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ABSTRACT: The aim of the work was to analyse the influence of storage conditions
such as time and temperature on the stability of fluoxetine in biological material. De-
termination of fluoxetine in blood, urine and liver samples was carried out using the
HPLC method. Analysis revealed that fluoxetine showed consistent stability in sam-
ples which were stored at —20°C. Fluoxetine was stable in biological material stored
at +4°C and +25°C for a period of only one month.
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INTRODUCTION

Determination of the real level of xenobiotics in biological material re-
mains an unsolved problem in chemical toxicological analysis. The problem
of the stability of xenobiotics in biological material is especially significant
from the point of view of analysis, toxicology and the issuing of medico-legal
expert reports.

From data in the literature it is known that conditions of storage of sam-
ples prepared for toxicological analysis influence results of the analyses and
their interpretation [4].

Alook through the literature reveals that many authors have studied the
problem of the stability of medicines in biological material. The stability of
medicines such as benzodiazepines [5, 9, 11, 16], barbiturates [12], cocaine
[1, 6, 7, 13], antiepileptic medicines [3, 17], tricyclic antidepressant medi-
cines [15] and other xenobiotics — carbon monoxide [8] and cyanide ions [2]
has been described. These publications have mainly dealt with the influence
of temperature on the stability of xenobiotics in samples of serum, blood or
urine. Research performed by the authors shows that the stability of xeno-
biotics is dependent on many factors — amongst others, the type of xenobio-
tic, the type of biological material (in which the stability of xenobiotics is be-
ing investigated) and temperature. As a result of this research, it was found
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that xenobiotics, even those belonging to the same group, are not always
more stable in the blood.

An example of a similar finding in the literature is the work of Skopp
et al. [16]. They analysed the stability of benzodiazepines in serum and blood
at a temperature of +4°C, and showed that in the case of flurazepam and
midazolam their stability was higher in blood than in serum, but that
flunitrazepam and nordazepam were more stable in serum than in blood.

Among studies on the stability of xenobiotics, attempts at determination
of the stability of fluoxetine in biological materials [10, 14, 18] have also been
undertaken. Zuccaro et al. [18] analysed the stability of fluoxetine in serum
and plasma with the addition of sodium versenate and heparin stored at
a temperature of +4°C for 1 week and at a temperature of +20°C for 1 month.
Lantz et al. [10] determined the fall in the concentration of fluoxetine and
norfluoxetine in serum during storage of samples at room temperature and
at —20°C. Determination of the stability of fluoxetine in serum at room tem-
perature was also investigated by Nichols et al. [14].

Fluoxetine is a frequently used medicine, and in the literature there is
alack of comprehensive data on its stability in biological material other than
serum, so it would seem to be important to perform further studies on its sta-
bility, in order to determine whether and to what degree the concentration of
this medicine changes in biological material depending on temperature and
the time of its storage.

MATERIALS AND METHODS

Samples of blood and urine were taken from the body and a standard so-
lution of fluoxetine in an amount necessary to obtain a concentration of
500 ng/ml was added to them. Fragments of liver taken from the body were
homogenised and, likewise, a standard solution of fluoxetine in the amount
necessary to obtain a concentration of 500 ng/g was added to them. Immedi-
ately after the preparation of samples, the initial concentration of fluoxetine
was determined, which was taken to be 100%. Samples of biological material
containing fluoxetine were divided into test tubes, encapsulated and kept at
different temperatures (—20°C, +4°C, +25°C). After periods of 1, 7, 30 and
90 days the concentration of fluoxetine in the samples was determined.

Fluoxetine was isolated from the biological material by the method of lig-
uid-liquid extraction with the use of diethyl ether (pH = 9). Quantitative
analysis was performed by liquid chromatography with a multidiode detec-
tor using a 1100 Series chromatographic set by Agilent Technologies, which
consisted of a de-gaser, a binary pump, an autosampler and a multidiode de-
tector. Chromatographic separation was performed in the following condi-
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tions: the column — XDB C8 (150 mm [ 4.6 mm; 5 [Om), the eluent —
triethylamine acetate: acetonitrile (65:35 v/v), the flow — 1.5 ml/min, the vol-
ume of the injected sample — 10 [, measurement at a wavelength of 228 nm.
The signal from the detector was converted electronically with the use of
ChemStation software. The concentration of fluoxetine was determined by
the internal standard method (diazepam) from the appropriate calibration
curves.

