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ABSTRAKT

Bakald&ska prace je zafhena na optimalizaci metody pro stanoveni analgetikvodach.
Cilem prace bylo vypracovat metodicky postup pemgveni vybranych &, tj. kyseliny
salicylové a naproxenu v modelovych vzorcich vaw. iPolaci analyi byla pouZita extrakce
pevnou fazi (SPE) a pro jejich identifikaci metodasoko&inné kapalinové chromatografie
s detekci diodovym polem (HPLC - DAD).

Na zaklad ne¢kolika owienych postup byla vybrdna optimalni metoda pouZitelnd pro
stanoveni vybranych anaiyve vzorcich vod.

ABSTRACT

The bachelor thesis is focused on the optimizatibthe method for the determination of
analgetics in waters. The aim of this work is torkvaip the methodical procedure for
determination of chosen pharmaceuticals i.e. dai@cid and naproxen in model water
samples. Analytes were isolated by solid phasaetitn (SPE); they were identified by high
performance liquid chromatography with UV-VIS ddtec of diode — array type (HPLC —
DAD). The optimal method was selected from sevesalfied procedures on the basis of
practical experience.
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1 UVOD

V sowasnosti vyvstavd novy rozm problematiky kontaminace Zivotniho priesti
farmaceutickymi produkty. Na jedné stéaverista spatba &chto latek a spolu s ni dochazi
i ke zvySovani produkce odpadu, na strdruhé sili nds z4jem o ochranu Zivotniho peakt
piicemz objevujeme stalé nedostatky naSi snahy v t&sin.

Jeden z dvoda tak vysoké spaeby farmak, jaky nyni pozorujeme, bychom mohli
naleznout v komercializacé¢hto produkii. Postupentasu se l&va a ffizné dophky stravy
stavaji WZnou sodasti Zivota mnoha lidi, staly se sfaiinim zbozim. Vztah lidi k &/am
je negiznivé ovliviiovan reklamou, roste mnozstvi informaci — mnohdyranrdivych nebo
zavadjicich a to zaficinuje nadbyténé nakupovaniéthto produkii. Létiva a dophky
stravy jsou uzivany nadime, coZz vede ke sniZzovani obranyschopnosti organidowgka.
Vy88i néachylnost k chorobdm pak ébpvede k vyhleddvani medikamént Pokles
obranyschopnosti organismu, vysSi vyskyt civiliziah chorob, horSi snasSenlivost bolesti, to
jsou pouze zakladniriginy vysSi spaeby farmaceutickych produkt Prodluzujici se délka
Zivota zde sehrava takté#ldzitou roli, I&€iva jsou uzivana pro zlepSeni jeho kvality.

Léciva se mohou do prasdi dostavat vivodni nebo pozemené fornme raznymi
cestami. Nejas€jSim zdrojem kontaminacesrhito latkami je odpadni voda, ta je také
pronikat i jinymi cestami, ndfklad prostednictvim hnoje produkovaného ¢émymi
hospodé&skymi zviaty. Ric¢inou, pr@& je odpadni voda nejvice kontaminovand, je
nedostaténa schopnostistiren odpadnich vod tyto latky odstranit. Rostokentaminace
Zivotniho progiedi I€ivy je podrétem k vyvijeni novych adinngjSich metod, které odhali
nejnizsi koncentracédhto latek a napomohou k jejich zneskémin

Ve své préci se zaffim na analgetika, jednu z obe&amejrozsitensjSich skupin léiv.
Analgetika jsou l&va uzivana proti bolesti.

V sowasné dob je znamo Bkolik analyz pro stanoveni analgetik ve vodachfipat
mezi ¢ nag@. kombinace plynové nebo vysokminé kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS, HPLC-MS) neboojepi kapilarni elektroforézy
s hmotnostni spektrometrii (CE-MS).



2 TEORETICKA CAST

2.1 Analgetika

//////

jsou to tedy symptomatické lékyigdbbi na CNS a na periferni nervovy systém.ckterych
analgetik s pevazre perifernimi @inky je vyznamneé i protiztlivé pasobeni; tyto latky se
¢asto oznéuji jako nesteroidni protiz&tiivé latky (NSAID) [1].

2.1.1 Bolest
Bolest je nefijemny smyslovy a emocionalni zazitek, ktery je jepos aktualnim nebo
potencialnim poskozenim tkani [1]. Vniméani bolgstiist¢ subjektivni zalezitosti, kazdy
organismus je &i ni jinak odolny. Pro soustavu vnimani bolesti madvrzen nazev
nociceptivni systém, neboli nocicepce. Nocicept@gnzory bolesti, jsou volna nervova
zakorteni, nerovnorérné umiséna prakticky po celémele. Hojné jsou v #zi, ve svalech,
v Utrobach, méxnv CNS [2].
V raznych literaturach Ize najit mnoho tygéleni bolesti podletiznych kritérii. Zde uvadim
nejeznejsi:
1. Podle délky trvani bolesti:
a) akutni — trva kratce, byv&tsinou ostra
b) chronicka — trva déle nez Xsice
2. Podle postizeného systému [1]:

a) somaticka — bolestitke, sval, hlavy, kosti a klouin

b) viscerélni — v hloubce, aletrbe pronikat i do &Ze

c) neuropatickd — nastava usledku poruseni neitw periférii nebo v CNS
Chronickou bolest je mozZznelit dale podle etiologie [3]:

a) bolest nociceptivniho wodu — vznikd podraZsim nociceptak, které se

nachazeji v oblastiiznych epitel a tkani

b) bolest neuropatickéhaipodu — vznika postizenim nervového systému

c) bolest psychogenni +#gvazuje zde psychicka slozka,

d) bolest dysautonomni — zasadni podil na inténm#& autonomni nervovy

systém

e) bolest smiSena — kombinacgknlika typa bolesti.
Analgetika vSak nelze pouzit na vSechny druhy hioldejsou vhodna zejména procié
psychogenni bolesti, jelikoZ ta nemusi byt gutnganického fivodu — byvaji zde figdevsim
piiciny psychické, to znamend, Ze bolest nevznikd w&nirmociceptol, nybrz na vysSich
arovnich CNS [4].

2.1.2 Historie lé¢by bolesti

Bolest byla patréilééena jiz od poatki lidstva. Z kreseb z doby kamenné je patrn&ldesk
dokézal tlumit bolest stimulacigkterych mist nade rybimi kostmi. Std Cinané dovedli
k dokonalosti techniku stimulace akupunkturnich ihastai Rekové zase pouzivali kdigs
bolesti elektrické vyboje Ulte (Scriborinus longum

Jako prvni Iéky proti bolesti byly pouzivany alkéibké napoje a rostlinné vytazky.
Nomadoveé byli prvni, kdo poznali d&é &inky makové 8avy — opia a diky jejich



obchodnim stykm bylo opium velmi roz$éno.Rekové rozliSovali mezit&vou vytlaenou
z nezralych makovic nazyvanou meconiunt@aéu ziskanou rfteznutim nezralych makovic
zvanou opos. Osobni lékaisde Nerona vynalezl 1ék theriak, jehoZ hlavni sloZkoo
praw opium, a ktery byl pouzivarfimespavosti aiplécbe silné bolesti.

V Evropé se opium z&lo pouzivat az v d@ébrenesance, kdy Svycarsky |ékBaracelsus
vynalezl opiovou tinkturu. V 18. a 19. stoleti sev&ni opia velmi roz&io, bylo uzivano
jako 1ék proti bolesti i jako sedativum, bylo v&stilecastji zneuzivano jako droga [5].

2.1.3 Vyvoj analgetik

2.1.3.1 Opioidni analgetika

Do zaatku 19. stoleti bylo jedinym silnym analgetikemiuop, které v roce 1805 nahradil
z ¥j izolovany bily prdSek morfin. Ten se udrZel \aggir dodnes. Morfin ma vSak zavazné
nezadouci &nky a tak je dodnes vynakladana velkd snaha rmmlysyntetické nebo
syntetické derivaty bez¢hto neZzadoucichéinki. Tato snaha sgovala v gfimém pozninéni
struktury morfinu blokovanim fenolové skupiny nefdmmeénou na hydroxylovych skupinach
a izolované dvojné vazbTimto vSak nebyly poZadovanéinky dosazeny [6].

HO

HO N—ch,

Obr. ¢. 1: Strukturni vzorec morfinii]

Ve fiicatych letech byla objeven&inna analgetika pethidin a methadon, coz jsou latky
syntetizované jako potencialni spasmolytika. Tty maji podobnou strukturu jako morfin,
a proto jsou analgeticky aktivni. Nezadou@ihlty morfinu se vSak u nich zachovaly.

