.

Sll:: lc);::;lclzcge Substancje pomocnicze Sklad mieszanin
mannitol
laktoza
. meglumina mol / mol
AclithOIled chitozan 9:1,7:3, 1:1,3:7, 1:9
Balilll(())fgn stearynian magnezu
talk
Hydrokortyzon : 2
Piroksykam skrobia rozpuszczalna
metyloceluloza m/m
B-cyklodekstryna 9:1,7:3,1:1,3:7,1:9
poliwinylopirolidon K 30
glikokol
Kofei glukoza mol / mol
n Ofell.na sorbitol 9:1,4:1,7:3,3:2, 1:1,2:3, 3:7, 1:4, 1:9
eofilina
h
Teobromina sactaroza
celuloza m/m
guma arabska 9:1,4:1,7:3,3:2,1:1, 2:3,3:7, 1:4, 1:9

Sktadniki mieszano w stosunku molowym wowczas, gdy masy molowe substancji
leczniczej 1 pomocniczej byly podobnego rz¢du lub w stosunku masowym, gdy masy molowe

obu substancji r6znity si¢ znacznie.
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3.1. Réznicowa kalorymetria skaningowa
Analiz¢ DSC przeprowadzono przy uzyciu réznicowego kalorymetru skaningowego
DSC 822° Mettler Toledo z oprogramowaniem komputerowym Star°System. Probke o masie
ok. 4-5 mg umieszczano w 40 pl aluminiowym tygielku, szczelnie zamknigtym pokrywka z
dwoma otworkami, natomiast probk¢ odniesienia stanowil pusty tygielek, rowniez szczelnie
zamknigty pokrywka z dwoma otworkami. Pomiar wykonywano w warunkach
dynamicznych, w zakresie temperatur 25-300°C w atmosferze gazu obojegtnego — azotu z
przeplywem 70 ml/min. Probk¢ badana i odniesienia ogrzewano z szybko$cia wzrostu
temperatury 10°C/min. Po osiagnig¢ciu temperatury 300°C komor¢ pomiarowa schladzano

cieklym azotem do temperatury pokojowe;.
Z krzywej DSC wyznaczano dla kazdego piku, temperatur¢ poczatku piku Tj,
temperature piku T, oraz warto$¢ ciepta przemiany fazowej 1 warto§¢ znormalizowang ciepta

(ciepto wilasciwe).

3.2. Roznicowa analiza termiczna i termograwimetria

Badania termoanalityczne wykonano za pomoca derywatografu OD-103. Krzywe
DTA, TG 1 DTG rejestrowano w jednakowych warunkach; 100 lub 200 mg odwazki
umieszczone w zestawie czterech tygli talerzowych o $rednicy 18,5 mm kazdy, ogrzewano z
szybko$cia wzrostu temperatury 5°C/min w statycznej atmosferze powietrza, w zakresie
temperatur 20—700°C, stosujac a-Al,O3 jako substancj¢ odniesienia.

Interpretacja krzywych DTA polegata na wyznaczeniu dla kazdego z pikow,
temperatury poczatku piku T;, temperatury piku T,, temperatury konca piku Tr oraz zakresu
temperatur endotermicznych i egzotermicznych pikow (AT).

Bazujac na krzywych TG odczytywano temperatury odpowiadajace poczatkowi
ubytku masy T, oraz kolejnym ubytkom masy — 1, 5, 15, 30, 50, 75 1 100% (T, Ts, Tys, Tso,
Tso, T7s, T100), dla ktorych wykonano analiz¢ chemometryczna.

Natomiast w przypadku krzywych DTG, wyznaczano temperature poczatku piku Tj,
temperature¢ piku T, 1 temperaturg konca piku Tr.
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3.3. Termomikroskopia

Pomiar temperatury topnienia z jednoczesna obserwacja zachowania si¢ substancji
badanej podczas ogrzewania, wykonano przy uzyciu mikroskopu BX41 Olympus ze stolikiem
grzewczym. Probki badane poddano programowanemu ogrzewaniu w zakresie 20-350°C
przy szybko$ci wzrostu temperatury 5°C/min i obserwowano w $wietle spolaryzowanym

przemiany fazowe zachodzace w analizowanym materiale.

3.4. Spektroskopia w podczerwieni

Widma w podczerwieni rejestrowano za pomoca spektrofotometru IR, Specord M-
80, w zakresie spektralnym 4000-200 cm™ w skali transmitancji, stosujac pastylki z KBr.
Przygotowano je przez dodanie do 100 mg spektralnie czystego KBr (Uvasol®, Merck,
Niemcy), 1 mg sproszkowanej substancji badanej. Oba sktadniki doktadnie mieszano w celu
uzyskania mieszaniny homogenicznej i prasowano pod ci$nieniem 10 atm, przy zastosowaniu
prasy mini-press, otrzymujac przezroczysta pastylke.

Interpretacja widm IR, bazujaca na znajomosci struktury badanego zwiazku, polegata
na ustaleniu obecnosci wchodzacych w sktad danego zwiazku grup funkcyjnych, poprzez
okreslenie doktadnych obszaréw w zakresie spektralnym 4000200 cm™, w ktorych
wystepuja charakterystyczne dla tych grup funkcyjnych pasma absorpcyjne.

3.5. Dyfrakcja rentgenowska proszkowa

Analiz¢ dyfrakcyjna wykonano za pomoca dyfraktometru D2 Phaser z detektorem
paskowym w technologii Lynxeye ™, przy napieciu 30 kV i natezeniu 10 mA. W pomiarach
zastosowano filtr niklowy dla promieniowania CuK, (A = 0,154060 nm), w zakresie kata 20,
od 7 do 55°, z wielkoscia kroku kata 26 0,02° i czasem pomiaru pojedynczego impulsu 0,10
s/krok.

Probke z niewielka iloscia badanej substancji, roztartej uprzednio w mozdzierzu
porcelanowym, umieszczano w kuwecie krzemowej formujac mozliwie gltadka powierzchnig
przy pomocy szklanej ptytki. Nastgpnie kuwetg z badang substancja zamocowano w uchwycie
goniometru.

Dane dyfrakcyjne uzyskano w postaci dyfraktograméw przedstawiajacych zalezno$é¢
intensywnos$ci (liczba zliczen) refleksow dyfrakcyjnych od kata dyfrakcji (odbicia

braggowskiego) 20 przy uzyciu oprogramowania Diffrac.Suite.
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3.6. Metody analizy wielowymiarowej

Do interpretacji wynikéw analizy termograwimetrycznej 1 widm w podczerwieni
zastosowano metody analizy wielowymiarowej — analiz¢ skupien (CA) 1 analizg gléwnych
sktadowych (PCA). Obliczenia przeprowadzono za pomoca programu komputerowego
Statistica wersja 10 (StatSoft Inc., USA).

Przedmiotem analizy chemometrycznej byly wielowymiarowe zbiory danych
pomiarowych zestawionych w postaci macierzy, ktore sktadaly si¢ z kolumn oraz z wierszy.
Kolumny przedstawiaty zmienne, natomiast wiersze badane probki, ktorymi byty:

» substancje lecznicze,

» dwusktadnikowe mieszaniny substancji leczniczych z substancjami pomocniczymi o
malejacej zawarto$ci substancji leczniczej, natomiast wzrastajacej zawartosci
substancji pomocniczej,

» substancje pomocnicze.

Dla pierwszej grupy macierzy, w kolumnach znajdowaty si¢ wyniki analizy
termograwimetrycznej, tj. wartosci temperatur odpowiadajace poczatkowi rozkladu (Ty) i
kolejnym ubytkom masy (T, Ts, Ts, T30, Tso, T7s5 1 Tig0). Natomiast w drugiej grupie macierzy
kolumny przedstawialy warto$ci transmitancji w procentach odpowiadajace kolejnym
liczbom falowym, wyznaczonym na podstawie widm w podczerwieni. Do analizy wybrano
dwa zakresy spektralne: 3600-2800 oraz 1800-1000 cm ', ze wzgledu na mozliwosé
wykrycia zmian w tych obszarach w przypadku wystapienia niezgodno$ci migdzy
sktadnikami. Pierwszy zakres spektralny obejmuje pasma absorpcyjne charakterystyczne dla
substancji pomocniczych 1 leczniczych, ktore rdznia si¢ rodzajem pasm ze wzgledu na
ugrupowania wystepujace w strukturach tych substancji. Drugi z kolei obszar spektralny
czesciowo pozbawiony jest pasm absorpcyjnych substancji pomocniczych, pomagajac
dostrzec zmiany zachodzace w substancji leczniczej.

Macierze uzyte do obliczen za pomoca wielowymiarowych technik eksploracyjnych
zawieraly 8 kolumn w przypadku analizy krzywych TG 1 402 kolumny w przypadku analizy
widm IR, natomiast liczba wierszy wynosita 7 lub 11, w zaleznosci od liczby badanych
mieszanin (Tabela 5). Obliczenia technika analizy skupien przeprowadzono z uzyciem metod
aglomeracji: pojedynczego wiazania oraz metody Warda, przy zastosowaniu odpowiednich
miar odlegtos$ci: odlegtosci euklidesowej oraz 1-r Persona. Obliczenia technika analizy
gltoéwnych sktadowych wykonano bez rotacji oraz stosujac algorytm rotacji, varimax surowa i

varimax znormalizowana.
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1. Charakterystyka fizykochemiczna substancji leczniczych

Poznanie wtlasciwosci fizykochemicznych substancji leczniczych ma kluczowe
znaczenie przy pozniejszej identyfikacji niezgodnosci pomigdzy nimi i substancjami
pomocniczymi. Z tego powodu postanowiono zbada¢ zachowanie si¢ tych substancji pod
wpltywem temperatury (termomikroskopia, krzywe DSC, DTA, TG i DTG) oraz poznaé
wlasciwosci spektralne (widma IR) 1 zidentyfikowa¢ fazy krystaliczne lub amorficzne w

badanych substancjach (XRD).

1.1.  Rozklad termiczny

Na podstawie obserwacji termomikroskopowych 1 krzywych termoanalitycznych
wyznaczono charakterystyczne temperatury przemian fazowych i proceséw termicznych,
zachodzacych w badanych substancjach. Stwierdzono, iz duzy wptyw na proces rozktadu
termicznego wywiera budowa chemiczna badanych zwiazkéw. Analizowane w ramach
niniejszej pracy substancje lecznicze to osiem zwiazkdw chemicznych, nalezacych zgodnie z
indeksem terapeutycznym do roéznych grup w klasyfikacji anatomiczno-terapeutyczno-
chemicznej lekéw [210]. Acetazolamid (5-acetamido-1,3,4-tiodiazolo-2-sulfonamid) to lek
diuretyczny, zawierajacy grupe¢ sulfonamidowa (—SO,NH,) 1 zacetylowana grup¢ aminowa w
aromatycznym uktadzie heterocyklicznym [211]. Natomiast atenolol (2-[4-[2-hydroksy-3-(1-
metyloetyloamino)-propoksy]-fenylo]-etanamid),  B-adrenolityk  kardioselektywny, jest
pochodna  I-aryloksy-3-alkiloaminopropan-2-olu z  grupa izopropyloaminowa i
podstawnikiem amidowym w potozeniu para. Z kolei baklofen (kwas (R,S)-B-(4-
chlorofenylo)-y-aminomastowy), lek miorelaksacyjny, jest pochodna kwasu -
aminomastowego. Do hormonéw steroidowych z uktadem Ay-pregnenu, ugrupowaniem
dihydroksyacetonowym w potozeniu 17 nalezy glikokortykosteroid, hydrokortyzon (As-
pregneno-113-17a,21-triolo-3,20-dion). Natomiast struktura piroksykamu (1,1-dwutlenek-N-
pirydylo-2-amid kwasu 2-metylo-4-hydroksybenzotiazyno-3-karboksylowego),
niesteroidowego leku przeciwzapalnego, wywodzi si¢ z ukladu heterocyklicznego
benzo(tieno)tiazyny, w ktérym siarka tiazyny znajduje si¢ w ugrupowaniu cyklicznego N-
metylosulfonamidu, a w potozeniu 4 wystepuje grupa enolowa. Kolejne substancje lecznicze
to metyloksantyny z grupy puryn, pochodnych ukladu dwupierscieniowego, w ktorym
pierscien szesciocztonowy pirymidyny jest skondensowany z pierscieniem imidazolu. Naleza
do nich izomeryczne dwumetyloksantyny: teobromina i teofilina (3,7-dwumetylo- 1 1,3

dwumetylo-(1H-puryno-2,6 (3H, 7H))-diony) oraz trzymetyloksantyna — kofeina (1,3,7-
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trzymetylo-1H-puryno-2,6 (3H, 7H)-dion). Sa to alkaloidy z grupy analeptykow, pobudzajace

OUN.

Wzory strukturalne tych substancji przedstawiono na Schemacie 1, natomiast wyniki

badan termoanalitycznych zestawiono w Tabelach 6-8 1 zilustrowano na Rys. 1-4.
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Schemat 1. Wzory strukturalne badanych substancji leczniczych.
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Rys. 1. Krzywe TG i DTG substancji leczniczych: (a) acetazolamidu, (b) atenololu, (¢) baklofenu,
(d) hydrokortyzonu, (e) piroksykamu.
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Rys. 2. Krzywe TG i DTG substancji leczniczych: (a) kofeiny, (b) teobrominy, (c) teofiliny.
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Rys. 3. Krzywe DSC substancji leczniczych: (a) acetazolamidu, (b) atenololu, (¢) baklofenu, (d) hydrokortyzonu,
(e) piroksykamu , (f) kofeiny, (g) teobrominy, (h) teofiliny.

Analizujac zestawione w Tabeli 6 wyniki badan termomikroskopowych, mozna
zauwazy¢, iz sposrdd osmiu badanych substancji leczniczych, atenolol wykazuje najnizsza
temperaturg topnienia, tj. ok. 153°C. W tej temperaturze jednoczes$nie z topnieniem zachodzi
proces rozkladu atenololu. Natomiast w zakresie temperatur 190-215°C, topnieniu ulega
baklofen, hydrokortyzon z rozkladem 1 piroksykam, ktéory posiada dwie odmiany
polimorficzne. Z kolei powyzej temperatury 242°C procesowi topnienia z rozkladem podlega
acetazolamid. Kolejne substancje lecznicze, metyloksantyny, topia si¢ w wyzszych
temperaturach niz wyzej wymienione substancje, przy czym jedna z odmian polimorficznych
kofeiny topi si¢ juz w temperaturze 159°C przeksztalcajac si¢ w druga forme, ktora ulega
topnieniu w temperaturze ok. 235°C. Natomiast w przypadku teofiliny proces topnienia
zachodzi w temperaturze powyzej 278°C. Z kolei teobromina zaczyna topi¢ si¢ w
temperaturze o 60°C wyzej niz teofilina.

Porownujac wyniki obserwacji termomikroskopowych z danymi literaturowymi
mozna stwierdzi¢, iz w wielu przypadkach wyniki nie pokrywaja si¢. Przykladem sa
metyloksantyny, dla ktérych dane literaturowe wskazuja na proces sublimacji; kofeiny w

180°C 1 teobrominy w 290°C, ktérego nie zaobserwowano w wyniku badan
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termomikroskopowych. Ponadto, temperatury topnienia wigkszo$ci substancji leczniczych
zamieszczone w literaturze rdéznig si¢ o kilka stopni Celsjusza (w goére lub w dot) od
temperatur odczytanych w pomiarach termomikroskopowych.

Wyniki analizy krzywych TG i1 DTG rozkladu termicznego badanych substancji
leczniczych zamieszczono w Tabeli 7 1 przedstawiono graficznie na Rys. 11 2 (krzywe TG 1
DTQG). Przebieg procesu rozktadu wszystkich analizowanych zwiazkéow odbywa sig¢ w
analogiczny sposob. Etap I obejmuje zakres temperatur, w ktérym w analizowanej substancji
nie zachodza procesy zwiazane ze zmiana sktadu chemicznego, co potwierdza brak ubytku
masy na krzywych TG 1 DTG (atenolol, hydrokortyzon, kofeina). W etapie tym najczgscie]
zachodza takie procesy, jak desorpcja wilgoci lub rozpuszczalnikéw organicznych oraz
uwalnianie wody krystalizacyjnej. Procesom tym towarzyszy kilkuprocentowy ubytek masy,
w przypadku niektorych zwiazkéw zwiazane sa z przemianami fazowymi I rz¢du, najczesciej
z topnieniem. Topnienie zazwyczaj potaczone jest z gwaltownym rozkladem,
rozpoczynajacym kolejny etap rozktadu. Ponadto, w przypadku piroksykamu i kofeiny
zachodzi przemiana polimorficzna. Natomiast teobromina ulega procesowi sublimacji.

W etapie II rozkladu nastgpuje termiczna degradacja badanej substancji. Na krzywej
TG proces ten potwierdza od kilkunastu do kilkudziesigciu procent ubytku masy. W etapie
tym tworza si¢ posrednie produkty rozktadu termicznego.

W etapie III produkty rozktadu ulegaja ostatecznej destrukcji poltaczonej z catkowitym
spaleniem skoksowanej pozostato$ci. Sumaryczny efekt cieplny tego etapu jest
egzotermiczny.

Wyniki badan DSC analizowanych substancji zestawiono w Tabeli 8 i zilustrowano na
Rys. 3. DSC jest stosowana do badania przemian fazowych i reakcji chemicznych,
zachodzacych z wydzielaniem lub pochtanianiem ciepta. Na krzywych DSC wigkszo$ci
badanych substancji mozna wyrdzni¢ pojedynczy, waski i ostro zakonczony endotermiczny
pik, zwiazany z procesem topnienia substancji (atenolol, baklofen, hydrokortyzon, teofilina).
Natomiast powierzchnia pola pod pikiem DSC okresla cieplo przemiany (entalpie
przemiany). Jednakze w przypadku kofeiny, na krzywej DSC widoczny jest niewysoki,
zaokraglony pik, odzwierciedlajacy proces topnienia drugiej odmiany polimorficznej, ktora
nastepnie przeksztatca si¢ w pierwsza odmiang, a ta ulega topnieniu, co ilustruje wysoki,
waski 1 ostro zakonczony pik. Z kolei na krzywej DSC acetazolamidu wystgpuja dwa
endotermiczne, naktadajace si¢ na siebie piki, zwiazane z topnieniem i parowaniem oraz pik
egzotermiczny, bedacy wynikiem rozkladu acetazolamidu. W przypadku piroksykamu

obserwuje si¢ endotermiczny pik zwiazany z topnieniem 1 efekt egzotermiczny,
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odzwierciedlajacy rozktad piroksykamu. Natomiast na krzywej DSC teobrominy wystepuja
dwa naktadajace si¢ na siebie efekty endotermiczne, odpowiedzialne za proces topnienia i

parowania teobrominy.

