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WSTEP

Wobec niezwykle szybkiego rozwoju przemystu farmaceutycznego
i wielkiej réznorodno$ci produkowanych specyfikéw, problem trwatosci leku
nabiera ogromnego znaczenia. Leki w czasie przechowywania sg narazone
na dziatanie tak czynnikéw wewnetrznych (wzajemne oddziatywanie sub-
stancji czynnych i substancji pomocniczych wchodzacych w sklad prepara-
tu), jak izewnetrznych (wilgoé, tlen, temperatura, $wiatto). Pod ich wpty-
wem moga one ulega¢ niekorzystnym zmianom i rozktadowi (WIENIAWSKI
iin. 1994 ). Te niepozadane zmiany moga miec¢ charakter zjawisk chemicz-
nych, fizycznych, i biologicznych. Prowadza one, z reguty, do obnizenia war-
tosci terapeutycznej leku, a niekiedy do zwiekszenia jego toksycznosci
w stosunku do organizmu ludzkiego.

CEL PRACY

Tematem pracy bylo okreslenie wplywu tlenu, czasu przechowywania,
Swiatta widzialnego i ultrafioletowego na trwato§¢ roztworéw wodnych
norfloksacyny i okre§lenie optymalnych warunkéw ich przechowywania. Bada-
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nia nad wplywem wyzej wymienionych czynnikéw na wodne uktady nor-
floksacyny pozwalajg na stworzenie takich warunkéw ich przechowywania,
ktore zapewnia choremu skutecznos$¢ i bezpieczenstwo stosowania przez
maksymalnie dlugi czas.

MATERIALY UZYTE DO BADAN

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 byta w ciemnym, suchym i chlodnym miejscu, a roztwory do
badan przygotowywano na biezaco.

Metodyka badawcza

Badane roztwory norfloksacyny z substancjami chromoforowymi zamknie-
to w amputkach ze szkla kwarcowego; probe porownawczg stanowil roztwor
zawierajacy samg norfloksacyne. Jako substancji zabezpieczajacych uklad
przed wplywem promieniowania Swietlnego uzyto 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
zawierajacych grupy chromoforowe w stezeniach zwykle stosowanych w le-
kach, od 0,1% do 1,0% (w/v lub v/v gdy substancja byla ciecza).

Przygotowane w ten sposéb roztwory norfloksacyny z substancjami
chromoforowymi poddano dzialtaniu promieniowania z zakresu UV i VIS.
Jako zrodto $wiatta zastosowano lampe HBO 50. Probki naswietlano przez
60, 120, 180 min. Odlegto§é ampulek od lampy byta stata i wynosita 30 cm.
Oznaczenie iloSciowe norfloksacyny w probkach wykonano metoda HPLC
(SUNDERLAND i in. 2001). Zastosowano chromatograf cieczowy firmy Gilson
z detektotrem fluorometrycznym (analityczna di. fali wzb.: 294 nm, dt. fali
emisji: 475 nm) z kolumng odwrdoconej fazy (firmy Zorbax ODS Hipersil
5 pym, 250x4,6 mm) oraz petla dozujaca o poj. 20 ul, stosujac elucje izokra-
tyczna. Przez kolumne przepuszczano faze ruchomg z szybkoscig 1,5 ml/min
o sktadzie: 18 mM KH,PO, + 0,13 mM 1-heptanosulfonianu sodu /MeOH/H3PO,
(700+300+1).

OMOWIENIE WYNIKOW

W badaniach zawartosci tlenu w wodnych roztworach chromoforéw
potwierdzono fakt, ze w statej temperaturze rozpuszczalno$é tlenu w wo-
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Rys. 1. Wptyw dodatku kwasu askorbowego na zawartos$¢ tlenu w wodzie pod ci$nieniem

Fig. 1.
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Effect of ascorbic acid as an adjuvant on oxygen concentration at the atmospheric
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Rys. 2. Zalezno$¢ zawartosSci tlenu w wodnym roztworze norfloksacyny od stezenia tego

roztworu

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



Tabela 1
Table 1

Wplyw promieni stonecznych na trwalos¢ norfloksacyny w roztworze wodnym
Effect of sun radiation on durability of Norfloxacin in an aqueous solution

