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Подобраны условия хроматографического определения ибупрофена в культуральных средах Rhodo-
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нетического моделирования осуществлен прогноз изменения содержания ибупрофена, определены
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Развитие фармацевтической промышленно-
сти и рост объемов производства лекарственных
препаратов поставили человечество перед новой
экологической проблемой, связанной с попада-
нием лекарственных средств и их метаболитов
(так называемых фармацевтических поллютан-
тов) в окружающую среду. Применение высоко-
эффективной жидкостной и газовой хроматогра-
фии, часто в сочетании с масс-спектрометрией,
позволяет обнаруживать фармполлютанты не
только в сточных водах, но и в природных водое-
мах и даже в питьевой воде [1–6].

Одним из широко используемых в медицин-
ской практике нестероидных противовоспали-
тельных препаратов является ибупрофен
(C13H18O2; CAS: 15687-27-1; (2RS)-2-[4-(2-метил-
пропил)фенил]пропановая кислота [7]. Ибупро-
фен (ИБ, схема 1) и его метаболиты обнаружены
в сточных водах очистных сооружений разных
стран в концентрациях от нескольких нг/л до
6000 мкг/л [8–11].

Схема 1. Структурная формула натриевой 
соли ибупрофена.

На настоящий момент накоплен значитель-
ный экспериментальный материал по биоде-
струкции ИБ различными микроорганизмами, в
том числе почвенными и водными бактериями
рода Rhodococcus, которые отличаются наиболь-
шим разнообразием деградируемых фармполлю-
тантов [12–14]. Исследования направлены в ос-
новном на изучение метаболических путей про-
цесса биодеструкции ИБ. Однако информация о
возможности определения ИБ в ходе данного
процесса явно недостаточна. При этом особый
интерес представляет кинетическое моделирова-
ние, которое дает возможность оценивать не
только скорость, но и воспроизводимость про-
цесса, время его окончания, а также осуществ-
лять переход от лабораторных исследований к
промышленным технологиям.
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Цель настоящего исследования – подбор
методики хроматографического анализа ибупро-
фена в среде культивирования актинобактерий
рода Rhodococcus с использованием обращенно-
фазовой ВЭЖХ и кинетическое моделирование
процесса биодеструкции данного вещества.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты. Использовали натриевую соль

ибупрофена (C13H17NaO2, CAS 31121-93-4, соль α-
метил-4-(изобутил)фенилуксусной кислоты; Sig-
ma-Aldrich, США) − белый кристаллический по-
рошок, хорошо растворимый в воде. Реагенты
имели квалификацию х. ч., ч. д. а. или ос. ч. (База
№ 1 химреактивов, Россия; Криохром, Россия;
Merck, Германия; Sigma-Aldrich, США).

Условия проведения процесса биодеструкции
ибупрофена. В качестве деструктора ибупрофена
использовали штамм Rhodococcus cerastii ИЭГМ
1243 из Региональной профилированной кол-
лекции алканотрофных микроорганизмов
(официальный акроним коллекции ИЭГМ,
http://www.iegmcol.ru, ЦКП 480868, УНУ 73559,
WDCM 768) [15]. В колбу Эрленмейера емк.
250 мл вносили 0.01 г ибупрофена, 100 мл мине-
рально-солевой среды “K” состава (г/л):
K2HPO4 − 1.0; KH2PO4 − 1.0; NH4NO3 − 1.0;
NaCl − 1.0; MgSO4·7Н2О − 0.2; CaCl2·2Н2О − 0.02;
FeСl3·7Н2О − 0.001; 0.5 г/л глюкозы, 0.1 мл/л н-
гексадекана в качестве косубстратов (дополни-
тельных источников углерода и энергии) и ино-
кулят (взвесь клеток родококков) до соответствия
стандарту мутности БАК5 (5 NTU). Клетки родо-
кокков предварительно выращивали в течение
трех суток в мясопептонном бульоне и отмывали
10 мМ фосфатным буферным раствором (рН 7.0).
Биодеструкцию ибупрофена проводили в услови-
ях периодического культивирования на орби-
тальном шейкере Certomat IS (Sartorius, Герма-
ния) при 160 об/мин и 28°С. Продолжительность
экспериментов составляла 5 сут. Пробы объемом
2.0 мл отбирали с интервалом 1 сут.

Приборы и оборудование. Орбитальный шей-
кер Certomat IS (Sartorius, Германия); хромато-
граф LC Prominence 20А (Shimadzu, Япония),
оснащенный хроматографической колонкой с
сорбентом с обращенной фазой Luna 5uC18(2)
100A (4.6 мм × 250 мм) и диодно-матричным де-
тектором (SPD-M20A); лабораторная центрифуга
(12000 об/мин, Eppendorf, Германия).