Zasadni obrat nastal az vgyticatych letech, kdy byl objeven nadorfin, coz jeagonista
morfinu s analgetickymi vlastnostmi. Jeho nedo&tafexival v psychomotorickémtgsobeni

a proto se festal pouZzivat.

V souwlasné dob smeiuje vyvoj k latkdm, které by &y zachovany silné analgetické
vlastnosti jako morfin, avSak které by byly zbavemgadoucichdinkd, zvlas€é navykovosti.
Tyto latky se nazyvaj-agonisté [6].

2.1.3.2 Analgetika — antipyretika

Jiz v druhé polovié 18. stoleti byla zndma schopnost vrbowéyk(Cortex salicis) sniZzovat
horeku. Paatkem 19. stoleti z ni byl izolovanciany glykosid salicyn, pozgi byla
objevena kyselina salicylova a ke konci 19. stdbgla objevena kyselina acetylsalicylova.
Rovrez byl koncem 19. stoleti izolovan #ary chininovniku chinin, ktery se jako
antipyretikum uzZiva dodnes. Fragment struktury ichinje chinolin, z 8hoz byl



v 80. letech minulého stoletifipraven @inny derivat — fenazon. Ve stejné dobyly
objeveny antipyretické dinky acetanilidu, ktery tvid predlohu paracetamolu, jenz je nyni
vedle kyseliny acetylsalicylové nejh@jnuzivanym analgetikem a antipyretikem. V gasné
dok jsou vSak vice pouzivany inhibitory syntézy prgkadini, mezi které pédt nag.
ibuprofen [6].

2.1.4 Rozdéleni analgetik

Z praktického hlediskadime analgetika do dvou skupin [7]:

1. Analgetika morfinového typu

2. Analgeticko-antipyretické latky
Prvni skupina jsou silna farmakajgobici gevazre na CNS¢asto jsou také oztiavana jako
opioidni analgetikaRadi se mezi & morfin, jeho derivaty a nahrazky. Déale s#igodle
jejich afinity a vnitni aktivity k jednotlivym podtypm opioidnich receptdr[8].
Druh& skupina k&v Gc¢inkuje slakji, avSak nenarkoticky. Byva ro¥h ozn#&ovana jako
nesteroidni protizatlivé latky (NSAID). Risobi gevazrie na periferni nervova zakodeni
a ma taktéz schopnost snizovdesnou teplotu. Néastji je délime podle jejich chemické
struktury nebo dle délky biologického poésu eliminace na:

a) Derivaty kyseliny salicylové (acylpyrin, anopyriaspirin...)

b) Derivaty anilinu (panadol, paralen)...

c) Derivaty pyrazolu (saridon, algifen...)

d) Analgetika jinych struktur [6]

2.1.5 Mechanismus ®&inku analgetik

Ucinek analgetik sp#va v jejich zasahu do tzv. drahy bolesti. Vjemesail blokuji zasahy
na tiznych mistech [7].

2.1.5.1 Draha bolesti

Draha bolesti jeitneuronova. V periférii se nachazeji nociceptorggrgici na bolestivé
podréty. Na pa@atku drahy bolesti jsou senzorické neurony, ktergms viakny vedou
impulsy do zadnich raghmiSnich. Bolest vedou dva typy viadken:

- Vlakna lehce myelizovana (A-delta), ktera vedoueBblrychleji a umaiiji jeji
presnou lokalizaci.

- Nemyelizovana vladkna (C), kter4d vedou bolest pojnaleeumozuji presre
lokalizovat bolest, ta se projevuje jako paleniontipa bolest.

Pti vedeni bolesti jsou uzivany odliSné vzestupnéyra

- VI&kna pro rychly penos bolesti vyuZivaji jako druhy neuron drahy sgalamicke.
Vznikaji zde unikové reflexy a dochazi k ovlém sympatickych funkci.

- VI&kna pro pomaly fenos bolesti vyuZivaji jako druhy neuron drahy sgietikulo-
talamické. Reflexy podmémé vedenim bolestivych poghi t¢émito drahami vedou ke
zvraceni, poceni a snizeni tlaku krve.

Tretim neuronem jsou drahy talamo-kortikalni, kteeddou do oblasti, kde dochazi ke
zpracovani informaci o bolesti.
Tlumivy vliv na nociceptivni systém vykonavaji agsté drahy [1].
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2.1.5.2 Mechanismus @inku analgetik — antipyretik

Hlavni &inek spd@iva v Gtlumu tvorby prostaglandin coZz jsou tkAové pisobky, které
reguluji fyziologické funkce organismu. Prostagliawydse vyskytuji ve zvySeném mnoZzstvi
praw v tkanich, ve kterych probihd zdn Vznikaji z kyseliny arachidonové, ktera je
uvolovana z fosfolipid buréénych membran aktivaci fosfolipazy ;A Za p@itomnosti
koenzymu cyklooxigendzy (COX) vznikd ngjk nestabilni cyklicky endoperoxid PGG
jenz je zdrojem pro vzajemimpiibuzné latky o 20 uhlicich (eikosanoidy, prostagpid

COX existuje ve dvou izomerickych forméch. Jako CGQXe gitomna ve vSech tkénich,
jako COX-2 je pitomna v plicich, ledvinach a v nervovych tkanideji koncentrace je
zvySena v zattlivych tkanich.

Analgetika - antipyretika specificky tlumi aktivitCOX a tim i tvorbu prostaglandin
a ostatnich metabalitkyseliny arachidonové [2, 6].

2.1.5.3 Mechanismus @inku opioidnich analgetik

Ucinek opioidnich analgetik je darigobenim na nociceptory, blokuji se tedy vzruchgrét
jsou interpretovany jako bolest. Maji ovSem také& wia prozivani bolesti a na naladu
nemocnych. Ovliiiuji sekreci gkterych neurotransmitér které ovliviuji psychiku.

Z nociceptod jsou nejdlezitéjSi u- a k- receptory. Hlavnim tBvem u- receptoru je morfin.
Interakci su- receptory je vyvolany analgetickycidek doprovazen utlumem dychaciho
centra, vznikem tolerance, zavislosti a dalSimi@jgdmi riznaky. Interakci 8- receptory je
analgezie doprovazena sedativnim efektem bez utldgminaciho centra. Pro vazbu na

o- receptory je typickym projevem halucinace beZgewe [2, 6].

2.1.6 Osud I&iva v organismu

Po vstupu l&va do organismu nastava tzv. farmaceuticka fazerakzahrnuje uvolmi
molekul &inné latky z Iéku. Potéfghazi farmakokineticka faze, kdy organismusgbi na
léciva. V nasledujici farmakodynamické fazi je zahajenterakce |&va s receptorem. Na
obr.¢. 2 je schematicky osuddi@a v organismu znazokn [9].

Depozice v
thanich

‘v

Absorpce — | Distribuce

EEE—— Interkace s
e receptorem

A v 4 v

Disperze Biotransformace >
rozpoudténi metabolismus

¢ S v

— | Inaktivace
degradace

Altivace Stirmul

Diavka Wylutovani Ttinek

Obr. ¢. 2: Osud léiva v organismy9]
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2.1.6.1 Mechanismus transportu &v v organismu

Transport léiva na \tSi vzdalenosti zaji¥ije krevni obh. Transportované latky vSak musi
byt rozpustny ve vod& nebo byt schopné vazat se na bilkoviny krevnirplazAby se mohlo
lécivo dostat k cilové hice (receptoru), kterd je odp@na za jeho &inek, musi pekonat
rizné bariéry, #Sinou tvdené biologickymi membranami. Membrany jsou iemy
dvojvrstvou glycerolfosfolipid. Polarni hydrofilni skupiny molekul fosfolipidsmsiuji ven
do vodné faze, hydrofobni acylowétzce smdtuji dovnit dvojvrstvy. V membrah jsou
zabudované molekuly protéinkteré @inkuji jako enzymy, iontové kanaly nebo pumpy,
receptory apod. [9].
Transport latek f&s membranu je mozny &wma mechanismy:
- Pasivni transport — probiha difazieptupem z mist oé&8i koncentraci do mist
0 koncentraci nizSi. Tento @pob nevyZaduje dodani energie. Schopnost latek
pirestupovat fes biologickou membranu difazi je dan jejich lipiodu a to tak, Z&im
je latka lipofilrgjsi, tim snazeiechazi pes membranu.
- Aktivni transport — je zprogdkovan iontovymi kanaly nebo aanymi
specializovanymi no&i (glykoproteidy). Timto zfisobem niZe transport probihat
i proti koncentranimu spadu, péébuje vSak dodani energie ziskangp&him ATP.
Podminkou tohoto transportu je schopnost dané latkkit komplex s pisluSnym
noscem (proteinem) [9].
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Obr. ¢. 3: Biologicka membranfL0]
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2.1.6.2 Biotransformace |€&iv

