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ANOTACE

Tato bakalarska prace formou literarni reserSe je zameétena na ibuprofen. Uvodni ¢ast prace
popisuje chemické a fyzikéalni vlastnosti, syntézy ibuprofenu, farmakologické vlastnosti a
1ékové formy. Dalsi Cast popisuje metody stanoveni ibuprofenu se zamérenim na kapalinovou

chromatografii s riznym typem detekce.

KLICOVA SLOVA

Ibuprofen, dexibuprofen, NSAIDs, HPLC, derivatizace

TITLE

Ibuprofen- pharmacological properties and methods of determination

ANNOTATION

This bachelor thesis in the form of a literary research is focused on ibuprofen. The
introductory part of the work describes chemical and physical properties, synthesis of
ibuprofen, pharmaceutical properties and dosage forms. The next part describes methods for
the determination of ibuprofen with a focus on liquid chromatography with different types of

detection.
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1. Ibuprofen

Ibuprofen 1 (Obr. 1) je chemickym nazvem (RS)-2-(4-isobutylfenyl]propanovéa kyselina.
Znéamy je také pod obchodnimi ndzvy jako BRUFEN, BRUFALGIN, DOLGIT, IBALGIN,
NUROFEN.!

CH,

0
CH, =

OH
H;C

Obrazek 1: Chemickd struktura Ibupofenu 1

Byl objeven v padesatych letech minulého stoleti tymem, ktery vedl Stewart Adams spolu
s chemikem Johnem Nicholsonem v laboratofich Boots Company v Nottinghamu.
Hlavnim tkolem byl vyvoj nového 1éku pro 1éCbu bolesti a zanéta kloubti u revmatoidni
artritidy. Nahradil tak Aspirin, ktery byl tehdy nejobliben€j§im a stfedn€ u¢innym 1ékem
proti revmatoidni artritid€¢. Zaroveit mél mnohem nizsi nezéddouci ucinky. Ibuprofen byl

patentovan v roce 1962 a v roce 1969 byl schvalen k 1é¢bé jako 1€k na 1ékatsky predpis.

Dnes je to pravdépodobné jeden z nejcastéji pouzivanych lékt proti bolesti. Jedna se o

antipyreticky a protizanétlivy ucinek.
Z dikaza v klinicko-epidemiologickych studiich vyplyva, ze 1ék redukoval vyskyt
rakoviny tracniku, prostaty a prsu. Také studie naznacily, ze Ibuprofen mize zabranit ve

vyvoji Alzheimerovy demence a Parkinsonovy choroby. Pro stanoveni davky a

nadasovani ptijmu léku je tieba dlouhodobych studii. [
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1.2 Fyzikadlné-chemické vlastnosti

Ibuprofen je bezbarva krystalickd pevna latka. Je velmi rozpustny v acetonu, methanolu,
chloroformu a ve vét§iné organickych rozpoustédel, mirn€ rozpustny v ethylacetatu a zcela
nerozpustny ve vodé. Jeho molarni hmotnost je 206,28 g/mol™, sumarni vzorec Ci13Hi302 a

teplota tani 75 °C az 77 °C. V katalozich 1ze ibuprofen nalézt pod CAS &islem 15687-27-1. Bl

Pripravuje a podava se jako racemat, prestoze protizanétlivé ucinky vykazuje predevsim (S)-
stereoizomer (Obr. 2). Pfedpoklada se, ze v organismu dochazi k transformaci (R)-izomeru na

(S)-izomer. (R)-izomery lze tedy povazovat za proléciva inhibitorti cyklooxygenasy. 1

CH; CH,

OH : OH

HsC” CHs HoC” CHs

R-izomer S-izomer

Obrazek 2: Stereoizomery ibuprofenu
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1.3 Syntéza ibuprofenu

Jedna se o originalni syntézu firmy Boots. Pro syntézu ibuprofenu (1) (Obr. 3) jako vychozi
latka je pouzit isobutylbenzen (2). Friedelovou-Craftsovou acetylaci isobutylbenzenu (2) se
ziska fenon (3). Nasleduje Darsensova reakce, kdy fenon (3) reaguje v pfitomnosti ethanolatu
sodného s ethyl-chloracetatem za vzniku glycidesteru (4). Ester po zmydelnéni a nasledném
otevieni epoxidového kruhu, eliminaci vody a dekarboxylaci poskytne aldehyd (5).
Karbonylovd skupina aldehydu reaguje s hydroxylaminem a dale probihd dehydratace

vzniklého oximu na nitril. Karboxylova skupina vznik4 zmydelnénim nitrilu (6). !

CHs
CH,COCl \O CICH,COOEt Hic. ©
_— —_—
AICI, NaOEt COOEt
HsC CHs3 HsC CHs3
4
CHs3
1. NaOH, H O 1. NH,OH
- CN

2.HCI 2. Ac,0

HsC 5 CHs
1. NaOH, H, O COOH
2. HCI

Obrazek 3: Originalni syntéza ibuprofenu



Pavodni syntéza byla vylepSena podnikem Boots and Hoescht Company a zkracena na tfi
kroky (Obr. 4), jelikoz puvodni syntéza byla pfili§ dlouha a produkovala mnoho odpadu.
Vroce 1997 podnik ziskal ocenéni Green Chemistry za alternativni syntetické cesty.
Z isobutylbenzenu (2) Friedel-Craftsovou acetylaci vznika fenon (3). Reakce zahrnuje pouziti
recyklovaného fluorovodiku jako katalyzatoru. V druhém kroku nasleduje hydrogenace
ketonu (3) na alkohol (7) za pusobeni Raynerova niklu a nizkého tlaku. Zavére¢ny krok

zahrnuje karbonylaéni krok katalyzovany paladiem, které se recykluje.[* 1]

O OH
(CH,C0),0
CH3 Raney Ni CHs
> e —
HF, 80 °C, 3 h H,, 70°C, 3 h
HaC CHs HsC CHj HaC CHs
2 3 7
CHs
PdCl,, PPh, OH
CO, HCI, H,0 O
701175°C, 3 h
HaC CHj
1

Obrazek 4: Zkracena syntéza ibuprofenu
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Pti dalsi syntéze (Obr. 5) bylo taktéz vyuzito Friedel -Craftsovy acetylace isobutylbenzenu za
vzniku fenonu (3). Naslednou Marweinovou reakci se fenon (3) redukuje isopropylatem
hlinitym na sekundarni alkohol (7). Ten zreaguje s kyselinou chlorovodikovou na chlorderivat
(8). Jde o substituci hydroxylové skupiny benzylového typu. Ve vzniklém chlorderivatu se
provede nukleofilni substituce kyanidovym iontem vedouci k nitrilu (6). Jeho alkalickou

hydrolyzou a naslednym okyselenim se zisk4 ibuprofen (1). ¢!