Promienie stoneczne — Sunrays
. steze}n};e n(_:_rﬂgk;af yny procent pozostalej po
Czas ekspozycji W pro tce da Od COYIEME| ozkladzie substancii
Exposure time pole powierzchni piku standardowe percentage of
(min) concentration in a
peak surface area substance left after
sample standard .
L decomposition
deviation %)
(mg/100 cm3) ¢
0 688 612 0.250 + 0.004 100.0
30 652 240 0.237 + 0.003 94.8
60 597 340 0.217 = 0.002 86.8
120 577 180 0.210 = 0.003 84.0
180 536 480 0.195 + 0.002 78.0

dzie zalezy od ciSnienia atmosferycznego i ilosci substancji znajdujacej sie
w roztworze. Wraz ze wzrostem iloSci substancji rozpuszczonej, stezenie
tlenu w wodzie maleje (PAwWELCZYK i in. 1969, BIELSKI i in 1985, ANDERSON
iin. 1998). Z kolei wzrost ci$nienia atmosferycznego powoduje wzrost ste-
zenia tlenu w roztworze. W zwigzku z duza iloScig wynikow przedstawiono
tylko wplyw kwasu askorbowego.

Jak wynika z przedstawionych badan, roztwor kwasu askorbowego o ste-
zeniu 0,01 % (ilos¢ substancji 0,1 mg/dm3) zawiera 4,03 mg/cm?® tlenu, a pod-
wyzszenie stezenia kwasu askorbowego do uzyskania roztworu o ci$nieniu
osmotycznym 109,74 mOsm/dm3 pozwala na utrzymanie zawartosci 0,10 mg/cm?
tlenu. Jezeli ci$nienie atmosferyczne wyniesie 970 hPa, minimalne stezenie
kwasu askorbowego, warunkujace 100% wyparcie tlenu z jego roztworu, to
2,04%. Gdy ci$nienie jest wyzsze i wynosi 1008 i 1021 hPa, potrzebne jest
wyzsze stezenie tego roztworu, wynoszace odpowiednio 2,06 i2,07%. Warto-
$ci tlenu rozpuszczonego sa dla poszczegélnych roztworéw chromoforow o tym
samym stezeniu rozne, jednak w kazdym przypadku obowiazuje zasada opi-
sana powyzej. Poniewaz leki w czasie przechowywania narazone sa na wptyw
zmian ci$nienia atmosferycznego, konieczne jest uwzglednienie tego faktu przy
doborze stezenia roztworu substancji chromoforowej, dodawanego do leku
w celu zabezpieczenia go przed niekorzystnym wpltywem tlenu rozpuszczone-
go. Stezenie tego roztworu musi zapewni¢ minimalny poziom tlenu w zakre-
sie mozliwych zmian ci$nienia atmosferycznego.

Norfloksacyna wykazuje niewielka zdolno$é wypierania tlenu z roztwo-
ru wodnego. Zdolnos¢ ta bardzo nieznacznie rosnie wraz ze wzrostem steze-
nia leku w roztworze. Jak wynika z badan, 1,98% roztwor norfloksacyny
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Tabela 2
Table 2

Wplyw promieniowania UV na stezenie norfloksacyny w roztworze wodnym
Effect of UV radiation on the concentration of Norfloxacin in an aqueous solution

Stezenie
norfloksacyny Substancja pozostata
C Kk o w probce + odchylenie po rozkladzie
EZ)?SOE igot?rije Pole powierzchni piku standardowe Percentage of
P (r;lin) Peak surface area Concentration in a substance left after
sample standard decomposition
deviation (%)
(mg/100 cm3)
0 688 612 0.250 + 0.0009 100.0
30 642 113 0.233 + 0.0008 93.2
60 582 422 0.211 + 0.001 84.4
120 562 164 0.204 = 0.004 81.6
180 515 426 0.187 + 0.003 74.8

zawiera tylko o 0,23% mniej tlenu w stosunku do wody destylowanej, a roz-
twor 10,00% — 1,36 % zawartoSci tlenu. W zwigzku z tym konieczna jest
ochrona norfloksacyny w postaci roztworu wodnego przed niekorzystnym
wplywem tlenu rozpuszczonego, m.in. przez dodatek chromoforow o odpo-
wiednim stezeniu.

