1. Wprowadzenie

Ogromnie pozadane w przemys$le farmaceutycznym jest posiadanie prostych,
niewymagajacych konserwacji detektoréw do rutynowych zastosowan chromatograficznych.
W przypadku zwigzkéw zawierajacych chromofor, standardem w zastosowaniach kontroli
jakosci jest detekcja UV-Vis. Jednak to podejscie moze napotkac¢ problemy, gdy zostanie
zastosowane do czasteczek, ktore nie maja wystarczajacej absorpcji. Dzigki najnowszym
postepom technologicznym detekcja rozpraszania $wiatlta przez odparowanie (ELSD) jest
uwazana za warto$ciowa alternatywe dla detekcji UV substancji pot-lotnych i nielotnych, gdyz
jest niezalezna od wtasciwosci optycznych zwigzku. W detektorze ELS substancja
opuszczajagca kolumn¢ 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 przeptyw gazu nosnego do komory parownika. W sekcji parownika rozpuszczalnik
jest odparowywany przy jednoczesnym pozostawieniu mgietki suchych czasteczek analitu,
ktora rozprasza §wiatlo na urzadzenie swiattoczute (fotodioda lub fotopowielacz) i powoduje
powstawanie sygnatu odpowiedzi w czasie rzeczywistym. [1o§¢ wykrytego §wiatta jest zalezna
od stezenia rozpuszczonej substancji oraz rozktadu wielkoSci czagsteczek substancji
rozpuszczonej. Poziom $wiatta rozproszonego na fotopowielaczu przez opary czystego
rozpuszczalnika jest niewielki i stanowi statg lini¢ tta.

Ze wzgledu na znikoma zalezno$¢ sygnatu detektora od rodzaju wykrywanej substancji,
powszechnie ELSD uwazany jest za detektor uniwersalny. Nalezy jednak pamigtaé, ze detektor
ten dziala dobrze tylko wtedy, gdy czasteczka bedaca przedmiotem zainteresowania jest nie
tylko mniej lotna niz zastosowana faza ruchoma, ale ma rowniez zdolno$¢ do zachowania
swojej natury rozpraszania $wiatta, gdy przeplywa przez detektor. Padajaca wigzka jest
najskuteczniej rozpraszana przez analit w postaci czgstek, a nie jego posta¢ ciekly. Parametry
ELSD nalezy zoptymalizowa¢ dla kazdej badanej czasteczki. Jednym ze sposobdw wstepnego
sprawdzenia, czy ten detektor moze by¢ realnym wyborem, jest sprawdzenie temperatury
topnienia analitu begdacego przedmiotem zainteresowania. Sygnal z analitow o nizszych
temperaturach topnienia moze by¢ bowiem trudny do odréznienia od tta odparowanej matrycy
fazy ruchomej.

Eluenty stosowane w ELSD nie muszg by¢ specjalnej czystosci, jednakze nie powinny
zawiera¢ rozpuszczonych cial statych. Nie nalezy rowniez stosowac nielotnych roztworow
buforowych. Wykres Kalibracji detektora jest nieliniowy, a duzag wykrywalnosé
1 powtarzalno§¢ wskazan mozna uzyska¢ dzigki pewnym dodatkom do eluentu.



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

2. Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest optymalizacja warunkow detekcji rozproszenia $wiatta przez
odparowanie do chromatograficznego oznaczania ibuprofenu w preparatach farmaceutycznych
oraz analiza iloSciowa probek niesteroidowych lekdéw przeciwzapalnych za pomoca
wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwrdéconym uktadzie faz i poroéwnanie
zawarto$ci ibuprofenu z warto$cig deklarowang przez producentow.

3. Odczynniki i aparatura

3.1. Aparatura i sprzet chemiczny

e chromatograf cieczowy Agilent Technologies 1220 LC System;

e oprogramowanie OpenLAB CDS ChemStation Edition;

e detektor ELSD 1260 Infinity 11 Agilent Technologies;

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

e dejonizator wody Millipore (MILI-Q-PLUS);

e waga laboratoryjna Scaltec SBC 21;

e pipety automatyczne;

e statywy na probowki;

e kolby miarowe, zlewki, naczynka wagowe, lejki, probdwki typu Eppendorf, fiolki do
HPLC.

