
Journal of Ardabil University of Medical Sciences

Vol. 24, No. 1, Spring 2024, Pages: 19-34

This work is licensed under a Creative Commons Attribution-Non Commercial 4.0 International License.

Original article

Preparation and Evaluation of Microbial Resistance of Nortriptyline
Mouthwash Based on Pharmaceutical Pharmacopoeia Standards with

the Aim of Application in Oral Mucositis

Sadeghian Taher 1, Allahyari Saeideh2*

1. Student Research Committee, School of Pharmacy, Ardabil University of Medical Sciences, Ardabil, Iran
2. Department of Pharmaceutics, School of Pharmacy, Ardabil University of Medical Sciences, Ardabil, Iran
* Corresponding author. Tel: +984533522437, Fax: +984533522197, E-mail: s.allahyari@arums.ac.ir

ABSTRACT

Background: Oral mucositis as a complication of chemotherapy has posed
significant challenges to the quality of life in cancer patients. Tricyclic
antidepressants, including nortriptyline can control the pain caused by
mucositis by inhibiting sodium channels. Since patient compliance and rapid
drug effect are the goals of the proposed formulation, it was decided to
prepare and evaluate a nortriptyline mouthwash according to the United
States Pharmacopeia.
Methods: Based on the pharmacopeia, the necessary excipients in the
nortriptyline mouthwash were determined, and the amount of each was
specified. After validating the UV spectrophotometric technique, drug
interaction with the mouthwash container was investigated. In addition to
measuring the aqueous activity, necessary microbiological tests were also
performed.
Results: The UV spectroscopy method validation for nortriptyline was
performed at the obtained maximum absorption wavelength (238 nm). The
findings of the investigation of the interaction of polyethylene terephthalate
container with nortriptyline indicate almost no drug adsorption into the
internal part of the mouthwash container over 28 days. The results of
antibacterial and antifungal/antimycotic tests were within the standard range
of the United States Pharmacopeia. The mouthwash's aqueous activity was
also found to be 0.81, indicating an unfavorable environment for microbial
growth.
Conclusion: This study has shown that the prepared nortriptyline mouthwash
meets microbiological resistance standards and there is no interaction
between the active drug ingredient and the proposed container. Therefore,
this formulation can be suggested as a promising candidate for clinical
exploration.
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Extended Abstract

Background: Cancer is a major threat to the
health of people in different regions of the
world. Although chemotherapy and high
doses of drugs are the most common methods
of dealing with cancer, they have many side
effects for patients. Oral mucositis as a
complication with severe pain has posed
significant challenges to the quality of life of
these cancer patients. Accordingly, no specific
drug has received the approval of the Food
and Drug Organization to treat this condition;
but it is common to prescribe a series of drugs
such as local anesthetics, systemic opioid
analgesics and anti-inflammatory drugs to
significantly reduce the pain in these people.
Therefore, finding a way to reduce pain in
these patients may improve their treatment
process, and quality of life. Tricyclic
antidepressants, including nortriptyline may
control the pain caused by mucositis by
inhibiting sodium channels. Since patient
compliance and rapid drug effect are the goals
of the proposed formulation, it was decided to
prepare and evaluate a nortriptyline
mouthwash according to the United States
Pharmacopeia. It is necessary to say that oral
mouthwash can be introduced as the most
convenient formulation to reduce local pain
quickly. Therefore, the authors decided to
prepare a nortriptyline mouthwash, and
analyze its in-vitro characteristics such as
drug adsorption, and microbial resistance
based on the pharmacopoeia protocols.
Methods: Due to the multiple use of the
mouthwash formulation, it is necessary to add
a series of protective substances. However, in
order to minimize possible interactions
between the drug and excipients, the addition
of other substances such as color and
sweeteners was avoided as much as possible.
Necessary excipients in the nortriptyline
mouthwash, and the amount of each were
specified based on the United States
pharmacopeia. Quantitative determination of
nortriptyline was used by ultraviolet (UV)
spectrophotometry system. Before the
preparation of standard solutions, a diluted
sample of this initial stock solution was

examined across the range of 200 to 400 nm
to identify the drug’s λmax. Inter-day and intra-
day precision and accuracy were calculated
according to the International Conference on
Harmonization (ICH) guidelines. After
validating this method, drug interaction with
the polyethylene terephthalate (PET)
mouthwash container was investigated for 28
days. It is also important to say that in each
section, sampling was done at least 3 times to
ensure the precision and accuracy of the
analyzing. The determination of water activity
of nonsterile pharmaceutical dosage forms
aids in decision relating to the antimicrobial
effectiveness of preservative systems.
Nonsterile dosage forms may have
preservatives added to protect the growth of
microorganisms inadvertently introduced
during usage. In this study ethanol, methyl
paraben and propyl paraben were used as
antimicrobial preservatives. Therefore, in
addition to water activity characterization,
necessary microbiological tests were also
performed based on the pharmacopeia criteria
to confirm the potency of preservatives. Here,
the antimicrobial effectiveness of prepared
mouthwash was characterized based on the
requirements of category 1 products for
bacteria and yeast/molds. Here,
Staphylococcus aureus, and Pseudomonas
aeruginosa were designated as standard
organisms, and the experimental procedure
was conducted for 28 days and microorganism
counting was done at zero, 7, 14 and 28 days.
Results: Aqueous mouthwash of nortriptyline
(0.1% w/v) was prepared with ethanol (10%
v/v), methyl-paraben (0.1% W/V), and
propyl-paraben (0.04% W/V) as excipients.
UV spectrum of nortriptyline within distilled
water illustrated the λmax at 238.5 nm. The
comparison of accuracy and relative standard
deviation data indicated a robust agreement
between the experimental and theoretical
values. The linearity of the method was
assessed based on the acquired regression
data, which indicated a determination
coefficient greater than 0.99. The results of
the drug and polyethylene mouthwash
container revealed that the most adsorption
occurred at day 28 with 8% quantity. The
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findings from the antimicrobial effectiveness
of nortriptyline mouthwash elucidated
acceptable results referred to the United
Stated pharmacopeia. In this section, the non-
sterile oral cavity medicinal products were
targeted. Since this mouthwash is prepared
with the aim of reducing pain in patients
undergoing radiation  therapy and
chemotherapy , its antimicrobial efficiency
was evaluated based on the first- class
products with high microbial sensitivity
(including injectable, ear, nose and eye
products). The results showed a greater than
2.0 log reduction from the initial count at 7
days. Almost 4.0 log reduction was also seen
from the initial count at 14 days and no
increase from the 14 days' count at 28 days.
There was no increase from the initial
calculated count of Candida albicans at 7, 14,
and 28 days. Based on that category, the
prepared mouthwash formulation had
optimum antimicrobial potency. The water
activity of the prepared mouthwash was also
obtained at 0.81, which was lower than the
required amount for the growth of

