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The application of the Attenuated Total Reflectance spectroscopy (ATR-FTIR)
in compatibility studies of gabapentin with selected excipients

The compatibility of the active pharmaceutical ingredient (API) with
excipients is required at the drug product development stage. Chemical
interactions between the APl and other components of a dosage form
may influence the solubility, bioavailability and pharmacological activity
of APl and consequently, the efficacy and safety of pharmacotherapy may
be changed significantly. In spite of the fact that compatibility testing is
recommended by ICH, there is still a lack of definite and clear guidelines
which specify the methodology and conditions of compatibility studies.
The aim of this research study was to evaluate the usefulness of Attenuated
Total Reflectance Spectroscopy technique (ATR-FTIR) in monitoring
changes in gabapentin structure as a result of chemical interactions with
selected excipients. The samples of binary mixtures containing equal
masses of gabapentin and selected excipients were analyzed. IR spectra
were recorded in the range of wave numbers from 4000 cm™ to 600 cm™*
immediately after the samples preparation, and after 5 days of their
exposure to the elevated temperature of 50°C. The analysis of registered
ATR-FTIR spectra indicated some shifts in absorption bands, modifications
of their shape or intensity, and the disappearance or appearance of
additional peaks. These changes in IR spectra confirmed the occurrence of
chemical interactions between gabapentin and selected excipients.

The usefulness of ATR-FTIR spectroscopy as a rapid screening technique
for preliminary analysis of chemical interactions of gabapentin has been
shown. For thorough evaluation of the chemical interactions, further
studies are recommended by means of complementary techniques

such as Raman spectroscopy, differential scanning calorimetry or high
performance liquid chromatography.

Keywords: compatibility studies, ATR-FTIR, gabapentin, preformulation studies.
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P osta¢ farmaceutyczna leku tworzy substancja
czynna (ang. Active Pharmaceutical Ingre-
dient, API) wraz z substancjami pomocniczymi.
Istnieje wiele kategorii substancji pomocniczych,
do ktérych naleza m.in. $rodki wigzace, wypel-
niajace, poslizgowe, dezintegrujace, dyspergu-
jace, izotonizujace, powlekajace, a takze barwniki
i konserwanty. Substancje te pomimo braku dzia-
lania farmakologicznego moga niekiedy mie¢ nie-
korzystny wplyw na skutecznos$c oraz bezpieczen-
stwo produktu leczniczego poprzez chemiczne lub
fizyczne oddzialywania z substancjg czynna [1].
Wybdr substancji pomocniczej ma zatem klu-
czowe znaczenie dla otrzymania produktu leczni-
czego o pozadanej jakoSci, gwarantujacej bezpieczna
iskuteczng farmakoterapig.

Funkcjonalno$¢ oraz zgodnos$é¢ z substan-
cja czynna stanowia podstawowe kryteria pod-
czas dokonywania selekcji substancji pomocniczych
odpowiednich dla projektowanej formulacji far-
maceutycznej. Jako brak kompatybilno$ci nalezy
rozumie¢ niepozadane interakcje prowadzace do
zmian wlasciwosci fizykochemicznych, terapeu-
tycznych lub mikrobiologicznych postaci leku
[2]. Szczegdlnie istotne znaczenie maja interak-
cje o charakterze chemicznym, poniewaz zazwy-
czaj prowadza do powstania zwigzkéw chemicz-
nych, klasyfikowanych, zgodnie z Miedzynarodowa
Konferencja ds. Harmonizacji Wymagan dla Pro-
duktéw Leczniczych Stosowanych u Ludzi (ang.
International Conference on Harmonization, ICH),
jako produkty degradaciji, ktére podlegaja anali-
zie jakoSciowej i ilosciowej oraz wymagaja oceny
bezpieczeristwa [3]. Badania dotyczace interak-
¢ji chemicznych stanowig zatem wazny etap pod-
czas opracowywania nowych produktéw leczni-
czych. Wybdr odpowiedniej substancji pomocniczej
w oparciu o przeprowadzone badania kompatybil-
nosci sprzyja opracowaniu postaci leku o mozliwie
najwiekszej stabilno$ci, co w konsekwencji prze-
klada sie na wydluzenie okresu trwalo$ci produktu
leczniczego [4].

