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Badanie wplywu promieniowania
UV oraz temperatury na degradacje
preparatow farmaceutycznych
zawierajacych aspiryne metodami
spektroskopii FTIR

i chemometrycznymi

Study of the influence of the UV radiation
and temperature on the degradation of
pharmaceutical formulations containing
aspirin using FTIR spectroscopy and
chemometrics

Streszczenie

Wstep: Promieniowanie UV oraz temperatura to dobrze znane czynniki, ktére de-
strukcyjnie wplywaja na stabilno$¢ chemiczng produktow spozywczych i farmaceu-
tycznych. W szczegdlnosci ekspozycja na promieniowanie UV moze powodowac
degradacje substancji chemicznych i tym samym prowadzi¢ do obnizenia jako$ci
substancji czynnej oraz co gorsze powodowac powstawanie produktéw szkodliwych
dla zdrowia.
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Material i metody: W niniejszej pracy zbadano wptyw ekspozycji na promieniowanie
UV i podwyzszong temperature szesciu produktow farmaceutycznych zawierajacych
aspiryn¢. Do mierzenia zmian zachodzacych w trakcie ekspozycji uzyto spektrosko-
pii w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR) pofaczonej z metodami chemo-
metrycznymi, tj. analiza czynnikéw gtdwnych (PCA) oraz analiza skupien (CA). Do-
datkowym badanym czynnikiem byt wplyw otoczki tabletki oraz czas ekspozycji na
stopien zmian w skladzie preparatu. Wyniki pokazaty, ze zarowno temperatura jak
i promieniowanie UV wplywaja w zasadniczy sposob na zmiang¢ sktadu preparatow
farmaceutycznych, przy czym zalezy to istotnie od dtugosci ekspozycji oraz obecnosci
warstwy ostonowej leku. Wigksze zmiany w sktadzie preparatow zaobserwowano dla
przypadkow dtuzszej ekspozycji na czynniki degradujgce oraz braku otoczki. Zasto-
sowana metodologia moze zosta¢ z powodzeniem zastosowana jako szybka metoda
kontroli jakos$ci przechowywanych produktéw farmaceutycznych.

Stowa kluczowe: spektroskopia FTIR, chemometria, analiza czynnikéw glownych,

analiza skupien, aspiryna, postarzanie UV

Abstract

The UV radiation and temperature are well-known external factors, which adversely
affect the chemical stability of food, pharmaceuticals and various construction mate-
rials. In particular, the exposure to UV radiation may cause degradation of chemical
substances and thus lead to reduced strength, the content of active substance or also
to the formation of harmful substances for health.

In the present study, the effect of exposure to UV radiation and increased temperatu-
re of six pharmaceutical products containing aspirin were investigated. To measure
the changes occurring during exposure, the Fourier transform infrared spectrosco-
py (FTIR) combined with chemometrics methods, i.e. principal component analysis
(PCA) and cluster analysis (CA) were used. An additional examined factor was the
impact of tablet coating and exposure time on the degree of change in the chemical
composition of the pharmaceutical products. The results showed that both the tem-
perature and UV radiation influenced significantly the composition of pharmaceuti-
cal formulations, which vary considerably depending on the exposure time and the
presence of covering layer of the drug. More substantial changes in the composition
of the tablets were observed for longer exposure to the degrading factors and lack of

covering. The methodology can be successfully used as a quick quality control of
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stored pharmaceutical products.
Keywords: FTIR spectroscopy, chemometrics, principal component analysis, cluster

analysis, aspirin, UV ageing

Wstep

Promieniowanie UV oraz temperatura to czynniki, ktore destrukcyjnie wptywaja na
stabilno$¢ chemiczng produktéw spozywczych [1] i farmaceutycznych [2]. Ekspozy-
cja na promieniowanie UV moze indukowac ciag przemian chemicznych prowadza-
cych do obnizenia jakosci substancji czynnej oraz co gorsze powodowac powstawa-
nie produktow szkodliwych dla zdrowia.

