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Wstęp
W ostatnich latach obserwuje się ogromny wzrost zainteresowania 

badaniami biodostępności farmaceutycznej substancji leczniczych za-
wartych w maściach. Wynika to przede wszystkim z ogromnej roli skó-
ry jako narządu będącego miejscem podania leków w celu uzyskania ich 
efektywnego stężenia w kompartmencie tkankowym, a nawet stężenia 
równowagowego w kompartmencie centralnym. Jakość preparatów 
maściowych aplikowanych tą drogą zależy od wielu czynników, m.in. 
właściwości substancji leczniczych oraz innych substancji pomocni-
czych, rodzaju zastosowanego podłoża, a nawet od techniki sporzą-
dzania preparatu. Dobór odpowiednich składników maści w znacznym 
stopniu decyduje o szybkości uwalniania substancji leczniczej [1].

Preparaty dermatologiczne mogą działać na powierzchni skóry 
(środki odkażające), w warstwach położonych głębiej (np. leki prze-
ciwhistaminowe) lub w narządach, do których dana substancja lecz-
nicza dociera krwiobiegiem. Wchłanianie substancji aktywnych przez 
skórę przebiega odmiennie od wchłaniania z układu pokarmowego. 
Wynika to z głównej funkcji skóry, tj. bariery ochronnej przed czynni-
kami zewnętrznymi [2, 3].

Istnieją różne drogi, przez które substancja lecznicza może do-
stać się w głąb skóry. Wśród nich wyróżniamy: bezpośrednie prze-
nikanie przez warstwę rogową, przenikanie przez ujścia gruczołów 
łojowych i potowych, albo przenikanie przez ujścia mieszków wło-
sowych (rys. 1).

Proces uwalniania substancji aktywnej z leku (zależnie od postaci 
leku) stanowi bardzo ważny etap w określeniu efektu jego działania. 
Dlatego badania biodostępności farmaceutycznej składników lecz-
niczych maści prowadzone są w przemysłowych laboratoriach kon-
troli jakości. Umożliwiają one udokumentowanie działania preparatu 
po wprowadzeniu niewielkich zmian w jego składzie, aparaturze lub 
w procesie produkcyjnym [4].

Farmakopee charakteryzują ogólne warunki prowadzenia badań 
biodostępności farmaceutycznej produktów leczniczych. Konieczne 
jest ustalenie następujących parametrów: rodzaju, objętości oraz tem-

peratury płynu do uwalniania, szybkości obrotu mieszadła, czasu pro-
wadzenia badania i pobierania próbek płynu akceptorowego, analizy 
stężenia rozpuszczonej substancji leczniczej (za pomocą spektrofoto-
metrii UV-Vis, chromatografii cieczowej HPLC) [5].

W niniejszej pracy podjęto badania nad uwalnianiem izotretyno-
iny oraz heparyny z maści o różnym składzie chemicznym w komorze 
dyfuzyjnej połączonej ze spektrofotometrem UV-Vis. Zastosowanie 
spektrofotometrii UV-Vis w badaniach biodostępności farmaceutycz-
nej pozwala oszacować szybkość uwalniania substancji biologicznie 
czynnej z preparatów maściowych do środowiska zewnętrznego, 
rzędowość procesu, a także właściwości powierzchni wymiany masy 
użytych membran dializacyjnych na granicy faz.

Część eksperymentalna

Preparatyka formulacji farmaceutycznych
Żele•	
W pierwszej kolejności odważono 21,25 mg soli sodowej hepary-

ny (Sigma-Aldrich), po czym dodano ją do 25 ml wody destylowanej 
i mieszano przy użyciu mieszadła magnetycznego aż do całkowitego 
jej rozpuszczenia. Następnie roztwór zagęszczono gumą ksantanową 
(Evonic) do postaci żelu. Guma ksantanowa jest egzopolisacharydem 
pochodzenia bakteryjnego. Stosowana jest jako naturalny emulgator 
i zagęszczacz, który rozpuszcza się zarówno w zimnej jak i ciepłej wo-
dzie. Podobną procedurę zastosowano w przypadku preparatyki żelu 
z izotretynoiną (BASF).

Emulsje typu olej w wodzie•	
W zlewce o pojemności 25 ml odważono składniki fazy tłuszczo-

wej: 6,5 g oleju arachidowego (Sunniva Med), 1,5 g alkoholu cetylowe-
go (Sigma-Aldrich) oraz 2 g monostearynianu glicerolu (Sigma-Aldrich) 
i ogrzewano w łaźni wodnej do temperatury 60°C. W drugiej zlewce 
o pojemności 100 ml odważono fazę wodną: 40 g wody destylowanej, 
do której dodano odpowiednio 21,25 mg soli sodowej heparyny lub 
50 mg izotretynoiny. W obu przypadkach całość mieszano do całko-
witego rozpuszczenia substancji czynnej za pomocą mieszadła magne-
tycznego, a następnie ogrzewano w łaźni wodnej do temp. 60°C. Gdy 
faza tłuszczowa i wodna osiągnęły oczekiwaną temperaturę 60°C, fazę 
olejową dodano do fazy wodnej i homogenizowano za pomocą homo-
genizatora mechanicznego firmy IKA Ultra-Turrax® Tube Drive.

