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DETERMINATION OF SELECTED NONSTEROIDAL
ANTI-INFLAMMATORY DRUGS IN THE AQUATIC ENVIRONMENT

Abstrakt: Obecné¢ zwigzkéw farmaceutycznych wrodowisku wodnym wymusza opracowanie skutecznej
metody ich monitoringu. W pracy przedstawiono opreeny spos6b oznaczenia wybranych gzkiow
farmaceutycznych z grupy niesteroidowych lekéw epmbolowych i przeciwzapalnych, tj. ibuprofenu
i diklofenaku. Do wydzielenia analitw zastosowamsstrakc do fazy statej (SPE), a do analizy
jakaosciowo-ilosciowg chromatograli gazows sprzzoma z detektorem masowym (GC-MS). Opracowana
procedura analityczna urdiwia rozdziat i oznaczenie ifmiowe mieszaniny zwrkéw farmaceutycznych

z zadowalajca powtarzalnécia i dokltadndcia. Wyznaczone wartai stopni odzysku daj mazliwosé petnej
kontroli ilosciowego oznaczenia badanych farmaceutykéw w prdbkamnych. Powysza metoda mie znaléc
zastosowanie do kontroli analitycznej przebiegucpsdw uzdatniania wod naturalnych i doczyszczégigkow
pod kgtem eliminacji zwyzkéw farmaceutycznych.

Stowa kluczowe:diklofenak, ibuprofen, ekstrakcja SPE, GC-MS (EI)

Wprowadzenie

Przemyst farmaceutyczny jest jedn najpezniej rozwijagcych sé gakzi gospodarki
w Unii Europejskiej. Na unijnym rynku farmaceutygem zarejestrowanych jest ponad
3000 ré&nych specyfikbw farmaceutycznych [1]. Wedlug PhaEmzert, warté¢ catego
rynku farmaceutycznego w Polsce w pierwszym poino2@14 roku wyniosta 14 mid zt
i byta 0 1,9% wksza nk w 2013 roku w tym samym okresie [2]. Wzrost procjuk
farmaceutykéw podyktowany jest wydkniem st sredniej dtugdci zycia zwhzanej
z postpem w diagnostyce i leczeniu chordb oraz szeralasgpnaici lekéw, szczegdlnie
tych dos¢pnych bez recepty. Skutkuje togglym uwalnianiem tych substancji oraz ich
metabolitbw do srodowiska. Obecni@ zwigzkéw farmaceutycznych wsrodowisku
wodnym stanowi potencjalne zagemia dla tych ekosystemodw, a tym samym dla zdrowia
cziowieka [3, 4]. Do substancji najpowszechniej nigéikowanych w srodowisku
wodnym zalicza si specyfiki z grupy niesteroidowych lekéw przeciwidych
i przeciwzapalnych [5].

Catkowite usunjcie zwigzkéw farmaceutycznych zesciekéw lub z  wdd
powierzchniowych stanowtych potencjalngérédio wody do picia jest zabiegiem trudnym
ze wzgkdu na polarny charakter mikrozanieczysz#cfarmaceutycznych oraz ich stab
podatndcia na rozktad biochemiczny [6, 7]. Zadowalsg stopnie usugtia
farmaceutykéw ogpane § w ciggach technologicznych opartych na zaawansowanych
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technologiach oczyszczania strumieni wodnych, dirykh zalicza si miedzy innymi
techniki membranowe - nanofiltrgcj odwrécorm osmoz [8] oraz zaawansowane procesy
utleniania - ozonowanie [9] i utlenianie fotokatgdizne [10, 11]. Jednak obecnie wyzwanie
wcigz stanowy procedury analityczne tych mikrozanieczyszcxe srodowisku wodnym

z uwagi na brak opracowanych referencyjnych metod.

