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Uvod

Pro obalovani peroralnich 1ékovych forem (tablet,
tobolek, pelet) existuje celd fada divodi — estetické'
(zlepseni vzhledu, maskovani nepfijemné chuti a zapachu,
snadn&jsi aplikace), identifikaéni*’, technologické'*
(zajisténi stability piipravku, mechanické odolnosti, oddé-
leni inkompatibilnich sloZek, ochrana 1éciva pfed kyselym
prosttedim zaludku) a zejména divody terapeutické.
Vhodnym obalem lze zajistit absorpci 1éCivé latky az ve
sttevnim traktu’, jeji uvoliovani z lékové formy v daném
gasovém intervalu®, &i jeji cilené smérovani do urité &asti
stfeva. Vyhodami obalenych pfipravki s fizenym uvolio-
vanim jsou snizena frekvence davkovani 1éku, redukce
vykyvt plazmatické hladiny 1é¢iva, mensi vyskyt nezadou-
cich ucinku a s tim souvisejici zlepsena spoluprace pacien-
ta’. Uvoliovani 1¢¢ivé latky z obalenych piipravk fidi jak
sloZeni obalu, tak i jeho tloustka.

Ke stanoveni tloustky obalu tablet se ve farmaceutic-
ké technologii vyuziva celda tada postupti. Tyto postupy
zahrnuji pfimé mikroskopické stanoveni, sledovani hmot-
nostniho pfirdstku obalovanych tablet, analytické stanove-
ni nekteré slozky obalu (napf. kapalinovou chromatogra-
fii). V nékterych pripadech je mozné sledovat kvalitu oba-
lu zkouskou disoluce. VSechny uvedené techniky jsou
vSak ¢asov€ naro¢né, coz vede ke sniZeni kapacity a efek-
tivity vyroby a ke zvySeni provoznich nakladl pii vyrobé
obalovanych tablet. Snaha zajistit pozadovanou kvalitu
produktli a umoznit monitorovani vyrobnich procest vede
farmaceuticky primysl k zavadéni novych analytickych
metod®. NIR spektroskopie patii mezi tzv. procesni analy-
tické metody, u kterych se klade diraz na rychlost analyzy
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vcetné moznosti kontinualni on-line analyzy ve vyrobnim
procesu. Pfi porovnani s béZzn€ pouzivanymi postupy nabi-
zi NIR spektroskopie mnoho vyhod: spektrum mize byt
zaznamenano v nékolika malo sekundach, charakter analy-
zy je nedestruktivni, nevyzaduje obvykle zadnou specialni
upravu vzorku a v mnoha pifipadech pfipousti op&tovné
pouziti jiz proméfenych vzorkt. Nevyhodou NIR spektro-
skopie je silny prekryv absorpcnich past, a proto musi byt
kalibra¢ni algoritmus vytvofen pomoci chemometrickych
metod’. Na druhou stranu jednou vytvofeni metoda je
snadno aplikovatelna a poskytuje velmi rychle vysledky,
a to i pro nékolik parametrt najednou'”.

V literatuie je doposud uvedeno jen n€kolik praci
zabyvajicich se stanovenim mnozstvi polymerniho materi-
4lu naneseného na jadra tablet'""'? nebo pelet'®. Cilem této
prace bylo vyvinout a validovat metodu, kterd by byla
schopna spolehlivé stanovit praimérnou tloustku polymer-
niho obalu naneseného na jedné tableté. Do kalibracni
sady byly navic zahrnuty dvé nezavisle pripravené skupiny
vzorkl tak, aby byla popsana i variabilita vyrobniho proce-
su a tim ovéfena moznost praktického vyuziti NIR spekt-
roskopie v kontrole procesu obalovani ve farmaceutickém
pramyslu.

