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ЛЮМИНЕСЦЕНТНОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЭТОДОЛАКА

Определение активных фармацевтических ингредиентов (АФИ) в смывах с поверхно-
стей фармоборудования необходимо во избежание перекрестного загрязнения следую-
щей партии продукции. Разработана и валидирована высокочувствительная, простая 
и экспрессная методика определения нестероидного противовоспалительного препа-
рата – этодолака (Эт). Оптимизированы условия регистрации собственной люминес-
ценции этодолака. В качестве аналитического сигнала использована интенсивность 
люминесценции водно-н-пропанольных растворов Эт (λвозб = 274 нм; λлюм = 350 нм). 
Градуировочный график линеен в интервале концентраций Эт 0.014–2.3 мкг/мл, предел 
обнаружения 5 нг/мл.
Разработанная методика может быть рекомендована для определения остаточных коли-
честв этодолака при контроле качества очистки фармоборудования. Степень извлечения 
этодолака с аппликаторов и поверхностей фармоборудования составляет более 95%.
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Согласно правилам GMP («Good Manufacturing Practice», Надлежащая произ-
водственная практика) оборудование, используемое при производстве фармацев-
тических препаратов, должно быть надлежащим образом очищено во избежание 
перекрестного загрязнения следующей партии продукции. Процедура очистки 
включает отбор образцов и испытания на допустимые остаточные количества 
активных фармацевтических ингредиентов (АФИ) на поверхностях фармобо-
рудования. В контроле качества очистки применяют анализ проб, смытых с по-
верхности оборудования с помощью аппликаторов, или анализ последней порции 
промывной жидкости [1–3].

Нестероидные противовоспалительные препараты – одна из основных 
групп препаратов, которые применяются сегодня для снятия болевого синдро-
ма и воспаления. Они успешно используются при лечении артритов, артрозов, 
воспалительных системных заболеваний. Механизм действия НПВП заключается 
в том, что они нарушают нормальную химическую реакцию, в результате которой 
образуются вещества, стимулирующие ощущение боли – простагландины [4].

Большинство НПВП – производные уксусной, пропионовой, антраниловой 
кислот. Этодолак (Эт) – нестероидный противовоспалительный препарат:

1,8-диэтил-1,3,4,9-тетрагидропирано[3,4-b]индол-1-уксусная кислота;  
рацемическая смесь R- и S-изомеров
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Широкое применение в медицинской практике НПВП обусловливает необ-
ходимость разработки простых, экспрессных и высокочувствительных методик 
их определения в лекарственных формах, биожидкостях, смывах с фармобору-
дования.

Фармакопейным методом определения этодолака в его субстанции является 
потенциометрическое титрование с использованием тетраметиламмония гидрок-
сида [5].

Для определения Эт в его лекарственных формах предложены спектрофотоме-
трические (CФ) [6, 7], спектрофлуориметрические (СФл) [8, 11, 12] и хроматогра-CФ) [6, 7], спектрофлуориметрические (СФл) [8, 11, 12] и хроматогра-Ф) [6, 7], спектрофлуориметрические (СФл) [8, 11, 12] и хроматогра-
фические (ВЭЖХ) методики [13–15].

СФ определение основано на взаимодействии этодолака с p-ди метил-
амино бензальдегидом и хлоридом железа (III) в присутствии серной кислоты 
с образованием окрашенного продукта. Детектирование проводят при 
λ = 591.5 нм в интервале концентраций 10-80 мкг/мл [8]. Предложена методика 
СФл определения этодолака по его собственной люминесценции в среде этанола 
(λэмис = 345 нм, λвозб = 235 нм) с интервалом линейности 96-640 нг/мл.

Сенсибилизированная люминесценции Eu(III) применена для совместного 
определения этодолака (I), моксеприла хлорида (II) и фексофенадина хлорида (III) 
(детектирование препаратов проводят при λэмис = 667 нм для (I), λэмис = 615 нм для 
(II) и (III) при λвозб = 276 нм) с соответствующими интервалами линейности 20-280, 
40-240 и 30-80 нг/мл и пределами обнаружения 0.93; 0.92 и 0.95 мкг/мл [11].

Разработана и валидирована спектрофлуориметрическая методика определения 
этодолака и диклофенака натрия, основанная на их взаимодействии с 7-фтор-4-
нитробензо-2-окса-1,3-диазолом при рН 8.5 с образованием желтого флуоресциру-
ющего продукта. Интервал линейности 40-600 нг/мл и 200-500 нг/мл, соответ-
ственно. Пределы обнаружения 0.071 нг/мл и 0.055 нг/мл [12].

Разработана ВЭЖХ-методика совместного определения толперизона гидрохло-
рида и этодолака с использованием колонки phenomenax С-18 и мобильной фазы: 
фосфатный буфер (рН 5.5) : метанол : ацетонитрил : триэтиламин (40:40:20:1.5) с 
дальнейшим спектрофотометрическим детектированием при λ = 257 нм [13].