3.2. Odczynniki

e 85% kwas mréwkowy;

e acetonitryl;

e 5 mg/ml roztwor standardowy ibuprofenu (w metanolu);

e metanol;

e woda dejonizowana;

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

Wymagane SrodKki ostroznosci:

v' W trakcie wykonywania ¢wiczenia Student powinien nosi¢ odziez ochronna.

v Roztworéw nie nalezy wdycha¢ 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 zragcy R34, EUHO71 Dziata zraco na drogi
oddechowe, H314 Powoduje powazne oparzenia skory oraz uszkodzenia oczu, H331



Dziala toksycznie w nastgpstwie wdychania, P280 Stosowa¢ r¢kawice
ochronne/ochrone oczu/ochrone twarzy

Ibuprofen — H302 Dziata szkodliwie po potknigciu

Metanol — H225 Wysoce latwopalna ciecz i pary, H301 Dziata toksycznie po
poltknieciu, H301 + H311 + H331 Dziala toksycznie po polknigciu, w kontakcie ze
skorg lub w nastepstwie wdychania, H311 Dziata toksycznie w kontakcie ze skora,
H370 Powoduje uszkodzenie narzadow

Pozostate substancje wykorzystywane w ¢wiczeniu nie zostaly sklasyfikowane

jako niebezpieczne.

Pierwsza pomoc:

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

v' w razie kontaktu z oczami: przeptukaé duzg ilo$cig wody, przy szeroko otwartej

powiece;

v’ jezeli osoba poszkodowana oddycha, przenie$¢ na $wieze powietrze; jezeli osoba

poszkodowana nie oddycha, zastosowaé sztuczne oddychanie; zasiggnaé porady
medycznej;

v' w przypadku wystgpienia podraznien skontaktowac si¢ z lekarzem;
v w razie spozycia: przeptuka¢ usta woda. NIE prowokowa¢ wymiotow. Nieprzytomnej

osobie nigdy nie podawac nic doustnie. Zasiggna¢ porady medyczne;.

Doktadne instrukcje postepowania sa zawarte w dolaczonych kartach charakterystyk
substancji.

4. Wykonanie ¢wiczenia

4.1. Przygotowanie uktadu 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

predkos¢ przepltywu fazy ruchomej: 1 ml/min

objetos¢ wprowadzanej probki: 5 pl

czas analizy: 2 minuty

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

Domysine warunki detekcji ELS:

przeptyw gazu: 1,6 SLM

temperatura parownika: 30 °C

temperatura nebulizatora: 30 °C

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

wygtadzenie: 30



intensywno$¢ zrodta Swiatta: 100%

Schemat postepowania.

1.

5.
6.

Wiaczenie chromatografu cieczowego oraz detektora (postgpowaé zgodnie ze
wskazowkami prowadzacego ¢wiczenia oraz instrukcjg od chromatografu i detektora).
Podiaczenie kolumny do chromatografu (postepowac zgodnie ze wskazoéwkami
prowadzacego ¢wiczenia) 1 jej uruchomienie.

Kondycjonowanie kolumny chromatograficznej.

Ustawienie parametrow metody (NLPZ_SPECJALIZACYJNE.M) i sekwencji analiz
(NLPZ_SPECJALIZACYJNE.S).

Wykonanie analiz (Subdirectory: NLPZ_SPECJALIZACYJNE).

Umycie kolumny chromatograficznej i przygotowanie do dtuzszego przechowywania.

4.2. Optymalizacja warunkoéw detekcji rozproszenia $wiatta przez odparowanie

Schemat postepowania:

1.

Przygotowanie roztworu roboczego ibuprofenu. Z roztworu podstawowego
ibuprofenu o stezeniu 5 mg/ml przygotowa¢ 1 ml roztworu roboczego o stezeniu
0,5 mg/ml. Rozcienczenie roztworu macierzystego ibuprofenu wykona¢ na podstawie
samodzielnie wykonanych obliczen. Do rozcienczen wykorzysta¢ metanol.
Optymalizacja temperatury parownika. Wykona¢ analizy chromatograficzne
roztworu roboczego ibuprofenu dla zakresu temperatur parownika 30 — 55 °C,
we wzroscie co 5 °C. Dla pozostalych parametrow detektora, zastosowaé wartosci
domyslne. Wykona¢ wykres zalezno$ci powierzchni piku od temperatury parownika.
Na podstawie uzyskanych wynikow, wybraé optymalng temperaturg parownika.
Optymalizacja temperatury nebulizatora. Wykona¢ analizy chromatograficzne
roztworu roboczego ibuprofenu dla zakresu temperatur nebulizatora 40 — 90 °C, we
wzroscie co 10 °C. Dla pozostatych parametréw detektora, zastosowaé wartosci
domyslne oraz zoptymalizowang temperaturg parownika. Wykona¢ wykres zaleznos$ci
powierzchni piku od temperatury nebulizatora. Na podstawie uzyskanych wynikow,
wybra¢ optymalng temperaturg nebulizatora.