105 samples of blood, 105 samples of urine and 105 samples of fragments
of the liver were examined.

RESULTS AND DISCUSSION

The aim of toxicological analysis is to identify and determine a xeno-
biotic. The result of this process is influenced by the state of the biological
material, which depends among other things on the conditions in which the
material was kept before being delivered to the institution performing the
examination and on the time which elapsed from collection of the sample to
the performing of the analysis.

In the available literature thereis a lack of data describing the stability of
fluoxetine in biological materials such as blood, urine or the internal organs.
Research on the stability of fluoxetine has related only to biological fluids,
such as serum [10, 14, 18] and plasma [18]. Thus, the aim of the present work
was to show to what degree processes occurring in biological material, se-
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Fig. 1. A graph of the recovery of fluoxetine against time of storage of samples of
blood, urine and fragments of liver at a temperature of —20°C.
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Fig. 2. A graph of the recovery of fluoxetine against time of storage of

samples of blood, urine and fragments of liver at a temperature
of +4°C.
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Fig. 3. A graph of the recovery of fluoxetine against time of storage of
samples of blood, urine and fragments of liver at a temperature
of +25°C.

cured for analysis and taking place under the influence of such factors as
time and temperature of storage, affect the stability of fluoxetine in samples
of blood, urine and fragments of the liver.

Results of the performed studies have been presented in the form of
graphs of fluoxetine recovered against time of storage of samples of the bio-
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logical material at different temperatures (Figure 1, 2 and 3). Average val-
ues of the recovery of fluoxetine from biological material are shown in Table L.

The data obtained in the present work show unequivocally that the high-
est stability of fluoxetine in samples of blood, urine and fragments of the
liver was observed at a temperature of —20°C.

The obtained results of the examinations indicate that the stability of
fluoxetine decreased most at a temperature of +25°C. After 7 days, 2.7% of
fluoxetine decomposed in blood samples, 3.3% in urine samples and 12.0% in
fragments of liver; after 30 days of storage the loss of the medicine was 13.7%
in blood, 15.1% in urine and in fragments of liver, and after 90 days the loss
of the medicine was as high as 31.3% in blood, 25.8% in urine and in frag-
ments of the liver, 36.0%. The above results show that fluoxetine is stable at
atemperature of +25°C in blood, fragments of the liver and urine for 30 days.

TABLE I. THE MEAN VALUES OF RECOVERY OF FLUOXETINE FROM BIOLOGICAL
SAMPLES AGAINST TEMPERATURE AND TIME OF STORAGE

Temperature of storage
. Time of 20°C e | ssc
Investigated .
; storage Value of the recovery of fluoxetine [%]
material d
[days] (n =17, initial concentration of fluoxetine
500 ng/ml)

0 100.0+1.4 100.0 £ 1.2 100.0+ 1.6
1 100.0+ 1.6 99.7+1.1 99.1+3.8
Urine 7 99.3 +2.3 95.7+ 3.8 96.7+ 4.2
30 98.2 +4.1 84.2+4.2 84.9+ 3.7
90 97.3+3.7 77.7+3.6 74.2 + 3.6
0 100.0+1.4 100.0+1.4 100.0 £ 2.7
1 99.0+ 3.1 98.7+2.6 98.6£3.1
Blood 7 98.0 + 3.2 97.3+3.1 97.3+4.6
30 96.8 +4.2 84.6 £ 4.6 86.3+4.7
90 95.1+3.7 79.8 + 6.2 68.7+£6.3
0 100.0+2.4 100.0 £ 2.7 100.0 £ 2.6
1 98.0£ 3.8 98.0+£3.9 94.0+4.0

Liver
7 97.0+£4.2 88.0+4.3 88.0+£4.1

samples

30 95.0+4.6 78.0 +4.8 84.9+5.9
90 90.0 £5.2 70.0 £ 5.4 64.0£7.2
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The stability of fluoxetine at a temperature of +25°C was also investi-
gated by Lantz et al. [10] and Nichols et al. [14]. However, the above exami-
nations concerned only the stability of fluoxetine in serum. In the work of
Lantz et al. [10] a significantly lower stability of fluoxetine in serum kept at
room temperature was observed. The authors showed that in such condi-
tions fluoxetine was stable only for 96 hours. However, Nichols et al. [14] in
their work showed that fluoxetine in serum is stable at room temperature for
a shorter time, 1.e. only for 48 hours.

