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ABSTRAKT

Analgetika jsou v dneSni dobé Siroce vyuzivanou skupinou lé€iv jak v humanni tak i ve
veterinarni medicin€. Rezidua téchto 1éCiv se dostdvaji do povrchovych vod z Cistiren
odpadnich vod, ve kterych nedojde k jejich eliminaci.

V bakalarské praci byly experimentalné¢ ovéieny moznosti stanoveni rezidui analgetik ve
vodach pomoci plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie s ptedchozi derivatizaci .
Rovnéz byly porovnany jednotlivé derivatizacni postupy. Byla vyzkouSena fada
derivatizac¢nich €inidel, pro kterd byl optimalizovan postup derivatizace vybranych analgetik
(doba derivatizace, teplota, mnozstvi ¢inidla). Dale bylo ovéfeno n€kolik postupli extrakce
1é¢iv z vody pomoci extrakce na tuhou fézi. Pouzitou analytickou koncovkou pii vSech
meéieni byla plynovéa chromatografie s hmotnosti detekci (GC/TOF-MS).

ABSTRACT

Analgesics are nowadays widely used group of drugs in human and also in veterinary
medicine. Residuals of these drugs enter surface waters via discharges from the waste water
treatment plants as the result of insufficient efficiency of their removal during cleaning
process.

In this bachelor thesis the possibilities of the analgesics residuals determination in waters
using derivatization followed by gas chromatography with mass spectrometric detection were
experimentally evaluated. Individual derivatization procedures were compared too. Several
derivatization agents were tested and experimental parameters for selected analgesics were
optimized (reaction time and temperature, amount of derivatizing agent). Further, several
procedures of isolation of target compounds from water based on Solid Phase Extraction were
verified. In all cases, gas chromatography with TOF-based mass spectrometric detection acts
as final analytical method.

KLICOVA SLOVA

rezidua 1éCiv, plynova chromatografie, derivatizace, SPE

KEYWORDS

drug residuals, gas chromatography, derivatization, SPE



SYKORA, R. VyuZiti plynové chromatografie pro stanoveni rezidui 1é&iv. Brno: Vysoké ucéeni
technické v Brné, Fakulta chemicka, 2009. 39 s. Vedouci bakalarské prace prof. RNDr. Milada
Vavrova, CSc.

PROHLASENI

Prohlasuji, ze jsem diplomovou praci vypracoval samostatné a ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a uplné citoval. Diplomova prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brn¢ a mtize byt vyuzita ke komer¢nim ucelim jen se souhlasem vedouciho
diplomové prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

PODEKOVANI

De¢kuji pani prof. RNDr. Milad¢ Vavrové, CSc. a Ing. Ludmile Mravcové za cenné rady a
odborné vedeni a rovnéZ dal§im pracovnikiim UCHTOZP za pomoc a rady pii feSeni dil¢ich
problému.



2. CIL PRACE ..ottt 6
3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY .....cvvvurmiimrireeimceeseeneeesessseesseeens 8
R R 1T A OSSO UPUSRPRR 8

R R R BT AT 11 S STUSR 8
3.1.2. LECIVE PIIPTAVKY ...vvieeiiiiiieieeeieeiteee ettt ettt ebeeneessseennaeas 8
3.1.3. POMOCHE TALKY ..ottt 8
3.1.4. LEKOVA fOTMA.....ciiiiiiiiiiiiiteeee et et 8

3.2, ANAIGETIKA. ...coiiiiiiie e et 8

3.2.1. Nenarkotickd anal@etiKa ...........cccueeviiiiiiiiiiiiiieiieeie e 8

3.2, 1.1 IDUPTOTRN ..ttt ettt e st e e e 9
3.2.1.2. Derivaty kyseliny SalicylOVeE ...........cccveruieriieniieniieeieeiecie e 9
3.2.1.3. KetOPTOTRI ..ottt 10

R I B A1) ) S 1 B USRS 11
3.2.1.5. DICIOTENAC. ...c.eeiiiieiieeie et st 11

3.3. LECIVA VO VOUACK ... 12

3.4. Metody stanoveni I€CTV.......coiuiiiiiiiiiiieeieee e 12

3.4.1. Extrakce na tuhém SOrbEtU .......cc.ovuiiiiiiiiiiiiieieeeceeeeee e 13
342, DOTIVALIZACE ...coneeiiieniie ettt ettt ettt ettt e et e et e et esateenbeesseeenseesneeenne 14
342 1 STLYLACE .t 14
3i4.2.2  ACYIACE .. e 15
3.4.2.3. ALKYIACE. ... ei ittt et e naas 15
3.4.2.4. Silylacni CInidla........cooiiiiiiiiiniii e 15

3.4.3. Chromato@rafiC........ccveiiiiiiieiiieiieeie ettt et ebe e e s e 16
3.4.3.1. Plynova chromatografie...........cccoeuiiiiiiiiiiiienie e 17

3.4.4. HMotnostni SPEKIrOMELIIC .....c.eeevieiiiieiieeiieiie ettt 19

4. EXPERIMENTALNI CAST ..ottt 23
4.1, CReMIKALIC. ..cc.eeeeieiieieee et 23

N s 5 )5 ()[R PROUUUUUSRUURUUSRRPRN 23

4.2.1. Nastaveni plynového chromatografu............cccceevieriieiieeiiieniecieeeeeeeee e 23
4.2.1.1. Plynovy chromatograf ............ccccuieiiiiiiiiieieetee e 23

4.2.1.2. HMotnostni SPEKrOmMELr .......cc.eeviieiiiiiiieiieciieiie e 23

4.3. Optimalizace derivatiza€nich metod ...........cccccoeeiiriiiiiiiiniiniicee 24

4.3.1. Retencni ¢asy @ hmotnostni SPeKLra ..........ccvevveeriieiieeiiieeiieieeie e 24
4.3.2. Optimalizace mnoZstvi pouZitého derivatizacniho Cinidla...........cccccocvevenninee. 25
432 1. MSTFA ..ttt et sttt et enee 25
4.3.2.2. BSTEA .ottt ettt et ne e ns 26
4.3.2.3. MTBSTEFA ...ttt s 27
4.3.2.4. BSTFA + 1% TIMCS ..ottt 28

4.3.3. Optimalni teplota derivatiZace..........ccueevvieeiierieiiieieeieeeve et eee e ere e eeae s 29
4.3.4. Optimalni €as derivatiZaACe .........ccervireeruieieniinieiieseee ettt 29

4.4, Kalibrace pro BSEFTA .. ....oooiiiieieee ettt ettt 30

4.5. Porovnani metod piipravy SPE Kolonek .........cccccoceeviniininiiniiniiniiicneeee 33
S.ZAVER ..ottt 35
6. POUZITA LITERATURA ....oetvtmriiriiriieresesssesesessss st ssses st ssss s ssssessnes 36
7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU ........covtviirrireinereieeeioeeeeseseennns 39



1. UVOD

Celosvétove vzrista vyroba i1 spotfeba riznych humannich i veterindrnich 1é¢iv. Tyto
1éCiva se potom dostavaji raznymi cestami do Zivotniho prostfedi. Jednou z cest jak se tyto
latky dostavaji do Zivotniho prostiedi je jejich neuplné eliminovani v Cistirndch odpadnich
vod. Obecné se 1é¢iva nachéazeji ve vodach ve stopovych mnozstvich, které nemohou zpusobit
akutni riziko, avSak se stavaji nebezpecnd pii dlouhodobé expozici. V dnesni dobé je bran
zietel hlavné na antibiotika a hormonalni 1é¢iva, ktera naruSuji pfirozenou mikrofloru
v Cistirnach odpadnich vod a ty pak vykazuji mensi €innost pii €isténi vod. AvSak uz méné
se berou v Uivahu analgetika a nesteroidni antiflogistika, ktera nejsou tak nebezpecnd, ale ve
vodach je mozna jejich detekce v koncentracich stejnych a nebo i vysSich. Proto je zapotiebi
vyvinout u¢innou analytickou metodu k jejich zjisténi.



2. CIL PRACE

e Zpracovat resersi na dané téma

e Na zékladé reSerSe ovétit moznosti stanoveni rezidui 1éciv metodou GC po predchozi
derivatizaci

e Zhodnoceni ziskanych vysledk.



3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1. Léciva
Za léciva se povazuji 1écivé latky nebo jejich smési, ptipadné 1€Civé ptipravky urcené
k aplikaci lidem nebo zvitatim [1].

3.1.1. Lécivé latky

Témito latkami se rozumi latky pfirodni nebo syntetické s farmakologickym ¢i
imunologickym ucinkem, pfipadné latky, které¢ ovliviiuji metabolismus. Tyto latky slouzi
k prevenci, k 1é¢eni a mirnéni chorob, k diagnostice a k ovliviiovani fyziologickych funkci

[1].