1.2.  Analiza w podczerwieni

Widma IR substancji leczniczych w obszarze spektralnym 4000-200 cm™ ilustruja
Rys. 4 1 5. Dla kazdej z badanych substancji wyznaczono zakresy liczb falowych, przy
ktorych wystepuja charakterystyczne dla nich pasma absorpc;ji.

Pelna interpretacja widma IR jest trudna, gdyz czasteczki zwiazkéw organicznych
maja z reguly zlozona budowe chemiczna, co oznacza, ze w obrebie jednej czasteczki
wystegpuje wiele r6znych rodzajow drgan deformacyjnych i rozciagajacych, jak rowniez rozne

ugrupowania atomow wykazuja pasma o tej samej lub zblizonej czg¢stosci.
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Rys. 4. Widma IR: (a) acetazolamidu, (b) atenololu, (¢) baklofenu, (d) hydrokortyzonu, (e) piroksykamu.
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Rys. 5. Widma IR metyloksantyn: (a) kofeiny, (b) teobrominy, (c) teofiliny.

Szczegbdtowa analiza danych wykazala, ze w przypadku acetazolamidu i atenololu w
zakresie spektralnym 4000-2300 cm™ wystepuja charakterystyczne pasma absorpcii
przypisywane intensywnym drganiom rozciagajacym (walencyjne) N-H w obszarze 3500—
3100 cm™ oraz drganiom rozciagajacym C—H w zakresie 3000-2750 em™ [2, 219, 211].
Acetazolamid zawierajac grupe —SO,NH, i zacetatylowana grupg aminowa w aromatycznym
uktadzie heterocyklicznym [3], wykazuje pasma charakterystyczne dla sulfonamidow, tj.
pasma drgan rozciagajacych grupy N-H dla sulfonamidéw I-rzedowych, w zakresie liczb
falowych 3300-3247 cm™', drgania zginajace N-H w 1650-1515 cm™ i grupy S=O w zakresie
1370-1335 cm™, 1170-1155 cm™ oraz pasma drgan charakterystycznych dla zwiazkow
heteroaromatycznych, odpowiadajace drganiom rozciagajacym N—H o czestotliwosci 3500—
3220 cm’”, drganiom szkieletowym (pierScienia) 1600-1300 cm™ oraz drganiom
rozciagajacym C=O charakterystycznym dla ketonéw w zakresie 1870-1540 cm™ [2, 219,
220].

Atenololowi, ktéry w fragmencie struktury czg$ci aminowej posiada grupg
izopropylowa, a w czgsci arylowej - pierScien fenylowy z ugrupowaniem amidowym w
potozeniu para [211], przypisuje si¢ pasma drgan charakterystycznych dla amidow. Sa to
drgania rozciagajace N-H przy 3350 i 3180 cm™ i silne pasmo przy ok. 1650 cm™
odpowiadajace drganiom rozciggajacym C=0 amidéw I-rzedowych. Wystepuja takze pasma
drgan rozciagajacych O-H, charakterystyczne dla alkoholi w zakresie 35503200 cm™, a
takze drgan zginajacych O-H w 1420-1330 cm™ oraz drgania rozciagajace N-H,
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charakterystycznych dla amin II-rzedowych o czestotliwosci 3350-3310 cm™ [2, 219, 220,
221].

W przypadku baklofenu, zwiazku o strukturze aminokwasu [211], wystgpuja pasma
charakterystyczne dla amin i kwaséw karboksylowych, tj. pasma drgan rozciagajacych N-H
dla amin I-rzedowych o czestotliwosci 3500 i 3400 cm™, drgan rozciagajacych O-H,
charakterystycznych dla kwasow karboksylowych w zakresie 3300-2500 cm™ i C=0 w
zakresie 1725-1680 cm™, a takze drgan zginajacych O—H w obszarze 14401395 cm™, drgan
zginajacych C=0 w zakresie 1320-1210 cm™ oraz pasmo drgan charakterystycznych dla
organicznych zwiazkow halogenowych, chlorobenzenéw w zakresie 1096-1089 cm™ [2, 219,
220].

Podstawe struktury hydrokortyzonu stanowi ugrupowanie dihydroksyacetonowe
[211], z tego wzgledu obecne jest pasmo charakterystyczne dla drgan rozciagajacych O-H
alkoholi w zakresie 3650—-3100 cm™', drgan rozciagajacych C—OH w obszarze 1260—1000 cm™
! drgan rozciagajacych C—H w zakresie 30002800 cm™ oraz pasma charakterystyczne dla
drgah rozciagajacych C=0O ketonéw w zakresie liczb falowych 1850-1540 cm™ i
charakterystyczne dla drgan rozciagajacych C—H cykloalkanow w zakresie 31002853 cm’™
[2,219,220].

W widmie piroksykamu wystgpuja charakterystyczne dla sulfonamidéw pasma drgan
grup N-H i S=0, tj. w zakresie 33903247 cm™ dla N-H, a w zakresie 1370-1335 cm™ i
1170-1155 cm™ dla S=O oraz pasma drgan rozciagajacych C=0 przy ok. 1628 cm™ [2, 219,
220, 222].

Widma IR metyloksantyn sa bardzo podobne i mozna w nich wyrdzni¢ dwa obszary:
4000-1500 cm™ i ponizej 1500 cm”. Ten ostatni obszar nazwany jest obszarem
daktyloskopowym lub tzw. ,odciskiem palca” zwiazku chemicznego. Jest on niezwykle
trudny w interpretacji, gdyz wystgpuja w nim zaréwno drgania walencyjne wiazan
pojedynczych C—C i C-N, jak i drgania deformacyjne wigzah C—H. W widmie kofeiny w
zakresie do 2000 cm’™! wystepuja dwa pasma, ktore odzwierciedlaja drgania walencyjne grup
C-H, odpowiadajace liczbom falowym 3125 i 3000 cm™. Drgania te zwiazane sa z dwoma
podstawnikami metylowymi w pierscieniu pirymidyny i jednym podstawnikiem metylowym
w strukturze imidazolu oraz z wiazaniem C—H w pier$cieniu imidazolu. W widmach teofiliny
1 teobrominy obserwuje si¢ wigce] pasm w tym zakresie, co zwiazane jest z obecno$cia
ugrupowania aminy drugorzgdowej N—H w ich czasteczkach, przy czym drgania rozciagajace

pochodzace od tej grupy tworza dublet.
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Pasma w zakresie od 1708 do 1666 cm™ odpowiadaja drganiom walencyjnym
ugrupowan karbonylowych w potozeniu 1,6-pirymidyny. W zakresie 1800—1500 cm™ moga
rowniez wystgpowaé drgania walencyjne wiazan podwdjnych C=N pier§cienia
imidazolowego lub wigzah C=C skondensowanego pierscienia ksantyny. W widmie kofeiny
drgania te odpowiadaja liczbom falowym 1582 lub 1556 cm™, natomiast w widmach teofiliny
i teobrominy brak jest pasma przy 1582 cm™, a wystepuje jedynie pasmo przy 1556 cm’
[223, 224]. Rodzaje poszczegdlnych drgan czasteczkowych i1 charakterystycznych czgstosci
grupowych substancji leczniczych przedstawione sa w literaturze [221, 223-233, 237].

1.3.  Analiza dyfraktometryczna

Dyfraktogramy substancji leczniczych przedstawiono na Rys. 6 1 7. Ich analiza
potwierdzita budowe krystaliczng substancji leczniczych, czego dowodem sa wyrazne, ostre
piki dyfrakcyjne. Dla kazdej substancji leczniczej wyznaczono katy dyfrakcji 20 przy
najwigkszych natgzeniach reflekséw dyfrakcyjnych.

W  przypadku acetazolamidu maksima intensywnosci refleksow dyfrakcyjnych
wystapilty przy katach dyfrakcji 26: 10,01; 10,48; 16,51; 20,03; 20,33; 20,98; 21,83; 24,94;
29,58; 30,18 [°]. Natomiast na dyfraktogramie atenololu najwigksze natezenie refleksow
dyfrakcyjnych zauwazono przy katach 26 rownych: 9,77; 16,29; 20,78; 22,48; 24,03; 26,12;
26,60, a baklofenu przy 20: 17,36; 23,31; 29,05; 29,13 [°]. Najwigksza intensywnos$¢
refleksow dyfrakcyjnych przechodzacych przez hydrokortyzon zaobserwowano przy 26:
14,59; 16,23; 17,52; 18,94; 19,62 [°]. Z kolei na dyfraktogramie piroksykamu piki o
najwyzszym natezeniu wystepuja przy katach 26: 8,82; 1182; 12,66; 14,24; 14,71; 16,02;
16,89; 17,92, 21,89; 26,54; 27,55; 30,63 [°]. Maksima intensywnosci refleksow
dyfrakcyjnych kofeiny zauwazono przy 26: 11,96; 12,50; 23,69; 24,03; 26,38; 27,00; 28,34
[°], a w przypadku teobrominy przy 20 rownym: 10,78; 13,60; 16,63; 19,28; 19,72; 23,77 i
27,27 [°]. Natomiast najwigksza ilos¢ reflekséw dyfrakcyjnych przechodzacych przez
teofiling zaobserwowano przy 20: 7,26; 12,75; 14,51; 21,79; 24,20, 25,57; 26,60; 27,51;
27,81; 29,43 [°].
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Rys. 6. Dyfraktogramy substancji leczniczych: (a) acetazolamidu, (b) atenololu, (c) baklofenu, (d)
hydrokortyzonu, (e) piroksykamu.
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Rys. 7. Dyfraktogramy metyloksantyn: (a) kofeiny, (b) teobrominy, (c¢) teofiliny.
2. Charakterystyka fizykochemiczna substancji pomocniczych

Identyfikacja niezgodnosci fizykochemicznych pomiedzy sktadnikami statych postaci
leku nie jest mozliwa bez doktadnej wiedzy o wiasciwosciach substancji pomocniczych. W
zwiazku z tym, podobnie jak w przypadku substancji leczniczych, przeprowadzono badania
termomikroskopowe, termoanalityczne, spektroskopowe i dyfraktometryczne wszystkich

wykorzystanych w niniejszej pracy substancji pomocniczych.

2.1. Rozklad termiczny

Wyniki badan rozktadu termicznego substancji pomocniczych (glikokolu, glukozy,
mannitolu, sorbitolu, laktozy, sacharozy, celulozy mikrokrystalicznej, skrobi rozpuszczalne;j,
metylocelulozy, B-cyklodekstryny, gumy arabskiej, megluminy, chitozanu, poliwinylo-
pirolidonu K30, stearynianu magnezu 1 talku), zestawiono w Tabeli 9-11 oraz przedstawiono

graficznie na Rys. 8-11 [234, 235].
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Na podstawie przedstawionych na Schematach 2 i 3 wzoréw strukturalnych badanych
substancji mozna zauwazy¢, iz z wyjatkiem talku, substancje pomocnicze to zwiazki organiczne
réznigce si¢ znacznie budowa chemiczna 1 masa czasteczkowa. Glikokol jest najprostszym
aminokwasem (glicyna, kwas aminooctowy), mannitol 1 sorbitol — alkoholami
heksahydroksylowymi z grupy cukroli, natomiast pozostale substancje pomocnicze sa cukrami
prostymi (glukoza), disacharydami (laktoza, sacharoza) lub polisacharydami (celuloza
mikrokrystaliczna, eter metylowy celulozy — metyloceluloza, skrobia), i w pewnym stopniu
guma arabska, stanowiaca stgzata wydzieling z pni i galgzi drzew afrykanskich z rodzaju Acacia
[236], ktorej gtéwnym sktadnikiem jest rozgal¢ziony polisacharyd arabina. Kolejne substancje
pomocnicze; p-cyklodekstryna jest cyklicznym, nieredukujacym si¢ oligosacharydem
utworzonym z czasteczek a-D-glukopiranozy potaczonych wiazaniem a-1,4-glikozydowym,
meglumina to N-metylo-D-glukozoamina, natomiast chitozan jest polimerem D-
glukozoaminy z N-acetylo-B-glukozoamina, otrzymywanym w procesie czg$ciowej
deacetylacji chityny pozyskiwanej z pancerzy krewetek i kraboéw. Z kolei poliwinylopirolidon
jest syntetycznym polimerem zbudowanym z mieszaniny liniowych polimerow 1-winylo-2-
pirolidonu, a stearynian magnezu jest sola wyzszego kwasu tluszczowego, kwasu

stearynowego.
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Schemat 2. Wzory strukturalne substancji pomocniczych.
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Rys. 8. Krzywe TG i DTG rozktadu termicznego badanych substancji pomocniczych: (a) glikokolu,
(b) glukozy, (c) sorbitolu, (d) sacharozy, (e) celulozy mikrokrystalicznej, (f) gumy arabskie;j.
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Rys. 9. Krzywe TG i DTG rozktadu termicznego badanych substancji pomocniczych: (a) mannitolu, (b) laktozy, (c)
skrobii, (d) metylocelulozy, (e) B-cyklodekstryny, (f) megluminy, (g) chitozanu, (h) poliwinylopirolidonu, (i)
stearynianu magnezu.
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Rys. 10. Krzywe DSC substancji pomocniczych: (a) glikokolu, (b) glukozy, (c) mannitolu, (d) sorbitolu, (e)

laktozy, (f) sacharozy, (g) celulozy mikrokrystalicznej, (h) skrobi rozpuszczalne;.
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Rys. 11. Krzywe DSC substancji pomocniczych: (a) metylocelulozy, (b) B-cyklodekstryny, (¢) gumy arabskie;j,
(d) megluminy, (e) chitozanu, (f) poliwinylopirolidonu K30, (g) stearynianu magnezu.
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Na podstawie danych literaturowych 1 zestawionych w Tabeli 9 wynikéw badan termo-
mikroskopowych mozna stwierdzi¢, Zze analizowane substancje w rézny sposob reaguja na
dziatanie podwyzszonej temperatury. Glukoza, mannitol, sorbitol, sacharoza, meglumina i
stearynian magnezu topia si¢ w przedziale temperatur 100-200°C, po przekroczeniu
temperatury 200°C topi si¢ glikokol, z réwnoczesnym rozkltadem. Rozne formy laktozy
bezwodnej i uwodnionej tez topia si¢ po przekroczeniu temperatury 200°C, natomiast w jeszcze
wyzszej temperaturze rozktadowi ulega celuloza, a w temperaturze prawie 300°C topi si¢ -
cyklodekstryna. W dostgpnym pi§miennictwie nie znaleziono danych na temat zachowania si¢
w wyzszych temperaturach gumy arabskiej. Procesowi topnienia nie podlega natomiast
skrobia rozpuszczalna, metyloceluloza, chitozan, poliwinylopirolidon K-30 i talk. Z
wyjatkiem talku, ktory nie ulega Zzadnym przemianom w badanym zakresie temperatur,
pozostate cztery substancje pomocnicze zaczynaja rozktadac si¢ po przekroczeniu temperatury
200°C, ulegajac zwegleniu a nastepnie skoksowana pozostatos¢ spala sie¢ w wyzszych
temperaturach.

Z zestawionych w Tabeli 9 danych wynika ponadto, Ze wyznaczone warto$ci temperatur
sa w niektorych przypadkach rozbiezne z danymi z literatury. Przyktadem jest glikokol, ktorego
topnienie z rozkladem nastgpuje w temperaturze nizszej, niz cytowana w poradniku
fizykochemicznym [219]. Podobnie zachowuje si¢ celuloza mikrokrystaliczna, ktéra zaczyna
rozktada¢ si¢ w temperaturze nizszej, niz podana w literaturze [222]. Z kolei glukoza topi si¢ w
temperaturze o okoto 10°C wyzszej. Nie wykryto takze przemian krystalicznych, ktére podano
w pismiennictwie dla sacharozy [217, 218].

Krzywe TG 1 DTG rozktadu termicznego badanych substancji przedstawiono na Rys. 8,
9, natomiast wyniki ich analizy zestawiono w Tabeli 10. Doktadna analiza zakreséw temperatur
poszczegolnych procesow termicznych oraz warto$ci towarzyszacych im ubytkéw masy
prowadzi do wniosku, ze tak jak w przypadku substancji leczniczych, mozna uog6lni¢ przebieg
rozktadu wszystkich substancji pomocniczych, wyrdzniajac trzy zasadnicze etapy. Ten schemat
nie obejmuje talku, ktory w badanym zakresie temperatur nie ulega zadnym przemianom
termicznym. Z tego powodu nie zamieszczono informacji o talku w Tabelach 10 i 11 oraz nie
przedstawiono jego krzywych DSC, TG i DTG na rycinach.

Podsumowujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze w etapie I rozktadu analizowane
substancje topia si¢ (mannitol, sorbitol, meglumina, stearynian magnezu), niektore z nich
uwalniaja  najpierw wode  krystalizacyjna  (dehydratacji  towarzyszy kilku lub

kilkunastoprocentowy ubytek masy), a nastgpuje bezwodna substancja topi si¢ (laktoza, B-
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cyklodekstryna). W niektorych przypadkach topnienie potaczone jest z gwaltownym ubytkiem
masy, tj. towarzyszy mu rozktad termiczny rozpoczynajacy kolejny etap.

W wyniku dalszego ogrzewania badanej substancji, w etapie Il rozktadu nastgpuje jej
termiczna degradacja. W przypadku weglowodandéw (glukoza, laktoza, sacharoza), proces
rozktadu okresla si¢ mianem karmelizacji [240, 241]. Obejmuje ona nast¢pujace po sobie
reakcje dehydratacji, kondensacji 1 polimeryzacji z utworzeniem produktu o brazowym
kolorze. Karmelizacja zachodzi bez udziatu tlenu i1 jest procesem endotermicznym. W
przypadku pozostatych zwiazkow, na krzywej DTA proces rozktadu potwierdza zespot
nakladajacych si¢ na siebie pikow, zaréwno endotermicznych jak 1 egzotermicznych,
natomiast na krzywej TG, od kilkunastu do kilkudziesigciu procent ubytku masy. W etapie
tym tworza si¢ posrednie produkty rozktadu termicznego, ktorych strukturg¢ chemiczna bardzo
trudno jest ustali¢ z uwagi na wielokierunkowos¢ reakcji destrukcji termicznej badanych
substancji.

W etapie III produkty karmelizacji i rozktadu ulegaja ostatecznej destrukcji termicznej
potaczonej z catkowitym spalaniem skoksowanej pozostalo$ci. Sumaryczny efekt cieplny
tego etapu jest egzotermiczny, co potwierdza rozlegty pik na krzywej DTA.