In the present work, experiments were also performed in order to deter-
mine the stability of fluoxetine in blood, urine and fragments of liver at a tem-
perature of +4°C. The obtained results showed that the storage of a biological
material for 7 days caused slight decreases of the medicine at a level of 2.7% in
blood, 4.3% in urine, and 12.0% in fragments of liver. After 30 days these val-
ues changed to 15.4% in blood, 15.8% in urine and 22.0% in fragments of the
liver, and after 90 days the loss of fluoxetine reached a level of 20.2% in blood,
22.3% in urine and in fragments of liver 30.0%. Bearing in mind the above
data, one can state that fluoxetine is stable in blood, urine and the liver at
atemperature of +4°C, similarly to a temperature of +25°C, only for 30 days.

Nichols et al. [14], examining the influence of temperature on the stabil-
ity of fluoxetine in serum, ascertained that it is stable at a temperature of
+4°C only for 1 week. Zuccaro et al. [18] showed that addition of preserva-
tives, such as sodium versenate and heparin, had no influence on the length
of stability of fluoxetine in serum and plasma at a temperature of +4°C.

The differences between the results of the studies on the stability of
fluoxetine in serum at a temperature of +4°C and +25°C, and the results of the
studies on the stability of this medicine in blood, urine or fragments of the
liver could result from the different kinds of biological matrix used for the
studies.

The performed investigations on the stability of fluoxetine at a tempera-
ture of —20°C demonstrated that freezing of samples of urine, similarly to
freezing of samples of blood and fragments of liver guarantees the stability
of fluoxetine for 90 days. In this case the storage of blood, urine and frag-
ments of liver at a temperature of —20°C caused only insignificant losses of
the medicine — in blood 4.9%, in fragments of the liver 10.0% and in urine
only 2.7%. Similar behaviour of fluoxetine was observed by Nichols et al. [14]
during their studies of the stability of fluoxetine in serum. These experi-
ments demonstrated that in samples of serum frozen to—20°C, the decrease in
the concentration of fluoxetine is insignificant, even after several months.
Similar results from research into the stability of fluoxetine in serum at a
temperature of —20°C were also obtained by Lantz et al. [10]. They found that
the level of fluoxetine at this temperature did not change even after 1 year.
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CONCLUSION

The investigations performed in the course of this work showed that:
1. The storage of samples of blood, urine and fragments of liver contain-

ing fluoxetine at a temperature of —20°C allows us to obtain reliable re-
sults of analysis even when 90 days have passed from the moment of
collection of the biological material;

. In situations where biological material is kept at a higher tempera-

ture, i.e. +4°C (temperature of a refrigerator) or +25°C (room tempera-
ture), analysis in order to detect the presence of fluoxetine should be
performed in a period not exceeding 30 days from the moment of collec-
tion of the sample, because of large losses of the medicine;

. Bearing in mind the above results, it seems advisable to perform fur-

ther studies taking into account the influence of other non-analysed
factors on the stability of fluoxetine in biological materials, such as the
presence of air, light, pH of the environment or the addition of preser-
vatives.
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WPLYW TEMPERATURY I CZASU PRZECHOWYWANIA
NA STABILNOSC FLUOKSETYNY W MATERIALE
BIOLOGICZNYM

Marzena SYKUTERA, Ewa PUFAL, Karol SLIWKA

WSTEP

Okreslenie rzeczywistego poziomu ksenobiotykow w materiale biologicznym sta-
nowi ciagle aktualny i1 nierozwiazany problem w chemicznej analizie toksykologicz-
nej. Szczegdlnie istotna z punktu widzenia analitycznego, toksykologicznego oraz
z punktu widzenia orzecznictwa sadowo-lekarskiego jest problematyka stabilnosci
ksenobiotykow w materiale biologicznym.

7 danych zawartych w literaturze przedmiotu wiadomo, ze warunki przechowy-
wania préb przeznaczonych do analizy toksykologicznej wplywaja na wyniki analiz
11ich interpretacje [4].