Zaobserwowano niewielki, staty ubytek norfloksacyny w uktadzie wod-
nym, przechowywanej w temperaturze pokojowej (20°C), catkowicie zabezpie-
czonej przed $wiattem. Po szeSciu miesigcach przechowywania zawarto$¢ nor-
floksacyny w badanej probce zmniejszyla sie jedynie o 1,8% w stosunku do
wartosSci poczatkowej. Widoczny jest takze réwnoczesny stopniowy wzrost ilo-
$ci produktéow rozpadu, w tym najwazniejszego z nich: 3 — dekarboksylowe;j
pochodnej (TIEFENBACHER 1 in. 1994, THOMA i in 1997)

Obserwacje zmian zachodzacych w wodnym roztworze norfloksacyny
wskazuja na duza wrazliwosé tego zwiazku na promieniowanie elektroma-
gnetyczne o di. fali 100-200 nm (promienie UV iVIS) — tabela 2.

Analiza danych z tabeli 1 i 2 nasuwa wniosek, ze nawet krotkotrwate
na$wietlanie leku prowadzi do jego znacznej degradacji. Zaobserwowano,
ze szybszy rozklad zwigzku nastepuje pod wplywem promieniowania UV,
30-minutowa ekspozycja leku na to promieniowanie powoduje 6,8% spadek
zawartos$ci norfloksacyny w badanym roztworze, natomiast taki sam czas eks-
pozycji na promienie stoneczne wywoluje obnizenie stezenia leku o 5,2%. Po
2 h ekspozycji straty wynosza juz odpowiednio 18,4% i 16% poczatkowej
zawartosci norfloksacyny.

Norfloksacyna jest fotosensybilizatorem, ktory absorbujac kwant $wia-
tta (UV, VIS), przechodzi w stan wzbudzony, stajac sie bardziej reaktywna.
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Tabela 3
Table 3

Wyniki badan efektu stabilizujacego wodnych roztworéw norfloxacyny na swiatto z zakresu
UV i VIS w zalezno$ci od rodzaju stabilizatora
Results of tests on the stabilization effect of Norfloxacin aqueous solutions on UV and visible
light depending on the kind of stabilizing substance

Zawartos¢
Stezem.e .suk.)stapcp norfl(fxgcyny po 3h Wispétezynnik
. o stabilizujacej naswietlania P PR
Substancja stabilizujaca . stabilizacji
e Concentration of Percentage of S
Stabilizing substance e . Stabilzation index
stabilizing substance | Norfloxacin amount Ws=P/Po
(%) after 3 h radiation P -
(%)
Bez stabilizatora
Without stabilizing 0.0 74.85 1.00
substance
Kwas askorbowy
Ascorbic acid 0.5 96.34 1.29
Glukoza 1.0 71.43 0.95
Glucose
Glikol propylenowy 1,2 01 69.14 0.92
1,2 propylene glycol
Glicerol
Glycerol 0.1 64.57 0.86
Kwas cytrynowy 0.1 54.28 0.72
Citric acid
Siarczan sodu
Natruim sulfate 0.1 34.86 0.46
Cytrynian sodu 0.5 22.28 0.29
Natrium citricum
Kwas winowy
Acidum tartaricum 0.5 14.86 0.20

Poniewaz w wodzie (nawet podwdjnie destylowanej) zawarte sg Sladowe ilo-
$ci jonéw metali ciezkich (gléwnie Fe?* i Cu*) o wlasciwosciach redukuja-
cych, dochodzi do katalizowanej Swiattem fotoredukcji norfloksacyny, ktora
powraca wtedy do stanu podstawowego (HALLIWELL i in. 1989, 1999, FLINT
iin. 1993 ). W kolejnym etapie wchodzi ona spontanicznie w reakcje z tle-
nem czasteczkowym zawartym w wodnym roztworze tego leku i oddaje mu
elektron, sama ulegajac utlenieniu (LACHMAN i1 in. 1959, MARCINIEC 1975,
BieLski i in. 1985,). Dochodzi do wytworzenia toksycznego anionorodnika
ponadtlenkowego. Norfloksacyna moze ponownie zaabsorbowaé kwant $wia-
tla, ulec redukcji i spontanicznemu utlenieniu (JONEs i in. 2004 ).