3.1.2. Lécivé pripravky

Timto terminem oznacujeme piipravky ziskané technologickym zpracovanim lécivych a
pomocnych latek do urcité Iékové formy, balené ve vhodnych obalech a nalezit¢ oznacené.
RozliSujeme humanni piipravky urcené k podéni lidem a veterinarni piipravky urcené
k podéni zviratim [1].

3.1.3. Pomocné latky

Jsou to slozky lécivych ptipravki, které samy nemaji lécebny Ucinek, avSak umoZiuji a
usnadnuji vyrobu, pfipravu, uchovani a aplikaci 1é¢ivych ptipravki. Nékdy mohou ptizniveé
ovliviiovat farmakokinetické vlastnosti pfitomnych 1é€ivych latek [1].

3.1.4. Lékova forma

Je to zpuisob upravy léciva do formy vhodné pro 1é¢ebné pouziti. Musi byt prizpisobena
pozadované cesté privodu léciva do organismu a musi respektovat jeho fyzikalné-chemické
vlastnosti. Podle zptisobu podani ji délime na enteralni a na parenteralni [1].

3.2. Analgetika

Jsou latky snizujici pocit bolesti, aniz by vSak vyrazné ovliviiovaly smyslové vnimani a
védomi. VétSina analgetik ma také protizanétlivy (antiflogisticky) a antipyreticky (snizujici
horecku) ucinek. Analgetika neléci pfi¢inu onemocnéni, ale pouzivaji se k napomahani
vlastniho 1éCeni tim, Ze snizuji zat¢z a stres organismu zpiisobeny bolesti, zanétem a zvysSenou
teplotou. Analgetika délime podle G¢inku na analgetika narkoticka (anodyna, opioidni

analgetika) a na analgetika-antipyreticka spolu s nesteroidnimi protizanétlivymi latkami
(NSPZL) [2].

3.2.1. Nenarkoticka analgetika

Tato skupina zahrnuje analgetika-antipyretika spolu s nesteroidnimi antiflogistiky. Tato
1é¢iva se pouzivaji potlaceni mirngjSich bolesti, horecky a riznych zanétl. Mechanismem
ucinku tohoto 1é¢iva je inhibice enzymu cyklooxygenazy (COX) Tento enzym je zodpovédny
za tvorbu prostaglandinii z kyseliny arachidonové. Prostaglandiny jsou latky zplsobujici
bolestivé vjemy a zvySujici teplotu. Pro zvySeni ucinku se Casto nenarkotickd analgetika
kombinuji s jinymi latkami napt. kofein. Hlavnimi zastupci jsou Ibuprofen, Aspirin a
Naproxen. K nezadoucim ucinktim téchto latek patfi gastrointestindlni krvaceni, ulcerace a
performace, které mohou byt az smrtelné. Riziko téchto piihod se zvySuje s velikosti podané



davky. K dal$im nezaddoucim U¢inkiim téchto 1é¢iv se tfadi nauzea, zvraceni, prljem,
flatulence, zacpa, dyspepsie, bolest biicha, melena (krev ve stolici), hematemeza (zvraceni
krve), ulcerativni stomatitis. Méné Casto gastritis (zanét zaludku) [2, 3].

3.2.1.1. Ibuprofen

Ibuprofen patii do indika¢ni skupiny nesteroidni antiflogistika, analgetika a antipyretika.
Uziva se pii mirnych a stfednich bolestech rizného ptivodu (pfedevsim bolesti kloubi, svali,
zubt, hlavy a menstruacéni bolesti), zvysené teploté a pii zanétech.

Pii dlouhodobém uzivéani ibuprofenu mize dochazet k poskozovani stény Zaludku, ¢imz
dochazi k vzniku zalude¢nich viedl. Jedinou moznosti jak tomu ptfedchézet je neuzivat
ibuprofen dlouhodobg.

Komer¢nimi ndzvy jsou napi.: Apo-Ibuprofen, Brufen, Dolgit, Ibalgin, Ibumax,
Nurofen, aj. [2, 4, 5].

Jedna z moznosti vyroby Ibuprofenu je jeho syntetizace z isobutylbenzenu (obr.¢. 1).
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Obr.¢.1: Syntéza Ibuprofenu

3.2.1.2. Derivaty kyseliny salicylové

Jsou to u¢inna antipyretika s mirnymi analgetickymi a antipyretickymi ucinky. Odedavna
byla vyuzivéna v lidovém léCitelstvi ke sniZzeni zvySené teploty ve formé¢ glykosidu salicinu,
ktery je obsazen ve vrbové kure. Hojnéjsi pouziti kyseliny salicylové a jejich derivata
umoznila az Kolbeho-Schmittova syntéza (obr.c. 2).

Nejrozsifenéjsim derivatem kyseliny salicylové je kyselina acetylsalicylova. Je to volné
dostupné antipyretikum a analgetikum. Ve vysSich davkach se stdva i protizanétlivym
lé¢ivem. Diky témto GCinklim je Casto pouzivana na léCeni revmatoidnich arthritid rizného
typu.

Kyselina acetylsalicylovd snizuje agregacni schopnost krevnich desticek v disledku
inhibice syntézy tromboxanu A,. Téchto U¢inkd se vyuziva napi. k prevenci srde¢niho
infarktu a mozkové mrtvice.

Nezadoucimi vedlej$imi uc¢inky mohou byt az zalude¢ni nebo dvanactnikové viedy, které
vznikaji ptfi dlouhodobém uzivani. DalSim nezadoucim t¢inkem muze byt zvySena krvacivost



vyvolana vys§imi davkami. U déti mladSich 12 let hrozi riziko vzniku Reyova syndromu, coz
je onemocnéni jater a mozku, které mize koncit az smrti.

Kyselina acetylsalicylova se ziska acetylaci kyseliny salicylové acetanhydridem.

Jejimi komercnimi ndzvy jsou napt.: Aspirin, Acylpyrin, Anopyrin, aj. [2, 6].

= 00, 125°C, 1 MPa 7 JP H' ff \\ d%p
2 — 0 Ma’ —
OH
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Obr.¢.2: Kolbeho-Schmittova syntéza kyseliny salicylové
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Obr.¢.3: Syntéza kyseliny acetylsalicylové

3.2.1.3. Ketoprofen

Ketoprofen je nesteroidni antirevmatikum ze skupiny derivati kyseliny propionové se
silnym antiflogistickym, analgetickym a antipyretickym uc¢inkem. Inhibuje syntézu
prostaglandini a leukotrienti, které se podileji na vzniku bolesti a zanétu, ma
antibradykininovou aktivitu a stabilizujici i€¢inky na lysozomalni membranu [7].

Pii dlouhodobé 1é¢bé je ketoprofen urcen k 1é¢eni chronického revmatizmu (revmatoidni
artritidy, ankylozujici spondylartritidy-Bechtérevovy choroby, zanéti kloubti pii lupénce-
psoriartritické artritidy) a bolestivych forem artrozy (tj. degenerativnich zmén kloubti). Prti
kratkodobé 1écbé se doporucuje na bolesti ptfi zdnétech kloubli (ndhlych bolestivych stavi
v oblasti ramenniho kloubu, pfi zanétech Slachového aparatu, zanétech kloubnich burz,
zanétech kloubl pii nékterych metabolickych poruchach, napt. dn€), bolesti pfi artroze,
nahlych bolesti bederni patetfe a pti nadhle vzniklé bolesti zad zplisobené podrazdénim misnich
nervi. [8].

Nezadoucimi u¢inky mohou byt stejné jako u ostatnich 1€¢iv této skupiny bolesti bficha,
pocity na zvraceni, zvraceni, zacpa nebo prijem, poruchy traveni a anorexie. Vyjimecné se
mohou objevit bolesti hlavy, zavrate, deprese, nervozita, poruchy jaternich funkci a poruchy
zraku [7, 8].

Komer¢né je ketoprofen prodavan pod nazvy: Fastum Gel, Ketonal, Profenid, aj.

CH5

T TR COOH

= e

Obr.c.4: Ketoprofen
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3.2.1.4. Naproxen

Naproxen ma také analgetické, antiflogistické a antirevmatické ucinky jako ostatni 1éciva
z této skupiny.

Naproxen uc¢inné mirni bolest, horecku a zanét. M4 analogické pouziti jako ibuprofen, tzn.
Ze se pouziva nejen ke zmirnéni bolesti hlavy, zubt, svald, bolesti zad, menstruaénich bolesti,
ale také ke sniZeni horecky pfi nachlazeni a zmirnéni bolesti. Jestlize je naproxen ve formé
potahovanych tablet, je jeho uzivani mozné az od dvanacti let.