Dokonanie oceny zgodno$ci API z substancjami
pomocniczymi na etapie opracowywania formu-
lacji zalecane jest w wytycznych ICH, dotycza-
cych projektowania i wytwarzania nowych postaci
leku [5]. Przedstawienie wynikéw badari zgodnosci
wymagane jest w dokumentacji rejestracyjnej pro-
duktu leczniczego [6]. Aktualnie brak jest wytycz-
nych opisujacych konkretne metody i warunki pro-
wadzenia badan niezgodnosci substancji czynnej
z substancjami pomocniczymi. Dostepne publi-
kacje nie precyzuja réwniez jednoznacznie spo-
sobu przygotowania prébek do analizy niezgod-
nosci. Badaniom poddawane sg zaréwno prébki
dwuskladnikowe zawierajace API w polaczeniu
z pojedyncza substancja pomocnicza, jak i probki
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wieloskladnikowe - odzwierciedlajace rzeczy-
wisty sklad formulacji [7, 8]. Do decyzji badacza
nalezy stosunek ilo§ciowy analizowanych substan-
cji. Publikacje opisuja analizy prébek réwnowa-
gowych, prébek z przewaga substancji pomocni-
czej lub czynnej oraz prébek o skladzie ilo§ciowym
charakterystycznym dla opracowywanej formula-
cji farmaceutycznej [9, 10]. Badania przeprowa-
dzane sa bezposrednio po przygotowaniu prébek
lub po przechowywaniu ich przez okreslony czas
w warunkach podwyzszonej temperatury i/lub wil-
gotnosei [11, 12]. Czynniki te mogg przyspieszy¢
proces zachodzenia potencjalnych reakeji chemicz-
nych, a takze w pewnym stopniu odzwierciedla¢
warunki towarzyszace procesom technologicznym,
jakim poddane zostaja substancje podczas wytwa-
rzania postaci leku.

Wystapienie interakeji chemicznej pomiedzy API
a substancja pomocniczg ma miejsce, gdy dochodzi
do bezposredniej reakcji z udzialem grup funkey;j-
nych obu zwigzkéw. W efekcie nastepuje utworze-
nie nowych wigzan chemicznych, przeksztalce-
nie strukturalne czasteczki API, co w konsekwencji
prowadzi do utraty jej wlasciwosci farmakologicz-
nych [13]. Zmiana polozenia i intensywnosci pasm
absorpcji, zanik lub pojawienie sie¢ nowych pasm
absorpcji w widmie IR moze wskazywaé na wysta-
pienie interakeji chemicznych miedzy badanymi
zwigzkami. Wykonanie analizy zgodnosci APIz sub-
stancjami pomocniczymi na etapie prac preformu-
lacyjnych pozwala zidentyfikowad i wyeliminowaé
problemy dotyczace stabilnosci opracowywa-
nej postaci leku. Metoda czesto wykorzystywana
w ocenie zgodnos$ci API z substancjami pomocni-
czymi jest wysokosprawna chromatografia cieczowa
(HPLC), ktéra pozwala zidentyfikowaé i oznaczy¢
produkty degradacji API. W badaniach kompaty-
bilnosci wykorzystywana jest réwniez spektrosko-
pia Ramana, spektroskopia FTIR (technika trans-
misyjna), réznicowa kalorymetria skaningowa oraz
technika XRPD.

Cel pracy

Celem pracy bylo okreslenie przydatnosci tech-
niki spektroskopii calkowitego ostabionego odbi-
cia w zakresie podczerwieni (ATR-FTIR) w moni-
torowaniu zmian zachodzacych w czasteczce
gabapentyny w fazie stalej, w obecnos$ci wybra-
nych substancji pomocniczych. Zaleta spektrosko-
pii ATR-FTIR jest brak koniecznosci specjalnego
przygotowania prébki do analizy, wymagana nie-
wielka ilo$¢ prébki, ktéra w razie potrzeby mozna
odzyska¢ z powierzchni krysztalu [14]. Technika
ATR-FTIR jest technikq nieinwazyjna, niedestruk-
cyjna, pozwalajaca stosunkowo szybko zarejestro-
waé widmo badanej prébki.
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Material badany i metodyka badan

