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pevnou fazi, kapilarni zéonova elektroforéza

Uvod

V poslednich nékolika letech se vyznamnou soucasti
specifickych znecist'ujicich latek Zivotniho prostiedi stala
mj. i 1é¢iva'. Zajem o tyto latky zptisobil prevazné fakt, e
jejich koncentrace v riznych slozkach zivotniho prostiedi
neustale nartistd. Dal$i diivod zajmu souvisi s moznymi
nepfiznivymi u€inky na rizné organismy. V Zivotnim pro-
stiedi 1éCiva nejvice zatézuji vodni ekosystém, do kterého
se Skodliviny dostavaji z distiren odpadnich vod
v disledku pouze ¢astecné eliminace béhem Cisticich pro-
cest”™. Pritomnost 1é¢iv ve splaskové vodé je dusledkem
toho, Ze jen Cast zkonzumovanych 1éCiv je v organismu
zpracovana a do vody se tak dostava nejen jako smés ruz-
nych metabolitd, ale 1 v nezménéné podobé¢, a to az z 80 %
(cit.”).

Mezi jednu z nejvice uzivanych skupin IéCiv po celém
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(NSAIDs — non-steroidal anti-inflammatory drugs)®, které
tvofi podskupinu analgetik. Jedna se o latky potlacujici
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mnohdy i protirevmatické ucinky. Tyto latky nemaji nar-
kotické ucinky a mnohé z nich lIze ziskat bez 1ékatrského
predpisu, coz je také jednim z divodu jejich vysoké spotie-
by™®. V CR se pohybuji koncentrace t&chto latek
v odpadnich vodach fadové v jednotkach az desitkach pg I
(cit.?).

Spotiebu a uzivani téchto 1é¢iv nelze v podstaté regu-
lovat — ani co do sortimentu, ani co do mnozstvi'. Praktic-
ky jediny zptisob, jak zabranit jejich vniknuti do zivotniho
prostiedi, je zavedeni novych technologickych procest
¢iSténi odpadnich vod, které zvysi jejich odbourdni. Tomu
vSak ptredchazi rozvoj novych analytickych a extrakcnich
metod, které s dostatecnou ptesnosti dokdzou kvalitativné
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i kvantitativné stanovit tyto latky ve vodném prostiedi.
Vzhledem k Sirokému sortimentu spotfebovanych 1éCiv se
v soucasné dobé rozviji metody zalozené predevSim na
skupinové extrakci latek podobného charakteru a jejich
nasledné analyze. Dulezitou roli pfed vlastnim stanovenim
hraji predseparacni kroky, pfi nichz dochazi k ¢aste¢nému
precisténi a zakoncentrovani stanovovanych analyti. Pro
tyto ucely bylo pouzito a publikovano mnoho rtznych
analytickych metod, zalozenych pfevazné na extrakci tu-
hou fazi (SPE) v kombinaci s chromatografickymi sepa-
racnimi metodami s hmotnostné spektrometrickou detekci
(LC-MS a GC-MS)*!°.

Vyuziti kapilarni zonové elektroforézy (CZE) pfi
se totiz 0 metodu instrumentalné méné narocnou, pii niz je
ve srovnani s chromatografii mnohem mensi spotieba che-
mikalii (rozpoustédla, nosné plyny). Dal§i vyhodou je
relativné kratky c¢as analyzy (pfi spravné nastavenych pod-
minkach) z diivodi vysoké separacni u€innosti. V ptipadg,
ze je vzorek dostupny pouze v malém hmotnostnim ¢i
objemovém mnozstvi, je vyhodou velmi malé mnozstvi
vzorku davkované do kapilary (fadové femtomoly analytu
v nanolitrovych objemech vzorku)''™". Malé objemy déav-
kovanych vzorkt vsak Casto vyzaduji zakoncetrovani ana-
lyth pfi ptipravé vzorku pfed vlastni CZE analyzou.

Tato prace je zaméfena na optimalizaci extrakce vy-
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latek: kyselina salicylova (SAL), diklofenak (DIC),
ibuprofen (IBU), ketoprofen (KET), naproxen (NAP)
a paracetamol (PAR), viz tabulka I; a jeji mozné vyuziti
pro dalsi léciva podobného charakteru. Jako extrakéni
metoda je vyuzita extrakce pevnou fazi (SPE) s pouzitim
kolonek Oasis HLB. Soucasn¢ je uvedeno pouZiti kapilarni
z6nové elektroforézy jako vhodné separacni metody pro
stanoveni pravé tohoto typu léciv.