Produkty lecznicze maja bardziej lub mniej ztozony sktad chemiczny oraz
réznorodng budowe chemiczng. Spotykamy leki, ktore sktadaja si¢ z jednego pier-
wiastka, z prostego zwigzku nieorganicznego, a takze takie zlozone z mieszaniny
skomplikowanych zwiazkéw organicznych. W dzisiejszych czasach jest duze za-
potrzebowanie na produkty lecznicze, dlatego firmy farmaceutyczne tworza coraz
nowsze, syntetycznie wytwarzane preparaty, a odchodza od lekéw pochodzenia na-
turalnego, gtéwnie z powodow ekonomicznych.

Aspiryna (znana takze jako kwas acetylosalicylowy) stosowana w celach leczni-
czych byta juz w starozytnosci, ale produkowana i sprzedawana jest dopiero od roku
1899. Jej dziatanie taczone jest ze zwalczaniem bolu, ktory jest efektem tworzenia
prostaglandyn z kwasu arachidonowego przez enzym znany jako cyklooksygenaza
(Rysunek 1A) [3]. Aspiryna wprowadzona do organizmu ulega przy pomocy en-
zymow trawiennych lub samoistnie hydrolizie do grupy acylowej i reszty kwasu
salicylowego. Grupa acylowa powoduje nieodwracalng acetylacj¢ seryny w miejscu
aktywnym cyklooksygenazy (Rysunek 1B), a czasteczka kawasu salicylowego blo-
kuje (inhibicja) miejsce aktywnego enzymu, co w rezultacie powoduje zablokowanie
produkcji prostaglandyny i usmierzenie bolu. Aspiryna oprocz dziatania przeciwbo-
lowego stosowana jest przeciwgoraczkowo, przeciwreumatycznie, przeciwzapalnie
i w chorobach uktadu krazenia [4, 5]. Z jednej strony dlugotrwale jej stosowanie
moze uszkodzi¢ btone §luzowa zoltadka i powodowaé krwawienia z przewodu po-
karmowego oraz do mozgu [6], ale z drugiej moze zmniejszaé czestos¢ wystepowa-

nia nowotwordw [7].
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Rysunek 1. Dimer cyklooksygenazy-1 (PDB ID: 1pth, COX-1) z zaznaczonym miejscem aktywnym
(A). Schemat blokowania miejsca aktywnego COX-1 przez zdeacetylowang form¢ aspiryny, liniami
przerywanymi zaznaczono kluczowe wigzania wodorowe z ARG120 i TYR355 (B)

Chemometria to dziedzina nauki, ktéra wykorzystuje metody komputerowe
1 matematyczne, statystyke, rachunek prawdopodobienstwa do analizy danych wie-
lowymiarowych dostarczanych przez np. nowoczesne techniki pomiarowe w chemii
lub fizyce [9]. Chemometria jest szeroko wykorzystywana m.in. w farmaceutyce [8],
ochronie $rodowiska [10-13], w przemysle spozywczym [14] 1 petrochemicznym.
Metody chemometryczne mozemy podzieli¢ na metody z nadzorem (nauczycielem,
z ang. supervised), ktore wykorzystuje si¢ do badania zagadnien klasyfikacji, re-
gresji oraz predykeji. Druga grupe stanowig metody bez nadzoru (bez nauczyciela,
z ang. unsupervised), ktore nie wymagaja wiedzy a priori dotyczacej przynalezno-
sci obiektow do danej kategorii. Maja one za zadanie w oparciu o zbidér zmiennych
utatwi¢ zidentyfikowanie grup obiektow o podobnych cechach (whasciwosciach) lub
wykrycie probek znacznie rdzniacych si¢ od pozostatych. Przyktadem technik bez
nauczyciela sg: analiza gtéwnych sktadowych (z ang. Principal Component Analysis,
PCA), techniki grupowania danych (klastrowania), czy samoorganizujgce si¢ mapy
Kohonena [15].