Material badany
(rycina 1) oraz wybrane substancje pomocnicze
(skrobia ziemniaczana, glukoza, laktoza, sacharoza,
kroskarmeloza sodowa, celuloza mikrokrystaliczna,
wodorofosforan wapnia, hydroksypropylometylo-
celuloza, ultraamylopektyna, stearynian magnezu).

stanowila gabapentyna

Interakcje chemiczne gabapentyny analizowano
przy uzyciu techniki odbiciowej ATR-FTIR. Badania
spektroskopowe wykonano przy uzyciu spektrofo-
tometru FTIR 8400S (firmy Shimadzu), wyposazo-
nego w przystawke MIRacle Single Reflection ATR
(firmy PIKE Technologies) z krysztalem germanu.
W rejestracji widm uzyto oprogramowania IR Solu-
tions (Shimadzu).

Badane proébki stanowily dwuskladnikowe, réw-
nowagowe (1:1, w/w) mieszaniny gabapentyny
z wybranymi substancjami pomocniczymi. Bada-
nia spektroskopowe przeprowadzono bezposred-
nio po przygotowaniu prébek oraz po ich 5-dniowej
ekspozycji na temperature 50°C (prébki ogrzewano
w komorze z kontrolowana temperatura grzania).

Widma ATR-FTIR zarejestrowano w skali absor -
bancji w zakresie liczb falowych od 4000 cm! do
600 cm 'z rozdzielczoscia 4 cm . Dla kazdej prébki
badanej wykonano 20 skanéw w celu eliminacji
przypadkowych zaklécen. Analiza zarejestrowa-
nych widm oscylacyjno-rotacyjnych pozwolila
wnioskowac o ewentualnych zmianach struktural-
nych w czgsteczce gabapentyny.

Analiza danych spektralnych

W widmie ATR-FTIR czgsteczki gabapentyny
(rycina 2) obecne jest intensywne pasmo w zakre-
sie 1650-1500 cm ! charakterystyczne dla drgan
wigzania N-H w grupie aminowej. Drgania wig-
zania C-N powoduja powstanie silnego pasma
w zakresie 1360-1180 cm'!. Szerokie pasmo,
pochodzace od drgan wigzania O-H, pojawia sie
w zakresie liczb falowych 2500-3000 cm !. Pasmo
w zakresie 2960-2850 cm! pochodzi od drgan
wigzania C-H.

Na rycinach 3-6 przedstawiono widma absorp-
cyjne w zakresie IR zarejestrowane dla miesza-
nin gabapentyny z poszczegélnymi substancjami
pomocniczymi Zaobserwowane modyfikacje
w widmach (opisane ponizej oraz zaznaczone na
rycinach) moga wskazywaé na wystepowanie inte-
rakeji chemicznych pomiedzy skladnikami ana-
lizowanych mieszanin. W widmie zarejestrowa-
nym dla prébki mieszaniny gabapentyny i skrobi
(rycina 3), zaobserwowano zanik pasma absorpcji
odpowiadajacego API, znajdujacego si¢ w obszarze
liczb falowych od 680 cm ' do 600 cm . Zmiany
widoczne sa réwniez w zakresie liczb falowych
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od 840 cm ! do 780 cm'!, gdzie takze zauwazono
brak obecno$ci niewielkiego pasma pochodza-
cego od API. Wskazane pasma odpowiadaja drga-
niom pochodzacym od wigza C-H w czasteczce
gabapentyny.

Analogiczne modyfikacje polegajace na zaniku
opisanych powyzej pasm znajdujacych sie w zakre-
sach liczb falowych od 840 cm ' do 780 cm ! oraz od
680 cm ! do 600 cm ! rozpoznano w widmie zare-
jestrowanym dla prébki mieszaniny gabapentyny
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Rycina 2. Widmo w zakresie IR zarejestrowane dla gabapentyny.
Figure 2. IR spectrum recorded for gabapentin.
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Rycina 3. Widma w zakresie IR zarejestrowane dla gabapentyny, skrobi
oraz ich mieszaniny.