Jako vedlejsi ucinky se nejcastéji vyskytuji bolesti bficha, zvraceni, nevolnost, prijem,
vétry, zacpa, vertigo, zavraté, samovolné toceni hlavy ke svétlu, tnava, poruchy spanku,
huceni nebo Selesty v usich, ptipadné oteklé nohy. Méné Casto se mohou vyskytnout otoky
obliceje, krvaceni z traviciho ustroji, kopfivka, astmaticky zachvat, ztrata védomi, Cerna
stolice obsahujici krev, zvraceni krve, zanét zaludku, novy néstup zénétu tlustého stieva a
Crohnovy choroby, viedovy zanét sliznice Ustni dutiny. Tyto ucinky jsou vSak zavazné a
vyzaduji okamzitou l1ékatskou pomoc.

Naproxen je komer¢né prodavan pod nazvy: Naprosyn, Naxen, Nalgesin S, Emoxen Gel,
Aleve, aj. [9].

CHS

= COOH

P
e

Obr.c.5: Naproxen

3.2.1.5. Diclofenac

Diclofenac je dalSim ze skupiny analgetik, antipyretik a nesteroidnich antiflogistik. Je
derivatem kyseliny aryloctové; poprvé byl syntetizovan v 60. letech a obvykle je dostupny
jako diclofenac sodny, draselny nebo diclofenac diethylamin. Diclofenac epolamin je nova sil
diclofenaku, které byla pfipravena za pomoci hydroxyethylpyrrolidinu [2, 10].

Pouziva se pii akutnich (prudkych) zanétech kloubti, v¢éetné zachvatu dny, pii chronickych
(dlouhotrvajicich) zanétech kloubil, zejména pfi tzv. chronické polyartritidé nebo revmatoidni
artritidé¢ (chronické onemocnéni postihujici vice kloubil), pfi zanétlivych a revmatickych
onemocnénich patete, jako napf. pii Bechtérevové chorobé, pii naporech bolesti u
degenerativnich postizeni kloubli a patefe (pii tzv. artrozach a spondylartrézach), pii
revmatickych onemocnénich mékkych tkani a pfi bolestivych pourazovych anebo
pooperacnich otocich nebo zanétech [11].

Pii uzivani diclofenacu mohou vzniknout tyto vedlejsi u€inky: stfevni a zalude¢ni potize
jako nevolnost, zvraceni, prijem; n¢kdy muze dojit k porucham traveni, nadymani,
Zalude¢nim kiec¢im a nechutenstvi. Obcas se mohou vyskytnout bolesti hlavy, rozruSeni,
popudlivost, Ginava, otup€lost a zavraté. V ojedinélych ptipadech se mohou objevit poruchy
vidéni (mlhavé vidéni, dvojité vidéni), huCeni v uSich a ptrechodné poruchy sluchu. U
precitlivélych osob mtize dojit ke vzniku koznich projevi jako jsou vyrazky, koptivka, ztidka
téz vypadavani vlasti. Vyjimecné se mohou objevit ptiznaky zhorSeni funkce ledvin (sniZzené
vylucovani moci, otoky, bilkovina nebo krev v mo¢i). Vzacné miize dojit ke vzniku zaludeéni
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nebo dvanéctnikové viedové choroby spojené s krvacenim do zazivaciho Ustroji (tmavé
zbarvena stolice) [12].

Bézné je diclofenac proddvan pod komerénimi nazvy: Voltaren, Diclofenac AL 25,
Veral, aj.

1. CICH,COCl
baze 1. H,0, OH .
S 2.AICl o 5 gt COOH
| ] — == ‘
T N Z
cl
Cl cl cl cl
| - Gl | =y
.,f"fd .-/

Obr.¢.6: Syntéza Diclofenacu

3.3. Léciva ve voddch

Rostouci spotieba 1é¢iv uzivanych v humdnni i veterinarni mediciné se stavd novym
environmentalnim problémem. Kromé dalSich mikropolutantt jsou rezidua lé¢iv vyznamnymi
kontaminanty nejen povrchovych, ale také podzemnich vod [13]. Obsah 1éCiv ve vodach se
pohybuje fadové v ng/l az v pg/l, coz jsou relativné mald mnozstvi, a tak nehrozi témét zadné
akutni riziko; mohou vSak byt velmi nebezpecné z pohledu chronické toxicity [14].
V Zivotnim prostfedi zplsobuji zdvazné problémy v pfirodnich ekosystémech [15]. Do
povrchovych vod se dostavaji vétsinou z &istiren odpadnich vod (dale COV), které nedokazi
lé¢iva Gpln€ odstranit. V dneSni dob€ je nejvétsi zietel bran hlavné na antibiotika a na
mikrofloru COV, ktera pak vykazuje nizsi efektivitu procesu &isténi. Aviak daleko mensi
pozornost se vénuje jinym skupinam IéCiv, jako jsou analgetika-antipyretika a nesteroidni
antiflogistika, které maji mensi vliv na snizeni efektivity procesu ¢isténi COV, ale piesto se
ve vodach nachazeji v mnozstvi srovnatelném s antibiotiky.

3.4. Metody stanoveni léciv

Sledovand analgetika (kys. salicylova, ibuprofen, ketoprofen, naproxen, diclofenac) jsou
organické netékaveé latky. Od téchto vlastnosti se potom odviji uprava a zptsob stanoveni ze
vzorkl odebranych z ptislusnych ekosystémd.

Obvykle se, vzhledem ke své netékavosti, stanovuji pomoci kapalinové chromatografie
[16, 17, 18, 19, 20]. Krom¢ toho je mozné i stanoveni analgetik plynovou chromatografii
pomoci ptfedchozi derivatizace, pii které jsou analgetika reakci s derivatizacnim cCinidlem
pfevedena na té€kavéjsi formu, kterou lze snadno prevést do plynné faze a poté analyzovat
plynovou chromatografii. Jako detektory se vétSinou vyuzivaji hmotnostni spektrometry.
V nasem piipad¢ to bude hmotnostni spektrometr s analyzatorem doby letu (Time Of Fly —
TOF).

12



3.4.1. Extrakce na tuhém sorbetu

Extrakce na tuhém sorbetu (Solid Phase Extraction — SPE) je vsoucasné dobé
nejvykonngjsi technika dostupna pro rychlou a selektivni ptipravu vzorku. Jeji podstatou je
zachyceni molekul latky na tuhém sorbetu, ptes ktery protékd vzorek. Pii extrakci se vyuziva
chemickych vlastnosti molekul, které v disledku mezimolekulovych interakci ulpivaji na
sorbetu [21].

Pii pouziti SPE se lze vyhnout fadé probléma, které jsou jiz tradi¢né spojovany s dalsi
extrakci kapalina-kapalina je snizeni spotfeby organickych rozpoustédel, ktera jsou casto
fazena mezi latky toxické, ni¢ici ozénovou vrstvu, ale 1 jinak nebezpecné.

SPE je nejCastéji pouzivana pii zpracovani kapalnych vzorki, pfedevsim pro extrakci
sttedné tékavych a netékavych latek, k jejich zakoncentrovani a k odstranéni nezadoucich
latek rusicich nasledna analyticka stanoveni.

Princip sorbce je obdobny jako u kapalinové chromatografie a také nabidka sorbentl je
Siroka. Nejdulezitéjsim krokem je volba spravného sorbentu. Metoda je rychld, pfesna a dobie
reprodukovatelna.

SPE je technika, ve které se analyt sorbuje na tuhou fazi z faze kapalné. Interakce analytu s
tuhou fazi musi byt siln&j$i neZ s fazi kapalnou, ve které je analyt rozpustén. Sorbent je uloZen
v trubickdch z polypropylenu nebo ze skla. SPE se pouzivd pro izolaci, ¢isténi a
zakoncentrovani analytu. Po extrakci na tuhou fazi je analyt pfitomen v roztoku, obsahuje
minimum interferujicich latek a je v dostatecné koncentraci. Mechanismus retence v SPE je
stejny jako v kapalinové chromatografii, a proto i pouzivané sorbenty jsou vlastné velice
podobné. Pouzivaji se chemicky obracené¢ vdzané faze na bazi silikagelu, normalni faze a
iontové vyménné faze, ale i celd fada dalSich sorbent [22, 23].

V ¢lancich, ze kterych bylo cerpano, nejéastéji pouzivali pro stanoveni rezidui 1é¢iv
kolonky Oasis HLB [14, 16, 24, 25, 26]; dalSimi ¢asto pouzivanymi kolonkami byly Oasis
MCX [25] a Strata™ X [27]. V tabulce ¢. 1 jsou porovnany vyt&znosti podle druhu zvolené
extrakéni kolonky [25, 27].