Optymalizacja przeplywu gazu parownika. Wykona¢ analizy chromatograficzne
roztworu roboczego ibuprofenu dla zakresu przeptywu gazu parownika 1,0 — 3,0 SLM,
we wzroscie co 0,5. Dla pozostalych parametréw detektora, zastosowaé warto$ci
domyslne oraz zoptymalizowane temperatury parownika i nebulizatora. Wykonac
wykres zaleznosci powierzchni piku od przeptywu gazu parownika. Na podstawie
uzyskanych wynikow, wybra¢ optymalng warto$¢ przeptywu gazu parownika.
Optymalizacja tempa wysylania danych (Hz) z detektora ELS. Wykona¢ analizy
chromatograficzne roztworu roboczego ibuprofenu dla wartosci tempa danych réwnych
10, 40 oraz 80 Hz. Dla pozostalych parametréw detektora, zastosowa¢ warto$ci
domyslne oraz zoptymalizowane temperatury parownika i nebulizatora, a takze
dobrang predko$¢ przeptywu gazu. Wykona¢ wykres zaleznosci powierzchni piku od




tempa wysytania danych z detektora ELS. Na podstawie uzyskanych wynikéw, wybrac
optymalng warto$¢ tempa danych.

6. Optymalizacja  czasu  odpowiedzi  (wygladzania). @ Wykona¢  analizy
chromatograficzne roztworu roboczego ibuprofenu dla wartosci wygtadzania rownych
1, 5, 10, 30, 40, 50. Dla pozostalych parametrow detektora, zastosowaé wartosci
domyslne oraz zoptymalizowane: temperatury parownika i nebulizatora, predkosc
przeptywu gazu oraz tempo danych. Wykona¢ wykres zalezno$ci powierzchni piku od
czasu odpowiedzi (wartosci wygtadzania). Na podstawie uzyskanych wynikow, wybraé

optymalng warto$¢ wygtadzenia sygnatu.

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

Schemat postepowania:

1. Przygotowac dwie serie roztworow, w ktorych koncowe stezenie ibuprofenu (w probee
po rozcienczeniu do objetosci 1 ml) wynosi: 0,0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0,7 mg/ml.
Szereg rozcienczeh roztworu macierzystego ibuprofenu wykorzystywanych
do sporzadzenia krzywej kalibracyjnej przygotowac na podstawie przeprowadzonych
samodzielnie obliczen. Rozcienczenia przygotowaé w probowkach typu Eppendorf
o pojemnosci 1,5 ml. Do rozcienczen wykorzystaé metanol.

2. Wykona¢ analizy chromatograficzne przygotowanych préobek do krzywej
kalibracyjnej, stosujac zoptymalizowane parametry detekcji ELS.

4.4. Przygotowanie roztwordw preparatow farmaceutycznych w dwoch powtoérzeniach.

Schemat postepowania:

1. Preparat Ibuprom Max 400mg (USP Zdrowie):
Masa tabletki ~ 0,7 g (400 mg ibuprofenu) — nawazka 8x mniejsza — nawazke
rozpusci¢ w metanolu w kolbie 5 ml — pobra¢ 1 ml i rozcienczy¢ do 10 ml metanolem
— pobra¢ 1 ml i rozcienczy¢ do 10 ml metanolem

2. Preparat Metafen (POLPHARMA):
Masa tabletki ~ 0,7 g (200 mg ibuprofenu + 325 mg paracetamolu) — nawazka
4x mniejsza — nawazke rozpusci¢ w metanolu w kolbie 5 ml — pobra¢ 1 ml
i rozcienczy¢ do 10 ml metanolem — pobra¢ 1 ml i rozcienczy¢ do 10 ml metanolem

UWAGA: kazdorazowo nalezy sprawdzi¢ doktadng mase calej tabletki!
5. Opracowanie wynikow

1. Do sprawozdania nalezy dotaczy¢ wykresy zaleznosci uzyskane w wyniku
optymalizacji warunkow detekcji rozproszenia $wiatla przez odparowanie Wwraz
z tabela, w ktorej zestawione zostang wyznaczone warto$ci podstawowych parametrow
detektora ELS.



Optymalizowany parametr detekcji ELS

Warto$¢

Temperatura parownika, °C

Temperatura nebulizatora, °C

Przeptyw gazu parownika, SLM

Tempo danych, Hz

Wygtadzenie sygnatu

2. Metoda najmniejszych kwadratow wykreslic krzywa kalibracyjng (zaleznos$c
logarytmu dziesig¢tnego $redniej powierzchni piku od logarytmu dziesigtnego stgzenia
ibuprofenu), wyznaczy¢ jej réwnanie oraz wspotczynnik korelacji R2 Wyliczy¢
wzgledne odchylenie standardowe oraz odzysk dla poszczegbélnych stgzen. WyniKi

zamie$ci¢ w tabeli.
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3. Oznaczy¢ zawarto$¢ ibuprofenu w probkach preparatéw farmaceutycznych i porownaé
z wartoscig deklarowang przez producentow przeliczajac na zawarto$¢ w 1 tabletce.

4. Skomentowac uzyskane wyniki.
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