Experimentalni ¢ast
Vyroba obalenych tablet

Pro ptipravu tabletoviny byly pouzity mikrokrystalic-
ka celulosa (Avicel® PH 101, Mingtai Chemical, Taiwan),
hydrogenfosfore¢nan vapenaty dihydrat (Emcompress”®,
Penwest Pharmaceuticals Co., Velkd Britanie), povidon
(Kollidon® 25, BASF, Némecko) a stearan hore¢naty
(RNDr. Jan Kulich, Ceska republika). Z ptipravené table-
toviny se lisovaly tablety tvaru ¢oc¢ky na vystfednikovém
tabletovacim lisu Korsch (EKO Korsch Pressen, Némec-
ko) s pouzitim razidel o priméru 10 mm. Hmotnost tablet
byla nastavena pfiblizné na 0,450 g. Pti zvolené lisovaci
sile 17 550 N byla pevnost tablet okolo 100 N.

K obalovani se pouzila hypromelosa (Pharmacoat®
606, Schin-Etsu, Japonsko) ve formé 7,5% vodného rozto-
ku. Dal$imi slozkami roztoku bylo 0,8 % makrogolu 400
(Fluka Chemie GmbH, Svycarsko) a 0,05 % barviva
(methylrosanilinium chlorid, Lachema, Ceska republika).
Piedehratd jadra tablet (60 °C) byla obalena v laborator-
nim obalovacim bubnu CL 200 (Medipo Z.T., s.r.o., Ceské
republika). Roztok polymerniho filmu byl do systému
piivadén peristaltickou pumpou rychlosti 50 g min™ pod
tlakem 80 kPa a pfi teploté 45 + 3 °C. Obalené tablety byly
nasledné suseny 10 min pii teploté 50 +2 °C. Nastiikem
odpovidajictho mnozstvi roztoku pouzitého k obalovani
(200-1100 gramil) bylo vyrobeno deset Sarzi (oznaceni
vzorkd 1 200 az 1_1100) obalenych tablet s teoretickym
hmotnostnim podilem obalu 3,2-15,5 %. S cilem postih-
nout variabilitu vyrobniho procesu byl cely postup zopako-
van a bylo pfipraveno dalSich deset Sarzi obalenych tablet
(oznaceni vzorkti 2 200 az 2_1100). Obalené tablety byly
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ponechany pred dalSim testovanim 48 h v polyethy-
lenovém sacku pfi laboratorni teploté.

Stanoveni referen¢ni tloustky obalu

Tloustka naneseného obalu byla méfena optickym
stereomikroskopem (STM902, Lambda, Ceska republika)
propojenym pomoci CCD videokamery (Alphaphot, Ni-
kon, Japonsko) s pocitaem. Vyhodnoceni namétenych dat
bylo provedeno programem Ila 32 (Leco Instruments,
USA) umoziujicim pfimé méfeni vzdalenosti. U péti na-
hodné vybranych tablet z kazdé Sarze byla métena tlouStka
obalu na fezu podle schématu uvedeném na obr. 1 a vy-
sledky pro kazdou tabletu byly vyjadieny jako pramér
z deseti méteni.
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Obr. 1. Schéma mikroskopického méfeni tloust’ky obalu
(pocet méteni n = 10)
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NIR spektroskopie

NIR spektra byla méfena v rezimu difuzni reflektance
na spektrometru FT-NIR Nicolet Antaris (Thermo
Electron Corporation, USA) vybaveného integracni sférou.
Vzorky byly vkladany do drzéku tablet a méfena spektra
byla zaznamenéna v rozsahu vino&ti 4 00010 000 cm .
U kazdého vzorku tablety bylo nasnimdno 100 spekter,
ato pro ob¢ strany tablety a pro nasledné vyhodnoceni
bylo pouzito spektrum primérné. Celkovy ¢as méteni jed-
né tablety byl pfiblizné 3 min. Naméfena data byla zpraco-
vana pocitacovym programem TQ Analyst verze 6.2.1.509
(Thermo Nicolet Corporation, Inc., USA).

Vysledky a diskuse
Vyvoj kalibraéniho modelu

Hlavnim krokem stanoveni NIR spektroskopii je vy-
tvofeni kalibraéniho modelu, ktery je rozhodujici
v kvantitativni NIR spektroskopii'®. Vytvofeni kalibraéni-
ho modelu zahrnuje vybér reprezentativni sady kalibrac-
nich vzorkil, nasnimani spekter a stanoveni referencnich
hodnot u t&chto vzorkl, nalezeni kalibra¢niho algoritmu
a nasledné validaci vytvoteného modelu'’.