Tabulka ¢.1: Porovndni vytéznosti SPE

Vytéznost [%]
Oasis HLB Oasis MCX Strata™ X
Naproxen 79 + 12 90 + 3 102,1 —104,1
Diclofenac 91 +10 105+ 5 103,7 - 157
K. Salicylova 84+ 18 71 +12 -
Ibuprofen 84 £ 11 80+3 84,2-91,9
Ketoprofen 89+ 14 106 £ 6 99,3 -103,4
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Obr.¢.7: SPE kolonky

3.4.2. Derivatizace

Derivatizace je proces, pii kterém je piivodni sloucenina chemicky pozménéna tak, aby
vznikla nova chemickd latka majici vhodné vlastnosti pro aplikovani konkrétni analytické
metody. Nekteré vzorky analyzované pomoci plynové chromatografie vyzaduji, aby pro tuto
metodu byly vhodné upraveny; k tomu nam pravé slouzi derivatizace. Pouzivd se pro
slouceniny, které maji Spatnou volatilitu a Spatnou tepelnou stabilitu, ptipadné které by mohly
byt pii néstiiku absorbovéany. Tyto slouc¢eniny by potom mély nereproduktivni oblast, vysku a
tvar piku. Jiné slouCeniny mohou Spatné reagovat na konkrétni detektor, a proto je zapotiebi
takové slouceniny derivatizaci za vzniku jiné funkéni skupiny ,,0znacit* pro zlepSeni detekce.
Kromé zlepSeni vhodnosti a odpovédi, muze derivatizace zlepsit rozliSeni pifi koeluci
slou€enin a ptekryvani pikd, které je v plynové chromatografii nezadouci [28, 29, 30].

Dobr¢ derivatizacni ¢inidlo a postup by mélo produkovat pozadovanou zménu v chemické
sloucenin€ (slouceninach), kterd nas zajima. Proto musi byt reprodukovatelné, efektivni
zejména neriskantni. Pro plynovou chromatografii existuji tii zakladni typy derivatizacnich
reakci: silylace, acylace a alkylace. Silyla¢ni ¢inidla reaguji se slou¢eninami obsahujicimi ve
své funkéni skupiné aktivni vodik napt. -COOH, -OH, -NH, -SH. Tato c¢inidla jsou
nejcastéj$Sim typem pouzivanym v plynové chromatografii. Acylaéni ¢inidla reaguji s vysoce
polarnimi funkénimi skupinami jako jsou aminokyseliny a sacharidy. Alkyla¢ni ¢inidla jsou
zacilena na aktivni vodik na aminech a na kyselych hydroxylovych skupinach [28, 29].

3.4.2.1.8ilylace

Silylace je nejrozsifenéjsi derivatizaéni postup pii analyze vzorku plynovou
chromatografii. Silyla¢ni ¢inidla jsou oblibend, protoZe jsou snadno pouZitelnd a formy jejich
derivatl jsou snadno ,Citelné“. Pfi silylaci je aktivni vodik nahrazen alkylsilyl skupinami,
jako jsou trimethylsilyl (TMS) nebo t-butyldimethylsilyl (t-BDMS). Ve srovnani s jejich
matefskymi slouceninami jsou jejich silyl derivaty tékavé, méné polarni a vice tepelné
stabilni. Vysledkem je lepsi separace plynovou chromatografii a posileni detekce.

Silyla¢ni cinidla jsou obecné citliva na vlhkost a vyzaduji, aby byla zapeceténa pod
dusikem, a aby se zabranilo jejich deaktivaci. Derivaty TMS jsou také citlivé na vlhkost, a
proto byly zavedeny t-BDMS ¢inidla, jejichz derivaty jsou 10000 krat vice hydrolyticky
stabilni nez TMS derivaty. Obé jak TMS tak i t-BDMS ¢inidla jsou vhodna pro Sirokou $kéalu
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latek; nabizeji vynikajici tepelnou stabilitu a mohou byt pouzita za riznych podminek a pii
ruznych aplikacich v plynové chromatografii.

Analyza podle popularni kombinace plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie
(GC/MS) casto vyzaduje specialni derivatizacni vzorek. Zvlasté ucinné je v téchto aplikacich
¢inidlo MTBSTFA [28].

3.4.2.2. Acylace

Acylacni ¢inidla nabizeji stejné vyhody jako silylacni Cinidla: vytvofeni méné polarnich a
vice t€kavych derivatl. AvSak v porovnani s nimi se acylacni ¢inidla 1épe zamétuji na vysoce
poléarni, multifunkéni slouceniny, jako jsou sacharidy a aminokyseliny. Kromé toho poskytuji
acylaéni ¢inidla vyraznou vyhodu zavedenim elektron-odstupujicich skupin, ¢imz se zlepsi
detekce béhem analyzy. Tato ¢inidla jsou k dispozici jako anhydridy kyselin, acyl derivaty,
nebo acyl halogenidy. Acyl halogenidy a acyl derivaty jsou vysoce reaktivni a jsou vhodné
pro pouziti v piipad¢, ze je rozhodujicim faktorem stéricka prekazka. Anhydridy kyseliny se
dodavaji vtad€ fluorovanych konfiguraci, které¢ zlepSuji detekci. Derivaty fluorovanych
anhydrida se pouzivaji predevsim pro detekci detektorem elektronového zachytu (ECD), ale
mohou byt pouzity i pro plamenoionizacni detekci (FID). Fluorované anhydridy se cCasto
pouzivaji k deprivatizaci vzorkl, predevsim k potvrzeni zneuzivani drog. Navzdory zvlastni
uzitecnosti téchto Cinidel jejich kyseld povaha vyzaduje, aby jakykoli jejich ptebytek nebo
vedlejsi produkt byl odstranén pted analyzou, aby se zabranilo poskozeni kolony [28].

3.4.2.3. Alkylace

Stejné¢ jako u ostatnich cinidel tak 1 alkylaéni cinidla sniZzuji molekuldrni polaritu
nahrazenim aktivnich vodiki alkylovymi skupinami. Tato ¢inidla se pouzivaji ke zméné
slouceniny s kyselym vodikem jako jsou karboxylové kyseliny a fenoly. Alkylacni ¢inidla
mohou byt pouzita samostatné k vytvoreni esterti, etheri a amidi; nebo mohou byt pouzita ve
spojeni s acylaénimi nebo silyla¢nimi cinidly. Dvoufazovy postup se beézné pouziva
k deprivatizovani aminokyselin, kde vicenasobné funkéni skupiny mohou vyzadovat ochranu
bcéhem derivatizace.

Vzhledem k dostupnosti téchto ¢inidel a jejich snadnému pouziti je esterifikace (reakce
kyseliny s alkoholem v pfitomnosti katalyzatoru za vzniku esteru) nejpopularnéjsi zplisob
alkylace. Alkyla¢ni ¢inidla jsou k dispozici v nékolika konfiguracich, které umoznuji tvorbu
riznych estert. Alkyl estery jsou stabilni a mohou byt tvotfeny rychle a kvantitativné. Zménou
délky substituované alkyl skupiny, miize vzniknout rtizné retence derivati. Kromé vytvareni
jednoduchych esteri, mohou byt alkyla¢ni ¢inidla pouZzita v extrakénich procedurach, které
mohou byt prezentovany v biologickych matricich [28, 29].

3.4.2.4. Silylacni ¢inidla

Pro derivatizaci analgetik byly vybrany ke srovndni tyto Ctyfi silylacni derivatizacni
¢inidla: MSTFA, BSTFA, MTBSTFA a BSTFA + 1% TMCS.

MSTFA (N-Methyl-N-trifluoroacetamid) — pfi reakci nahrazuje labilni vodikovy atom a
tvoii nejtékavejsi derivaty, které jsou tepelné stabilni a nejpouzitelnéjsi k analyze tékavych
stopovych materiall, kde mohou mit derivaty piky blizko ¢inidlim nebo vedlej$im produktim
[31].