W pracy przedstawiono procegur oznaczenia sgtenia dwoch zwizkéw
farmaceutycznych w mieszaninie naleych do grupy niesteroidowych lekow
przeciwbolowych i przeciwzapalnych - diklofenaku,ediicego pochodn kwasu
aminofenylooctowego, oraz ibuprofenu sklasyfikowgme jako pochodna kwasu
propionowego. Metoda analityczna oparta jest nazelgiwaniu badanych analitéw
z prébek wody za pomaekstrakcji do fazy statej (SPE - arg@plid Phase Extractigroraz
oznaczeniu ich przy wykorzystaniu chromatografiz@aej sprzzonej z detektorem
masowym (GC-MS). Opracowana procedurazenqgostiy¢ do okrélenia stzenia
farmaceutykéw wsrodowisku wodnym oraz oceny skutecgtioproceséw uzdatniania
waod, jak rownie doczyszczanigciekéw pod lgtem mikrozanieczyszcaeo aktywndci
farmaceutycznej.

Materialy i metodyka badan

Wzorce niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych iggiwbdlowych w postaci soli
sodowej diklofenaku (DCL) i ibuprofenu (IBU) o czgsci > 98% pochodzity z firmy
Sigma-Aldrich (Pozng Polska) (tab. 1).

Tabela 1
Charakterystyka fizykochemiczna wybranych farmagebw
Table 1
Physicochemical characteristics of the selectednpaeeuticals
Zwiazek farmaceutyczny S6l sodowa diklofenaku Sél sodavibuprofenu
o CH,
cl ON ON
Wz6r strukturalny i N CH, *
(o]
[ I o HsC
Wz6r sumaryczny GH1CIL,NNaG;, Ci3H1/0.Na
Masa molowa 318,13 g/mol 228,26 g/mol

Jako czynnik upochadnigjy (reakcja sylilacji) wybrano N-metyl-N-(trimetyhgl)-
trifluoroacetamid (MSTFA) firmy Sigma-Aldrich (Poaf, Polska). W badaniach
wykorzystano ponadto metanol firmy Avantor Perfonce Materials Poland S.A.
(Gliwice, Polska). W trakcie ekstrakcji do fazy teja(SPE) stosowano kolumienki
jednorazowe Supelclean™ ENVI-8 o elogci 6 cn? (1,0 g) i komog cisnieniows SPE
firmy Supelco (Pozng Polska).

Do bada procesu ekstrakcji ayto dwoch roztworéw wodnych spadzonych na
bazie wody zdejonizowanej z dodatkiem wzorcow DCUBU o stzeniu 0,5 oraz
1 mg/dni. Odczyn wéd korygowano do waéth pH = 7 przy ayciu 0,1 mol HCI/dr lub
0,1 mol NaOH/dm Z kolei w celu oceny liniowdzi odpowiedzi detektora masowego oraz
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instrumentalnej granicy detekcji analizie chromaafigznej poddano DCL i IBU
w skzeniach od 0,2 do 2 mg/émW\zorce poddane byly wadznie reakcji sililacji.

W celu umdliwienia oznaczenia chromatograficznego GC-MS afaliz prébek
wody o obgtosci 20 cnf (pH = 7) wydzielano badane farmaceutykizgaiem ekstrakcji do
fazy statej (SPE) w kolumienkach wypetnionychzgim oktylosilanowy (). Ztoze przed
ekstrakci przemywano 5 cf metanolu oraz kondycjonowano woddejonizowan
o pH = 7. Nasfpnie podawano na kolumieglekstrkacyja prébke wody. Po zakfczonej
ekstrakcji zlae osuszano przez 5 min pod fmia. Ekstrakt eluowano 3 chmetanolu
i poddawano osuszaniu pod strumieniem azotu.

Ekstrakty uzyskane po osuszeniu w strumieniu agmiddawano upochodnieniu
czynnikiem sililupcym - MSTFA w ilgici 10 mni. Po 35-minutowym czasie reakcji
w temperaturze 55°C otrzymano pochodne trimetylogie (TMS) badanych
farmaceutykéw, ktére analizowano chromatograficzn®znaczenia przeprowadzano
z wykorzystaniem chromatografu gazowego spynego z detektorem masowym (GC-MS
- El), model Saturn 2100 T firmy Varian (Warszaweglska). Ekstrakt rozdzielano
w kolumnie SLBM - 5 ms firmy Supelco (PozhaPolska) o wymiarach 30 m x 0,25 mm
x 0,25um o programie temperaturowym pieca kolumny: 80°@n{8), 10°C/min do 300°C
(5 min). Pozostale parametry temperaturowe byhtepagce: iniektor - 230°C, putapka
jonowa - 180°Czrodio jondw - 290°C. Faznaéng stanowit hel - przeptyw 1,1 citmin.
Nastrzyki prébki o ohjtosci 1 mn? wykonywano manualnie przy pomocy mikrostrzykawki
0 pojemndci 10 mnt firmy Hamilton. Detektor masowy pracowat w tryhiejestracji
jonéw w zakresie od 70 do 400 m/z.