7 piSmiennictwa wynika, ze problemem stabilnos$ci lekéw w materiale biologicz-
nym zajmowalo sie wielu autoréw. Opisana zostata stabilnoéé takich lekéw, jak
benzodiazepiny [5, 9, 11, 16], barbiturany [12], kokaina [1, 6, 7, 13], leki przeciwpa-
daczkowe [3, 17], trdjcykliczne leki antydepresyjne [15] oraz stabilno$é innych
ksenobiotykow — tlenku wegla [8] czy jondéw cyjankowych [2]. W publikacjach tych
zajmowano sie gléwnie wplywem temperatury na stabilno$é ksenobiotykéw w pré-
bach surowicy, krwi czy prébach moczu. Przeprowadzone przez autoréw pracy
badania dowiodty, iz stabilno$¢ ksenobiotykéw jest zalezna od wielu czynnikéw,
w tym miedzy innymi od rodzaju ksenobiotyku oraz rodzaju materiatu biologicznego,
w ktorym stabilno$¢ ksenobiotykéw jest badana, 1 temperatury. Z badan tych wyni-
ka, ze ksenobiotyki nawet te nalezace do tej samej grupy nie zawsze sa bardziej
stabilne we krwi.

Na przyktad Skopp 1 in. [16], analizujac stabilno$é benzodiazepin w surowicy
1krwiw temperaturze +4°C, wykazali w przypadku flurazepamu i midazolamu wyz-
szq stabilno$¢ we krwi niz w surowicy, natomiast flunitrazepam i nordazepam byty
bardziej stabilne w surowicy niz we krwi.

Wsréd badan nad stabilnoscig ksenobiotykéw podejmowano rowniez proby okre-
§lenia stabilnoéci fluoksetyny w materiale biologicznym [10, 14, 18]. Zuccaroiin. [18]
analizowali stabilno$é fluoksetyny w surowicy i osoczu z dodatkiem wersenianu so-
dowego 1 heparyny przechowywanych w temperaturze +4°C przez 1 tydzien i w tem-
peraturze +20°C przez 1 miesiac. Z kolei Lantz 1 in. [10] oznaczali spadek stezenia
fluoksetyny 1 norfluoksetyny w surowicy podczas przechowywania préb w tempera-
turze pokojowej oraz w temperaturze —20°C. Okresleniem stabilnoéci fluoksetyny
w surowicy w temperaturze pokojowej zajmowali sie rowniez Nichols i in. [14].

7Z uwagl na to, iz fluoksetyna jest czesto stosowanym lekiem, a w literaturze
przedmiotu brak jest pelnych danych na temat jej trwato$ci w innym niz surowica
materiale biologicznym, dlatego istotne wydaje sie przeprowadzenie dalszych badan
nad jej stabilnos$cia w celu okreslenia, czy 1 w jakim stopniu ulega zmianie stezenie
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tego leku w materiale biologicznym w zaleznoSci od temperatury i czasu przechowy-
wania.

MATERIAL I METODY

Ze zwlok pobrano préby krwi i moczu i dodano do nich wzorcowy roztwor fluokse-
tyny w iloSci koniecznej do otrzymania stezenia 500 ng/ml. Wycinki watroby pobrane
ze zwlok zhomogenizowano i réwniez dodano do nich wzorcowy roztwér fluoksetyny
w iloéci koniecznej do otrzymania stezenia 500 ng/g. Bezposrednio po przygotowaniu
prob okreslono wyjéciowe stezenie fluoksetyny, ktore to przyjeto za 100%. Préby ma-
terialu biologicznego zawierajace fluoksetyne podzielono do préboéwek, szczelnie
zamknieto 1 przechowywano w réznej temperaturze (-20°C, +4°C, +25°C). Po uplywie
1, 7, 30 1 90 dni oznaczano w préobach stezenie fluoksetyny.