Maści na bazie lanoliny•	
Na szalce Petriego odważono 45 g lanoliny (Fluka). Z kolei w zlew-

ce o pojemności 10 ml odmierzono 5 ml wody destylowanej, do której 
dodano odpowiednio 21,25 mg soli sodowej heparyny lub 50 mg izo-
tretynoiny, po czym całość mieszano za pomocą mieszadła magnetycz-
nego do całkowitego rozpuszczenia substancji czynnych. Następnie 
powoli wkręcano za pomocą tłuczka i moździerza fazę wodną do fazy 
tłuszczowej.

Badanie biodostępności farmaceutycznej
W celu zbadania kinetyki uwalniania izotretynoiny oraz hepary-

ny z formulacji farmaceutycznych o różnym składzie chemicznym, 
zastosowano zautomatyzowany aparat dyfuzyjny VanKel 7010 (fir-
my Varian) połączony ze spektrofotometrem UV-Vis Cary 50 Bio 
(Varian) (rys. 2).

Rys. 1. Przenikanie substancji przez skórę. Drogi przez: 1 – naskórek, 
2 – ujścia gruczołów potowych, 3 – ujścia mieszków włosowych
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Temperaturę procesu uwalniania utrzymywano na stałym pozio-
mie 32°C. Komory dyfuzyjne wypełniono 1 g danej formulacji, zawie-
rającej odpowiednią substancję czynną i pokryto membraną Cupro-
phan, imitującą barierę skórną. Badania biodostępności izotretynoiny 
prowadzono w buforze fosforanowym o pH 5,5 z dodatkiem 96% 
alkoholu etylowego (stosunek: 65:35), natomiast w przypadku hepa-
ryny jako płyn akceptorowy zastosowano roztwór wodny azuru II, bę-
dącego równowagową mieszaniną azuru B (N,N,N-trimetylotioniny) 
oraz błękitu metylenowego (pH 6). Ilość uwolnionej substancji czynnej 
obliczano ze wzoru:

w którym poszczególne symbole oznaczają: Ap – absorbancja próbki, Aw – absorbancja wzorca; mw – masa 
wzorca; mp – masa substancji biologicznie czynnej zawartej w próbce; Cw – czystość wzorca; Dw – roz-
cieńczenie wzorca; Vw – objętość roztworu wzorcowego; Vp – objętość płynu akceptorowego (np. buforu 
fosforanowego).

Wyniki i dyskusja
Ilościowe oznaczenia procentu uwolnienia heparyny oraz izo-

tretynoiny za pomocą spektrofotometrii UV-Vis, podobnie jak więk-
szość oznaczeń instrumentalnych, należą do metod porównaw-
czych. Dlatego występuje konieczność porównywania badanych 
roztworów z odpowiednimi wzorcami i posługiwania się krzywymi 
kalibracyjnymi.

W ramach niniejszej pracy, w celu zbadania biodostępności far-
maceutycznej wybranych substancji czynnych, mierzono absorban-
cje roztworów badanych i odpowiednio przygotowanych wzorców 
(o znanym stężeniu), w kuwetach o tej samej grubości, co 30 minut 
w czasie 20-godzinnego procesu uwalniania. Wiarygodność ilościo-
wych oznaczeń przeprowadzanych metodą spektrofotometryczną 
została zapewniona poprzez dobór charakterystycznych długości 
fali, przy których absorbują promieniowanie testowane substancje 
lecznicze, a nie zastosowane rozpuszczalniki (płyny akceptorowe, 
(np. bufory fosforanowe). W przypadku izotretynoiny rejestrowa-
no widma UV przy λmax = 345 nm. Heparyna wykazuje maksimum 
absorpcji promieniowania UV przy długości fali 190 nm. Ze względu 
na to, że przy długości fali w zakresie 190-210 nm absorbuje wiele 
innych substancji zawartych w preparatach farmaceutycznych, po-
miar uwalniania substancji czynnej byłby obarczony bardzo dużym 
błędem. Stąd też dla heparyny użyto odpowiedniego odczynnika 
kompleksującego (azuru II), aby przesunąć pasmo absorpcji w stronę 
wyższych długości fali, pamiętając o tym, aby reakcja kompleksowania 
była selektywna, szybka i odtwarzalna. Z danych literaturowych [7, 8] 
wynika, że kompleks azuru II z heparyną posiada maksimum absor-
bancji przy λmax = 500-530 nm. Widmo kompleksu zarejestrowane 
w laboratorium wskazywało na wzrost absorbancji w tym samym 
obszarze długości fali (rys. 3). Warto zaznaczyć, że po wprowadzeniu 
heparyny do roztworu wodnego azuru II, zaobserwowano zmianę 
barwy z niebieskiej na fioletową, charakterystyczną dla kompleksu 
azuru II z heparyną.