CHs CH,
CH,COOCI o . oH
> i-PrOH, Al(O-i-Pr),
AICL
H,c” CH
3 3 HsC CHs H,C CHj
2 3 7
CHj CH, CHs
HCl cy NaCN 1 H,0, OH COOH
—_— —_— >
2. H
HyC” CHg HyC™  “CHs HC™  ChHs
8 6 1

Obrazek 5: Syntéza ibuprofenu
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1.4 Farmakologické ucinky

Farmakodynamické a¢inky

Mechanismem uc€inku ibuprofenu je inhibice cyklooxygenazy (COX), oficialné znamé jako
prostaglandin-endoperoxid H syntaza (PGHS). Vyskytuje se ve dvou formach COX 1 a COX
2 (také PGHS 1 a 2). Jedna se o enzymy katalyzujici cyklooxygenazovou reakei, pii které se
arachidonat preméni na prostaglandin. Ackoliv maji podobné struktury aktivniho mista,
katalytické mechanismy, produkty a kinetiku, pfesto existuji strukturalni rozdily, které maji
dulezité  farmakologické a biologické duasledky. Nezadouci UCinky v oblasti
gastrointestinalniho ustroji jsou dusledkem inhibice COX 1. COX 2 je zodpovédny za
produkci zanétlivych prostaglandint. Inhibici COX 2 se snizuje zanét, bolest, horecka. Pfi

dlouhodobém uzivani snizuje vyvoj rakoviny traéniku a Alzheimerovy choroby. [l

Farmakokinetické ucinky

Vykazuje kinetiku 1. tadu. Pfi peroralnim podani se ibuprofen rychle absorbuje
z gastrointestinalniho traktu, pfiCemz maximalni plazmatické koncentrace (tmax) dosahne
piiblizn€ za 1 — 2 hod. Ibuprofen je charakterizovan vysokou vazbou na plazmatické proteiny
a proto ma nizky distribu¢ni objem (Vp). Biologicky poloCas ma primérmné mezi 2-3 h.
Ibuprofen je primarné metabolizovan v jatrech na farmakologicky neaktivni metabolity 2-
hydroxylibuprofen a 2-karboxylibuprofen. Jako nejvyznamnéjsi katalyzatory zodpovédné za
metabolismus ibuprofenu byly identifikovany CYP2C8 a CYP2C9, které jsou hlavnimi
podtypy CYP450. VyluCuje se moci a celkové vylouCeni z organismu trva 24 h od posledni

davky ibuprofenu. [¥1°]

Nezadouci ucinky
Ibuprofen se fadi mezi nejbezpecnéjsi a jeho nezadouci Ucinky jsou velmi nizké ve srovnani

s jinymi NSAIDs. Zpuasobuje nezadouci ucinky gastrointestinalni, kardiovaskularni, renalni,

hepatotoxické a hypersenzitivni.
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1. Gastrointestinalni

Ibuprofen muze interagovat s membranami a fosfolipidy na sliznicich. Riziko
gastrointestinalnich (GIT) nezadoucich UCinkt =zavisi na davce a délce 1écby. Pri
dlouhodobém pouzivani mize ohrozit integritu sliznice a zvysit jeji propustnost k riznym
Skodlivym latkdm. Podle epidemiologickych studii v porovnani s jinymi léky ma ibuprofen
nejniz8i riziko zpusobujici GIT nezadouci Ginky. Napfiklad muaze zpusobovat krvaceni,

viedy, zvraceni, nevolnost, paleni Zahy.
Nekteré faktory zvySuji riziko:

» Soucasna 1écba aspirinem, antidepresivy, kortikosteroidy, 1éky proti srazlivosti krve a

tromboze
* Infekce Helicobacterem pylori
» Alkohol a kouteni
= Veék>065

= Pouzivani dalsich NSAIDs

2. Kardiovaskularni (CV)

Za riziko ibuprofenu na kardiovaskularni systém je povazovana inhibice produkce
prostaglandint v renalnim systému. Z kontrolovanych studii existuje nedostatek diukazu, tudiz
rizika zpUisobena ibuprofenem na kardiovaskularni systém jsou sporna. Nezadouci ucinek se
muze projevit mozkovou mrtvici, trombozy, infarktem myokardu, srde¢nim selhanim,

edémem nebo hypertenzi.
3. Rendlni

Ledviny produkuji prostacyklin a prostaglandin E2 a pfepoklada se, zZe je ibuprofen ovliviluje
inhibici COX-1 nebo COX-2. COX-1 reguluje a tidi glomerulami filtraci, zatimco COX-2
pomahé regulovat vyluCovani soli a vody. Renalni prostaglandiny podporuji vazodilataci,
ktera zase podporuje prutok krve ledvinami. Inhibice syntézy prostaglandini mize mit za
nasledek akutni poskozeni ledvin, edém, hypertenzi, hyperkalémii (zvySena hladina drasliku
v krvi). Neni vhodny u geriatrickych pacientd s chronickym onemocnénim ledvin nebo

srde¢nim selhanim.
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4. Hepatotoxické
Pti uzivani ibuprofenu je nizk4 mira toxicity jater.

5. Hypersenzitivita

Hypersenzitivita je spojena s idiosynkratickou reakci na léCivo typu B, ktera se muze
vyskytnout u citlivej§ich pacienti. Lze ji popsat jako reakci, ktera zahrnuje horeCku a

vyrazku. Reakce na precitlivélost jsou vzacné. 1l

1.5 Lékové formy s ibuprofenem

Ibuprofen je na trhu nabizen v né€kolika 1ékovych formach a zaroven je podavan riznymi
zpusoby. Existuje ve formé tablet (potahované, obalené), mékkych tobolek, Sumivych tablet,
suspenzi, které se podavaji peroralné. Rektalné se podava v podobé Cipkd, parenteralné

v podobé¢ infuzniho roztoku. Dale je dostupny pro kozni podani ve formée krému nebo gelu.

V tabletach, mé&kkych tobolkach, Sumivych granulich je nejCastéji ibuprofen obsazen v 200,
400 nebo 600 mg. V suspenzich je obsah ibuprofenu 20 mg/ml. Krémy a gely obsahuji 50
mg/g ibuprofenu a Cipky 60 nebo 125 mg.

e PERORALNI PODANI
s Potahované tablety

Mezi ptipravky obsahujici ibuprofen jako jedinou u€innou latku patii, APO IBUPROFEN 400
mg, BRUFEN 400 a 600 mg, BRUFEN RAPID 400 mg, DOLGIT 800 mg, IBALGIN 200,
400 A 600 mg, IBUMAX 200, 400 A 600 mg, IBUPROFEN AL 400 mg.