Wyniki i dyskusja

W celu kalibracji wskaza detektora masowego wykonano krzywe wzorcowe oparte
o roztwory wzorcowe soli sodowej diklofenaku oral sodowej ibuprofenu przygotowane
w metanolu w zakresie ¢sien od 0,2 do 2 mg/ci Liniowos¢ odpowiedzi detektora
masowego sprawdzono megaekgresji liniowej (rys. 1).

Na podstawie otrzymanych w trakcie analizy chromedficznej chromatograméw
(rys. 2) oraz widm masowych uzyskanych pochodnyldbowgych lekéw (rys. 3) okrédono
czasy retencji oraz jony charakterystyczne, kt@staaviono w tabeli 2.

Tabela 2
Parametry analizy jakoiowej
Table 2
Parameters of the qualitative analysis
Czas retencji, Ccv IDL
Wzorzec Jony charakterystyczne [m/z] ta* SD (0 = 5) [min] [%] (n =5) | [ng/mm]
IBU-(TMS), 350, 263, 234, 161, 117 18,429 + 0,059 2,82 2
DCL-TMS 352, 277, 242, 214, 179 24,319 + 0,063 1,50 11

" n - liczba powtérzé

Instrumentala granie oznaczalnéci (Instrumental Detection LimitIDL) dla
badanych zwjizkbw wyznaczono przy zateniu ilorazu sygnatu (S) do szumu (N)
wynoszcego> 3 (tab. 2).
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Rys. 1. Krzywa kalibracyjna oznaczania DCL (a) ol (b) metod chromatografii GC-MS (u.j.p. - umowna

jednostka powierzchn

D)

Fig. 1. Calibration curve of DCL (a) and IBU (b)teiemination by the GC-MS method (u.j.p. - the cortianal

area unit)

Na podstawie analizy uzyskanych widm masowycthrmaoprzypuszcza ze reakcja
powstawania pochodnych trimetylosililowych dikloéu przebiega zgodnie z réwnaniem:
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Rys. 2. Chromatogram GC-MS pochodnych sililowyalpimfenu i diklofenaku
Fig. 2. GC-MS chromatogram of the silyl derivatiwésbuprofen and diclofenac
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Rys. 3. Widmo masowe pochodne;j sililowej diklofenak
Fig. 3. Mass spectrum of the silyl derivative afldfenac

Przyjta procedura analityczna pozwolita na rozdziat bgda sililanowych
pochodnych zwjzkéw farmaceutycznych. Piki dla pochodnej ibuprafemaz diklofenaku
posiadaj zréznicowane czasy retencji i charakteryzowag@izez jony o zrénicowanych
masach m/z. Niska wad® odchylén standardowych dla czasu retencji obu badanych
zwigzkéw $wiadczy o bardzo matej #dicy pomkdzy wartdciami tego parametru
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uzyskanymi dla wielu powtoraerozdziatow chromatograficznych. Urdiwia to bardzo
dokladny identyfikacg badanych zwizkéw farmaceutycznych zawartych w prébkach
wody ha podstawie poréwnania czasu ich retencjinagzonego w trakcie analizy wzorca.
Wartasci wspotczynnika zmienrigi (CV), bedgcego miag powtarzalnéci pomiaréw, nie
przekraczaj 3%, co jest bardzo zadowajeg.