Reakcje te przebiegaja w sposob cykliczny, co jest przyczyna tak silnie
destrukcyjnego wplywu Swiatta na wodne roztwory norfloksacyny. Wobec
tego, niezwykle wazne staje sie odpowiednie przechowywanie tej postaci
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leku, tj. w szczelnie zamknietych i ciemnych opakowaniach. Spetnienie
tych warunkow pozwoli na jego dluzsze przechowywanie, gdyz bedzie on w
dostateczny sposéb zabezpieczony przed wplywem czynnikéw zewnetrz-
nych, a przede wszystkim $wiatta. Najlepszymi stabilizatorami wodnego
uktadu norfloksacyny okazaly sie glukoza i kwas askorbowy (tab. 3). Wraz
ze wzrostem stezenia wymienionych substancji w badanym roztworze, ob-
serwuje sie znaczne zwigkszenie iloSci pozostatego po naswietlaniu leku.
Juz 0,50% stezenie kwasu askorbowego pozwala na ochrone norfloksacyny,
ktoérej ilo$¢é zmniejsza sie tylko o 3,66%, zas stezenie witaminy C, warun-
kujgce catkowite wyparcie tlenu z badanego roztworu (2,07%), chroni az
99,84% leku przed rozkladem w wyniku 3 h ekspozycji na promienie UV.
Natomiast glukoza w stezeniu 1% nie chroni substancji leczniczej, a
zastosowana w stezeniu 2,12% (stezenie wypierajace tlen) chroni przed
rozktadem tylko 91,55% leku. Ochrona taka jest jednak wystarczajaca, gdyz
w ciggu 180 min naswietlania rozktadowi ulega mniej niz 10% substancji
leczniczej, co warunkuje utrzymanie warto$ci farmakologicznej leku.

WNIOSKI

1. Opracowana metoda rozdzialu chromatograficznego pozwala na §le-
dzenie zmian iloSciowych i jakoSciowych zachodzacych w wodnym roztwo-
rze norfloksacyny pod wplywem tlenu czasteczkowego, promieniowania UV
i innych czynnikéw fizykochemicznych.

2. Roztwor wodny norfloksacyny jest wrazliwy na dzialanie promieni
stonecznych i ultrafioletowych. Wprowadzenie do ukladu substancji chro-
moforowych, a takze zmniejszajacych poziom tlenu w roztworze umozliwia
zmniejszenie wpltywu $wiatta na rozklad leku.

3. Zawarto$¢ tlenu w roztworach wodnych w stalej temperaturze ro-
$nie wraz ze wzrostem ciSnienia atmosferycznego, a maleje wraz ze wzro-
stem stezenia substancji pomocnicze] w roztworze.

4. Nawet prawidlowe warunki przechowywania wodnego roztworu nor-
floksacyny nie chronig leku przed degradacja.

5. Najlepszym stabilizatorem wodnego roztworu norfloksacyny okazat
sie kwas askorbowy. W stopniu zadowalajacym roztwor ten chronita takze
glukoza. Pozostale substancje pomocnicze i chromofory wywierajg mniej-
szy wplyw na stabilizacje norfloksacyny w roztworze, a cytrynian sodu
ikwas winowy sa nawet katalizatorami reakcji rozkladu w zastosowanych
stezeniach.
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KONKLUZJA

Badania zawartos$ci tlenu w wodnych roztworach chromoforéw potwier-
dzily fakt, ze w stalej temperaturze rozpuszczalnosé tlenu w wodzie zalezy
od ci$nienia atmosferycznego i iloSci substancji znajdujacej sie w roztworze.
Wraz ze wzrostem ilo$ci substancji rozpuszczonej, stezenie tlenu w wodzie
maleje. Z kolei wzrost ciSnienia atmosferycznego powoduje wzrost stezenia
tlenu w roztworze . Poniewaz leki w czasie przechowywania narazone sg na
wplyw zmian ci$nienia atmosferycznego, konieczne jest uwzglednienie tego
faktu przy doborze stezenia roztworu substancji chromoforowej, dodawanego
do leku w celu zabezpieczenia go przed niekorzystnym wplywem tlenu roz-
puszczonego. Stezenie tego roztworu musi zapewni¢ minimalny poziom tle-
nu w zakresie mozliwych zmian ci$nienia atmosferycznego.

PISMIENNICTWO

ANDERssoN U., LeicaTOoN B., Younc M.E., BLoMsTRAND E., NEwsHOLME E.A. 1998. Inactivation of
aconitase and oxoglutarate dehydrogenase in skeletal muscle in vitro by superoxide anions
and /or nitric oxide. Biochem. Biophys. Res. Commun., 249: 512-516.