Do skupiny, kde se kombinuji dveé u€inné latky ibuprofen a pseudoefedrin-hydrochlorid patfi

IBALGIN GRIP 200 mg/ 5 mg, MODAFEN 200 mg/ 30 mg.
¢ Obalené tablety

NUROFEN 200 A 400 mg
+» Dispergovatelné tablety v ustech

NUROFEN PRO DETI ACTIVE 100 mg

18



% Meékké tobolky

NUROFEN RAPID 400 mg, NUROFEN JUNIOR POMERANC 100 mg, IBALGIN
RAPIDCAPS 400 mg

< Sumivé granule
BRUFEN 600 mg
s Suspenze

NUROFEN PRO DETI 20 mg/ml, IBUPROFEN APOTEX 100 mg/5ml, IBUDOLOR 40
mg/ml, IBALGIN BABY 20 mg/ml

e PARENTERALNIi PODANI
Pedea Smg/ml
e REKTALNi PODANI
Nurofen pro déti 60mg
Nurofen pro déti Cipky 125 mg
e KOZNi PODANI
<+ Gel
IBUMENT-50 mg/g, IBALGIN GEL 50 mg/g, DOLGIT GEL 50 mg/g
<+ Krém

IBALGIN DUO EFFECT 50 mg/g+2mg/g, IBALGIN 50 mg/g, DOLGIT KREM 50mg/g. !l
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2. Metody stanoveni ibuprofenu

Pro stanoveni ibuprofenu byly jiz pouzity rizné metody. Mezi hlavni techniky doposud patii
metody chromatografické (vysokoucinna kapalinova chromatografie HPLC, plynova
chromatogratie GC, vysokou¢inna tenkovrstva chromatografie HPTLC, tenkovrstva
chromatografie TLC), elektroforetické, spektrometrické (ultrafialova UV, infraCervena IR),
titrimetrické s vizualni a potenciometrickou indikaci, déale také spektrofluorimetrické a

voltametrické stanoveni. 12

2.1 Acidobazicka titrace

Acidobazické titrace se také nazyvaji neutralizani reakce, kdy kyseliny jsou titrovany
zasadami a naopak. Bod ekvivalence je detekovan bud pomoci barevnych indikatort ¢i
potenciometricky sklenénou elektrodou. Barevné indikatory vykazuji zménu barvy pii zmeéné
pH v acidobazickych titra¢nich reakci. VétSina indikatora jsou slabé organické kyseliny nebo
barviva, které ptijimaji nebo daruji elektrony. Podle The British Pharmacopoeia se pfipraveny

roztok ibuprofenu titruje 0.1 M roztokem NaOH za pouziti fenolftaleinu jako indikatoru. [1°]

2.2 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstvou chromatografii lze separovat enantiomery ibuprofenu. Separace probihd na
silikagelovych deskach impregnované L-argininem. Na desky se aplikuje malé mnozstvi
vzorku pfipraveného z racemického ibuprofenu v ethanolu. Po zaschnuti vzorku se desky
vlozi do vyvijeci komory smobilni fazi acetonitril-methanol-voda v poméru 5:1:1. Po
zaschnuti jsou vyvinuté desky vlozeny do jodové komory, ktera slouzi k detekci. Je to

jednodussi a levnéjsi metoda z hlediska nakladt na zafizeni a na provoz. [
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2.3 Vysokotlaka kapalinova chromatografie

Pii vysokotlaké kapalinové chromatografii dochazi k separaci latek mezi stacionarni fazi
naplnénou v kolon¢ a mobilni fazi, ktera za vysokého tlaku prochazi kolonou. Stacionarni fazi
tvoti kolona naplnéna silikagelem a mobilni faze je pripravena z fosfatového pufru a
acetonitrilu. Po pruchodu vzorku separa¢ni kolonou je vzorek detekovan, jeho méfenou
veli¢inou muze byt absorbance. Vystupem z detektoru je chromatogram - zavislost odezvy

detektoru na retencnim Case. Lze stanovit pfitomnost i koncentraci ve vzorku.

Koncentrace ibuprofenu ve vzorku se stanovi porovnanim vysky piku analytu se standardem.

Ke stanoveni pfitomnosti se vyuZije retenénich &ast. [°]

2.4 Kapilarni zonova elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je separatni technika pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni.
Metoda je zalozena na rozdilné pohyblivosti elektricky nabitych Castic. Separace se provadi
v tavené kfemenné kapilare, kterd je naplnéna zakladnim elektrolytem. Prevazné se jedna o
vhodné zvoleny pufr. Na separaci mé vliv elektroosmoticky tok, kdy anionty se pohybuji

smérem ke katodg. (16

2.5 UV spektrofotometrie

Tato metoda je zalozena na absorpci elektromagnetického zafeni. Ibuprofen vykazuje
absorpci v UV rozsahu, tudiz 1ze UV spektrofotometrii stanovit obsah ibuprofenu ve vzorku.

Ibuprofen m4 dvé absorpéni maxima, a to pii 264 nm a 272 nm. 171

2.6 Spektrofluorimetrie

Stanoveni obsahu ibuprofenu spektrofluorimetrii je zaloZeno na intenzité emitovaného zafeni.
Molekula ibuprofenu excituje ze zakladniho elektronového stavu do vyssiho, poté nasleduje
navrat do zakladniho stavu emisi zafeni. Buzeni molekuly ibuprofenu zacina pfi vinové délce

263 nm a emise nastava pii vinové délce 288 nm. 2!
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3. Stanoveni ibuprofenu vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

Existuje mnoho analytickych metod vyuzivajici chromatografii, zejména vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC) pro separaci a kvantifikaci enantiomerd ibuprofenu
v biologickych vzorcich. VétSina znich trpi dlouhou pfipravou vzorku, ptitomnosti
endogennich interferenci, Spatnou citlivosti, drahou chiralni stacionarni fazi a dlouhou dobou

analyzy.