Biotransformace je soubor chemickych &m které doprovazeji  fyzikalni
a fyzikalre - chemické de jako je vstebavani, distribuce a vylavani xenobiotik.
Produktem latkové femeny jsou metabolity, coz jsou latky s poaminou chemickou
strukturou v porovnéni sipodni latkou. Cilem je vznik latek rozpustnych ey, které se
shaze vyloti z organismu. Probihaji zde enzymatické reakaerékisoucasto komplexni;
produkt jedné reakce se stdva reaktantem reakdedogsi. Diky inhibici nebo aktivaci
enzymy mohou produkty reakce:

1. vykazovat stejné vlastnosti jakéyodni slogenina

2. vykazovat vysSi toxicitu nezigodni slodenina

3. v kombinaci s jinymi sloéeninami vést k podpnym farmakologickym efekin

4. vest ke ztrat biologické aktivity [11, 12].
Prabéh biotransformace je dan vlastnostmi xenobiotikarganismu, ve kterém se nachazi.
Biotransformace &Sinou zahrnuje pouzétyii typy biotransforménich reakci za dasti
enzymi:

1. oxidace

2. redukce

3. hydrolyza

4. syntéza — konjugace
Reakce probihaji ve dvou biotransformich fazich:

- |. Faze — probihajifpvazi reakce oxidéni, redukni nebo hydrolytické. Tyto reakce
vedou ke vzniku polagjsSich latek, nez bylotgvodni xenobiotikum a jsou tedy lépe
rozpustné vdnich tekutinach.

- ll. F&ze — probihaji konjugai (syntetické) reakce, vzniklé metabolity byvagibte
rozpustné ve vad a vylkuji se gevazg maodi, stolici nebo potem [9, 11].

2.1.7 Vyskyt |é¢iv v Zivotnim prostiredi

V poslednich letech viista zdjem stanovovatdiga a jejich rezidua v zZivotnim prdasti. Je
to zagficinéno vyvojem novych metod schopnych detekovat jizmvehizké koncentrace
téchto latek a také tim, ze uékierych I&€iv byla jiz prokdzana toxicita a dalSi jsou
potenciali toxicke.

Rezidua léiv a jejich metabolity byly detekovany v mnoh&rpdnich matricich, jako jsou
nag. povrchové a odpadni vody, sedimenty a kaly. Bjooceniny v zavislosti na hydrofikit
mohou vstupovat do vodniho prili nebo #éstavat adsorbované na pevnyesticich.
Jejich koncentrace se obvykle pohybuji ve stopovimdvnich (ngt - pg-Y), ale i takto
nizké koncentrace mohou vyvolat toxické&éinky. V odpadnich a povrchovych vodach byly
zaznamenany hodnoty af-I*; farmaceutické produkty jiz byly zjity i v pitnych vodach.
Velka ¢ést tchto latek je perzistentni v Zivotnim pr@gti a mnoho z nich je biologicky
aktivni [13, 14, 15].

Lécivo putuje ges organismus, z kterého se vyibw neznénéné formé nebo ve form
metabolitu. V &chto formach se dostava do odpadni vody a okolpiostedi (nap. pid).
COV nejsou schopny tyto vysoce polarni latky odstratimZ se léiva nebo jejich
metabolity dostanou do povrchovych vod. Ty mohou kegrcinogenni, teratogenni nebo
mutagenni a spate¢ mohou vykazovat synergick€iaky. Toky povrchovych a podzemnich
vod secasto nachazeji blizko sebe — odtud plyne mozZnostakanace podzemnich vod
prosakovanim z vod povrchovych. Podzemni vodyied pzvodem do vodovodni &pitné
vody chloruji, tato metoda ale neni daésféci k apinému odstrami rezidui Iéiv z pitné
vody a dochazi tedy k neZzadouciniijimani €chto latek (obr¢. 4 a 5) [16].
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Obr. ¢. 4: Transformani cesta léiva [16]
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2.1.7.1 Toxicita povrchovych vod

Farmaceutické produktystupuji do zivotniho prosdi v pivodni nebo pozgméné forne.
Hlavnimi zdroji €chto latek jsou domacnosti, nemocnicenrpyslové podniky,cistirny
odpadnich vod a zkdci chovné stanice. Velkym problémem jsou odpadodyv
z nemocninich zdizeni, které vykazuji zgaou toxicitu [13, 17].

Toxicita vod na odtoku zCOV muize byt akutni nebo chronicka. Akutni toxicita je
kratkodobd, zfisobend vysSimi koncentracemi kontamidamt zpisobuje morfologické
zmeény a smrt organisfy chronicka toxicita je dlouhodobé vystaveni orgemii nizSim
koncentracim kontaminaht zpisobuje nap zmény chovani. Toxicita povrchovych vod ma
ve tSine pripadi chronické dinky. Pritomnost I€iv ve vodach ovliviuje mikroorganismy,
fasy, vysSi rostliny, bezobratlé, ryby a obojzivigniToxicita ma vliv na bioluminiscenci,
reprodukci a aktivitu mikroorganisin zpisobuje zmny v mikrobialnim uskupeni.
Nep‘iznivé pasobi na bezobratlé (napDafnie) tim, Ze se #&mi podil sanmiich a samiich
potomki. Vliv toxicity vod na ryby je spiSe n&my, a to fpes potravniietzec; je to
zpisobeno zejména nizkou rozpustnosti analgetik veachnd diky ¢emuz dochazi
k bioakumulaci [18, 19, 20].

2.1.8 Moznosti odstraréni IéCiv z odpadnich vod

NejcastjSim zdrojem farmaceutickych latek v Zivotnim predi jsou odtoky Zistiren
odpadnich vod, a proto je snaha tyto latky odsivat pra¢ zde. Hlavni Gel cistirny
odpadnich vod je odstranit rozpersé latky, pevné latky a Ziviny ze surovych sptask
V klasickychCOV probih&isteni ve 3 fazich:

- Primarnicisténi — odstrani se suspendované peasastice a tuky

- Sekundarnéisteni — odstrani se rozpése organicke latky

- Terciarnicisténi — odstrani se nadbytky Zivin, hlavdusiku a fosforu.
Tento zmsob cisteni vSak neni postajici k odstrasni I&iv. LéCiva se odstnauji hlavre
biodegradaci a sorpci na kal, to je vSak podnuonejich schopnosti biodegradaci podléhat
nebo schopnosti sorbovat se na pesastice. Mezi dalSi faktory, které owuiivji tento zgisob
odstragni I&iv, pafi nag. rozpustnost, reténi casy, stavbaCOV, nebo klimatické
podminky (dég a teplota) [21, 22].
Odstrarni l&civ je mozné fyzikals - chemickymi metodami, jako jsougvracena osmédza
nebo nanofiltrace, ffpadrt také metodami vyuZivajicimi adsorpci na \akti uhli.
V sowasné dob probiha vyvoj novych metod, ktery je zalozefegevSim na kombinaci
ozonizace s biologickou mikrofiltraci nebo kombieaoxida&nich proceé ozonem nebo
peroxidem vodiku s UV [23].

2.1.9 Kyselina salicylova

Kyselina salicylova je kyselina 2-hydroxybenzoov@ forme glykosidu salicinu je obsaZzena
ve vrbove Kie. Jeji sumarni vzorec jeldsO3, M, = 138,12, CAS je 69-72-7 [9, 23].

O
OH

OH
Obr. ¢. 6: Strukturni vzorec kyseliny salicylo\@d
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2.1.9.1 P¥iprava

Kyselina salicylova seifpravuje Kolbeho - Schmittovou syntézou, diky kteeeroku 1874
zatala spolu s jejimi derivaty hajruzivat [9].

©\ C0, 125°C, 1 MPa_ 0 Nt Ht oH
- +

O Na OH OH

Obr. ¢. 7 Kolbeho — Schmittova synt§2a

2.1.9.2 Vlastnosti

Kyselina salicylova je bila krystalicka latka, tgehlicovité krystaly. Je nepatfmozpustna
ve studené vag mirné rozpustna v dichlormetanu, ve vrouci ¥oske rozpousti v poénu
1:15, v ethanolu (1:2,7), v acetonu (1:3) v chloraofu (1:42). Bod tani kyseliny salicylové se
pohybuje v rozmezi 158 - 161°C, bod sublimace jgC7G@e porarné silnou kyselinou, ktera
mé pKa 3,0. Analgetickydinek je podmian ortho - usptadanim obou funinich skupin [6,
24].

