UNIVERZITA KARLOVA

Pfirodovédecks fakulta

Studijni program: Chemie
Studijni obor: Analyticka chemie

Bc. Barbora Tonnerova

Degradacni studie elektrochemické a chemické oxidace kyseliny

salicylové a kyseliny acetylsalicylove

The study of the electrochemical and chemical oxidative degradation

of salicylic and acetylsalicylic acid

Diplomova prace

Vedouci diplomové prace: RNDr. Anna Kubickova, Ph.D.
Konzultant diplomové prace: RNDr. Jan Fischer, Ph.D.

Praha 2022



Prohlaseni
Prohlasuji, Ze jsem diplomovou préci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predloZena

k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne 11.05.2022

Bc. Barbora Tonnerova



Abstrakt

Tato prace byla provedena za Ucelem studia degradace kyseliny salicylové pomoci
elektrochemické oxidace. Tato oxidace byla porovnadvana s oxidaci kyseliny
acetylsalicylové. Vyzkouseny byly dvé elektrochemické cely — priitokova a vsadkova.
Mnozstvi vzniklych degradacnich produktt, kyseliny salicylové a kyseliny
acetylsalicylové bylo vyhodnocovdno nové vyvinutou a validovanou metodou
ultravysokoucinné kapalinové chromatografie.

Optimalni separace bylo dosazeno na kolon¢ Kinetex C18 (2,1 x 100 mm; 1,7 pm)
s dvousloZkovou mobilni fazi — acetonitril a voda s 0,1% kyselinou mravenci. Slozky
mobilni faze byly v pribéhu analyzy sméSovany podle gradientového programu od 10 do
60 % (v/v) acetonitrilu. Priitok mobilni faze byl 0,3 ml min™!, ddvkovany objem byl 2 ul,
detekce byla provedena PDA detektorem pii 240 nm. Celkovd doba analyzy byla
11 minut.

V elektrochemickém uspotfadani byla jako anoda pouzita borem-dopovana
diamantova elektroda a jako katoda nerezova elektroda. Kyselina salicylova a a kyselina
acetylsalicylova byly rozpoustény v octanu amonném o koncentraci 200 mmol dm™
a pH=4,0. Ve vsadkovém uspotadani bylo 20% oxidace dosazeno po 10 minutach pii
napéti 4,0 V. V pritokovém uspotaddani bylo poZzadované 20% oxidace dosazeno pii
pritokové rychlosti 0,5 ml h!, dobé priitoku 18 minut, tloustce t&snéni 0,10 mm a napéti
4,0 V. Byly identifikovany dva oxidacni produkty — kyselina 2,3-dihydroxybenzoova
a kyselina 2,5-dihydroxybenzoova.

Kli¢ova slova

Ultravysokouc¢inna kapalinovd chromatografie, salicylova kyselina, acetylsalicylova
kyseliny, tenkovrstva pritokova cela, oxidace, degradace



Abstract

The aim of this Thesis was to study the degradation of salicylic acid by the
electrochemical oxidation. The electrochemical oxidation of salicylic acid was compared
to the electrochemical oxidation of acetylsalicylic acid. Two electrochemical cells were
tested — batch cell and thin-layer flow-cell. The newly developed and validated method
of ultra-high performance liquid chromatography has been used to analyse the
degradation products, salicylic acid and acetylsalicylic acid.

The optimal analysis was made by the Kinetex column C18 (2,1 x 100 mm;
1,7 pm) and mobile phase with two components — acetonitrile and water with addition of
0,1% formic acid. These two components of the mobile phase were mixed by the gradient
program from 10 % to 60 % (v/v) acetonitrile. The mobile phase flow was set to
0,3 ml min-1 and the volume of injection was 2 ul. The detection was performed by
photodiode array detector at the wavelength 240 nm. Total time of the analysis was
11 minutes.

The electrochemical degradation has been studied by an anodic oxidation in a flow
cell with a boron-doped diamond (BDD) anode and a stainless-steel cathode. The samples
of salicylic acid and acetylsalicylic acid was dissolved in the ammonium acetate,
concentration 200 mmol dm™ at pH=4,0. The 20 % oxidation rate of salicylic acid was
achieved in 10 minutes in the electrochemical batch cell. The same rate of oxidation of
salicylic acid in the flow cell was achieved with the flow rate 0,5 0,5 ml h™!, spacer width
0,10 mm and voltage 4,0 V. Two oxidation products has been identified — 2,3-
dihydroxybenzoic acid and 2,5-dihydroxybenzoic acid.

Key words

Ultrahigh performance liquid chromatography, salicylic acid, acetylsalicylic acid, thin-
layer flow cell, oxidation, degradation
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Seznam pouzitych zkratek a symbol

Pouzité zkratky

AIBN azobisisobutyronitril

API 1é¢iva latka (z angl. Active pharmaceutical ingredient)

ASA kyselina acetylsalicylova

BDD borem-dopovany diamant

C18 oktadecylovéa skupina

FDA ufad pro potraviny a léciva (z angl. Food and drug Administration)

HILIC hydrofilni interakéni chromatografie (z angl. Hydrophilic interaction
liquid chromatography)

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. High performance
liquid chromatography)

ICH mezinarodni rada pro harmonizaci (z angl. International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for
Human Use)

LOD mez detekce (z angl. Limit of detection)

LOQ mez stanovitelnosti (z angl. Limit of quantification)

MS hmotnostni spektrometr (z angl. Mass spectrometer)

OP degradacni produkt ziskany oxidaci

PDA detektor s diodovym polem (z angl. Photodiode array detector)

QDa typ hmotnostniho detektoru

RP-HPLC vysokoucinna chromatografie s obracenymi fazemi (z angl. Reversed
phase high performance liquid chromatography)

RRT relativni reten¢ni Cas (z angl. Relative retention time)



SA

UHPLC

Uuv

UV/VIS

kyselina salicylova

ultravysokoucinnd kapalinova chromatografie

ultrafialova oblast spektra

ultrafialova a viditelna oblast spektra

Pouzité symboly

A

b

hn

I

m/z

plocha pracovni elektrody [m?]
smérnice kalibraéni kiivky [V mol dm™]
koncentrace [mol dm™]

difuzni koeficient [m? s™']

potencial [V]

standardni elektrodovy potencial [V]
Faradayova konstanta [96485 C mol™]
vyska piku [V]

Sum zakladni linie [V]

proud [A]

proud v urc¢itém case [A]

pomeér hmotnosti iontu ku jeho naboji

celkovy pocet méteni

zaporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty

rozliSeni
koeficient determinace

plocha piku [V s]
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b

=l

Xmax

smérodatna odchylka métfeni

c¢as [s]

faktor symetrie

reten¢ni ¢as [min]

objem analyzovaného vzorku [m’]
pramérnd hodnota ze vSech méteni
hodnota i-t¢ho méteni

pocet vymeénénych elektrona
koeficient linearity

tloustka difuzni vrstvy [m]

vlnova délka [nm]

vlnova délka absorpéniho maxima [nm]

objemovy zlomek
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1 CIL PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo vyvinout metodu stanoveni kyseliny salicylové
a acetylsalicylové pouzitim ultravysokoucinné kapalinové chromatografie. Nasledné tuto
metodu validovat. Dale stanovit optimalni oxida¢ni podminky pro zminéné latky ve
vsadkovém a pratokovém elektrochemickém usporadéani. Poté porovnat ucinnost oxidace
v obou usporadani aurcit vznikajici degradacni produkty. Nésledn¢ porovnat
elektrochemickou oxidaci v pritokové cele s chemickou oxidaci 3% (v/v) peroxidem

vodiku.
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2 TEORETICKY UVOD

2.1 Kyselina salicylova a kyselina acetylsalicylova

Kyselina salicylova, systematickym nazvem kyselina 2-hydroxybenzoova, je latka
s relativni molekulovou hmotnosti 138,12. Jeji struktura je znazornéna na obrazku 2.1.
Molekulovy vzorec kyseliny salicylové je C7HsOs. Jedna se o bilou krystalickou latku
bez zépachu s nasladlou az Stiplavou chuti. Zékladni fyzikalni a chemické vlastnosti

kyseliny salicylové jsou uvedeny v tabulce 2.1 [1].

HO H,C 0

a b

Obr. 2.1: Struktura kyseliny salicylové (a) a kyseliny acetylsalicylové (b).

Kyselina acetylsalicylova, systematickym ndzvem kyselina 2-acetyloxybenzoova,
ma relativni molekulovou hmotnosti 180,16. Jeji struktura je znazornéna na obrazku 2.1.
Kyselina acetylsalicylovda ma formu bilé krystalické latky bez chuti a bez zapachu.
Molekulovy vzorec této latky je CoHgOas. Jeji chemické a fyzikalni vlastnosti jsou
uvedeny v tabulce 2.1 [2]. Kyselina acetylsalicylova je uc¢innou latkou antipyretik

a analgetik, napt. Aspirinu nebo Acylpyrinu.
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Tab. 2.1: Zakladni fyzikalni a chemické vlastnosti kyseliny salicylové a acetylsalicylové [1,2].

Molekulovy Rozpustnost ve

— Mr VZOrec vod? pii 25 °C CAS ¢islo  logP pKa
(mg 1

Kyselina

. , 138,12  C7H¢Os3 2,24 69-72-7 2,26 2,78

salicylova

Kyselina 18016 CoHz04 4,60 50-782 1,19 3,47

acetylsalicylova

Kyselina salicylova se ptirozené nachazi v rostlinach, kde ptisobi jako ochrana
pfed patogeny. Vyskytuje se ve vétSiné ovoce, zeleniny a koteni [3]. Hlavni vyuZziti
nachazi kyselina salicylova jako hlavni aktivni metabolit kyseliny acetylsalicylové [4].
Pfimo kyselina salicylova se vyuziva v kosmetice diky svym keratolytickym
a exfolia¢nim G¢inkiim. Léc¢i lehke linky a vrasky, pigmentaci kiize, lupy a akné [5].

Kyselina acetylsalicylova plisobi proti horecce, bolesti, zanétu a sniZzuje srazlivost

vvvvvv

'''''

tomu snizuje poskozeni tkani pii hypoxii [3]. Na ireverzibilni inhibici cyklooxygenasy je
zalozen 1 antikoagulaéni ucinek kyseliny acetylsalicylové. Zabraiuje tak vzniku
thromboxanu, aktivatoru agregace krevnich desticek a vasokonstrikce. Kyselina
acetylsalicylova miize byt podavana ve formé tablet nebo intraven6zné [4].

V plasmé kyselina acetylsalicylova hydrolyzuje na kyselinu salicylovou.
Ptfevazné je metabolizovana v jatrech cytochromem P450 2C9. Hlavnimi metabolity jsou
kyselina salicylova, kyselina salicyluronova a kyselina acylglukoronidova. V malé mite
vznikaji také kyseliny hydroxybenzoové a kyselina gentisicovd [6]. K vyluCovani
kyseliny acetylsalicylové dochazi pfevazné v ledvindch. Behem glomeruldrni filtrace
a tubularni exkrece je vyloucena ve formé¢ kyseliny salicylové, kyseliny salicuronové,
fenolu a glukoronidd. K Gplnému vylouceni z organismu dochazi az po 48 hodinach [6].

Nagelschmitz et al. [4] sledovali farmakokinetické parametry kyseliny
acetylsalicylové a salicylové mimo jiné pii perordlnim podéni 500 mg kyseliny
acetylsalicylové. K maximalni absorpci kyseliny acetylsalicylové doSlo po 30 minutach,
kdy byla stanovena koncentrace v plasmé 4,84 mg dm™. Jak jiz bylo zminéno aktivnim

metabolitem acetylsalicylové kyseliny je kyselina salicylova, ktera vzniké hydrolyzou.
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Maximaélni koncentrace kyseliny salicylové 22,85 mg dm™ v plasmé bylo dosaZeno po

90 minutach [4].

2.2 Ultravysokoucinna kapalinova chromatografie

Ultravysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC) patii mezi velmi vyuzivany typ
separacni metody. Je odvozena od vysokoucinné chromatografie (HPLC). Jeji princip
spoivd v opakovaném ustanovovani rovnovahy separovanych slou¢enin mezi dvéma
fazemi — mobilni a stacionarni. Mobilni fazi je kapalina, kterd unasi analyty na kolonu.
Stacionarni faze je tvotfena nejCastéji pevnou latkou, ktera neni pohybliva a je vazana
v kolon¢ [7,8,9,10].

NejcCastéji pouzivanym moddem separace je tzv. RP-HPLC neboli vysokoucinna
kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi. Polarita mobilni faze je v tomto ptipadé
vyS$$i nez polarita staciondrni faze. Jako mobilni fazi je v mozno pouzit vodu v kombinaci
s organickymi rozpou$tédly — methanolem, acetonitrilem nebo tetrahydrofuranem.
Stacionarni faze je tvofena silikagelem s kovalentné navdzanymi funk¢nimi skupinami
s alifatickymi fetézci, nejcastéji s fetézcem oktadecylovym. Takto slozena stacionarni
faze ma oznaceni C18. Mimo to je mozné pouzit i dalsi funk¢ni skupiny — oktyl, propyl,
hexyl, ethyl, fenyl, atd. [7,8].

Odlisnost UHPLC od HPLC je ptedevsim v pouzité zrnitosti stacionarni faze a tlaku,
ktery je na kolonu aplikovan. V UHPLC je mozné dosahnout az tiikrat vyssich tlakti nez
u HPLC, konkrétn& az 1000 bar [7]. Castice silikagelu v UHPLC koloné maji nejéastéji
velikost pod 2 pum, oproti HPLC jsou asi dvakrat mensi. [11,12]. Kolona ma délku od
30 do 150 mm s vnitinim priimérem 2,1 nebo 1,0 cm [13]. V této diplomové praci byly
pouzity cCastice silikagelu o velikosti 1,7 pm, kolona o délce 100 mm a praméru 2,1 cm.
Pouzitim UHPLC lze docilit rychlejsi a G€inngjsi separace s vysSim rozliSenim. Piky jsou
uzsi a strmé&jsi a je tak mozné analyzovat vice latek s blizSimi retencnimi ¢asy. Velkou
vyhodou je také kratsi ¢as analyzy a mensi spotifeba rozpoustédel [9,14,15].