Interpretacja krzywych DTA, TG 1 DTG wykazata, ze najbardziej charakterystyczne dla
rozktadu termicznego badanych substancji okazaly si¢ efekty termiczne wystepujace w zakresie
temperatur nizszych, w etapie 1. Obejmuja one zakres temperatury topnienia badanej
substancji oraz temperatur nizszych niz temperatura topnienia. Obserwowane w tym zakresie
charakterystyczne piki moga by¢ szczeg6lnie przydatne podczas oceny wlasciwosci substancji
1 produktow leczniczych wystepujacych w fazie state;j.

Wyniki analiz krzywych DSC zestawiono w Tabeli 11 i zobrazowano na Rys. 101 11.
Sposrod wszystkich badanych substancji pomocniczych, tylko w przypadku mannitolu i
sorbitolu mozna zauwazy¢ pojedynczy, waski i ostro zakonczony endotermiczny pik,
odzwierciedlajacy proces topnienia. Natomiast na krzywej DSC megluminy, oprocz piku
topnienia, jest jeszcze obecny pik egzotermiczny, odpowiedzialny za rozktad. Z kolei glikokol
topi si¢ z rozktadem, co odzwierciedla pojedynczy, wysoki endotermiczny pik. W przypadku
glukozy i sacharozy wystepuje pik endotermiczny, zwiazany z topnieniem oraz niewysokie
rozmyte endotermiczne piki, odzwierciedlajace proces karmelizacji, a nastgpnie rozkladu
pozostatosci. Podobny przebieg ma krzywa DSC laktozy, przy czym topnienie poprzedza
dehydratacja i przemiana krystaliczna. Z kolei na krzywej DSC stearynianu magnezu mozna
zaobserwowa¢ endotermiczny pik, odpowiedzialny za jego topnienie. Natomiast na krzywych

DSC pozostalych substancji wystepuja szerokie, rozmyte endotermiczne piki zwiazane z
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procesem dehydratacji oraz endotermiczne i egzotermiczne, odpowiedzialne za rozklad. W
przypadku B-cyklodekstryny, oprocz dehydratacji, powinien wedtug literatury 1 obserwacji
termomikroskopowych, zachodzi¢ proces topnienia w zakresie temperatur 255-265°C
(literatura) lub 290-300°C (termomikroskopia). Jednakze na krzywej DSC B-cyklodekstryny

nie zaobserwowano w podanym zakresie temperatur zadnego efektu endotermicznego.

2.2. Analiza w podczerwieni

Na Rys. 12-14 przedstawiono widma IR substancji pomocniczych oraz okreslono na
ich podstawie zakresy liczb falowych oraz odpowiadajace im rodzaje drgan czasteczkowych.

Widmo glikokolu wykazuje pasma charakterystyczne dla amin 1 kwasow
karboksylowych. Czgstosci grupy aminowej wystgpuja w zakresie liczb falowych 3500-3200
cm’', pasma drgan rozciagajacych i zginajacych N-H w obszarze 16501560 cm™ oraz 900—
650 cm’, pasmo drgan rozciagajacych C-N w obszarze 1230-1030 cm™. Natomiast
intensywne, szerokie pasmo drgan rozciagajacych O-H, charakterystyczne dla kwasow
karboksylowych wystepuje w obszarze 30002500 cm™, a zginajacych O—H przy ok. 1400 i
920 cm™. Z kolei pasmo drgan rozciagajacych C=0 kwaséw karboksylowych jest obecne
przy ok. 1700 cm™, a pasma drgan rozciagajacych C—H w obszarze 2960-2850 cm™ i 1470—
1350 cm™ [2, 220, 242, 244].

W widmach substancji pomocniczych, takich jak glukoza, disacharydy: laktoza i
sacharoza, cukrole: mannitol i sorbitol oraz polisacharydy: celuloza mikrokrystaliczna,
skrobia, metyloceluloza i guma arabska, obserwuje si¢ pasma absorpcyjne, odpowiadajace
intensywnemu i szerokiemu pasmu drgan rozciagajacych grupy O-H w zakresie liczb
falowych 3600-3200 cm™, charakterystyczne dla alkoholi oraz pasma drgan rozciagajacym
C-H w zakresie 2950-2800 cm™'. Natomiast fragment widma tych substancji w obszarze
2000-200 cm™ rozni si¢ rodzajem pasm oraz intensywno$cia drgan. W zakresie liczb
falowych 1500-1200 cm™, w widmach tych substancji sa obecne pasma drgan —CH, —
CH,OH, a w obszarze 1200-950 cm™ intensywne, szerokie pasmo drgan rozciagajacych
wiazania C—OH, przy czym dla alkoholi pierwszorzedowych przy ok. 1050 cm™, a dla
alkoholi drugorzedowych przy ok. 1100 cm™, natomiast w zakresie 950-700 cm™ wystepuja
drgania deformacyjne C-OH, C—-CH 1 O-CHj; [2, 219, 220, 242, 245-255]. Poza tym w
widmach glukozy i celulozy wystepuja charakterystyczne pasma drgan rozciagajacych grupy
aldehydowej C=0 przy ok. 1725 cm™.

W przypadku widma gumy arabskiej, oprocz wymienionych wyzej rodzajow drgan,

obserwuje si¢ rowniez drgania rozciagajace N-H w obszarze 3500-3200 cm™” i C=0 w
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zakresie 1725-1700 cm™ oraz pasma drgan rozciagajacych C—N w obszarze 12301030 cm™
[256].
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Rys. 12. Widma IR substancji pomocniczych: (a) glikokolu, (b) glukozy, (c) mannitolu, (d) sorbitolu, (e)
laktozy, (f) sacharozy.
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Rys. 13. Widma IR substancji pomocniczych: (a) celulozy mikrokrystalicznej, (b) skrobi, (c) metylocelulozy,
(d) B-cyklodekstryny, (¢) gumy arabskiej, (f) megluminy, (g) chitosanu.

W widmach IR B-cyklodekstryny, chitosanu i megluminy mozna zauwazy¢ w
zakresie liczb falowych 3600-3200 cm™ intensywne, szerokie pasma drgan rozciagajacych
grupy O-H oraz w obszarze 1260-1050 cm™ szerokie pasma drgan rozciagajacych wiazania
C-OH, ktore wystepuja w alkoholach. Natomiast pasma drgan rozciagajacych C-H
(alifatyczne) tych zwiazkoéw wystepuja w zakresie 3000-2850 cm™. Z kolei w obszarze
spektralnym 950-700 cm™ wystepuja drgania deformacyjne C—-OH i C—CH [1, 25, 257, 258].

W przypadku chitosanu i megluminy, w zakresie liczb falowych 3300-3000 cm™ znajduja si¢
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takze stabe pasma drgan rozciagajacych wiazan N—H. Pasma drgan rozciagajacych wiazan N—
H 1 O—H cze$ciowo si¢ pokrywaja, jednakze pasma drgan N—H sa stabsze, ale czgsto bardziej
ostre niz odpowiednie pasma O-H [244]. Natomiast drgania zginajace N-H amin
pierwszorzedowych obserwuje si¢ w zakresie 1650-1580 cm™ [259-261].

W  widmie poliwinylopirolidonu, mozna zauwazy¢ dwa pasma o S$redniej
intensywnosci, jedno drgan rozciagajacych wiazania N-H (amidowe) w zakresie 3550-3440
cm’, drugie drgan rozciagajacych C=0 w obszarze 1660—1620 cm™. Natomiast w obszarze
liczb falowych 30002850 cm™ wystepuja pasma drgan rozciagajacych wiazanie C-H, a w
regionie 14501470 cm™ obecne sa pasma drgaf zginajacych wiazania C-H. Z kolei w
obszarze spektralnym 1280-1020 cm™ wystepuja pasma pochodzace od oddziatywan
pomigdzy drganiami zginajacymi N—H i drganiami rozciagajacymi C—N [262-266].

Widma IR stearynianu magnezu i talku r6znia si¢ od siebie, jak réwniez od widm
weglowodanow. W widmie stearynianu magnezu wystepuja pasma drgan rozciagajacych C—H
w zakresie liczb falowych 3000-2840 cm™ i drgan zginajacych C—H w obszarze 1450-1375
cm', pasma drgan rozciagajacych C=0 dla anionu karboksylowego w zakresie 1650—1550
cm™ i przy ok. 1400 cm™ oraz pasmo w zakresie 3650-3100 cm™, prawdopodobnie drgan
rozciagajacych grupy O—Mg, podobnie jak w przypadku grupy O-H. Natomiast w widmie
talku mozna zauwazy¢ w obszarze 3700-3200 cm™ pasma, ktore prawdopodobnie pochodza
od drgan grupy Si-OMg i O-H, a w zakresie 1110-830 cm™ pasma drgan rozciagajacych Si—
0 [2, 219, 220, 267].

a - 5,
._..._.,.\1\ r/,._xh rf""""”’““" - .“-H‘. 'ﬂ',klml,"’dwm v h‘IM_ﬂ-'ﬂ_

LV X |

b — J—
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Rys. 14. Widma IR substancji pomocniczych: (a) poliwinylopirolidonu K30, (b) stearynianu magnezu, (c) talku.
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2.3. Analiza dyfraktometryczna

Analiza dyfrakcyjna pozwala stwierdzi¢, iz celuloza mikrokrystaliczna, skrobia,
metyloceluloza, guma arabska, chitozan, poliwinylopirolidon K-30 sa substancjami
amorficznymi. Obraz dyfrakcyjny uzyskany dla tych substancji przedstawia szerokie, rozmyte
piki dyfrakcyjne. Pozostale substancje pomocnicze sa krystaliczne (Rys. 15-17). W
przypadku glikokolu uzyskano najwigksza intensywnos¢ reflekséw dla katow dyfrakcyjnych
20 réwnych: 14,83; 19,02; 20,11; 23,97, 28,46; 29,90; 35,44; 36,60 [°]. Natomiast maksima
dyfrakcyjne glukozy wystapily przy 20: 10,48; 14,75; 17,16; 18,83; 20,72; 25,57; 28,54;
36,13 [°]. Z kolei najwigksze natgzenie refleksow dyfrakcyjnych mannitolu pojawilo si¢ przy
20: 10,54; 14,61; 18,86; 20,51; 21,10; 23,41; 28,22; 29,39; 33,50; 38,64; 44,08 [°], a sorbitolu
przy 20: 11,94; 18,88; 22,09; 22,80; 23,63; 25,63 [°].

Na dyfraktogramie laktozy najwigksza liczebnos$¢ refleksow zauwazono przy
warto$ciach katow dyfrakcji: 12,60; 16,53; 19,24; 19,66; 20,09; 20,96; 21,28; 37,65 [°] a
sacharozy przy 20: 8,54; 11,88; 12,95; 13,35; 15,68; 16,87; 19,04; 19,70; 20,57; 21,08; 24,82;
25,29; 40,42 [°]. Natomiast maksima dyfrakcyjne celulozy wystapity przy katach dyfrakcji:
22,31; 22,48; 22,68; 22,78 [°]. Z kolei najwigksze natezenie refleksow dyfrakcyjnych w
przypadku skrobi pojawito si¢ przy 26 rownym: 16,97; 17,18; 17,36 [°].

84



35000 -
30000 -
25000 a
20000
15000 -
10000 -

el dlauﬁ.l,JL A

20000 -

Intensywnosd

28 [stoprue]

L5000 A

10000

Intensywnosé

5000 4

10080 - 28 [stopnie]

Intensywnosé

gt LN T I

3000 —
s | 28 [stopnie]

3nne
2500

d
_ |
un_AJ AN A snnn
7 1I? 2I? al? 4I? 5I?
D 28 [stopnie]

Intensywnosé
[
=

15000 -
10000 -
5000 l'
D -
57
26 [stopniie

Intensywnosc
k)

B |
=
=]
(]
=
L]
=]
-
"=l

Rys. 15. Dyfraktogramy substancji pomocniczych: (a) glikokolu, (b) glukozy, (¢) mannitolu, (d) sorbitolu, (e)
laktozy.
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Rys. 16. Dyfraktogramy substancji pomocniczych: (a) sacharozy, (b) celulozy mikrokrystalicznej, (c) skrobi, (d)
metylocelulozy, (e) B-cyklodekstryny, (f) gumy arabskiej.
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Rys. 17. Dyfraktogramy substancji pomocniczych: (a) megluminy, (b) chitosanu, (c) poliwinylopirolidonu K 30,

(d) stearynianu magnezu, (e) talku.



3. Charakterystyka fizykochemiczna mieszanin dwuskladnikowych

Opierajac si¢ na wlasciwosciach fizykochemicznych substancji leczniczych 1
pomocniczych oraz na wynikach analiz termicznych, spektrofotometrycznych oraz
dyfraktometrycznych ich mieszanin fizycznych mozna sformutowaé wstgpne wnioski o
wzajemnej tolerancji dwoch substancji chemicznych wystgpujacych w mieszaninie. Jednakze
w przypadku analiz TG 1 IR interpretacja wynikdéw nie jest jednoznaczna i trudno jest na ich

podstawie definitywnie wykluczy¢ interakcje migdzy sktadnikami.

3.1. Analiza termograwimetryczna mieszanin

Interpretacja wynikow analizy termograwimetrycznej polega na porownaniu krzywych
TG mieszanin z krzywymi ich sktadnikow. Z ksztattu krzywych TG mozna wnioskowa¢ o
zmianach masy (ubytkach masy) podczas reakcji termicznych oraz wskaza¢ zakresy
temperatur, w ktorych te reakcje zachodza. Jednakze na podstawie krzywych TG nie uzyskuje
si¢ pelnej informacji o rodzaju procesu termicznego. Wielkosci ubytkéw masy zaleza m.in. od
stechiometrii reakcji zachodzacych podczas ogrzewania i towarzysza im efekty endo lub
egzotermiczne, ktore mozna rejestrowac za pomoca krzywych DTA Iub DSC.

Na krzywych TG mieszanin dwusktadnikowych mozna wyrdzni¢ obszary ubytkow
masy, ktorym towarzysza rozne procesy termiczne. W nizszych temperaturach obserwuje si¢
dehydratacje lub desolwatacjg. Wystepuje rdwniez parowanie stopionych substancii,
potaczone czgsto z ich rozktadem. W wyzszych temperaturach nastgpuje destrukcja termiczna
1 spalenie pozostatosci organicznej badanych substancji. Krzywa TG jako odzwierciedlajaca
ubytek masy, uzywana jest gléwnie w celu okreslenia trwatosSci termicznej probki w
wyzszych temperaturach. Rownoczesnie z krzywymi TG mozna rejestrowaé zrozniczkowane
krzywe TG (DTG). Piki na krzywej DTG odpowiadaja ubytkom masy na krzywej TG. Im
wyzszy pik, tym wigksza szybkos¢ ubytku masy. Piki na krzywych DTG umozliwiaja takze
rozdzielenie nakladajacych sig na siebie ubytkoéw masy na krzywych TG.

Trudna do okreslenia na podstawie ksztattu krzywej TG zdolno$¢ do wzajemnego
mieszania si¢ sktadnikow nie gwarantuje, ze w badanej mieszaninie nie zachodzi interakcja.
Wynika z tego, ze bezposrednie wyznaczenie z krzywej TG wielkosci ubytkow masy i
zakresOw temperatur, w ktorych one zachodza, nie prowadzi do jednoznacznych wnioskow

odnos$nie mozliwosci uzycia dwoch substancji w procesie formulacji leku.
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Czgsto stosowanym w takiej sytuacji rozwiazaniem moze by¢ potaczenie TG z DSC,
prowadzac pomiary w tych samych zakresach temperatur, szybkos$ci ogrzewania probki i
atmosfery. W wielu pracach przedstawiono wyniki badan interakcji migdzy sktadnikami w
procesie preformulacji stosujac rownoczesnie DSC 1 TG z zachowaniem tych samych
warunkow prowadzenia pomiarow [60, 68, 70, 75, 82, 91, 96, 99, 100, 103, 106, 117, 119,
121, 134, 138, 150, 156, 157, 178, 181, 189, 191, 193, 198, 206, 209]. Wyniki analiz
termicznych potwierdzano za pomoca FTIR i1 XRPD. Zastosowanie TG w badaniu
niezgodnosci mialo na celu pokazanie réznic w ,,zachowaniu termicznym” probek substancji
leczniczych, pomocniczych 1 ich mieszanin w odniesieniu do liczby etapow 1 wielkosci
ubytkOw masy. Oliveira 1 wsp. [68] twierdza, iz ubytki masy na krzywych TG mieszanin sa
powiazane ze zmiana w strukturze badanych substancji, wskazujac m.in. na niezgodno$ci
migdzy sktadnikami. W opinii Autorow DSC odznacza si¢ wigksza zdolnoscia do
identyfikacji niezgodnosci w mieszaninach niz TG. Natomiast Lerdkanchanaporn i wsp. [86]
zastosowali TG do badania rozkladu termicznego kwasu askorbowego 1 wybranych substancji
pomocniczych w formulacjach farmaceutycznych oraz okre$lili zmiany w reaktywnosci
badanych substancji i ich ,,zachowaniu termicznym”.

Na podstawie ksztattu krzywych TG mieszanin fizycznych 1 ich sktadnikow mozna
wstepnie ocenié, czy badane sktadniki mozna zmieszaé, ale nalezy to potwierdzi¢ za pomoca
innych metod. W przypadku, gdy sktadniki mozna miesza¢ bez pojawienia sig¢ niekorzystnych
oddziatywan migdzy nimi, ksztatt krzywych TG mieszanin o najwyzszej zawarto$ci
substancji leczniczej jest zblizony ksztalttem do krzywej tej substancji. Natomiast w
mieszaninach o zmniejszajacej si¢ zawartosci substancji leczniczej, a wzrastajacej zawartosci
substancji pomocniczej, ksztalt krzywych TG mieszanin stopniowo zmienia si¢ i staje si¢
podobny do ksztaltu krzywej TG substancji pomocniczej. Z kolei gdy zmieszaniu sktadnikow
towarzysza oddziatywania fizykochemiczne migdzy nimi, ksztatt krzywych TG mieszanin
odbiega od powyzszego schematu. Krzywa TG mieszaniny moze mie¢ ksztaltt podobny w
niektorych odcinkach do ksztattu krzywych TG substancji leczniczej 1 pomocniczej lub roznié
si¢ od ksztattu ich krzywych TG. Przykladowe krzywe TG atenololu i jego mieszanin

zilustrowano na Rys. 18.
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Rys. 18. Krzywe TG: A - (a) atenololu, (g) chitozanu i ich miezanin w stosunku molowym: (b) 9:1, (c) 7:3, (d)
1:1, (e) 3:7, (f) 1:9 oraz B - (a) atenololu, (g) B-cyklodekstryny i ich miezanin w stosunku molowym: (b) 9:1, (¢)
7:3,(d) 1:1, (e) 3:7, () 1:9.