2.1.9.3 Metabolismus

Kyselina salicylova se iplizné¢ z 80% metabolizuje v jatrech. Vazbou s glycineroritv
kyselinu salicylurovou, vazbou s glukuronovou kysal glukuronidy. V menSi rig se
oxidativreé hydroxyluje na kyselinu 2,5—-dihydroxybenzoovou,3,2-trihydroxybenzoovou.
Vylucuje se moi v nezngnéné fornme nebo ve form konjugat, zpisob zavisi na pH [6, 25].

2.1.10 Naproxen
Naproxen je kyselina (+)-S-2-(6-methoxynaft-2-yfppanova, pdt mezi aryl — alkanové
kyseliny. Sumarni vzorec naproxenu jgi; 403, M, = 230,26, CAS je 22204-53-1 [9, 24].

CH3

/O
i
CH,

Obr. ¢. 8: Strukturni vzorec naproxeifig]

2.1.10.1Pfiprava

Kyselina 2-(6-methoxynaft-2-yl)-propanovéd sefippavi Friedel — Craftsovou acylaci
a Willgerodtovou reakci v Kindler@v modifikaci z 2—methoxynaftalenu. KW ochrarg
karboxylu se ve forgh esteru probihd methylace do— polohy a vznikly methylester se
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zmydelni na racemat naproxenu. Alkaloidem cinchioeich se poté rozti sul a ziska se
acinny S — izomer [6].

A
1. CHOH/ H,S0, CH—C—OH
2. CH| / NaNH, " FsC
H3C_O * H3C_O

3. HO'

Obr. ¢. 9: Priprava naproxenyi6]

2.1.10.2Vlastnosti

Naproxen je bila nebo t&inbila krystalicka latka s teplotou tani 154 - 158 prakticky
nerozpustna ve vad ale rozpustna v tucich, v 96% ethanolu a v methiarMa specifickou
optickou otéivost (+59 az + 62) [6, 24].

2.1.10.3Metabolismus

Naproxen ma vyssi afinitu ke COX-2, coz je indukelry enzym, jehoZz mnoZstvi se
v zanicené tkani rychle zvySuje. Inhibici tohot@wnu se Iéi zarét. Naproxen je v GIT
rychle a kompleté vsitebavan, z 99% se vaze na plazmatické bilkovinkimmni hladina
je dosaZzena za 2 — 4 hodiny. Z 95% je vgltan ledvinami jako naproxen, dale jako
6-0-demethylnaproxen nebo ve farmkonjugat. Ma pongérné dlouhy pol@as
eliminace [6, 26].

2.2 Analyza l&iv

Pro stanoveni obsahucie ve vzorcich vod se pouziv&kolik metod. Mezi nejastji
pouzivané péat tandemové techniky, napspojeni plynové chromatografie nebo kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MSL@-MS), nebo vysokaiinna
kapalinova chromatografie (HPLC) s vyuZitim detekianag. detektor s diodovym polem
(DAD). Vlastnimu stanoveni vSakiquichazi odér a Uprava vzorku, ktera zahrnuje filtraci,
piipadnou acidifikaci, extrakci @sténi [14].

2.2.1 Odbér vzorku

Vzorek odpadni vody se odebira n#tgku a odtokuCOV, v ndkterych gipadech mezi
jednotlivymi kroky ¢isténi. Jednotlivé oddyy jsou uskuténény ve stanovenycliasovych
intervalech. Provagi se bul’ bodové odbry vzorki nebo se odebird ssny vzorek
automatickym vzorkowgem kEhem stanovené doby. Vzorky se odebiraji do vzorkovn
z plastu nebo skla manuélnebo pomoci automatickych vzorkaud27].

2.2.2 Uprava vzorku

2.2.2.1 Uprava a uchovani vzorkuifed extrakci

Vzorky odpadni vody sefed provedenim extrakce filtruji k&ir odstraréni suspendovaného
materialu pes sklovlidknité membranové filtry s velikosti pd@,45 — 0,2um [14]. Vzorky
podzemni vody se filtrujiies sklesna mikrovlakna o velikosti p@r0,7 um [28].
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U vzorki obsahujicich &va s kyselymi skupinami nebo skupinami, které sebhasti
neutralniho pH vyskytuji v ionizované foépje nutna acidifikace [14].

Vzorky by mely byt uchovavany v tmavych sklemych vzorkovnicich $ teplo€ do 4°C
a stanoveni by #ho prokehnout do 24 h po odbu, aby se fedchazelo degradaci [29, 30].

2.2.2.2 Extrakce

Extrakce je pechod slozky fazovym rozhranimii fxterém je sloZzka s#si prevadna pges
fazové rozhrani z jedné faze do faze druhé. Pokilpenstvi fazi, mezi kterymi slozka
piechézi, roz8dujeme:

- Extrakce z pevné faze do kapaliny — poZzadovanakalae na rozdil od ostatnich
rozpousti ve vhodném rozpoédie.

- Extrakce z kapaliny do kapaliny — poZadovana slopkgjde z vychozi kapalné
matrice do rozpoudtla, ve kterém je vice rozpustna. Podminkou je vesia
rovnovahy mezi déma nemisitelnymi kapalinami.

- Extrakce z kapaliny nebo plynu na pevnou fazi -hda€ k zakoncentrovani analytu
adsorpci na polymer, ktery pokryv&eknenné vlakno. Tato technika se nazyva
mikroextrakce pevnou fazi (SPME).

- Extrakce z kapaliny na pevnou fazi — z roztokuujsselektivk zachycovany
pozadovaneé slozky [31]. Tentoigowb jsem pouZzila v praktickésti této prace.

Extrakce pevnou fazi je analytickd technika zaléZera selektivnim zachyceni sloZzek
z kapalné matrice podle jejich chemické podstatso Bxtrakci se népstji pouZzivaji
extrakeni kolonky, ve kterych je praskovy sorbent uzaw fritami, ale je mozné pouzit

i extrakeni disky, cozZ jsou tenké membrany z teflonufiglpSného modifikovaného sorbetu.
Jako sorbent se obvykle pouziva silikagel s nawamarorganickymi skupinami, které
rozhoduji o jeho vlastnostech. Je vSak mozné pauy#ie sorbety, naip na bazi aluminy
(oxid hlinity) nebo florisil (gel oxidu hi@énatého a kemkiitého) [31, 32]. Povaha sorbentu se
liSi podle extrakcetiznych tymi slowenin. Vazebné sily mezi sorbentem a analytem jsou
zalozené na van der Waalsovych sildch, vodikovyezb&ch nebo elektrostatickych
interakcich [33].

Reservoir \

Sorbent Bed —— | \

/ Frits
(polyethylene,
stainless steel or
Luer Tip —> teflon)

Obr. ¢. 10: Popis SPE kolonK34]

Pouzitim tuhého sorbetu se odstig fada nedostatk které ma, tive hojré vyuzivana,
extrakce v systemu kapalina — kapalina. SPE dosalydgi selektivity, chemicky vazané faze
na silikagelu se rozpouwstiem nevymyvaji= eliminuje se pdtba nemisitelnosti, pouZzitim
sorbeti s tiznou velikosticastic je mozné volit velikost separovanych molelanizuje se
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spoteba rozpougtel. Diky praci s menSimi objemy vzdrkje bezpéngjsi, rychlejsi
a levrgjsi, da se snadno automatizovat [32].

Princip metody spiiva v grivedeni roztoku analytu ve védlo kontaktu s tuhym sorbentem,
ktery silre sorbuje analyt, ale co nejm€ostatni slozky. Zachyceny analyt je po &ddi
sorbentu od roztoku uvain zaltatim (@i zapojeni ,on-line* s plynovym chromatografem)
nebo eluci rozpoudtlem. Lze pouzit dvoji uspadani:

1. Statické usptadani — roztok analytu se micha se sorbetem admdste sorbent
odfiltruje.

2. Dynamické usptadani — roztok vzorku protékags sorpni kolonku. Pidtok je
umozrén bul’ gravitaci, pozitivnim tlakemcérpadlem, injeéni stikackou) nebo
negativnim tlakem (fgpojenim vakua) [35].

Postup SPE:

1. Preduprava kolonky — pevna faze kolonky se musi akév = proplachne se
piedepsanym rozpoustiem a naslednrozpoustdlem, které je podobné vzorku, aby
se pro &j upravilo prostedi.

2. Davkovani vzorku — podle druhu sorbetu dochaziléksenim reakcim se vzorkem.
Analyt se zachyti a ostatni latky prochazeji ¥dnlonkou.