Wiele lekoéw dostepnych bez recepty mozna dzi§ kupi¢ nie tylko w aptece, ale
réwniez w niemal kazdym sklepie spozywczym. To powoduje, ze kontrola sposobu
przechowywania, terminu waznosci, czy zrodla pochodzenia danego leku jest bar-
dzo mocno ograniczona. Niejednokrotnie, ,,zwykle tabletki przeciwbolowe” prze-
bijaja si¢ w witrynach sklepowych, wystawione na dtugotrwate dziatanie promie-

niowania stonecznego oraz ekstremalnych temperatur. Dlatego w niniejszej pracy,
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podjeto wstepne badania wptywu najbardziej szkodliwej sktadowej promieniowania

stonecznego (UV) i podwyzszonej temperatury na zmiany w sktadzie chemicznym

lekéw dostepnych bez recepty na przyktadzie aspiryny.

Material i metody

Do badan uzyto 6 produktow farmaceutycznych w postaci stalej, zawierajacych

aspiryng, ktore dostgpne sa na polskim rynku. Szczegétowa charakterystyka che-

miczna uzytych preparatow zostata przedstawiona w Tabeli 1.

Tabela 1.

Charakterystyka badanych produktéw leczniczych zawierajacych aspiryne.
Informacje dostarczane przez producenta na opakowaniu lub ulotce informacyjne;j

Nazwa
preparatu Substancja czynna Substancja pomocnicza Sklad otoczki
(producent)
kwas metakrylowy
Salprin 500 mg kwasu skrobia kukurydziana, celu- ! ?krylz.m elt ylu, cy.t(riy—
(Sun Farm) acetylosalicylowego | loza mikrokrystaliczna, talk nian trietylu, powidon,
talk, dwutlenek tytanu,
70tty tlenek zelaza
celuloza mikrokrystaliczna,
Acesan 50 mg kwasu glikolan sodowy skrobi,
(Sun Farm) acetylosalicylowego | kwas stearynowy, i
zokcien chinolinowa, lak
otoczka Opadry: hy-
promeloza, dwutlenek
tytanu, triacetyna,
otoczka ACRYL-EZE:
Encopitin skrobia., celuloza mikro- kopolimer k\yasu me-
(Omega Rex 325 mg kvyasu krystaliczna, ta'lk, karbok- takrylowego i akrylanu
S.J) acetylosalicylowego | symetyloskrobia sodowa etylu, talk, dwutlenek

(typ A)

tytanu, bezwodna
krzemionka koloidalna,
wodorowgglan sodu,
laurylosiarczan sodu,
cytrynian trietylu
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celuloza mikrokrystalicz- akrylan kwasu meta-
Aspifox na, skrobia kukurydziana, krylowego i etylu, po-
(Actavis) 75 mg kwgsu krzemionka koloidalna lisorbat 80, laurylosiar-
acetylosalicylowego .
bezwodna, kwas steary- czan sodu, cytrynian
nowy trietylu, talk

celuloza mikrokrystaliczna,
skrobia kukurydziana zelo- |-
wana, talk

Hascopiryn 500 mg kwasu
(Hasco-Lek) acetylosalicylowego

skrobia kukurydziana, celu-
loza sproszkowana, celulo-
za mikrokrystaliczna

Polopiryna S 300 mg kwasu
(Polpharma) acetylosalicylowego

Dla kazdego z badanych preparatow pobrano po 5 tabletek. Pierwsza tablet-
ke kazdego z preparatow roztarto w mozdzierzu porcelanowym i dla powstatego
proszku zarejestrowano widmo FTIR za pomocg spektrofotometru FTIR Thermo
Scientific Nicolet iS5 na jedno odbiciowej przystawce ATR (wykonana z selenku
cynku). Kazde widmo powstato przez usrednienie 32 skanow, rejestrowanych z roz-
dzielczoscig 2 cm™! w zakresie 400-4000 cm™.