Fluoksetyne wyosabniano z materialu biologicznego metoda ekstrakeji ciecz-
ciecz z uzyciem eteru dietylowego (pH = 9). Analize ilo§ciowa przeprowadzono
metoda chromatografii cieczowej z detektorem wielodiodowym przy uzyciu zestawu
chromatograficznego 1100 Series firmy Agilent Technologies sktadajacego sie z de-
gazera, pompy binarnej, autosamplera i detektora wielodiodowego. Rozdziat chro-
matograficzny przeprowadzono w nastepujacych warunkach: kolumna — XDB C8
(150 mm X 4,6 mm; 5 [Om), eluent — octan trietyloaminy : acetonitryl (65:35 v/v),
przeplyw — 1,5 ml/min, objeto$¢ nastrzykiwanej probki — 10 [, pomiar przy dltugosci
fali 228 nm. Sygnal z detektora byt przetwarzany elektronicznie z zastosowaniem
oprogramowania ChemStation. Stezenie fluoksetyny oznaczano metoda standardu
wewnetrznego (diazepam) z odpowiednich krzywych kalibracji.

Przebadano 105 préb krwi, 105 préb moczu i 105 préb wycinkéw watroby.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Celem analizy toksykologicznej jest zidentyfikowanie i oznaczenie ksenobiotyku.
Na wynik tego procesu ma wplyw stan materiatu biologicznego, ktéry zalezy miedzy
innymi od warunkéw, w jakich znajdowal sie przed dostarczeniem do zaktadu wyko-
nujacego badanie oraz czasu, jaki uptynat od pobrania do wykonania analizy.

W dostepnej literaturze brakuje danych dotyczacych stabilnoséci fluoksetyny
w materiale biologicznym takim jak krew, mocz czy wycinki narzadéw wewnetrz-
nych. Badania nad stabilnoécig fluoksetyny dotyczyly tylko ptynéw biologicznych,
takich jak surowica [10, 14, 18] i osocze [18]. Dlatego tez w zwiazku z powyzszym
celem niniejszej pracy bylo wykazanie, w jakim stopniu procesy wystepujace w za-
bezpieczonym do analiz materiale biologicznym, a zachodzace pod wplywem takich
czynnikéw, jak czas oraz temperatura przechowywania, maja wplyw na stabilnoéé
fluoksetyny w probach krwi, moczu 1 wycinkach watroby.

Wyniki przeprowadzonych badan przedstawiono w postaci wykresow zaleznos$é
wartosci odzysku fluoksetyny od czasu przechowywania préob materiatu biologiczne-
go w réznej temperaturze (rycina 1, 2, 3). Srednie wartosci odzysku fluoksetyny z ma-
terialu biologicznego przedstawiono w tabeli I.
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7 danych przedstawionych w niniejszej pracy wynika jednoznacznie, ze najwyz-
sz stabilnoéé fluoksetyny w prébach krwi, moczu i wycinkach watroby zaobserwo-
wano w temperaturze —20°C.

Uzyskane wyniki badan wskazuja, iz stabilno$¢ fluoksetyny obnizala sie najbar-
dziej w temperaturze +25°C. Po 7 dniach w prébach uleglo bowiem rozktadowi
2,7% fluoksetyny we krwi, 3,3% w moczu, a w wycinkach watroby 12,0%; po
30 dniach przechowywania straty leku wynosily 13,7% we krwi, 15,1% w moczu
iw wycinkach watroby, a po uptywie 90 dni straty leku dochodzity nawet do 31,3% we
krwi, 25,8% w moczu, natomiast w wycinkach watroby 36,0%. Powyzsze dane wska-
zuja wiec, ze fluoksetyna jest stabilna w temperaturze +25°C we krwi, wycinkach
watroby 1 moczu przez 30 dni.

Badaniem stabilnosci fluoksetyny w temperaturze +25°C zajmowali sie réwniez
Lantziin. [10] oraz Nicholsiin. [14]. Jednakze powyzsze badania dotyczyty stabilno-
$ci fluoksetyny tylko w surowicy. W pracy Lantzaiin. [10] odnotowano zdecydowanie
nizsza, stabilnoéé fluoksetyny w surowicy przechowywanej w temperaturze pokojo-
wej. Autorzy dowiedli, ze w takich warunkach fluoksetyna jest stabilna tylko przez
96 godzin. Z kolei Nichols 1in. [14] w swoje]j pracy wykazali, ze fluoksetyna w surowi-
cy jest stabilna w temperaturze pokojowej przez krétszy czas, bo tylko przez 48 go-
dzin.

