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WSTÊP

Wobec niezwykle szybkiego rozwoju przemys³u farmaceutycznego
i wielkiej ró¿norodnoœci produkowanych specyfików, problem trwa³oœci leku
nabiera ogromnego znaczenia. Leki w czasie przechowywania s¹ nara¿one
na dzia³anie tak czynników wewnêtrznych (wzajemne oddzia³ywanie sub-
stancji czynnych i substancji pomocniczych wchodz¹cych w sk³ad prepara-
tu), jak i zewnêtrznych (wilgoæ, tlen, temperatura, œwiat³o). Pod ich wp³y-
wem mog¹ one ulegaæ niekorzystnym zmianom i rozk³adowi (WIENIAWSKI

i in. 1994 ). Te niepo¿¹dane zmiany mog¹ mieæ charakter zjawisk chemicz-
nych, fizycznych, i biologicznych. Prowadz¹ one, z regu³y, do obni¿enia war-
toœci terapeutycznej leku, a niekiedy do zwiêkszenia jego toksycznoœci
w stosunku do organizmu ludzkiego.

CEL PRACY

Tematem pracy by³o okreœlenie wp³ywu tlenu, czasu przechowywania,
œwiat³a widzialnego i ultrafioletowego na trwa³oœæ roztworów wodnych
norfloksacyny i okreœlenie optymalnych warunków ich przechowywania. Bada-
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nia nad wp³ywem wy¿ej wymienionych czynników na wodne uk³ady nor-
floksacyny pozwalaj¹ na stworzenie takich warunków ich przechowywania,
które zapewni¹ choremu skutecznoœæ i bezpieczeñstwo stosowania przez
maksymalnie d³ugi czas.

MATERIA£Y U¯YTE DO BADAÑ

Substancja badana
Norfloxacyna – wzorzec USP Reference Standard Norfloxacin 200 mg,

U.S.P.C., Inc. Rockville, MD, Cat.No. 47150 Lot G. (9510206). Substancja
przechowywana by³a w ciemnym, suchym i ch³odnym miejscu, a roztwory do
badañ przygotowywano na bie¿¹co.

Metodyka badawcza
Badane roztwory norfloksacyny z substancjami chromoforowymi zamkniê-

to w ampu³kach ze szk³a kwarcowego; próbê porównawcz¹ stanowi³ roztwór
zawieraj¹cy sam¹ norfloksacynê. Jako substancji zabezpieczaj¹cych uk³ad
przed wp³ywem promieniowania œwietlnego u¿yto substancji stosowanych
w technologii leku: glukozy, kwasu cytrynowego, kwasu winowego, cytry-
nianu sodowego, glikolu propylenowego –1,2, glicerolu i siarczanu sodowe-
go. Do badanego roztworu norfloksacyny dodawano kolejno ww. substancji
zawieraj¹cych grupy chromoforowe w stê¿eniach zwykle stosowanych w le-
kach, od 0,1% do 1,0% (w/v lub v/v gdy substancja by³a ciecz¹).

Przygotowane w ten sposób roztwory norfloksacyny z substancjami
chromoforowymi poddano dzia³aniu promieniowania z zakresu UV i VIS.
Jako Ÿród³o œwiat³a zastosowano lampê HBO 50. Próbki naœwietlano przez
60, 120, 180 min. Odleg³oœæ ampu³ek od lampy by³a sta³a i wynosi³a 30 cm.
Oznaczenie iloœciowe norfloksacyny w próbkach wykonano metod¹ HPLC
(SUNDERLAND i in. 2001). Zastosowano chromatograf cieczowy firmy Gilson
z detektotrem fluorometrycznym (analityczna d³. fali wzb.: 294 nm, d³. fali
emisji: 475 nm) z kolumn¹ odwróconej fazy (firmy Zorbax ODS Hipersil
5 µm, 250×4,6 mm) oraz pêtl¹ dozuj¹c¹ o poj. 20 µl, stosuj¹c elucjê izokra-
tyczn¹. Przez kolumnê przepuszczano fazê ruchom¹ z szybkoœci¹ 1,5 ml/min
o sk³adzie: 18 mM KH2PO4 + 0,13 mM 1-heptanosulfonianu sodu /MeOH/H3PO4
(700+300+1).