Nejcastéji pouzivany detektor v UHPLC je spektrofotometricky UV/VIS, detektor
s diodovym polem (PDA), hmotnostni, fluorescen¢ni a elektrochemicky. V této praci byl
pouzit detektor s diodovym polem (PDA) a QDa detektor — monokvadrup6l. Detektor
s diodovym polem je zalozen na snimani celého spektra v redlném ¢ase. Absorbuje zéaieni

vinovych délek od 190 do 800 nm [7,16]. Detektor QDa je hmotnostni detektor navrzeny
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jako synergicky prvek chromatografického separa¢niho systému. Slouzi k potvrzeni
identity a kvantifikaci latek za pouziti znaenych internich standardi. Lze tak stanovit

koncentraci latek, které nelze stanovit optickou detekci [17].

2.21 Vyvoj a optimalizace chromatografické metody

V prubéhu vyvoje aoptimalizace chromatografické metody jsou chromatografické
podminky voleny tak, aby latky ve smési byly dokonale separovany a citlivé detekovany
v co nejkrat§im case. Na zacatku vyvoje chromatografické metody je tieba zjistit
fyzikéalné-chemické vlastnosti analytl a urcit cil metody. Pred vyvojem metody je tieba
u analyt znat strukturu latky a funkéni skupiny, polaritu, molekulovou hmotnost,
rozpustnost vzorku, acidobazické vlastnosti a stabilitu analyt. Dulezité je také stanovit
cil vyvijené metody. Konkrétné je nutné zvazit, zda jde o metodu pro identifikaci nebo
kvantifikaci latek. Také je dualezité¢ veédét, jaké jsou oCekavané koncentrace analyta
a v jaké matrici budou stanovovany [18].

Dal§im bodem pii vyvoji a optimalizaci chromatografické metody je vybér zpiisobu
detekce. Ten zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech a na struktufe analytti ve smési
a také na pozadované citlivosti a selektivit¢ detekce. Nezanedbatelny je také typ matrice
vzorku a mozné interference. Pro analyzu komplexnich matric, jako jsou biologické
tekutiny a potravinové vzorky je citlivost a selektivita klicova. Proto je vhodné volit
hmotnostni detekci. Oproti tomu pro jednodussi vzorky o znamém slozeni, jako jsou
1é¢ivé pripravky a chemické substance postacuje UV nebo PDA detektor.

Daéle je nutné zvolit chromatograficky systém tak, aby splioval pozadavky na separaci
vSech slozek vzorku. Pro latky neiontové povahy rozpustné ve vodé je mozné pouzit
reverzni fazi. Latky iontové povahy rozpustné ve vod¢ 1ze analyzovat iontové vyménnou
chromatografii. Pro peptidy a proteiny se pouziva reverzni fdze nebo iontové vyménna
chromatografie. Latky rozpustné v organickych rozpoustédlech lze rozdélit podle typu
pouzitého rozpoustédla. Ty, rozpustné v hexanu je mozné analyzovat na normalni fazi,
naopak ty rozpustné v methanolu se separuji na reverzni fazi.

Nasledné je v procesu vyvoje chromatografické metody nutné zvolit stacionarni
a mobilni f4zi. Vhodné je vychdazet z literatury, pfipadné z pfedchozich zkuSenosti. Volba
stacionarni faze vychazi z vyZzadované selektivity metody, ucinnosti a rychlosti separace,

pH mobilni faze, teploty pfi separaci a maximalniho tlaku, ktery instrumentace umoziuje.
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Vychozi staciondrni fazi je silikagel nebo modifikovany silikagel. Pro vyssi stabilitu se
vyuziva porézni grafitovy uhlik nebo oxid zirkonicity. Mobilni faze je volena na zakladé
fyzikéalné-chemickych vlastnosti analytu, typu detekce a zvolené stacionarni fazi. Pro
neutrdlni latky na reverzni fazi silikagelu se skupinou CI18 je vhodné vyuzit smés
acetonitrilu nebo methanolu a vody. Pro kyseliny a zdsady v reverznim modu se pouziva
voda s pridavkem kyseliny nebo zasady. Dochazi tak k potlaceni disociace slabych
kyselin ¢i slabych zasad. Neutralni latky na normalni f4zi jsou separovany v mobilni fazi
sloZzené z hexanu nebo ethanolu.

Separaci lze provadét bud’ isokraticky nebo gradientové. S vyuzitim gradientové eluce
je mozné dosdhnout pomalejsi eluce polarnich latek a rychlejsi eluce nepolarnich latek.
V pribéhu gradientové eluce se béhem analyzy méni slozeni mobilni faze tak, Ze
v pribéhu c¢asu postupné nartistd obsah slozky s vysSsi eluéni silou. Dulezitym
parametrem je i objem vzorku davkovany na kolonu. Pfi davkovani vyssiho objemu
vzorku miize dojit k objemovému pfetizeni kolony, které se projevuje posunem
reten¢nich €asti a rozSifovanim chromatografické zony. Dal$i optimalizovanou veli¢inou
je prutokova rychlost. Vyssi pritokovou rychlosti je dosazeno rychlejsi analyzy, ale také
sniZzeni separacni u¢innosti metody. Priitokova rychlost by v§ak neméla vést ke zvysSeni

tlaku az k maximalnim tlakovym limittim kolony.

2.2.2 Chromatograficka metoda pro stanoveni kyseliny salicylové

a kyseliny acetylsalicylové
Vyvoj chromatografické metody stanoveni kyseliny salicylové a acetylsalicylové je
v literatuie dostupny prevazné pro HPLC. S dodate¢nymi Gpravami z nich lze ¢erpat i pro
vyvoj UHPLC metody. Byla dohledéana i jedna metoda pro UHPLC stanoveni kyseliny
acetylsalicylové.

Metoda pro UHPLC stanoveni kyseliny acetylsalicylové byla vyvinuta v praci
Skibinski a kol. [19]. Byla zde pouzita kolona Zorbax Extend C18 (2,1 x 50 mm; 1,8 pm).
Priitokova rychlost byla 0,4 ml min™'. Mobilni faze byla sloZena z acetonitrilu a vody, do
kterych byla ptfidana 0,1% kyselina mravenci. Dvouslozkovd mobilni faze byla
sméSovana podle gradientového programu od 15% acetonitrilu do 80% acetonitrilu. Byl

pouzit hmotnostni detektor.
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V praci Chandarana a kol. [20] byla vyvinuta metoda pro HPLC stanoveni
kyseliny salicylové. Byla pouzita kolona Waters C18 (250 x 4,6 mm; 5 um). Mobilni faze
byla slozena z hydrogenfosfore¢nanu sodného, o koncentraci 0,05 mol dm™ a pH=4,5,
a methanolu, v poméru 68:32 (v/v). Detekce byla provedena UV detektorem pii 280 nm.

V Evropském I¢kopisu [21] a praci Kowalska a kol. [22] je také popsana metoda
HPLC stanoveni kyseliny acetylsalicylové. Byla pouzita kolona C18 (250 x 4,6 mm;
5 um). Priitokova rychlost byla 1,0 ml min™!. Spektrometrick4 detekce byla provedena pii
vlnové délce 237 nm. Mobilni faze byla slozena z kyseliny fosforecné, acetonitrilu a vody
v poméru 2:400:600 (v/v).

Prace Sherikar a kol. [23] popisuje vyvoj HPLC metody stanoveni kyseliny
acetylsalicylové. Byla pouzita kolona Phenomenex Luna (150 x 4,6 mm; 5 pm). Mobilni
faze byla slozena z vody a acetonitrilu v poméru 50:50 (v/v), do kterych byla piidana
0,1% ledova kyselina octova. Priitokova rychlost byla 1,0 ml min™. Detekce byla
provedena UV detektorem pii 246 nm.

V praci Kamal a kol [24] byl popsan vyvoj HPLC metody stanoveni kyseliny
acetylsalicylové a salicylové. Byla pouzita kolona Hypersil ODS (250 x 4,6 mm; 5 um).
Priitokova rychlost byla 1,2 ml min!. Mobilni fize byla sloZena z acetonitrilu
a hydrogenfosfore¢nanu sodného o koncentraci 0,05 mol dm™ apH=3,5 v poméru
23:77 (v/v). Do hydrogenfosfore¢nanu draselného byla ptidan 0,1% triethylamin. Detekce
byla provedena UV detektorem pii 230 nm.

Tandel a kol. [25] popsali vyvoj HPLC metody stanoveni kyseliny salicylové.
Kolona byla Chromatopak C18 (250 x 4,6; 5 um). Priitokova rychlost byla 1 ml min™.
Mobilni faze byla sloZzena z methanolu a vody v poméru 40:60 (v/v). Do vody byl piidan
0,1% triethylamin, 0,15 mg kyseliny hexansulfonové a pH bylo upraveno kyselinou

octovou ledovou na hodnotu 3,0. Detekce byla provedena UV detektorem pii vlnové

délce 226 nm.

2.2.3 Validace chromatografické metody

Proces validace chromatografické metody prokazuje, Ze metoda je vhodna pro zamyslené
pouziti. Podle ptedpisi ICH (mezinarodni rada pro harmonizaci, z angl. International
Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human

Use) maji byt urCeny nasledujici validacni parametry: spravnost, piesnost,

18



opakovatelnost, mezilehld ptresnost, selektivita, mez detekce, mez stanovitelnosti,
linearita, pracovni rozsah a robustnost [ 18].

Spravnost metody je definovana jako té€snost shody mezi vysledkem méfeni
a referen¢ni hodnotou. Rozdil mezi skutecnou a naméienou hodnotou je oznaovan jako
chyba vysledku.

Presnost metody je vyjadfena jako hodnota udavajici miru tésnosti shody mezi
navzajem nezavislymi vysledky méfenymi za stejnych podminek. Mira pfesnosti je
vyjadfovana jako smeérodatnd odchylka. Presnost muze byt vyjadiovand jako
opakovatelnost, mezilehla pfesnost a reprodukovatelnost. Opakovatelnost je definovana
jako tésnost shody mezi navzajem nezavislymi vysledky zkousek, ktery byly ziskany
opakovanym pouZitim totozné¢ metody na totozném materialu, totoznym pracovnikem
béhem kratkého Casového rozmezi. Mezilehld presnost je od opakovatelnosti odliSna
provedenim v rozsifeném casovém Useku. Také mulZe obsahovat podminky zahrnujici
zmény jako je novy pracovnik, nova kalibrace nebo méfici systém. Reprodukovatelnost
metody vyjadiuje t€snost shody mezi navzajem nezavislymi vysledky. Vysledky stejného
analytu ve vzorcich t¢hoz materialu, ktera jsou vSak provadéna za riznych podminek.

Linearita metody vyjadiuje schopnost metody poskytnout v daném rozsahu linearni
korelaci mezi odezvou detektoru a koncentraci analytu. Jedna se obvykle o pfimkovou
zavislost. Tésnost vzajemné zavislosti dvou ndhodnych proménnych vyjadiuje koeficient
determinace R°. Pii linearni zavislosti byva £1. Obecné plati podminka R?>0,9990.

Pracovni rozsah ptfedstavuje uzavieny interval hodnot méfené veliCiny, pro ktery bylo
validaci potvrzeno, ze je v ném metoda aplikovatelnd. Nejistota méfeni je v této oblasti
ptijatelnd. Zdola ohrani¢eni tvoii mez stanovitelnosti.

Mez detekce, LOD, odpovida koncentraci, pro kterou je signal statisticky vyznamné
odli$ny od Sumu. Mez stanovitelnosti, LOQ, vyjadfuje koncentraci, pii které piesnost

a spravnost stanoveni umoZiiuje kvantitativni vyhodnoceni. Vypocet je mozny rovnicemi

Lop =3 (22) @.1)

LoQ =10 (22) (2.2)

kde b oznacuje smérnici kalibraéni pfimky ve stejnych jednotkach jako vyska piku a &,

oznacuje primérnou vysku Sumu z chromatogramu slepého vzorku [18].
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Selektivita metody je definovana jako schopnost metody poskytnout informaci
o kvantitativnim i kvalitativnim slozeni vzorku i v pfitomnosti interferentt. Je testovana
porovnanim vysledka standarda s vysledky vzorkd.

Robustnost metody je definovéana jako mira kapacity metody poskytovat shodné
vysledky pii nepatrné¢ zménénych parametrech. Mezi tyto parametry patii pH, teplota
kolony a slozeni mobilni faze. Namétené hodnoty by mély byt odlisné maximaln€ o 2 %

[18,26].

2.3 Degradacni studie l1éCiv

Chemicka stabilita farmaceuticky aktivnich latek je zdsadni parametr, ktery mtize ovlivnit
zdravi pacientii. Agentury Food and Drug Administration (FDA) a ICH stanovily
poZadavky na stabilitni testovani 1é¢iv. Farmaceutické firmy tak musi sledovat zménu
kvality 1écivych latek (API) a 1€kd, vystavenych riznym podminkam [27]. Zkoumanim
vlivu riznych podminek prostfedi, kterému je 1€Civo vystaveno, je mozné urcit pro
pacienta potencialné toxické degradacni produkty, jejich strukturu a mechanismus vzniku
[27,28]. Existuji ti1 typy stabilitnich studii — stabilitni studie v realném case, zrychlené
stabilitni studie a studie nucené degradace [27,28,29]. Stabilitni studie v realném cCase
jsou provadény pfii teploté 30 °C a relativni vlhkosti vzduchu 65%. Témto podminkdm je
vzorek vystaven 12 mésict. Zrychlené stabilitni studie se provadéji pii teploté 45 °C
a relativni vlhkosti vzduchu 75 %. Tyto podminky jsou aplikovany na vzorek po dobu
6 mésicu [29].