3. Promyvani — proplachnutim kolonky vhodnym rozpédi&m se dosahne selektivniho
vymyti nezadanych sdéasti vzorku, zatimco analytyagtanou sorbovany na pevné
fazi.

4. SuSeni — je nutné wipack, kdy se rozpoustllo vyrazr liSi od promyvaciho roztoku.
SuSeni se provadi proudem inertniho plynu¢asdji dusiku.

5. Eluce — promytim eknim rozpoustdlem dochazi k selektivni desorpci analytu a jeho
vymyti z kolonky. Eluat se jima a dale upravuje péslednou analyzu [32].

1. Column Solvation 2. Sample Loading 3. Column Washing 4. Target Compound Elution
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Obr. ¢. 11: Postup SPIE34]
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2.2.3 Analyza vzorku pomoci vysokoiinné kapalinové chromatografie (HPLC)

Vyvoj vysoko&inné kapalinové chromatografie probihd od 70. let &ol. Tato metoda
slouzi k analyze tepeinnestalych nebo ngtavych latek a polymér [36]. V porovnani
S ostatnimi sepataimi metodami pouzivanymi pro stanovertivénaradu vyhod:

- Umoziuje kvantitativni i kvalitativni hodnoceni separayah sloZzek sisi.

- Jerychld a v zavislosti na pouzitych detektoredtierbyt i vysoce citliva.

- M4 nizkou spdtbu vzorku pro stanoveni.

- Je mozné ji automatizovat.
Vyhody HPLC jsou srovnatelné s GC, ale protoz#Sima I|&€iv je netkavych, je zde
vyhodrgjSi pouziti HPLC [37].

2.2.3.1 Princip

Principem separace je ra2ovani latek mezi stacionérni fazi v kotoa kolonou prochazejici

mobilni fazi za vysokého tlaku. K separaci Ize iyugechny vratné dvoufazové mechanismy

[36]:
- Gelova permemi chromatografie (GPC) - molekuly se separuji a&lak své

odliSné velikosti v porech gelu.

- Rozdtlovaci chromatografie (LLC) — molekuly se rehgi na zaklad odliSné
rozpustnosti dvou nemisitelnych kapalin.

- Adsorgni chromatografie (LSC) — molekuly se rekgi na zaklad jejich odlisSné
schopnosti poutat se na povrch pevné faze s aktiwagntry.

- lontow vyménna chromatografie (IEC) — ionty se separuji naladkk odliSné
schopnosti adsorpce andlyta povrch iontornice [32].

2.2.3.2 Kapalinovy chromatograf

Zakladnimi ¢astmi kapalinového chromatografu je zasobnik mobilaze, ¢erpadio,
davkovaci ventil, kolona, detektoridici paitac.

vysokotlaké
ferpadlo

zasobnik

mmobilni faze davkovaci ventil nidici

s vimenitelnou smyilkon pocitac

HPLC kolona

deteltor ﬁ

Obr. ¢. 12: Schéma kapalinového chromatogrgg8]
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Zasobnik mobilni faze obsahuje odpyas. Zasobnik mize byt vice, protoZze je mozné
provadit gradientovou eluci, ip které se k jedné mobilni fazi plynulé¢imichava rostouci
mnozZstvi druhé, ffpadre tieti mobilni faze. Toto uspadani se pouziva, pokud se jednotlivé
slozky sngsi liSi svymi elénimi parametry. Pokud se slozky &nneliSi svymi elanimi
parametry, pouziva se izokraticka eluae kperé se slozeni mobilni faze ne&m [32, 36].
Kapalina se do kolongerpa pistovymi nebo membranovyerpadly. Pistov&erpadlo
nasaje mobilni fazi igs saci ventil a pistentgs vytl&ny ventil ji vytlaci. Membranové
cerpadlo ma prostor s pistem napif hydraulickou pracovni kapalinou, ktery je od
pracovniho prostoru pro mobilni fazi adieh membranou. JelikoZz by jedfioné ¢erpadlo
zpisobovalo ruSivé tlakové razy, pouzivaji serpadla zapojena v sérii, dvou nebo
vicepistovaerpadla nebo dvdinna (reciprani) cerpadla [31].

E

T o

vstup vystup mobilni faze

Obr. ¢. 13: Schéma recipemiho cerpadla[38]

Vzorek se davkuje specialni infgl mikrostikackou pres pryzové septum nebo obtokovym
davkovacim kohoutem. Mikraskackou Ize davkovat tizné objemy vzorku, ale neni
pouzitelna pro tlaky vysSi nez 10 MPa, obtokovy kiéaci kohout je fesrEjsSi a je
pouzitelny pro vysSi tlak, avSak Ize s nim davkgaize jeden objem vzorku [32, 36].
Separace probiha v kolgncoz je trubice z borosilikatového skla nebo neseeli dlouha
5 — 30 cm s vnihim ptimérem 2 — 8 mm [32]. Kolona je nagima sorbentem, n&gsg;ji tzv.
chemicky vazanou stacionarni fazi, kdy jsou na ¢wyglové skupiny na povrchu silikagelu
navazany chemickou reakéizné radikély. €mi mohou byt:

-V pripac nepolarnich chemicky vazanych (reverznich) farbwiddikovérettzce C8,

C18.

-V piipact sttredre polarnich fazi 3Getzec zakoneny skupinou -Nk -CN.
Jako sorbent se pouzivaji i silikagel a alumina onebnexy pro ionto¥ vymeénnou
chromatografii [37].

Obr. ¢. 14:Kolona pro HPL(38]
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2.2.3.3 Detektory HPLC

Eluat vychazejici z kolony prochazi detektorem. pak neii nékterou fyzikalni vlastnost
eluatu (absorpci, fluorescenci, vodivost, index Uon). Detektor musi byt vysoce citlivy
(schopny zmiit koncentracepg/ml az ng/ml), univerzalni (schopny detekovat Wégc
odctlené slozky vzorku), odezva musi byt reprodukoveitelinearni a nezavisla na &ms
sloZzeni mobilni fazeipgradientové eluci [32, 36].

Spektrofotometricky detektor &fi absorbanci elektromagnetickéhderd ucité vinové deélky
eluatu protékajiciho kyvetou. Jednodussi detekibasi pri dané vinové délce v UV oblasti
(220, 254, 436 a 546 nm), dokonalejSi maji volbelrninovou délku v rozsahu 200 — 800 nm.
NejdokonalejSi je spektrofotometr s diodovym poléDAD), ktery je tizeny pd@itacem
a snima celé absanpi spektrum eluatu v realnétase bez ferusSeni separace. Uninge
také porovndvat ziskana spektra s knihovnou spekigypaitat cistotu piku (identifikovat
latku). Tento typ detektoru gatmezi nejpouziva¥)Si pri analyze léiv, je velmi citlivy
10° — 10% g/ml a je pouZitelnyid gradientové eluci [36, 37, 39].

7

Obr. ¢. 15: Schéma spektrofotometrického detektoru sodigd polenj39]

1 — zdroj zé&eni, 2 — §frbina, 3 —cocka, 4 — clona, 5 — thn4 cela detektoru, 6 — holograficka
nvizka, 7 - fotodiody

Refraktometricky detektor & rozdily mezi indexem lomu eluatuiesté mobilni faze. Tento
typ detektoru je velmi univerzalni, ale nenilig citlivy (10° g/ml), vyZaduje p#ivé
termostatovani a neni pouzitelny v gradientové iglagproto se pro stanovenicie prilis
nepouziva [37].
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Obr. ¢. 16: Schéma refraktometrického detektio]

1 - zdroj s¥tla, 2 — zrcadlo, 3 — #mna cela, 4 — referafmi cela, 5 - fotonasobj 6 - zesilové,
7 - zapisova

Fluorimetricky (fluorescetni) detektor je zaloZzen na schopnostkterych latek absorbovat
UV zareni a pak vysilat zani na vyssi vinové délce, které seéfiniotonasobiem kolmo na
smer vstupujiciho z#eni. U jednoduchych fluorescarich detektok se jako zdroj
monochromatického excttaiho zdeni pouZzivaji rttiové vybojky a interferami filtr.
Fluorescetini z&eni se detekuje soasré pii vSech vinovych délkach. Nepsi detektory
umoziuji nastavit vinovou délku excitovaného i emitovamé z&eni pouzitim
monochromaétoru. Tento typ detektoru je vysoce $eteka vysoce citlivy (18* g/ml) a je
pouzitelny i gradientové eluci, a proto je vhodny pro anali&iv [32, 37, 41].