OMÓWIENIE WYNIKÓW

W badaniach zawartoœci tlenu w wodnych roztworach chromoforów
potwierdzono fakt, ¿e w sta³ej temperaturze rozpuszczalnoœæ tlenu w wo-
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Rys. 2. Zale¿noœæ zawartoœci tlenu w wodnym roztworze norfloksacyny od stê¿enia tego
roztworu

Fig. 2. Relationship between oxygen concentration in a solution of Norfloxacin
and the concentration of the solution

Rys. 1. Wp³yw dodatku kwasu askorbowego na zawartoœæ tlenu w wodzie pod ciœnieniem
970, 1008 i 1021 hPa

Fig. 1. Effect of ascorbic acid as an adjuvant on oxygen concentration at the atmospheric
pressure of 970, 1008 i 1021 hPa
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dzie zale¿y od ciœnienia atmosferycznego i iloœci substancji znajduj¹cej siê
w roztworze. Wraz ze wzrostem iloœci substancji rozpuszczonej, stê¿enie
tlenu w wodzie maleje (PAWE£CZYK i in. 1969, BIELSKI i in 1985, ANDERSON

i in. 1998). Z kolei wzrost ciœnienia atmosferycznego powoduje wzrost stê-
¿enia tlenu w roztworze. W zwi¹zku z du¿¹ iloœci¹ wyników przedstawiono
tylko wp³yw kwasu askorbowego.

Jak wynika z przedstawionych badañ, roztwór kwasu askorbowego o stê-
¿eniu 0,01 % (iloœæ substancji 0,1 mg/dm3) zawiera 4,03 mg/cm3 tlenu, a pod-
wy¿szenie stê¿enia kwasu askorbowego do uzyskania roztworu o ciœnieniu
osmotycznym 109,74 mOsm/dm3 pozwala na utrzymanie zawartoœci 0,10 mg/cm3

tlenu. Je¿eli ciœnienie atmosferyczne wyniesie 970 hPa, minimalne stê¿enie
kwasu askorbowego, warunkuj¹ce 100% wyparcie tlenu z jego roztworu, to
2,04%. Gdy ciœnienie jest wy¿sze i wynosi 1008 i 1021 hPa, potrzebne jest
wy¿sze stê¿enie tego roztworu, wynosz¹ce odpowiednio 2,06 i 2,07%. Warto-
œci tlenu rozpuszczonego s¹ dla poszczególnych roztworów chromoforów o tym
samym stê¿eniu ró¿ne, jednak w ka¿dym przypadku obowi¹zuje zasada opi-
sana powy¿ej. Poniewa¿ leki w czasie przechowywania nara¿one s¹ na wp³yw
zmian ciœnienia atmosferycznego, konieczne jest uwzglêdnienie tego faktu przy
doborze stê¿enia roztworu substancji chromoforowej, dodawanego do leku
w celu zabezpieczenia go przed niekorzystnym wp³ywem tlenu rozpuszczone-
go. Stê¿enie tego roztworu musi zapewniæ minimalny poziom tlenu w zakre-
sie mo¿liwych zmian ciœnienia atmosferycznego.

Norfloksacyna wykazuje niewielk¹ zdolnoœæ wypierania tlenu z roztwo-
ru wodnego. Zdolnoœæ ta bardzo nieznacznie roœnie wraz ze wzrostem stê¿e-
nia leku w roztworze. Jak wynika z badañ, 1,98% roztwór norfloksacyny
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zawiera tylko o 0,23% mniej tlenu w stosunku do wody destylowanej, a roz-
twór 10,00% – 1,36 % zawartoœci tlenu. W zwi¹zku z tym konieczna jest
ochrona norfloksacyny w postaci roztworu wodnego przed niekorzystnym
wp³ywem tlenu rozpuszczonego, m.in. przez dodatek chromoforów o odpo-
wiednim stê¿eniu.

 Zaobserwowano niewielki, sta³y ubytek norfloksacyny w uk³adzie wod-
nym, przechowywanej w temperaturze pokojowej (20°C), ca³kowicie zabezpie-
czonej przed œwiat³em. Po szeœciu miesi¹cach przechowywania zawartoœæ nor-
floksacyny w badanej próbce zmniejszy³a sie jedynie o 1,8% w stosunku do
wartoœci pocz¹tkowej. Widoczny jest tak¿e równoczesny stopniowy wzrost ilo-
œci produktów rozpadu, w tym najwa¿niejszego z nich: 3 – dekarboksylowej
pochodnej (TIEFENBACHER i in. 1994, THOMA i in 1997)

Obserwacje zmian zachodz¹cych w wodnym roztworze norfloksacyny
wskazuj¹ na du¿¹ wra¿liwoœæ tego zwi¹zku na promieniowanie elektroma-
gnetyczne o d³. fali 100–200 nm (promienie UV iVIS) – tabela 2.