Pseudomonas aeruginosa (0.97), and
Staphylococcus aureus (0.86).
Conclusion: This study deals with the
preparation and in-vitro evaluation of
nortriptyline mouthwash. In this way,
appropriate formulation components with
standard microbial resistance levels were
obtained. The current results indicated that the
drug nortriptyline does not interfere with the
proposed polyethylene terephthalate
mouthwash container for a period of 28 days
at room temperature. Based on the standard
results of microbial/fungal resistance and
water activity (0.81), it can be claimed that the
prepared formulation will maintain its
stability during consumption and will not be
contaminated. The authors suggest conducting
cell and animal experiments in future studies
to find out the compatibility of this
formulation with human body cells. On the
other hand, extensive clinical studies are also
suggested in this field to prove the theory of
reducing the pain of oral mucositis following
the consumption of this product.
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قدمهم
دید اصلی براي سـلامتی مـردم   امروزه سرطان یک ته

مناطق مختلف جهان اسـت. اگرچـه اسـتفاده از شـیمی     
ترین درمانی و نیز دوزهاي بالاي دارویی، از جمله رایج

هاي مقابله با سرطان است، اما عـوارض بسـیاري   روش
را در کنار آن براي بیماران دارد. در این روش درمانی 

، ممانعت از که معمولا با هدف افزایش طول عمر بیمار
گسترش سرطان و نیز به عنـوان یـک درمـان تسـکینی     

چکیده
هاي مهمـی در کیفیـت زنـدگی بیمـاران     موکوزیت دهانی به عنوان یک عارضه در روند درمانی سرطان، چالشزمینه و هدف:

توانند میزان درد ناشی هاي سدیمی میاي از جمله نورتریپتلین از طریق مهار کانالهاي سه حلقهضد افسردگیه است. ایجاد کرد
ي سریع اثر دارویی از اهداف فرمولاسیون پیشنهادي است؛ از موکوزیت را کنترل کنند. از آنجایی که راحتی مصرف و نیز مشاهده

نورتریپتیلین تهیه و براساس دستورالعمل فارماکوپه از نظر تداخل دارو با ظرف و میزان يتصمیم بر آن گرفته شد که دهانشویه
مقاومت میکروبی در حین مصرف بررسی شود. 

هـا  ي نـورتریپتیلین تعیـین و مقـدار هـر یـک از آن     اساس فارماکوپه دارویی، مواد کمکی  مورد نیاز در دهانشویهبرروش کار:
معتبرسازي روش اسپکتروفتومتري فرابنفش، تداخل دارو با ظرف دهانشویه مـورد بررسـی قـرار    مشخص گردید. پس از انجام

هاي میکروبی لازم نیز انجام شد.گیري فعالیت آبی، آزمایشگرفت. علاوه بر اندازه
انجـام گرفـت.   نـانومتر)  5/238معتبرسازي روش تعیین مقدار نورتریپتلین در حداکثر طول موج جذبی بدست آمده (ها:یافته
ترفتالات با نورتریپتلین، نشانگر عدم جذب دارو به بخش داخلی ظرف دهانشویه اتیلنهاي حاصل از بررسی تداخل ظرف پلییافته
ي استاندارد فارماکوپه ایـالات متحـده   باشد. نتایج بررسی قدرت ضد باکتریایی و ضد مخمري/کپکی در محدودهروز می28در 

ها بود.بدست آمده که بیانگر محیطی نامناسب براي رشد میکروارگانیسم81/0الیت آبی دهانشویه نیز قرار داشت. میزان فع
ي نورتریتلین تهیه شده استانداردهاي مقاومت میکروبی را داشته و تداخلی اي نشان داد که دهانشویهمطالعات پایهگیري:نتیجه

. در نتیجه می توان این فرمولاسیون را به عنوان یک کاندید امیدوارکننده بین ماده موثره دارویی و ظرف پیشنهادي وجود ندارد
هاي بالینی پیشنهاد کرد. براي کاوش

دهانشویه، نورتریپتلین، مقاومت میکروبی، جذب سطحی:هاي کلیديواژه
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یک سري عوارض جانبی نیز قابـل  ]1،2[گیرد انجام می
ــد ــاهده خواه ــته  مش ــوارض ناخواس ــه ع ــود. از جمل ب

هـاي سـالم   ها و بافـت توان به اثرات منفی بر سلولمی
بدن اشاره کرد که منجر به نارسایی و سرکوب سیستم 

. ]3-5[گـردد  اط و دیگـر مـوارد مـی   ایمنی، التهاب مخ ـ
هـا در  ترین سرطانسرطان سر و گردن از جمله شایع

درمـانی و  ایران بوده که معمولا توسـط جراحـی، پرتـو   
درمانی و یا به شـکل ترکیـب چنـد روش تحـت     شیمی

ــه شــایع]6،7[گیرنــد درمــان قــرار مــی ــرین . از جمل ت
درمانی در ایـن سـرطان،  عوارض جانبی ناشی از شیمی

روز بعـد  5الی 3باشد که حداقل موکوزیت دهانی می
. همچنـین ایـن   ]8،9[کنـد  درمـانی بـروز مـی   از شیمی

درصــد بیمــاران در طــول   80عارضــه در بــیش از  
و منجـر بـه التهـاب و    ]10[پرتودرمانی بـروز نمـوده   

شدگی مجاري گوارشی از حفره دهـان تـا مخـرج    زخم
فـره دهـانی   شود. یک شکل از موکوزیت، التهـاب ح می