Модельные смеси для построения градуировочной
кривой для ВЭЖХ − растворы ибупрофена в среде
“К” в диапазоне концентраций 1–100 мкг/мл в за-
висимости от валидируемого показателя.

Подготовка проб культуральной жидкости родо-
кокков для анализа методом ВЭЖХ. Аликвотную
часть культуральной среды в количестве 1.0 мл,

содержащей ибупрофен, продукты его биоде-
струкции, бактериальные клетки и продукты их
жизнедеятельности, помещали в пробирку Эп-
пендорфа и центрифугировали при 10000 об/мин
в течение 5 мин. Надосадочную жидкость, осво-
божденную от клеток, фильтровали через мем-
бранный шприцевой нейлоновый фильтр с раз-
мером пор 0.45 мкм (Agilent Technologies, США).
В качестве контрольных сред использовали сте-
рильную минеральную среду “К” с ибупрофеном
(0.01%) без внесения бактериальных клеток
(абиотический контроль); стерильную среду “К”
с клетками родококков без ибупрофена (биотиче-
ский контроль или плацебо).

Учет результатов. Хроматографическую ин-
формацию записывали и обрабатывали с помо-
щью программного обеспечения LCSolution
(v/1.25 rus).

Валидация методики. Валидационную оценку
проводили в 6-кратной повторности по показате-
лям: селективность, линейность, прецизион-
ность и правильность результатов анализа [16].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Экспериментально установили, что ИБ под-
вергается бактериальному разложению. Остаточ-
ная концентрация исследуемого соединения из
среды культивирования Rhodococcus cerastii
ИЭГМ 1243 на уровне 20% через 5 сут экспери-
мента.

Условия хроматографического определения ибу-
профена. При выборе оптимальных условий опре-
деления ибупрофена в культуральной среде родо-
кокков в качестве неподвижной фазы использо-
вали обращенно-фазовый сорбент из группы
алкилсиликагелей. В качестве растворителей
применяли смеси ацетонитрила и фосфатного бу-
ферного раствора (рН 3) в разных соотношениях,
которые позволяли работать в широком УФ-диа-
пазоне и использовать наиболее популярный при
анализе лекарственных препаратов спектрофото-
метрический детектор. Длина волны детектиро-
вания ибупрофена составила 220 нм (рис. 1).

Поскольку в изократическом режиме элюиро-
вания удалось получить симметричные пики ибу-
профена с приемлемыми временами удерживания,
то исследования по возможности использования
градиентного режима не проводились. В результате
для разделения образующейся в процессе биоде-
струкции ибупрофена многокомпонентной систе-
мы предложены следующие условия хроматогра-
фического анализа: подвижная фаза ацетонит-
рил–фосфатный буферный раствор (рН 3) (60 :
40); скорость потока элюента – 1 мл/мин; темпера-
тура колонки – 40°С; объем пробы – 10 мкл; дли-
на волны детектирования – 220 нм. В описанных
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условиях время удерживания ибупрофена соста-
вило 10.80 ± 0.02 мин.

Валидационная оценка методики. Для оценки
селективности хроматографического определе-
ния ибупрофена в предложенных условиях полу-
чили хроматограммы раствора стандартного об-
разца ибупрофена (0.01%) в среде “К” (рис. 2),
раствора плацебо (среды “К” с клетками родо-
кокков без ибупрофена) и раствора ибупрофена в
культуральной среде родококков после биоде-
струкции в течение 5 сут (рис. 3). Установили, что

на хроматограмме раствора плацебо отсутствуют
пики с временами удерживания, близкими к ибу-
профену. Пики плацебо и культуральной жидко-
сти хорошо разделяются с пиком ибупрофена,
что свидетельствует о селективности методики.

При оценке линейности построили градуиро-
вочный график зависимости площади пика ибу-
профена (S) от его концентрации (c) в модельных
растворах в интервале от 1 до 100 мкг/мл. Градуи-
ровочная зависимость описывается уравнением
S = 13083c; полученный коэффициент корреля-

Рис. 1. УФ-спектр стандартного раствора ибупрофена (0.01%).
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Рис. 2. Хроматограмма ибупрофена (0.01%) в среде “К” (абиотический контроль).
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Рис. 3. Хроматограмма культуральной жидкости родококков после ферментации в течение пяти суток.
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ции 0.999 указывает на линейность зависимости в
данном диапазоне концентраций ибупрофена.

Прецизионность и правильность методики оце-
нивали по величинам относительного стандарт-
ного отклонения (sr, %) и относительной погреш-
ности (ε, %), используя модельные смеси с тремя
уровнями содержаний ибупрофена: 0.0001, 0.002
и 0.007% (табл. 1). Полученные  данные удовле-
творяют критериям приемлемости, предъявляе-
мым к биоаналитическим методикам [16].