Figure 3. IR spectra recorded for gabapentin, potato stach and their
mixture.

Rycina 1.

Struktura chemiczna
gabapentyny.

Figure 1.

A chemical structure
of gabapentin.
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Rycina 4. Widma w zakresie IR zarejestrowane dla gabapentyny, glukozy
oraz ich mieszaniny.
Figure 4. IR spectra recorded for gabapentin, glucose and their mixture.
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Rycina 5. Widma w zakresie IR zarejestrowane dla gabapentyny,
wodorofosforanu wapnia oraz ich mieszaniny.

Figure 5. IR spectra recorded for gabapentin, calcium hydrogen phosphate
and their mixture.
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Rycina 6. Widma w zakresie IR zarejestrowane dla gabapentyny, Methocelu
E15 oraz ich mieszaniny.

Figure 6. IR spectra recorded for gabapentin, Methocel E15 and their mixture.
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i glukozy (rycina 4). Zanik pasma, wystepujacego
w obszarze liczb falowych od 680 cm ' do 600 cm !,
zaobserwowano takze w widmach zarejestrowa-
nych dla prébek mieszanin gabapentyny z wodo-
rofosforanem wapnia (rycina 5) oraz gabapentyny
z Methocelem E15 (rycina 6).

W widmach zarejestrowanych dla miesza-
nin gabapentyny z pozostalymi substancjami
pomocniczymi (celuloza mikrokrystaliczna, lak-
toza, sacharoza, krzemionka koloidalna, kroskar-
meloza sodowa, ultraamylopektyna, stearynian
magnezu) poddanymi analizie nie zaobserwowano
zmian w postaci modyfikacji ksztaltu lub polozenia
pasm identyfikujacych API. Nie odnotowano takze
zaniku jakichkolwiek pasm absorpcji ani pojawie-
nia sie¢ nowych pasm. W tych przypadkach analiza
ATR-FTIR przeprowadzona bezposrednio po wyko-
naniu prébek nie wskazuje na obecno$¢ interakeji
chemicznych.

Ekspozycja probek
na podwyzszong temperature

Na rycinach 7-11 przedstawiono wybrane
widma absorpcyjne w zakresie IR zarejestrowane
dla mieszanin gabapentyny z poszczegdélnymi sub-
stancjami pomocniczymi, ktére zostaly poddane
5-dniowej ekspozycji na podwyzszong tempera-
ture (50°C). W celu identyfikacji powstalych zmian
(opisanych ponizej oraz zaznaczonych na rycinach),
dokonano zestawienia otrzymanych widm z wyni-
kami analiz przeprowadzonych bezposrednio po
przygotowaniu prébek.

W widmie zarejestrowanym dla mieszaniny
gabapentyny i skrobi po 5-dniowej ekspozycji na
podwyzszong temperature (rycina 7) zaobserwo-
wano zmniejszenie intensywnos$ci pasm absorp-
cji w zakresie liczb falowych od 1650 cm* do
1150 cm?!, charakterystycznych dla wigzan N-H
i wigzat C-N obecnych w API. Obnizenie inten-
sywnosci sygnalu pochodzacego od gabapen-
tyny widoczne jest takze w obszarze liczb falo-
wych od 900 cm™* do 850 cm! oraz przy wartosci
700 cm'. Zaobserwowano pojawienie sie nowego
niewielkiego pasma absorpcji, lezacego w zakre-
sie liczb falowych od 840 cm* do 770 cm !, ktdre
nie bylo obecne w widmie wykonanym bez-
posrednio po przygotowaniu probki, ale jest
widoczne w widmie zarejestrowanym dla czystej
gabapentyny.

W widmie zarejestrowanym dla mieszaniny
gabapentyny i laktozy poddanej dzialaniu pod-
wyzszonej temperatury (rycina 8) zaobserwowano
zmniejszenie intensywnos$ci sygnalu w zakresie
liczb falowych od 3100 cm ! do 2350 cm ! oraz od
1650 cm* do 1280 cm'!, co odpowiada pasmom
absorpcji charakterystycznym dla drgan wigzan
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znajdujacych sie w strukturze API. Spadek inten-
sywnosci sygnalu widoczny jest takze dla pasm
lezacych w obszarze liczb falowych od 930 cm ™ do
840 cm !, przy warto$ci 700 cm ! oraz w zakresie od
650 cm ! do 600 cm™.