Rychlejsi vysledky piinaseji studie nucené degradacni, pti kterych je ptislusna latka
vystavena silngj$im vnéj$im podminkam. Mezi tyto podminky patii hydrolyza kyselinou
a zasadou, kyslik, svétlo, vysoké teploty a vysokd vlhkost. Nejcastéji pouzivané
podminky studii nucené degradace jsou uvedeny v tabulce 2.2 a obrdzku 2.2. Rozsah
degradace by mél byt 5 az 20 % plvodniho mnozstvi API [27,28]. K odliSeni
degradacnich produktl vznikajicich z Iéku a téch vznikajicich z ostatnich sloZek tablety
se totoZnym stresovym podminkam vystavuje i placebo. Vzorky pro degrada¢ni testovani

mohou byt ve formé pevné latky nebo roztoku a jde obvykle o jednu Sarzi [28].
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Nucené degradacni studie

A4
A 4
Lék
‘ . \ 4
514 Polotuhé
Roztok/suspenze Pevna litka litkn Roztol/suspenze
Y v b 4 Y
o /Fot()}\'/za \ Fotolyza Fotolyza
Fotolyza Kysela/zasadita .
hydrolyza Termoljza Termolyza Termolyza

Termolyza Oxidace

Oxidace

Termolyza + vlhkost | | Termolyza + vihkost

Termolyza + vlhkost Oxidace

Obr. 2.2: Schéma nejcastéji vyuzivanych podminek nucené degradace pro API a finalni 1ék.
Ptevzato a upraveno podle Briimmer H. [28].
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Tab. 2.2: Nejcasté€ji vyuzivané podminky studii nucené degradace [27,28].

Typ degradace Experimentélni podminky Podminky skladovani

HC10,01-0,1 mol I'!
Hydrolyza 40 °C, 60 °C
NaOH 0,01-0,1 mol 1"

0 25 °C, 60 °C
Oxidace 3 % HaO;
AIBN 40 °C, 60 °C
Fotolyza 300-800 nm -
60 °C
60 °C a 75% vlhkost
Termolyza Klimatick4 komora

80 °C

80 °C a 75% vlhkost

2.3.1 Oxidacni studie léCiv

Nejvice pouzivanym oxidacnim c¢inidlem pro degradacni studie je peroxid vodiku.
Poskytuje ptfedevsim neradikélovou oxidaci, stejné jako ionty kovii a kyslik. K radikalové
oxidaci se pouziva azobisisobutyronitril. Vybér oxida¢niho agens, jeho koncentrace
a vné¢jsi podminky zéavisi na ptislusném lécivu. Vystavenim latky roztoku 0,1% (v/v) az
3,0% (v/v) peroxidu vodiku v neutrdlnim pH po dobu 7 dni, nebo tak, aby doSlo
k maximalné 20% degradaci, jsou ziskany relevantni degradacni produkty [28]. Oxida¢ni
degradace latky zahrnuje ptenos elektronti a vznikaji tak reaktivni kationty nebo anionty.
Aminy, sulfidy afenoly jsou nachylné k pienosu elektronli a vzniku N-oxidd,
hydroxylaminu, sulfont a sulfoxidd. Molekuly obsahujici funkéni skupinu s labilnim
vodikem jako jsou benzylové, allylové, tercialni uhliky tvofi po oxidaci hydroperoxidy,

hydroxidy a ketony [27].

22



2.3.2 Oxidace kyseliny acetylsalicylové a kyseliny salicylové

Oxidace kyseliny salicylové a acetylsalicylové chemickou cestou — peroxidem vodiku —
byla sledovana a popséna v n¢kolika odbornych pracich. Ve vSech dohledanych
pfipadech byla patrna degradace kyseliny salicylové. Totéz plati i pro kyselinu
acetylsalicylovou, ale ta ve vétSing ptipadi pouze hydrolyzovala na kyselinu salicylovou.

Podle Scheck akol. [30] byla kyselina salicylovda o pocatecni koncentraci
4,46 mmol dm™ oxidovana peroxidem vodiku o koncentraci 0,26 mol dm™ pfi teploté
23 °C ve fotoreaktoru. To odpovida 58 molim peroxidu vodiku na 1 mol kyseliny
salicylove, tedy piiblizné 1,7% (v/v) peroxidu vodiku. Po 150 minutidch doslo k Uplné
eliminaci salicylové kyseliny. Vznikly oxidacni produkty, konkrétné kyselina 2,3-
dihydroxybenzoova, kyselina 1,2-dihydroxybenzoova, kyselina 1,4-dihydroxybenzoova,
kyselina mukonova, kyselina maleinova, kyselina fumarova, kyselina malonova
a kyselina §tavelova.

Ve studii Tandel a kol. [25] byla kyselina salicylova degradovana 3% (v/v) peroxidem
vodiku pfi laboratorni teploté. V Case nula minut byla kyselina salicylova oxidovana
7 6,15 %, po 30 minutach ze 7,50 % apo 60 minutach byla degradovéna z 12,77 %.
Degradac¢ni produkty urceny nebyly.

Kyselina acetylsalicylova byla v praci Chandarana a kol. [20] oxidovéana 3% (v/v)
peroxidem vodiku. Po jedné hodin€ pii laboratorni teploté byla degradovéna z 8 % a po
ttech hodinach z 15 %. V €lanku neni mozné dohledat, jaké oxida¢ni produkty vznikly.

Podle Patel a kol. [31] byla kyselina acetylsalicylova oxidovana 3% (v/v) peroxidem
vodiku po dobu dvou hodin ve tmé pti laboratorni teploté. Kyselina acetylsalicylova
degradovala o 5,6 % a vznikl jeden oxida¢ni produkt, ktery v ¢lanku nebyl identifikovan.

Ve studii Kamal a kol. [24] byla pozorovana 2% degradace kyseliny acetylsalicylové
vystavené 3% (v/v) peroxidu vodiku po péti minutadch pii teplote 25 °C. Z jejich
vysledného chromatogramu je patrny vznik kyseliny salicylové.

Kyselina acetylsalicylova byla v praci Kowalské a kol. [22] oxidovéana 3% (v/v)
peroxidem vodiku jednu hodinu pfi 100 °C. Kyselina acetylsalicylovda znacné
degradovala na kyselinu salicylovou a jeden dalsi oxida¢ni produkt, ktery nebyl urcen.

Procentudlni degradace nebyla uvedena.
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2.4 Potenciostaticka coulometrie a amperometrie

Potenciostaticka coulometrie patii mezi metody zalozené na elektrolyze. Dochézi tak
ke kvantitativni preméné stanovované latky v roztoku, v disledku elektrolyzy probihajici
na pracovni elektrod¢é. Pro tuto metodu plati obecné platné vztahy mezi proudem
a preménou latky pro velikost proudu prochazejiciho elektrodou v michaném roztoku.
Jedinym rozdilem je, ze celkova koncentrace analyzované latky postupné klesd béhem
experimentu. A s tim klesa i ptislusny proud. Za predpokladu, Ze je na elektrodu o urcité
plose vloZen potencidl, pf1 némz tece elektrodou limitni proud a zaroven probiha oxidace

analytu, je mefeny proud dan vztahem

= (557) ew |(55) 23)

kde I; znaci proud v urcitém case, z pocet vymeénénych elektront, F je Faradayova

konstanta [96485 C mol'], 4 plocha pracovni elektrody, D difuzni koeficient, c
koncentrace stanovované latky, o tloustka difuzni vrstvy, V objem analyzovaného vzorku
atcas [32,33].

Rychlost elektrolyzy lze zvysit zvétSenim plochy elektrody, zmenSenim objemu
roztoku, intenzivnéjSim michanim a zvysSenim teploty [33].

Elektrochemické experimenty v této praci se nachazeji na rozhrani potenciostatické
coulometrie a amperometrie. V amperometrii, stejn¢ jako v potenciostatické coulometrii,
je na elektrodu vlozen konstantni potencidl a je meéfen proud, ktery s ubytkem
stanovované latky klesa. Rozdilem je to, ze v amperometrii nemusi reakce prob¢hnout ze

100 % [32,33].

2.5 Cyklicka voltametrie

Cyklickéd voltametrie je metoda, pii které se na stacionarni elektrodu v nemichaném
roztoku vklada potencial trojuhelnikového pribchu v Case a je méfen proud. Polariza¢ni
ktivky maji tvar vlny nebo piku. Velikost proudu i tvar priib&hu signalu zavisi na rychlosti
polarizace (¢asové zmeny potencialu). Pti dostatecné vysoké rychlosti polarizace nestaci
produkty elektrodové reakce dostatecné rychle oddifundovat od elektrody a za vhodnych

podminek je mozné tyto produkty pfi opacném sméru potencidlové zmény detekovat [32].
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Piimé vyuziti této analytické metody je malé. Jeji hlavni vyznam spociva ve studiu
elektrodovych reakci. Pribéh anodickych a katodickych kiivek popisuje mechanismus

elektrodové reakce. Lze tak také posuzovat reverzibilitu reakci [32].

2.6 Elektrochemické prtitokové cely

Prutokové elektrochemické uspotradani, které umoznuje méfeni v pratoku vzorku, je Casto
pouzivano pti automatizaci mefeni v pramyslu hlavné v klinickém a environmentalnim
odvétvi. Diky jeho vSestrannému vyuziti nachazi pritokové uspotradani rozsahlé vyuziti
v chemickych analyzach. Na rozdil od vsadkového uspotadani mohou byt méifeni
v prutoku lépe miniaturizovana, kontrolovana a umoznuji pouziti vétSiny detektorti
a senzort. Elektrochemické priatokové cely mohou byt navrzeny jako napt. wall-jet nebo
tenkovrstevné. Pii1 konstrukci cely wall-jet vytéka roztok vzorku z trysky a omyva pifimo
pracovni elektrodu. Schémata obou uspotfadéani jsou zndzornéna na obrazcich 2.3 a 2.4

[34].

S

Obr. 2.3: Schématické zndzornéni elektrochemické wall-jet cely. 1-pracovni elektroda, 2-

pomocna elektroda, 3-referen¢ni elektroda, 4-roztok vzorku, 5-vstupni kapilara.
Ptevzato a upraveno od Némeckova-Markrlikova a kol. [35].
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Obr. 2.4: Elektrochemicka pritokova tenkovrstva cela. Pievzato a upraveno podle Bioanalytical
Systems, Inc. [36]. 1-vstupni kapilara, 2-vystupni kapilara, 3-referen¢ni elektroda, 4-pomocna
elektroda, 5-tésnéni, 6-pracovni elektroda

V této préci byla pouzita tenkovrstva pratokova cela, proto je detailni popis
vénovan pouze ji. Tyto cely jsou vyrabény pievazné z polyetherketonu, plexiskla
a teflonu [34,37]. Z polymeru jsou v nejbéznéjSich uspotadani vyrobeny dveé nosné ¢asti
cely. Prvni Cast obsahuje vstupni a vystupni kapilaru a pomocnou a referencni elektrodu.
Jako pomocné elektroda se obvykle pouziva nerezova odtokova kapildra, nebo blok
z nerezové oceli. Referencni elektroda je elektrodou druhého druhu a je umisténa do
prostoru cely, nebo bezprostfedné za n¢j. Druhd polymerni ¢ast obsahuje pracovni
elektrodu, kterou miiZze byt naptiklad skelny uhlik, vybrané kovy nebo borem-dopovany
diamant (BDD). Tésnéni slouzi k vytvofeni prostoru mezi polymerni ¢asti a pracovni
elektrodou. Velikost tohoto prostoru urcuje tloustka tésnéni, které je vyrabéno prevazné

z teflonu [34,37,38].
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Utinnost elektrochemické oxidace v pritokové cele lze ovlivnit tloustkou
tésnéni, volbou pratokové rychlosti, hodnotou vlozeného napéti atypem nebo
koncentraci zakladniho elektrolytu. ZvySenim potencidlu vkladaného na elektrodu
dochazi ke zvySeni miry oxidace vzorku. Oproti tomu zvysSeni pratokové rychlosti
znamena mensi vytézek elektrochemické reakce, protoze je zkracen Cas kontaktu analytu
s pracovni elektrodou. V zakladnim elektrolytu s vyssi iontovou silou je diky zvySené
vodivosti roztoku oxidace analytu také urychlena. Tloustka té€snéni ovliviiuje rychlost

oxidace, pfi pouZiti ten¢iho tésnéni je vétsi konverze latky na elektrodé [34,37].

2.7 Elektrochemicka oxidace kyseliny salicylové

Byly dohledany pouze dvé studie zabyvajici se anodickou oxidaci kyseliny salicylové.
Obe¢ byly provedeny ve vsadkovém uspotadani na borem dopované diamantové elektrodé
(BDD). Obé¢ studie popisuji vznik oxidacnich produkti. Shoduji se v primarnim vzniku
kyseliny 2,3-dihydroxybenzoové a kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové. Z téchto dvou
oxida¢nich produktd dale vznikaji shodné z obou studii kyselina maleinova, kyselina
fumarova a kyselina Stavelova. Nicméné€, ani v jedné z nich nebyl sledovan stupen
degradace kyseliny salicylové [39,40].