15



ﬁH3 CHs
Oun Nﬂx prS e 0 JH
= Si + HO-R — o %Cﬂgf n o+
/ TCH, Py |
CFSHSC HSC CF3

Obr.c.8: Mechanismus reakce MSTFA

BSTFA (N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid) je to u¢inny trimethylsilylovy darce,
ktery reaguje s celou fadou polarnich slouc¢enin a nahrazuje jejich labilni vodikovy atom TMS
skupinou. TMS derivaty BSTFA jsou tékavé a tepelné stabilni, proto se bézné pouzivaji
v plynové chromatografii s hmotnostni spektrometrii BSTFA se pouziva k analyzovani
zneuzivani drog jako jsou THC metabolity, Morfin a PCP [32, 33].
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Obr.c.9. Mechanismus reakce BSTFA

MTBSTFA (N-methyl-N - [tert-butyldimethyl-silyl] trifluoroacetimid); timto ¢inidlem se
deprivatizuji hydroxyly, karboxyly, trioly a primarni a sekundérni aminy. Typické jsou
vytézky > 96%. Derivaty t-BDMS jsou 104 krat stabilngj$i nez derivaty TMS. Vedlejsi
produkty reakce jsou neutralni a t€¢kavé. ZvysSeni silylacniho potencidlu jde zajistit ptidanim
1% TBDMCS (tert-Butyldimethylchlorosilane) [34].
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Obr.¢.10: Mechanismus reakce MTBSTFA

BSTFA + 1%TMCS (N, O-Bis (trimethylsilyl) trifluoracetamid s 1% Trimethylchlorsilan)
ma stejné vlastnosti jako samotné BSTFA a navic 1épe derivatizuje amidy, mnohé sekundarni
aminy a blokované hydroxyly, které neni mozno samotnym BSTFA derivatizovat [33, 35].

3.4.3. Chromatografie

Chromatografie je separa¢ni metoda, tzn. Metoda, pii které se oddé€luji — separuji slozky
obsazen¢ ve vzorku. Svym uréenim je to pfedevSim metoda kvalitativni a kvantitativni
analyzy vzorku [21].

V chromatografii se vzorek vnasi mezi dvé navzajem nemisitelné faze. Témito fazemi jsou
stacionarni faze, ktera je nepohyblivd a mobilni pohybliva faze. Vzorek je pomoci mobilni
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faze unaSen soustavou pres staciondrni fazi. Slozky vzorku mohou byt stacionarni fazi
zachycovany, a proto se pii pohybu zdrzuji. Vice se zdrzuji slozky, které jsou stacionarni fazi
poutany silngji. Tim se postupné sloZzky od sebe separuji a na konec stacionarni faze se
dostavaji diive slozky méné zadrzované.
Chromatografické metody délime podle n€kolika hledisek:
e Podle skupenstvi mobilni faze

0 Kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography — LC) — mobilni faze
je kapalina

0 Plynova chromatografie (Gas Chromatography — GC) — mobilni fazi je plyn

e Podle usporadani stacionarni faze

0 Kolonova chromatografie — stacionarni faze je umisténa v trubici (kolon¢)

O Plosné techniky:

Papirova chromatografie (Paper Chromatography — PC) — stacionarni faze
je soucasti chromatografického papiru.
Tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatography — TLC) —
stacionarni faze je umisténa na pevném plochém podkladu (napft. sklenéné
desce nebo hlinikové folii).
e Podle povahy déje, ktery pievlada pri separaci

Obvykle se pfi separaci uplatiiuje n€kolik fyzikalné-chemickych dé&jti soucasné, ale

jeden z nich prevlada.

0 Rozd¢lovaci chromatografie — o separaci rozhoduje odliSna rozpustnost
slozek vzorku ve stacionarni fazi (kapalina) a mobilni fazi (kapalina nebo
plyn).

O Adsorp¢ni chromatografie — o separaci rozhoduje riizna schopnost slozek
poutat se (adsorbovat se) na povrch staciondrni faze (tuha latka).

0 lontové-vyménnd chromatografie — o separaci rozhoduji rtuzné¢ velké
elektrostatické pfitazlivé sily mezi funkénimi skupinami stacionarni faze
(iontoménic) a ionty vzorku.

0 Gelova chromatografie — slozky se separuji podle velikosti na porovité
stacionarni fazi (gelu); mensi molekuly vzorku se v porech gelu zdrzuji déle
(molekulové sitovy efekt).

O Afinitni chromatografie — stacionarni faze je schopna vazat ze vzorku pravé
urcité slozky, ke kterym ma tzce selektivni vztah (afinitu) [21].

3.4.3.1. Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je analytickd a separa¢ni metoda, kterd ma vysadni postaveni v
analyze tekavych latek. Mezi hlavni vyhody této techniky patii jednoduché a rychlé provedeni
analyzy, ucinna separace latek a malé mnozstvi vzorku potiebné k analyze. Existuje mnoho
variant; v praxi jsou nejvice rozsitené plynové chromatografy s kapilarnimi kolonami [36].

Mobilni fazi v plynové chromatografii je nosny plyn, ktery je inertni (obvykle vodik,
dusik, hélium nebo argon) a nereaguje jak se vzorkem, tak ani se stacionarni fazi. Pfi volbé
nosného plynu se uvazuji nasledujici faktory: viskozita, ucinnost, Cistota, reaktivita, typ
pouzivaného detektoru a cena plynu.

Stacionarni fazi v plynové chromatografii mize byt bud’ pevna latka nebo kapalina.
V piipadé pevné stacionarni faze je distribuce mobilni faze zaloZzena na adsorpci vzorku na
stacionarni fazi, kterou obvykle byva aktivni uhli, silikagel nebo molekulova sita. V ptipadé
kapalné stacionarni faze se jedna o rozdélovaci mechanismus, kdy dochézi k rozpusténi
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vzorku v obou fazich. Kapalna stacionarni fdze byva tvofena napi. polyethylenglykoly,
polyestery nebo polysiloxany.

Plynovy chromatograf se skldda z regulatoru tlaku a pratoku, injektoru, kolony, detektoru a
vyhodnocovacim zafizenim, kterym byva pocitac.

Injektor vzorku
Reguldtor pritoku JA_
\ Zapisovac (pocitac)
<]

||
\

Detektor

Nosny plyn Termostaty pro kolonu,
injektor a detektor

Obr.¢.11: Zjednodusené schéma plynového chromatografu [36]

Regulator tlaku a pritoku je elektrické regulacni zafizeni, které slouzi k ovladani pratoku a
tlaku nosného plynu. Regulator pritoku zarucuje konstantni pritok plynu kolonou a
detektorem bez ohledu na typ nosného plynu, teplotu a rozméry kolony. Tlak je potom
proménnou veli¢inou a nastavi se automaticky podle viskozity plynu, vnitiniho priméru
kolony a délky kolony tak, aby prutok kolonou byl konstantni.

Injektor je zafizeni na davkovani vzorku do kolony plynového chromatografu. Na
davkovani jsou kladeny veliké naroky. Vzorek je zapotiebi dopravit do kolony v co
nejkrat$im ¢ase a mél by zaujmout co nejmensi prostor. Mnozstvi nadavkovaného vzorku by
mélo zaujmout prostor odpovidajici jednomu teoretickému patru. Objem injektoru by mél byt
maly a mél by jim protékat velky proud plynu. Kapalné vzorky je nutné okamzité zplynit, aby
prichazely do kolony ve formé par. Teplota nastfiku ma byt asi 50°C nad bodem varu
analyzované latky a nejcastéji se davkuje mikrostiikackou opatfenou jehlou, ktera propichne
septum.

Kolona byva v plynové chromatografii bud’ napliova a nebo kapilarni. Néplnova kolona je
trubice o priméru 2 az 5 mm a obsahuje sorbent nebo nosi¢ se zakotvenou kapalnou fazi;
délka kolony byva od desitek centimetrti do né€kolika metri. Kolony byvaji vyrobeny ze skla
nebo nerezové oceli. Kapilarni kolony jsou vyrabény z kifemenného skla a kvuli pevnosti
byvaji potazeny filmem polyamidu. Kapilarni kolony nemivaji primér vetsi nez 5 mm a jejich
délka se mize pohybovat od deseti do stovek metl. Staciondrni fize je rozprostiena na
vnitinich stranach kapildry. Kolona je umisténa v peci, ktera je temperovéna na urcitou
teplotu. Teplota je dilezitou proménnou v plynové chromatografii. Jestlize je teplota béhem
celé analyzy neménnd, pak se jednd o takzvanou isotermdlni analyzu. Jestlize se teplota
b&hem analyzy méni, pak se jedna o teplotni gradient, kterého se vyuziva pro analyzu vzorku
multikomponentalnich smési, aby se zlepsily tvary chromatografickych pikl a zkratila doba
analyzy.
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V plynové chromatografii se vyuziva nékolik druhti detektor. Témi jsou:

Tepelné vodivostni detektor (TCD) — je velmi Casto pouZivany, oblibeny detektor
zejména pro svou univerzalnost. U tohoto detektoru je vysokéd oblast linearity
odezvy. Principem méfeni je skuteCnost, Ze zahraté téleso se ochlazuje rychlosti
zavislou na slozeni okolniho prostiedi, které teplo odvadi. Detektor obsahuje
zahtivané odporové vlakno, které se ochlazuje protékajicim plynem, ¢imz se méni
jeho elektricky odpor. Jestlize detektorem prochazi pouze nosny plyn, vlakno se
ochlazuje rovnomérné, jeho teplota i odpor jsou konstantni. Obsahuje-li nosny plyn
eluovanou latku, dojde ke zméné teploty vldkna a ke zméné elektrického odporu.
Nejcastéji se jako nosny plyn pouziva hélium nebo vodik. V praxi se vedle sebe
zapojuji dva TCD detektory, do jedné z mérnych cel se ptivadi ¢isty nosny plyn, do
druhé plyn vychazejici z kolony.

