OZNACZANIE STEZENIA IBUPROFENU W PRODUKTACH
FARMACEUTYCZNYCH
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1. Wprowadzenie

Ogromnie pozadane w przemys$le farmaceutycznym jest posiadanie prostych,
niewymagajacych konserwacji detektorow do rutynowych zastosowan chromatograficznych.
W przypadku zwigzkow zawierajacych chromofor, standardem w zastosowaniach kontroli
jakosci jest detekcja UV-Vis. Jednak to podejscie moze napotkaé problemy, gdy zostanie
zastosowane do czasteczek, ktore nie maja wystarczajacej absorpcji. Dzigki najnowszym
postepom technologicznym detekcja rozpraszania $wiatta przez odparowanie (ELSD) jest
uwazana za wartosciowg alternatywe dla detekcji UV substancji pot-lotnych i nielotnych, gdyz
jest niezalezna od wilasciwosci optycznych zwiazku. W detektorze ELS substancja
opuszczajgca kolumneg chromatograficzng w postaci aerozolu powoduje rozproszenie
promieniowania laserowego. Zasada dziatania detektora opiera si¢ na nebulizacji
rozpuszczalnika zawierajacego analit przy uzyciu gazu obojetnego. Mieszanina gazu i eluentu
tworzy aerozol ztozony z rownomiernie roztozonych kropelek, ktory nastgpnie przenoszony
jest przez przepltyw gazu nosnego do komory parownika. W sekcji parownika rozpuszczalnik
jest odparowywany przy jednoczesnym pozostawieniu mgietki suchych czasteczek analitu,
ktora rozprasza $wiatto na urzadzenie swiattoczute (fotodioda lub fotopowielacz) i powoduje
powstawanie sygnatu odpowiedzi w czasie rzeczywistym. Ilo$¢ wykrytego Swiatla jest zalezna
od stezenia rozpuszczonej substancji oraz rozkladu wielkosci czasteczek substancji
rozpuszczonej. Poziom $wiatla rozproszonego na fotopowielaczu przez opary czystego
rozpuszczalnika jest niewielki i stanowi statg lini¢ tta.

Ze wzgledu na znikomg zalezno$¢ sygnatu detektora od rodzaju wykrywanej substancji,
powszechnie ELSD uwazany jest za detektor uniwersalny. Nalezy jednak pamigtac, ze detektor
ten dziata dobrze tylko wtedy, gdy czasteczka bedaca przedmiotem zainteresowania jest nie
tylko mniej lotna niz zastosowana faza ruchoma, ale ma rowniez zdolno$¢ do zachowania
swoje] natury rozpraszania $wiatla, gdy przeptywa przez detektor. Padajaca wigzka jest
najskuteczniej rozpraszana przez analit w postaci czastek, a nie jego postac¢ ciekta. Parametry
ELSD nalezy zoptymalizowa¢ dla kazdej badanej czasteczki. Jednym ze sposobow wstepnego
sprawdzenia, czy ten detektor moze by¢ realnym wyborem, jest sprawdzenie temperatury
topnienia analitu bedacego przedmiotem zainteresowania. Sygnat z analitéw o nizszych
temperaturach topnienia moze by¢ bowiem trudny do odrdznienia od tta odparowanej matrycy
fazy ruchomej.

Eluenty stosowane w ELSD nie muszg by¢ wysokiej czystosci, jednakze nie powinny
zawiera¢ rozpuszczonych ciat stalych. Nie nalezy réwniez stosowacé nielotnych roztworow
buforowych. Wykres kalibracji detektora jest nieliniowy, a duzg wykrywalnos¢
i powtarzalno$¢ wskazan mozna wuzyska¢ dzigki pewnym dodatkom do eluentu.



Modyfikatorami fazy ruchomej kompatybilnymi z detekcjg ELS sg np.: kwas mrowkowy, kwas
trifluorooctowy, amoniak, octan amonu czy kwas pentafluoropropionowy. W detekcji
rozpraszania $wiatta przez odparowanie dopuszcza si¢ stosowanie elucji gradientowej.

2. Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie st¢zenia ibuprofenu w produktach farmaceutycznych

technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwrdéconym uktadzie faz z detekcja
rozproszenia §wiatla przez odparowanie.