K rozliSeni enantiomeru ibuprofenu kapalinovou chromatografii se v dnesni dobé

pouzivaji tyto kroky:

1, Pfimé oddé€leni pomoci chiralnich kolon

2, Predkolonova derivatizace s opticky Cistymi chirdlnimi Cinidly a separace na achiralni
kolon¢€ nebo piiprava derivatd s achiralnimi ¢inidly jako jsou aminy nebo alkoholy pred

oddélenim na chiralnich kolonach

3, Pouziti achiralnich kolon HPLC s chiralni mobilni fazi

Derivatizace slouzi ke zlepSeni separace a detekénich limitd. Derivatizaci se prevadi
chemicka slouc¢enina na produkt podobné chemické struktury, nazyvany derivat. Ibuprofen
ma slaby chromofor a UV detekce malého mnozstvi v podobé nanogramu je obtizna. Diky
derivatizaci je zavedena skupina svysokou molarni UV absorpci. Karboxylova skupina
enantiomeru ibuprofenu je pfeménéna na ester, anilid, nebo amidovou skupinu. Derivatizace
je provadéna s Cistym Cinidlem, coz vede k tvorbé diastereoizomerq, které se nasledné€ oddéli
na chirdlni kolon¢ na bazi (R)-N-(3,5-dinitrobenzoyl)-fenylglycinu nebo na achiralni
oktadecyl silikagelové koloné. Také pro derivatizaci enantiomert ibuprofenu lze pouzit
achiralni ¢inidlo a separovat na jedné ze stacionarnich fazi na bazi celulézy nebo na chiralni
stacionarni fazi sestavajici z R-1-(1-naftyl)-ethylmocCoviny kovalentn€¢ vazané na silikagel

prostrednictvim propylové vazby.

Enantiomery nederivatizovaného ibuprofenu se separuji pomoci stacionarni faze
glykoproteini s kyselinami, stacionarni faze lidského sérového albuminu, cyclobond-I B -

cyklodextrinova silika a stacionarni fize na bazi namelovych alkaloid. ['*]
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3.1 NepFima metoda chiralni separace

3.1.1 Separace na chirdlni stacionirni koloné na bazi R-N-(3,5-nitrobenzoyl)

fenylglycinu

Crowther a kolektiv (1984) 1! a dvojice Wainer a Doyle (1984) [?°! provadi derivatizaci
s enantiomerné Cistym cCinidlem N-(I1-naftyl) ethyl aminem. Derivatizace vede k tvorbé
diastereoizomerti, které jsou separovany na chiralni stacionarni kolon€ na bazi R-N-(3,5-
dinitrobenzoyl) fenylglycinu. Eluce je provadéna mobilni fazi slozené z hexanu a isopropyl

alkoholu v pomé&ru 97:3.

3.1.2 Separace na achiralni oktadecylové silikagelové koloné

Derivatizaci s enantiomerné Cistym Cinidlem vedoucim k tvorbé diastereoizomert, které jsou
nasledn¢é separovany na achiralni oktadecyl silikagelové koloné provadi ve svych studii
Shimada a kol. (1987) 21, Mehvar a kol. (1988) [22l Avgerinos a Hutt (1987) [**l, Hutt a
kol. (1986) Y, Wright a kol. (1992) [#°], Lee a kol. (1984) [ Lemko a kol. (1993) [?7]
Péhourcq a kol. (1995) 281, Lau (1996) [#1.

Shimada a kolektiv vyvinul novou derivatizacni metodu vyuzivajici chiralni ferrocenova
¢inidla jako je (R)-(-)-1-ferrocenylethyl amin nebo (S)-(+)-1-ferrocenylpropyl amin. Separace
probihd na koloné Develosil ODS-5 za pouziti acetonitrilu se sodnym acetatovym pufrem
jako mobilni fazi a za podminek obracené faze. Pii elektrochemické detekci vykazuje

uspokojivou citlivost + 0,45 V. [21l

Mehvar a kolektiv pouzivd jako derivatizacni cinidlo S-(-)-1-(1-naftyl)ethylamin.
Naftylethylamidové derivaty ibuprofenu jsou nasledné separovany na kolon€ obracené faze
C18 smobilni fazi acetonitrilu, vody, kyseliny octové a triethylaminu. Diastereoizomery

ibuprofenu jsou detekované pii 232 nm. 22

Studie Avgerinos a Hutt je zaloZena na Sté€peni diastereoizomernich amida vzniklych reakci
enantiomerd ibuprofenu s S-(-)-1-(1-naftyl)ethylaminem. St&peni probih4 na kolon& Hypersil
za pouziti mobilni faze slozené z hexanu a ethylacetatu. Enantiomery jsou detekovany pii 254

nm. 0,25 pg/ml je nejniz8i koncentrace, ktera lze stanovit. (!
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Lee a kolektiv prevadi izomery ibuprofenu na diastereoizomerické S-(+)- oktyl estery
pomoci S-(+)-D-Octan-2-olu. Jsou separovany na dvou silikagelovych kolonach a mobilni
faze je slozena z isopropyl alkoholu v heptanu. UV detektor je nastaven na vinovou délku 220

nm. [26]

Lemko a kolektiv derivatizuje ibuprofen pomoci S-(-)-1-(1-naftyl) ethylaminu. Odpovidajici
diastereoizomery jsou separovany na kolon€ sreverzni fazi za pouziti acetonitrilu, vody,
kyseliny octové a triethylaminu jako mobilni faze. Fluorescencni detekce pro excitaci je 280
nm a pro excitaci 320 nm. Tato metoda vykazuje 0,1 ug/ml jako nejnizsi kvantifikovatelnou

koncentraci. [*7)

L-leucinamidem je derivatizovan ibuprofen ve studii Péhourcq a kolektiv. Diastereoizomerni
amidy jsou separovany na koloné Ultrabase C18 s obracenymi fazemi za pouziti chiralni faze
slozené z KH2POs, acetonitrilu, triethylaminu. Detekce je pfi 225 nm. Tento test umoziuje

stanoveni 0,1 pg/ml enantiomerd ibuprofenu s piijatelnou piesnosti. [2*!

Studie Lau je zaloZzena na separaci diastereoizomer vytvorenych reakci enantiomert
ibuprofenu s S-(-)-1-(1-naftyl) ethyl aminem. Separace probiha na koloné Inertsil ODS-2
s mobilni fazi slozenou z vody a acetonitrilu s uzitim fluorescenc¢ni detekce. Pro exitaci je
vlnova dalka 280 nm a pro emisi 320 nm. Tato metoda umoziiuje nejnizsi kvantifikovatelnou

koncentraci 0,1 ug/ml. %!

Stanoveni ibuprofenu v lidské plazmé pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie

se spektrofluorometrickym detektorem

Tato studie je zalozena na stanoveni enantiomeri ibuprofenu pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie se spektrofluorometrickym detektorem a navazuje na praci Lemko

a kol. (1993).