Plamenovy ioniza¢ni detektor (FID) — poskytuje odezvu témét na vSechny
organické latky. V FID je plyn z chromatografické kolony zavadén do kyslikovo-
vodikového plamene, kde probihaji chemoioniza¢ni reakce vedouci ke vzniku
nabitych ¢astic. V elektrickém poli dochazi ke vzniku elektrického proudu. Cilem
je dosazeni co nejdokonalejSiho sbéru iontii. Méfime zde ioniza¢ni u€innost hoteni.
Plamenovy ionizacni detektor s alkalickym kovem (AFID) — je to modifikace
FID, kde je kusti trysky umisténa peleta soli alkalick¢ho kovu (Vebr, KCl)
pouzivana zejména ke stanoveni fosforu, dusiku a siry v organickych latkach.
Detektor elektronového zachytu (ECD) — je to selektivni ionizac¢ni detektor
citlivy na elektronegativni atomy, zejména na halogeny. Zdrojem ionizace je
v ECD “H nebo *Ni, emitujici ¢astice p. Nosnym plynem je dusik, ktery je vlivem
B zafeni ionizovan, ¢imz vznikd konstantni proud pomalych elektront. Atomy
halogent (elektronegativni atomy) zachytavaji pomalé elektrony, ¢imz dochazi ke
sniZzeni ioniza¢niho proudu. Toto snizeni proudu je métitkem koncentrace danych
elektronegativnich atomt. Nejmensi detekované mnozstvi je o nékolik fadi nizsi
nez u FID. Detektor je velmi vhodny pro stopovou analyzu pesticidi v zivotnim
prostiedi.

Heliovy ioniza¢ni detektor (HeD) — patii k univerzalnim detektorim a je citlivy na
organické 1 anorganické slouCeniny vcetné permanentnich plynl. Pracuje na
principu ionizace heliovymi atomy vzbuzenymi do metastabilniho stavu s vysokym
ionizaénim potencidlem. Nestabilniho stavu heliovych atomii je dosahovéano
absorpci elektronii emitovanych z radioaktivniho zdroje pfi soucasném pisobeni
elektrického pole o velké intenzité. VSechny slouceniny sniz§im ioniza¢nim
potencidlem jsou ionizovany a poskytuji signal imérny jejich mnozstvi. Jako nosny
plyn je potieba pouzivat helium.

Hmotnostné spektrometricky detektor (MS) — Umoziuje nejen detekci
pfitomnosti analytu, ale také jeho identifikaci na zdkladé hmotnostniho spektra
[37].

3.4.4. Hmotnostni spektrometrie

Je to fyzikalné-chemickd metoda urcujici hmotnosti atomi, molekul a molekulovych

fragmentli po jejich pfevedeni na ionty [38]. Tato metoda méa vybornou vypovidajici
schopnost o struktuie analyzovanych latek. Nejvice se hmotnostni spektrometrie vyuziva ke
stopové analyze organickych latek s dirazem na zjiSténi jejich struktury. Hmotnostni

spektrometrie umoZiiuje urdit izotopovy pomdr prvku ve vzorku (°C/’C, *H/'H,
180/1605170/1609 ISN/MN, 348/328, 338/328).
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Piistroj se nazyva hmotnostni spektrometr a ma ¢tyfi zékladni prvky:
1. Iontovy zdroj
2. Hmotnostni analyzator
3. Detektor
4. Ridici potita¢

Hmotnostni — I

lontovy zdroj analyzator

Zdroj vakua

Obr.c.12: Schéma hmotnostniho spektrometru [39]

Iontové zdroje délime na dva druhy:

1. Tvrdé — vysoce energetickd ionizace, molekuly se rozpadaji na fragmenty, sem
patii Ionizace elektrickym polem.

2. M¢ekké - malo energetické, vznikaji hlavné molekularni adukty, minimalni
fragmentace a jsou to: Elektrosprej, MALDI (desorpce/ionizace laserem za ucasti
matrice), Chemicka ionizace za atmosférického tlaku a Ionizace ostielovanim
vzorku rychlymi atomy

Hmotnostnich analyzatori mame také nékolik typt, t€mito typy jsou:

e Magneticky hmotnostni analyzator — je to nejstarS$i analyzator, avSak z hlediska
rozliSeni a hmotnostniho rozsahu to je nejdokonalej$i disperzni prvek. Umoziuje
prostorové rozdéleni monoenergetického svazku ionti podle hodnoty m/z.
Konstrukéné je magneticky hmotnostni analyzator elektromagnet, mezi jehoz
polovymi néstavci prochdzeji ionty. lonty, které jsou urychleny v iontovém zdroji maji

2
m-v
=z-V

kinetickou energii danou vztahem: E, =

e Elektricky analyzator — je to pomocny disperzni prvek umoznujici energeticky
sjednotit proud iontli vychézejicich z iontového zdroje nezavisle na jejich hodnotach
m/z. Elektricky analyzator je sou€asti ptistroji s dvoji fokusaci (sektorovych), pro néz
je typické vysoké rozliSeni a cena.

e Kvadrupolovy analyzitor (filtr) — byva soucasti hmotnostnich spektrometri
s nizkym rozliSenim, vhodnych pro spojeni s plynovou nebo kapalinovou
chromatografii. Konstrukéné se jednd o ctyii kovové tyCe hyperbolického nebo
kruhového prifezu, do nichz je pfivadéno stejnosmérné a stiidavé napéti. lonty
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vlétavajici do prostoru mezi tyCemi se dostanou do stiidavého elektrického pole a
zacinaji oscilovat. Pii vhodném poméru stejnosmérné a stiidavé slozky napéti a dané
hodnoté téchto napéti projdou kvadrupolem jenom ionty o urcitém poméru m/z.
Zatizeni se tak chova vlastné jako filtr nastaveny na ur¢itou hodnotu m/z. Zménou
vkladanych napéti je mozné nechat projit filtrem postupné ionty v celém rozsahu
hodnot m/z.

Iontova past — je to pomocné zafizeni, které umoznuje tcinkem elektrického pole
uzaviit ionty v ohrani¢eném prostoru. Je slozena ze vstupni a vystupni elektrody
kruhového prifezu a z prstencové stiedové elektrody. Krajni elektrody jsou uzemnény
a na stiedovou elektrodu je vkladano vysokofrekvencni napéti s proménnou
amplitudou. lonty jsou nuceny se uvnitf iontové pasti pohybovat po uzavienych
kruhovych drahach. S rostouci amplitudou napéti se ionty s rostoucim m/z dostavaji
na nestabilni trajektorie a opoustéji prostor iontové pasti smérem do detektoru.
Priletovy analyzator (Time Of Fly — TOF) — Je to nejjednodussi analyzator, ktery je
tvofen pouze prazdnou trubici. K ¢asovému rozdéleni iontd podle m/z dochdzi na
zéklade jejich odlisné doby letu z iontového zdroje do detektoru. Hmotnéjsi ionty se
pohybuji pomaleji nez ionty leh¢i a dordzi proto do detektoru pozdéji. Dosazené
rozliSeni zavisi na délce drahy, kterou ionty v prilletovém analyzatoru urazi. Priletovy
analyzator vyzaduje pouziti iontového zdroje pracujiciho v pulznim rezimu.

ragulace
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heanc) \I-aeeru \ / |asar

I‘ Fﬂ:::::;nn‘:"f reflektor finaami
deska I L T (chtovh Zroadic!  deteider
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Obr.¢.13: Schéma hmotnostniho spektrometru na principu MALDI-TOF [40]

Detektory v hmotnostni spektrometrii délime do dvou skupin:
1. Detektory pro piima méreni — detekuji elektricky proud vznikajici pfimym dopadem

stanovovanych iontti.

2. Nasobicové detektory — vyuzivaji efekt ndsobeni elektroni uvolnénych z prvni

konverzni dynody po dopadu iontt.

Detektory pro pfima meéfeni jsou nezbytné pro urceni presného izotopového zastoupeni
prvkil napiiklad pii zjiStovani staii hornin. Jsou také obvykle soucasti specializovanych
zakéazkovych systému.