Analiza danych z tabeli 1 i 2 nasuwa wniosek, ¿e nawet krótkotrwa³e
naœwietlanie leku prowadzi do jego znacznej degradacji. Zaobserwowano,
¿e szybszy rozk³ad zwi¹zku nastêpuje pod wp³ywem promieniowania UV,
30-minutowa ekspozycja leku na to promieniowanie powoduje 6,8% spadek
zawartoœci norfloksacyny w badanym roztworze, natomiast taki sam czas eks-
pozycji na promienie s³oneczne wywo³uje obni¿enie stê¿enia leku o 5,2%. Po
2 h ekspozycji straty wynosz¹ ju¿ odpowiednio 18,4% i 16% pocz¹tkowej
zawartoœci norfloksacyny.

 Norfloksacyna jest fotosensybilizatorem, który absorbuj¹c kwant œwia-
t³a (UV, VIS), przechodzi w stan wzbudzony, staj¹c siê bardziej reaktywna.
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Poniewa¿ w wodzie (nawet podwójnie destylowanej) zawarte s¹ œladowe ilo-
œci jonów metali ciê¿kich (g³ównie Fe2+ i Cu+) o w³aœciwoœciach redukuj¹-
cych, dochodzi do katalizowanej œwiat³em fotoredukcji norfloksacyny, która
powraca wtedy do stanu podstawowego (HALLIWELL i in. 1989, 1999, FLINT

i in. 1993 ). W kolejnym etapie wchodzi ona spontanicznie w reakcjê z tle-
nem cz¹steczkowym zawartym w wodnym roztworze tego leku i oddaje mu
elektron, sama ulegaj¹c utlenieniu (LACHMAN i in. 1959, MARCINIEC 1975,
BIELSKI i in. 1985,). Dochodzi do wytworzenia toksycznego anionorodnika
ponadtlenkowego. Norfloksacyna mo¿e ponownie zaabsorbowaæ kwant œwia-
t³a, ulec redukcji i spontanicznemu utlenieniu (JONES i in. 2004 ).

Reakcje te przebiegaj¹ w sposób cykliczny, co jest przyczyn¹ tak silnie
destrukcyjnego wp³ywu œwiat³a na wodne roztwory norfloksacyny. Wobec
tego, niezwykle wa¿ne staje siê odpowiednie przechowywanie tej postaci
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leku, tj. w szczelnie zamkniêtych i ciemnych opakowaniach. Spe³nienie
tych warunków pozwoli na jego d³u¿sze przechowywanie, gdy¿ bêdzie on w
dostateczny sposób zabezpieczony przed wp³ywem czynników zewnêtrz-
nych, a przede wszystkim œwiat³a. Najlepszymi stabilizatorami wodnego
uk³adu norfloksacyny okaza³y siê glukoza i kwas askorbowy (tab. 3). Wraz
ze wzrostem stê¿enia wymienionych substancji w badanym roztworze, ob-
serwuje siê znaczne zwiêkszenie iloœci pozosta³ego po naœwietlaniu leku.
Ju¿ 0,50% stê¿enie kwasu askorbowego pozwala na ochronê norfloksacyny,
której iloœæ zmniejsza siê tylko o 3,66%, zaœ stê¿enie witaminy C, warun-
kuj¹ce ca³kowite wyparcie tlenu z badanego roztworu (2,07%), chroni a¿
99,84% leku przed rozk³adem w wyniku 3 h ekspozycji na promienie UV.

Natomiast glukoza w stê¿eniu 1% nie chroni substancji leczniczej, a
zastosowana w stê¿eniu 2,12% (stê¿enie wypieraj¹ce tlen) chroni przed
rozk³adem tylko 91,55% leku. Ochrona taka jest jednak wystarczaj¹ca, gdy¿
w ci¹gu 180 min naœwietlania rozk³adowi ulega mniej ni¿ 10% substancji
leczniczej, co warunkuje utrzymanie wartoœci farmakologicznej leku.

WNIOSKI

1. Opracowana metoda rozdzia³u chromatograficznego pozwala na œle-
dzenie zmian iloœciowych i jakoœciowych zachodz¹cych w wodnym roztwo-
rze norfloksacyny pod wp³ywem tlenu cz¹steczkowego, promieniowania UV
i innych czynników fizykochemicznych.

2. Roztwór wodny norfloksacyny jest wra¿liwy na dzia³anie promieni
s³onecznych i ultrafioletowych. Wprowadzenie do uk³adu substancji chro-
moforowych, a tak¿e zmniejszaj¹cych poziom tlenu w roztworze umo¿liwia
zmniejszenie wp³ywu œwiat³a na rozk³ad leku.