Priprava vzorku je provedena podle Lemk a kol. (1993) s malymi upravami. Tudiz k 0,5 ml
vzorku plazmy je pfidano 5 pg / ml vnitiniho standardu a 200 pl a 1 M kyselina sirova. Po
chvili jsou pfidany 3 ml isooktanu a isopropanolu (95: 5 obj./obj.) Po smichani je provadéno
odstfedéni. Organicka faze je prenesena do Cisté zkumavky a odpatfen do sucha ve vodni 14zni
pod proudem dusiku pii teploté¢ 40 °C. Zbytek je znovu rozpustén ve 300 ul triethylaminu
(TEA) a je ptidano 50 pl ethylchlorformiatu (ECF). Po kratkém michéani je pfidano asi 25 pl

derivatizacniho ¢inidla S-1-(1-naftyl) ethylaminu (S-NEA). Reakce je zastavend pfidanim
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25 ul ethanolaminu (EOA). Roztok je prenesen do lahvicky z jantarového skla a je pfipraven

pro automatické injek¢ni davkovani do systému HPLC.

Standardy jsou pfipraveny postupnym fedénim zasobnich roztoku v rozmezi koncentraci od
50 do 0,2 ug/ml. Zésobni roztok je pfipraven rozpusténim racemického ibuprofenu
v acetonitrilu, kdy je ziskdn roztok o koncentraci 0,2 mg/ml. Racemicky fenoprofen je

rozpustén v taktéz v acetonitrilu a je ziskan roztok o koncentraci 5 ug/ml.

Ibuprofen a wvnitini standard Fenoprofen je separovan na kolon€ Symmetry 2 C18 pfi
pokojové teploté. Mobilni faze je slozena z acetonitrilu, vody, kyseliny octové, triethylaminu
v pomeru 60:40:0,1:0,02. Vysledné pH mobilni faze je 5. Po 20-ti minutach je pouzit 100%
acetonitril jako mobilni faze. Eluat je monitorovan spektofluorometrickym detektorem pii 280
nm jako excitacni vinové délce a pii 320 nm jako emisni vinové délce. Fenopren je eluovan
za 9,50 minut, S enantiomer ibuprofenu za 14,40 minut a R enantiomer ibuprofenu za 16,50

minut.

Vyhodnoceni testu je provedeno pomoci kalibra¢ni kfivky v koncentraénim rozmezi od 0,1 do

50 pg/ml. B39

3.1.3 Separace na chiralni stacionarni fazi na bazi celulozy

V nékterych piipadech se pro derivatizaci enantiomert ibuprofenu pouziva achiralni Cinidlo a
separace probihd na jedné ze stacionarnich fazi na bazi celulézy. Ve svych studiich se timto

zabyva Okamoto a kol. (1989) B!l a2 Van Overbeke a kol. (1995,1996) 321,

Okamoto a kol. provadi separaci pomoci HPLC s UV detekci. Derivatizaci prevadi
ibuprofen s opticky aktivnimi aminy na diastereoizomery. Vznikly anilidovy derivat je
podroben separaci pomoci tris-(3,5-dimethyl-fenylkarbamat) celulézy nebo amylézy jako

chiralni stacionarni fize. Mobilni fazi tvoii hexan-proan-2-ol. 1]

Van Overbeke a kol. (1995) se ve studii zaméfuji na Stépeni ibuprofenu na kolonach
Tolyceluloza a Chiralcel OJ. Tolyceluloza obsahuje tris-(4-methylbenzoat) celulozy podobné
jako Chiralcel OJ. Karboxylova skupina je derivatizovana 1-naftylmethylaminem,
benzylaminem, 2-methylaminem a benzyl alkoholem. Derivaty 1-naftylmethylaminu vykazuji
nejlepsi vysledky na Tolyceluloze za podminek obracené faze. Chiralcel OJ kolona vykazuje

lepsi vysledky za normalni faze. Chiralni separace zavisi na usporadani polymernich fetézcu,
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na skutecné konformaci benzoylovych skupin nebo na poloze a poftu methylovych

substituent(i na fenylovych skupinach. 321

3.1.4 Separace na stacionarni fazi na bazi R-1-(1-naftyl)-ethylmocoviny

Dal§i moznosti, kterou se zabyvd Ahn a kol. je separace derivatizovaného ibuprofenu
achiralnim ¢inidlem p-nitrobenzylamin hydrochloriden na chiralni stacionarni fazi sestavajici
z R-1-(1-naftyl)-ethylmocCoviny kovalentn€¢ vézané na silikagel prostfednictvim propylové
vazby. Pred samotnou separaci je nutné piipravit vzorek. K 0,5 ml plazmy obsahujici
ibuprofen se piida vhodny vnitini standart (0,1-0,2 ml) a kyselina sirova (0,2-0,5 ml).
Ibuprofen a wvnitini standard se extrahuji dichlormethanem nebo isooktan-isopropanolem.
Organicka vrstva se prevede do Cisté zkumavky a odpafi se do sucha. Nasledn€ se zpracuje
derivatizacnim ¢inidlem. Minimalni kvantifikovatelna koncentrace (MOC) pro kazdy

enantiomer ibuprofenu je 2,5 pg/ml. [

Vétsina metod vyuziva nepifimé chiralni chromatografické metody zalozené na tvorbe
diastereomernich derivati pred analyzou. Tento krok muZze zavést nepfesnosti pii stanoveni
enantiomerniho pomeéru v dusledku chiralnich ne€istot v Cinidle nebo racemizace béhem
procesu derivatizace. Moznou analytickou chybu z enantiomerni kontaminace Cinidla a
racemizace lze eliminovat pouzitim achiralniho cinidla pro derivatizaci, napf. p-nitro-
benzylamin hydrochlorid, 1-naftyl-methylamin, benzylamin, 2-methylbenzylamin a benzyl
alkohol. Dale témto problémim se vyhyba piima enantiomerni analyza s pouzitim

enantioselektivnich chiralnich stacionarnich fazi. ['8!

3.2 PFima metoda chiradlni separace

K pfimému stanoveni enantiomert nederivatizovaného ibuprofenu Camilleri a Dyke (1990) a
De Vries a kolektiv (1994) vyuzivaji ve svych studiich glykoproteinovou stacionarni fazi
s kyselinami. Camilleri a Dyke provadi chiralni $t€peni enantiomert ibuprofenu pomoci
fosfatového pufru jako mobilni faze. Ta se sklada z 0,01 M KH2PO4. Pomoci 0,01 M KHPO4
se upravi na pozadované pH. UV detekce je pii 225 nm. B4 De Vries pouziva jako mobilni

fazi fosfatovy pufr s dimethyloktyl aminem. UV detekce je pfi 220 nebo 245 nm. B3]
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Pti pfimém stanoveni ve studii pouziva stacionarni fazi z lidského sérového albuminu Noctor
a kol. (1991). Mobilni faze je =zalozena na dihydrogenfosforeCnanu sodném-
hydrogenfosfore¢nanu sodném modifikovaném kyselinou oktanovou a 18-ti % acetonitrilem.