Nasobicové detektory jsou nejcastéji pouzivanym typem detektorti v metodé hmotnostni
spektrometrie. Jsou také schopny poskytnout méfitelny signal pro jednotlivé ionty.
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Obr.c.14: Plynovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem [41]

SRAE

Tabulka ¢.2: Porovnani riiznych zpisobii stanoveni leciv metodou plynové chromatografie

Derivatizacni

SPE Sinidlo Nosny plyn | Chromatograf | Detektor Zdroj
Oasis HLB | diazomethan Helium HRGC 8060 MSg;)(l)\/ID [43]
. MTBSTFA . ) MS — iontova
Oasis HLB BSTFA Helium Varian 4000 past [42]
Oasis HLB | MTBSTFA Helium HP 6890 MS - , [26]
kvadrupdl
Strata' ™ X MSTFA Helium HP 6890 MS [27]
Oasis MCX MSTFA Helium HP 6890 MS - , [25]
kvadrupdl
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Chemikalie

Methanol, pro HPLC, Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika

Ethyl acetat, pro HPLC, Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika
Aceton p.a., Lach-Ner, s.r.0., Ceska republika

n-hexane, pro HPLC, Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika
Pyridin, Lach-Ner, s.r.0., Ceska Republika

Kyselina salicylova, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko
Ibuprofen sodna stil, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko
Naproxen, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko
Ketoprofen, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko
Diclofenac sodna sul, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko
MSTFA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

BSTFA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

BSTFA + 1% TMCS, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko
MTBSTFA, Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

4.2. Pristroje

Analytické vahy HR-120, A&D Instruments, Japonsko

Piistroj EVATERM pro suseni dusikem a zah¥ivani vzorkd, LABICOM, CR

Bézné laboratorni vybaveni
Plynovy chromatograf Pegasus IV D, LECO®, USA

4.2.1. Nastaveni plynového chromatografu

Analyza redlnych vzorkli byla provedena pomoci plynové chromatografie ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem s detekci doby letu (GC/MS-TOF) na piistroji Pegasus IV D.
Jako primarni kolona byla pouzita HT-5 (30 m x 0,25 mm, 0,1 um vrstva filmu tvotend z 5 %
fenylem a z 95 % dimethylpolysiloxanem) a jako sekundarni BPX-50 (1,5 m x 0,1 mm, 0,1
um vrstva filmu tvotend z 50 % fenylem a z 50 % dimethylpolysiloxanem). Nosnym plynem
bylo helium. Podminky analyzy byly nésledujici:

4.2.1.1. Plynovy chromatograf

Mnozstvi nastiiknutého vzorku: 7 sl
Teplota néstiku: 270 °C

Metoda nastriku: splitless

Pritok nosného plynu: 1 mi/min

Teplotni program: zacdtek na 80 °C po dobu 1 min, poté nariist teploty 20 °C/min do

300 °C, kterd byla udrzovana po 2 min
Teplota Transfer Line: 280 °C

4.2.1.2. Hmotnostni spektrometr

Rozsah sledovanych molekulovych hmotnosti: 50 - 600
Skenovaci rychlost: 5 spekter /s

Napéti na detektoru: 1850 V'

Teplota iontového zdroje: 220 °C
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4.3. Optimalizace derivatizacnich metod

Byly pouzity ¢tyfi druhy derivatiza¢nich ¢inidel (MSTFA, BSTFA, MTBSTFA, BSTFA +
1% TMCS). Pro kazdé ¢inidlo bylo zapotiebi optimalizovat metodu (mnozstvi ¢inidla, teplota
derivatizace, ¢as derivatizace).

4.3.1. Retencni ¢asy a hmotnostni spektra

Bylo pouzito ¢ty druht ¢inidel (BSTFA, MSFTA, BSFTA + 1% TMCS, MTBSTFA). Pro
BSTFA, MSTFA a BSTFA + 1% TMCS byly pouZity nasledujici charakteristické hmotnosti
jednotlivych latek:

e Kyselina salicylova: m/z =267+1
Ibuprofen: m/z = 160%1
Naproxen: m/z = 185+1
Ketoprofen:  m/z =282+1
Diclofenac: m/z =214+1
Pti pouziti téchto ¢inidel vychazely nasledujici retencni ¢asy pro jednotliva 1éciva:
Kyselina salicylova: RT =487 s
Ibuprofen: RT=523s
Naproxen: RT=685s
Ketoprofen: RT=719s

¢ Diclofenac: RT=741s

Protoze u MTBSTFA nevznika TMS jako u pfedchozich ¢inidel ale t-BDMS je zapotiebi
pouzit jiné charakteristické hmotnosti pro jednotlivé latky a t€émi jsou:

e Kyselina salicylova: m/z =252+1
Ibuprofen: m/z=267+1
Naproxen: m/z = 287+1
Ketoprofen:  m/z=295+1
Diclofenac: m/z = 354+1
Diky pouziti MTBSTFA se liSily 1 jednotlivé retencni Casy lé€iv:

e Kyselina salicylova: RT =632 s
Ibuprofen: RT =600 s
Naproxen: RT =746
Ketoprofen: RT=787s
Diclofenac: RT=2813s
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4.3.2. Optimalizace mnoZstvi pouZitého derivatiza¢niho ¢inidla

4.3.2.1. MSTFA
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Obr.c.15: Fragmentogram pri pouziti 100 pl MSTFA + 300 pl pyridinu
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Obr.c.16: Fragmentogram pri pouziti 150 pl MSTFA + 150 pl pyridinu
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Obr.¢.17: Fragmentogram pri pouziti 200 pd MSTFA + 200 ul pyridinu
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Z fragmentogramil je patrné, Ze nejlepSich vysledkt a nejlepsiho tvaru pikl bylo dosazeno
pii pouziti 200 ul MSTFA + 200 pl pyridinu.

4.3.2.2. BSTFA
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Obr.¢.18: Fragmentogram pri pouziti 100 pl BSTFA + 300 pd pyridinu
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Obr.¢.19: Fragmentogram pri pouziti 150 pl BSTFA + 150 pl pyridinu
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Obr.¢.20: Fragmentogram pri pouziti 200 pl BSTFA + 200 ul pyridinu
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Obr.¢.21: Fragmentogram pri pouziti 300 pl BSTFA + 100 ul pyridinu
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Z fragmentogramu je patrné, Ze nejlepSich vysledku a nejlepsiho tvaru pikli bylo dosazeno

piip

ouziti 300 ul BSTFA + 100 ul pyridinu.

4.3.2.3. MTBSTFA
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Obr.c.22: Fragmentogram pri pouziti 100 pl MTBSTFA + 300 pl pyridinu
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Obr.¢.23: Vyrez z fragmentogramu pri pouziti 100 pyl MTBSTFA + 300 pl pyridinu, kde Ize videét i pik

derivatu kyseliny salicylové (oranzovy) a diclofenacu (zeleny)
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Obr.c.24: Fragmentogram pri pouziti 200 pl MTBSTFA + 200 wd pyridinu
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Obr.c.25: Fragmentogram pri pouziti 300 pl MTBSTFA + 100 wd pyridinu

Z fragmentogramtl je patrné, Ze velikost a tvaru pikl se dale neli$ila jiz pfi pouziti 100 pl
MTBSTFA + 300 pl pyridinu.

4.3.2.4. BSTFA + 1% TMCS
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Obr.c.26: Fragmentogram pri pouziti 100 pl BSTFA + 1% TMCS + 300 pl pyridinu
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Obr.c.27: Fragmentogram pri pouziti 200 pl BSTFA + 1% TMCS + 200 pl pyridinu
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Obr.¢.28: Fragmentogram pri pouziti 300 pl BSTFA + 1% TMCS + 100 ud pyridinu

Z fragmentogramu je patrné, ze nejlepSich vysledkt a nejlepsiho tvaru piki bylo dosazeno
pii pouziti 200 pl BSTFA + 1% TMCS + 200 pl pyridinu, pfi pouziti vét§tho mnozstvi ¢inidla
se jiz piky neménily.
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4.3.3. Optimalni teplota derivatizace

Optimalni teplota derivatizace byla vybirana podle velikosti plochy pikti. Vhodnost pouzité
teploty byla posuzovana podle velikosti plochy piku. Plochy piki ptislusnych derivata
analgetik pii jednotlivych ¢asech jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

Tabulka ¢. 3: Plochy pikii jednotlivych drivatii analgetik pri riznych casech derivatizace

derivatizacni
¢inidlo

analgetikum

teplota (°C)

50 70 90
kyselina salicylova 162696 238014 177464
ibuprofen 92046 112884 84446
MSTFA naproxen 89110 109885 81166
ketoprofen 39870 49247 36242
diklofenak 39825 53868 36730
kyselina salicylova 205717 220252 182085
ibuprofen 95730 108928 66449
BSTFA naproxen 77773 102893 68562
ketoprofen 33451 49092 25639
diklofenak 28552 51977 36606
kyselina salicylova 3375518 13423040 11979626
ibuprofen 2064784 10510570 2981611
MTBSTFA naproxen 7200303 8490406 7966742
ketoprofen 1232117 3487577 1966695
diklofenak 363729,3 450385 430834,5
kyselina salicylova 11846996 15028367 13685990
ibuprofen 4225613 5563888 5132816
BSTFA + 1% TMCS naproxen 4910319 7194241 6804237
ketoprofen 1250422 2282466 2224227
diklofenak 1243525 1969443 1765423

V tomto piipad¢ je nejvhodnégjsi teplota pro derivatizaci analgetik u vSech derivatizacnich
¢inidel 70 °C. Tato teplota pak byla pouzita pii vSech nésledujicich analyzach.