Poréwnujac krzywe TG mieszanin atenololu z chitozanem z krzywymi sktadnikéw (Rys.
18A) mozna stwierdzi¢, iz atenolol i chitozan moga by¢ stosowane razem w procesie
formowania statych postaci leku. Ksztalt krzywych TG poczawszy od krzywej mieszaniny o
najwyzszej zawartosci atenololu (krzywa b) zmienia si¢ stopniowo wraz z obnizeniem
zawarto$ci atenololu a wzrostem zawartosci chitozanu. Krzywa TG mieszaniny o najwyzszej
zawarto$ci atenololu (krzywa b) ma ksztalt zblizony do krzywej atenololu (krzywa a).
Natomiast krzywa mieszaniny o najwyzszej zawartosci chitozanu (krzywa f) przyjmuje
ksztalt krzywej chitozanu (krzywa g). Z kolei krzywe TG mieszanin atenololu z [3-
cyklodekstryna (Rys. 18B), niezaleznie od zawartosci obu sktadnikow w mieszaninach, maja
ksztatt zblizony do krzywej B-cyklodekstryny. Mozna wnioskowa¢, iz wystepuje niezgodnosé¢
pomiedzy atenololem 1 B-cyklodekstryna, poniewaz zmiany obserwowane w ksztalcie
krzywych TG mieszanin nie wskazuja na obecno$¢ atenololu w prébce. Przyczyna tego moze
by¢ tworzenie si¢ kompleksu inkluzyjnego B-cyklodekstryny z atenololem [90]. Jest to rodzaj

interakcji, ktora jest korzystna z punktu widzenia biodostepnosci substancji leczniczej.
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Wspomagajac interpretacje krzywych TG krzywymi DTG mozna dodatkowo rozdzieli¢

naktadajace si¢ na siebie ubytki masy oraz okresli¢ szybkos$¢ ubytku masy w funkcji czasu lub
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Rys. 19. Krzywe TG i DTG: A - (a) piroksykamu, (g) chitozanu i ich miezanin w stosunku molowym: (b) 9:1,

(c) 7:3, (d) 1:1, (e) 3:7, (f) 1:9 oraz B - (a) piroksykamu, (g) stearynianu magnezu i ich miezanin w stosunku

molowym: (b) 9:1, (c) 7:3, (d) 1:1, (e) 3:7, (f) 1:9.

Na Rys. 19A przedstawiono krzywe TG i1 DTG piroksykamu i jego mieszanin z

chitozanem, ktoérych ksztalt w zleznosci od zawartosci sktadnikdéw w mieszaninach zmienia
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si¢ stopniowo. Poczawszy od mieszaniny o najwyzszej zawarto$ci piroksykamu, ksztalt
krzywych TG 1 DTG tej mieszaniny (krzywa b) podobny jest do ksztattu krzywych TG 1
DTG pioksykamu (krzywa a). Ksztatt krzywych TG 1 DTG kolejnych mieszanin stopniowo
zmienia sig 1 staje si¢ podobny do ksztaltu krzywych TG 1 DTG chitozanu, a ostatecznie w
przypadku mieszaniny o najwyzszej zawartosci chitozanu (krzywa f) przyjmuje ksztatt
krzywych TG 1 DTG chitozanu (krzywa g). Natomiast ksztalt krzywych TG 1 DTG mieszanin
piroksykamu ze stearynianem magnezu rozni si¢ od ksztattu krzywych sktadnikéw (Rys.
19B). Przebieg krzywych TG i DTG wszystkich mieszanin z wyjatkiem mieszaniny o
najwyzszej zawartosci piroksykamu (krzywa b), zblizony jest bardziej do przebiegu krzywych
TG 1 DTG stearynianu magnezu (krzywa g). Badania DSC i1 FTIR wykazaty niezgodnos$¢
migdzy piroksykamem i stearynianem magnezu [174].

Na podstawie przedstawionych powyzej faktow trudno jest jednoznacznie ocenié¢ czy
zaszta interakcja pomigdzy sktadnikami mieszanin. Poza tym nie zawsze mozna uzyskac

potwierdzenie tego faktu w literaturze.

3.2. Analiza chemometryczna danych termograwimetrycznych

Bezposrednie porownanie krzywych TG badanych substancji i ich mieszanin, a
szczegoOlnie wielkosci ubytkow masy i1 zakresow temperatur, w ktoérych one zachodza nie jest
wystarczajace do identyfikacji niezgodnos$ci w mieszaninach. Jak pokazata interpretacja
wynikow TG przedstawinych w rozdziale 3.1., trudno jest jednoznacznie oceni¢ czy
interakcja zaszla. W przypadku substancji organicznych przewaznie zachodza podobne
procesy termiczne o zblizonych ubytkach masy oraz zakresach temperatur. Dlatego
interpretujac wyniki analizy TG mieszniny trudno jest przypisa¢ poszczegdlne ubytki masy i
zakresy temperatur do konkretnej substancji w mieszaninie. W zwiazku z tym zachodzi
konieczno$¢ zastosowania wielowymiarowymiarowych technik eksploracji danych jako
metod wspomagajacych interpretacj¢ wynikéw termograwimetrycznych.

Duza baze danych pomiarowych uzyskana na podstawie analizy krzywych TG 1 DTG
rozktadu termicznego substancji leczniczych i pomocniczych oraz ich mieszanin fizycznych
poddano analizie chemometrycznej z uzyciem dwoéch roznych technik wielowymiarowych —
analizy skupien (CA) i analizy gtownych sktadowych (PCA).

CA umozliwia przedstawienie w formie dendrogramu sposobu grupowania badanych

mieszanin do okreslonych skupien, przy czym probki nalezace do jednego skupienia
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charakteryzuja si¢ znacznym wzajemnym podobienstwem pod wzgledem charakterystyki
rozkladu termicznego i1 jednoczes$nie, w jak najwigkszym stopniu, ro6znig si¢ od probek
tworzacych pozostate skupienia. Zaleta zastosowania CA w interpretacji wynikow jest takze
to, ze uwzglednia ona cala zmienno$¢ zawarta w danych. Stosujac te analize¢ fatwo stwierdzi¢,
ze mieszaniny zgrupowane w okreslonym skupieniu wykazuja bardzo podobne wilasciwosci,
co pozwala potwierdzi¢ lub wykluczy¢ wystapienie niezgodnosci. Z kolei PCA znacznie
utatwia  interpretacj¢ =~ wielowymiarowych  zbioréw  danych  poprzez  redukcjg
wielowymiarowos$ci 1 przystgpny, graficzny sposob prezentacji wynikéw. Odbywa sig to
jednak kosztem utraty pewnej cze$ci informacji, poniewaz technika ta nie uwzglednia catej
zmienno$ci zawarte] w danych pomiarowych, jak to ma miejsce w przypadku CA. PCA
umozliwia wyodrgbnienie kilku istotnych czynnikow, ktére opisuja zasadnicza czgs$¢
zmiennosci wystepujacej w badanej macierzy danych.

W pierwszym etapie badan wykonano obliczenia CA, korzystajac z dwoch réznych
sposobow aglomeracji (pojedynczego wiazania 1 metody Warda) oraz dwoch miar odlegtosci
(odleglosci euklidesowej 1 1-r Pearsona). Uzyskano cztery diagramy drzewkowe dla kazdego
zbioru danych (macierzy). Szczegdtowa analiza testowanych sposoboéw grupowania badanych
probek do okreslonych skupien wskazata na duze podobienstwo uzyskanych dendrogramow,
ale wydaje si¢, ze najlepszy sposob aglomeracji substancji 1 mieszanin mozna uzyskac
stosujac oparta na analizie wariancji metod¢ Warda oraz odleglos¢ euklidesowa. Ten typ
diagramu pozwala tatwo powiaza¢ lokalizacje probek w okre§lonym skupieniu z ich sktadem
chemicznym 1 wynikajacym z tego przebiegiem ich rozktadu termicznego.

W drugim etapie badan wykonano obliczenia PCA dla wszystkich badanych macierzy,
a uzyskane dane zestawiono w Tabeli 12. Ich analiza wykazala, ze mozna wyodrgbni¢ dwa
glowne czynniki (PC1 i PC2), ktore dla zdecydowanej wigkszosci mieszanin opisuja ponad
80% zmiennosci wystepujacej] w badanych macierzach. Pozwala to na graficzna prezentacj¢
struktury  wielowymiarowych zbioréw danych termograwimetrycznych w uktadzie
dwuwymiarowym, PC1 wzgledem PC2. Zastosowano analize¢ bez rotacji czynnikow oraz z
rotacja czynnikéw stosujac algorytmy — varimax surowa 1 varimax znormalizowana.
Najbardziej przejrzyste rozmieszczenie probek w dwuwymiarowej ptaszczyznie uzyskano
wykonujac obliczenia varimax znormalizowany.

Graficzng ilustracje wynikow obliczen CA 1 PCA dla wybranych macierzy danych
przedstawiono na Rys. 20-28, a wyniki ich interpretacji zestawiono w Tabeli 13, wskazujac
znakiem (+) sktadniki mieszajace si¢ bez interakcji, natomiast znakiem (-) fakt wystapienia

niezgodnos$ci pomiedzy sktadnikami.
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Na dendrogramie CA brak interakcji pomigdzy sktadnikami identyfikuja dwa duze
skupienia, z ktorych jedno grupuje substancj¢ pomocnicza i mieszaniny fizyczne o duzej
zawarto$ci substancji pomocniczej (najczesciej o stosunku substancji leczniczej do substancji
pomocniczej wynoszacym 1:9, 3:7, takze 1:1, a czasem nawet 7:3). Drugie skupienie stanowi
substancja lecznicza 1 mieszaniny o wysokiej zawartosci substancji leczniczych (najczesciej o
stosunku substancji leczniczej do substancji pomocniczej rownym 9:1, 7:3, a takze 1:1). Taka
organizacja skupien wskazuje na duze podobienstwo rozktadu termicznego mieszaniny do jej
glownego sktadnika. Powyzsze przypadki ilustruja Rys. 20-24.

Wyniki PCA potwierdzaja powyzsze spostrzezenia. Zarowno badane skladniki jak 1
ich mieszaniny fizyczne nie tworza wyraznych klasterow w dwuwymiarowym uktadzie PCI
wzgledem PC2. Wszystkie probki zlokalizowane sa natomiast wzdhuz osi PC1, rozpoczynajac
od pojedynczego sktadnika znajdujacego si¢ przy najbardziej ujemnej wartosci PC1, poprzez
kolejne mieszaniny o stopniowo malejacej zawartosci pierwszego, a wzrastajacej zawartosci
drugiego sktadnika, az do drugiego sktadnika umiejscowionego przy najbardziej dodatnich
wartosciach na osi PC2. Takie stopniowanie wlasciwosci termicznych badanych probek
wskazuje, ze nie zachodza migdzy skladnikami interakcje, ktore mogtyby zmienia¢ ksztalt
krzywych TG ich rozktadu termicznego. Druga gltowna sktadowa o niewielkiej wariancji
decyduje o tym, ze badane probki nie sa ulozone w jednej linii rownoleglej do osi PC1.
Przyktady mieszanin, ktorych sktadniki mieszaja si¢ ze soba bez niekorzystnych oddzialywan
migdzy nimi, obrazuja wykresy PCA przedstawione na Rys. 20-24.
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Rys. 20. Wykresy CA i PCA: acetazolamid (Ac), powidon (PVP) oraz mieszaniny fizyczne obu sktadnikow
zmieszanych w stosunkach masowych: 9:1, 7:3, 1:1, 3:7, 1:9.
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Rys. 21. Wykresy CA i PCA: atenolol (At), chitozan (Ch) oraz mieszaniny fizyczne obu sktadnikow
zmieszanych w stosunkach masowych: 9:1, 7:3, 1:1, 3:7, 1:9.
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Rys. 22. Wykresy CA i PCA: piroksykam (Pi), chitozan (Ch) oraz mieszaniny fizyczne obu skladnikéw
zmieszanych w stosunkach molowych: 9:1, 7:3, 1:1, 3:7, 1:9.
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Rys. 23. Wykresy CA i PCA: piroksykam (Pi), metyloceluloza (Me) oraz mieszaniny fizyczne obu sktadnikow
zmieszanych w stosunkach masowych: 9:1, 7:3, 1:1, 3:7, 1:9.
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Rys. 24. Wykresy CA i PCA: kofeina (Kf), celuloza mikrokrystaliczna (Ce) oraz mieszaniny fizyczne obu
sktadnikéw zmieszanych w stosunkach masowych: 9:1, 4:1, 7:3, 3:2, 1:1, 2:3, 3:7, 1:4, 1:9.

Inaczej wyglada dendrogram CA i wykres PCA w przypadku niezgodno$ci migdzy
badanymi skladnikami. Brak jest wyraznie rozdzielonych dwoch skupien na dendrogramie
CA, grupujacych sktadnik 1 jego mieszaniny o duzej zawartosci tego sktadnika, natomiast
punkty na wykresie PCA odznaczaja si¢ tendencja do tworzenia klasterow grupujacych
mieszaniny o réznych zawartosciach obu sktadnikéw. Graficznie zobrazowano to na Rys. 25-
28. Probki substancji 1 ich mieszanin moga by¢ bardzo réznie rozmieszczone na wykresach
PCA. Dla przykiadu, jeden ze sktadnikow moze tworzy¢ oddzielne skupienie lub skupienie
zawierajace obok tego sktadnika tylko mieszaning o jego najwyzszej zawartosci. Pozostate
probki moga tworzy¢ oddzielne skupienie wskazujac, iz ich rozklad nie jest determinowany
przez gldwny skltadnik mieszaniny, a rozni si¢ od niego. Oddzielne skupienie mozna takze
wyrozni¢ na wykresie PCA, grupuje ono mieszaniny o stosunku substancji leczniczej do
substancji pomocniczej rownym 3:7, 1:1 1 9:1 wskazujac, ze ich rozktad termiczny nie jest

suma efektow termicznych wynikajacych z rozktadu obu sktadnikow mieszanin.
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Rys. 25. Wykresy CA i PCA: acetazolamid (Ac), meglumina (Meg) oraz mieszaniny fizyczne obu sktadnikow
zmieszanych w stosunkach molowych: 9:1, 7:3, 1:1, 3:7, 1:9.
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Rys. 26. Wykresy CA i PCA: atenolol (At), B-cyklodekstryna (Cy) oraz mieszaniny fizyczne obu skltadnikow
zmieszanych w stosunkach masowych: 9:1, 7:3, 1:1, 3:7, 1:9.
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Rys. 27. Wykresy CA i PCA: piroksykam (Pi), stearynian magnezu (St) oraz mieszaniny fizyczne obu
sktadnikéw zmieszanych w stosunkach molowych: 9:1, 7:3, 1:1, 3:7, 1:9.
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Rys. 28. Wykresy CA i PCA: kofeina (Kf), sorbitol (So) oraz mieszaniny fizyczne obu sktadnikéw zmieszanych
w stosunkach molowych: 9:1, 4:1, 7:3, 3:2, 1:1, 2:3, 3:7, 1:4, 1:9.
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W Tabeli 13 zestawiono wyniki interpretacji dendrograméw CA i wykresow PCA dla
63. ukladow zlozonych z wybranych substancji leczniczych 1 pomocniczych (facznie 387
mieszanin fizykochemicznych). Odnoszac te wyniki do danych uzyskanych od producentow
lekow, zamieszczonych w ostatniej kolumnie Tabeli 13 mozna stwierdzi¢, iz w zdecydowane]
wigkszosci przypadkow potwierdzono fakt braku interakcji w sytuacji, gdy dana substancja
lecznicza 1 substancja pomocnicza zostaty wykorzystane wspdlnie podczas produkeji
znajdujacego si¢ na rynku specyfiku. Jednakze w niektdrych przypadkach dodatek substancji
pomocniczej do substancji leczniczej jest zamierzony w celu wywotania interakcji, korzystnie
wplywajacej na wlasciwosci leku. Tak jest w przypadku atenololu, do ktorego dodaje si¢ PVP
w celu przemiany struktury krystalicznej atenololu w bezpostaciowa. Forma bezpostaciowa
atenolou wykazuje lepsza rozpuszczalno$¢. Jest to przyklad interakcji ,korzystnych”.
Natomiast w przypadku baklofenu i laktozy zachodzi reakcja Maillarda [145], w wyniku
ktorej grupa karbonylowa laktozy reaguje z grupa aminowa baklofenu tworzac prosta
glukozaming, ktora rozpada si¢ do zwiazku Amadori, a nastgpnie do 1-amino-1-deoksy-2-
ketozy. W kolejnych etapach zachodzi szereg reakcji, m.in. dehydratacja i1 rozpad

poczatkowych produktéw reakcji. Koncowym produktem sa melanoidy.

HO HO, HO
o OH N, = oHT g oH
o i H ﬂ o HO |\I_(J\m HO |‘—(\N
- 3 OH o o OH ] OH o o aH #]
a oM + | oH . oM o
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M ¥
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laktoza haklofen produkt kondensacj prawidopodobny produkt

Schemat 4. Reakcja baklofenu z laktoza [145].
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3.3. Interpretacja widm w podczerwieni

Badania niezgodno$ci pomigdzy substancja lecznicza 1 pomocnicza za pomoca analizy
termograwimetrycznej wspomaganej metodami chemometrycznymi prowadza do uzyskania
informacji o potencjalnych interakcjach. Jednakze wyniki te nalezy zweryfikowa¢ za pomoca
innych technik analitycznych, tj. roznicowej kalorymetrii skaningowej, spektroskopii IR czy
proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej. W przypadku zastosowania metod termoanalitycznych,
interakcje obserwowane w wyzszych temperaturach nie zawsze wystgpuja w warunkach
otoczenia.

Spektroskopia IR moze by¢ przydatna technika do wykrywania niezgodnos$ci w
mieszaninach substancji leczniczych 1 pomocniczych, $wiadczy o tym wiele prac, w ktérych
obok metod analizy termicznej zastosowano IR [18, 60, 65, 70-72, 77, 78, 80, 91, 97, 99, 106,
110, 117, 119, 122-125, 136, 138, 140, 141, 145, 148, 156, 160, 165, 174, 176, 181, 183, 186,
188, 192, 193, 196, 197, 205, 207].