Kolejno, dwie z pobranych wczeéniej tabletek umieszczono w suszarce SML
firmy ZALMED 30/250 ustawiajac temperatur¢ na 40°C, natomiast kolejne dwie
umieszczono pod lampa UV firmy Benefit 29EAB o mocy 18 W. Sproszkowana
tabletke podzielono na dwie czesci i umieszczono w suszarce i pod lampa UV. Po 7
dniach wyciagnieto po jednej tabletce danego preparatu z komory naswietlania lam-
pa UV i z suszarki. Tabletki rozdrobniono i zarejestrowano ich widma. Po kolejnych
7 dniach ekspozycji pobrano do analizy pozostate tabletki badanych preparatow, ktd-
re roztarto w mozdzierzu i zarejestrowano ich widma FTIR. Sproszkowane na po-
czatku eksperymentu tabletki, zostaty wyciagnigte z suszarki i komory naswietlania
i rowniez zmierzono ich widma.

Dla kazdego widma FTIR wykonano korekte linii bazowej oraz standardowa
korekcje ATR za pomoca programu OMNIC. Wszystkie otrzymane widma FTIR
lekéw zawierajacych aspiryne wykorzystano jako dane wejsciowe w analizie che-
mometrycznej, wykonanej przy uzyciu biblioteki ChemoSpec [14] dostepnej w pro-
gramie RStudio [15].

W celu ulatwienia analizy otrzymanych wynikéw wprowadzono oznaczenia

odpowiednich widm prébek na kolejno prezentowanych wykresach (Rysunek 2).



Badanie wptywu promieniowania UV oraz temperatury na degradacj¢ preparatow farmaceutycznych...

97

Nazwa handlowa
preparatu

ac (Acesan),

as (Aspifox),

en (Encopirin),

ha (Hascopiryn),
po (Polopiryna S),
sa (Salpirin).

acll 9| U||T|
.

Czas ekspozycji

05 (probka nie poddana
ekspozycji, wyciggnieta z
opakowania),

13 (7 dni ekspozycji),

19 (14 dni ekspozycji).

Forma probki

T (tabletka)
P (proszek)

Forma ekspozycji

U (promieniowanie UY)
T (temperatura 40°C)

Rysunek 2. Schemat tworzenia oznaczen probek preparatow farmaceutycznych w wykonanych ba-

daniach

Wyniki

Widma absorpcyjne FTIR

Na Rysunku 3. przedstawiono widma FTIR zarejestrowane dla wszystkich uzytych

w badaniach preparatow zawierajacych aspiryne. Charakterystyczne drgania dla

aspiryny zaznaczono na widmie, tj. drgania rozciagajace grupe karbonylowa (C=0)

przy 1680 cm! oraz pasmo w zakresie 2700-3100 cm™, pochodzace od drgan rozcia-

gajacych grupy hydroksylowej (O-H). Poniewaz grupa hydroksylowa zaangazowa-

na jest w tworzenie migdzyczasteczkowych wigzan wodorowych (dimeréw kwasu

acetylosalicylowego), pasmo to jest poszerzone i wykazuje ztozong strukture [16].

Pomimo, réznej zawarto$ci aspiryny i zroéznicowania w sktadzie wypelnienia ta-

bletki i otoczki w badanym zestawie preparatow, nie zanotowano istotnych zmian

w widmach FTIR.
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Rysunek 3. Widma FTIR w zakresie dtugosci fali 500-4000 cm™ otrzymane dla szesciu dostepnych
handlowo produktow farmaceutycznych zawierajacych aspiryng. Widma otrzymano dla sproszko-
wanych tabletek, zaraz po wyciagnigciu z oryginalnego opakowania, rysunek wykonano przy uzyciu
oprogramowania OriginPro 2016. Na rysunku zaznaczono charakterystyczne pasma pochodzace od
drgan grup funkcyjnych obecnych w czasteczce aspiryny