4.3.4. Optimalni ¢as derivatizace

wewvr
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Tabulka ¢. 4: Plochy pikii jednotlivych drivatii analgetik pri riznych casech derivatizace

derivatiza€ni . ¢as (min)
&inidlo analgetikum 60 90 120
kyselina salicylova 200269 238014 161009
ibuprofen 85696 112884 66093
MSTFA naproxen 83186 109885 62630
ketoprofen 38259 49247 18705
diklofenak 44525 53868 34499
kyselina salicylova 220252 210932 151529
ibuprofen 108928 91569 69329
BSTFA naproxen 102893 87144 67150
ketoprofen 49092 38666 28809
diklofenak 51977 39511 35684
kyselina salicylova 13423040 3925021 14974532
ibuprofen 10510570 2400912 2662153
MTBSTFA naproxen 8490406 8372445 8851935
ketoprofen 3487577 1432694 1755978
diklofenak 450385 422941 478705
kyselina salicylova 13617237 15028367 13550485
ibuprofen 4857027 5563888 5081996
BSTFA + 1% TMCS naproxen 5644045 7194241 6736868
ketoprofen 1437267 2282466 2202205
diklofenak 1429339 1969443 1747944

Z tabulky lze zfejmé, Ze pro kyselinu salicylovou, naproxen a diclofenac je pti pouziti
MTBSTFA lepsi ¢as 120 minut, ale rozdil v plochdch pikli neni tak markantni jako u
ibuprofenu a ketoprofenu, a proto byl dale pouzivan ¢as 60 minut pro ostatni derivatizace.
Casu 60 minut bylo dile pouzivano i u BSTFA. U MSFTA a BSTFA + 1% TMCS se
pouzivalo dale ¢asu 90 minut.

4.4. Kalibrace pro BSFTA

Byly vytvofeny roztoky analgetik o koncentracich 1, 5, 10, 20, 50 a 70 ng/ml. Poté byly
zderivatizovany a zanalyzovany. Pak byla podle znamych koncentraci a ploch pikt
vypocitana kalibra¢ni zavislost pro jednotliva 1éCiva.
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diclofenac
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Graf ¢.5: Kalibracni zavislost pro diclofenac

4.5. Porovnani metod piipravy SPE kolonek

Z clanki [42, 43, 44, 45] byly vybrany 4 metody piipravy SPE kolonek, u kterych byla
potom porovndna vytéznost. VSechny kolonky byly Oasis HLB. Kolonky byly pfipraveny a
promyvany podle téchto nasledujicich postupti:

1. Podle ¢lanku [42] byly kolonky nejprve promyty 5 ml hexanu, 5 ml ethylacetatu,
10 ml methanolu a 10 ml H,O. Poté byl nanesen vzorek a po projiti vzorku kolonkou
byla kolonka vysusena a nasledné eluovana 5 ml hexanu, 5 ml ethylacetatu a 14 ml
methanolu. Tento postup byl z divodu vétsSiho mnozstvi pouzitych rozpoustédel a
nepiili$§ reprodukovatelnych vysledki proveden pouze jednou.

2. Podle ¢lanku [44] byly kolonky promyty 6 ml methanolu a 5 ml H,O. Poté byl
nanesen vzorek, po naneseni vzorku byla kolonka promyta 1,5 ml H,O a vysuSena.
Eluovana byla 8 ml methanolu.

3. Podle ¢lanku [45] byly kolonky nejprve promyty 3 ml ethyl-acetatu, 3 ml methanolu
a 3 ml H,O. Byl nanesen vzorek a kolonka byla vysuSena. Eluovana byla 4 ml
ethylacetatu.

4. Podle ¢lanku [43] byly kolonky nejprve promyty 2 ml ethylacetatem/acetonem
vpoméru 1:1, 2 ml methanolu a 3 ml H,O. Po naneseni vzorku byly kolonky
promyty 1 ml methanol/H,O v poméru 1:9 a opét vysuSeny. Eluovany byly 6 ml
ethylacetatem/acetonem (1:1).

Vsechny vzorky byly nandSeny v objemu 20 ml, a tak aby vysledna koncentrace analgetik
na analyzu byla 50 ng/ml. Na derivatizaci bylo pouzito ¢inidlo BSTFA. Po provedeni analyzy
byla vypocitana koncentrace jednotlivych analgetik podle kalibrace, a pak byly koncentrace

33



pfepocitany na procentualni vytéznost. Metody SPE 2, 3 a 4 byly provedeny tfikrat. Podle
tabulky ¢.5, kde jsou porovnany jednotlivé vytéznosti metod, je jednoznacné prokazatelné, ze
metoda s nejspravnéjSimi procentudlnimi vytéZnostmi je metoda SPE 2. PouZitelné by byly i
metody SPE 3 a 4.

Tabulka ¢.5: Porovnani vytéznosti jednotlivych metod SPE

Vytéznost [%]
SPE 1 SPE 2 SPE 3 SPE 4
K. salicylova 304,17 84,66 12,93 69,53
Ibuprofen 117,17 81,32 129,72 116,71
Naproxen 111,07 79,65 106,66 110,97
Ketoprofen 188,47 77,77 168,16 176,27
Diclofenac 285,67 58,16 111,01 131,26
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5.ZAVER
Piedlozena bakaldiskd prace byla zaméfena na stanoveni 1é¢iv metodou plynoveé

chromatografie s hmotnostni spektrometrii s piedchozi derivatizaci. V bakalaiské praci byla
feSena tato problematika:

|
E

¥+

Jako sledovana 1é¢iva byla vybrana analgetika, pfesnéji ibuprofen, kyselina salicylova,
ketoprofen, naproxen a diclofenac.

K jejich derivatizaci byly ke srovnani vybrany ¢inidla: BSTFA, MSTFA, MTBSTFA
a BSTFA + 1% TMCS.

Z hlediska casu, velikostmi a tvary pikli byly nejvhodnéj$imi derivatizacnimi €inidly
BSTFA a BSTFA + 1% TMCS.

Nevhodnym ¢inidlem pro stanoveni vSech péti 1éiv bylo MTBSTFA, protoze piky u
kyseliny salicylové a diclofenacu byly ve srovnani s ostatnimi velmi malé.

Bylo provedeno zhodnoceni metod SPE; bylo prokazano, ze nejspravnéjsi vysledky a
nejlepsi vytéznost byly zjistény za pouziti kolonek Oasis HLB.

Metoda piipravy kolonky byla nésledujici: promyti kolonky 6 ml methanolu a 5 ml

H,O. Poté byl nanesen vzorek. Po naneseni vzorku byla kolonka promyta 1,5 ml H,O
a vysusena. Eluovéna byla 8 ml methanolu.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

GC/TOF-MS — plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii s priletovym
analyzatorem

SPE — extrakce na tuhém sorbentu

COX — cyklooxygenaza

COV - ¢&istirna odpadnich vod

t-BDMS — terc-butyl dimethy] silyl

TMS — trimethyl silyl

ECD — detektor elektronového zachytu

FID — plamenov¢ ionizac¢ni detektor

BSTFA — N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid

MSTFA — N-Methyl-N-trifluoroacetamid

MTBSTFA — N-methyl-N - [tert-butyldimethyl-silyl] trifluoroacetimid

BSTFA + 1% TMCS — N,O-Bis (trimethylsilyl) trifluoracetamid s 1% Trimethylchlorsilan

LC — kapalinova chromatografie

GC — plynova chromatografie

PC — papirova chromatografie

TLC — tenkovrstva chromatografie

TCD — tepelné vodivostni detektor

AFID — plamenovy ioniza¢ni detektor s alkalickym kovem

HeD — heliovy ioniza¢ni detektor

MS — hmotnostni spektrometr

MALDI — desorpce/ionizace laserem za ucasti matrice

TOF — prtiletovy analyzator
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