Detekce je pomoci UV absorbance pii 254 nm. 136!

Castellani (1994) zkouma separaci na stacionarni fazi na bazi namelovych alkaloidi. Mobilni

fazi tvori acetat draselny a acetonitril. Detekce je pii 254 nm. 371

Farkas (1993) a kolektiv se zabyva separaci enantiomerd pomoci stacionarni faze
cyclobond-I B-cyklodextrinového silikagelu. Eluce probiha pomoci mobilni faze slozené

z citratu, acetonitrilu, vody s triethylaminem. %]

Piimé stanoveni R a S ibuprofenu v lidské plazmé pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie s elektrosprejovou hmotnostni detekci

Bonato a kolektiv se zabyvaji enantioselektivni analyzou ibuprofenu pomoci vysokoucinné

kapalinové chromatografie spolu s elektrosprejovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS-MS).

Vzorky plazmy jsou obohaceny o vnitini standard naproxen a pfipraveny extrakci kapalina-

kapalina za pouziti hexanu a ethylacetatu (8:2, obj./obj.).

St&peni ibuprofenu pomoci HPLC je ziskano za pouziti kolony CHIRALPAK AD-RH s
chiralni staciondrni fazi na béazi derivatu tris-(3,5-dimethylfenylkarbamat) amylézy za
podminky obracené faze. Mobilni faze je slozena z methanolu a vody v poméru 8:2 (V/V)
obsahujici 0,1% vodného roztoku kyseliny fosforecné pii pH 2 a prutoku 0,6 ml/min.
Kyselina fosfore¢na musi byt udrzovana na co nejnizsi urovni z diivodu skodlivého G¢inku na
hmotnostni spektrometrii. Pouzitim tohoto mirn€ kyselého roztoku dochazi k detekci 1€Civ,
ale kalibraéni kiivky nejsou v pozadovaném rozmezi (0,12-90 ng/ml), tudiz nevedou
k linearnim kalibra¢nim kfivkam. Tento problém je vyfeSen smichanim eluatu s 4,5% vodnym
roztokem NH4OH pred vstupem do zdroje elektrosprejové ionizace. Za téchto
optimalizovanych podminek jsou na obrazku 6 vyobrazeny chromatogramy monitorovanych

reakci pro celkovy iont, ibuprofen a naproxen.
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Obrazek 6: Chromatogram pro celkovy iont (A), ibuprofen (B) a vnitini standard naproxen

©

Systém hmotnostni spektrometrie je tfistupriovy kvadrupdl a elektrosprejova ionizace probiha
v negativnim rezimu. Kvantifikace je provedena pomoci deprotovanych molekul a jejich
odpovidajicich produktovych iontd pomoci kalibra¢ni metody vnitiniho standardu s plochou
piku. Na obrazku 7 je zobrazeno spektrum zavislosti intenzity iontl na jejich poméru

hmotnosti a naboje (m/z).
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Obrazek 7: Spektrum negativni elektrosprejové ionizace: A-ibuprofen, B- produktovy iont

ibuprofenu, C-naproxen, D- produktovy iont naproxenu
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Chromatogram (Obr. 8) a graf zavislosti plazmatické koncentrace na case (Obr. 9) zobrazuje
analyzu enantiomert ibuprofenu v odebranych vzorcich plazmy zdravych dobrovolnikt po
podani 600 mg racemického ibuprofenu. Na chromatogramu (Obr. 8) je zobrazen slepy
vzorek lidské plazmy (A), extrahovany vzorek lidské plazmy obohaceny o 10 ug / ml
enantiomera ibuprofenu (B), extrahovany vzorek lidské plazmy odebrany po 1,5 hodiné po
podani 600 mg rac-ibuprofenu (C) a extrahovany vzorek lidské plazmy odebrany po 2

hodinach (D).
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Obrazek 8: Chromatogramy- koncentrace ibuprofenu v plazmée v zavislosti na ¢ase

V grafu (Obr. 9) plné kolecka zobrazuji (S)- izomer a prazdné kolecka (R)- izomer.
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Obrazek 9: Profil plazmatické koncentrace na Case

Vyvinutd metoda je oveéfena vyhodnocenim, linearitou, presnosti, preciznosti a
kvantifikaénim limitem. Mez kvantifikace je 0,12 g/ml a linearni rozmezi pro oba

enantiomery 0,12 az 90 ug/ml. !

Vétsina chiralnich kolon vyzaduje mobilni fazi, kterd neni kompatibilni s MS systémem,
proto veétSina publikovanych bioanalytickych metod pro stanoveni ibuprofenu pomoci
kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii vyuziva derivatizacni proces. Bonato a
kolektiv uvadi pfimou metodu HPLC/MS/MS, kde problém kompatibility mobilni faze se
systémem MS je piekonan piidavkem roztoku NH4OH. 3911401

Piimé stanoveni R a S ibuprofenu v lidské plazmé pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie s tandemovou hmotnostni detekei

Piimé stanoveni S- a R- izomeru ibuprofenu v lidské plazmé pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie standemovou hmotnostni detekci vrezimu negativni
elektrosprejové ionizace je obecné vyhodnéjsi pro chromatografickou separaci a probiha ve
velmi kratkém Case. Nepiimé metody vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV detekci
nebo fluorimetrickou detekci vyzaduji velky objem vzorku (plazma 0,5 ml), del§i dobu
piipravy vzorku v dasledku derivatizacniho procesu a nejsou vhodné pro bioekvivalentni
studie, kde je potieba velkého poctu vzorka. Uzitim pifimého stanoveni se vyhne nevyhodam

derivatizac¢niho procesu.
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V této studii Nakov a kolektiv stanovuji S- a R- izomer ibuprofenu v lidské plazmé po
podani 400 mg racemického ibuprofenu. Jako rozpoustédlo vzorku racemického ibuprofenu je
pouzit methanol (2 mg/ml) a voda v poméru 50:50. Jako vnitini standart (IS) je pouzit
ketoprofen rozpustén v methanolu (1 mg/ml), protoze eluuje v blizkosti enantiomera

ibuprofenu a i jeho extrakce je podobna jak u enantiomert ibuprofenu.