1

Obr. ¢. 17: Schéma fluoresceémiho detektoryi41]

1 - vybojka (rtuova nebo xenonova), 2 - excitd m+izka (monochromator), 3 —¢gbina,
4 - pritokova cela, 5 — mikecky, 6 - cut-off filtr, 7 - emisni #izka (monochromator),
8 - fotonasohi
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Elektrochemické detektory se pouzivaji, pokud jsaoztoku obsazeny ionty oxidovatelné
nebo redukovatelné na polarizovatelné elekirddezi tyto typy detektdr pati detektor
amperometricky, voltmetricky a polarograficky. Jseeimi citlivé (10° — 10 g/ml), ale
nelze je ¥tSinou pouzit f gradientové eluci [32, 37].

FTIR detektor (Fourier transform infrared detect@)univerzalni detektor zpracovavajici
infracervend spektra sloZzek v mobilni fazi [32].

Hmotnostni spektrometr je posledni dobou velmi Wwaity pro detekci k&v. Po vystupu

z kolony je nutné eluat zbavit mobilni faze. MolBkléc¢iva se v hmotnostnim spektrometru
v plynném stavu ionizuji narazy elektigriermoionizaci nebo elektroionizaci. Nahitstice
se v magnetickém nebo vysokofrekw¥eim poli separuji podle podilu hmotnosti a naboje a
zaznamenano hmotnostni spektrum. Hmotnostni detejstou vysoce citlivé a selektivni, ale
finanéné velmi nar@né [37].

urychleni ionti

iontovy zdroj
\ clekiromagnet

zesilovad |PJ_\
|

hmoetnostni spektrum

Obr. ¢. 18: Schéma hmotnostniho spektrom@til]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pFistroje a vybaveni

3.2

Analytické vahy HR-120-EC, &D Instruments, Japonsko
pH metr InoLab WTW series, Maneko, CZ
SPE extraktor Baker, model spe-12 G, membranova&wayKIF LAB. Laboport,
Maneko, CZ
Pristroj pro suSeni dusikem Evaterm, Labicom, CZ
Kolonky:
= SupelcleadVENVI™ — 18 SPE, SRN
= Qasis HLB, Cartridge, Waters, USA
Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series, USA
Kolona ZORBAX Eclipse XDB-C-18, velikost 4,6x150 mmelikost ¢astic 5um
Agilent, USA)
Detektor DAD Agilent 110 Series, USA
Bézné laboratorni vybaveni

Pouzity software pro zpracovani a interpretaci dat

Microsoft Office Word 2003

Microsoft Office Excel 2003

ACD/ChemSketsch FREEWARE, verze 10.0

HP Chem Station pro LC 3D, Rev.B.01.01 (Agilent,A)S

3.3 Pouzité chemikalie a standardy

3.3.1

Chemikalie

Acetonitril, ChromasolV pro LC, Sigma - Aldrich, SRN
Ethylacetat pro HPLC, Lach - Ner, s.r.o0., CZ

Ethanol, LiChrosolv, Merk, SRN

Kyselina sirova, Lach — Ner, s.r.o., CZ

Kyselina mravedi, Sigma - Aldrich, SRN

Kyselina fosforéna, Penta, CZ

Methanol pro HPLC, Lachema a.s., CZ

Mili Q voda

Standardy

Naproxen, pro HPLCistota 99,9% Sigma — Aldrich, SRN
Salicylic acid gistota 99+%, Sigma - Aldrich Chemie, SRN

3.4 Vlastnosti stanovovanych analyi

3.4.1

Naproxen

Strukturni vzorec: GH1403
Relativni molekulova hmotnost: M 230,26
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Vlastnosti: Bily krystalicky praSek, prakticky nepustny ve vo& dokie rozpustny
v methanolu a v 96% ethanolu. d@@no na vysuSenou latku, obsahuje 99,0 az 101,0 %
sloweniny G4H1403 [24].

3.4.2 Kyselina salicylova (Salicylic acid)

Strukturni vzorec: @03

Relativni molekulova hmotnost: M 138,12

Vlastnosti: Bila krystalicka latka, Sp&tnozpustna ve vag dolre rozpustna v 96% ethanolu.
Patitano na vysuSenou latku, obsahuje 99,0 az 10GBa&teniny GHgOs [24].

3.5 Postupy stanoveni

3.5.1 lIzolace sledovanych analyi

Analyty byly izolovany pomoci SPE na kolonkach GdsLB:
Aktivace kolonky 6 ml methanolu, 5 ml mili Q vody
- Naneseni 30 ml vzorku (ohf. 19)
- Promyti 1,5 ml mili Q vody
- SuSeni proudem vzduchu
- Eluce 2 x 4 ml methanolu (olt. 20)
- SuSeni proudem dusiku (obr.21)
- Rozpusni v 1 ml methanolu

- —
— S

.
I

Obr.¢. 19: SPE- nanéSeni vzorku
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Obr.¢. 20: SPE - Eluce

Obr. & 21: SuSeni dusikem
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3.5.2 Identifikace a kvantifikace analyti

Pripravené vzorky byly analyzovany pomoci vysokoaé kapalinové chromatografie
(HPLC) na kapalinovém chromatografu Agilent 1100i&x vyuzZita byla kolona ZORBAX

Eclipse XDB-C-18. K identifikaci fitomnych analyt byl pouZzit UV detektor typu DAD.

Kvantifikace byla provedena pomoci kalitnd kiivky.

=
=

Obr. ¢. 22: Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Serid3AD Agilent 1100 Series

Obr. ¢. 23: Kolona ZORBAX Eclipse XDB-C-18/&gkolonou
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3.5.2.1 Chromatografické podminky
- Mobilni faze: acetonitril a 0,1% roztok kyselinysforené
- Gradientova eluce (tabulkal)
- Nastik: 5 pl
- Pratok: 1 ml/min
- Teplota: 20°C
- VInova délka: 230 nm
- Doba analyzy: 20 min

Tabulkac. 1: Casovy pfibeéh gradientu mobilni faze

¢as (min) CHCN HsPO,
0 10 90
20 100 0

Pribéh gradientu

=
o
o

e

= 90
\% 80
< 70
% 60
g 50 + acetonitril
= 40 kyselina fosforéné
o 30
(@]
» 20

10

0~ i ‘ |
0 5 10 15 20
¢as (min)

Obr. ¢. 24: Graficky pfibeh gradientu mobilni faze
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Ur¢eni a optimalizace chromatografickych podminek

Standardni roztoky o koncentraci 0,005 mg/ml byljpraveny fednim methanolovych
roztoki kyseliny salicylové a naproxenu o koncentracir@d@ml v mili Q vodk.

4.1.1 Optimalizace mobilni faze

Pro optimalni pror¥eni stanovovanych analybylo nutné vybrat vhodnou mobilni fazi. Ve
vSech pipadech byl pouzit acetonitril, ktery se kombinosakyselinou sirovou (pH = 2,1),
0,1% roztokem kyseliny fosfotaé a 0,01 M kyselinou mravein

T DACT C, 5ig-230,16 Rer-360,100 (08_02_24_LUvaAMFLEOO0006 D)

150

100

50

mi

Obr. ¢. 27: Chromatogram kys. salicylové a naproxenu @/&,01 M HCOOH + ACN),
retercni cas kyseliny salicylové: 8,661 min, retehcas naproxenu: 12,518 min

Kyselina mravedi jako mobilni faze neni vhodn4, protoze §hem promsirovani klesa base-
line.
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1 DAD1 D, Sig=230,16 Ref=350,100 (09_0Z_Z4_L\SAMFLEODO0O7 D)

175

150 -

125 -

100

75

50 -

25 -

Obr. ¢. 28: Chromatogram kys. salicylové a naproxenu @H,SQ, + ACN), reteidni cas
kyseliny salicylové: 9,284 min, retén cas naproxenu: 12,519 min

Kyselina sirova se jevi jako vhodna mobilni faze gtanoveni é&hto I&iv, avSak pik
kyseliny salicylové chvostuje.
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1 DAD1 D, Sig=230,16 Ref=350,100 (09_0Z_04_L\iSAMFLEDDO00S. D)
mal
250

150

100 -

50

T T T T T
g 10 Rkl 12 13

Obr. ¢. 29: Chromatogram kys. salicylové a naproxenu @%;1% HPO, + ACN).
Reteni cas kyseliny salicylové: 9,255 min, retehcas naproxenu: 12,540 min

[ DAD1 D, Sig=230,16 Ref=380,100 (08_02_29_LW\SAMP LEODOOO7 )

= DAD1 D, Sig=230,16 Ref=360,100 (08_0Z_24_L\ASAMFLEONOOD1 )

175

150

125

100 -

75 -

50

25

Obr. ¢. 30: Chromatogram kys. salicylové a naproxenuv8ami MF: HSQ, (plnacara) a
H3PO, (preruSovanatara) + ACN
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Srovnanim vySe uvedenych chromatogiabyla jako nejvhodgsi mobilni faze zvolena
0,1% HPO, a acetonitril. Reteimi ¢asy analyi jsou v tomto pipact nejkratSi a piky se
vyzna&uji nejlepsim tvarem.