Podle Rabaaoui a kol. [39] byla oxidovana kyselina salicylova ve vsadkové cele na
anodé¢ — BDD elektrod¢ a byla sledovana jeji degradace. Jako katoda byla pouzita
elektroda z nerezové oceli. Vysledkem byl vznik priméarni oxida¢ni produkti, kterymi
jsou kyselina 2,3-dihydroxybenzoova, kyselina 2,5-dihydroxybenzoova, hydrochinon
a katechol, ze kterych dale vznikala kyselina maleinova, kyselina fumarova a kyselina
Stavelova. Tyto latky lze dale zoxidovat az na kyselinu mravenci, oxid uhli¢ity a vodu.
Mechanismus vzniku oxidac¢nich produktl je zndzornén na obrazku 2.5. Zaroven byl
testovan vliv pH na oxidaci kyseliny salicylové. Pii zkoumani pH 3,0; 7,0 a 10,0 bylo

dosazeno nejvyssi oxidace pii pH=3,0.
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Obr. 2.5: Mechanismus vzniku oxidacnich produkti kyseliny salicylové pii elektrochemické
oxidaci ve dvouelektrodovém uspotadani ve vsadkové cele s BDD anodou a nerezovou katodou.
Prevzato a upraveno podle Rabaaoui a kol. [39].

V ¢lanku od Guinea a kol. [40] byla kyseliny salicylova pti pH=3,0 oxidovana
ve vsadkové cele s BDD elektrodou jako anodou a grafitovou katodou. Byl zde
pozorovan vznik oxidacnich produkti, které se z ¢asti shoduji s Rabaaoui a kol. [39].
Mezi detekované oxidacni produkty patii kyselina 2,3-dihydroxybenzoova, kyselina 2,5-
dihydroxybenzoova, kyselina 2,6-dihydroxybenzoova, které jsou dale oxidovany na
kyselinu malonovou, kyselinu maleinovou, kyselinu fumarovou, kyselinu vinnou
a kyselinu $tavelovou. Ty se mohou déle oxidovat na oxid uhli¢ity a vodu. Mechanismus

vzniku oxidac¢nich produktii je zndzornén na obrazku 2.6.
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Obr. 2.6: Mechanismus vzniku oxidac¢nich produkti elektrochemickou oxidaci kyseliny

salicylové ve vsadkovém dvouelektrodovém usporadani s BDD anodou a grafitovou katodou.
Ptevzato a upraveno podle Guinea a kol. [40].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie a pristroje

3.1.1 Chemikalie
kyselina 2,3-dihydroxybenzoova, 99%, Acros organic, USA
kyselina 2,5-dihydroxybenzoova, 99%, Acros organic, USA
kyselina 3,5-dihydroxybenzoova, 97%, Aldrich-Chemie, Némecko
acetonitril, > 99,95%, HiPerSolv CHROMANORM®, VWR, USA
dusicnan sttibrny, p.a., Lachema, Ceska republika
kyselina chlorovodikova, 37%, Lach:ner, Neratovice
hexakyanoZzeleznatan draselny, Lachema, Ceska republika
kyselina dusi¢nd, p.a., Lachema, Ceska republika
hydrochinon,p.a., Lachema, Ceska republika
chlorid draselny, 100%, Lach:ner, Ceska republika
isopropanol, 99,8%, Penta chemicals unlimited, Ceska republika
chlorid draselny, p.a., Lachema, Ceska republika
kyselina acetylsalicylova, 99%, Alfa Aesar, USA
kyselina maleinova, Cista, Lachema, Ceska republika
kyselina mravenéi, > 99%, HiPerSolv CHROMANORM®, VWR, USA
kyselina octovd, > 99,8%, HiPerSolv CHROMANORM®, VWR, USA
kyselina salicylova, 99%, Sigma-Aldrich, USA
kyselina sirova, 96%, Lach:ner, Ceska republika
methanol, > 99,9%, HiPerSolv CHROMANORM®, VWR, USA
octan amonny, 99%, HiPerSolv CHROMANORM®, VWR, USA
voda, filtrovand 0,2 um, HiPerSolv CHROMANORM®, VWR, USA

vodny roztok amoniaku, >25%, Honeywell, USA
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3.1.2 Pristroje
analytické vahy, 262 SMA-FR, Sartorius, Svycarsko
BDD elektroda, pomér dopovani B/C 230 000 ppm vyrobena na Fyzikdlnim
tstavu AVCR dle [41]
kapalinovy chromatograf, Waters Acquity UHPLC H Class, USA
klimaticka komora, ICH 260L, Memmert, Némecko
laboratorni napajeci zdroj, P4603, Owon Technology Inc., Cina
magnetické michadlo, Thermo Scientific, USA
michadlo pro elektrochemii, Polaro-Sensors, Ceska republika
pumpa na stiikacku OEM, NE-500, New Era Pump Systems Inc., USA
pH metr, JENWAY 3540 pH/conductivity metr, UK
platinova elektroda, Monokrystaly, Ceské republika
polarograf Eco Tribo, Polaro-Sensors, Ceska republika, vybaveného programem
Multielchem (verze 3.2.1)
nerezova elektroda, material 1.4301; CSN 17 240
referenéni argentchloridova elektroda, Monokrystaly, Ceska republika

ultrazvukovy sonikator, Elma S15, Elmasonic, Némecko

3.2 Priprava roztokt

3.2.1 Priprava tlumivého roztoku
Tlumivy roztok octanu amonného byl pfipraven o koncentracich 20 a 200 mmol dm™
rozpusténim ptisluSného mnozstvi latky ve deionizované vodé. Po rozpusténi za stalého
michéni na michadle bylo jeho pH upraveno na 4,0 nebo 3,0 pomoci kyseliny octové.
Nésledné byl vysledny roztok piefiltrovan ptes filtr Nylon 66 Membranes (Supelco)
o velikosti port 0,45 um za pomoci vakuové pumpy. Roztok byl uchovéavan v lednici pii
5°C.

Pro sledovéani vlivu pH pufru na hydrolyzu kyseliny salicylové byl pfipraven
octan amonny o koncentraci 200 mmol dm™ a jeho pH bylo upraveno kyselinou octovou

na pH=2,0; 3,0; 4,0; 5,0 a hydroxidem amonnym na pH=9,0.
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3.2.2 Priprava standardnich roztoku
Standardni roztoky kyseliny salicylové a kyseliny acetylsalicylové pro optimalizaci
metody o koncentraci 2,0 mmol dm™ byly pfipraveny navaZzenim prisluného mnozstvi
latky a rozpustény v roztoku octanu amonného o koncentraci 20 mmol dm™ o pH=4,0.
Standardni roztoky kyseliny maleinové, hydrochinonu, kyseliny 3,5-dihydroxy-
benzoové, kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové, kyseliny  2,3-dihydroxybenzoové
o koncentraci 10,0 mmol dm™ byly pfipraveny navazenim piislusného mnozstvi latky
a rozpustény v roztoku octanu amonného o koncentraci 20 mmol dm™ o pH=4,0.
Standardni roztoky kyseliny salicylove, kyseliny acetylsalicylové, kyseliny 2,3-
dihydroxybenzoové akyseliny 2,5-dihydroxybenzoové pro validaci metody
o koncentracich 0,20 mmol dm>, 1,0 mmol dm™ a2,0 mmol dm™ byly pfipraveny

navazenim mnozstvi latek odpovidajici 2,0 mmol dm™

a poté odpovidajicim fedénim
v odmérnych banikach. Rozpustény byly v roztoku octanu amonného o koncentraci
20 mmol dm™ o pH=4,0.

VSechny standardni roztoky byly sonifikované 60 minut v ptipadé kyseliny
salicylové a kyseliny acetylsalicylové a 30 minut v ptipad¢ ostatnich latek. Nasledné byly
prefiltrované pies stiikackovy filtr Agilent Nylon o velikosti port 0,45 pm. Roztoky byly
uchovavany v lednici pi1 5 °C. Vyjimkou je kyselina acetylsalicylova, ktera byla pied

kazdym meétfenim pfipravena Cerstva.

3.2.3 Priprava kalibrac¢nich roztokt

Pro pfipravu kalibrac¢nich roztoki bylo piipraveno pét koncentracnich urovni. Byly
pouzity standardni roztoky kyseliny salicylové, kyseliny acetylsalicylové, kyseliny 2,3-
dihydroxybenzoové a kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové o koncentraci 2,0 mmol dm™,
které byly nasledné fedény na koncentraci 0,10; 0,20 0,50; 1,0 a 2,0 mmol dm™ octanem

amonnym o pH=3,0 a koncentraci 20 mmol dm™,
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3.2.4 Priprava roztoku pro elektrochemickou oxidaci

Roztoky pro elektrochemickou oxidaci byly pfipraveny navdZenim a rozpusténim
mnozstvi kyseliny salicylové a kyseliny acetylsalicylové odpovidajicimu koncentraci
2,0 mmol dm™ v roztoku octanu amonného o pH=4,0 o koncentraci 20 a 200 mmol dm™
a octanu amonném o pH=3,0 a koncentraci 200 mmol dm™. Nasledné byly 60 minut

sonifikovany a filtrovany pfes stiikackovy pufr o velikost porti 45 um.

3.2.5 Priprava roztoku pro chemickou oxidaci
Roztoky kyseliny salicylové a kyseliny acetylsalicylové pro chemickou oxidaci 3% (v/v)
peroxidem vodiku byly pfipraveny pipetovanim 1,2 ml 25% peroxidu vodiku do 10ml
odmérné bailkky a doplnéné po rysku roztokem piislusné kyseliny o koncentraci
2,0 mmol dm™ rozpusténé v octanu amonném o pH=4,0 nebo pH=3,0 a koncentraci
200 mmol dm™.

Zaroven byly pfipraveny 1 kontrolni roztoky bez peroxidu vodiku. K zachovani
stejné koncentrace kyseliny salicylové a kyseliny acetylsalicylové do nich bylo

pipetovano 1,2 ml octanu amonného.

3.2.6 Priprava mobilni faze
Mobilni faze byla slozena ze dvou slozek — filtrované vody HiPerSolv a acetonitrilu

HiPerSolv. Do obou slozek byla piidana kyselina mravenci v mnozstvi odpovidajicimu

0,1 % (v/v).

3.3 Chromatografické podminky

K analyze latek byl pouzit kapalinovy chromatograf Waters Acquilty UPLC H-class
(Waters, USA). Kolona byla pouzita Kinetex C18 100A (100 x 2,1 mm, 1,7 pum;
Phenomenex, USA). Experimentalni podminky byly nasledujici:

e pritokova rychlost: 0,3 ml min™!

e objem davkovaného vzorku: 2 pl

e teplota kolony: 25 °C

e teplota davkovace vzorki: 10 °C

e délka analyzy: 10 min
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e mrtvy ¢as kolony: 0,64 min

e PDA a QDa detektor

e vlnova délka detekce: 240 nm

Podminky QDa detekce byly nésledujici:

Mobilni faze byla sloZzena ze dvou slozek — vody a acetonitrilu. Obé tyto slozky
obsahovali 0,1% (v/v) kyselinu mravenc¢i. Pomér sloZzek v mobilni fazi se ménil od 10 %

do 60 % (v/v) acetonitrilu, podrobny priibéh gradientového programu je uveden v tabulce

polarita: negativni mod

hmotnostni rozsah: 50,00-350,00 Da
zacatek zaznamenavani: 0,1 min

konec zaznamenavani: 8,8 min

napéti kuzelu: 15 V

teplota sondy: 600 °C

kladné a zdporné napéti kapilary: 0,8 kV

3.1 a na obrazku 3.1.

Tab. 3.1: Pribéh gradientového programu chromatografické separace kyseliny salicylové
a acetylsalicylové. Popisuje zménu zastoupeni slozky A — acetonitrilu aslozky B — vody

v mobilni fazi v pribé¢hu eluce.

¢ (min) oA (%) o8 (%)
0 10 90
2 10 90
6 60 40
7 60 40
8 10 90
10 10 90
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Obr. 3.1: Prubéh gradientového programu mobilni faze slozené z acetonitrilu a vody.

3.4 Analytické zpracovani dat

3.4.1 Kalibrac€ni zavislost a linearita
Vzorky kyseliny salicylové, kyseliny acetylsalicylové, kyseliny 2,3-dihydroxybenzoové
a kyseliny  2,5-dihydroxybenzoové o péti  koncentra¢nich urovnich v rozmezi
0,10 az 2,0 mmol dm™ byly méfeny vyvinutou metodou. Kazd4 koncentraéni tirovei byla
meéiena trikrat. Ze tii naméfenych hodnot byl vyhodnocen median. Byla sestrojena
zéavislost nezavislé proménné (koncentrace) na =zavislé proménné (plose piku).
Vysledkem této zévislosti byla rovnice pfimky ve smeérnicovém tvaru a koeficient
determinace, ktery charakterizuje tésnost zavislosti obou proménnych. Koeficient
determinace by mél nabyvat hodnot vétSich nez 0,9990 [18].

Vynesenim logaritmické hodnoty koncentraci kalibracnich roztokli na osu x
a logaritmickych hodnot ploch pikli na osu y a proloZenim téchto bodl regresni ptimkou
je mozné urcit koeficient linearity. Koeficient linearity je v tomto piipadé roven smérnici
regresni piimky. Pokud leZi jeho hodnota mezi 0,95 a 1,05 jsou odezva detektoru

a koncentrace roztoku v linedrnim vztahu.
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3.4.2 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly vypocitany podle rovnic

LoD =3 (=) G.1)

LOQ

Il
[EnN
o

>
= |3
—

(3.2)

kde 4, znaci primeérnou vySku piku Sumu v chromatogramu rozpoustédla vzorku a b znaci
smérnici kalibracni pfimky, ziskanou ze zavislosti vySky piku pfislusné kyseliny a jeji

koncentrace [18].