Separace S- a R- ibuprofenu je provadéna na chiralni kolon¢€ na bazi celulozy jako stacionarni
faze za pouziti 0,1% kyseliny octové ve smesi ethanolu a vody v poméru 90:10 % (obj./obj.)
jako mobilni faze. V této studii kyselina octovd nahrazuje kyselinu mravenci, diky niz se
ziska molekularni iont ibuprofenu, ktery se dale fragmentovan na hlavni produktovy ion (m/z
161). Tudiz zvolena mobilni faze je kompatibilni se systémem hmotnostni spektrometrie a je
dosazeno dobrého rozliSeni mezi enantiomery (Obr. 10). Béznou soucasti mobilni faze
v rezimu elektrosprejové ionizace ESI je mravencan amonny, coz vede ke ztraté rozdéleni
enantiomerd. Pridanim kyseliny mravenci v methanolu a vodé se docili chiralniho rozdé€leni.
Vede k tvorbe aduktu iontu ibuprofenu s m/z 251 pticemz molekularni iont ibuprofenu (m/z

205) nelze ziskat.
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Obrazek 10: Chromatogram enantiomert ibuprofenu - HPLC-MS

NejkritictéjSich krokem v biocanalyze je priprava vzorku, proto je nutné pouzit jednoduchy
extrakéni postup, ktery generuje dobré hodnoty vytéznosti a Cisté extrakty. Jsou
optimalizovany dva typy pfipravy vzorku. A to extrakce kapalina- kapalina (LLE) a extrakce
v pevné fazi (SPE), pro které je zkouman 1 matricovy efekt (ME). Zkouméanim matricového

efektu pro LLE a SPE s pouzitim normalni, hyperlipidemické a hemolyzované plazmy je
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zjisténo, ze LLE poskytuje Cistsi produkt nez SPE a jsou ziskany pro oba extrakéni postupy

vynikajici hodnoty vytéznosti. Pro LLE je vytéznost 85% a pro SPE 95%.

Dalsim nejkritict€jSim krokem je mozna chiralni konverze in vitro béhem pfipravy vzorku,
proto je zkouman vliv pH a teploty. Zkoumané hodnoty pH ukazuji procento interkonverze
pro R-ibuprofen mensi nez 0,5% a pro S-ibuprofen 1%. Procentudlni vzajemnd piemena pro
R-ibuprofen a S- ibuprofen je pfiblizn€ 0,5%. Tudiz ke konverzi in vitro nedochdzi pod

vlivem pH nebo teploty.

Vyhodou této metody je enantioselektivita, maly objem vzorku, jednoduchost extrakce, zadny
matricovy efekt a absence chiralni konverze v prabéhu celého analytického postupu. Metodu

Ize pouzit pro potieby farmakokinetickych a bio ekvivalentnich studii. [*]

Enantioselektivni stanoveni dexibuprofenu v tabletich pomoci HPLC za pouziti

detektoru diodového pole

Studie Awad a kolektiv se zabyvé kvantifikaci dexibuprofenu v dexibuprofenovych tabletach
pomoci HPLC sovomucoidni chirdlni stacionarni fazi za pouziti UV/VIS detektoru
sdiodovym polem DAD. Eluce je provadéna mobilni fazi slozené z0,025 M

hydrogenfosfore¢nanu draselného a methanolu s ethanolem.

Tato metoda spliiuje specifitu, presnost, robustnost a stabilitu, tudiz se muze pouzivat pro

rutinni analyzu dexibuprofenu ve farmaceutickych lékovych formach.

Piiprava vzorku:

Dexibuprofen je rozdrcen na jemny praSek. 50 mg dexibuprofenu je prevedeno do odmeérné
baiiky o objemu 100 ml, rozpustén a doplnén methanolem po rysku. Poté je zfedén na 25 g/ml

pomoci 0,025 M hydrogenfosfore¢nanu draselného pii pH 4,5.
Linearita:

Je stanovena tadou péti koncentraci pfi 15, 20, 25, 30 a 35 pg/ml. Kalibra¢ni kiivka je
konstruovana vynesenim koncentraci dexibuprofenu na osu X proti chromatografické plose
piku kazdé koncentrace na ose Y. Pomoci kalibracni kfivky je provedena linedrni regrese pro

vypocet sklonu a praniku.
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Rozsah:

Je stanoven v rozsahu tfi koncentraci- 80%, 100% a 120%. Relativni smérodatnd odchylka

dexibuprofenu je 1,075%, coz je mensi nez 2%.

Presnost a preciznost:

Presnost je zkoumana u tfi koncentraci- 80%, 100% a 120%. Jedné se o neaktivni materialy

dexibuprofenu, ke kterym je pfidan referen¢ni material dexiburofenu. Pfesnost je urCena

srovnanim zjisténych hodnot koncentrace s ocekévanymi.

Procentualni vytéznost pro tii vzorky prezentujici koncentrace 80, 100, 120% je 99,135% a

relativni smérodatnd odchylka (% RSD) je 0,443%. Relativni smérodatnd odchylka pro

vzorky opakovatelnosti je 1,597% a pro vzorky reprodukovatelnosti je 1,226%. Smérodatné

odchylky jsou mensi, nez 2% coZz prokazuje, Ze metoda je presné pro kvantifikaci ibuprofenu

a ma dobrou opakovatelnost a reprodukovatelnost.

Teoreticka Naméfena
Vzorek Koncentrace koncentrace koncentrace Procenta
(g/ml) (g/ml)
1. 80% 6,4 6,350 99,218
2. 100% 8,0 7,931 99,136
3. 120% 9,6 9,488 98,829

Tabulka 1: Udaje o presnosti dexibuprofenu

Vzorek % vytéznost opakovatelnosti repr(?dZI}Zz)évz;(e)lsrios i
1. 102,291 102,449
2. 100,994 100,081
3. 100,636 99,345
4, 101,161 100,253
5. 104,924 100,987
6. 103,157 102,215

Tabulka 2: Udaje o preciznosti ibuprofenu
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Specifi¢nost:

Je schopnost posoudit analyt v pritomnosti dalSich slozek, které 1ze ocekavat. Chromatogram
standartniho roztoku dexibuprofenu (Obr. 11) je porovnéavan s testovacim roztokem, placebo
roztokem a namahanym roztokem. Je zkoumdna maximalni Cistota dexibuprofenu. Zjisténa
Cistota 0,9999, coz vykazuje schopnost metody stanovit dexibuprofen za pfitomnosti rusivych

latek.
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Obrazek 11: Chromatogram standardniho roztoku dexibuprofenu (25 mg/ml) s UV spektrem a
¢istotou