Podobne zmiany, jak w przypadku podda-
nych dzialaniu podwyzszonej temperatury mie-
szanin gabapentyny ze skrobig i laktoza, zaobser-
wowano w widmach zarejestrowanych dla prébki
zawierajacej gabapentyne i wodorofosforan wapnia
(rycina 9). Dla wymienionej mieszaniny widoczne
jest obnizenie intensywnosci pasm pochodzacych
od API, wystepujacych w zakresie liczb falowych od
1650 cm ' do 1280 cm ! oraz przy wartosci liczby
falowej 700 cm!. Zmniejszenie wielkosci sygnalu
dotyczy réwniez szerokiego pasma absorpcji cha-
rakterystycznego dla wigzart C-H i O-H, wystepu-
jacych w strukturze substancji czynnej, znajduja-
cego sie w obszarze liczb falowych od 3150 cm ! do
2350 cm.

WyraZzne zmniejszenie intensywnosci pasm
absorpcji w calym analizowanym zakresie liczb falo-
wych odnotowano po ekspozycji mieszaniny gaba-
pentyny i sacharozy na podwyzszong temperature
(rycina 10).

W widmach ATR-FTIR (rycina 11) zarejestro-
wanych dla prébek mieszanin gabapentyny z pozo-
stalymi substancjami pomocniczymi (celuloza
mikrokrystaliczna, glukoza, stearynian magnezu,
ultraamylopektyna) nie zaobserwowano istotnych
modyfikacji w postaci zmiany intensywnosci, polo-
zenia oraz ksztaltu pasm identyfikujacych API. Nie
stwierdzono réwniez pojawienia sie nowych pasm
absorpcji w widmach mieszanin poddanych dziata-
niu temperatury 50°C.

Dyskusja wynikéw

Analiza interakeji chemicznych gabapentyny
przeprowadzona z zastosowaniem techniki spek-
troskopowej ATR-FTIR pozwolila na zaobserwowa-
nie opisywanych w literaturze niezgodnosci gaba-
pentyny z laktoza i hypromeloza (Methocel E15)
[15, 16]. Przeprowadzone badania wskazaly na
mozliwg interakcje gabapentyny z glukoza, skro-
big i sacharoza. Ocena kompatybilno$ci wymie-
nionych substancji pomocniczych z API nie zostala
opisana w dostepnych publikacjach naukowych.

Rycina 9. Widma w zakresie IR zarejestrowane dla
mieszaniny gabapentyny i wodorofosforanu wapnia
bezposrednio po zmieszaniu oraz po ekspozycji
prébki na podwyzszona temperature (50°C).

Figure 9. IR spectra recorded for a mixture of
gabapentin and calcium hydrogen phosphate - before
and after exposure to evelaveted temperature (50°C).
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Rycina 7. Widma w zakresie IR zarejestrowane dla mieszaniny gabapentyny

i skrobi bezposrednio po zmieszaniu oraz po ekspozycji prébki

na podwyzszong temperature (50°C).

Figure 7. IR spectra recorded for a mixture of gabapentin and starch -
before and after exposure to elevated temperature (50°C).
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Rycina 8. Widma w zakresie IR zarejestrowane dla mieszaniny gabapentyny

ilaktozy bezposrednio po zmieszaniu oraz po ekspozycji prébki na

podwyzszong temperature (50°C).

Figure 8. IR spectra recorded for a mixture of gabapentin and lactose -

before and after exposure to elevated temperature (50°C).
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Rycina 10. Widma w zakresie IR zarejestrowane dla mieszaniny

gabapentyny i sacharozy bezposrednio po zmieszaniu oraz po ekspozycji

probki na podwyzszona temperature (50°C).