(استوماتیت) است که واکنش التهابی بوده و بـا سـرخی   
متوسط و تـورم همـراه اسـت کـه در صـورت شـدید       
بودن، دردناك بـوده و تـوام بـا خـونریزي و عفونـت      

. درد به عنـوان اولـین نشـانه شـایع     ]8[باشد ثانویه می
موکوزیت دهانی، نه تنها بـر کیفیـت زنـدگی بیمـاران،     

هـا نیـز مـوثر    اء و روند درمـان آن بلکه بر سلامتی، بق
ــاس     ــدت درد و احس ــوارد، ش ــی از م ــت. در برخ اس
سوختگی و ناراحتی در فضاي دهانی تا حدي اسـت کـه   

تواند منجر به قطع درمان توسط فرد بیمار گـردد  می
. طبق مطالعات انجام گرفتـه در راسـتاي دارو   ]6،7،11[

درمـانی، هـیچ داروي  درمانی موکوزیت ناشی از پرتـو 
مشخصی جهت درمان این عارضه، تاییدیه سازمان غذا 

توان و دارو را دریافت نکرده است؛ اما به طور رایج می
هاي کنندهحسبا تجویز یک سري از داروها از جمله بی

موضعی، ضد دردهاي سیستمیک اپیوئیدي و داروهـاي  
ضد التهاب میـزان درد در ایـن افـراد را تـا حـد قابـل       

ــاهش داد  ــوجهی ک ــه از  ]12[ت ــایی ک ــه داروه . از جمل
انـد،  هاي ذکر شده مـورد مطالعـه قـرار گرفتـه    دسته

، لیـدوکائین  ]13-15[تـوان بـه عوامـل اوپیوئیـدي     می

ــی]16[ ــتامین، آنت ــدرامین)،   هیس ــن هی ــل دیف ــا (مث ه
و دیکلوفنــاك ]16،17[، دوکســپین ]10[اســیدها آنتــی

ی اشاره کرد که به صورت تکی و یا ترکیبی بررس ـ]18[
اي هاي سـه حلقـه  اند. از آنجایی که ضد افسردگیشده

هـاي سـدیمی و افـزایش    توانند از طریق مهار کانالمی
هـاي نـورونی،   سروتونین و نوراپی نفرین در سـیناپس 

ه میزان درد را کنترل کننـد؛ انتخـاب دارو از ایـن دسـت    
تواند اثـرات مطلـوبی در رونـد بهبـود     دارویی نیز می

د. از ایـن گـروه دارویـی، دوکسـپین     بیماري داشته باش
در شـکل دارویـی دهانشـویه    ]6[تـریپتلین  و آمی]12[

مورد مطالعه قرار گرفتـه و نتـایج مطلـوبی را کسـب     
اند. با توجه به اینکه نـورتریپتلین متابولیـت فعـال    کرده
تــریپتلین اســت، فــرض بــر آن گرفتــه شــد کــه آمــی

وانـد درد  تنورتریپتیلین، به شکل بهتري مـی ه دهانشوی
ناشی از موکوزیت دهانی را کاهش دهد.  

هـاي چنـد بـار    ها در فرآوردهبرخی از میکروارگانیسم
مصرف و غیراستریل در طی مصـرف یـا بعـد از تهیـه     

دارویـی،  ه توانند علاوه بر کاهش اثرات ماده مـوثر می
سلامتی فرد را نیـز تهدیـد کننـد. لـذا بایسـتی قبـل از       

، قـدرت ضـد میکروبـی    شروع مصرف توسط بیمـاران 
فرآورده تهیه شده براساس منابع معتبر دارویی مورد 
بررسی قرار گیـرد. همچنـین تهیـه یـک فرمولاسـیون      

گذار در رونـد درمـانی   استاندارد از جمله مراحل تاثیر
شود. لذا در این مطالعه تصمیم بر آن گرفتـه  تلقی می

سـازي اسـتاندارد دهانشـویه،    شد تا عـلاوه بـر آمـاده   
اخل دارو با ظرف مربوطـه و نیـز میـزان مقاومـت     تد

میکروبی آن براساس روش ذکر شـده در فارماکوپـه   
) بررسی گـردد. براسـاس نتـایج    USP1ایالات متحده (
توان اجزاي فرمولاسیون ضروري جهت این مطالعه می

تهیه دهانشویه پایدار را پیشنهاد کرد. 

1 United States Pharmacopeia
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روش کار
مواد مصرفی

رتریپتلین از شرکت داروسـازي  موثره دارویی نوماده
ارسطو در ایران تهیه شد. اتانول، متیل پارابن، و پروپیل 

آلمان تامین و مـورد  Merckپارابن نیز توسط شرکت 
حــاوي SDA1اســتفاده قــرار گرفتنــد. محــیط کشــت  

رکت ــــــاخت شــــسTSA2رامفنیکل و نیــز ـــــکل
Ibresco    ـ  ز کشور ایتالیـا بودنـد. قـارچ کاندیـدیا آلبیکن

)ATCC No.10231 ــتافیلوکوکوس ــاکتري اسـ ) و بـ
Merck) نیز از شـرکت  ATCC No.25923اورئوس (

آلمان خریداري شدند. 
UV3معتبرسازي روش اسپکتروفتومتري 

ــدار   ــین مقـ ــاده تعیـ ــط   مـ ــی توسـ ــوثره دارویـ مـ
) انجـام  UV)Jasco v 730, Japanاسـپکتروفتومتري  

محلـول  هـاي اسـتاندارد، یـک   شد. قبل از تهیه محلـول 
استوك از نورتریپتلین تهیه شد و جهت تعیـین حـداکثر   

تـا  200) در محـدوده جـذبی   λmaxطول موج جـذبی ( 
هـاي  نانومتر مورد بررسـی قـرار گرفـت. رقـت    400

مختلف از محلول استوك براسـاس قـانون بیرلامبـرت    
لیتر). سـپس  میکروگرم بر میلی5/2-20تعیین شدند (

و دقـت نیـز براسـاس    پارامترهاي خطی بودن، صحت 
اسـبه گردیـد. دقـت و صـحت     محICH4دستورالعمل 

به ترتیب در سه نقطه زمـانی  6و بین روز5درون روز
 ـ  ان روز و روزهــاي مختلــف طبـــق   مختلــف در همـ

1 Sabouraud Dextrose Agar
2 Tryptone Soy Agar
3 Ultraviolet
4 International Conference on Harmonization
5 Intra-day
6 Inter-day

هاي زیر بررسی شدند. به طور کلی، براي هـر  فرمول
تکرار ثبت شد.9غلظت 
:1فرمول 

M
SDRSD %

ــار نســـبی، RSD7، 1در فرمـــول  SD8انحـــراف معیـ

باشد.نشانگر میانگین میMمعیار و انحراف
:2فرمول 

100
.