Experimentalni ¢ast
Pouzivané ptistroje a zafizeni

Pti pfipravé roztoki byly vyuzity analytické vahy
HR-120 (A&D Instruments, Japonsko), pH-metr InoLab
WTW series (Nemeco, CR) a ultrazvukova vodni lazen
Teson 4 (Tesla, CR). Extrakce pevnou fazi byla provadéna
na SPE zaftizeni s nastavcem pro odpafovani pod dusikem
(Sigma-Aldrich, Némecko) s vyuzitim kolonek Oasis HLB
(Waters, USA). Pii analyze byl pouzit kapilarni elektrofo-
reticky analyzator Agilent, typ CE, vybaveny spektrofoto-
metrickym detektorem s polem diod (Agilent Technolo-
gies, Némecko) a dvoupaprskovy UV/VIS spektrofotometr
Unicam UV 500 (Thermo Spectronic, USA).

Pouzivané chemikalie a standardy
Vsechny pouzité chemikalie byly Cistoty p.a. Kyseli-

na chlorovodikova 35%, methanol (Penta, CR), hydroxid
sodny (Lachema, CR), mesityloxid (Merck, CR), tetrabori-
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Tabulka I
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Analyt Zkratka pK, Strukturni vzorec
OH
Kyselina salicylova SAL 2,97 H
O
Cl H ONa
Diklofenak DIC 4,15 J\: N
Cl
CHa
OH
Ibuprofen IBU 491 CHs
HaC ©
o] CH;3
Ketoprofen KET 4,45 OH
0
CHo
_-OH
Naproxen NAP 4,15 OO
HiCr g, o}
H CH
3
Paracetamol PAR 9,38 /©/ \ﬂ/
o]
HO

tan sodny — dekahydrat (Onex chemie, CR), standardy
léciv: SAL, DIC, IBU, KET, NAP, PAR (Sigma-Aldrich,
Némecko), deionizovana voda upravena piistrojem Milli-Q
Academic (Millipore, USA).

Pracovni postupy

Priprava roztokii

Byly pfipraveny zisobni roztoky = NSAIDs
o koncentraci 100 mg 1" ze standardd 1é¢iv, nejprve roz-
pusténim v malém mnoZstvi methanolu a poté doplnénim
pozadovanym mnozstvi Milli-Q vody. Z téch pak byly pro
SPE pfipravovany smésné roztoky 1éCiv s koncentracemi
20 pg 1" pro kazdy jednotlivy analyt. Jako zakladni elek-
trolyt pro CZE byl pfipraven boratovy tlumivy roztok
z navazky tetraboritanu sodného o koncentraci 25 mmol 1™,
ktery byl titrovan 0,5 mol 1" hydroxidem sodnym na
pH 10. VSechny roztoky byly pro Gplné rozpusténi a od-
plynéni ponechdny 20 min v ultrazvukové vodni 14zni.
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Identifikace a kvantifikace analytii

Pti analyze na CZE byla vyuzita nepokryta kiemenna
kapilara s vnitfnim primérem 75 pum, vn&jsim primérem
375 pm a separacni délkou 75,4 cm (celkova délka
83,5 cm). Aplikované pracovni napéti bylo 30 kV
(pozitivni polarita) a teplota kapilary 25 °C. Ptred vlastnim
mé&fenim byla kapilra promyvana 30 min 0,1 mol 1" roz-
tokem NaOH pro jeji procisténi a deprotonizaci silanolo-
vych skupin na vnitinim povrchu. Vlastni méfeni pak se-
stavalo z prekondiciona¢niho kroku, kdy byla kapilara
promyvéna postupn& 1 min 0,1 mol I"' NaOH, 1 min Milli-Q
vodou a 3 min zakladnim elektrolytem (BGE), poté byl
hydrodynamicky naddvkovan vzorek (50 mbar, 5 s) a spus-
téna analyza. Doba analyzy byla nastavena na 25 min,
béhem které byly bez problémt detegovany vsechny vy-
brané analyty. Po skonceni analyzy byla kapilara promyta
1 min Milli-Q vodou. Pro zvyraznéni elektroosmotického
toku (EOF) bylo do vzorku vzdy ptidano 0,5 pl koncentro-
vaného mesityloxidu.
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Vysledky a diskuse
Analyza kapilarni zonovou elektroforézou

Vyber vhodné vinové délky pro detekci

Roztoky vybranych analyti byly nejprve proméfeny
na UV/VIS spektrofotometru pro zjisténi jejich absorpc-
nich maxim. Z naméfenych hodnot (obr. 1) byly poté vy-
brany dvé vinové délky pro detekei, a to 200 nm pro SAL,
PAR, DIC, IBU a KET a 230 nm pro NAP a mesityloxid.