W niniejszej pracy opisano rowniez do§wiadczenia majace na celu okreslenie sta-
bilnosci fluoksetyny we krwi, moczu i wycinkach watroby w temperaturze +4°C.
Uzyskane wyniki dowiodly, ze przechowywanie materiatu biologicznego przez 7 dni
spowodowato nieznaczne ubytki leku w wysokosci 2,7% we krwi, 4,3% w moczu,
a w wycinkach watroby 12,0%. Po uptywie 30 dni wartoSci te ulegly zmianie do
15,4% we krwi, 15,8% w moczu 1 22,0% w wycinkach watroby, a po 90 dniach straty
fluoksetyny ksztattowaly sie juz na poziomie 20,2% we krwi, 22,3% w moczu i w wy-
cinkach watroby 30,0%. Majac na uwadze powyzsze dane, mozna przyjac, ze fluokse-
tyna jest stabilna we krwi, moczu i wycinkach watroby w temperaturze +4°C, podob-
nie jak w temperaturze +25°C, tylko przez 30 dni.

Nichols i in. [14], badajac wplyw temperatury na stabilno$¢ fluoksetyny w suro-
wicy, stwierdzil, ze jest ona stabilna w temperaturze +4°C tylko przez 1 tydzien. Na
przedtuzenie stabilnosci fluoksetyny w surowicy 1 osoczu w temperaturze +4°C, jak
wykazat Zuccaro 1 in. [18], nie mial wpltywu dodatek substancji konserwujacych ta-
kich jak wersenian sodowy i heparyna.

Réznice miedzy wynikami badan nad stabilno$cig fluoksetyny w surowicy w tem-
peraturze +4°C 1+25°C a wynikami badan nad stabilnoécia tego leku we krwi, moczu
czy wycinkach watroby mogty by¢ spowodowane rodzajem matrycy biologicznej uzy-
tej do badan.

Z przeprowadzonych badan nad stabilnoscig fluoksetyny w temperaturze —20°C
wynika, ze zamrozenie probek moczu, podobnie jak zamrozenie prébek krwi i wycin-
kow watroby, gwarantuje trwalosé fluoksetyny przez 90 dni. W tym przypadku prze-
chowywanie krwi, moczu, wycinkéw watroby w temperaturze —20°C spowodowalo
nieznaczne straty leku — we krwi 4,9%, w wycinkach watroby 10,0% a w moczu tylko
2,7%. Podobne zachowanie sie fluoksetyny zaobserwowat Nichols 1 in. [14] podczas
badan jej stabilno$ci w surowicy. Do$wiadczenia te wykazaty, ze w probkach surowi-
cy zamrozonej do —20°C nawet po kilku miesigcach obnizenie stezenia fluoksetyny
jest nieznaczne. Zblizone wyniki badan nad stabilno$cig fluoksetyny w surowicy
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w temperaturze —20°C przedstawit réwniez Lantziin. [10]. Wykazali oni bowiem, ze
poziom fluoksetyny w tej temperaturze nie zmienial sie¢ nawet przez 1 rok.

PODSUMOWANIE

Przeprowadzone w toku realizacji niniejszej pracy badania wykazaly, iz:

1. przechowywanie préb krwi, moczu oraz wycinkéw watroby zawierajacych flu-
oksetyne w temperaturze —20°C pozwala na uzyskania wiarygodnych wyni-
kéw analizy nawet po uptywie 90 dni od chwili pobrania materiatu biolo-
gicznego do momentu przeprowadzenia badan;

2. w sytuacjach, gdy material biologiczny przechowywany jest w wyzszej tempe-
raturze, tzn. +4°C (temperatura lodéwki) lub +25°C (temperatura pokojowa),
analize w celu stwierdzenia obecno$ci fluoksetyny nalezaloby przeprowadzi¢
w okresie nie przekraczajacym 30 dni od momentu pobrania préby do analizy
ze wzgledu na duze straty leku;

3. majac na uwadze powyzsze rezultaty, wydaje sie celowe przeprowadzenie dal-
szych badan uwzgledniajacych wptyw innych czynnikéw pozaanalitycznych
na stabilno$¢ fluoksetyny w materiale biologicznym, takich jak dostep po-
wietrza, dostep éwiatta, pH Srodowiska czy dodatek substancji konserwu-
jacych.