.% 
ConcActual

ConcCalculatedAccuracy

هـا را از  داده9تـوان صـحت  مـی 2با استفاده از فرمول 
11به غلظت واقعـی 10روي نسبت غلظت محاسبه شده

محاسبه کرد.
سازي دهانشویهتهیه و آماده

اســت. 1جــدول اجــزاي محلــول دهانشــویه بــه شــرح 
ــر   ــی بـ ــواد کمکـ ــه مـ ــوط بـ ــادیر مربـ ــاس مقـ اسـ

تعیـین شـدند. بـا    USPشده در هاي ذکردستورالعمل
بار مصرف بودن فرمولاسیون دهانشـویه  توجه به چند

نیاز است تا یک سري مواد به عنوان محافظـت کننـده   
نیز اضافه گردد. اما جهت به حداقل رساندن تـداخلات  

کی از افزودن موادي دیگر احتمالی بین دارو و مواد کم
کننده تا حد امکان جلوگیري از جمله رنگ، مواد شیرین

شد. لازم به ذکر است که تمامی مـواد در آب مقطـر   
حل و به حجم نهایی رسیدند.

7 Relative Standard Deviation
8 Standard Deviation
9 Accuracy
10 Calculated Concentration
11 Actual Concentration
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25و همکاران   طاهر صادقیان...ارزیابی مقاومت میکروبی دهانشویهتهیه و 

. اجزاء، مقادیر و نقش هر یک از مواد به کار رفته در دهانشویه نورتریپتلین1جدول 
نقشمقدارنشویهاجزا موجود در دهاشماره

ماده موثره داروییدرصد وزنی حجمی1/0نورتریپتلین1
محافظت کنندهدرصد حجمی حجمی10اتانول2
محافظت کنندهدرصد وزنی حجمی1/0متیل پارابن3
محافظت کنندهدرصد وزنی حجمی04/0پروپیل پارابن4

بررسی تـداخل بـین ظـرف پیشـنهادي دهانشـویه و      
تلیننورتریپ

ــراي محلــول دهانشــویه از جــنس ظــرف پیشــنهادي ب
ــی ــالات ( پل ــیلن ترفت ــت،  PET1ات ــن تس ــت. در ای ) اس

روز در جـاي خشـک،   28تهیه شده به مدت دهانشویه
در دماي اتاق، و به دور از تابش مستقیم نور خورشـید  
در ظرف پیشنهادي نگهداري شد. در روزهاي مختلـف  

نـورتریپتلین  مـاده  برداري انجام گرفت و مقدارنمونه
حاصل از کالیبراسیون، تعیین مقدار شـد.  ه توسط معادل

لازم به ذکر است که نمونه برداري در هر مرحلـه بـه   
3بار تکرار انجـام شـد. سـپس توسـط فرمـول      3شکل 

) Adsorptionدرصد جـذب سـطحی دارو بـه ظـرف (    
به ترتیب غلظت اولیه Ctو Ciمحاسبه گردید. در اینجا 

باشند.میtظت در لحظه دارو و غل
:3فرمول 

100
][

(%) 



i

ti

C
CCAdsorption

بررسی میزان مقاومت باکتریایی دهانشویه
میزان مقاومت میکروبی دهانشویه تهیه شده، براساس 

انجام گرفت. در ایـن  USPدستورالعمل ذکر شده در 
هـاي دارویـی غیراسـتریل کـه نحـوه      بخش فـرآورده 

ل حفـره دهـانی   ها به شـکل شستشـوي داخ ـ  تجویز آن
است، هدف قرار داده شد. از آنجایی که این دهانشویه 

درمانی تهیه با هدف کاهش درد در بیماران تحت پرتو
شده است، میـزان کـارایی ضـدمیکروبی آن براسـاس     
محصـولات کــلاس اول بــا حساسـیت میکروبــی بــالا در   

USP هـاي تزریقـی، گـوش، بینـی و     (شامل فـرآورده
حـاوي  ه بـرداري از دهانشـوی  ونهچشم) ارزیابی شد. نم

1 Poly Ethylene Terephthalate

ــاکتري اس ـــوکـــلوکـــتافیــبـ ـــوس اورئـــــ وس ـــ
)ATCC No.25923 ــاس ــش USP) براس ، در 15بخ

هـاي  انجـام گرفـت. نمونـه   28و 14، 7روزهاي صفر، 
24تـا  18و به مـدت  C°5/2±5/32حاصل در دماي 

ـــس ـــاعت در محــیط کشــــــ ـــکشTSAت ــ ت ــــ
ـــداده ش ـــسده (دــــــ ـــتگاه انکـــــ وباتور: ـــــــــ

Memmert Incubator- IF160Plus/IN160Plus و (
سپس مورد شمارش قرار گرفتند. 