V prvnim kroku vytvofeni kalibraéniho modelu byla
vyrobena sada referenc¢nich vzorkl obalenych tablet. Ka-
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Obr. 2. a) NIR spektra obalené tablety (—), polymerniho filmu (---) a jadra tablety (--); b) mira korelace mezi zménami tloust’ky
obalu a zménami v intenzité absorpce v zavislosti na vinoc¢tu s vyznacenim vybranych oblasti pouZitych pii vypoctu algoritmu
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Tabulka I
Tloustky obalu tablet zjiSténé mikroskopickou analyzou

Laboratorni pfistroje a postupy

Tloustka obalu [pum]*

Sarze tableta 1 tableta 2 tableta 3 tableta 4 tableta 5
1200 228+52 30,3 +5,0 29,6 £6,6 26,7+7,5 26,0 £3,0
2 200 28,7+4,5 27,3+£3,6 274 +3,8 27,3+3,0 28,2+42
1300 30,5+6,5 31,1 +4,5 38,1 £5,6 38,1 +£5,6 34,5+ 4,6
2 300 35,3+3,9 34,1+3,3 38,7+ 5,0 41,8+9,1 35,2+3,9
1 400 44,7 +10,9 42,6+75 42.8+9,5 43,8 8,6 434+6,9
2 400 50,7+ 18,2 52,8 £ 11,0 51,3+11,2 48,6 8.0 47,9 +8,5
1 500 63,5+9,7 66,7 £ 10,4 60,9 £ 10,3 68,1 £6,8 63,4+7,9
2 500 67,4+179 60,6 8,2 62,9+ 8,9 64,1 +7,8 64,7 + 8,8
1_600 673+125 774+11,5 69,9+ 10,0 72,6 £10,8 77,8 £10,3
2 600 71,7+11,8 67,4 +16,0 66,5+ 13,0 71,0 £5,6 74,3+ 11,5
1 700 81,6 £12,2 79,3 £8,1 80,1 £10,3 84,7 +£10,4 83,3+ 10,7
2 700 87,9 £ 14,7 82,7+ 17,1 92,1 +£38,1 92,0 £ 8,0 98,5+ 16,2
1_800 79,9 £10,5 94,3 £ 10,2 107,1+7,8 95,3 +£8,4 94,4 +9,5
2 800 92,6 + 10,6 102,3+12,1 90,9 + 16,7 100,5+ 11,7 92,6 +15,7
1.900 102,6 + 12,0 104,7+ 11,0 94,8 + 10,3 104,2+9,9 99,1 +9,1
2 900 107,4 £ 154 111,0£17,6 94,1 £10,8 105,4 £ 19,7 99,8 +£ 18,8
1 1000 108,1 £12,9 118,1+14,3 116,7+ 12,4 1162+ 17,3 116,1 £ 12,5
2 1000 115,8+239 99,4 + 30,6 110,8+ 11,3 113,9+16,8 1094+ 11,5
1 1100 131,7 £ 14,9 119,1 £12,6 1263 £11,6 134,6 £ 13,7 1182 +11,7
2 1100 121,2 £ 24,5 107,8+9,0 123,0+ 17,5 124,7+17,2 1292 £ 17,2