3. Odczynniki i aparatura

3.1. Aparatura i sprzet chemiczny

chromatograf cieczowy Agilent Technologies 1220 LC System;

oprogramowanie OpenLAB CDS ChemStation Edition;

detektor ELSD 1260 Infinity Il Agilent Technologies;

kolumna chromatograficzna Poroshell 120 SB-C18 (75 x 4,6 mm; 2,7 um), Agilent
Technologies;

waga laboratoryjna Scaltec SBC 21;

pipety automatyczne;

kolby miarowe, naczynka wagowe, naczynka chromatograficzne 1,5 mL, probowki
typu Eppendorf.

3.2. Odczynniki

0,1% kwas mrowkowy;

acetonitryl;

5 mg/mL roztwor standardowy ibuprofenu (w metanolu);

metanol;

woda dejonizowana;

preparaty farmaceutyczne: Metafen (200 mg ibuprofenu + 325 mg paracetamolu,
POLPHARMA), Ibuprom Max 400mg (USP Zdrowie).

Wymagane srodki ostroznosci:

v' W trakcie wykonywania ¢wiczenia Student powinien nosi¢ odziez ochronna.
v Roztwordw nie nalezy wdychaé i pipetowac ustami.
v' Identyfikacja zagrozen (Klasyfikacja zgodnie z dyrektywami UE 67/548/EWG

lub 1272/2008/WE):

Acetonitryl — F Produkt wysoce tatwopalny R11, T Produkt toksyczny R23/24/25,
R39/23/24/25

Kwas mrowkowy 85% — C Produkt zracy R34, EUHO71 Dziata zraco na drogi
oddechowe, H314 Powoduje powazne oparzenia skory oraz uszkodzenia oczu, H331
Dziata toksycznie w nastgpstwie wdychania, P280 Stosowa¢ rekawice
ochronne/ochrong oczu/ochrong twarzy



Ibuprofen — H302 Dziata szkodliwie po potknigciu

Metanol — H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary, H301 Dziala toksycznie po
potknieciu, H301 + H311 + H331 Dziala toksycznie po potknigciu, w kontakcie ze skora
lub w nastgpstwie wdychania, H311 Dziala toksycznie w kontakcie ze skorg, H370
Powoduje uszkodzenie narzadow

Pozostate substancje wykorzystywane w ¢wiczeniu nie zostaty sklasyfikowane

jako niebezpieczne.

Pierwsza pomoc:

v
v

v

w razie kontaktu ze skorg: sptuka¢ duzg iloscig wody;

w razie kontaktu z oczami: przeptuka¢ duzg iloscia wody, przy szeroko otwartej
powiece;

jezeli osoba poszkodowana oddycha, przenies¢ na $wieze powietrze; jezeli osoba
poszkodowana nie oddycha, zastosowaé sztuczne oddychanie; zasiggna¢ porady
medycznej;

w przypadku wystgpienia podraznien skontaktowac si¢ z lekarzem;

w razie spozycia: przeptukac usta woda. NIE prowokowa¢ wymiotdw. Nieprzytomne;j
osobie nigdy nie podawac nic doustnie. Zasiggna¢ porady medyczne;.

Doktadne instrukcje postgpowania sg zawarte w dotaczonych kartach charakterystyk
substancji.

4. Wykonanie ¢wiczenia

4.1. Przygotowanie ukladu chromatograficznego do pracy

Warunki chromatograficzne:

kolumna chromatograficzna Poroshell 120 SB-C18 (75 x 4,6 mm; 2,7 um), Agilent
Technologies

faza ruchoma: A — 0,1% kwas mréwkowy, B — acetonitryl

elucja izokratyczna: 20% A, 80% B

objetosciowa predkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1 mL/min

objetos¢ wprowadzanej probki na kolumng: 5 pL

czas analizy: 2 minuty

analityczna dhugos¢ fali (UV-Vis): 264 nm

Parametry detekcji ELS:

przeplyw gazu: 1,5 SLM

temperatura parownika: 30 °C

temperatura nebulizatora: 60 °C

wzmocnienie sygnatu fotopowielacza (gain): 1
tempo danych: 10 Hz

wygtadzenie: 1

intensywno$¢ zrodla swiatta: 100%



Schemat postepowania.