بررسی میزان مقاومت قارچی دهانشویه
شرایط و استانداردهاي لازم براي انجام ایـن آزمـایش   

انجـام شــد. در ایــن  USPنیـز براســاس دســتورالعمل  
ــت   ــیط کش ــه از مح ــت SDAمطالع ــت کش ــارچ جه ق

) اسـتفاده شـد.   ATCC No.10231کاندیـدا آلبیکنـز (  
حـاوي قـارچ مـذکور در    ه بـرداري از دهانشـوی  نمونه

هـاي  انجـام گرفـت. نمونـه   28و 14، 7روزهاي صفر، 
سـاعت  44و حـداقل  C°5/2±5/22حاصل در دماي 

Memmertتحت انکوباسیون (دستگاه انکوبـاتور مـدل  

Incubator IF160Plus/IN160Plus ( ــرار داده قــ
هاي هاي حاصل توسط شاخصشدند. سپس تعداد کلنی

مورد ارزیابی قرار گرفتند.USPموجود در 
تعیین میزان فعالیت آبی دهانشویه

ــت  ــزان فعالی ــی فرمولاســیونمی ــتریل آب هــاي غیراس
تواند یکی دیگر از عوامل مـوثر در کـارایی قـدرت    می

ایـن  مقاومت میکروبی فرآورده و پایـداري آن باشـد.   
شاخص، نسبت فشار بخار آب محصول به فشـار بخـار   
آب خالص پس از رسیدن به حالت تعـادل رطـوبتی در   

دهـد. ایـن آزمـایش    همان درجه حرارت را نشان مـی 
Novasinaتوسط دستگاه سنجش فعالیـت آب (مـدل   

LabSwift Portable و در دماي (C°25.انجام شد
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هایافته
UVمعتبرسازي روش اسپکتروفتومتري

حداکثر طول مـوج جـذبی نـورتریپتلین    1مطابق شکل 
نــانومتر بدســت آمــد. پــس از 5/238در آب مقطــر 

ــپکتروفتومتري   ــیون اسـ ــام کالیبراسـ ــق UVانجـ طبـ
، معادله نهایی زیر حاصل ICHدستورالعمل معتبرسازي 

شد.

:4فرمول 
992.0

0078.0046.0
2 



R
xy

) مربـوط بـه جـذب و    yمـودي ( ، محور ع4در فرمول 
) غلظت دارو بر حسـب میکروگـرم بـر    xمحور افقی (

خطی بودن ارتبـاط  ه دهندنیز نشانR2لیتر است. میلی
بین این دو متغیر وابسته (جذب) و مستقل (غلظت) در 

لیتـر  میکروگـرم بـر میلـی   20تـا  5/2محدوده غلظت 
هاي حاصل از بررسی صحت و دقت نیز باشد. دادهمی
نشان داده شده است.2تفصیل در جدول به

نورتریپتلین در آبUV. اسپکتروم 1شکل 

UV. پارامترهاي دقت و صحت حاصل از معتبرسازي روش تعیین مقدار نورتریپتلین توسط اسپکتروفتومتري 2جدول 

ICHمطابق با دستورالعمل 

غلظت نورتریپتیلین بین روزدرون روز
)µg/mL( )%RSDدقت ((%)صحت)%RSDدقت ((%)صحت

74/9811/129/10329/15/2
11/9089/045/8607/15
77/10762/060/10869/010

58/9829/057/9824/020

بررسی تـداخل بـین ظـرف پیشـنهادي دهانشـویه و      
نورتریپتلین

و PETبررسی تداخل بین ظـرف دهانشـویه از جـنس    
بـرداري از محلـول درون   نمونـه نورتریپتلین از طریق 

نتایج حاصـل  2روز انجام شد. شکل 28ظرف در مدت 
از وجود جذب سـطحی دارو بـه ظـرف را بـه تفصـیل      

دهـد. مطـابق نمـودار در روزهـاي مختلـف      نشان می
شود و حداکثر میزان مقدار کمی جذب مثبت دیده می
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باشـد. از  مـی 28% در روز 8جذب سطحی دارو حدود 
10و 7ناچیزي جذب منفی در روزهـاي  طرفی مقدار 

گردد که در بخش بعـدي مـورد بحـث و    مشاهده می
، میـانگین جـذب دارو   2بررسی قرار گرفته است. شکل 

به ظرف را بـر حسـب میـانگین نشـان داده و انحـراف      

در بـالاي هـر   1معیار در هر روز نیز به شکل نوار خطا
نمودار نشان داده شده است.

1 Error Bar

روز28) در PETاتیلن ترفتالات (جذب سطحی دارو به ظرف دهانشویه از جنس پلی. نمودار 2شکل 

بررسی میزان مقاومت باکتریایی دهانشویه
نتایج مربـوط بـه تسـت مقاومـت میکروبـی در برابـر       

آورده 3باکتري استافیلوکوکوس اورئـوس در جـدول   
شـود، میـزان   شده است. همـانطور کـه مشـاهده مـی    

2روز به ترتیـب  14و 7در مدت کاهش بار میکروبی
ــا 14باشــد. از روز یواحــد لگــاریتمی مــ4و  نیــز 28ت

). 3گونه رشد باکتري مشاهده نشده است (شـکل هیچ

(جـدول  USPبا توجه به استانداردهاي ذکـر شـده در   
)، دهانشـویه تهیـه شـده قـدرت مقاومـت میکروبـی       4

دهد. با توجه بـه مـواد موجـود در   مناسبی را نشان می
توان این نتیجـه را بـه حضـور    دهانشویه تهیه شده، می

ها (متیل پـارابن و پروپیـل پـارابن) و اتـانول     نگهدارنده
نسبت داد. 

روز28حاوي باکتري استافیلوکوکوس اورئوس در مدت ه . نتایج بار میکروبی دهانشوی3جدول 
)Log10(ي زندههاشمارش باکتري1)CFUهاي زنده (شمارش باکتريگیريزمان نمونه

14×104روز صفر
≥2>1×102روز هفتم

-صفرروز چهاردهم
-صفرروز بیست و هشتم

1. Colony Forming Unit
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) Tryptone Soy Agarروز (محیط کشت 28. نتایج بار میکروبی دهانشویه آلوده شده به باکتري استافیلوکوکوس اورئوس در مدت 3شکل 
)28، د: روز 14، ج: روز 7(الف: روز صفر، ب: روز 

) براي محصولات کلاس اول با حساسیت میکروبی بالا51در مورد کارایی میزان مقاومت میکروبی (بخش USP. دستورالعمل ذکر شده 4جدول 
For Category 1 Products

Not less than 1.0 log reduction from the initial calculated count at 7 days, Not less than
3.0 log reduction from the initial count at 14 days, and no increase from the 14 days' count
at 28 days