Kalibracni krivky, limity detekce a stanovitelnosti

Pro sestaveni kalibra¢nich ktivek bylo pfipraveno
5 smé&snych roztokii v koncentraénim rozpéti 5 az 100 mg 1™,
Vyhodnoceni bylo provedeno pro zvolené detekéni vinové
délky 200 nm, resp. 230 nm (pouze pro NAP). Obr. 2 zob-
razuje sestavené kalibracni kfivky a tab. II limity detekce
(LOD) a stanovitelnosti (LOQ) pro vybrané analyty.

Obr. 1. Srovnani absorpénich spekter jednotlivych analyti;
—SAL,-—-- PAR,----DIC, - - - - IBU, ——— KET, ———NAP

Tabulka II
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Obr. 2. Kalibraéni kfivky pro vybrané NSAIDs; @ PAR,
O KET, B DIC, I IBU, ¢ NAP, & SAL

Optimalizace extrakce pevnou fazi

Optimalizace podminek SPE byla provedena
v nekolika krocich na modelovych vzorcich, pfipravenych
ziedénim zasobnich roztokd standarda 1é¢iv Milli-Q vo-
dou.

Extrakcni postup

Pro ucely optimalizace SPE byly zvoleny kolonky
Oasis HLB (hydrophilic-lipophilic-balanced reversed-
phase sorbent) od firmy Waters, s objemem 3 cm’ (cit.'”).

Postup pii extrakci podle cit.®: aktivace sorbentu 6 ml
methanolu, promyti 6 ml Milli-Q vody, naneseni vzorku
pipetou a naslednym piipojenim teflonové hadicky, kterou
byl vzorek nasavan z kadinky, promyti 6 ml Milli-Q vody,
suseni sorbentu prosavanim vzduchu (10 min) a poté dusi-
ku (5 min), eluce analyti 6 ml methanolu, suSeni eluatu
plynnym dusikem (do sucha) a rozpusténi odparku
v 0,5 ml zakladniho elektrolytu.

Limity detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ) v mg 1™ pro stanovované analyty®

Hodnota Stanovované analyty

PAR KET DIC IBU NAP SAL
LOD, mg 1™ 0,46 1,28 0,98 1,17 0,50 0,46
LOQ, mgl™ 1,54 4,27 3,28 3,90 1,67 1,54

# Zkratky analytt viz tabulka I
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Obr. 3. Elektroforegram vybranych NSAIDs

Vliv pH na ucinnost extrakce

Z divodu rozdilnych fyzikalné-chemickych vlastnosti
analytd bylo nutné nejprve zjistit optimalni hodnotu pH,
pfi které budou léc¢iva ucinné zachycovadna na sorbentu.
K tomuto Gcéelu bylo pouzito 9 smésnych roztokd 1éCiv
o koncentracich 20 pg 1" pro kazdy jednotlivy analyt
v objemu 100 ml. Vzdy trojice z pripravenych smésnych
roztoki pak byla titroviana 0,1 mol I"' HCI ptipad-
n& 0,1 mol I NaOH na ptislusnou testovanou hodnotu pH
(pH =2, 7 a 10). V kazdé sadé méfeni bylo také upraveno

100
Uginnost, I E[-‘:[
% I—‘I {
50 || I
0 T T T T T 1
PAR KET DIC IBU NAP SAL
Obr. 4. Vliv pH na uéinnost SPE; CIpH 2, I pH 7, M pH 10
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na stejnou hodnotu pH Milli-Q vody pro ptedupravu
a promyvani sorbentu. Po provedeni extrakce pevnou fazi
byly roztoky proméfeny na CZE a vyhodnoceny pomoci
kalibra¢nich kfivek.

Vliv pH je nejvyraznéjsi u kyseliny salicylové
(obr. 4), kde pti hodnotach 7 a 10 dochazelo k tak nizkému
zachycovani analytu na sorbentu, ze se naméfené koncen-
trace jiz pohybovaly pod limitem detekce. VSechna dalsi
meéfeni byla tedy provadéna jiZ s Upravou vzorku
a promyvaci Milli-Q vody na hodnotu pH 2.

Viiv objemu elucniho cinidla na ucinnost extrakce

Pro zjiSténi vhodného mnoZzstvi elu¢niho ¢inidla byly
pouzity objemy methanolu 3, 4, 5 a 6 ml. Extrahovany
byly opét roztoky o koncentracich 20 ug 1" a objemu
100 ml.

Z vysledkt vyplynulo, ze pouziti mensiho mnozstvi
methanolu vede k netplnému vymyti analyti ze sorbentu,
a tudiz pfi nésledujicich méteni bylo pracovano s objemem
elucniho ¢inidla 6 ml. Pfi tomto mnoZzstvi se pohybuji hod-
noty extrakéni ucinnosti nad 83 % (obr. 5), kromé parace-
tamolu (57 %), jenz se svymi fyzikalné-chemickymi vlast-
nostmi od ostatnich analytii nejvice odliSuje (tab. I).