Zatézovy degradaéni test:

Pro test je pouzit referen¢ni roztok dexibuprofenu s koncentraci 25 mg/ml a je vystaven
zatézovym podminkam. Vykazuje, Ze metoda je enantioselektivni pro kvantifikaci
dexibuprofenu (S- izomeru) za piitomnosti R-izomeru ibuprofenu (Obr. 12). Maximalni
Cistota dexibuprofenu pii alkalické hydrolyze je 0,9999. Alkalicka hydrolyza je
provedena pouzitim 5 M hydroxidu sodného s refluxem po dobu 8 hodin. R-izomer
ibuprofenu je identifikovan touto metodou injekci racemického roztoku ibuprofenu (25
mg/ml), coz ukazuje s dobrym rozliSenim dva piky obou enantiomerti (R, S). Dochazi ke
snizeni plochy piku S-izomeru o 2% a mirnému zvySeni plochy piku R-izomeru, jako
produktu degradace. UV spektra S-izomeru a R-izomeru pii alkalické hydrolyze jsou

identicka.
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Obrazek 12: Chromatogram alkalické hydrolyzy standardniho roztoku dexibuprofenu (25
mg/ml) ukazujici R-izomer ibuprofen jako produkt rozkladu

Maximalni Cistota pii kyselé hydrolyze je 0,9999. Alkalick4 hydrolyza je provedena pouzitim
0,01 M kyseliny chlorovodikové s refluxem po dobu 4 hodin pti 40 °C. Dochézi ke snizeni
plochy piku dexibuprofenu o 23% bez detekce produktu degradace. Dexibuprofen je zcela
stabilni vuci oxidaci 30-ti % roztokem peroxidu vodiku (H202) pfi pokojové teplote. Do 48

neni pozorovéana zadna degradace.
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Obrazek 13: Chromatogram kyselé hydrolyzy standardniho roztoku dexibuprofenu (25
mg/ml)
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Robustnost:

Malymi, ale zamérnymi zménami parametri metody jako je zména teploty, mobilni faze, pH

roztoku pufru v mobilni fazi jsou ziskany pfijatelné procentualni zmény vytéznosti. [*1]

Zmény parametri metody Vytézek %

Teplota z 25°C na 27 °C 100,947 £+ 0,024%

Slozeni mobilni faze (pufr-methanol-

+ 0
ethanol) z poméru 85:10:5 na 85:8:7 100,527+ 0,132%

pH pufru v mobilni fazi

0
245 na 44 100,85 + 0,011%

Tab. 3 Udaje o robustnosti dexibuprofenu

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie spojend se spektroskopii nuklearni

magnetické rezonance: Stanoveni metabolitu ibuprofenu v moci

Propojeni technik vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) a nuklearni magnetické
rezonance (NMR) poskytuje vysoce kvalitni spektralni udaje, které umoziiuji jednoznacnou
identifikaci metabolitt ibuprofenu v moci. Zejména se ukazuje jako uziteCna i pro nestabilni
slouceniny, jako jsou estery glukuronidu ibuprofenu. Protoze tyto slouceniny se rozkladaji

v prubéhu zdlouhavého izolacniho postupu.

V této studii je moC ziskdna od zdravého dobrovolnika po jediné terapeutické davce
ibuprofenu (400 mg). Aby se zabranilo rozkladu metabolitd esteru glukuronidu, vzorek je pfi
odbéru okyselen na pH 2 pomoci HCI. Analyza jednoho podild tohoto vzorku (10 ml) je
provadéna na lyofilizovaném koncentratu moci. Analyza druhého podilu je provadéna na

vycCisténém extraktu, ktery se ziska extrakci z pevné faze.

Na obrazku 14 je znazornén typicky chromatogram ilustrujici jak absorpci UV zafeni, tak

detekci NMR.
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Obrazek 14: Profil HPLC-UV NMR metabolitt ibuprofenu obsazenych v moci

Jsou ziskand spektra pro metabolity glukuronidu hydroxylované 2-[4-(2-hydroxy-2 methyl
propylfenyl) kyseliny propionové (Obr. 15) a ibuprofen glukuronidu (Obr. 16). Na obrazku
14 je zobrazen chromatogram, kdy spekra odpovdaji jeho pikim s reten¢nimi Casy 53,69 a
81,16 minut ( piky 1 a 5). Pik 3 odpovida spektru pro nekonjugovanou HMPPA s retenénim
casem 65,70 minut. Pik 4 odpovida pro 2-[4-(2-karboxy-2-methyl-propylfenyl) propionovou
kyselinu s retencnim ¢asem 68,40 minut a jeho odpovidajicimu glukuronidu nalezi pik 2

s retenénim Gasem 56,38. [42]
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Obrazek 16: Spektrum pro glukuronid ibuprofenu
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ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo zpracovat reSer§i o ibuprofenu. Prvni Cast se zabyva
chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi, farmakologickymi vlastnostmi, lékovymi formami a
syntézami ibuprofenu. Dalsi ¢ast stru¢n€ popisuje metody stanoveni ibuprofenu se zamétrenim

na kapalinovou chromatografii s riznym typem detekce.

Ibuprofen se fadi do skupiny nesteroidnich antiflogistik. Vyuziva se k tlumeni bolesti, zanéta
a horeCek. Mechanismem ucinku je inhibice enzymu cyklooxygenazy, ktera zodpovida za
tvorbu prostaglandina. To jsou latky, které zpusobuji bolest a zvySuji teplotu. Prodava se jako
racemicka smes ale protizanétlivé uCinky vykazuje (S)- izomer. Existuje ve formé tablet,

suspenzi, Cipkt, gelt a kréma.

Ibuprofen Ize stanovit nékolika analytickymi metodami. Nej¢astéj§i metodou je vysokoucinna
kapalinova chromatografie. Slouzi predev§im k separaci metabolitd a vicevzorkové analyze.
K separaci enantiomert ibuprofenu pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie se
pouzivaji pfimé nebo nepiimé metody. Nepiimd metoda je zalozena na derivatizaci pied
analyzou, coz vede k tvorbé diastereoizomernich derivati. Nevyhodou této metody je mozny
vznik nepfesnosti pii stanoveni enantiomerll a racemizace v prubéhu derivatizace. Témto
problémim je mozné predejit pifimou metodou chiralni separace. U vysokoucinné kapalinové
chromatografie se hojn¢ pouziva spektrofotometricky detektor v UV a VIS oblasti a detektor
diodového pole. Dale je vyuzivana tandemova hmotnostni detekce s elektrosprejovou ionizaci

a spektrofluorometricka detekce.
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