? Vysledky jsou vyjadfeny jako primér z 10 méfeni + smérodatna odchylka

libracni sada zahrnovala 100 obalenych tablet (5 tablet
z kazdé z 20 vyrobenych Sarzi) s tloustkou polymerniho
filmu v rozmezi pfiblizné 25-125 um. Referen¢ni hodnoty
tlouStky polymerniho filmu obalenych tablet byly stanove-
ny mikroskopickou analyzou a jsou uvedeny v tab. I.
Vzhledem k velkému mnozstvi vicekvantovych pie-
chodii (overtoni) a kombina¢nich vibraci jsou spektra
v NIR oblasti malo charakteristicka a miizeme pozorovat
pouze obalovou kiivku téchto absorpénich ¢ar. Pro ziskani
analyticky vyznamnych informaci z NIR spekter je proto
nutné pouzit metody matematické statisticky — chemomet-
rie'”. V této praci byl kalibraéni model zkonstruovéan algo-
ritmem PLS, pfifazenim referencni hodnoty tloustky obalu
ke kazdému spektru a zaddnim téchto dat do programu TQ
Analyst. Rozsah vinoc¢tii vhodnych pro vypocet kalibraéni-
ho modelu byl hodnocen na zikladé pozorovani zmén
intenzity absorpcnich pasi ve spektrech tablet s riznym
mnozstvim nanesené¢ho polymerniho obalu (obr. 2). Kalib-
racni proces umoziuje nalézt pro kazdy vinocet miru kore-
lace mezi zménami tloustky obalu a zménami v intenzité
absorpce. Pro kalibracni model byly vybrany ty oblasti vl-
noctd, ve kterych vykazovaly zmény v intenzitdch absorpc-
nich past vyznamnou Kkorelaci v zavislosti na zménach
tloustky obalu. Vybrané oblasti pouZité v kalibracnim mo-
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delu byly 5681-5926 cm™' a 8040-8802 cm™' (obr. 2) a pii
rozlideni 4 cm™" obsahovaly 251 datovych bodil. Za ab-
sorpci NIR zafeni obalenymi tabletami v téchto oblastech
vlnoéti zodpovidaji zejména skupiny —CH;, —CHp—
a>CH- (C-H prvni a druhy overtone).

Charakteristiky kalibraéniho modelu

Kvalita vyvinutého kalibra¢niho modelu byla ovétena
porovnanim  referenénich  hodnot tloustky obalu
s hodnotami vypocitanymi algoritmem PLS, vyjadienim
chyby kalibracniho modelu (RMSEC), poctem odlehlych
standardd a po¢tem faktorti PLS. Zjisténa korela¢ni rovni-
ce ve tvaru: predikovana tloustka ¥ (um) = absolutni ¢len
+ smérnice x referencni tloustka X (um) byla ¥ = 1,964 +
0,975 x X (R2 = 0,975). Interval spolehlivosti pii o = 0,05
pro smérnici (0,943—1,007) zahrnoval hodnotu 1, coz uka-
zovalo na nepfitomnost systematické chyby v kalibra¢nim
modelu. Interval spolehlivosti pii o = 0,05 pro absolutni
Clen (-0,715 az 4,643) zahrnoval hodnotu 0, nenulovy
absolutni ¢len tudiz nebyl prokazan. Nalezena hodnota
chyby kalibra¢niho modelu RMSEC byla 4,9 um.

Pro nalezeni statisticky vyznamné odlehlych standar-
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da byl pouzit vypocet Mahalanobisovy vzdalenosti, ktera
je vyjadfenim odliSnosti mezi primérnym spektrem
a spektrem kazdého kalibrac¢niho standardu. Pro posouze-
ni, zda je odliSnost vyznamna, byl pouzit Chauvenetiv
test. V nasi kalibracni sadé nebyly odlehlé standardy nale-
zeny.

Faktory PLS pouzité v kalibracnim modelu zahrnuji
spektralni a soucasn¢ koncentracni informace. Kazdy fak-
tor reprezentuje nezavisly zdroj proménlivosti v kalibrac-
nich datech. Prvni faktor popisuje nejvice variability kalib-
racnich standardt a kazdy dalsi faktor popisuje vétSinu ze
zbyvajici variability. Vyznam kazdého dalSiho faktoru
PLS postupné klesa a je tfeba pocitat s tim, ze vysoky po-
Cet faktord PLS muze zahrnovat variabilitu Sumu a neméa
pro analyzu vyznam'’. Zvoleny pocet faktora PLS
v kalibra¢nim modelu byl 6, coz znacilo nizké riziko mo-
delovani Sumu meéfeni z divodu zahrnuti pfili§ mnoha
komponent do modelu.