Uwalnianie substancji czynnych obejmuje zjawisko dyfuzji z leku 
do środowiska aplikacji. Badania przeprowadzone przy użyciu spektro-
fotometrii UV-Vis wykazały, że szybkość i stopień uwalniania, zarówno 
heparyny jak i izotretynoiny, zależą w dużym stopniu od postaci danej 
formulacji farmaceutycznej.

Profile uwalniania heparyny z żelu i emulsji typu olej w wodzie 
(rys. 4) wskazują, że w preparatach tych nie występują żadne związki 
mogące hamować dostępność farmaceutyczną substancji czynnej. Pro-
ces uwalniania zachodzi bardzo szybko przy zastosowaniu membrany 
Cuprophan, wykonanej z octanu celulozy. W ciągu dwóch pierwszych 
godzin analizy można zaobserwować ok. 60% uwolnienie substancji 
aktywnej. W pozostałym czasie ilość ta nieznacznie wzrasta i utrzymuje 
się do końca procesu na stałym poziomie 65% dla emulsji typu olej 
w wodzie oraz 81% dla żelu. W przypadku uwalniania heparyny z ma-
ści przygotowanej na podłożu lanolinowym, pierwsze ilości substancji 
aktywnej w płynie akceptorowym pojawiają się dopiero po upływie 
6,5 godziny. Jest to związane z wysoką hydrofobowością oraz lepko-
ścią tego typu formulacji. Maksymalny stopień uwolnienia heparyny jest 
bardzo niski i wynosi ok. 6%.

Rys. 2. Budowa aparatu VanKel 7010 do badania kinetyki uwalniania 
substancji czynnej: 1-łaźnia wodna; 2-moduł, gdzie następuje proces 

uwalniania; 3-pompa perystaltyczna; 4- spektofotometr UV-Vis; 
5-komputer [6]

Rys. 3. Widmo UV-Vis heparyny (λmax 190 nm), roztworu wodnego 
barwnika azur II (λmax 658 nm) oraz kompleksu azuru II z heparyną 

(λmax 530nm)

Rys. 4. Profile uwalniania heparyny z różnych formulacji  
farmaceutycznych
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od rodzaju formulacji farmaceutycznej, zaobserwowano w przypadku 
izotretynoiny. Przedstawione na rysunku 5 profile wskazują, że izotrety-
noina uwalnia się stopniowo zarówno z żelu jak i emulsji typu olej w wo-
dzie. Równomierny przyrost uwolnionej substancji czynnej następuje 
podczas pierwszych 7 godzin analizy, po czym osiągnięty zostaje stan 
równowagi. Dostępność farmaceutyczna izotretynoiny wprowadzonej 
do żelu wynosi ok. 52%, natomiast w emulsji typu olej w wodzie utrzy-
muje się na poziomie 19%. Maść na bazie lanoliny hamuje uwalnianie izo-
tretynoiny. Dopiero po upływie 10 godzin pojawiają się pierwsze bardzo 
małe ilości (ok. 1%) substancji czynnej w płynie akceptorowym. Mak-
symalny procent uwolnienia izotretynoiny wynosi 3%. Duża zawartość 
fazy tłuszczowej, skutkująca wysoką lepkością maści wykonanej na bazie 
lanoliny, hamuje uwalnianie substancji czynnej z tej formulacji.

Wnioski
Zastosowanie technik spektroskopowych (a w szczególności 

spektrofotometrii UV-Vis) w badaniach biodostępności farmaceutycz-
nej przyczynia się do opracowania nowych, efektywnych preparatów 
leczniczych aplikowanych na skórę. Przeprowadzone w ramach niniej-
szej pracy badania wykazały, że zarówno heparyna jak i izotretynoina 
dodane do podłoży maściowych o dużej lepkości (np. na bazie lanoliny) 
znacznie wolniej przenikają przez membrany dializacyjne imitujące ba-
rierę skóną niż w przypadku zastosowania podłoży o niższej lepkości 
(na bazie gumy ksantanowej). Obniżenie zawartości składników tłusz-
czowych w formulacjach farmaceutycznych sprzyja większej biodo-
stępności substancji biologicznie czynnych.

Podziękowania
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Rys. 5. Profile uwalniania izotretynoiny z różnych formulacji  
farmaceutycznych
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