BieLskr B.H.J., CaseLur D.E., Arupt R.L., Ross A.B. 1985. Reactivity of HO,/O, radicals in
aqueous solution. J. Phys. Chem. Ref. Data, 14:1041 - 1100.

Fercuson J., JoansoN B.E. 1990. Ciprofloxacin-induced photosensitivity: in vitro and in vivo
studies. Brit. J. Dermatol., 123: 9-20.

Funt D.H., TumineLLo J. F., Emprace M.H. 1993. The inactivation of Fe-S cluster containing
hydro-lyases by superoxide. J. Biol. Chem., 268: 22369-22376.

Haiuiwerr B., GurTeriDGE J.M. 1984. Oxygen toxicity, oxygen radicals, transition metals and
disease. Biochem J., 219: 1-14.

HavuwerL B., GUrTeRIDGE J.M.C. 1999. Free Radicals in Biology and Medicine. Oxford University
Press, Oxford, New York.

JoNES L., ATkiNs P. 2004. Chemia ogdlna — czgsteczki, materia, reakcje. PWN, Warszawa.

LacuMAN L., CoopPER J. 1959. A Comprehensive Pharmaceutical Stability Testing Labolatory I. dJ.
Amer. Pharm., Ass., Sci. Ed., 48: 226

MarciniEc B. 1975. Kinetyka rozktadu lekéw. XXXV. Stabilizacja chlorowodorku tiorydazyny
(TP - HCI) w roztworach wodnych. Farm. Pol., 26: 583-587.

Pawerczyk E., HErMANN T. 1969. Kinetics of drug decomposition. Dissert. Pharm. Pharmacol., 21: 268.
Pawetczyk E., HErvany T, Zak G. 1977. Kinetyka rozktadu lekéw. Acta Polon. Pharm., 34: 69.

PuiLLips G., JounsoN B.E., FERGUsoN J. 1990. The loss of antibiotic activity of ciprofloxacin by
photodegradation. J. Antimicrobial. Chem., 26: 783-789.

SuNDERLAND J., ToBiN C.M., HEnGES A.J., MacGowaNn A.P., WaiTE L.O. 2001. Antimicrobial activity
of fluoroquinolone photodegradation products determined by parallel-line bioassay and high
performance liquid chromatography. J. Antimicrobial Chem., 47: 271-275.

Troma K., KuBLER N. 1997. Untersuchungen zu Fotostabilitit von Gyrasehemmen. Pharmazie,
52:519.

TierENBACHER E.M., HAEN E., PrzyBiLLA B., Kurz H. 1994. Photodegradation of some quinolones
used as antimicrobial therapeuticus. J. Pharm. Sci., 83: 463-467.

WieNIawskT W., KusMIERKIEWICZ W., JANIEC W. 1994. Miedzynarodowa harmonizacja wymagar dla
lekéw. Farm. Pol., 6: 229.



337

Jan Meler, Janusz Pluta

WPLYW SUBSTANCJI POMOCNICZYCH NA ZAWARTOSC TLENU
W WODNYCH ROZTWORACH LEKU

Key words: chromofory, tlen, norfloksacyna, trwato$¢ postaci leku.
Abstrakt

Wobec niezwykle szybkiego rozwoju przemystu farmaceutycznego i wielkiej réznorodnosci
produkowanych specyfikéw, problem trwatosci leku nabiera ogromnego znaczenia. Tematem pra-
cy byto okreslenie wptywu tlenu, czasu przechowywania, §wiatta widzialnego i ultrafioletowego
na trwatosé roztworéw wodnych norfloksacyny i okreslenie optymalnych warunkéw ich przecho-
wywania. Badania zawartosci tlenu w wodnych roztworach chromoforéw potwierdzity, ze w sta-
tej temperaturze rozpuszczalno$é tlenu w wodzie zalezy od ci$nienia atmosferycznego i iloSci
substancji znajdujacej sie w roztworze. Wraz ze wzrostem ilosci substancji rozpuszczonej, steze-
nie tlenu w wodzie maleje. Poniewaz leki w czasie przechowywania narazone sa na wplyw
zmian ci$nienia atmosferycznego, konieczne jest uwzglednienie tego faktu przy doborze steze-
nia roztworu substancji chromoforowej dodawane do leku w celu zabezpieczenia go przed nieko-
rzystnym wplywem tlenu rozpuszczonego.

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

Key words: chromophores, oxygen, Norfloxacin, durability of forms of a pharmaceutical.
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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