Некоторые условия и возможности СФ, СФл и ВЭЖХ методик определения Эт 
приведены в таблице 1.

Существенно, что во всех описанных методиках не ставились задачи 
повышения чувствительности определения Эт, контроля его остаточных количеств 
при очистке оборудования. В данной работе оптимизированы условия регистра-
ции собственной люминесценции этодолака, на основании которых разработана 
новая методика его высокочувствительного определения в смывах с поверхностей 
фармо оборудования.

Материалы и методы

Исходный раствор этодолака (1000 мкг/мл) готовили растворением точной на-
вески соответствующей субстанции в воде с подщелачиванием 0.1 М раствором 
NaOH до рН 7.5–8.0. Рабочие растворы (2.88 мкг/мл; 10.0 мкг/мл; 28.8 мкг/мл) 
готовили соответствующим разбавлением водой.

Трис-HCl буферный раствор 0.1 моль/л, готовили растворением Трис-
основания (1.211 г) («Merck») в 90 мл воды, с последующим добавлением 
0.1 моль/л HCl до pH 7.5 и доведением полученного раствора водой до объема 
100 мл.
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Таблица 1
Методики определения этодолака

Метод Условия λмакс 
(нм)

Интервал линейности 
(мкг/мл)

Литера-
тура

СФ p-диметиламинобензальдегид/
H2SO4/FeCl3

591.5 10-80 [8]

СФ
Fe(III)/о-фенантролин
Fe(III)/2,2/-бипиридил
Fe(III)/феррицианид

510
520
725

0.5-8.0
1.0-10.0
2.0-18.0

[7]

СФ Fe(III)/2,2/-бипиридил 500 0.5-25.0 [9]

СФ
Cu(II)ацетат 684 2.0-9.0

[10]
FeCl3 385 500-2000

СФл Этанол 345
235 0.096-0.64 [8]

СФл Eu(III) 667
276 0.020-0.280 [11]

СФл 7-фтор-4-нитробензо-2-окса-1,3-
диазол

521
461 0.040-0.600 [12]

ВЭЖХ

подвижная фаза:
фосфатный буферный раствор 
(рН 5,5): 
метанол: 
ацетонитрил:триэтиламин
(40:40:20:1.5)

257 8.0-56.0 [13]

СФл н-пропанол (70 об/об) 350 0.014–2.30 данная 
работа

В работе использовали реактивы квалификации ч.д.а. и х.ч., вода – бидистил-
лированная.

Электронные спектры поглощения регистрировали на спектрофотометре 
UV-2401 PC «Shimadzu» (Япония) с использованием кварцевых кювет (l = 1 см).

Спектры возбуждения люминесценции и люминесценции регистрировали с по-
мощью спектрофлуориметра Cary Eclipse «Varian» (Австралия) с ксеноновой лам-
пой 150 W.

Значения рН растворов измеряли с помощью рН-метра �ab 850 (Schott 
Instruments GmbH, Germany) со стеклянным электродом, калибровку которого про-
водили с помощью стандартных буферных растворов. Все измерения проводили 
при комнатной температуре (21–23°С).

Результаты и их обсуждение

На рис. 1. представлены спектры поглощения (а) и возбуждения люминесцен-
ции (б) водного раствора Эт.

Спектр поглощения Эт (рис. 1, а) характеризуется наличием двух по-
лос в УФ-области спектра с максимумами поглощения при λ = 224 нм  
(ε = 2.3 × 104 л × моль-1 × см-1), λ = 274 нм (ε = 0.5 × 104 л × моль-1 × см-1). Спектр 
возбуждения люминесценции Эт подобен спектру его поглощения.
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  а)     б) 

Рис.1. Спектры поглощения (СЭт = 5 × 10-5 моль/л) (рис. 1, а) и возбуждения люминесценции 
(рис. 1, б) водного раствора этодолака (СЭт = 1 × 10-6 моль/л,

рН = 7.5; λэмис = 350 нм; щели 10-10; усиление 540).

Изучено влияние на интенсивность люминесценции (Iлюм) Эт метанола, 
этанола, ацетона, ацетонитрила, диметилформамида, диметилсульфоксида 
(70 об/об). Установлено, что органические растворители увеличивают Iлюм в 3-5 раз 
(метанол, этанол, ацетонитрил, изопропанол, диметилсульфоксид, диметилформа-
мид). В то же время ацетон практически тушит Iлюм Эт. Максимальная люминес-
ценция Эт наблюдается в среде н-пропанола (рис. 2).

Рис. 2. Зависимость интенсивности люминесценции Эт от типа растворителей 
(СЭт = 1 × 10-6 моль/л, рН = 7.5; λвозб = 274 нм; щели 10-10; усиление 480).

Обнаружено, что в среде н-пропанола с увеличением концентрации этодо-
лака наблюдается прямолинейное увеличение его собственной люминесценции 
(рис. 3,  а).
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Рис. 3. Спектры собственной люминесценции Эт (а); градуировочный график для 
люминесцентного определения Эт (б) (λвозб = 274 нм; щели 10-10; усиление 480).