Figure 10. IR spectra recorded for a mixture of gabapentin and saccharose -

before and after exposure to elevated temperature (50°C).
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W przypadku glukozy nalezacej do cukréw o wila-

i $ciwosciach redukujacych, wysoce prawdopodobne
jest wystepowanie interakeji z gabapentyna na sku-
008 tek reakeji Millarda [13]. Nie stwierdzono zmian
0,07 w zarejestrowanych widmach ATR-FTIR $wiad-
0,06 czacych o wystepowaniu interakcji chemicznych
— gabapentyny ze stearynianem magnezu, ultraamy-
B molepktyna oraz kroskarmeloza sodowa. W celu
0,04
0,03
0,02 Rycina 11. Widma w zakresie IR zarejestrowane
001 dla mieszaniny gabapentyny i a) celulozy
mikrokrystalicznej, b) glukozy, ¢) stearynianu
0

magnezu, d) ultraamylopektyny bezposrednio
po zmieszaniu oraz po ekspozycji prébek

na podwyzszona temperature (50°C).

Figure 11. IR spectra recorded for a mixture of
gabapentin and a) microcrystalline cellulose,

b) glucose, ¢) magnesium stearate, d)
ultraamylopectin - before and after exposure to
elevated temperature (50°C).
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weryfikacji uzyskanych wynikéw badan niezgod-
nosci zalecane byloby wykonanie dalszych badar
z zastosowaniem metod komplementarnych, jak
spektroskopia ramanowska, analiza chromatogra-
ficzna (HPLC) czy analiza termiczna (DSC).

Technika ATR-FTIR posiada takze pewne ogra-
niczenia. Gléwne wyzwanie w kontekscie analizy
interakeji chemicznych stanowi wspomniana juz
interpretacja otrzymanych widm mieszanin. Poja-
wiajace sie w widmach modyfikacje sa niekiedy
trudne w interpretacji, dotyczy¢ moga np. prze-
sunie¢ pojedynczych pasm w zakresie jednostko-
wych wartosci liczb falowych lub niewielkich zmian
intensywnosci sygnalu [17, 18]. W przypadku
badania mieszaniny substancji bardzo czesto wyste-
puje zjawisko nakladania sie pasm pochodzacych
od poszczegdlnych jej sktadnikéw, co uniemozliwia
analize wszystkich pasm absorpcji oraz moze znacz-
nie utrudnia¢ jednoznaczng identyfikacje modyfi-
kacji zarejestrowanych w widmie [19, 20].

W przeprowadzonych badaniach uwzgledniono
réwniez wplyw podwyzszonej temperatury (50°C)
na ewentualne zmiany zachodzace w strukturze API
w obecnosci substancji pomocniczej. Ekspozycja
badanych mieszanin API i substancji pomocniczych
na podwyzszong temperature w ramach przepro-
wadzania analizy ich zgodnos$ci jest postepowa-
niem opisywanym w artykulach naukowych [21,
22]. Ekspozycja na podwyzszona temperature moze
przyspieszac reakcje chemiczng bedaca podstawa
badanych niezgodnosci [3]. W toku analizy wyka-
zano, ze w przypadku niektérych badanych miesza-
nin ekspozycja na warunki stresowe (temp. 50°C)
pozwala na zaobserwowanie zmian w czgsteczce
API, ktére nie s3 widoczne podczas testéw prze-
prowadzonych bezposrednio po wykonaniu prébek.
Poddanie prébek dzialaniu podwyzszonej tempera-
tury stanowi istotny czynnik pozwalajacy na iden-
tyfikacje interakcji chemicznych, ktére w warun-
kach pokojowych nie zawsze si¢ ujawniaja lub ze
wzgledu na niewielka szybko$¢ zachodzenia reakeji
widoczne sg dopiero po dluzszym czasie przecho-
wywania probki.

Whnioski

Metoda ATR-FTIR moze stanowi¢ uzyteczna
technike przesiewowa we wstepnych badaniach
zgodnos$ci API z substancjami pomocniczymi na
etapie prac preformulacyjnych. W odréznieniu od
powszechnie stosowanych metod chromatograficz-
nych (HPLC) i termicznych (np. DSC, TG), technika
ATR-FTIR umozliwia przeprowadzanie szybkiej,
nieinwazyjnej i niedestrukcyjnej analizy kompaty-
bilnos$ci substancji w stanie stalym. Pelna ocena nie-
zgodnosci powinna by¢ jednak uzupelniona o tech-
niki komplementarne.
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