4.1.2 Optimalizace vinoveé délky

Pro optimalni chromatografické podminky jeela vybrat vinovou délku,fpkteré bude
probihat ndfeni. Z nize uvedenych {i¢ht absorgnich spekter analitvyplyva, Zze pro
meteni kyseliny salicylové i naproxenu je nejvhe@invinova délka 230 nm.

1 DADA, 9195 (2.0 mAl, -3 of SAMPLEDOOOOS.D
mAl
2 —
1.5
1 -
0.4
|:| —
0.5
1 T T T T T T T T T
220 240 260 280 a0 20 340 260 a0 Ty

Obr. ¢. 31: Spektrum kyseliny salicylové

1 AR, 2455 (5.0 mald, - ) of SAMPLEOOOODS.
mAll -

L L L [ L/ [ L] [
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nim

Obr. ¢. 32: Spektrum naproxenu
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Obr. ¢. 33: 3-D spektrum kyseliny salicylové a naproxenu

4.1.3 Optimalizace teploty

Teplota je dalSim Wezitym faktorem p optimalizaci podminek HPLC. Porovnanim nize
uvedenych chromatograibyla jako nejvhod¥si zvolena teplota 20°C, protoze piky jsou
symetrétéjSi nez i 25°C a retedni casy analyi jsou kratSi nezipteplo® 15°C.
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[ DADT D, Sig=230,15 Ref=360,100 ([09_0Z_24_LW\SAMPLEDOOO0T.0)

0 2 e
T DADA b, Sig=230,10 Ref=300,100 (10_02_24_LW\SARF LE000004.5)

0 2 e
T DADT b, Sig=230,15 Ret=360,100 (0_02_24_LW\S A LE000005 5)

: N

T T T T
0 2 4 [} £l

Obr. ¢. 34: Chromatogramy kyseliny salicylové a naproxesiu teploty

1) 20°C, reterini cas kyseliny salicylové: 9,255 min, refancas naproxenu: 12,540 min
2) 25°C, retenni cas kyseliny salicylové: 9,059 min, retehcas naproxenu: 12,407 min
3) 15°C, reterni cas kyseliny salicylové: 9,464 min, retehcas naproxenu: 12,657 min

4.1.4 Optimalizace pritoku mobilni faze
Pritok mobilni faze vyznamnovliviiuje retekni casy a odezvu analytJako nejvhod)si se

N 1

jevi praitok 1 ml/min, protozZe i vy53Sim pfitoku dochazi k chvostovani ila @i niz§im
pratoku je vyrazi delSi retetini cas analyi.
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1 DAD1 D, Sig=230,16 Ref=350,100 (089_0Z_Z4_L\SAMFLEODOO01.D)

T T T T T
75 10 125 15 175 mi

o 25 5
O DADT D, Sig=230,16 Ref=360,100 (08_0Z_24_L\iSAMFLEONOO0Z D)

T T T T T
=} 25 5 75 10 125 15 17.5 mi
[ DAD1 D, Sig=230,16 Ref-360,100 (08_0Z_29_LW\SAMF LEODOO0E. )

Obr. ¢. 34: Chromatogramy kyseliny salicylové a naproxérfiiv mnoZzstvi pitoku mobilni
faze
1) 1 ml/min, reteeni cas kyseliny salicylové: 9,255 min, refahc¢as naproxenu: 12,540 min

2) 1,5 ml/min, retedni ¢as kyseliny salicyloveé: 7,486 min, retehcas naproxenu:
10,821 min

3) 0,5 ml/min, retedni ¢as kyseliny salicylové: 13,448 min, retehcas naproxenu:
16,863 min

4.2 Optimalizace postupu extrakce pevnou fazi (SPE)

Pro nalezeni vhodné Upravy vzorku byly pouzity dypy kolonek. Nejprve byly analyty
izolovany na kolonkach SupelcledENVI™ — 18 SPE. Byly porovnavany wnosti
jednotlivych postuf pro gipravené roztoky ze standardkyseliny salicylové a naproxenu
o koncentraci ¢ = 0,005 mg-Thl Kalibrani roztoky byly pipraveny redsnim zasobnich
roztoki naproxenu a kyseliny salicylové v methanolu. Fmgy porovnavany postupy pro
stejné vzorky na kolonkach Oasis HLB. ¥3most byla vypéitana pomoci kalibgani kiivky.
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Kalibra¢ni kiivka kyseliny salicylové v methanolu

300,0-

250,0 - y = 13457x - 4,2803
R® = 0,9975

200,0-

100,01

50,0 -

plocha pik
|_\
a1
o
©

0,0 ; | | | |
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025

¢ (mg/m)
Obr. ¢. 25: Kalibracni kiivka kyseliny salicylové v methanolu

Kalibragni kiivka naproxenu v methanolu

1800,0 -
1600,0-
1400,0-
1200,0-
1000,0-
800,0-
600,0-
400,0-
200,0-
0,0 } } } } }

0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025

¢ (mg/mi)

y = 82430x - 22,116
R®=0,9976

plocha pik

Obr. ¢. 26: Kalibrachi kiivka naproxenu v methanolu
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4.2.1 Postupy pro kolonky SupelcleanMENVI™ — 18 SPE

Pro nalezeni optimalnich #nosti bylo na kolonkach SupelcleAdHENVI™ — 18 SPE
zkouSeno &kolik postugi:
- Postupe. 1:
Aktivace kolonky 3 ml acetonitrilu a 3 ml mili Q dy
Naneseni 30 ml vzorku
Promyti 2 ml mili Q vody
Eluce 2 x 2 ml methanolu
SusSeni dusikem
Rozpu&Eni v 1 ml methanolu

- Postupe. 2:

Aktivace kolonky 5 ml methanolu a 3 ml mili Q vody
Naneseni 30 ml vzorku

Promyti 3 ml mili Q vody

Suseni 30 min proudem vzduchu

Eluce 2 x 4 ml methanolu

SusSeni dusikem

Rozpustni v 1 ml methanolu

-  Postupe. 3:
= Aktivace kolonky 2 ml ethylacetatu, 2 ml methanaw2 ml mili Q
vody
Naneseni 30 ml vzorku
Promyti 2 ml 5% methanolu
Eluce 3 x 2 ml srsi methanolu a ethylacetatu (1:1)
SusSeni dusikem
Rozpustni v 1 ml methanolu

- Postupc. 4:

Aktivace kolonky 2 x 5 ml methanolu a 2 x 5 ml ngflivody
Naneseni 30 ml vzorku

Promyti 2 x 5 ml mili Q vody

SuSeni 15 min proudem vzduchu

Eluce 3 x 2 ml methanolu

SuSeni dusikem

Rozpu&Eni v 1 ml methanolu.

4.2.1.1 Vytéznosti kyseliny salicylové a naproxenu
Tabulkac. 2: Vyeznosti kyseliny salicylové na kolonkéach Supelclé&NVI™ — 18 SPE:

POStUpE. koncelz:lt}[\r/ggen(img/ml) Vysmd(?r?gi/(r?:)cemrace Vyteznost (%)
1 0,005 1,172.1 2,37
2 0,005 1,098-16 2,33
3 0,005 1,577-1 3,19
4 0,005 3,860-10 7,80
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Tabulkac. 3: Vy&Znosti naproxenu na kolonkach Supelcl@4BNVI™ — 18 SPE:

PoStUp. Pﬁvod(nnl'];?mnlt;entrace V)’/sled(rrlr?gl/(r?]rll)centrace Vyteznost (%)
1 0,005 5,903-1 11,82
2 0,005 6,240-16 12,49
3 0,005 6,066-10 12,14
4 0,005 1,781-1d 36,65

Vytéznosti kyseliny salicylové (tabé. 2) i naproxenu (tab¢. 3) jsou na kolonkach
Supelclean™ENVI™ — 18 SPE u vSech postupelmi nizké. Pro tato &va je tedy tento
typ kolonky nevhodny, dalSi #poby izolace byly tedy zkouSené na kolonkach GdkR.