Bacteria

No increase from the initial calculated count at 7, 14, and 28 days.Yeast and molds

قارچی دهانشویهبررسی میزان مقاومت 
کپکی با کاندیدا نتایج مربوط به تست فعالیت مخمري/

نشـان داده شـده اسـت.    4و شکل 5آلبیکنز در جدول 
در مقایسـه  28و 14، 7نتایج کسب شده در روز هـاي  

با روز آغـاز آزمـایش، حـاکی از عـدم افـزایش تعـداد       
بخش USPباشد که مطابق با دستورالعملها میکلنی

) است.4(جدول51

روز28حاوي قارچ کاندیدا آلبیکنز در مدت ه . نتایج بار میکروبی دهانشوی5جدول 
)Log10(هاي زندهشمارش میکروارگانیسم)CFUهاي زنده (شمارش میکروارگانیسمگیريزمان نمونه

23/3×103روز صفر
≥1>10روز هفتم

-صفرروز چهاردهم
-صفرروز بیست و هشتم
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) Sabouraud Dextrose Agarروز (محیط کشت 28. نتایج بار میکروبی دهانشویه آلوده شده به قارچ کاندیدا آلبیکنز در مدت 4شکل 
)28، د: روز 14، ج: روز 7(الف: روز صفر، ب: روز 

بررسی میزان فعالیت آبی دهانشویه
هاي مشخص شده در فارماکوپه مطابق با دستورالعمل

کـاربرد  "که بـه  1112لات متحده در بخش دارویی ایا
"تعیین فعالیت آب در محصولات دارویـی غیراسـتریل  

پــــردازد، ارزیــــابی فعالیــــت آب بــــراي     مــــی
هاي منفرد انجام شـد. در ایـن مطالعـه    میکروارگانیسم

81/0میزان فعالیت آب براي فرمولاسیون دهانشـویه  
بدست آمد. 

بحث  
رتریپتلین و بررسـی  این مطالعه به تهیه دهانشـویه نـو  

بـرون تنـی آن پرداختـه اسـت. جهـت بررسـی وجــود       
احتمال جذب دارو به سطح داخلی ظرف بایسـتی روش  
تعیین مقدار دارو معتبرسازي شود. بدین ترتیـب پـس   

از دارو، حـداکثر طـول   UVاز گرفتن محدوده جـذبی  
نانومتر بدسـت آمـد.   5/238موج جذبی نورتریپتلین 

، و نیــز USPورتریپتلین در مونــوگراف مربــوط بــه نــ
ــه      ــوط ب ــوج مرب ــول م ــداکثر ط ــر ح ــات دیگ مطالع

ــورتریپتلین در آ ــر را نـ ــان 239ب مقطـ ــانومتر بیـ نـ
که در جهت تاییـد ایـن یافتـه اسـت.     ]19،20[اند کرده

هاي حاصل از بررسی صحت و دقت نیز به ترتیب داده
هــاي متناســب بــین دادهه حــاکی از وجــود یــک رابطــ

ري و نیز کم بودن اختلاف بین تکرار آزمایشگاهی و نظ
ها است. بررسی نتایج حاصل از دقت و صحت آزمایش

) هم حاکی از معتبر 2بین روزي و درون روزي (جدول 
باشــد. زیــرا کــه بــودن روش تعیــین مقــدار دارو مــی

تعریــف شــده توســط ه هــاي حاصــل در محــدودداده
ســازمان غــذا و داروي آمریکــا اســت. مطــابق بــا      

RSDدهاي ذکر شده در این سازمان، میـزان  استاندار

% باشد. از طرفی محـدوده  3بایستی کوچکتر یا مساوي 
% بدست 120تا 80قابل قبول براي صحت نیز باید بین 

.]21[آید 
نورتریپتلین به شکل محلـول شـفاف مطـابق    ه دهانشوی
ــدول  ــوی    1ج ــه دهانش ــتناد اینک ــه اس ــد. ب ــه ش ه تهی

درصـد  1/0ی با غلظت تریپتیلین به صورت محلولآمی
، و نیز نـورتریپتلین  ]6[مورد بررسی قرار گرفته است 

درصـد  1/0تریپتلین است؛ غلظـت  متابولیت فعال آمی
هـاي  وزنی حجمی از آن انتخاب شد. بر طبـق گـزارش  

درصـد حجمـی حجمـی، نقـش     18تـا  10قبلی، اتـانول  
؛ امـا بـا   ]22[کنـد  کنندگی مناسبی را ایفـا مـی  محافظت
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اینکــه ســازمان غــذا و داروي آمریکــا بــراي توجــه بــه
درصد حجمی حجمـی از  10هاي داخل دهانی فراورده

اتانول را پیشنهاد کرده است، بـه همـین جهـت در ایـن     
درصد از الکل به فرآورده اضافه شد. 10مطالعه همان 

حضور اتـانول در فـرآورده سـبب افـزایش محلولیـت      
چند بار مصرف نورتریپتلین نیز خواهد شد. با توجه به

بودن فرآورده، نیاز است تـا جهـت افـزایش مقاومـت     
دیگري به جز اتانول نیز ه میکروبی مواد محافظت کنند

USPاز فارماکوپـه  341افزوده شود. مطابق با بخـش  

مقدار قابل استفاده از متیل پارابن و پروپیل پارابن، بـه  
06/0و 2/0و حـداکثر  02/0و 015/0ترتیب حـداقل  

درصـد وزنـی   1/0باشـد. لـذا   وزنی حجمی میدرصد
درصد وزنی حجمی نیـز  04/0حجمی از متیل پارابن و 

از پروپیل پارابن به سایر اجزاي دهانشـویه اضـافه و بـا    
آب مقطر به حجم نهایی رسیدند.