Предложенную методику хроматографическо-
го определения ибупрофена использовали для
изучения динамики удаления данного вещества в
процессе биодеструкции клетками Rhodococcus
cerastii ИЭГМ 1243 (табл. 2). Эксперименты про-
водили в 10 повторностях (реализациях) в одина-
ковых условиях.

Абиотический контроль показал отсутствие
изменений содержания ибупрофена за время от-
бора проб. Остаточное содержание ибупрофена в
культуральной среде Rhodococcus cerastii ИЭГМ
1243 в 10 реализациях за первые сутки уменьши-
лось до 43–50% и после пяти суток до 17–26%, что
свидетельствует об эффективности процесса
биодеструкции ибупрофена в данных условиях.
Разброс значений концентрации исследуемого
вещества по реализациям в день отбора проб со-
ставил 7–9%, что при достаточной точности ме-

тодики хроматографического анализа подтвер-
ждает случайность процесса биодеструкции с по-
зиций стохастического анализа [17, 18].

Кинетическое моделирование процесса биоде-
струкции ибупрофена. Для кинетического модели-
рования использовали уравнение первого поряд-
ка dx/dt = – kx с начальным условием x0 = 100%
при t = 0. Данное уравнение адекватно описывает
динамику изменения концентрации лекарствен-
ных средств (дротаверина гидрохлорида, кодеина
фосфата, ацетилсалициловой кислоты и др.) в
процессе бактериальной деструкции [19–21].
Значения параметра скорости биодеструкции k в
реализациях определяли с применением метода
наименьших квадратов по полученным экспери-
ментальным данным (табл. 2). Помимо этого, со-
гласно выражению t1/2 = ln(2)/k определяли пери-
од полураспада ибупрофена в процессе биодеструк-
ции, а по выражению t1 = ln(100)/k устанавливали
время окончания процесса биодеструкции при 100-
кратном уменьшении начальной концентрации ис-
следуемого вещества (табл. 2).

Кинетические кривые, характеризующие измене-
ние остаточной концентрации ибупрофена в культу-
ральных средах родококков в процессе его биоде-
струкции (рис. 4), хорошо соответствуют полученным
экспериментальным данным (табл. 2).

Таблица 1. Прецизионность и правильность методики хроматографического определения ибупрофена в культу-
ральной среде родококков

Концентрация 
ибупрофена 

в модельном растворе

Найдено 
ибупрофена, 

мкг/мл

x̅
(n = 6) s, мкг/мл sr, % ε, %

1.01 мкг/мл
(0.0001%)

0.98 0.99 0.11 11.11 –1.00
0.86
1.08
0.87
1.05
1.11

20.03 мкг/мл
(0.002%)

21.10 20.30 0.84 4.14 1.50
19.62
19.31
20.84
21.19
19.73

70.02 мкг/мл
(0.007%)

68.42 69.02 1.25 1.81 –1.40
69.18
69.20
71.18
67.39
68.77
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Значения параметра k скорости процесса
биодеструкции ибупрофена с использованием
клеток Rhodococcus cerastii ИЭГМ 1243 находятся в
пределах 0.4367−0.5252 сут–1, период полураспада
t1/2 − 1.32−1.59 сут, время окончания процесса t1 −
8.77−10.54 сут. Доверительные интервалы для вы-
борочных средних значений периода полураспада
и времени окончания процесса биодеструкции
ибупрофена, установленные с применением кри-
тического значения коэффициента Стьюдента
для доверительной вероятности P = 95% и числа
степеней свободы (n – 1) = 9, составляют (1.49 ±
± 0.07) сут и (9.88 ± 0.45) сут соответственно. По-
лученное значение относительного стандартного
отклонения для данных интервалов (6.4%) свиде-
тельствует о приемлемой воспроизводимости
процесса биодеструкции ибупрофена [18].

* * *
Методом обращенно-фазовой ВЭЖХ подо-

браны условия хроматографического определе-
ния ибупрофена в культуральных средах родо-
кокков. Предложенная методика характеризуется
достаточной точностью, линейной градуировоч-
ной зависимостью, что позволяет использовать ее
для достоверной оценки содержания ибупрофена
в процессе бактериальной деструкции. С приме-
нением кинетического моделирования осуществ-
лен прогноз изменения содержания ибупрофена
в процессе биодеструкции, определены период
полураспада вещества, время окончания процес-
са и его воспроизводимость. Полученные данные
могут быть использованы при разработке биотех-
нологических способов очистки сточных вод
фармацевтических предприятий от опасных для
окружающей природной среды фармацевтиче-
ских отходов.
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