Porovnani ucinnosti extrakce p¥i riiznych objemech vzorku

V dalsich méfenich bylo ovéfeno, zda nedochazi pti
vétsich objemech vzorku k netiplnému zachycovani analy-
ti na sorbentu. K ptivodnimu objemu 100 ml byly tedy
pfidany dalsi tfi objemy (200, 300 a 400 ml), vzdy
s koncentraci analytd 20 pg 17",

Postupné zvySovani objemu vzorku se negativné pro-
jevilo pouze u paracetamolu (obr. 6), kde pii pouZiti obje-
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Obr. 5. Vliv objemu eluéniho ¢inidla na d¢innost SPE; [ V' =

3mlL T V=4ml, B V=5ml, B V=6ml
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Obr. 6. Porovnani ucinnosti SPE p¥i ruznych objemech vzor-
ku; OO V=100 ml, ! =200 ml, @ 7'=300 ml, l V=400 ml

mu 400 ml doslo k poklesu ucinnosti extrakce na 26,7 %.
U ostatnich analytli k zasadnim zménadm nedochazelo,
spise bylo pozorovano mirné zvySovani u€innosti.

Porovnani ucinnosti extrakce pri riznych koncentracnich
hladinach analytii

Poslednim krokem optimalizace metody bylo porov-
nani extrakci riznych koncentra¢nich hladin analyti za
ideédlnich podminek. Méfeni bylo provedeno na dvou kon-
centra¢nich hladinach. Za timto Gcelem byly pouzity roz-
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Obr. 7. Porovnani u¢innosti SPE pfi riznych koncentra¢nich
hladinch analyti; Jce=4 pg ™, W e=20pg I, M c=80 pg 1™

toky s koncentracemi 4, 20 a 80 ug 1" 0 objemech 100 ml.

Pozorovatelné rozdily byly zejména u analyti NAP
a SAL. U naproxenu bylo pozorovano s narustem jeho
koncentrace ve vzorku postupné zvySovani ucinnosti ex-
trakce, naopak u kyseliny salicylové byl nalezen postupny
pokles ucinnosti (obr. 7).

Zavér

Extrakce pevnou fazi je v soucasné dobé jedna
z nejéastéji vyuzivanych preanalytickych metod k tprave
vzorku. V této praci byl optimalizovan postup SPE pro

-----

(kyselina salicylova, diklofenak, ibuprofen, ketoprofen,
naproxen a paracetamol), které patii mezi nejcastéji pouZzi-
vané piipravky proti bolesti v CR. Pii optimalizaci byla
zohlednéna ucinnost extrakce v zavislosti na pH a objemu
vzorku, objemu elu¢niho ¢inidla a porovnani pfi riznych
koncentracnich hladinach analytu ve sledované matrici.
Optimalnich vysledkid bylo dosazeno pfi hodnotach pH 2
a objemu elucniho ¢inidla 6 ml. Déle byl pozorovan nega-
tivni vliv na ucinnost SPE pii zvySovani objemi vzorkt
u paracetamolu a pfi zvySovani koncentrace kyseliny
salicylové ve vzorku. Zarovenn byly stanoveny optimalni
podminky pro separaci téchto 1éCiv kapilarni zénovou
elektroforézou. Cely postup je zaméfen na extrakci analytl
z vodného prostiedi a je tedy v praxi vyuzitelny na sledo-
vani téchto nebo podobnych kontaminantli v odpadnich
a povrchovych vodach.

Tato price vznikla za podpory grantu MSMT CR
FCH-S-11-2.
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This study is focused on the development of solid-
phase extraction (SPE) of some acid drug residues from
water environment. The target drugs are non-steroidal anti-
inflammatory drugs — salicylic acid, diclophenac, ibupro-
phen, ketoprophen, naproxen and acetaminophen. The
extraction efficiency of SPE was evaluated by capillary
zone electrophoresis of the above drugs in SPE effluents.
Methods are developed for determination of residues of
selected drugs and similar compounds in real samples of
water.

De¢kan ptirodovédecké fakulty UK

vypisuje konkurs na piijeti do doktorského studia v nasledujicich oborech:

Analyticka chemie, Anorganicka chemie, Biochemie, Fyzikalni chemie,
Makromolekularni chemie, Modelovani chemickych vlastnosti nano-
a biostruktur, Organicka chemie a Vzdélavani v chemii.

Studium bude zahajeno 1. 10. 2012. Podminkou pfijeti je absolvovani VS

ve shodném nebo blizkém studijnim oboru. Pfihlasky a podrobné informace jsou na
adrese: PiF UK, odd¢leni doktorského studia, Albertov 6, 128 43 Praha 2,

tel. 221 951 162, 221 951 163. Prihlasky se pfijimaji do 30. 4. 2012.

35