3.4.3 Opakovatelnost

Opakovatelnost byla stanovovana deseti po sob¢ jdoucimi métenimi dvou koncentracnich
trovnich (0,2 mmol dm™ a1,0 mmol dm™) kyseliny salicylové a kyseliny 2,5-
dihydroxybenzoové. Vyhodnoceni opakovatelnosti bylo provedeno vypoctenim

smérodatné odchylky, s, a relativni smérodatné odchylky, sr1, podle rovnic

(3.3)

S
Strel = ; (3 .4)

kde n je celkovy pocet méfeni, x; je hodnota i-tého méfeni a X je primérna hodnota ze
vSech méfeni [42]. Vysledna relativni odchylka by neméla ve farmaceutické analyze byt

vysSinez 2 % [18].
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3.4.4 Robustnost
Robustnost chromatografické metody byla sledovana u kyseliny salicylové, kyseliny
acetylsalicylové, kyseliny 2,3-dihydroxybenzoové a kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové

o koncentraci 1,0 mmol dm™

. Byl testovan vliv zmény procentualniho zastoupeni
acetonitrilu v mobilni fazi, teploty kolony a ptidavku kyseliny mravenc¢i do obou slozek
mobilni faze, tedy zmény pH. Mezi sledované parametry byl zafazen retencni ¢as, plocha
piku, vyska piku, faktor symetrie a rozliSeni pikl kritického paru — kyseliny salicylové

a kyseliny acetylsalicylové.

3.5 Podminky chemické oxidace

Vzorky kyseliny salicylové a kyseliny acetylsalicylové pro chemickou oxidaci
obsahovali 3% (v/v) peroxid vodiku. Zaroven byly piipraveny kontroly obou kyselin bez
peroxidu vodiku. Nésledné byly vloZeny do klimatické komory pfedehiaté na 50 °C.
Vzorky byly odebirany pied vlozenim do komory a poté vzdy v ¢asovém rozmezi po 2;

4;10; 24; 30; 40 a 48 hodinach.

3.6 Podminky elektrochemické oxidace

Pro méfeni amperometrii a cyklickou voltametrii byl pouzit polarograf Eco Tribo,
Polaro-Sensors, Ceska republika, vybaveny programem Multielchem (verze 3.2.1) ve
tiielektrodovém zapojeni. K vyuziti vysSich potenciali slozil laboratorni napajeci zdroj
(P4603, Owon Technology Inc., Cina) ve dvouelektrodovém zapojeni s BDD anodou
a nerezovou katodou. Vzorky kyseliny salicylové a kyseliny acetylsalicylové
o koncentraci 2,0 mmol dm™ byly elektrochemicky oxidovany ve vsadkové a priitokové
cele. Plocha pracovni BDD elektrody byla ve vsiadkovém uspotdddni 33 mm?
a v pritokovém uspotaddni 36 mm?. Plocha pomocné nerezové elektrody byla ve
vsadkovém uspoiadani 211 mm? a v prittokovém uspoiadani 198 mm?. V obou ptipadech
byly kyseliny rozpoustény nejprve v octanu amonném o koncentraci 20 mmol dm-3

a poté 200 mmol dm™ o pH=3,0 a pH=4,0.
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3.6.1 Vsadkové usporadani

Vsadkové uspotradani bylo sestaveno z Sml nddoby, na jejimz dné byla umisténa O-termi-
novana BDD elektroda, pomér dopovani B/C 230 000 ppm vyrobena na Fyzikalnim
tstavu AVCR dle [41] o plose 33 mm?. V cele bylo umisténo michadlo, pomocna
nerezova elektroda, material 1.4301 CSN 17 240, oplose 211 mm? areferenéni
argentchloridova elektroda, Monokrystaly Turnov, plnénd chloridem draselnym
o koncentraci 3,0 mol dm?. Pracovni elektroda byla pfed kazdym prvnim méfenim
aktivovana 20 minut a mezi méfenimi 5 minut pii napéti 2,5 V kyselinou sirovou
o koncentraci 0,5 mol dm™. Schématické znazornéni oxidace ve vsadkovém uspotadani

je zobrazeno na obrazku 3.2.

LAy

Obr. 3.2: Schématické znazornéni vsadkového usporadani pro elektrochemickou oxidaci. 1-
vsadkova cela o objemu 5 ml, 2-pracovni BDD elektroda o plose 33 mm?, 3-michadlo, 4-
referenéni argentchloridova elektroda plnéna chloridem draselnym o koncentraci 3,0 mol dm>,
5-pomocnid nerezova elektroda o plose 211 mm? 6-zékladni elektrolyt (octan amonny
o koncentraci 200 mmol dm™ a pH=4,0).

Nejprve byly méteny tii cyklické voltamogramy zakladniho elektrolytu — octanu
amonného o koncentraci 20 a 200 mmol dm™ a pH=4,0, kyseliny salicylové a kyseliny
acetylsalicylové o koncentraci 2,0 mmol dm™. Rozpéti potencialii bylo od 0 do 1750 mV.
Rychlost skenu byla 100 mV s'. Mezi méfenimi byla elektroda aktivovdna 5 minut
roztokem kyseliny sirové o koncentraci 0,5 mol dm™ pti 2,5 V. Béhem méfeni roztoky

nebyly michéany.
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Volba optimalni délky oxidace byla sledovana v roztoku kyseliny salicylové
o koncentraci 2,0 mmol dm™ v octanu amonném o koncentraci 20 mmol dm™ a pH=4,0.
Sledovana byla relativni plocha piku vzhledem k vznikajicim oxida¢nim produktim.
Vlozené napéti bylo nejprve 1,5 V a poté 4,0 V. Vzorky byly odebirany po 0; 10; 20; 30
a 50 minutach. Vzorek pti 4,0 V po 10 minutach byl pro uréeni opakovatelnosti odebran
tiikrat. Relativni smérodatna odchylka z téchto tfi po sob& jdoucich méteni byla 1,4 %.
Ve stejnych ¢asovych intervalech byl odebiran i vzorek rozpustény v octanu amonném
o koncentraci 200 mmol dm™ a pH=4,0.

Optimalizace napéti byla provedena pro kyseliny salicylovou 1 kyselinu
acetylsalicylovou, ob& o koncentraci 2,0 mmol dm™ rozpus§téné v octanu amonném
o koncentraci 200 mmol dm™ a pH=4,0. Vzorky o objemu 2 ml byly oxidovany 20 minut
pii napéti 0,0; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0 a 4,5 V z laboratorniho napajeciho zdroje.

Octan amonny o koncentraci 200 mmol dm™ a pH=4,0 byl oxidovan pfi napéti
4,0 V z laboratorniho napajeciho zdroje po dobu od 0 do 50 minut. Na UHPLC byly
sledovany ptfipadné vznikajici ne€istoty.

Oxidace pfi napéti 1,5 V po dobu 20 hodin byla sledovana u kyseliny salicylové
i kyseliny acetylsalicylové o koncentraci 2,0 mmol dm™ rozpusténé v octanu amonném

o koncentraci 200 mmol dm™ a pH=4,0.

3.6.2 Porovnani vsadkového a prutokového usporadani

Pted pifechodem na pritokové uspotradani byly porovnany vlastnosti elektrod pouzitych
pro vsadkové a prutokové uspotradani a také byla porovnana pomocna elektroda z nerezu
o plose 211 mm? s platinovou o ploge 65 mm?. Méfeny byly cyklické voltamogramy
ve dvouelektrodovém 1 tiielektrodovém uspotfddani. Porovnano bylo téZ méfeni
uvedenymi systémy v roztoku kyseliny salicylové o koncentraci 2,0 mmol dm?
rozpusténé v octanu amonném o koncentraci 200 mmol dm™ a pH=4,0 s roztokem
hexakyanoZeleznatu draselného o koncentraci 1,0 mmol dm™ rozpustény v roztoku

chloridu draselného o koncentraci 1,0 mol dm?.
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3.6.3 Prutokové usporadani

Pritokova cela pro elektrochemickou oxidaci byla slozena ze dvou polymernich ¢asti —
silonové, ve které byly umistény tii elektrody, a teflonové. Objem cely byl urcen tésnénim
z teflonové folie o sile 0,25 a 0,10 mm. Celkovy objem cely byl 9,0 resp. 3,6 ul. Do otvoru
byla vlozena O-terminovand BDD elektroda, pomér dopovani B/C 230 000 ppm,
vyrobena na Fyzikalnim ustavu AVCR dle [41] o velikosti 36 mm? a pod ni byla vloZena
hlinikova félie, na kterou byl pfipojen laboratorni napajeci zdroj napéti nebo potenciostat.
Referencni elektroda byla argentchloridovd plnénd roztokem chloridu draselného

o koncentraci 3,0 mol dm™

a pomocna elektroda byla tvofena nerezovou odtokovou
kapilarou o plose 198 mm?. Schématické znazornéni oxidace v priitokovém uspoiadani
je zobrazeno na obrazku 3.3. Roztok byl do cely pumpovan OEM infuzni pumpou (NE-

500, New Era Pump Systems Inc., USA) s injek¢ni sttikackou o objemu 5 ml.

Obr. 3.3: Schématické znazornéni priifezu pritokovou elektrochemickou celou pouzité v této
praci. 1-pfivodni kapildra s pfipojenim na stfikacku, 2-argentchloridova referen¢ni elektroda
plnéna chloridem draselnym o koncentraci 3,0 mol dm™, 3-odtokova kapilara a zdroven nerezova
pomocna elektroda o plose 198 mm?, 4-BDD elektroda o plose 36 mm?, 5-tésnéni z teflonové
folie o tloust’ce 0,25 mm nebo 0,10 mm.

Referen¢ni elektroda pro pritokové uspotfadani byla ptfipravena v laboratofi.
Stiibrny dratek o priméru 0,2 mm a délce 60 mm byl mechanicky ociStén a pét minut
ponechdn v roztoku kyseliny dusiéné o koncentraci 0,1 mol dm=. Poté byl umistén do
roztoku kyseliny chlorovodikové o koncentraci 0,1 mol dm™ a elektrolyzovan dvé hodiny
pii 1,0 mA. Jako kapalny elektrolyt byl pouzit chlorid draselny, jehoZ koncentrace byla
3,0 mol dm™ do kterého byl po kapkich pridiavan dusi¢nan stfibrny o koncentraci

0,01 mol dm™ az do prvniho zékalu.
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Nejprve byla zvolena priitokova rychlost 1,0 ml h'. a t&snéni 0,25 mm. Roztok
kyseliny salicylové byl vystaven napéti 1,5 V a 4,0 V. S pouzitim tésnéni 0,10 mm byla
néasledné sledovana zména priitokové rychlosti z 1,0 ml h™ na 0,5 ml h™!. VSechny vzorky
byly elektrochemicky oxidovany ttikrat a poté byl vyhodnocovan jejich median.

Na zaklad¢ znamé hydrolyzy byl testovan vliv octanu amonného o pH 2,0; 3,0;
4,0; 5,0; 7,0 a 9,0 na hydrolyzu kyseliny acetylsalicylové. Vzorky kyseliny salicylové
a kyseliny acetylsalicylové o koncentraci 2,0 mmol dm™ rozpusténé v octanu amonném
o koncentraci 200 mmol dm™ a pH=3,0 byly oxidovany v cele s t&snénim 0,10 mm

a pratokovou rychlosti 0,5 ml h'!, vlozenym napéti 0,0; 1,5; 3,0; 3,5; 4,02 4,5 V.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vyvoj chromatografické metody

411 Volba vinové délky detekce

Kyselina salicylova, kyseliny acetylsalicylova, kyselina 2,3-dihydroxybenzoova
i kyselina 2,3-dihydroxybenzoova vykazuji dvé absorpéni maxima, kterd jsou znazornéna
na obrazku 4.1 a uvedena v tabulce 4.1. Vzhledem k informacim z literatury [19-25] byla
zvolena vlnovéa délka 240 nm. Pti vysSich vinovych délkach nebylo mozné stanovit
kyselinu 2,3-dihydroxybenzoovou a kyselinu 2,5-dihydroxybenzoovou. Pfi niz§ich

vlnovych délkach byly detekovany vyrazné necistoty z rozpoustédla vzorku.
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Obr. 4.1: Absorpéni spektra 1-kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové, 2-kyseliny 2.3-
dihydroxybenzoové, 3-kyseliny salicylové a 4-kyseliny acetylsalicylové métfeni vinovych délek
200-400 nm. Méfeno optimalni metodou uvedenou v kapitole 3.3.
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Tab. 4.1: VInové délky maximalnich absorbanci uvedenych analytl urc¢enych z absorpcniho
spektra na obrazku 4.1.

- Amax,1 (nm) Amax 2 (nm)
Kyselina salicylova 236 302
Kyselina acetylsalicylova 228 276
Kyselina 2,3-dihydroxybenzoova 244 331
Kyselina 2,5-dihydroxybenzoova 245 312
41.2 Volba stacionarni a mobilni faze

Metoda pro chromatografické stanoveni kyseliny salicylové a kyseliny acetylsalicylové
byla jiz predmétem vice védeckych experimentti, proto vyvoj metody v této diplomové
prace vychazel ve velké mife z dostupné literatury. Podle Evropského 1€kopisu [21],
Kowalska a kol. [22], Tandel a kol. [25] a Chandarana a kol. [20] byla pro separaci
kyseliny salicylové a kyseliny acetylsalicylové zvolena oktadecylova stacionarni faze.
Mobilni faze byla tvofena smeési dvou slozek — acetonitrilu a vody, shodné jako
v Evropském Iékopisu [21]. Pro kyseliny v reverznim modu se pouziva mobilni faze
s ptfidavkem kyseliny [18]. V evropském I€kopisu [21] a praci Kowalska a kol. [22] byla
piidavana k acetonitrilu i vod¢ kyselina fosforecnd. Tu pro tento experiment nebylo
mozné pouzit, jelikoz neni kompatibilni s QDa detektorem. Podle Skibinski a kol. [19]

byla pouzita kyselina mravenci.