Niezgodnosci na etapie preformulacji wykrywa si¢ na podstawie pojawienia si¢
nowych pasm absorpcyjnych lub poszerzenia i zmian w intensywnosci juz istniejacych pasm
[60, 80]. Jednakze nalezy nadmieni¢, iz IR ma zastosowanie gtéwnie do badania struktury i
identyfikacji zwiazkoéw organicznych i nieorganicznych. Jest metoda oparta na absorpcji
promieniowania elektromagnetycznego z zakresu podczerwieni miedzy 12500 a 20 cm™ przez
oscylujace czasteczki. Promieniowanie podczerwone obejmuje obszary: podczerwieni
bliskiej (Near Infrared, NIR) 12500 - 4000 cm™, whasciwej (podstawowej) (Mid Infrared,
MIR) 4000 — 400 cm™ i dalekiej (Far Infrared, FIR) 400 — 20 cm™. W badaniach struktury
zwiazkow organicznych najwigksze znaczenie ma obszar podczerwieni wtasciwej [2, 219].

Interpretacja widm w podczerwieni sprowadza si¢ do przypisania poszczegdlnym
charakterystycznym pasmom absorpcyjnym odpowiadajacych im grup funkcyjnych lub
struktur szkieletu weglowego. Czgsto zdarza sig, iz charakterystyczne zakresy absorpcji
réznych grup pokrywaja sig, a obecno$¢ okreslonego pasma w danym rejonie nie stanowi
dostatecznego dowodu obecnosci odpowiedniego ugrupowania atomow. Dlatego tez brak
odpowiedniego charakterystycznego pasma absorpcyjnego w widmie IR $wiadczy o braku
danej grupy w strukturze zwiazku chemicznego [268].

Ztozono$¢ widm w podczerwieni, a takze fakt nakladania si¢ charakterystycznych
zakresow absorpcji roznych grup funkcyjnych danych substancji w przypadku analizy
mieszanin utrudnia interpretacj¢ widm IR mieszaniny, a tym samym identyfikacje

niezgodno$ci. Wymusza to konieczno$¢ wspomagania analizy innymi metodami

107



instrumentalnymi. W celu ulatwienia interpretacji widm IR mozna takze zastosowac

wielowymiarowe techniki eksploracyjne.

Poprzez poréwnanie widm mieszanin substancji leczniczych i pomocniczych z ich

sktadnikami mozna uzyska¢ informacje o zmianach, ktére zaszty w widmach mieszanin.

Moga one dowodzi¢, iz sktadniki mieszanin oddziatywuja na siebie. Natomiast w przypadku

widm mieszanin, w ktérych pasma absorpcji obu substancji nie ulegly zmianie (np. widma

mieszanin acetazolamidu i chitozanu) ilustruje Rys. 29. Intensywno$¢ pasm obu substancji

zmniejsza si¢ stopniowo wraz z zmniejszeniem zawartosci substancji w mieszaninach.

Na podstawie interpretacji widm IR wykryto nastgpujace zmiany w mieszaninach:

» acetazolamidu z:

a)

b)

d)

mannitolem — brak pasm absorpcyjnych zwiazanych z obecnos$cia acetazolamidu
w przypadku mieszaniny o stosunku sktadnikow 1:9 przy liczbach falowych: 2900
cm” (drgania rozciagajace grupy CHs); 2775 cm’ (drgania rozciagajace N-H
pierScienia heterocyklicznego acetazolamidu); 1675 cm™ (drgania rozciagajace
C=0); 1550 cm™ (drgania asymetryczne C=N pierécienia heterocyklicznego
acetazolamidu) oraz z obszaru liczb falowych 1400-800 cm™, a takze brak pasm
absorpcyjnych mannitolu w widmach mieszanin o stosunku acetazolamidu 1
mannitolu 9:11 7:3,

laktoza — zanik wszystkich pasm absorpcyjnych acetazolamidu z zakresu liczb
falowych 3350-2600 cm™ i 1700-200 cm™ w widmach mieszanin acetazolamidu z
laktoza o stosunkach sktadnikow 3:71 1:9,

skrobig — pojawienie si¢ nowego pasma przy 1725 cm™ w widmach mieszanin o
stosunku acetazolamidu i skrobi 1:1, 3:7, 1:9 oraz zanik pasm acetazolamidu w
zakresie 3350-2600 cm™ i 1700-200 cm™ w przypadku widma mieszaniny o
stosunku sktadnikéw 1:9,

metyloceluloza — wicksza intensywno$¢ pasma metylocelulozy przy 1725 cm™
(drgania rozciagajace C=0 grupy aldehydowej) w widmach mieszanin o stosunku
sktadnikow 1:1, 3:7 1 1:9 oraz brak wszystkich pasm absorpcyjnych acetazolamidu
w zakresie 3350-2600 cm™ i 1700-200 cm™ w widmie mieszaniny acetazolamidu i
metylocelulozy o stosunku sktadnikow 1:9,

B-cyklodekstryna — zanik pasm B-cyklodekstryny przy 1641 cm™ i pasm z zakresu
1200 — 1000 ¢cm™ w widmach mieszanin o stosunku sktadnikow 9:1, 7:3, 1:1, 3:7

oraz brak pasm acetazolamidu w widmie mieszaniny o stosunku sktadnikoéw 1:9,
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f) megluming — brak pasm megluminy w zakresie 1481-1417 cm™ (drgania zginajace

2

h)

C-H) w widmach mieszanin acetazolamidu i megluminy o stosunku 9:1, 7:3 1 1:1,
poliwinylopirolidonem K30 — brak pasm poliwinylopirolidonu K30 przy 1679 i
1654 cm™ (nafozenie drgan rozciagajacych C=O, tzw. I pasmo amidowo-
laktamowe 1 drgan zginajacych N-H, tzw. II pasmo ugrupowania amidowo-
laktamowego) oraz brak pasm w zakresie 1489-1417 cm™ (drgania zginajace C-H)
i przy 1286 cm™ (drgania rozciagajace C-N pierécienia heterocyklicznego
acetazolamidu) w widmach mieszanin o stosunku sktadnikéw 9:1, 7:31 1:1,
stearynianem magnezu — brak pasm acetazolamidu w zakresie 3350-2600 cm™ i
1700-200 cm™ w widmach mieszanin o stosunku skladnikow 1:1, 3:7, 1:9 oraz

pojawienie si¢ nowych pasm przy 1725 i 1225 cm™ w mieszaninach 3:7 i 1:9,

atenololu z:

a)

B-cyklodekstryna — pasma B-cyklodekstryny natozyly si¢ na pasma atenololu,

baklofenu z:

a)

b)

laktoza — zwickszenie intensywnosci pasm laktozy w obszarze 3600-3100 cm™
(drgania rozciagajacymi O-H); zwigkszenie intensywno$ci pasm baklofenu przy
1525 i 1400 cm” w stosunku do pasma tej substancji przy 1625 cm’ w
mieszaninach 1:1, 3:7 1 1:9; a ponadto intensywnos$¢ pasm baklofenu w
mieszaninach 9:1, 7:3 1 1:1 nie ulega zmianie pomimo zmniejszajacej si¢ ilosci
substancji w mieszaninie,

B-cyklodekstryna — zwigkszenie intensywnosci pasm baklofenu przy 1525 1 1400
cm” w stosunku do pasma tej substancji przy 1625 cm™ we wszystkich
mieszaninach,

megluming — zmiana intensywnosci pasm baklofenu i megluminy w zakresie
3600-2500 cm™ (drgania rozciagajace N-H i O-H megluminy oraz drgania
rozciagajace N-H, C-H 1 O-H baklofenu); zwigkszenie intensywnosci pasm
baklofenu przy 1525 i 1400 cm™ w stosunku do pasma tej substancji przy 1625
cm™ we wszystkich mieszaninach oraz brak pasm megluminy w zakresie 1523—

1387 cm™ w mieszaninach 9:1 i 7:3,

hydrokortyzonu z:

a)

laktoza — zwigkszenie intensywnosci pasm w zakresie liczb falowych 3600-3000
em™ i 3000-2800 cm™ hydrokortyzonu i laktozy (drgania rozciagajace O-H i C-H
laktozy oraz drgania rozciagajace O-H i C-H hydrokortyzonu) we wszystkich
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b)

mieszaninach oraz brak zmian w intensywnosci pasm laktozy w mieszaninach 1:9,
3:7, 1:1, 7:3 w stosunku do pasm laktozy jako wzorca,

B-cyklodeksytryna — intensywnos$¢ pasm B-cyklodeksytryny w mieszaninach 1:9,
3:7 1 1:1 jest taka sama jak pasm wzorca, natomiast intensywno$¢ pasma
hydrokortyzonu przy 1640 cm™ jest wicksza w mieszaninach 9:1, 7:3 i 1:1 w

stosunku do pasm w widmie wzorca,

» piroksykamu z:

a)

b)

laktoza, skrobia, B-cyklodeksytryna, megluming — zwigkszenie intensywnosci
pasm piroksykamu przy 1525 cm™, 1425 cm™ i 1350 cm™ w poréwnaniu do pasma
tej substancji przy 1625 cm™ we wszystkich mieszaninach,

stearynianem magnezu - cyfry arabskie przypisane za pomoca strzalek do danego
pasma na Rys. 30 odnosza si¢ do drgan oscylacyjnych piroksykamu: (1)
rozciagajacych N-H 1 O-H, (2) rozciagajacych C=0, (3) rozciagajacych C-N, (4)
deformacyjnych pierscienia C=C, (5) rozciagajacych SO,, (6) rozciagajacych C-N,
zginajacych N-H, rozciagajacych SO, N, (7) pojawito si¢ nowe pasmo; i
stearynianu magnezu: (8) rozciagajace symetryczne i asymetryczne CH,-CHs, (9)
rozciagajace asymetryczne COO’, (10) deformacyjne CH,-CHj3 1 rozciagajace
symetryczne COQO",

» kofeiny z:

a)

b)

sorbitolem, sacharoza - cyfry arabskie przy pasmach absorpcyjnych na Rys. 31
oznaczaja drgania oscylacyjne kofeiny: (1) rozciagajace asymetryczne CHj, (2) 1
(3) rozciagajace C=0, (4) rozciagajace C=C i zginajace H-C=N, (5) zginajace H-
C=N, rozciagajace pierscienia imidazolu, rozciagajace pierscienia pirymidyny, (6)
rozciagajace pierscienia imidazolu 1 pierScienia pirymidyny, (7) rozciagajace
pierscienia pirymidyny oraz sacharozy: (8) rozciagajace O-H, (9) rozciagajace C-
H, (10) zginajace HCH i1 CH,OH, (11) rozciagajace CO, (12) deformacyjne COH,
CCH, OCH, (13) cykliczne CCO), rozdzielenie pasma kofeiny na dwa w zakresie
1705-1640 cm™, a takze zwickszenie ich szeroko$ci i intensywnosci we
wszystkich mieszaninach,

1

guma arabska — rozdzielenie pasma kofeiny na dwa w zakresie 1705-1640 cm’

oraz zwigkszenie ich szerokosci 1 intensywnosci we wszystkich mieszaninach,

» teobrominy z:

a)

glikokolem — zwigkszenie szerokos$ci i intensywnosci pasm teobrominy w zakresie

1800-1400 cm™ we wszystkich mieszaninach,
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b) sacharoza, celuloza 1 guma arabska — zwigkszenie intensywno$ci pasma
teobrominy przy 1684 cm™ (drgania rozciagajace C=0) w stosunku do pasm tej
substancji przy 1592 cm™ (drgania rozciagajace C=C i zginajace N-H) oraz przy
1548 cm™ (drgania rozciagajace pierécienia imidazolu i pirydyny oraz zginajace
N-H) we wszystkich mieszaninach,

» teofiliny z:

a) glikokolem, glukoza, sorbitolem, sacharoza i guma arabska - cyfry arabskie przy
pasmach absorpcyjnych na Rys. 32 oznaczaja drgania oscylacyjne teofiliny: (1)
rozciagajace N-H, (2) rozciagajace C-H, (3) rozciagajace C=0, (4) rozciagajace
C=0 1 zginajace N-H, (5) rozciagajace C=C 1 zginajace N-H, (6) rozciagajace
pierScienia imidazolu, rozciagajace pierscienia pirymidyny i zginajace N-H, (7)
zginajace CH3, zginajace N-H 1 zginajace C-H oraz sorbitolu: (8) rozciagajace O-
H, (9) rozciagajace C-H, (10) zginajace O-H, (11) rozciagajace C-O
pierwszorzedowych alkoholi 1 rozciagajace C-O drugorzedowych alkoholi oraz
rozdzielenie pasma teofiliny na dwa przy 1710 cm™ (drgania rozciagajace C=0) i
1665 cm™ (drgania rozciagajace C=0 i drgania zginajace N-H) we wszystkich

mieszaninach.
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Rys. 29. Widma IR: (a) acetazolamidu, (g) chitosanu oraz ich mieszanin w stosunku molowym (b) 9:1, (c) 7:3,
(d) 1:1, (e) 3:7, (f) 1:9.
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Rys. 30. Widma IR: (a) piroksykamu, (g) stearynianu magnezu oraz ich mieszanin w stosunku molowym (b) 9:1,
(c) 7:3, (d) 1:1, (e) 3:7, (f) 1:9.
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Rys. 31. Widma IR: (a) kofeiny, (k) sacharozy oraz ich mieszanin w stosunku molowym (b) 9:1,
(c)4:1(d), 7:3, (e) 3:2, () 1:1, (g) 2:3, (h) 3:7, (i) 1:4, (j) 1:9.
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32. Widma IR: (a) teofiliny, (k) sorbitolu oraz ich mieszanin w stosunku molowym (b) 9:1, (c¢) 4:1 (d) , 7:3,
2, () 1:1, (g) 2:3, (h) 3:7, (i) 1:4, (j) 1:9.

Interpretacja chemometryczna widm IR

Metody wielowymiarowej analizy statystycznej, CA 1 PCA, zastosowano réwniez jakc

techniki wspomagajace interpretacj¢ widm IR podczas identyfikacji niezgodnosci
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fizykochemicznych pomigdzy substancjami leczniczymi i pomocniczymi.

Do obliczen chemometrycznych wybrano dwa zakresy spektralne: 3600-2800 cm™ i
1800-1000 cm™. Obszar spektralny 1800-1000 cm™ jest zakresem daktyloskopowym
(fingerprint region), ktory posiada uktad pasm charakterystycznych dla danej substancji,
czesciowo pozbawiony jest pasm absorpcyjnych substancji pomocniczych, wigc pomaga
dostrzec wywotane interakcjami zmiany w strukturach substancji leczniczych. Jest on
najbardziej korzystny do analizy chemometrycznej. Uzupelieniem tego zakresu spektralnego
jest obszar 3600-2800 cm™, odzwierciedlajacy najcze$ciej obecnosé w czasteczce ugrupowan
N-H, C-H, O-H. W przypadku substancji pomocniczych, ktore sa weglowodanami, w widmach
IR obecne sa grupy O-H i1 C-H. Natomiast substancje lecznicze takie jak: acetazolamid,
atenolol, baklofen, piroksykam, teobromina, teofilina, ktore zawieraja w swojej strukturze
ugrupowanie N-H, w tym obszarze posiadaja pasma, ktore r6znia si¢ ksztaltem i intensywnoscia
od pasm grup O-H substancji pomocniczych.

Podobnie, jak w przypadku chemometrycznej interpretacji wynikow analiz TG, do
obliczen CA wybrano metod¢ Warda jako sposob aglomeracji oraz miarg odleglosci
euklidesowa, natomiast w PCA zastosowano graficzna prezentacje wynikéw w ukladzie
dwuwymiarowym, PC1 wzgledem PC2, varimax znormalizowana.

Analogicznie, jak przy chemometrycznej interpretacji wynikow analiz TG, wyniki CA
wskazuja, ze w przypadku braku oddziatywan migdzy sktadnikami, na dendrogramie mozna
wyodrebni¢ dwa oddzielne skupienia. Jedno skupienie stanowi substancja lecznicza wraz z
mieszaninami o jej wyzszych zawarto$ciach niz substancji pomocniczej, natomiast drugie
ztozone jest z substancji pomocniczej 1 mieszanin o jej wyzszych zawartosciach niz substancji
leczniczej. Takie grupowanie badanych probek wskazuje na bardzo duze podobienstwo ich
widm IR, w zwiazku z czym zestawienie mieszanin o podobnym skladzie chemicznym w
jednym skupieniu $wiadczy o braku jakiegokolwiek oddziatlywania fizykochemicznego
pomiedzy sktadnikami.

Wyniki interpretacji dendrogramow CA 1 wykreséw PCA uzyskanych na podstawie
widm IR oraz krzywych TG dla 63. dwusktadnikowych mieszanin substancji leczniczych z
pomocniczymi zestawiono w Tabeli 13. W ostatniej kolumnie tej tabeli zamieszczono
informacje o dostgpnych na rynku preparatach leczniczniczych, ktére w swoim skladzie
zawieraja badane substancje lecznicze i pomocnicze.

W przypadku wystapienia niezgodno$ci pomigdzy badanymi substancjami, obserwuje
si¢ odstepstwa od wyzej przedstawionego schematu, np. substancja lecznicza nie taczy sig¢ w

jedno skupienie z mieszaninami o jej duzej zawartosci lecz tworzy oddzielne skupienie lub
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wystepuje w skupieniu z mieszaninami o jej matych zawarto$ciach. Substancja lecznicza
moze tez tworzy¢ skupienie z substancja pomocnicza, co moze wskazywac¢ na podobienstwo
widm obu substancji, lecz mimo to w mieszaninach obie substancji moga ulega¢ interakcji.
Dowodem tego sa zmiany w pasmach absorpcji widm mieszanin w podczerwieni.

Na podstawie graficznej interpretacji wynikow obliczen PCA mozna wskaza¢, ktore z
badanych substancji moga by¢ razem uzyte w procesie formulacji. Rozmieszczenie badanych
probek na ptaszczyznie utworzonej przez PC1 1 PC2 informuje o oddziatywaniach substancji
leczniczej z pomocnicza. Utworzenie dwoch oddzielnych obszarow, gdy w jednym obszarze
skupiona jest substancja lecznicza wraz z mieszaninami o jej wyzszych zawartosciach,
natomiast w drugim substancja pomocnicza wraz z mieszaninami o jej wyzszych
zawartosciach, prowadzi do wniosku iz obie substancje moga by¢ razem mieszane. Natomiast
w przypadku, gdy np. substancja lecznicza jest zlokalizowana blizej mieszanin o jej malej
zawartosci lub tworzy oddzielne skupienie, mozna mowi¢ o wystapieniu niezgodnosci w
badanych mieszaninach. W Tabeli 14 zestawiono wartosci trzech pierwszych glownych
sktadowych obliczone na podstawie warto$ci transmitancji w wyznaczonym zakresie liczb
falowych dla 63. dwusktadnikowych mieszanin. Z danych tych wynika, iz w przypadku
wszystkich mieszanin, taczna wariancja dwoch pierwszych sktadowych gtéwnych przekracza
90%.