PETشفاف نـورتریپتلین در ظـرف   ه دهانشویمحلول

ریخته شده و در دماي اتاق، در محیطی خشـک و دور  
ابش مســتقیم نــور آفتــاب بــراي مطالعــات بعــدي از تــ

ــد.   ــداري ش ــی  PETنگه ــتیک پل ــک پلاس ــتر و از ی اس
بندي قابل بازیافت اسـت. بـا   ترین مواد بستهپرمصرف

توجه به شفافیت عالی، وزن سبک، خـواص مـانع گـاز و    
آب، استحکام ضربه، مقاومـت در برابـر اشـعه مـاوراء     

اي)، شیشـه بنفش و نشکن بودن (در مقایسه بـا بطـري   
بنـدي در حـال افـزایش    استفاده از آن به عنـوان بسـته  

. با توجه به اینکه تـا بـه امـروز در خصـوص     ]23[است 
وجود جذب سطحی نورتریپتلین به بدنه داخلی ظـرف  

اي نشده اسـت، در ایـن   اشارهPETدهانشویه از جنس 
مطالعه به این موضوع مهم نیـز پرداختـه شـده اسـت.     

ختار شـیمیایی نشـان داده شـده در    نورتریپتلین بـا سـا  
90در 1، یک داروي ضد افسردگی با محلولیت 5شکل 

قسمت از اتانول اسـت. طبـق   30در 1قسمت از آب و 
این ماده در دسته داروهاي کم USPجدول محلولیت 

% حجمی حجمی 10. حضور ]24[گیرد قرار می1محلول

1 Sparingly Soluble

ب تواند از طریق افـزایش محلولیـت، جـذ   از اتانول می
.]25[سطحی دارو به ظرف را کاهش دهد 

. ساختار شیمیایی نورتریپتلین5شکل 

از طرفی بـار سـطحی مـواد یکـی از عوامـل مـوثر در       
pH، کــه ]26[جــذب ســطحی دارو بــه ظــروف اســت 

هـا  تواند تـاثیر بسـزایی بـر بـار سـطحی آن     محیط می
محـیط دهانشـویه در   pHداشته باشد. با توجه به اینکه 

بدســت آمــد، پــس داروي   5اتــاق حــدود  دمــاي 
در محیط مربوطه بـا  4/10برابر با pkaنورتریپتلین با 

ها از جملـه  شکل یونی با بار مثبت خواهد بود. پلاستیک
PETًسـطح هیـدروفوب داشـته و بـه سـختی      معمولا

. بـه  ]26-28[گیرنـد  محـیط قـرار مـی   pHتحت تاثیر 
و بـه  همین جهت مهمترین نیرویی که سبب جـذب دار 

هــاي ی خواهــد شــد، از نــوع واکــنشســطوح پلاســتیک
رود واکنش قـوي  است. در نتیجه انتظار می2گریزيآب

بین دارو با بـار مثبـت و سـطح ظـرف وجـود نداشـته       
هاي حاصل از بررسی جذب دارو بـه  باشد. مطابق داده

)، میزان جـذب سـطحی دارو   2ظرف دهانشویه (شکل 
یشترین مقـدار آن  بسیار ناچیز بوده و بPETبه ظرف 

باشد. با توجه بـه اینکـه   می28درصد در روز 8حدود 
ــذب    ــداکثر جـ ــا، حـ ــذا و داروي آمریکـ ــازمان غـ سـ

% گــزارش 15غیراختصاصــی دارو بــه ســطح ظــرف را 
هاي حاصل از این مطالعه نیز در ، داده]26[کرده است 

باشند. در مطالعه اي دیگـر کـه   محدوده قابل قبول می
داروهاي مختلف بر روي ظروف بر روي میزان جذب
استایرن انجام شده پروپیلن و پلیپلاستیکی از جنس پلی

% گـزارش  10بود، حداکثر جذب سطحی قابل قبول را 

2 Hydrophobic Interactions
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% از دارو بـه ظـرف را   8. از طرفـی جـذب   ]26[کردند 
ــی ــه    نم ــرا ک ــبت داد، زی ــب دارو نس ــه تخری ــوان ب ت

5حــدود pHهـاي آبـی و در   نـورتریپتلین در محلـول  
نیـز مقـدار   10و 7.  در روزهـاي  ]29،30[دار است پای

شود که احتمالا مربوط به ناچیزي جذب منفی دیده می
خطاي دستگاه در روزهاي مختلف و یا پس داده شدن 

ــول  ــه درون محل ــه انتظــار  ]31[دارو ب ــرا ک اســت. زی
گریزي نیـز در واکـنش و جـذب    رود نیروهاي آبمی

داشته باشند.دارو به ظرف در حد بسیار کم وجود
نتایج حاصل از بررسی قدرت ضد باکتریایی دهانشـویه  

) در محدوده استاندارد تعریف شده 3، شکل 3(جدول 
تـوان بـه   باشد کـه مـی  ) می4توسط فارماکوپه (جدول 

ــارابن،   ــل پ ــود متی ــانول در   وج ــارابن و ات ــل پ پروپی
دهنـد  هاي مناسب نسبت داد. مقالات نشان مـی غلظت

چندین نگهدارنده بـه دلیـل ایجـاد    که حضور همزمان
توانند قدرت ضـد میکروبـی قابـل    افزایی میاثرات هم

هاي رایـج  کنندهقبولی از خود نشان دهند. از محافظت
توان به سدیم بنـزوات  هاي دهانشویه میدر فرآورده

. با توجه به اینکه ]32[ها (متیل، اتیل) اشاره کرد و پارابن
pH اثـر  ه است و محدود5فرآورده تهیه شده حدود

تـا  5/2تر از سدیم بنزوات () وسیع8تا 3ها (بین پارابن
ها تـرجیح  باشد، در این مطالعه استفاده از پارابن) می4

. از طرفی حضور همزمان متیل پارابن و ]33[داده شد 
تر بـوده و  هاي دهانی رایجپروپیل پارابن در فرآورده

. ]34،35[دهنـد  میکروبی بهتري را نشان میاثرات ضد 
در خصوص اتانول نیز بایستی به این نکته اشاره کرد که 

ــویه   10 ــرآورده دهانش ــود در ف ــانول موج ــد ات درص
دهـد  قدرت ضد میکروبی مناسبی را از خود نشان مـی 