41.3 Optimalizace gradientového programu

Prvnim krokem k vyvoji metody byl linedrni program s pouzitim mobilni faze slozené
z50 % acetonitrilu a50 % deionizované vody bez ptidavku kyseliny. Kyseliny
acetylsalicylové a kyseliny salicylové eluovaly s ¢elem mobilni faze a jejich piky byly
rozmyté vzadu a rozdvojené. Vzhledem k nutnosti stanovit i vysledné oxida¢ni produkty,
které mohou byt jak polarné;jsi, tak méné polarni nez zdrojové kyseliny, musi byt retence
kyseliny salicylové a kyseliny acetylsalicylové posunuta k pozdéj$im retencnim castim.
Byla proto testovana eluce kyseliny salicylové a kyseliny acetylsalicylové mobilni fazi
slozené z 20 % acetonitrilu a 80 % deionizované vody. Chromatograficky zaznam
v tomto pifipadé nemél tvar piku. Z experimentt, které provedli Skibinski a kol. [19] je

znamo, ze do mobilni faze byla ptidavana 0,1% (v/v) kyselina mravenci. Byla tedy
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vyzkousena mobilni faze slozena z 20 % acetonitrilu a 80 % deionizované vody a do obou
slozek ptidana 0,1% (v/v) kyselina mravenci. DoSlo k posunuti retencniho ¢asu kyseliny
salicylové az na 4 minuty a kyseliny acetylsalicylové na 5 minut. Pik byl stale rozdvojeny.
Rozdvojeni piku bylo vyfeSeno vyménou kolony za jinou stejného typu.

Gradientovym programem bylo testovano dal§i mozné prodlouzeni retence kyseliny
salicylové a kyseliny acetylsalicylové. Z ptredchozich méteni je ziejmé, Ze s vysSSim
zastoupeni vody v mobilni fazi se retencni Casy kyseliny salicylové
a kyseliny acetylsalicylové prodluzuji. Udaje o kolond [13] popisuji maximalni
procentudlni zastoupeni vody v mobilni fazi, které 1ze na kolonu aplikovat. V tomto
piipad€ je to 95 %. Proto byl gradientovy program nastaven na pocateCnich 10 %
acetonitrilu a 90 % deionizované vody. Detailni popis gradientového programu je uveden
v tabulce 3.1 str. 34. Chromatogram kyseliny salicylové a kyseliny acetylsalicylové
ziskany za téchto podminek je uveden na obrazku 4.2.

Vytvofenou UHPLC metodou byly analyzovany standardy potencialnich
degradacnich produkti nalezenych v literatufe [20,22,24,25,30,31]. V tabulce 4.2 jsou
uvedeny jejich nazvy, retencni Casy a poméry m/z, naméiené pomoci QDa detekce.

Chromatograficky zdznam separace téchto latek je zndzornén na obrazku 4.3.

Tab. 4.2: Prehled potencialnich degradacnich produktd vcetné jejich nazvu, poméru m/z
a reten¢niho Casu.

Produkt degradace m/z tr (min)
Kyselina maleinova 115 0,75
Kyselina 3,5-dihydroxybenzoova 153 1,53
Hydrochinon 110 1,24
Kyselina 2,3-dihydroxybenzoova 153 3,54
Kyselina 2,5-dihydroxybenzoova 153 2,63
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Obr. 4.2: Chromatogram kyseliny salicylové a acetylsalicylové o koncentraci 1,0 mmol dm™.
Me¢feno optimalni metodou uvedenou v kapitole 3.3. 1-kyseliny acetylsalicylova. 2-kyselina
salicylova.
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Obr. 4.3: Chromatograficky zaznam potencidlnich degradacnich produkti o koncentraci
1,0 mmol dm . 1-kyselina maleinové, 2-hydrochinon, 3-kyselina 3,5-dihydroxybenzoova, 4-
kyselina 2,5-dihydroxybenzoova, 5-kyselina 2,3-dihydroxybenzoova, 6-kyselina
acetylsalicylova, 7-kyselina salicylova. Méfeno optimalni metodou uvedenou v kapitole 3.3.
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4.2 Validace chromatografické metody

4.2.1 Kalibraéni zavislost a linearita

Kalibra¢ni zavislost plochy piku na koncentraci urcitého kalibra¢niho roztoku byla
vyhodnocend meéfenim péti koncentra¢nich turovni kyseliny salicylové, kyseliny
acetylsalicylové, kyseliny 2,3-dihydroxybenzoové a kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové.
Koncentra¢ni Girovné t&chto latek byly v rozmezi 0,10 az 2,0 mmol dm™. Vyhodnoceni
bylo provedeno na zdklad¢ tii po sobé jdoucich méfeni a z nich vypocitaného medianu.
Kalibra¢ni zavislosti jsou uvedeny na obrazku 4.4. Body jednotlivych kalibra¢nich
zavislosti byly vZdy proloZeny linearni regresni rovnici, ktera je uvedena v tabulce 4.3.
Z ni byl urcen koeficient determinace, téz uvedeny v tabulce 4.3, ktery byl ve vSech
piipadech vétsi nez 0,9990. Vyvinutou metodu lze tedy povazovat za linearni.

Na zéklad¢ zavislosti logaritmu plochy piku na logaritmu koncentrace vzorki
pouzitych k ur€eni kalibracni zavislosti byl vypocitan koeficient linearity a, ktery je
uveden v tabulce 4.3. Jeho hodnota lezi ve vSech ptipadech mezi 0,95 a 1,05, vyvinuta

chromatografickd metoda mtze byt povazovana za linedrni.

Tab. 4.3: Regresni rovnice., koeficient determinace a koeficient linearity kyseliny salicylové,
kyseliny acetylsalicylové, kyseliny 2,3-dihydroxybenzoové a kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové.
M¢éieno optimalni metodou uvedenou v kapitole 3.3.

— R2 - a
Kyselina salicylova 0,9997 y=2,4587x + 0,0298 0,9958
Kyselina acetylsalicylova 0,9999 y=1,3831x + 0,0109 0,9932
Kyselina
_ 0,9999 y=2,4443x — 0,0389 1,0101
2,3-dihydroxybenzoova
Kyselina
0,9999 y=2,0943x — 0,0076 1,0332

2,5-dihydroxybenzoova

46



3.0

5 —
b
2.5
4 -
2.0
~3-
” 1.5
S
», |
1.0
L 05|
0 0.0 -
T T T T T T T T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 0.0 0.5 1.0 15 2.0
5
5 -
4
d
4
3 -
~34
2]
b
2 -
», |
1 i
0 04
T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 0.0 0.5 1.0 15 2.0

¢ (mmol dm)

¢ (mmol dm)

Obr. 4.4: Kalibra¢ni zavislosti plochy piku na koncentraci ptislusné latky. a-kyselina salicylova,

b-kyselina acetylsalicylova, c-kyselina 2,3-dihydroxybenzoova, d-kyselina 2,5-dihydroxy-
benzoova. Méfeno optimalni metodou uvedenou v kapitole 3.3.
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4.2.2 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Hodnota Sumu zakladni linie byla odectena z chromatogramu octanu amonného
o koncentraci 200 mmol dm™ a pH=4,0 a byla stanovena na 60,4 uV. Mez detekce a mez
stanovitelnosti byly vypocitany podle rovnic 2.1 a 2.2 (str. 20). Smérnice kalibra¢ni
pfimky zavislosti vysky piku na koncentraci jsou uvedeny v tabulce 4.4, stejn¢ jako

vysledné LOD a LOQ.

Tab. 4.4: Smérnice kalibra¢ni zavislosti vysky piku na koncentraci b, mez detekce a mez
stanovitelnosti kyseliny salicylové, kyseliny acetylsalicylové, kyseliny 2,3-dihydroxybenzoové
a kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové. Méfeno optimalni metodou uvedenou v kapitole 3.3.

— Kyselina Kyselina  Kyselina 2,3- Kyselina 2,5-
acetylsalicylova salicylova dihydroxybenzoovd dihydroxybenzoova
b (V mmol dm) 0,584195 0,906314 0,330706 0,369874
LOD (umol dm™) 0,310 0,199 0,548 0,489
LOQ (umol dm™) 1,03 0,666 1,83 1,63

4.2.3 Opakovatelnost

Opakovatelnost metody byla urcena zdeseti po dobé jdoucich méfenich kyseliny
salicylové a kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové o koncentraci 0,20 a 1,0 mmol dm™.
Z deseti po sobé jdoucich méteni byl stanovan retencni Cas, plocha piku a vyska piku.
Poté byla vypocitana relativni smérodatna odchylka z téchto parametrii podle rovnic 3.3
a 3.4 (str. 36), kterd je uvedena v tabulce 4.5. Nejmensi relativni smérodatna odchylky
byla stanovena u retencniho ¢asu kyseliny salicylové a to pouze 0,02 % pro koncentraci
0,20 mmol dm™ a 0,03 % pro koncentraci 1,0 mmol dm>. Nejhife opakovatelnym
parametrem byla u kyseliny salicylové o koncentraci 1,0 mmol dm™ vyska piku.
Smérodatna odchylka zde byla stanovena na 0,83 %. U kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové
o koncentraci 0,20 mmol dm™ byla nejhiife opakovatelnym parametrem plocha piku.
Smérodatna odchylka tohoto parametru byla 0,87 %. Nicméné, ve vSech ptipadech jsou
relativni smérodatné odchylky mensi nez 1 %, vyvinutd metoda mize byt povazovana za

opakovatelnou.
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Tab. 4.5: Relativni smérodatné odchylky retenc¢nich ¢asi, ploch pikl a vysek piku deseti po sobé
jdoucich méfeni za uréenim opakovatelnosti metody. Méfeno optimalni metodou uvedenou
v kapitole 3.3.

- c (mmol dm?)  s(tr) (%) s:(S) (%) si(h) (%)
. . 0,20 0,02 0,56 0,61
Kyselina salicylova
1,0 0,03 0,72 0,83
Kyselina 2,5- 0,20 0,15 0,87 0,71
dihydroxybenzoova 1,0 0,17 0,79 0,51

4.2.4 Robustnost

Déle bylo ovéteno, Ze vyvinuta metoda je robustni, a tedy pouZitelna i za mirn¢ odliSnych
chromatografickych podminek. Mezi chromatografické podminky, které byly zménény
patfilo zvySeni/sniZzeni procentudlniho zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi o 2,0 %.
Dal§im zménénym parametrem byla teplota kolony, ktera byla upravena o = 5 °C. Dale
bylo také upraveno pH mobilni faze o +0,25, ptfidanim 0,1 £0,05 % kyseliny mraven¢i.
Sledovanym parametrem kyseliny salicylové, kyseliny acetylsalicylové, kyseliny 2,3-
dihydroxybenzoové a kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové o koncentraci 1,0 mmol dm™ byl
retencni Cas, vyska a plocha piku, rozliSeni kritického paru piki — kyseliny salicylové
a kyseliny acetylsalicylové a faktor symetrie. RozliSeni vSech pikl bylo vyrazné vétsi nez
1,5 a vSechny byly tedy separovany az na zakladni linii. VSechny zminéné parametry byly
porovnavany s hodnotami naméfenymi za optimalnich chromatografickych podminek
uvedenych v kapitole 3.3 (str. 33) a vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulkach 4.6 az
4.9.

Nejméné robustnim parametrem pro stanoveni kyseliny salicylové a kyseliny
acetylsalicylové bylo pH mobilni faze a procentudlni zastoupeni acetonitrilu v mobilni
fazi. Pro kyselinu 2,3-dihydroxybenzoovou a kyselinu 2,5-dihydroxybenzoovou bylo
timto nejkritictéjSim parametrem procentudlni zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi.
Proto jsou chromatogramy vSech Ctyf zminénych latek pfi pivodnim a zménéném
procentudlnim zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi zndzornény na obrazku 4.5.
Nejméné robustnim parametrem byla ve vSech vzorcich vySka piku. Nejvétsi stability

dosazeno pifi zméné teploty u vSech latek kromé 2,5-dihydroxybenzoové kyseliny. Ta
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byla nejstabilnéjsi pii zméné pH mobilni faze. Nejméné kritickym parametrem byla ve
vsech piipadech plocha piku.

Testované parametry byly az na jednu vyjimku pfi vS§ech zménénych podminkach
odlisné maximalné o 20 %. A tak lze metodu povazovat za dostatecné robustni. Vice nez
20% rozdil byl pozorovan u relativniho rozliSeni kyseliny salicylové a kyseliny
acetylsalicylové, které ovsem ve vsech ptipadech bylo vétsi nez 1,5. Podminka pro
rozliSeni dvou pika byla tedy splnéna. Pii opakovani této chromatografické metody je
nutné brat velky zietel na pfesnost procentudlniho zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi.
U kyseliny 2,3-dihydroxybenzoové a kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové byl pozorovan pii
zméné procentudlniho zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi rozdil oproti pivodnim

hodnotam vétsi nez 20 %.

Tab. 4.6: Robustnost metody stanoveni kyseliny salicylové o koncentraci 1,0 mmol dm™ vyvinuté
podle popisu v kapitole 3.3. vyjadiena jako relativni retenéni Cas, f e, relativni plocha piku, Srel,
relativni vyska piku, /1, relativni rozliSeni, Rasa sarel a relativni faktor symetrie, Tre.

g}l]isce;igié tr rel Srel hrel RAsA SA rel Trel
=2 % acetonitril 1,04 1,00 1,04 0,96 0,99
+2 % acetonitril 0,96 1,00 0,94 1,04 1,00
=5°C 1,01 1,00 0,99 1,04 1,00
+5 °C 0,99 1,00 0,96 0,88 0,99
—-0,25 pH 0,98 0,98 0,92 0,73 0,97
+0,25 pH 1,00 1,04 1,02 1,20 0,93
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Tab. 4.7: Robustnost metody stanoveni kyseliny acetylsalicylové o koncentraci 1,0 mmol dm™
vyvinuté podle popisu v kapitole 3.3. vyjadiena jako relativni retencni Cas, # e, relativni plocha
piku, Sre, relativni vyska piku, /. a relativni faktor symetrie, 7rei.

weylsicglovi e S9 b T
—2 % acetonitril 1,05 0,99 1,03 1,00
+2 % acetonitril 0,95 1,01 0,91 0,99
-5°C 1,01 0,99 0,98 1,00
+5 °C 1,00 1,00 0,97 1,00
—0,25 pH 0,99 0,96 0,94 0,98
+0,25 pH 0,99 0,99 0,96 0,97

Tab. 4.8: Robustnost metody stanoveni kyseliny 2,3-dihydroxybenzoové o koncentraci
1,0 mmol dm™ vyvinuté podle popisu v kapitole 3.3. vyjadiena jako relativni retenéni &as, # rel,
relativni plocha piku, S, relativni vyska piku, /. a relativni faktor symetrie, Trel.