Na dendrogramie CA mieszanin acetazolamidu i mannitolu (Rys. 33), mozna
zauwazy¢, iz wigzanie na najnizszym poziomie tj. ok. 23% maksymalnej odlegtosci wiazania,
wystepuje pomiedzy mannitolem i jego mieszaning z acetazolamidem w stosunku molowym
1:9. Interpretacja widma IR tej mieszaniny wskazuje na brak pasm absorpcyjnych
acetazolamidu. Natomiast dwie mieszaniny acetazolamidu z mannitolem o stosunkach
molowych 3:7 1 7:3 utworzyty skupienie na poziomie 26% maksymalnej odlegtos$ci wiazania.
Wskazuje to na podobne oddziatywanie promieniowania IR w badanym zakresie spektralnym
z tymi mieszaninami. Powyzsze potwierdza PCA, w obszarze wysokich wartosci PC1
znajduje si¢ zar6wno mannitol jak i jego mieszanina z acetazolamidem w stosunku molowym
1:9. Mieszaniny acetazolamidu i mannitolu o stosunku molowym 3:7 i 7:3 znajduja si¢ w
centralnej czesci wykresu PC1 wzgledem PC2. Potozenie acetazolamidu oraz jego mieszanin
z mannitolem o stosunkach molowych 9:1 1 1:1 w obszarze niskich wartosci PC1 wskazuje na
roznice w widmach IR substancji leczniczej i jej mieszanin z mannitolem. Odzwierciedleniem
tego jest na wykresie CA oddzielne skupienie mieszaniny w stosunku molowym 1:1,

potaczonego ze skupieniem acetazolamidu i jego mieszanin na poziomie okoto 70%.
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Rys. 33. Wykresy CA i PCA. Acetazolamid (Ac), mannitol (Ma) oraz mieszaniny fizyczne obu sktadnikow
zmieszanych w stosunkach molowych 9:1, 7:3, 1:1, 3.7, 1:9. Pierwsza cyfra arabska okreSla zawartos¢
acetazolamidu, a druga mannitolu.
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Rys. 34. Wykresy CA i1 PCA. Acetazolamid (Ac), chitozan (Ch) oraz mieszaniny fizyczne obu sktadnikow
zmieszanych w stosunkach molowych 9:1, 7:3, 1:1, 3:7, 1:9.

Na Rys. 34 (diagram CA), na najnizszym poziomie wigzania (ok. 4%) tacza si¢ dwie
mieszaniny acetazolamidu i chitozanu o stosunkach molowych 1:9 1 3:7. Wykazuje to na duze
podobienstwo widm IR. Potwierdza to rowniez lokalizacja tych probek na wykresie PCA.
Natomiast acetazolamid i jego mieszaniny z chitozanem o stosunkach 9:1, 7:3 i 1:1 oraz
chitozan i jego mieszanin z acetazolamidem o stosunkach 1:9 i 3:7, tacza si¢ na najwyzszym
poziomie skupiania tj. 100%. Odzwierciedleniem tego na wykresie PC1 wzgledem PC2 jest
potozenie acetazolamidu w lewej czesci wykresu, a chitozanu w prawej. Intensywno$¢ pasm
acetazolamidu w widmach IR jego mieszanin z chitozanem zmniejsza si¢ stopniowo wraz z
zmniejszeniem si¢ jego zawartosci w mieszaninach. Oznacza to, ze acetazolamid i chitozan
moga byz razem uzyte w procesie formulacji.

Obliczenia CA dla mieszanin kofeiny z glukoza (Rys. 35) wskazuja, Zze na poziomie

skupiania ok. 6% znajduja si¢ dwie mieszaniny sktadnikow o stosunkach molowych 2:3 1 3:2.
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Sa one rowniez blisko siebie potozone na wykresie PCA. Natomiast na poziomie skupiania
ok. 15% znajduje si¢ glukoza 1 jej mieszanina z kofeing o stosunku molowym 1:9. Z kolei
kofeina laczy si¢ ze wszystkimi mieszaninami na najwyzszym poziomie wiazania (100%).
Potwierdzeniem tego jest na wykresie PCA lokalizacja kofeiny w duzej odlegtosci od glukozy
1 jej mieszanin z kofeing. W widmie kofeiny dwa pasma w zakresie spektralnym 1705-1640
cm” nakladaja sie na siebie i sa nierozdzielone. Rozdzielenie pasm kofeiny jest widoczne w
widmach jej wszystkich mieszanin z glukoza, stad tez kofeina nie tworzy skupienia z Zadna

mieszning.
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Rys. 35. Wykresy CA i PCA. Kofeina (Kf) i glukoza (Glu) oraz mieszaniny fizyczne obu sktadnikow
zmieszanych w stosunkach molowych 9:1, 4:1, 7:3, 3:2, 1:1, 2:3, 3:7, 1:4, 1:9.
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Rys. 36. Wykresy CA i PCA. Teobromina (Tb) i glukoza (Glu) oraz mieszaniny fizyczne obu sktadnikéw
zmieszanych w stosunkach molowych 9:1, 4:1, 7:3, 3:2, 1:1, 2:3, 3:7, 1:4,1:9.

Na dendrogramie mieszanin teobrominy z glukoza (Rys. 36) tworza si¢ liczne
skupienia na najnizszym poziomie skupiania tj. od 4 do 15%. Oddzielne skupienie tworzy si¢

pomiedzy teobroming i jej mieszaning o najnizszej zawartosci glukozy (mieszanina
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teobrominy z glukoza o stosunku molowym 9:1), ktére taczy si¢ na najwyzszym poziomie tj.
100% z pozostatymi skupieniami. Widma IR teobrominy 1 jej mieszaniny z glukoza (9:1)
wykazuja bardzo duze podobienstwo. Odzwierciedleniem tego jest tez lokalizacja teobrominy

1jej mieszaniny na wykresie PCA w obszarze najwyzszych wartosci PC1.
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3.5. Identyfikacja niezgodnosci za pomocg technik DSC i XRPD

Analizujac dane uzyskane na podstawie interpretacji krzywych TG 1 widm IR za
pomoca wielowymiarowych technik eksploracji danych stwierdzono, iz w niektérych
przypadkach roznig si¢ one w ocenie potencjalnych interakcji pomigdzy substancja lecznicza i
pomocnicza. Roznice dotycza jedenastu przypadkéw (Tabela 15), tj. czterech substancji
pomocniczych w mieszaninach z acetazolamidem, po dwie substancje pomocnicze w
mieszaninach z hydrokortyzonem 1 kofeing, a w przypadku jednej substancji pomocniczej,
mieszanin z atenololem, teobroming i teofilina. Nalezy podkresli¢, iz laktoza i glikokol
stanowity substancje pomocnicze najczg$ciej generujace rozbiezno$ci w interpretacji
wynikéw za pomoca technik CA 1 PCA. Roéwniez w przypadku mieszanin stearynianu
magnezu z substancja lecznicza czg$ciej obserwowana jest réznica w interpretacji krzywych
TG 1 widm IR, niz w mieszaninach z pozostalymi substancjami pomocniczymi.

Zastosowanie DSC jako metody polecanej do szybkiej identyfikacji niezgodno$ci
pomiedzy sktadnikami mieszanin oraz proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej (XRPD)
pozwolito zweryfikowa¢ wyniki uzyskane na podstawie krzywych TG 1 widm IR. XRPD jako
metoda badania postaci krystalicznej 1 amorficznej zwiazkow chemicznych, pozwala wykry¢
zmiany w strukturze wewngtrznej analizowanych substancji tworzace si¢ w ich mieszaninach,
poprzez analize zmian w ksztalcie 1 intensywnosci pikow na dyfraktogramach oraz pojawienie
si¢ nowych pikow lub zanik charakterystycznych pikoéw badanej substancji. W przypadku
krzywych DSC, o interakcji migdzy skladnikami $wiadcza zmiany zakreséw temperatur,
ksztattu i powierzchni pikow, a takze zmiany w wartosciach entalpii oraz pojawienie si¢
dodatkowych pikow lub zanik pikow substancji leczniczej.

Mieszaniny, w przypadku ktorych wyniki uzyskane za pomoca krzywych TG nie
pokrywaja si¢ z wynikami uzyskanymi na podstawie widm IR, zestawiono w Tabeli 15. Ich
szczegOlowa analiza wykazala, iz w mieszaninach acetazolamidu z laktoza, B-cyklodekstryna,
poliwinylopirolidonem i stearynianem magnezu wykryto interakcje na podstawie interpretacji
widm IR za pomoca technik CA i PCA, ktorych nie potwierdzita analiza krzywych TG.
Jednakze z informacji zamieszczonych w Tabeli 13 wynika, iz na rynku jest wiele preparatow
handlowych, ktore zawieraja w swym skladzie acetazolamid oraz laktoze,
poliwinylopirolidon i stearynian magnezu. Nie znaleziono natomiast przyktadu preparatu
farmaceutycznego zawierajacego acetazolamid 1 B-cyklodekstryng jako substancje

pomocnicza. Moze to sugerowaé, iz w mieszaninach acetazolamidu z laktoza,
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poliwinylopirolidonem i stearynianem magnezu nie wystepuja niezgodnosci. Jednak z drugiej
strony, zmiany na krzywych DSC niektorych z tych mieszanin w odniesieniu do krzywych
sktadnikéw uzytych jako wzorce moga sugerowac¢ niezgodnosci.

Brak endotermicznego piku DSC zwigzanego z topnieniem acetazolamidu oraz
zmiana ksztattu 1 temperatur pikéw endotermicznych laktozy (Rys. 37A), wskazuje na
interakcje we wszystkich mieszaninach acetazolamidu z laktoza, z wyjatkiem mieszaniny 9:1
(1 czgs¢ laktozy zmieszana z 9 czg$ciami acetazolamidu). Jednakze na dyfraktogramie
mieszanin acetazolamidu z laktoza (Rys. 37B) nie wida¢ znaczacych zmian w liniach
dyfrakcyjnych, jedynie pik laktozy przy kacie dyfrakcji 20,25°, o najwigkszej intensywnosci,
zwigkszyt znaczaco swoja intensywno$¢ w mieszaninach o stosunku acetazolamidu do
laktozy 1:9, 3:7, 1:1 1 7:3. Nalezy zauwazy¢, iz interakcje acetazolamidu z laktoza wykryte za
pomoca widm IR zostaly potwierdzone jedynie na podstawie DSC, pomimo iz w sktadzie
preparatow farmaceutycznych acetazolamid wystgpuje razem z laktoza. Interakcje
acetazolamidu z laktoza spowodowane sa prawdopodobnie reakcja Maillarda, ktorej efektem
jest m.in. karmelizacja wgglowodanu.

W przypadku krzywych DSC mieszanin acetazolamidu z B-cyklodekstryna o stosunku
3:7 1 1:9 (Rys. 38A), widoczne sa zmiany ksztattu 1 wysokosci piku endotermicznego
odzwierciedlajacego proces topnienia acetazolamidu (3:7), lub jego brak (1:9), co zwiazane
jest z mala zawartoscia acetazolamidu w tych mieszaninach. Mozna tez zauwazy¢ dodatkowe
egzotermiczne piki DSC powyzej temp. 270°C, ktore nie wystgpuja na krzywych obu
sktadnikéw. Z kolei na dyfraktogramie mieszanin acetazolamidu z B-cyklodekstryna nie
zaobserwowano zmian w ukladzie linii dyfrakcyjnych sktadnikéw mieszaniny (Rys. 38B), a
ich intensywnos$¢ jest uzalezniona od zawartosci sktadnikow w mieszaninie. W zwiazku z
tym, w tych mieszaninach nie dochodzi do interakcji.

Na krzywej DSC mieszaniny acetazolamidu z poliwinylopirolidonem o stosunku
masowym 1:9 (Rys. 39A), nie zaobserwowano endotermicznego piku acetazolamidu
zwigzanego z jego topnieniem, co mozna tlumaczy¢ malq zawartoscia tej substancji w
mieszaninie. Nieznaczne zmiany ksztattu i wysokosci piku endotermicznego zwiazanego z
topnieniem acetazolamidu uwidaczniaja krzywe DSC mieszanin tego leku z
poliwinylopirolidonem o stosunku 7:3, 1:1 i 3:7. W przypadku dyfraktogramu mieszaniny
obu sktadnikow o stosunku masowym 3:7 (Rys. 39B) wida¢, iz pik acetazolamidu o
najwigkszej intensywno$ci przy 26=10,01 zmniejszyt sig, a jego intensywno$¢ mozna
poréwnaé z intensywnoscia piku o kacie dyfrakcji 260=10,48. Poza tym linie dyfrakcyjne

acetazolamidu na dyfraktogramach mieszanin acetazolamidu z poliwinylopirolidonem o
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stosunkach masowych 9:1, 7:3 i 1:1 przy katach dyfrakcji 20,03°, 20,33°, 20,98°, 21,83° oraz
24,94°, 29,58° 1 30,18°, bez wzgledu na zawarto$¢ acetazolamidu wykazuja intensywnos$¢
podobna do intensywnosci linii dyfrakcyjnych acetazolamidu uzytego jako wzorca. Wskazuje
to, ze analizy DSC i1 XRPD nie potwierdzaja wynikow uzyskanych na podstawie interpretacji
widm IR za pomoca technik wielowymiarowych.

Na krzywych DSC wszystkich mieszanin acetazolamidu ze stearynianem magnezu
(Rys. 40A) obecne sa piki obu sktadnikow, a ich intensywno$¢ jest adekwatna do zawartosci
sktadnikéw w mieszaninach, z tym, ze endotermiczny pik acetazolamidu ulegt przesunigciu w
kierunku nizszych wartosci, do temp. ok. 255°C, a pik egzotermiczny w kierunku wyzszych
wartosci, do temp. 265°C. Na dyfraktogramach mieszanin obu substancji (Rys. 40B) mozna
zauwazy¢, ze intensywno$¢ najwyzszego piku acetazolamidu przy kacie dyfrakeji 10,01°
zmniejsza si¢ proporcjonalnie do zawartosci acetazolamidu w mieszaninach. W przypadku
mieszanin tych sktadnikéw réwniez nie zachodza interakcje, ktére wykryto na podstawie
widm IR.

W przeciwienstwie do widm IR, analiza krzywych TG wykazata, iz w mieszaninach
atenololu z laktoza dochodzi do interakcji. Na Rys. 41A i B mozna zauwazy¢ zmiany
wskazujace na niezgodnosci miedzy oboma sktadnikami. W przypadku krzywych DSC (Rys.
41A) pik zwiazany z topnieniem atenololu ulegl przesunigciu w kierunku nizszych wartosci
temperatur, z temp. ok. 153°C do temp. ok 146°C i natozyl si¢ na pik laktozy zwiazany z
przemiana krystaliczng. Rowniez pik zwiazany z topnieniem i karmelizacja laktozy ulegl
przesunieciu w kierunku nizszych temperatur, z ok. 220°C do temp. 200°C (w przypadku
mieszanin 9:1, 7:3 1 1:1), lub do temp. ok. 175°C (w przypadku mieszanin 3:7 i 1:9). Z kolei
na dyfraktogramach mieszanin atenololu i laktozy (Rys. 41B), podobnie jak w przypadku
dyfraktogramow mieszanin acetazolamidu z laktoza, zauwazy¢ mozna iz intensywnos$¢ piku
laktozy przy kacie dyfrakcji 20,25° ulegta zwigkszeniu.

W mieszaninach hydrokortyzonu z laktoza wykryto interakcje za pomoca widm IR,
czego nie potwierdza analiza CA 1 PCA krzywych TG. Natomiast w mieszaninach
hydrokortyzonu ze stearynianem magnezu wykryto interakcj¢ za pomoca krzywych TG,
ktérej nie potwierdzita analiza IR. Jednakze obecno$¢ obu substancji pomocniczych w
preparatach handlowych z hydrokortyzonem sugeruje brak niezgodno$ci farmaceutycznych.
Poréwnujac krzywe DSC mieszanin hydrokortyzonu i laktozy (7:3, 1:1, 3:7 1 1:9) z krzywymi
sktadnikéw (Rys. 42A) stwierdzono brak endotermicznego piku zwiazanego z topnieniem
hydrokortyzonu. Roéwniez na krzywych DSC mieszanin hydrokortyzonu ze stearynianem

magnezu (Rys. 43A) zauwazono brak tego piku. Dodatkowo na dyfraktogramie mieszanin
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hydrokortyzonu i laktozy (Rys. 42B) zwigkszyta si¢ intensywnos¢ piku laktozy przy kacie
dyfrakcji 20,31°, podobnie jak w mieszaninach acetazolamidu z laktoza (Rys. 37B) 1
atenololu z laktoza (Rys. 41B). Tymczasem krzywe XRPD mieszanin hydrokortyzonu i
stearynianu magnezu (Rys. 43B) nie wykazuja istotnych zmian w stosunku do
dyfraktogramow skladnikow. Wynika z tego, ze w obu wyzej wymienionych mieszaninach z
hydrokortyzonem wykryto niezgodnosci, w przypadku laktozy za pomoca widma IR, co
potwierdza analiza DSC, w przypadku stearynianu magnezu za pomoca krzywych TG, co
potwierdza analiza DSC. Interakcja hydrokortyzonu i laktozy moze by¢ wynikiem reakcji
Maillarda 1 karmelizacji. Natomiast w przypadku steraynianu magnezu, interakcj¢ moze
powodowac¢ wiazanie wodorowe.

W przypadku mieszanin kofeiny z glikokolem stwierdzono interakcj¢ na podstawie
krzywych TG, natomiast analizy IR i DSC ich nie potwierdzaja. Na krzywych DSC mieszanin
kofeiny z glikokolem (Rys. 44) mozna zauwazy¢ piki kofeiny 1 glikokolu, ktorych
intensywno$¢ zmienia si¢ wraz z zmieniajaca si¢ zawartoscia obu sktadnikow w mieszaninie,
czyli nie wystgpuje niezgodnos¢ pomigdzy sktadnikami.

Chociaz obecno$¢ sacharozy w preparatach handlowych z kofeina sugeruje brak
niezgodnosci farmaceutycznych, w mieszaninach obu substancji wykryto interakcje za
pomoca widm IR. Moze by¢ ona wynikiem karmelizacji. Porownujac krzywe DSC mieszanin
kofeiny z sacharoza z krzywymi obu skladnikow (Rys. 45A), stwierdzono brak
endotermicznego piku zwigzanego z topnieniem kofeiny, a takze zmiany temperatur,
ksztaltéw 1 powierzchni pikow endotermicznych sacharozy we wszystkich mieszaninach.
Natomiast dyfraktogramy mieszanin kofeiny z sacharoza (Rys. 45B) ujawniaja zmiany w
liniach dyfrakcyjnych sacharozy przy katach dyfrakcji 19,04°, 19,71°, 24,82° 1 25,29°.