Kondycjonowanie kolumny chromatograficznej.

Ustawienie parametrow metody (NLPZ_SPECJALIZACYJNE.M).
Ustawienie sekwencji analiz (NLPZ_SPECJALIZACYJNE.S).
Ustawienie zapisu analiz (Subdirectory: NLPZ_SPECJALIZACYJNE.).

A

4.3. Przygotowanie probek do krzywej kalibracyjnej z roztworu standardowego
ibuprofenu o stezeniu 5 mg/mL w dwéch powtérzeniach

1. Przygotowac dwie serie roztwordow: koncowe stgzenie ibuprofenu po rozcienczeniu do
objetosci 1 mL wynosi: 0,0 mg/mL; 0,05 mg/mL; 0,1 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,3 mg/mL;
0,5 mg/mL; 0,7 mg/mL. Szereg rozcienczen roztworu standardowego ibuprofenu
wykorzystywanych do sporzadzenia krzywej kalibracyjnej przygotowaé na podstawie
przeprowadzonych samodzielnie obliczen. Rozcienczenia przygotowaé w naczynkach
chromatograficznych o objetosci 1,5 mL. Do rozcienczen wykorzystaé metanol.

2. Dla kazdego wzorca zarejestrowa¢ chromatogram, zanotowaé czas retencji,

powierzchnie 1 wysoko$¢ uzyskanego sygnatu (piku);
4.4. Przygotowanie roztworow preparatow farmaceutycznych w dwéch powtérzeniach

1. Preparat Ibuprom Max 400mg (USP Zdrowie):

Na wadze analitycznej zwazy¢ tabletke (~ 0,7 g, 400 mg ibuprofenu) i zanotowac mase
— tabletke przenie$¢ do mozdzierza porcelanowego w celu rozdrobnienia — pobrad
nawazke 8x mniejsza od masy tabletki — nawazke rozpus$ci¢ w metanolu w kolbie 5
mL poprzez wytrzasane rgczne przez 5 min — odstawi¢ kolbe na 5 min — pobraé 1,5
mL roztworu znad osadu do proboéwki typu Eppendorf — odwirowac przez 5 min przy
RPM 12000 w wirbwce automatycznej — probke rozcienczyé 50x w naczynku
chromatograficznym (dwa powtorzenia).

Zarejestrowac chromatogram probki, zanotowac czas retencji, powierzchnig i wysokosc¢
uzyskanego sygnatu (piku).

2. Preparat Metafen (POLPHARMA):

Na wadze analitycznej zwazy¢ tabletke (~ 0,7 g, 200 mg ibuprofenu + 325 mg
paracetamolu) i zanotowa¢ mas¢ — tabletke przenies¢ do mozdzierza porcelanowego
w celu rozdrobnienia — pobra¢ nawazke 4x mniejsza od masy tabletki — nawazke
rozpusci¢ w metanolu w kolbie 5 mL poprzez wytrzasane r¢czne przez 5 min —
odstawi¢ kolb¢ na 5 min — pobra¢ 1,5 mL do probowki typu Eppendorf — odwirowac
przez 5 min przy RPM 12000 w wiréwce automatycznej — probke rozcienczy¢ 50x W
naczynku chromatograficznym (dwa powtorzenia).

Zarejestrowac chromatogram probki, zanotowac czas retencji, powierzchnie i wysokos¢
uzyskanego sygnatu (piku).



5. Opracowanie wynikow

1. Metoda najmniejszych kwadratow wykresli¢ krzywa kalibracyjna: zalezno$¢ logarytmu
dziesietnego $redniej powierzchni piku lub wysokosci piku od logarytmu dziesigtnego
stezenia ibuprofenu, wyznaczy¢ jej rownanie oraz wspotczynnik korelacji R%. Wyliczy¢
wzgledne odchylenie standardowe oraz odzysk dla poszczegdlnych stezen. WyniKi
zamie$ci¢ w Tabelach 1 i 2 (wg wzoru ponizej).
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2. Oznaczy¢ zawarto$¢ ibuprofenu w probkach preparatéw farmaceutycznych i porownaé
z wartoscig deklarowang przez producentow przeliczajgc na zawarto$§¢ w Tabeli 1 i 2.

3. Skomentowac uzyskane wyniki.
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