Opakovatelnost méfeni

Vliv ndhodnych proménnych na presnost méteni byl
testovan desetkrat opakovanym méfenim NIR spekter na-
hodné vybraného vzorku obalené tablety z kalibracni sady
(Sarze 1_1000). Nameétena tloustka polymerniho obalu +
interval spolehlivosti (o0 = 0,05; po€et méfeni n = 10) byla
108,9 £ 0,3 pm. Relativni smérodatna odchylka téchto
vysledkt byla 0,27 %, coz je vyrazné méné, nez je obvykle
akceptovana hodnota 1 % (cit."®). Opakovatelnost méteni
NIR spekter byla prokazana. Vliv ndhodnych proménnych
(napf. umisténi tablety tvaru ¢ocky v drzéku tablet) nema
vyznamny vliv na ptesnost stanoveni tloustky polymerni-
ho filmu, protoZe zjiStény interval spolehlivosti byl fadove
mensi nez chyba kalibracniho modelu.

Validace kalibraéniho modelu

Pro ovéfeni spolehlivosti kalibracniho modelu byly
pouzity kiizova a externi validace. Pii kiizové validaci
byla pouzita stejna sada vzorki jako pii kalibraci. K¥izova
validace (leave-one-out) byla provedena vyloucenim vzdy
jednoho ze standardd a ze zbylych kalibracnich dat byl
sestrojen novy model, ktery byl pouZit pro kvantifikaci
vylou¢eného standardu'’. Nasledns byla z regresni analyzy
vypocitana korelacni rovnice ktizové validace a dale byla
vyjadiena chyba kiizové validace (RMSECV). Zjisténa
korela¢ni rovnice popisujici vztah mezi algoritmem PLS,
predikovanou tloustkou obalu a referencni tloust’kou obalu
ve tvaru: predikovana tloustka Y (um) = absolutni ¢len +
smérnice x referencni tloustka X (um) byla ¥ = 1,893 +
0,975 x X (R’ = 0,970). Intervaly spolehlivosti pfi a. = 0,05
pro smérnici (0,942—1,009) a pro absolutni ¢len (0,913 az
4,698) zahrnovaly hodnotu 1, resp. 0. Chyba zjiSténa pfi
kiizové validaci byla 5,4 pm.

Externi validace byla provedena se sadou deseti vzor-
kt obalenych tablet (s tloustkou polymerniho obalu 29 az
119 um) neobsazenych v kalibrani sad€. Tyto vzorky
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Obr. 3. Srovnani tloust’ek obalu ziskanych referenéni meto-
dou (d¢) a predikovanych (d,.q) pii kiiZzové (O) a externi ()
validaci

byly vyhodnoceny pomoci vyvinutého kalibraéniho mode-
lu a vysledky byly porovnany s hodnotami ziskanymi refe-
ren¢ni metodou, podobné jako pii kiizové validaci (obr. 3).
Nalezena rovnice korelace mezi predikovanymi a referenc-
nimi daty byla: ¥ =-4,898 + 1,075 x X (R’ = 0,976). Inter-
valy spolehlivosti pfi o = 0,05 pro smérnici (0,939-1,212)
a pro absolutni ¢len (15,970 az 6,174) zahrnovaly hodno-
tu 1, resp. 0. Chyba zjisténa pfi externi validaci (RMSEP)
byla 4,8 pm.

Spravnost metody

Spravnost byla vyjadfena jako primérna vytéznost
vypocCitana  porovnanim vysledkd referenéni metody
(mikroskopickd analyza) a vysledkl predikovanych pfi
kiizové a externi validaci'®. Prim&rna vytéznost a jeji in-
terval spolehlivosti byly pfi kiizové validaci 100,04 + 1,63
% (a0 =0,05; n = 100) a pti externi validaci 99,83 £ 4,73 %
(o = 0,05; n = 10). Vysledky predikované pfi kiizové
a externi validaci byly dale statisticky porovnany s vysled-
ky referenc¢ni metody. Na zédklad¢ parového t-testu (o =
0,05) bylo prokazano, ze rozdily mezi referen¢nimi a pre-
dikovanymi hodnotami nejsou statisticky vyznamné.