Z kolei w mieszaninach teobrominy i teofiliny z glikokolem wykryto interakcje za
pomoca widm IR, czego nie potwierdzila analiza krzywych TG i DSC. Jedynie w przypadku
mieszaniny teobrominy z glikokolem w stosunku 1:9 (Rys. 46A) brak jest endotermicznego
piku zwiazanego z topnieniem teobrominy z powodu niskiej zawarto$ci substancji leczniczej
w mieszaninie. Na dyfraktogramach mieszanin teobrominy z glikokolem (Rys. 46B) nie
zaobserwowano zmian $wiadczacych o niezgodnosciach. Natomiast na krzywych DSC
mieszanin teofiliny z glikokolem (Rys. 47) obecne sa piki obu sktadnikéw, z tym ze
intensywno$¢ pikow zalezy od zawartosci substancji w mieszaninach. Widma IR mieszanin
teofiliny i teobrominy z glikokolem, z uwagi na fakt naktadania si¢ na siebie wielu pasm

absorpcyjnych, moga prowadzi¢ do btednych wnioskow.
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Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, iz interpretacja za pomoca technik CA i PCA
danych uzyskanych z widm IR dla jedenastu omawianych ukladow prowadzita czgsciej do
btednych wynikow niz interpretacja krzywych TG. Interpretacja krzywych TG wspomagana
CA 1 PCA w czterech przypadkach nie zostala potwierdzona analiza krzywych DSC 1 XRPD.
Natomiast analiza IR wspomagana CA 1 PCA w siedmiu przypadkach data odmienne wyniki
od DSC 1 XRPD. Przyczyna bledow w interpretacji wynikow TG moze by¢ mniej doktadny
odczyt temperatury z krzywej TG w poréwnaniu do zapisu cyfrowego spektrofotometru IR.
Rowniez mata liczba danych wyznaczonych z krzywych TG w zakresie 20-300°C 1 uzyta do
analizy za pomoca wielowymarowych technik eksploracji danych moze by¢ powodem
niewlasciwej] interpretacji wynikow. W przypadku widm IR uzyskano 402 wartosci
transmitancji do obliczen CA 1 PCA. Jednakze tak duza liczba danych do obliczen
statystycznych moze wprowadza¢ tzw. ,,szum informacyjny” utrudniajac interpretacj¢. Poza
tym interpretacj¢ wynikéw uzyskanych z widm IR utrudnia fakt, iz widmo zawiera wiele
roznych pasm odpowiadajacych drganiom rozciagajacym i deformacyjnym. Wigkszo$¢ grup
funkcyjnych daje charakterystyczne pasma absorpcyjne, ktére wystgpuja w widmie w
zblizonym zakresie liczb falowych. W zwiazku z tym fakt naktadania si¢ pasm absorpcyjnych
1 ztozono$¢ widm IR moze utrudniac¢ ich interpretacje.

Prawdopodobne niezgodnosci w mieszaninach dwuskladnikowych badanych
substancji leczniczych z cukrami redukujacymi (laktoza, metyloceluloza, glukoza, celuloza,
gumg arabska) moga by¢ wynikiem reakcji Maillarda [182]. Polega ona na reakcji grupy
karbonylowej weglowodanu z grupa aminowa substancji leczniczej tworzac czasteczki wody i
zwiazki typu N-podstawionej glukozaminy. Produkty reakcji rozpadaja si¢ nastgpnie na
mniejsze czasteczki, zawierajace ugrupowanie O=C-C-N, tworzac zwiazki o nazwie Amadori.
Natomiast alkohole cukrowe (mannitol, sorbitol) i cukry nieredukujace (sacharoza) nie
uczestnicza w reakcji Maillarda. Poza tym, w mieszaninach substancji leczniczej z
weglowodanami, obok reakcji Maillarda zachodzi réwniez karmelizacja 1 w zwiazku z tym
tworzy si¢ mieszanina produktow reakcji Maillarda 1 karmelizacji, z tym, ze reakcja
karmelizacji zachodzi w temperaturze powyzej 120-150°C, a reakcja Maillarda w
temperaturze pokojowe;.

Niezgodno$ci w mieszaninach substancji leczniczych z B-cyklodekstryna moga byc¢
wynikiem tworzenia si¢ kompleksow inkluzyjnych z atenololem [90] i piroksykamem [169,
170]. Z kolei w przypadku mieszanin substancji leczniczych z mannitolem, prawdopodobne
niezgodnosci moga by¢ skutkiem wigzania wodorowego tworzacego si¢ pomigdzy grupami

C-H i CH; mannitolu i np. ugrupowaniem substancji leczniczej zawierajacym azot [174].
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Niezgodno$ci substancji leczniczych z megluming i1 chitozanem moga by¢é wynikiem
tworzenia si¢ wigzania wodorowego pomigdzy grupa hydroksylowa megluminy lub chitozanu
1 grupa aminowa substancji leczniczej, podobnie jak w przypadku celekoksybu [259].
Natomiast w wyniku zmieszania substancji leczniczej z poliwinylopirolidonem, niezgodnosci
moga by¢ skutkiem reakcji chemicznej zachodzacej podczas ogrzewania, tak jak w przypadku
mieszaniny kwasu acetylosalicylowego 1 poliwinylopirolidonu [60]. By¢ moze jest to
przyczyna przesunigcia piku topnienia kwasu acetylosalicylowego w kierunku nizszych
wartosci temperatur i nalozenia si¢ tego piku na pik dehydratacji poliwinylopirolidonu.
Autorzy podaja tez inna przyczyne interakcji  kwasu acetylosalicylowego z
poliwinylopirolidonem. = Uwazaja, 1z woda uwolniona  podczas  dehydratacji
poliwinylopirolidonu (zakres temp. 53,2-113,5°C) przyczynia si¢ do rozktadu tego kwasu. W
literaturze opisano rowniez inne przypadki mieszanin poliwinylopirolidonu z substancjami
leczniczymi, takimi jak naproksen, ibuprofen, ketoprofen, kaptopryl [99, 156, 178, 193], w
ktorych zidentyfikowano, wynikajace z obecosci wody z pvp, interakcje w fazie stalej
zachodzace podczas ogrzewania. W przypadku zmieszania substancji leczniczej ze
stearynianem magnezu tworzy si¢ wiazanie wodorowe pomigdzy grupa hydroksylowa
stearynianu magnezu a grupa NH substancji leczniczej [174]. W literaturze jest takze opisana
interakcja chemiczna pomiedzy stearynianem magnezu a kwasem acetylosalicylowym [60],
ktéra zachodzi podczas ogrzewania. Znane sa tez przypadki interakcji stearynianu magnezu z
glibenklamidem, atenololem, ibuprofenem, ketoprofenem, katoprylem i olanzaping [91, 119,
156]. Z kolei zmieszanie kofeiny z sorbitolem doprowadzito do niezgodnosci,
prawdopodobnie ze wzgledu na wiazanie wodorowe, podobnie jak w przypadku mieszaniny
mannitolu z acetazolamidem, pomigdzy grupami C-H i CH, sorbitolu i odpowiednimi
ugrupowaniami metyloksantyny. Natomiast niezgodno$ci wystgpujace w mieszaninach
metyloksantyn z sacharoza moga by¢ prawdopodobnie wynikiem reakcji karmelizacji
sacharozy. Karmelizacja polega na usunigciu wody z cukru, a nastepnie w reakcjach
izomeryzacji 1 polimeryzacji tworza rézne zwiazki chemiczne. Doktadne mechanizmy tych

reakcji nie sa jeszcze w petni znane.
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20 [stopnie]

Rys. 37. (A) Krzywe DSC i (B) dyfraktogramy acetazolamidu (a), laktozy (g) i ich mieszanin w stosunku
molowym 9:1 (b), 7:3 (c), 1:1 (d), 3:7 (e), 1:9 ().
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Rys. 38. (A) Krzywe DSC i (B) dyfraktogramy acetazolamidu (a), B-cyklodekstryny (g) i ich mieszanin
stosunku masowym 9:1 (b), 7:3 (¢), 1:1 (d), 3:7 (e), 1:9 (f).
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Rys. 39. (A) Krzywe DSC i (B) dyfraktogramy acetazolamidu (a), poliwinylopirolidonu K30 (g) i ich mieszanin
w stosunku masowym 9:1 (b), 7:3 (c), 1:1 (d), 3:7 (e), 1:9 (f).
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28 [stopmnie]

Rys. 40. (A) Krzywe DSC i (B) dyfraktogramy acetazolamidu (a), stearynianu magnezu (g) i ich mieszanin w
stosunku molowym 9:1 (b), 7:3 (¢), 1:1 (d), 3:7 (e), 1:9 ().
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Rys. 41. (A) Krzywe DSC i (B) dyfraktogramy atenololu (a), laktozy (g) i ich mieszanin w stosunku molowym
9:1 (b), 7:3 (¢), 1:1 (d), 3:7 (e), 1:9 ().
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Rys. 42. (A) Krzywe DSC i (B) dyfraktogramy hydrokortyzonu (a), laktozy (g) i ich mieszanin w stosunku
molowym 9:1 (b), 7:3 (¢), 1:1 (d), 3:7 (e), 1:9 ().
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26 [stopnie]

Rys. 43. (A) Krzywe DSC i (B) dyfraktogramy hydrokortyzonu (a), stearynianu magnezu (g) i ich mieszanin w
stosunku molowym 9:1 (b), 7:3 (c), 1:1 (d), 3:7 (e), 1:9 ().
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Rys. 44. Krzywe DSC kofeiny (a), glikokolu (k) i ich mieszanin w stosunku molowym 9:1 (b), 4:1 (c), 7:3 (d),
3:2 (e), 1:1 (), 2:3 (g), 3:7 (h), 1:4 (1), 1:9 ().
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26 [stopnie]

Rys. 45. (A) Krzywe DSC i (B) dyfraktogramy kofeiny (a), sacharozy (k) i ich mieszanin w stosunku molowym
9:1 (b), 4:1 (c), 7:3 (d), 3:2 (e), 1:1 (), 2:3 (g), 3:7 (h), 1:4 (i), 1:9 (j).
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Rys. 46. (A) Krzywe DSC i (B) dyfraktogramy teobrominy (a), glikokolu (k) i ich mieszanin w stosunku
molowym 9:1 (b), 4:1 (¢), 7:3 (d), 3:2 (e), 1:1 (f), 2:3 (g), 3:7 (h), 1:4 (1), 1:9 (j).
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Rys. 47. Krzywe DSC teofiliny (a), glikokolu (k) i ich mieszanin w stosunku molowym 9:1 (b), 4:1 (c), 7:3 (d),
3:2 (e), 1:1 (), 2:3 (g), 3:7 (h), 1:4 (1), 1:9 ().
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WNIOSKI



Wspomagane  wielowymiarowymi  technikami  eksploracji  danych  badania
termoanalityczne 1 spektroskopowe 63. ukladow ztozonych z substancji leczniczych i
substancji pomocniczych oraz ich dwusktadnikowych mieszanin fizycznych wskazaty
na przydatno$¢ analizy termograwimetrycznej 1 spektrofotometrii IR w identyfikacji
potencjalnych niezgodnosci fizykochemicznych wystepujacych w fazie preformulacji

statej postaci leku.

. Niniejsza praca jest pierwszym opisanym w fachowej literaturze przypadkiem
wykorzystania wielowymiarowych technik eksploracji danych - analizy skupien (CA)
i analizy glownych sktadowych (PCA) jako metod wspomagajacych interpretacje
krzywych TG 1 widm IR, zwigkszajac ich uzyteczno§¢ w wykrywaniu niezgodnosci

pomiedzy substancjami leczniczymi i pomocniczymi.

Obliczenia CA 1 PCA wykonane na kilkuset macierzach danych uzyskanych na
podstawie krzywych TG i1 widm IR wykazaty, Ze najwigcej informacji o potencjalnych
niezgodnos$ciach fizykochemicznych dostarczaja wykresy CA uzyskane w wyniku
obliczen z uzyciem hierarchicznej aglomeracji Warda z euklidesowa miara odleglosci.
W przypadku PCA, najbardziej czytelne rozmieszczenie badanych mieszanin na
dwuwymiarowe]j plaszczyznie PC1 wzgledem PC2 uzyskano stosujac algorytm -

varimax znormalizowany.

Wyniki obliczeh CA wskazujace na brak niezgodnosci pomigdzy sktadnikami
mieszanin, przedstawialy na dendrogramie dwa duze skupienia, z ktérych jedno
grupowato substancje pomocnicza i mieszaniny fizyczne o duzej zawartos$ci substancji
pomocniczej (najczesciej o stosunku substancji leczniczej do substancji pomocniczej
wynoszacym 1:9, 3:7, takze 1:1, a czasem nawet 7:3). Drugie skupienie stanowita
substancja lecznicza i mieszaniny o wysokiej zawarto$ci substancji leczniczych
(najczesciej o stosunku substancji leczniczej do substancji pomocniczej rownym 9:1,
7:3, a takze 1:1). Natomiast inna organizacja skupien niz opisana wyzej, wskazywala

na niezgodnosci.

W przypadku obliczen PCA, o braku niezgodnosci pomigedzy sktadnikami mieszanin

wskazywata lokalizacja probek wzdtuz osi PC1. Jeden ze skladnikéw znajdowat sig
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przy najbardziej ujemnej wartosci PC1, nastgpnie ulozone byly mieszaniny o
stopniowo malejacej zawartosci pierwszego, a wzrastajace] zawartosci drugiego
sktadnika, po czym drugi sktadnik znajdowat si¢ przy najbardziej dodatnich
warto$ciach osi PC2. Druga gtéwna sktadowa o niewielkiej wariancji decydowata o
tym, ze badane probki nie byly utozone w linii rownolegtej do osi PCI. Inne
rozmieszczenie probek na wykresie PC1 wzgledem PC2 niz opisane wyzej

wskazywalo na niezgodnosci.

. W przypadku metody TG, procent wyjasnianej zmiennosci przez PCI1 dla
analizowanych mieszanin miescit si¢ w przedziale 41,6—78,7%. Natomiast druga
gléwna sktadowa wyjasniata od 11,2 do 36,7% zmienno$ci probek, trzecia 4,2—18,7%.
W zwiazku z takim rozktadem zmiennosci, interpretacje wynikéw obliczen PCA

przeprowadzono na wykresie dwuwymiarowym, PC1 wzgledem PC2.

. Procent wyjasnianej zmienno$ci uzyskany w wyniku wykorzystania PCA do
interpretacji widm IR mies$cit si¢ w przedziale 50,3-92,8%, PC2 wyjasniato od 5,6 do

41,9% zmiennosci, natomiast PC3 od 0,8 do 9,0% zmiennosci.

W przypadku 11. sposréd 63. mieszanin, wyniki analizy TG 1 IR wspomagane
wielowymiarowymi technikami eksploracji danych, réznity si¢ ocena potencjalnych
interakcji pomigdzy substancja lecznicza i pomocnicza. Analiza TG wspomagana CA i
PCA w czterech przypadkach nie zostata potwierdzona wynikami uzyskanymi za
pomoca technik DSC i XRPD. Natomiast analiza IR wspomagana CA 1 PCA w
siedmiu przypadkach data odmienne wyniki niz DSC i XRPD.

Roéznice w interpretacji krzywych TG i1 widm IR za pomoca CA 1 PCA dotyczylty w
wigkszosci mieszanin acetazolamidu z substancjami pomocniczymi, a w mniejszym
stopniu mieszanin hydrokortyzonu i kofeiny. Najbardziej zgodne wyniki uzyskano dla
mieszanin atenololu, teobrominy i teofiliny z substancjami pomocniczymi. Natomiast
laktoza, glikokol i stearynian magnezu stanowily substancje pomocnicze najczgscie]
generujace rozbieznosci w interpretacji wynikow CA i PCA. Powodem réznic w
interpretacji wynikdw obu metod moze by¢ mniej doktadny odczyt temperatury z
krzywej TG w poréwnaniu do zapisu cyfrowego spektrofotometru IR, rowniez mata
liczba danych wyznaczonych z krzywych TG w zakresie 20-300°C. W przypadku

widm IR wykorzystano 402. wartosci transmitancji do obliczen CA 1 PCA.
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10. Wyniki obliczen CA i PCA w oparciu o dane uzyskane z krzywych TG i widm IR

11.

zostaly potwierdzone za pomoca analiz DSC 1 dyfrakcyjnej rentgenowskiej analizy

proszkowe;.

W efekcie przeprowadzonych badan opracowano prosta, szybka i powtarzalna
procedur¢ identyfikacji potencjalnych niezgodnosci fizykochemicznych migdzy
sktadnikami w mieszaninach substancji leczniczych 1 pomocniczych. Wprowadzenie
do interpretacji wynikow TG 1 IR technik analizy wielowymiarowej jest pierwsza
udana proba wykorzystania technik eksploracji danych jako narz¢dzi wspomagajacych

potwierdzenie faktu wystapienia niezgodnosci migdzy sktadnikami mieszanin.
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STRESZCZENIE



Ze wzgledu na fakt, iz w sklad preparatow farmaceutycznych wchodza substancje o
r6éznych wlasciwosciach fizykochemicznych, istnieje duze prawdopodobienstwo pojawienia si¢
interakcji. Efektem oddzialywan pomigdzy sktadnikami produktu leczniczego moga by¢
zmiany wiasciwosci chemicznych, fizycznych lub aktywno$ci farmakologicznej czynnego
sktadnika. Reakcje zobojg¢tniania, hydrolizy, utleniania-redukcji lub reakcje kombinacji
prowadza do niezgodno$ci chemicznych. Natomiast niezgodnos$ci fizyczne uwidaczniaja si¢ w
postaci zmiany rozpuszczalnosci, adsorpcji substancji leczniczej na substancji pomocniczej lub
tworzenia eutektyku. Niekorzystne zmiany moga ujawnia¢ si¢ od razu, stopniowo lub dopiero
po pewnym czasie.

Biorac powyzsze pod uwage, poszukuje si¢ skutecznych metod wykrywania
niezgodnosci pomigdzy aktywnym = sktadnikiem farmaceutycznym a  substancjami
pomocniczymi na etapie preformulacji. Wybdr metod pomocnych w wykrywaniu
niezgodnos$ci fizykochemicznych jest ograniczony, m.in. ze wzgledu na dtugi czas trwania
analiz 1 ich pracochlonno$¢. Najczgsciej polecane do tego typu badan sa techniki analizy
termicznej, tj. DSC, DTA, TG i DTG oraz metody spektroskopowe z zakresu IR i
rentgenografia proszkowa. Stosowany bywa réwniez test izotermicznego stresu w potaczeniu
z DSC. Najwigce] problemow sprawia jednak interpretacja wynikow uzyskiwanych za
pomoca analizy termograwimetrycznej i spektrofotometrii w zakresie IR. W zwiazku z tym,
w niniejszej rozprawie doktorskiej zaprezentowano nowy sposob interpretacji krzywych TG 1
widm IR poprzez wykorzystanie zaawansowanych metod analizy wielowymiarowe;.