Analiza skupien
Jedng z metod podziatu otrzymanych widm FTIR na grupy taczace w swoim za-
kresie najbardziej zblizone do siebie probki jest analiza skupien (klastrowanie).
Z uwagi na jej wrazliwo$¢ na przypadki odstajace od pozostatych danych, stosuje
si¢ ja we wstepnych etapach analizy chemometrycznej, co pozwala na weryfikacje
otrzymanego zbioru danych. Wynikiem dzialania algorytmu analizy skupien (HCA)
jest dendrogram (Rysunek 4.), ktory ilustruje w postaci drzewka zalezno$¢ podo-
bienstwa (odlegtosci w przestrzeni wielowymiarowej) poszczegdlnych widm probek.
Uwzgledniajac punkt odcigcia ($rednia odleglo$¢ mniejsza niz 6,5), widma FTIR
badanych probek podzielono na dwa skupiska. W pierwszym znajduja si¢ preparaty,
dla ktorych widma wykonano bezposrednio po wyjeciu z opakowania oraz tabletki,
ktoére przez 7 dni byty poddane dziataniu temperatury 40°C i promieniowania UV.
Pierwszy klaster nastgpnie podzielono jeszcze na dwie podgrupy:
* pierwsza zawierajaca trzynascie probek. Znajduja si¢ w niej wszystkie prepa-
raty, ktére zostaty poddane dziataniu temperatury 40°C, dwie probki poddane

dziataniu promieniowania UV (Encopirin i Hascopiryn) oraz pie¢ wzorcowych
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probek (Acesan, Aspifox, Polopiryna S, Encopirin i Hascopiryn),

* druga zawierata pig¢ probek. Tylko jedna z nich byta probka wzorcowa (Sal-
pirin), pozostate cztery to probki naswietlane przez 7 dni lampa UV (Acesan,
Aspifox, Salpirin oraz Polopiryna S).

Drugi klaster zawiera tylko te probki, dla ktorych widma zostaty zarejestrowa-
ne po 14 dniach ekspozycji na promieniowanie UV i temperature 40°C. Wewnatrz
tego klastra widoczne sg jeszcze dwie istotne podgrupy:

* pierwsza zawiera szesnascie probek wszystkich lekow, ktore zostaty poddane
promieniowaniu UV przez 14 dni w postaci proszku oraz cztery pomiary dla
tabletek: Aspifoxu, Hascopirynu oraz Polopiryny S.

e cztery pomiary dla tabletek Acesanu, Aspifoxu, Salpirinu oraz Polopiryny S,
ktore poddane byly dziataniu temperatury 40°C. Ostatnie trzy probki byly
w postaci proszku (Acesan, Aspifox oraz Encopirin), ktore utrzymywano w su-
szarce w 40°C przez 14 dni.

Odlegtosc

EREEE N -

——————————

Rysunek 4. Wykres klastrowania (grupowania) widm FTIR metodga HCA (Hierarchiczna Analiza
Skupien) z uwzglednieniem punktu odcigcia. Do grupowania probek uzyto metody $rednich potaczen
oraz metryki euklidesowej do pomiaru odlegtosci migdzy probkami

Analiza czynnikéw gtéwnych

W celu zobrazowania wzajemnych relacji dla analizowanych preparatéw postuzono
si¢ inng metodg grupowania — analizg czynnikow gtéwnych (PCA). Metoda polega
na przeksztatceniu zmiennych opisujacych badany uktad (w tym przypadku wektor

utworzony z wartosci absorbancji 1 indeksowany wartosciami liczb falowych) na
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zbior ortogonalnych czynnikoéw glownych, co powoduje redukcje wymiaru prze-
strzeni 1 tym samym otrzymanie atwiejszego obrazu korelacji migdzy badanymi
probkami. Redukcja liczby sktadowych opisujacych poszczegdlne probki (z 14936
bedacych wartos$ciami absorbancji w badanym zakresie do kilku bedacymi istot-
nymi sktadowymi gtéwnymi) pozwala na wizualizacje ich wariancji na wykresach
rozrzutu.