W trakcie identyfikacji i oceny stenia zwjzkéw farmaceutycznych w wodach
powierzchniowych orazciekach poddawanych procesom ich oczyszczania é&iuczolg
odgrywa powtarzalni@ wynikdw oznaczgé ilosciowych. Analiza iléciowa DCL i IBU
przeprowadzona zostata na podstawie wyznaczenia pgmwierzchni pikow dla
pochodnych farmaceutykéw. W tabeli 3 przedstawiomgniki obliczen precyz;ji
odpowiedzi detektora masowego MS dla czterech po@o zawartéci pochodnych
farmaceutykéw podawanych na kolugrehromatograficza

Tabela 3
Precyzja odpowiedzi detektora MS
Table 3
Precision of the MS detector response
Stezenie ug/mnr’]
Wzorzec 0,2 [ 0,5 | 1 2
CV [%] (n=5)
IBU 1 1 5 3
DCL 1 2 1 2

Wartas¢ wspotczynnika zmienrégi wykonanych pomiaréw w wkszasci przypadkow
nie przekracza 3%. Watiek stanowi oznaczenie IBU dlagagnia 1 pg/mm(CV = 5%).
Rezultaty te potwierdzajduza powtarzalnéé prowadzonych pomiarow.

Kolejnym parametrem charakteryzaym omawiag metod analityczma jest stopié
odzysku oznaczanych zyzkdw oraz powtarzalrid metody w trakcie wykonywania analiz
rzeczywistych probek wody. Analizie poddano roztwowodne zawierage wzorce
badanych farmaceutykdw weseniach 0,5 oraz 1 mg/dnftab. 4). Wyznaczono réwnie
granie oznaczalnéci metody Limit of QuantificationLOQ).

Tabela 4
Powtarzalné metody analitycznej i granica oznaczdltid.OQ w procesie oznaczania wzorcow IBU i DCL
Table 4
Repeatability of the analytical method and thetliofiquantification LOQ in the determination proses
analytical standards of IBU and DCL

Stezenie w wodzie modelowej
0,5 mg/dn? 1 mg/dn? LOQ"
Wzorzec Odzysk SD Odzysk SD [ng/dm?]
[%] (n=5) (%] [%] (n=5) [%0]
IBU 55 4 60 9 16
DCL 78 3 85 4 44
“dla S/N =10

Granica oznaczalsoi LOQ metody dla IBU w badanym roztworze wodnymniogsta
16 ng/dmi, natomiast dla DCL - 44 ng/dm
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Dokiadnag¢ oznaczé opracowanej metody analitycznej wyznaczona na tpods
obliczonych stopni odzysku w przypadku pochodneagw aminofenylooctowego (DCL)
byta bardzo dobra - stopmieodzysku dla roztworédw o wgzym s¢zeniu wzorcéw
farmaceutykéw wyniost 85%. Kzy stopié@ odzysku (60%) uzyskano dla pochodnej
kwasu propionowego (IBU). Powtarzakito otrzymanych wynikéw wyznaczona
na podstawie odchylenia standardowego byta zadgyealajej warté¢ miescita sk
w przedziale od 3 do 9%.

Whioski

= Przedstawiona procedura analityczna #imga rozdziat i oznaczenie ikziowe
mieszaniny dwéch zwekéw farmaceutycznych z grupy niesteroidowych lekéw
przeciwbolowych i przeciwzapalnych zawartych w weltlav stzeniu 1 i 0,5 mg/drh
z zadowalajcg powtarzalnécia i doktadndcia.

= Wyznaczone wartwi stopni odzysku daj mazliwosé petnej kontroli ilgciowego
oznaczenia badanych farmaceutykédw w prébkach wddnyc

= Powyssza metoda m® znalé¢ zastosowanie do kontroli analitycznej przebiegu
proceséw uzdatniania wod naturalnych i doczyszezawmiekéw ze zwizkow
aktywnych farmaceutycznie.
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Abstract: The presence of pharmaceutical compounds in thatimgenvironment requires the development of an
effective monitoring method. The paper presentsdieecloped procedure of determination of pharmacaut
compounds selected from the group of nonsteroia&iaflammatory drugs - ibuprofen and diclofenao. isolate
selected compounds from the tested water the pblide extraction (SPE) was employed. The quanttatnd
qualitative analysis was carried out by gas chrografphy coupled with mass spectrometry (GC-MS).cbesd
analytical procedure allows to separate and queatipharmaceutical mixtures with a satisfactogroducibility
and accuracy. The values of the recovery degreécone possibility of the complete quantitativentrol of
tested pharmaceuticals in water samples. The thestmethod can be used to control the analyticalgsses of
natural water purification and wastewater treatnfiemh pharmaceutical compounds.

Keywords: diclofenac, ibuprofen, SPE, GC-MS (El)