Gtownym celem pracy byla ocena przydatno$ci zaawansowanych, statystycznych
metod wielowymiarowych: analizy skupien (CA) i analizy gtownych sktadowych (PCA), jako
metod wspomagajacych analiz¢ krzywych TG 1 widm IR pod katem wykrywania
niezgodno$ci pomigdzy substancjami leczniczymi i pomocniczymi.

Aplikacja wyzej wymienionych technik eksploracyjnych do interpretacji krzywych TG
1 widm IR jest nowym, dotychczas nie stosowanym sposobem w interpretacji danych nie
tylko w termograwimetrii i spektrofotometrii IR, ale takze stanowi nowe podej$cie przy
badaniu niezgodno$ci na etapie opracowywania sktadu preparatéw farmaceutycznych.

Interpretacja wynikéw badan przeprowadzonych za pomoca TG i IR w zakresie
identyfikacji niezgodnos$ci nie dostarcza jednoznacznych danych. Z ksztattu krzywych TG
mozna jedynie wnioskowa¢ o zmianie masy (ubytkach masy) podczas reakcji termicznych
oraz wskaza¢ zakresy temperatur, w ktorych te reakcje zachodza. Jednakze na podstawie

krzywych TG nie uzyskuje si¢ petnej informacji o rodzaju procesu termicznego. Wielkosci
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ubytkow masy zaleza, m.in. od stechiometrii reakcji zachodzacych podczas ogrzewania i
towarzysza im efekty endo lub egzotermiczne, ktore mozna rejestrowac za pomoca krzywych
DTA Iub DSC. W zwiazku z tym na podstawie ksztaltu krzywej TG trudno jest ocenic
zdolno$¢ do wzajemnego mieszania si¢ skladnikéw. Ponadto, metoda TG umozliwia
obserwacje interakcji pomigdzy substancja lecznicza 1 pomocnicza W wyzszych
temperaturach, w zwiazku z tym nie uzyskuje si¢ informacji o tym, czy niezgodno$¢ zachodzi
w temperaturze pokojowej. Wyzsza temperatura dziata jak katalizator, przyspieszajac
przebieg danej reakcji. Stad tez nie wiadomo, czy dana reakcja zachodzi natychmiast, czyli po
zmieszaniu skladnikéw w temperaturze pokojowej, czy po pewnym czasie, a wyzsza
temperatura tylko przyspiesza jej przebieg. Na to pytanie cze¢sciowo uzyskano odpowiedz
poprzez zastosowanie spektrofotometrii IR, w przypadku ktorej pomiary sa prowadzone w
temperaturze pokojowej. Jednakze ztozono$¢ widm IR, a takze fakt nakladania si¢ na siebie
charakterystycznych pasm absorpcji roznych grup funkcyjnych w przypadku analizy
mieszanin, utrudnia interpretacje widm IR, a tym samym identyfikacj¢ niezgodnosci. Aby
pokona¢ trudno$ci zwiazane z przypisaniem okreSlonym grupom chemicznym
charakterystycznych pasm absorpcji w widmie IR, jak rowniez z powigzaniem zmian masy na
krzywej TG mieszanin z rozktadem okreslonych sktadnikow, po raz pierwszy zastosowano
wielowymiarowe techniki eksploracyjne jako metody wspomagajace interpretacj¢ krzywych
TG i widm IR.

Badania realizowane w ramach niniejszej pracy polegaly na wykonaniu, przy
zastosowaniu programu komputerowego Statistica 10, analizy chemometrycznej krzywych
TG 1 widm IR 63. dwuskladnikowych uktadéw fizycznych zawierajacych acetazolamid,
atenolol, baklofen, hydrokortyzon, piroksykam, kofeing, teofiling i teobroming jako
substancje lecznicze oraz glikokol, glukozg, mannitol, sorbitol, laktoze, sacharozg, celulozeg
mikrokrystaliczna, skrobig rozpuszczalna, metyloceluloze, B-cyklodekstryng, gume arabska,
megluming, chitosan, poliwinylopirolidon K-30, stearynian magnezu 1 talk jako substancje
pomocnicze. Kazdy badany wuktad skladal si¢ z pieciu lub dziewigciu mieszanin
dwusktadnikowych, zawierajacych substancj¢ lecznicza i1 pomocnicza w okreslonych
proporcjach. Do analizy wybrano losowo wyzej wymienione substancje lecznicze, nalezace
do réznych grup anatomiczno-terapeutyczno-chemicznych jako substancje modelowe.
Natomiast substancje pomocnicze to substancje chemiczne powszechnie stosowane w
formulacji statych postaci lekow.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze w przypadku obliczen CA, najbardziej

uzyteczna okazata si¢ hierarchiczna aglomeracja Warda z euklidesowa miara odleglosci,
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natomiast w przypadku PCA, algorytm - varimax znormalizowany. Ponadto w metodzie CA,
do wyodrgbnienia statystycznie istotnych skupisk uzyto indeksu Sneatha na poziomie 33 i
66% maksymalnej miary odlegtosci. Na brak interakcji pomigdzy sktadnikami wskazywatly
dwa duze skupienia na dendrogramie CA, z ktorych jedno grupowato substancje¢ pomocnicza
1 mieszaniny fizyczne o duzej zawarto$ci substancji pomocniczej (najczesciej o stosunku
substancji leczniczej do substancji pomocniczej wynoszacym 1:9, 3:7, takze 1:1, a czasem
nawet 7:3). Drugie skupienie stanowila substancja lecznicza i mieszaniny o wysokiej
zawarto$ci substancji leczniczych (najczesciej o stosunku substancji leczniczej do substancji
pomocniczej rownym 9:1, 7:3, a takze 1:1). Natomiast inna organizacja skupien niz opisana
wyzej, wskazywata na niezgodnosci. Na podstawie obliczen PCA, na brak interakcji wskazuje
fakt, ze skladniki 1 ich mieszaniny fizyczne nie tworza wyraznych klasteréw w
dwuwymiarowym uktadzie, PCl wzgledem PC2. Wszystkie probki zlokalizowane sa
natomiast wzdhuz osi PCI1, rozpoczynajac od jednego sktadnika znajdujacego si¢ przy
najbardziej ujemnej wartosci PC1, poprzez kolejne mieszaniny o stopniowo malejacej
zawarto$ci pierwszego, a wzrastajacej zawarto$ci drugiego sktadnika, az do drugiego
sktadnika umiejscowionego przy najbardziej dodatnich wartosciach osi PC2. Druga gtowna
sktadowa o niewielkiej wariancji decydowata o tym, ze badane probki nie byty utozone w
linii réwnoleglej do osi PC1. Utozenie probek na wykresie PC1 wzgledem PC2 odbiegajace
od powyzszego schematu wskazywato na niezgodnosci.

Analizujac krzywe TG mieszanin za pomoca PCA stwierdzono, ze najwigksza czg$¢
zmienno$ci jaka wyjasniata PC1 to 78,7%. Natomiast druga gtowna sktadowa wyjasniata do
36,7% zmienno$ci w badanej macierzy danych, a trzecia do 18,7%. Z kolei analizujac widma
IR za pomoca PCA, uzyskano wartosci PC1 w granicach 50,3-92,8% zmienno$ci, wartosci
PC2 od 5,6 do 41,9% zmienno$ci 1 warto$ci PC3 od 0,8 do 9,0% zmiennosci.

Wyniki uzyskane na podstawie interpretacji krzywych TG i widm IR w oparciu o
wielowymiarowe techniki eksploracji danych wykazaty, iz w jedenastu przypadkach
interpretacja krzywych TG 1 widm IR roznita sig, t.j. w przypadku krzywych TG stwierdzono
interakcje, a widma IR tego nie potwierdzaty, lub odwrotnie. Zastosowanie DSC jako metody
polecanej do szybkiej identyfikacji interakcji pomigdzy skladnikami mieszanin oraz
proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej (XRPD) pozwolilo zweryfikowaé wyniki uzyskane za
pomoca metod TG i IR. I tak wyniki interpretacji krzywych TG w czterech przypadkach nie
zostaly potwierdzone za pomoca technik DSC i XRPD, natomiast wyniki interpretacji widm
IR w siedmiu przypadkach nie zostaty potwierdzone za pomoca technik DSC 1 XRPD. Nalezy

podkresli¢, iz laktoza i glikokol stanowily substancje pomocnicze najczesciej generujace
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rozbiezno$ci w interpretacji wynikow CA 1 PCA. Réwniez w przypadku stearynianu
magnezu, w mieszaninach z substancja lecznicza czg$ciej obserwowane byly roznice w
wynikach CA 1 PCA niz w mieszaninach z pozostalymi substancjami pomocniczymi.

Przyczyna btedow w interpretacji wynikdw uzyskanych z krzywych TG moze by¢
mniej doktadny odczyt temperatury ubytkow masy w poroéwnaniu do zapisu cyfrowego
spektrofotometru IR. RoOwniez mata liczba danych wyznaczonych z krzywych TG w zakresie
20-300°C 1 uzyta do analizy za pomoca wielowymiarowych technik eksploracji danych moze
by¢ powodem niewtasciwej interpretacji wynikéw. W przypadku widm IR do obliczen CA i
PCA wykorzystano 402. warto$ci transmitancji. Widmo IR zawiera wiele roznych pasm
odpowiadajacych drganiom rozciagajacym i deformacyjnym. Wigkszos¢ grup funkcyjnych
daje charakterystyczne pasma absorpcji, ktore znajduja si¢ w widmie w zblizonym zakresie
liczb falowych. W zwiazku z tym fakt nakladania si¢ pasm absorpcji i zlozono§¢ widm IR
moze utrudnia¢ ich interpretacjg.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze wielowymiarowe techniki eksploracji danych —
analiza skupien i analiza gléwnych sktadowych sa przydatne jako metody wspomagajace
interpretacj¢ wynikow analizy termograwimetrycznej i spektrofotometrycznej IR podczas
wykrywania niezgodno$ci pomiedzy substancjami leczniczymi i pomocniczymi.

Wyniki obliczen CA i PCA w oparciu o dane uzyskane z krzywych TG 1 widm IR, w
przypadku wigkszo$ci mieszanin zostaty potwierdzone wynikami analizy DSC i dyfrakcyjnej
rentgenowskiej analizy proszkowej. To dowodzi, ze metody eksploracji danych sa metodami

wiarygodnymi, ktére moga by¢ pomocne w technologii farmaceutyczne;.
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ABSTRACT



Due to the fact that substances of various physicochemical properties are included in the
composition of pharmaceutical preparations, there is every likelihood of the appearance of the
interaction. The effect of the interactions among ingredients of a drug product may lead to the
change of chemical and physical properties or to pharmacological activity of its active
ingredient. Reactions of acid-base, hydrolysis, oxidation-reduction as well as the combination
reactions lead to the chemical incompatibilities, whereas physical incompatibilities reveal in the
form of change of solubility, drug adsorption on the excipients or the creation of eutectic.
Adverse changes may appear immediately, gradually or after a certain amount of time.

Taking the abovementioned into consideration, effective methods of detecting the
incompatibilities between an active pharmaceutical ingredient and excipients at the
preformulation stage are sought. The selection of methods helpful in the detection of
physicochemical incompatibilities is limited, inter alia due to the long period of the analyses
and their labour intensity. For these types of tests the most commonly recommended are the
techniques of thermal analysis, i.e. DSC, DTA, TG and DTG and spectroscopic methods in IR
and X-ray crystallography. Izothermal stress test in connection with DSC is also used.
However, the interpretation of results obtained by means of thermogravimetric and
spectrophotometric IR analysis causes the most problems. With relation to this, in this PhD
dissertation a new method of interpretation of TG curves and IR spectra with the use of
advanced method of multivariate analysis has been presented.

The main aim of the study was the assessment of the usefulness of advanced,
statistical multivariate methods: cluster analysis (CA) and principal component analysis
(PCA) as a method supporting the TG curve analysis and IR spectra analysis paying attention
to the detection of incompatibilities between drug and excipients.

The application of the abovementioned exploratory techniques to the interpretation of
TG curves and IR spectra is a new and to date not applied method in the interpretation of
datanot only in thermogravimetry and IR spectrophotometry, but it also constitutes a new
approach towards the examination of incompatibilities at the stage of formulation the
composition of pharmaceutical preparations.

The interpretation of the results of the examination conducted by means of TG and IR
in the scope of identification of incompatibilities does not provide unequivocal data. What
may be concluded from the shape of TG curves is the change of mass (mass loss) during the
thermal reactions and the range of temperatures within which the reactions occur may be
indicated. However, on the basis of TG curves full information concerning the type of thermal

process is not obtained. The scopes of mass loss depend inter alia on stoichiometry of the
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reactions occurring during heating and are accompanied by endothermic and exothermic
effects, which may be recorded by means of DTA and DSC. Therefore, it is difficult to assess
the capability of mutual mixing of the ingredients on the basis of the shape of TG curve.
Moreover, TG method enables the observation of the interactions between drugs and
excipients in higher temperatures; however, information whether incompatibility occurs in
room temperature is not obtained. Higher temperature functions as a catalyst, accelerating the
course of a given reaction. Therefore, it is unknown whether a given reaction occurs
immediately, that is after the mixing of the ingredients in a room temperature, or after certain
time, and a higher temperature only accelerates its course. This question was answered
partially by using IR spectrophotometry, in case of which measurements are conducted in a
room temperature. However, the complexity of IR spectra, and the fact of overlapping of
characteristic absorption bands of various functional groups in case of mixture analysis,
hinders the interpretation of IR spectra, and also the identification of incompatibilities. In
order to overcome the difficulties connected with the fact that certain chemical group are
assigned to characteristic absorption bands in IR spectrum and the change of mass on TG
curve of the mixtures is assigned to the decomposition of certain ingredients, multivariate
exploratory techniques as methods supporting the interpretation of TG curves and IR spectra
were applied for the first time.

The research realized within the framework of this PhD dissertation consisted in
conducting, by means of the computer program Statistica 10, chemometric analysis of TG
curves and IR spectra 63 of two-component physical systems including acetazolamide,
atenolol, baclofen, hydrocortisone, piroxicam, caffeine, theobromine and theophylline as
drugs and glicocol, glucose, mannitol, sorbitol, lactose, saccharose, cellulose, starch,
methylcellulose, f—cyclodextrin, Arabic gum, meglumine, chitosan, polyvinylpyrrolidone K-
30, magnesium stearate and talc as excipients. Each studied system consisted of five or nine
two-component mixtures, including a drug and an excipient in specific proportions. For the
analysis the abovementioned drugs which belong to various anatomic, therapeutic and
chemical groups were selected as model substances, whereas excipients are chemical
substances commonly used in formulation of solid forms of medicines.

The conducted research showed that in case of CA calculations, Ward’s hierarchical
agglomeration with the Euclidean distance turned out to be the most useful, and in case of
PCA, algorithm — standardized varimax. Furthermore, in CA method, in order to isolate the
statistically essential clusters, the Sneath index at the level of 33 and 66% of the maximum

distance was applied. Lack was interactions between the ingredients was indicated by two
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large clusters on CA dendrogram, from which one grouped excipients and physical mixtures
with a high content of excipients (usually the ratio of drug to excipient amounted to 1:9, 3:7,
also 1:1 and sometimes even 7:3). The second cluster was the drug and mixtures of high
content of drug (usually the ratio of drug to excipient equaled 9:1, 7:3 and 1:1). However,
other organization of clusters than the one described above indicated the incompatibilities. On
the basis of PCA calculations, lack of interactions is indicated by the fact that the ingredients
and their physical mixtures do not form the distinct clusters in a two-component system, PC1
versus PC2. All samples located along PC1 axis, staring from one ingredient located by the
most negative value of PC1, through next mixtures with gradually decreasing values of the
first ingredient and increasing values of the second one, to the second ingredient located by
the most positive values of PC2 axis. The second principal component with lower variability
decided on the fact that studied samples were not placed in a parallel line to PC1 axis. The
location of samples on the graph of PCI versus PC2 diverging from the above scheme
indicated the incompatibilities.

While analyzing TG curves of the mixtures by means of PCA it was stated that the
greatest variability which PC1 was explaining was 78,7%. However, the second principal
component was explaining 36,7% of variability in a studied matrix of data and the third - up
to 18,7%. In turn, while analyzing IR spectra by means of PCA, the values of PC1 in the
range of 50,3-92,8% of variability, the value PC2 from 5,6% to 41,9% of variability and PC3
from 0,8 to 9,0% of variability were obtained.

The results obtained on the basis of the interpretation of TG curves and IR spectra
with aid of multivariate exploratory techniques indicated that in eleven cases the
interpretation of TG curves and IR spectra varied, i.e. in case of TG curves an interaction was
confirmed, however, IR spectra did not confirm that or vice versa. The application of DSC as
a method recommended for a fast identification of interaction between ingredients of mixtures
and X-ray Power Diffraction (XRPD) allowed for a verification of results obtained by means
of TG and IR methods. In four cases the results of interpretation of TG curves were not
confirmed by means of DSC and XRPD techniques, and the results of interpretation of IR
spectra were not confirmed by means of DSC and XRPD techniques in seven cases. It should
be emphasized that lactose and glicocol constituted excipients most commonly generating the
divergence in the results interpretation of CA and PCA. Also, in case of magnesium stearate,
in mixtures with drug the differences in results of CA and PCA were more often observed

than in mixtures with other excipients.
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The reason for the mistakes in the interpretation of results obtained from TG curves
may be a less accurate reading of the temperature of mass loss in comparison with the digital
record of IR spectrophotometer. Moreover, little amount of data determined from TG curves
in the scope of 20-300°C and the use of multivariate exploratory techniques may be the
reason for the improper interpretation of the results. In case of IR spectra, 402 values of
transmittance were used for the calculations of CA and PCA. IR spectra contains a variety of
bands corresponding to stretching and deformative vibrations. Majority of functional groups
gives characteristic absorption bands, which are located in the spectrum in similar range of
wavenumbers. Due to this, the fact of overlapping of absorption bands and the complexity of
IR spectra may hinder their interpretation.

The conducted study showed that multivariate exploratory techniques of data — the
cluster analysis and principal component analysis are useful as methods supporting the
interpretation of results of thermogravimetrical analysis and IR spectrophotometrical analysis
during the detection of incompatibilities between drugs and excipients.

The results of CA and PCA calculations on the basis of the data obtained from TG
curves and IR spectra in case of majority of mixtures were confirmed by the results of DSC
analysis and XRPD. It proves that the methods of data exploration are reliable and may be

helpful in pharmaceutical technology.
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