Na otrzymanym wykresie PCA (Rysunek 5.), rozpigtym na dwoch najbardziej
istotnych sktadowych glownych (w sumie obrazuja 95% zmiennosci danych) wi-
doczna jest podobna zalezno$¢ jak na dendrogramie — dwa dobrze odseparowane
skupiska. Preparaty, ktérych widma zarejestrowano bezposrednio po wyjeciu z opa-
kowania i 7 dni po naswietlaniu lampg UV oraz ekspozycji na temperature 40°C
zajmuja mniej wiecej ten sam obszar wykresu (I 1 II), co oznacza, ze majg zblizony
sktad. W tym obszarze znajdujg si¢ dwie probki istotnie odbiegajace od pozosta-
tych w tym skupisku, jest to probka Polopiryny S po 7-dniowym naswietlaniu oraz
probka Encopirinu po 7-dniowej ekspozycji na temperature 40°C. Drugie skupisko
(IIT'i I'V), grupuje probki w postaci tabletek i sproszkowanej, ktorych widma zostaty
zarejestrowane po 14-dniowej ekspozycji na dziatanie odpowiednio promieniowania

UV oraz temperatury 40°C.
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Rysunek 5. Wykres PCA. Elipsy obrazuja pogrupowanie poszczego6lnych probek w skupiska (I-IV)
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Dyskusja

Sprzezenie spektroskopii FTIR z analizag chemometryczng powoduje, ze dane wielo-
wymiarowe (wszystkie zmierzone wartosci absorbancji dla danych liczb falowych)
mozna przetworzy¢ w taki sposob, aby zredukowa¢ wymiar przestrzeni nie tracac
przy tym zadnych istotnych informacji o wzajemnych relacjach badanych prébek.
Pozwala to przedstawi¢ zaleznosci migdzy badanymi probki w postaci graficznej,
dzigki czemu mozna tatwo je analizowac.

Zarowno metoda klastrowania HCA, jak i analiza czynnikéw gltéwnych uzy-
skano pogrupowanie badanych probek na dwa glowne skupiska (Rysunek 4. i 5.).
W pierwszym klastrze znalazty si¢ probki badane bezposrednio po wyjeciu z opako-
wania (przyjete jako standardy czystos$ci) oraz po 7 dniach naswietlania i ekspozycji
na temperaturg. W drugim klastrze natomiast znalazly si¢ probki, ktore byty pod-
dane czynnikom destrukcyjnym przez 14 dni. Wykorzystanie dwoch metod analizy
danych wielowymiarowych pozwala na wyciggnigcie wielu cennych wnioskow na
temat zmiany w sktadzie preparatu po ekspozycji na warunki szkodliwe. Widac, ze
w czasie pierwszych 7 dni ekspozycji na podwyzszong temperature oraz promienio-
wanie UV nie zauwazono zbyt duzych zmian w sktadzie preparatéw. Istotny wplyw
na ich stan zalezy od tego czy preparat posiada otoczke ochronng. Polopiryna S
wypadta najgorzej w stosunku do pozostatych preparatéw, co widoczne jest jej od-
izolowaniem na wykresach PCA i HCA juz po 7 dniach naswietlania. Wydtuzenie
czasu ekspozycji powoduje istotng zmiane sktadu, nawet mimo wprowadzanych za-
bezpieczen preparatu w postaci otoczki. Zaobserwowano rowniez, ze jesli tabletka
danego preparatu zostata zmielona, to byla ona bardziej narazona na zmiang sktadu

niz forma nierozdrobniona.

Whioski

Na podstawie wykonanych badan mozna wyciagna¢ nast¢pujace wnioski:
* otoczka tabletek nie daje catkowitej ochronny przed dzialaniem zewngtrznych
czynnikow destrukcyjnych, jak promieniowanie UV lub podwyzszona tempe-
ratura. Warstwa ochronna preparatu farmaceutycznego, jest jednak tylko do-

razng barierg. Po wielodniowej ekspozycji na promieniowanie UV i podwyz-
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szong temperature sktad preparatu moze ulec istotnym zmianom,

* wykorzystana kombinacja techniki FTIR oraz chemometrii moze postuzy¢
jako wstepna analiza jakos$ci 1 trwalosci przechowywanych produktow farma-
ceutycznych,

* konieczna jest $cislejsza kontrola warunkéw przechowywania preparatow far-

maceutycznych w punktach sprzedazy innych niz apteka.
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