Kyselina 2,3-

dihydroxybenzoova bl Srel fire Tre
—2 % acetonitril 1,24 1,01 1,75 1,01
+2 % acetonitril 0,80 1,01 1,24 1,04
=5°C 1,05 1,01 0,96 0,99
+5 °C 0,94 1,01 1,03 1,01
—0,25 pH 0,90 1,00 1,06 0,97
+0,25 pH 1,00 0,99 1,00 0,94
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Tab. 4.9: Robustnost metody stanoveni kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové o koncentraci
1,0 mmol dm™ vyvinuté podle popisu v kapitole 3.3. vyjadfend jako relativni retenéni ¢as, f e,
relativni plocha piku, S, relativni vyska piku, /. a relativni faktor symetrie, Tre.

Kyselina 2,5-

dihydroxybenzoova bl Srel fire
—2 % acetonitril 1,30 0,99 0,76
+2 % acetonitril 0,82 1,01 1,21
=5°C 1,04 1,00 0,93
+5°C 0,94 1,01 1,03
—-0,25 pH 0,92 0,98 1,01
+0,25 pH 1,00 1,02 1,02
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Obr. 4.5: Chromatograficky zdznam vlivu procentualniho zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi
na separaci kyseliny salicylové, kyseliny acetylsalicyloveé, kyseliny 2,3-dihydroxybenzoové
a kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové o koncentracich 1,0 mmol dm™~. Mé&feno optimalni metodou
uvedenou v kapitole 3.3. a-optimalni podminky, b-+2% acetonitrilu, c-(—2%) acetonitrilu, 1-
kyselina 2,5-dihydroxybenzoova, 2-kyselina 2,3-dihydroxybenzoova, 3-kyselina acetyl-
salicylova a 4-kyselina salicylova.



4.3 Hydrolyza kyseliny acetylsalicylové

Kyselina acetylsalicylova hydrolyzuje na kyselinu salicylovou. V kyselém prostiedi
probihd hydrolyza v nejmensi mife. V zédsaditém prostfedi je kyselina acetylsalicylova
téméet zcela hydrolyzovana [20,43]. Tyto poznatky odpovidaji naméfené zavislosti.
V tabulce 4.10 je uvedena zéavislost hydrolyzy kyseliny acetylsalicylové na pH octanu
amonného. Nejmensi hydrolyzy bylo dosazeno pti pH=2,0 a pH=3,0, coz se shoduje
s experimenty Lu a kol. [43]. Pro findlni experimenty s kyselinou acetylsalicylovou
a kyselinou salicylovou bylo zvoleno pH=3,0 z diivodu hodnoty pKa kyseliny octové,
ktera je 4,76 [44]. Hodnota pH tlumivého roztoku by se méla pohybovat okolo £1 pKa.
Do tohoto rozsahu hodnota pH=3,0 uZ nespadd, nicméné v hydrolyze kyseliny
acetylsalicylové je zde rozdil 0,22 %. oproti pH=4. Roztok octanu amonného byl pouzit
pro elektrochemickéd méfeni jako zakladni elektrolyt.

Nasledné byla sledovana zavislost hydrolyzy kyseliny acetylsalicylové ve vodé
a v octanu amonném na Case od ptipravy. Tato zavislost je uvedena v tabulce 4.11. Vodny
roztok kyseliny acetylsalicylové m¢l pH=2,85 a roztok octanu amonného mél pH=4,0.
Bylo zjisténo, Ze kyseliny acetylsalicylova ve vodé hydrolyzuje méné. Po 24 hodinach
bylo ve vod¢ hydrolyzovano pouze 2,77 % kyseliny acetylsalicylové na kyselinu

salicylovou. Oproti tomu v roztoku octanu amonného o pH=4,0 byla zjisténa po

24 hodinach 8,57% hydrolyza.

Tab. 4.10: Zavislost relativni plochy kyseliny acetylsalicylové o koncentraci 2,0 mmol dm™ na
pH octanu amonného o koncentraci 200 mmol dm™. Vzorky byly méfeny po 30 minutich od
pfipravy a byly uchovéavané pti laboratorni teplotg.

pH Sasarel (%)
2,0 100,00
3,0 99,96
4,0 99,74
5,0 99,60
7,0 95,39
9,0 2,50
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Tab. 4.11: Zavislost hydrolyzy kyseliny acetylsalicylové o koncentraci 2,0 mmol dm™ na ¢ase od
pripravy roztoku. Tato zavislost byla zkoumana pti laboratorni teploté¢ ve vod¢, pii pH=2,85,
a v octanu amonném o koncentraci 200 mmol dm™ a pH=4,0.

fod piipravy (h) SASA relvoda (%) Sasarelpufr (%)
0 99,88 99,81
1 99,87 99,05
3 99,84 98,60
5 99,67 98,31
24 97,23 91,43

4.4 Chemicka oxidace

Po 20 hodinach oxidace 3% (v/v) peroxidem vodiku pii laboratorni teploté bylo
dosazeno pouze 2% oxidace salicylové kyseliny. Nasledné¢ byly vzorky kyseliny
salicylové a acetylsalicylové s 3% (v/v) peroxidem vodiku vystaveny teploté¢ 50 °C
v klimatické komote. Kyselina salicylova byla zoxidovana ze 3,2 %. Degradace tedy
nebyla urychlena vyssi teplotou. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 4.12. Kyselina
acetylsalicylova po 4 hodinach v klimatické komote pii 50 °C hydrolyzuje bez peroxidu
vodiku z 50,14 % na kyselinu salicylovou. S pfidavkem peroxidu vodiku za stejnych
podminek hydrolyzuje z 99,8 % na kyselinu salicylovou. Tyto vysledky jsou uvedeny
v tabulce 4.13.
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Tab.4.12: Oxidace kyseliny salicylové o koncentraci 2,0 mmol dm pfi pH=4,0 3% (V/v)
peroxidem vodiku v klimatické komoie pii 50 °C. Relativni plocha kyseliny salicylové bez
pridavku peroxidu vodiku vystavené stejnym podminkam se za cely pozorovany cCasovy usek
nezmgenila, stale byla 100 %. Méfeno optimalni metodou uvedenou v kapitole 3.3.

t (h) Ssarel (%)
0 100,00
2 99,88
4 99,85
10 99,83

24 98,05
30 97,46
40 97,26
48 95,29

Tab.4.13: Oxidace kyseliny acetylsalicylové o koncentraci 2,0 mmol dm™ p¥i pH=4,0 3% (v/v)
peroxidem vodikuw/bez peroxidu vodiku v klimatické komote pii 50 °C. Méfeno optimalni
metodou uvedenou v kapitole 3.3.

- H>0; bez H>02
t (h) Sasarel (%) Sasarel (%)
0 94,79 97,18
2 12,93 65,27
4 2,99 52,12
10 0,57 4235
24 0,00 9,94
30 0,00 8,88
40 0,00 6,87
48 0,00 0,70
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4.5 Elektrochemicka oxidace

4.5.1 Vsadkové usporadani

Nejprve byly méefeny cyklické voltamogramy o tfech cyklech, v rozsahu potencialti od
O0mV do 1700 mV a to zdkladniho elektrolytu, octanu amonného o koncentraci
20 mmol dm™a 200 mmol dm™ o pH=4,0. Cyklické voltamogramy pro obé& koncentrace
zakladniho elektrolytu byly shodné, proto je na obrazku 4.6 znadzornéna jen koncentrace
octanu amonného 200 mmol dm™. Pfed kazdym méfenim byla pracovni elektroda
aktivovana 5 minut roztokem kyseliny sirové o koncentraci 0,5 mol dm™ pii 2,5 V. Dale
byly zméfeny stejnym zpisobem cyklické voltamogramy kyseliny salicylové
a kyseliny acetylsalicylové o koncentracich 2,0 mmol dm™. Tyto zavislosti jsou také
znazornény na obrazku 4.6 Z tohoto obrazku je patrné, Ze kyselina acetylsalicylova, ktera
neni elektrochemicky aktivni, byla mirn€ zneciSténa kyselinou salicylovou vzniklou
hydrolyzou Na zakladé cyklickych voltamogramu byl jako optimalni potencidl pro

elektrolyzu uréen potencial 1500 mV.
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Obr. 4.6: Cyklické voltamogramy octanu amonného o koncentraci 200 mmol dm™ a pH=4,0,
kyseliny salicylové o koncentraci 2,0 mmol dm™ a kyseliny acetylsalicylové o koncentraci
2,0 mmol dm™. Méfeno ve vsadkové cele s tiielektrodovym uspotadanim. 1-kyselina salicylova,
2-kyselina acetylsalicylova, 3-octan amonny
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Na zéklad¢ optimalniho potencidlu pro oxidaci kyseliny salicylové, 1,5 V, byla
provedena elektrolyza v2 ml roztoku zakladniho elektrolytu, kyseliny salicylové
a kyseliny acetylsalicylové. Vzdy probihala 10 min a byla tfikrat opakovana. Degradace
vzorki byla sledovana pomoci UHPLC a nebyl pozorovan ubytek zadné latky, ani vznik
degradacnich produktt. Poté byl zmensen objem elektrolyzovaného roztoku na 1 ml.
Me¢fteni probihalo stile stejné a nebyl zjistén pokles signalu odpovidajici kyseliné
salicylové a kyseling acetylsalicylové. Dale byl pouzivan objem roztoku 2 ml, protoze
v ném bylo snaz§i pouZivat michadlo.

Dal§i moZnosti bylo provést elektrolyzu pifi vysSim napéti 4,0 V, které bylo
dodano z laboratorniho napdjeciho zdroje. Toto napéti se nachazi mimo potencialové
okno, a na BDD elektrodé¢ vznikaji hydroxylové radikaly, které mohou se vzorky
reagovat. Do 2 ml kyseliny salicylové za stalého intenzivniho michéni bylo vlozeno
napéti 4,0 V a maximalni proud byl nastaven na 2,0 A. Redlna hodnota prochazejiciho
proudu se pohybovala nejvyse okolo 5,0 mA. Béhem elektrolyzy byly po 0; 10; 20; 30 a
50 minutach odebirany vzorky a analyzovany UHPLC. V tabulce 4.6 jsou uvedeny
plochy pikl jednotlivych vzorkl. K degradaci z 20 % doSlo po 20 minutach. Ve vSech
oxidovanych vzorcich byly patrné dvé Castice s m/z 153. Prvni s retencnim ¢asem 2,94
minut odpovida 2,5-dihydroxybenzoové kyselin€ a druhd s retencnim ¢asem 3,96 minut
odpovida 2,3-dihydroxybenzoové kyseling.

Z dtvodu zvyseni vodivosti roztoku a tim urychleni elektrolyzy byl vyzkouSen
koncentrovangjsi puft, octan amonny o koncentraci 200 mmol dm™ o pH=4,0. Ostatni
podminky ztistaly stejné. Vzorky byly odebirany po 0; 10; 20; 30 a 50 minutach
a analyzovany UHPLC. Zavislost ploch piku na dobé¢ elektrolyzy je uvedena na obrazku
4.7. K degradaci kyseliny salicylové o 21,5 % bylo dosazeno po 10 minutach. Pro urceni
opakovatelnosti méteni byla elektrolyza kyseliny salicylové provedena tfikrat po deseti
minutach. Relativni smérodatnd odchylka byla 1,4 %. Desetindsobnym zvySenim
koncentrace a tim i iontové sily pufru byla doba dvacetiprocentni oxidace kyseliny

salicylové zkracena o polovinu.
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Obr. 4.7: Zavislost relativni plochy piku kyseliny salicylové o koncentraci 2,0 mmol dm™ na dobé&
elektrolyzy pii aplikovaném potencialu 4,0 V. Jako zakladni elektrolyt byl pouzit octan amonny
o koncentraci 200,0 a 20,0 mmol dm™ a pH=4,0. Mé&feno optimalni metodou pro vsadkovou celu
uvedenou v kapitole 3.6. 1-octan amonny o koncentraci 200 mmol dm™ a 2- octan amonny
o koncentraci 20 mmol dm™.