]22،36[  .
حضور همزمان چندین نگهدارنده نه تنها باعث افزایش 

د، بلکـه طیـف وسـیعی از    شـون قدرت ضد میکروبی می
دهند که مطالعات دیگر ها را پوشش میمیکروارگانیسم

. متیـل  ]37[باشـند  هـا مـی  نیز در جهت تایید این یافته 
فعـال  8تـا  3محـدوده  pHپارابن و پروپیل پارابن در 

تهیه شده ه و بدین ترتیب در دهانشوی]33،38[هستند 

خوبی نیز از اند فعالیت ضد قارچینیز توانستهpH5با 
انـد کـه   خود نشان دهند. مطالعات دیگر نیز نشان داده

متیل پارابن و پروپیل پارابن هر دو به شکل وابسته بـه  
غلظت، اثر مهاري بر روي فعالیـت متـابولیکی بیـوفیلم    

گذارنـد. همچنـین بیـان    حاصل از کاندیدا آلبیکنـز مـی  
% بیشـتر  25کردند که تاثیر مهاري متیل پارابن حـدود  

. از طرفی حضور اتـانول در  ]39[از پروپیل پارابن است 
ایجاد اثرات ضد قارچی حـائز اهمیـت اسـت. محققـین     

% بـه  30نشان دادند که انکوباسیون فرآورده با اتـانول  
ساعت توانسته است از رشـد کاندیـدا آلبیکنـز    4مدت 

. همچنین اتانول همانند متیل پارابن ]40[جلوگیري کند 
کند. به شکل وابسته به غلظت عمل میو پروپیل پارابن

% در مـدت زمـان   4دهند که اتانول مطالعات نشان می
ــاثیر درجــه ســانتی37ســاعت و در دمــاي 24 گــراد ت

مهــاري قابــل تــوجهی بــر میــزان رشــد بیــوفیلم روي 
) داشـته و بـا افـزایش    ATCC10231کاندیدا آلبیکنز (

.]41،42[شود غلظت، تاثیر آن نیز بیشتر می
ــا  ــش   ب ــه بخ ــه ب ، فرمولاســیون USPدر 1111توج

دهانشـــویه بایـــد محیطـــی نامناســـب بـــراي رشـــد 
) و 97/0ســـودوموناس آئروژینـــوزا (فعالیـــت آبـــی 

) باشـد. از  86/0استافیلوکوکوس اورئوس (فعالیت آبی 
آنجایی که مقدار فعالیـت آبـی دهانشـویه تهیـه شـده      

) کمتر از میزان آب مورد نیاز بـراي رشـد ایـن    81/0(
نوع میکروارگانیسم گرم منفی و گرم مثبـت اسـت،   دو

هاي انجام گرفتـه ایـن   توان در کنار سایر تستپس می
ادعا را کرد که دهانشویه تهیه شده محیطی نامناسـب  

باشد. در اینجا باید بـه  ها میبراي رشد میکروارگانیسم
این نکته اشاره کرد که تا به امروز تعیین فعالیـت آبـی   

هـاي متنـوع دهانشـویه در مقـالات     نبراي فرمولاسیو
معتبر انتشار نیافته و تنها اسـتانداردهاي لازم در منـابع   

1953فارماکوپه ذکر شده است. این مفهـوم در سـال   
هـاي دارویـی   براي فرمولاسیون1اسکاتمیلادي توسط 

گیـري میـزان آب در دسـترس بـراي     در جهت اندازه

1 Scott
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چـه بررسـی   . اگر]43[ها بیان شد رشد میکروارگانیسم
فعالیت آبی بهترین معیار بـراي رشـد میکروبـی اسـت     

ــتورالعمل  ]44[ ــق دس ــر طب ــا ب ــت ICH Q6A، ام جه
ترخیص یک محصول دارویی تنها بررسی میزان فعالیت 

هاي تکمیلی در خصوص آبی کافی نبوده و بایستی تست
مقاومت میکروبی فرآورده انجام گیرد.

گیرينتیجه
ررسـی بـرون تنـی دهانشـویه     این مطالعه به تهیـه و ب 

نورتریپتلین پرداخته اسـت. بـدین ترتیـب کـه اجـزاي      
فرمولاســیونی مناســب بــا میــزان مقاومــت میکروبــی 
استاندارد تهیه شد تـا در مطالعـات آینـده بتـوان فـاز      
بالینی آن را نیز مورد بررسـی قـرار داد. نتـایج حاضـر     
حــاکی از آن اســت کــه داروي نــورتریپتلین بــا ظــرف 

ترفتـالات در  اتـیلن دي دهانشـویه از جـنس پلـی   پیشنها
روز و در دمـاي اتـاق تـداخلی نـدارد.     28مدت زمان 

قـارچی و  باستناد نتایج اسـتاندارد مقاومـت میکروبـی/   
تـوان ایـن ادعـا را کـرد کـه      )، مـی 81/0فعالیت آبـی ( 

فرمولاسیون تهیه شده در حین مصرف پایـداري خـود   
شد. را حفظ کرده و دچار آلودگی نخواهد

پیشنهادات
به طور کلـی، ایـن مطالعـه بـا هـدف تهیـه دهانشـویه        

اي این فرمولاسیون نورتریپتلین و بررسی مطالعات پایه
تنــی آن بــود. لــذا پیشــنهاد و برخــی از خــواص بــرون

هـاي سـلولی و   گردد در مطالعات آینـده آزمـایش  می
حیوانی نیز انجـام گیـرد تـا بـه میـزان سـازگاري ایـن        

هاي بدن انسـان نیـز پـی بـرد. از     با سلولفرمولاسیون 
طرفی مطالعات بالینی گسترده اي نیـز در ایـن زمینـه    

 ـ  پیشنهاد می کـاهش درد موکوزیـت   ه گـردد تـا نظری
دهانی به دنبال مصرف این فرآورده به اثبات برسد.

تشکر و قدردانی
ــد اخــلاق        ــا ک ــاتی ب ــار تحقیق ــل ک ــه حاص ــن مقال ای

IR.ARUMS.REC.1402.005ــدبامــــی ــذا ،شــ لــ
هاي دانشگاه علوم پزشکی اردبیل نویسندگان از حمایت
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