Zavér

Byla vyvinuta a validovana metoda pro off-line stano-
veni tloustky polymerniho obalu tablet. Dosazené vysled-
ky prokazaly, ze kvantitativni NIR spektroskopie je spo-
lehlivou a rychlou metodou pfi stanoveni tloustky obalu.
Tato metoda je pouzitelna jako jedna z procedur kontroly
kvality obalenych tablet ve farmaceutické technologii. Pti
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analyzach neni vyzadovana zadna uprava vzorku, doba
trvani jedné analyzy je piibliZzn€ 3 min na rozdil od b&z-

LITERATURA

1. Chisholm B. J., Stafslien S. J., Christianson D. A.,
Gallagher-Lein C., Daniels J. W., Rafferty C., Vander
W. L., Webster D. C.: Appl. Surf. Sci. 254, 692
(2007).

2. Pandey P., Turton R., Joshi N., Hammerman E., Er-
gun J.: AAPS Pharm. Sci. Tech. 7, 4 (2006).

3. Krejcova K., Rabiskova M., Vetchy D., Tomasek V.,
Prokopova A.: Ces. Slov. Farm. 56, 190 (2007).

4. Levina M., Cunningham C. R.: Pharm. Techn. Eur.
17,29 (2005).

5. Siepmann F., Siepmann J., Walther M., Macrae R. J.,
Bodmeier R.: J. Control. Release 7125, 1 (2008).

6. Bose S., Bogner R. H.: AAPS Pharm. Sci. Tech. 8, 57
(2007).

7. Rabiskova M., Fricova V.. Praktické Lékarenstvi 4,
186 (2008).

8. Fitzgerald A. J., Cole B. E., Today P. F.: J. Pharm.
Sci. 94, 177 (2005).

9. Luypaert J., Massart D. L., Heyden Y. V.: Talanta 72,

865 (2007).

Azzouz T., Tauler R.: Talanta 74, 1201 (2008).

Andersson M., Josefson M., Langkilde F. W., Wa-

hlund K. G.: J. Pharm. Biomed. Anal. 20, 27 (1999).

Kirsch J. D., Drennen J. K.: Pharm. Res. /3, 234

(1996).

Andersson J., Folestad S., Gottfries J., Johansson M.

O., Josefson M., Wahlund K. G.: Anal. Chem. 72,

2099 (2000).

10.
11.

12.

13.

45

Laboratorni pfistroje a postupy

. Blanco M., Coello J., Tturriaga H., Maspoch S., Pagés
J.: Anal. Chim. Acta 384, 207 (1999).

Reich G.: Adv. Drug Delivery Rev. 57, 1109 (2005).
Laasonen M., Harmia-Pulkkinen T., Simard C., Rasa-
nen M., Vuorela H.: Eur. J. Pharm. Sci. 27, 493
(2004).

Massart D. L., Vandeginste B. G. M., Buydens L. M.
C., Jong S., Smeyers-Verbeke J., v knize: Hanbook of
Chemometrics and Qualimetrics: Part A (Vandeginste
B. G. M., Rutan S. C., ed.), kap. 10. Elsevier, Amster-
dam 1997.

15.
16.

17.

J. Muselik?, K. Krejéova®, M. Rabiskova’, A. Bar-
tosikova®, M. Drackova®, and L. Vorlova® (“ Department
of Pharmaceutics, ® Institute of Milk Hygiene and Technol-
ogy, University of Veterinary and Pharmaceutical Sci-
ences, Brno, Czech Republic): Determination of the
Thickness of Tablet Coating by Near-Infrared Spec-
troscopy

The aim of this study was to develop a fast and reli-
able method for determination of tablet coating thickness.
Tablets were coated with polymeric Pharmacoat” 606 in
a laboratory coater. The coating thickness was measured
by near-IR absorption of the coating material using cali-
bration. The calibration and validation results afforded the
following parameters: determination coefficient R* > 0.97,
the number of factors 6 and the standard error of cross-
validation 5.4 pm at the coating thickness 25-125 pm. The
obtained results confirmed suitability of the method for
evaluation of coating quality.