Зависимость Iлюм от СЭт описывается уравнением A = 7.543 + 0.34СЭт
(R = 0.99941) и линейна в интервале концентраций Эт 0.014–2.30 мкг/мл 
(рис. 3, б). Предел обнаружения составляет 5 нг/мл. Это указывает на то, что пред-
лагаемая методика определения Эт наиболее чувствительная из всех известных.

Люминесцентное определение этодолака по собственной люминесценции

Градуировочный график
Для построения градуировочного графика в ряд мерных колб объемом  

10.0 мл вносили по 0.05; 0.1; 0.3; 0.5; 0.7 мл рабочего раствора Эт (2.88 мкг/
мл), 0.1; 0.2; 0.3; 0.5; 0.6; 0.8 мл рабочего раствора Эт (28.8 мкг/мл). В каждую 
пробирку вносили 1.0 мл трис-HCl буферного раствора, 7.0 мл н-пропанола. 
Растворы доводили до 10.0 мл водой. Через 5 минут измеряли Iлюм при λэмис 
= 350 нм (λвозб = 274 нм). По полученным данным строили градуировочный
график (рис. 3).

Методика определения этодолака в смывах с поверхности фармоборудования
Аппликатор со смывом загрязнения оборудования (площадь смыва –  

100.0 см2) помещают в мерный стакан вместимостью 25.0 мл, прибавляют 1.0 мл 
трис-HCl буферного раствора, 2.0 мл воды, 2.0 мл н-пропанола и проводят десорб-
цию в течение 10 мин. Полученный раствор количественно переносят в мерную 
колбу объёмом 10.0 мл, доводят до метки н-пропанолом и перемешивают. При 
необходимости раствор разбавляют.

Концентрацию (мкг/мл) этодолака в исследуемом растворе определяют по гра-
дуировочному графику.

Содержание Эт (Х), в микрограммах в смыве, рассчитывают по формуле:

X = C · V · B

где: V – объем растворителя, которым проводят десорбцию, мл;
b – разбавление;
С – найденное содержание этодолака, мкг/мл.
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Определение степени извлечения этодолака

В модельных опытах в ходе валидации методики искусственно наносили 
на поверхность (100.0 см2) аликвоты 0.1 мл, 1.0 мл, 2.0 мл рабочего раствора 
(10 мкг/мл), что соответствует нанесениям 1 мкг; 10 мкг и 20 мкг этодолака. По-
сле испарения растворов делали смывы смоченным водой аппликатором с соответ-
ствующих поверхностей. Далее извлечение Эт проводили по методике. В получен-
ном растворе люминесцентным методом определяли содержание этодолака.

Результаты количественного извлечения этодолака (из пяти параллельных на-
несений) представлены в таблице 2.

Таблица 2
Степень извлечения этодолака с поверхности

Нанесено 
Эт, мкг

Степень извлечение Эт, %

1 2 3 4 5 Sr, %

1.0 92.45 96.75 96.89 97.11 98.22 2.31

10.0 94.45 96.64 95.93 97.28 98.15 1.45

20.0 97.01 95.41 97.15 96.31 95.05 0.97

Предлагаемая методика характеризуется удовлетворительными метрологичес-
кими характеристиками и простотой выполнения.

Выводы

Впервые разработана простая, экспрессная и высокочувствительная методика 
люминесцентного определения остаточных количеств этодолака в смывах с по-
верхностей фармоборудования. Степень извлечения этодолака с аппликаторов и 
поверхностей фармоборудования составляет более 95%. Разработанная методика 
может быть рекомендована для определения остаточных количеств этодолака при 
контроле качества очистки фармоборудования.
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ЛЮМІНЕСЦЕНТНЕ ВИЗНАЧЕННЯ ЕТОДОЛАКУ

Розроблено високочутливу, просту та експресну методику визначення нестероїдного 
протизапального препарату – етодолаку (Ет) у змивах з поверхонь фармобладнан-
ня. В якості аналітичного сигналу використана інтенсивність власної люмінесценції 
водно-н-пропанольних розчинів Ет (λзбудж = 274 нм; λлюм = 350 нм). Градуювальний 
графік лінійний в інтервалі концентрацій 0.014-2.3 мкг/мл, межа виявлення дорівнює 
5 нг/мл.

Ключові слова: люмінесценція, етодолак, очистка фармобладнання
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LUMINESCENCE DETERMINATION OF ETODOLAC

A highly sensitive, simple and rapid method for determination of non-steroidal anti-infl amma-for determination of non-steroidal anti-inflamma-
tory drug – etodolac (Et) in washings from surfaces of pharmaceutical equipment have been 
proposed. The intensity of native luminescence of water-n-propanol solutions of etodolac (λex 
= 274 nm; λlum = 350 nm) was used as the analytical signal. The calibration graph is linear in 
the concentration range 0.014-2.3 μg/ml, the limit of detection is 0.5 ng/ml.

Key words: luminescence, etodolac, cleaning pharmaceutical equipment.