3. Zawartoœæ tlenu w roztworach wodnych w sta³ej temperaturze ro-
œnie wraz ze wzrostem ciœnienia atmosferycznego, a maleje wraz ze wzro-
stem stê¿enia substancji pomocniczej w roztworze.

4. Nawet prawid³owe warunki przechowywania wodnego roztworu nor-
floksacyny nie chroni¹ leku przed degradacj¹.

5. Najlepszym stabilizatorem wodnego roztworu norfloksacyny okaza³
siê kwas askorbowy. W stopniu zadowalaj¹cym roztwór ten chroni³a tak¿e
glukoza. Pozosta³e substancje pomocnicze i chromofory wywieraj¹ mniej-
szy wp³yw na stabilizacjê norfloksacyny w roztworze, a cytrynian sodu
i kwas winowy s¹ nawet katalizatorami reakcji rozk³adu w zastosowanych
stê¿eniach.
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KONKLUZJA

Badania zawartoœci tlenu w wodnych roztworach chromoforów potwier-
dzi³y fakt, ¿e w sta³ej temperaturze rozpuszczalnoœæ tlenu w wodzie zale¿y
od ciœnienia atmosferycznego i iloœci substancji znajduj¹cej siê w roztworze.
Wraz ze wzrostem iloœci substancji rozpuszczonej, stê¿enie tlenu w wodzie
maleje. Z kolei wzrost ciœnienia atmosferycznego powoduje wzrost stê¿enia
tlenu w roztworze . Poniewa¿ leki w czasie przechowywania nara¿one s¹ na
wp³yw zmian ciœnienia atmosferycznego, konieczne jest uwzglêdnienie tego
faktu przy doborze stê¿enia roztworu substancji chromoforowej, dodawanego
do leku w celu zabezpieczenia go przed niekorzystnym wp³ywem tlenu roz-
puszczonego. Stê¿enie tego roztworu musi zapewniæ minimalny poziom tle-
nu w zakresie mo¿liwych zmian ciœnienia atmosferycznego.
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WP£YW SUBSTANCJI POMOCNICZYCH NA ZAWARTOŒÆ TLENU
W WODNYCH ROZTWORACH LEKU

Key words:  chromofory, tlen, norfloksacyna, trwa³oœæ postaci leku.

Abstrakt

Wobec niezwykle szybkiego rozwoju przemys³u farmaceutycznego i wielkiej ró¿norodnoœci
produkowanych specyfików, problem trwa³oœci leku nabiera ogromnego znaczenia. Tematem pra-
cy by³o okreœlenie wp³ywu tlenu, czasu przechowywania, œwiat³a widzialnego i ultrafioletowego
na trwa³oœæ roztworów wodnych norfloksacyny i okreœlenie optymalnych warunków ich przecho-
wywania. Badania zawartoœci tlenu w wodnych roztworach chromoforów potwierdzi³y, ¿e w sta-
³ej temperaturze rozpuszczalnoœæ tlenu w wodzie zale¿y od ciœnienia atmosferycznego i iloœci
substancji znajduj¹cej siê w roztworze. Wraz ze wzrostem iloœci substancji rozpuszczonej, stê¿e-
nie tlenu w wodzie maleje. Poniewa¿ leki w czasie przechowywania nara¿one s¹ na wp³yw
zmian ciœnienia atmosferycznego, konieczne jest uwzglêdnienie tego faktu przy doborze stê¿e-
nia roztworu substancji chromoforowej dodawane do leku w celu zabezpieczenia go przed nieko-
rzystnym wp³ywem tlenu rozpuszczonego.

EFFECT OF ADJUVANT SUBSTANCES ON THE AMOUNT OF OXYGEN
IN AQUEOUS SOLUTIONS OF A PHARMACEUTICAL
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Abstract

With the extremely rapid growth of the pharmaceutical industry and a wide variety of
pharmaceuticals available on the market, the issue of the durability of medicinal preparations
is of utmost importance. The subject of the present paper has been to determine the effect of
oxygen, storage conditions, visible and ultraviolet light on the durability of aqueous solutions of
Norfloxacin, and to establish optimum conditions under which such solutions should be stored.
The examination of oxygen concentration in aqueous solutions of chromophores confirmed that
at constant temperature solubility of oxygen in water depended on the atmospheric pressure as
well as the amount of the substance present in a given solution. As the amount of the substan-
ce dissolved increased, the concentration of oxygen in water decreased. Because pharmaceuti-
cal while being stored are subjected to possible changes in the atmospheric pressure, it is
necessary to account for this fact while selecting the concentration of the solution of a chromo-
phore substance, which is added to a pharmaceutical in order to protect it against the adverse
effect of dissolved oxygen.
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