4.2.2 Postupy pro kolonky Oasis HLB

- Postupe. 1:

- Postup

.2

- Postupe. 3:

- Postupt. 4:

Aktivace kolonky 6 ml methanolu, 5 ml mili Q vody
Naneseni 30 ml vzorku

Promyti 1,5 ml mili Q vody

SuSeni proudem vzduchu

Eluce 2 x 4 ml methanolu

SuSeni proudem dusiku

Rozpu&Eni v 1 ml methanolu

Aktivace kolonky 6 ml acetonu, 6 ml methanolu alémii Q vody
Naneseni 30 ml vzorku

SuSeni proudem vzduchu

Eluce 3 x 2 ml methanolu

SuSeni proudem dusiku

Rozpustni v 1 ml methanolu

Aktivace kolonky 5 ml ethylacetatu, 5 ml methana@lb ml mili Q
vody

Naneseni 30 ml vzorku

Promyti 1,5 ml mili Q vody

SuSeni proudem vzduchu

Eluce 2 x 4 ml ethylacetéatu

SuSeni proudem dusiku

Rozpustni v 1 ml methanolu

Aktivace 3 ml ethylacetatu, 3 ml acetonu, 3 ml r@ilvody
Naneseni 30 ml vzorku

SuSeni proudem vzduchu

Eluce 6 ml snisi ethylacetatu a acetonu (1:1)

SuSeni proudem dusiku

Rozpu&Eni v 1 ml methanolu
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- Postupk. 5:

Aktivace 6 ml methanolu a 6 ml mili Q vody

Naneseni 30 ml vzorku

Promyti 1 ml 5% methanolu

Eluce 3 ml smsi acetonitrilu a ethanolu (70:30) a 2 ml &in
acetonitrilu a methanolu (70:30)

= SuSeni proudem dusiku

*» Rozpustni v 1 ml methanolu.

4.2.2.1 Vytéznosti kyseliny salicylové a naproxenu
Tabulkac. 4: Vyeznosti kyseliny salicylové na kolonkach Oasis HLB:

POStU. Pﬁvod(r;ri]g?nr]lgentrace Vysled(rrlr?gl;r?ﬁ])centraca Vyteznost (%)
1 0,005 4,395.1d 88,79
2 0,005 3,895-19 78,69
3 0,005 3,580-19 72,33
4 0,005 4,316-1d 87,19
5 0,005 3,561-19 71,93

Tabulkac. 5: Vyeznosti naproxenu na kolonkach Oasis HLB:

P concensas ngim] V¥Ez0st 09
1 0,005 5,233-19 104,76
2 0,005 4,488-19 89,84
3 0,005 5,440-19 108,90
4 0,005 4,939-1d 98,88
5 0,005 4,744.-1 94,98

Tabulka¢. 4 a 5 ukazuje vyggnosti naproxenu a kyseliny salicylové gkouseni fiznych
postufi na kolonkach Oasis HLB. Wginosti vSech postdp jsou Vvrozmezi
(89,94 - 108,90) %. Pro kyselinu salicylovou je leg$i postupé. 1, pro naproxen
postupé. 1 a 3. Déle bylo pracovano&rtito dwma postupy.
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Tabulkac. 6: Vyeznosti kyseliny salicylové na kolonkach Oasis Ht@Bgostupe.1:

postlupC- koncevrﬁlai%n?mg - Vytéznost (%)
1 3,753-15 75,82
2 3,391-1G 68,50
3 4,668-10 94,30
4 4,786-16 96,69
5 4,571-18 92,35

Primérné vygznost: 85,53%
Primérné koncentrace: 4,234-3@ng/ml
Smerodatna odchylka: 5,565-f@ng/ml
Rozptyl: 3,097-10 mg/ml

Tabulkac. 7: Vy¥zZnosti naproxenu na kolonkach Oasis HLB pro postlip

Postupe. 1 Vysled(rrlr?gI/(r?]rll)centrace Vytéznost (%)
1 4,193-16 83,94
2 3,931-10 78,70
3 4,071-18 81,51
4 4,115-16 82,38
5 4,019-16 80,46

Primérné vyeznost: 81,40 %
Primérna koncentrace: 4,066-1@ng/ml
Smerodatna odchylka: 8,830-2ong/ml
Rozptyl: 7,798-18 mg/ml



Tabulkac. 8: Vyeznosti kyseliny salicylové na kolonkach Oasis Ht@Bpgostupe.3:

pos;upC- koncevrﬁlai%n?mg - VytéZznost (%)
1 2,063-16 41,67
2 2,451-15 49,52
3 1,953-16 39,46
4 1,893-16 38,25
5 1,818-16 36,74

Primérné vyeznost: 41,13 %
Primérna koncentrace: 2,036-1@ng/ml
Smirodatna odchylka: 2,226-tong/ml
Rozptyl: 4,956-18 mg/ml

Tabulkac. 9: VyeZnosti naproxenu na kolonkach Oasis HLB pro po&t8p

Pos;upé. VS’S|ed(rr‘r?g|/<r?lrl‘)Centrace Vyt&znost (%)
1 3,782.10 75,71
2 3,956-10 79,21
3 4,243-16 84,94
4 4,576-10 91,61
5 4,436-10 88,80

Primérné vyeznost: 84,05 %
Primérna koncentrace: 4,199-3@ng/ml
Smerodatna odchylka: 2,943 tong/ml
Rozptyl: 8,663-18 mg/ml

Kyselina salicylova ma nejvyssi ¥nost u postupg. 1 (85,53%) (tab¢. 6), naproxen

u postupwe. 3 (84,05 %) (tab¢. 9). Vzhledem k velmi nizké winosti kyseliny salicylové
u postupl. 3 (41,13 %) (tahi. 8) byl jako optimalni zvolen postupl.
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4.3 Optimalizovani metoda pro stanoveni kyseliny salidgvé a naproxenu

Provedenim vySe uvedenych experiniebyly nalezeny optimélni podminky pro izolaci
kyseliny salicylové a naproxenu SPE a jejich nasbedanalyzu HPLC. Extrakce pevnou fazi
se provede na kolonk&ch Oasis HLB nasledujicimupesh:
Aktivace kolonky 6 ml methanolu, 5 ml mili Q vody

- Naneseni 30 ml vzorku

- Promyti 1,5 ml mili Q vody

- SuSeni proudem vzduchu

- Eluce 2 x 4 ml methanolu

- SuSeni proudem dusiku

- Rozpus&Eni v 1 ml methanolu.
Analyza vysokotinnou kapalinovou chromatografii se provedeézato podminek:

- MF: acetonitril + 0,1% roztok kyseliny fosfame gradientovym gfenim

- VInova délka: 230 nm

- Teplota 20°C

- Pratok: 1 ml/min
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5 ZAVER
Byla zpracovana reSerSe obsahujici zakladni infoema analgetikach, jejich jmiku do
Zivotniho progiedi a metodach stanove#chito I&€iv.
Cilem bakal&ské prace bylo vypracovat metodicky postup proatani vybranych analgetik
v modelovych vzorcich vod a tuto metodu optimaletpaby byla pouZzitelnd pro stanoveni
téchto I&iv v realnych vzorcich.
- Jako vhodn& analgetika byla vybrana kyselina dal@ a naproxen, jelikoZ jsou
velmi ¢asto obsazeny v medikamentech.
- lzolace I€iv byla provedena extrakci na pevné fazi (SPE), \ydran vhodny typ
sorbetu a optimalni postup pro uskukni extrakce.
- Vlastni analyza analgetik byla provedena vysa@kuoiou kapalinovou chromatografii
s detektorem s diodovym polem (HPLC - DAD), kdeawro optimalni stanoveni
vybrana vhodna vinova délka, mobilni faze, tepbotaitok.
Optimalizovana metoda bude pouZzita pro stanovealytinv realnych vzorcich ip feSeni
navazujici diplomové prace.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK ASYMBOL U

GC-MS.........oveeies Plynova chromatografie - hmotnostnildpametrie
HPLC-MS............... Vysoko@inna kapalinova chromatografie — hmotnostni spekétoie
CE-MS...................Kapilarni elektroforéza — hmotnostnékpometrie
NSAID...................Nesteroidni protizéaslivé latky

CNS....oeii . Centralni nervovy systém
COX.........eevvne.v.....Cyklooxigenaza
ATP.......................Adenosintrifosfat

COV......................Cistirna odpadnich vod
UV...........oeevveenJUltrafialove zgeni

GIT oo Gastrointestinalni trakt

DAD......ooveiee, Detektor s diodovym polem
LLE.......................Extrakce kapalina - kapalina

SPME.......cccooeieeee. Mikroextrakce na pevneé fazi
Mioooooivviieieeene......Relativni molekulova hmotnost
SPE........................Extrakce pevnou fazi

HPLC......coeiiee. Vysoce @inna kapalinova chromatografie
GCoiiee e Plynova chromatografie
FTIR......................Fourierova transformace s infemvenou spektroskopii
MF. ., Mobilni faze
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