Poté byla ovéfena cCistota pufru a vliv elektrolyzy na pufr. Roztok octanu
amonného o koncentraci 200 mmol dm> opH=4,0 byl vystaven napéti
4,0 V z laboratorniho napajeciho zdroje po dobu od péti do padesati minut a po celou
dobu michéan. Po péti i padesati minutach je chromatogram pufru stejny, ale 1isi se od
neelektrizovaného pufru. To je patrné na obrazku 4.8. Mozné vysvétleni je, ze doslo
k zoxidovéani neznamych necistot v pufru. Z chromatogramu octanu amonného je patrné,
7e vznikajici necistoty eluuji v oblasti, kde se nevyskytuji v této praci pozorované

degradacni produkty.
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Obr. 4.8: Chromatogram octanu amonného o koncentraci 200 mmol dm™ a pH=4,0 pred a po
oxidaci 4,0 V po dobu 50 minut Mé¢éfeno optimalni chromatografickou metodou uvedenou
v kapitole 3.3. 1-pufr pied oxidaci, 2-pufr po oxidaci

Byly prométeny zavislosti plochy piku salicylové a acetylsalicylové kyseliny na
vlozeném napéti z laboratorniho napajeciho zdroje. Vzorek kyseliny o objemu 2 ml byl
prislusnému napéti vystaven vzdy po dobu 10 minut. Vysledné zavislosti jsou uvedeny
na obrazku 4.9. Je patrné, ze az do napéti 4,0 V sila oxidace roste. Pii 4,5 V dochazi
k mensi degradaci kyseliny salicylové. To mize byt zptisobeno, pfeménou jiz vzniklych
oxida¢nich produkti na dalsi latky. Tomu odpovidaji 1 poznatky z literatury, kdy se
prvotni oxidacni produkty dale degradovali az na oxid uhlicity a vodu [39,40]. Tento trend
byl pozorovan ve vsadkovém i pritokovém uspoiadéani pfi oxidaci kyseliny salicylové

1 kyseliny acetylsalicylové.
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Obr. 4.9: Zavislost plochy piku kyseliny salicylové a kyseliny acetylsalicylové (obé o koncentraci
2,0 mmol dm™ v octanu amonném o koncentraci 200 mmol dm™ a pH=4,0) na vlozeném napéti
po dobu 10 minut Méfeno optimalni metodou pro vsadkovou celu uvedenou v kapitole 3.6. 1-
kyselina salicylovéa, 2-kyselina acetylsalicylova

Oxidace bylo zatim dosazeno pfi vysokém potencialu, je tedy vhodné proméiit
degradaci kyseliny salicylové a kyseliny acetylsalicylové 1 pti 1,5 V, ktery je pro oxidaci
kyseliny salicylové optimalni. Dochézi pii ném k oxidaci pouze této kyseliny. Nicméng,
pii napéti 1,5 V po dobu 20 minut v objemu vzorku 2 ml nebyla pozorovana zadna
degradace. Proto byly vzorky obou kyselin ponechany oxidovat 20 hodin ve vsadkovém
usporadani. Kyselina salicylova byla za tuto dobu oxidovana o 4,47 % a vzniklo Sest
oxida¢nich produktl. Jejich RRT a relativni plochy jsou uvedeny v tabulce 4.14.
Identifikovan z nich byl jeden — kyselina 2,3-dihydroxybenzoova. Pozorované oxidaéni
produkty kyseliny acetylsalicylové byly tfi a soucet jejich ploch byl 0,41 %. Vzhledem
k tomu, Ze po 24 hodinach pii pH=4,0 byla hydrolyza kyseliny acetylsalicylové 8,57 %,
je mozZné, Ze pozorované oxidacni produkty pochdzeji z kyseliny salicylové, ktera vznikla

hydrolyzou.
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Tab. 4.14: Relativni retencni Casy a relativni plochy Sesti degradacnich produktl, vzniklych po
oxidaci kyseliny salicylové pfi napéti 4,0 V po dobu 20 hodin ve vsadkovém uspotadani.

Degradac¢ni produkt RRT Stet (%)
1 0,15 0,45
2 0,17 0,98
3 0,22 1,57
4 0,26 0,39
5 0,65 0,27
6 0,78 0,61

4.5.2 Porovnani systému

S dostupnou instrumentaci bylo mozné provadét métfeni v tfielektrodovém zapojeni
maximalné do potencialu pracovni elektrody 2,5 V, pii vysSich potencialech bylo nutné
pouzit laboratorni napajeci zdroj napéti, ktery neumoznoval tfielektrodové zapojeni.
Zarovein jak pomocna elektroda ¢i katoda byla pro destrukce vyuZzivana nerezova ocel.
Proto bylo nutné ovéfit, jaky byl vztah mezi potencidly na pracovni elektrodé
a konfiguraci ostatnich elektrod.

Pro porovnani byl zvolen zdznam cyklickych voltamogramti kyseliny salicylové
o koncentraci 2,0 mmol dm™ v roztoku octanu amonného, jehoZ koncentrace byla
200 mmol dm™a pH=4,0 a hexakyanoZeleznatu draselného o koncentraci 1,0 mmol dm™
rozpustény v roztoku chloridu draselného o koncentraci 1,0 mol dm™. Zaroven byla
testovana jak cela pro vsadkové uspotradani, ktera umoznila uziti platinové i nerezové
pomocné elektrody, tak pritokova cela, kterd méla nerezovou odtokovou kapilaru.
Vysledné hodnoty z téchto zdznamt jsou uvedeny v tabulkach 4.15 a 4.16.

Jako optimalni bylo vyhodnoceno tiielektrodové uspoiadani s inertni pomocnou
platinovou elektrodou a argentchloridovou referencni elektrodou plnénou chloridem
draselnym o koncentraci 3,0 mol dm™ (E°= 222,33 mV vs. vodikov4 elektroda [45]). Pfi
pouziti nerezové pomocné elektrody je patrna nizs$i opakovatelnost métenych signald,
kterd mize byt zplisobena zapojenim materidlu elektrody do rovnovéh, vznikajicich pti
méteni na jejim povrchu. S pfihlédnutim k pfesnosti méfeni potenciali je patrny obdobny
posun pro hexakyanozeleznatu draselny 1 pro kyselinu salicylovou. Z vysledki vyplyva,
7e ob& pomocné elektrody i oba druhy cel jsou pro méteni v tfielektrodovém uspoiadéani
dobte pouZitelné s obdobnymi vysledky.

Pro kyselinu salicylovou je rovnéZ patrnd niz$i opakovatelnost neZ pro

hexakyanozeleznatu draselny, to miiZze byt zptisobeno pasivaci povrchu BDD elektrody.
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Proto je nutné brat zfetel na vhodny postup Cisténi pracovni elektrody pied zahajenim
experimentu. Pracovni elektroda byla ¢iSténa roztokem kyseliny sirové o koncentraci
0,5 mol dm™ pfi napéti 2,5 V 5 minut.

Pii dvouelektrodovém zapojeni a s argentchloridovou referen¢ni elektrodou
plnénou chloridem draselnym o koncentraci 3,0 mol dm™ je patrné zvyseni potencialu
¢lanku. Tento posun je dan proudovou zatézi, ktera vychyluje potencidl referen¢ni
elektrody. Vyssi posun byl pozorovan u prutokové cely, ktera méla vétsi pomér mezi
plochou pracovni a referencni elektrody.

Pti dvouelektrodovém uspotadani s platinovou ¢i nerezovou pseudoreferencni
elektrodou je patrné, ze posun namétené¢ho potencidlu BDD pracovni elektrody se lisi
nejen podle druhu elektrody, ale i1 podle sledovaného potencialu na pracovni elektrodé.

Z vysledka vyplyva, ze méfeni ve dvouelektrodovém systému s referencni
elektrodou na platinové a nerezové pomocné elektrodé neni spolehlivé. Pro uziti
pseudoreferencni elektrody je proto nutné ovéfit jeji potencial pro dané podminky méfeni
zahrnujici slozeni roztoku 1 vlozené napéti mezi elektrody. Pomoci voltmetru a referencni
elektrody bylo ovéteno, ze pii vlozeném napéti 4,0 V mezi nerezovou katodu a BDD
anodu je na BDD elektrodé stabilni potencial 3,15 V. Za stejnych podminek bylo ovéteno,
ze na nerezové elektrod¢ je stabilni potencial —0,85 V. Tato méfeni byla provedena
s referen¢ni argentchloridovou elektrodou, plnénou chloridem draselnym o koncentraci

3,0 mol dm™ (E°=222,33 mV vs. vodikova elektroda [45]).
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Tab. 4.15: Naméfené hodnoty potenciali pro kyselinu salicylovou o koncentraci 2,0 mmol dm™
v roztoku octanu amonného o koncentraci 200 mmol dm™ a pH=4,0 a hexakyanoZzeleznatan
draselny o koncentraci 1,0 mmol dm rozpustény v roztoku chloridu draselného o koncentraci
1,0mol dm?® ve dvouelektrodovém a tifelektrodovém zapojeni. Méfeno ve vsadkovém

uspotadani. Pracovni elektroda byla ve vSech zapojenich BDD.

Kyselina salicylova

HexakyanoZeleznatan draselny

Elektroda
E mV E mV E mV E mV
Pomocna Referencni 1. cyklus 2. cyklus 1. cyklus 2. cyklus
Platina Ag|AgClCI 1082 1081 314 315
— Platina 1534 1006 484 384
Nerez Ag|AgClICl 1150 1050 284 282
- Nerez 1539 1504 179 211
— Ag|AgCIlIClT 1335 1130 326 320

Tab. 4.16: Naméfené hodnoty potenciali pro kyselinu salicylovou o koncentraci 2,0 mmol dm™
v roztoku octanu amonného o koncentraci 200 mmol dm™ a pH=4,0 a hexakyanoZeleznatan
draselny o koncentraci 1,0 mmol dm™ rozpustény v roztoku chloridu draselného o koncentraci
1,0 mol dm™ ve dvouelektrodovém a tfielektrodovém pritokovém uspotadani. Pracovni elektroda

byla ve vSech zapojenich BDD.

Elektroda Kyselina salicylova Hexakyanozeleznatan draselny
E mV E mV E mV E mV
Pomocnéd Referenéni 1. cyklus 2. cyklus 1. cyklus 2. cyklus
Nerez AglAgClCl" 1060 1092 336 334
— Nerez 1451 1171 548 556
— AglAgClCl 1307 1200 492 479
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4.5.3 Pratokové usporadani

V priitokovém uspotadani byly méfeny cyklické voltamogramy v rozsahu potencialti od
0 mV do 1700 mV zékladniho elektrolytu, octanu amonné¢ho o pH=3,0 a koncentraci
200 mmol dm?, kyseliny salicylové akyseliny acetylsalicylové o koncentracich
2,0 mmol dm™. Mezi méfenimi byla elektroda aktivovédna 5 minut roztokem kyseliny
sirové o koncentraci 0,5 mol dm™ pfi 2,5 V. Tyto zavislosti jsou znazornény na obrazku
4.10. Z tohoto obrazku je patrné, ze elektrochemicky aktivni je pouze kyselina salicylova.
Pti pH=3,0 nedochazi na rozdil od pH=4,0 k hydrolyze kyseliny acetylsalicylové na
kyselinu salicylovou. Zaznam cyklického voltamogramu kyseliny acetylsalicylové
a zakladniho elektrolytu jsou proto téméf totozné. Ve vsadkovém uspotadani byl jako
optimalni stanoven potencial 1,5 V. Z tohoto cyklického voltamogramu v pritokovém
uspotadani by se jevil jako optimalni potencial 1,4 V. Nicméné, 1 pfi 1,5 V bude dochazet

k oxidaci pouze kyseliny salicylové.
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Obr. 4.10: Cyklické voltamogramy octanu amonného o koncentraci 200 mmol dm™ a pH=3,0,
kyseliny salicylové a kyseliny acetylsalicylové (obé o koncentraci 2,0 mmol dm™). Méfeno v
pratokové cele s tiielektrodovém usporadani optimalni metodou, kterd je popsana v kapitole 3.6.
1-kyselina salicylova, 2-kyselina acetylsalicylova, 3-octan amonny
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Priitokova cela byla nejprve otestovana pfi priitokové rychlosti 1,0 ml h'!
s tésnénim o tloustce 0,25 mm. Objem cely byl 9,0 ul. Roztok kyseliny salicylové
o koncentraci 2,0 mmol dm™ v roztoku octanu amonného o koncentraci 200 mmol dm™
a pH=4,0 byl vystaven napéti 1,5 V a4,0 V, pficemz ob¢ hodnoty byly méteny tfikrat.
Oxidac¢ni degradace vedla ke vzniku dvou hlavnich oxidacnich produkti, pficemz jeden
znich, kyselina 2,3-dihydroxybenzoovd, se shoduje s produkty zexperimentl
provadénych ve vsadkovém usporadani. Relativni smérodatna odchylka ploch pikd, ktera
vystihuje opakovatelnost oxidace, byla nejvyssiu produktu s relativnim retenénim ¢asem
0,17 a to 0,03 %. Oxidac¢ni produkty byly vyhodnocovény, pokud jejich relativni plocha
byla vétsi nez 0,1 %. Pii 1,5 V bylo dosazeno pouze 0,71% oxidace a vznikly dva
neidentifikované oxidacni produkty s relativnimi reten¢nimi ¢asy 0,17 a 0,54. Napéti
4,0 Vvedlo k10,86% oxidaci avzniku Sesti oxidacnich produkti s relativnimi
retencnimi Casy 0,22; 0,34; 0,41; 0,50; 0,54 a 0,84 — z nichz byly identifikované dva.
Konkrétné S$lo o kyselinu 2,3-dihydroxybenzoovou (RRT=0,50) a 2,5-dihydroxy-
benzoovou (RRT=0,41).

Vzhledem k nizkym procentudlnim degradacim kyseliny salicylové bylo pouzito
tésnéni o tloust’ce 0,10 mm za stejnych podminek jako ptfedesly experiment. Objem cely
tak klesl z 9,0 ul na 3,6 ul. Relativni smérodatna odchylka ze tfi méfeni byla nejvyssi
u oxida¢niho produktu pfi 1,5 V s relativnim retencnim ¢asem 0,65 ato 0,01 %. Prti
potencialu 1,5 V bylo dosaZeno pouze 0,15% oxidace a vznikl jeden neidentifikovany
oxida¢ni produkt s relativnim reten¢nim ¢asem 0,65. Napéti 4,0 V vedlo k 9,41% oxidaci
a vzniku Sesti oxidacnich produktl s relativnimi reten¢nimi ¢asy 0,22; 0,41; 0,50; 0,64;
0,78 a 0,84 — znichz byly opét identifikované dva. Konkrétné Slo o kyselinu 2,3-
dihydroxybenzoovou (RRT=0,50) a kyselinu 2,5-dihydroxybenzoovou (RRT=0,41).
Doslo tak ke snizeni procentudlni oxidace kyseliny salicylové a ten¢i tésnéni nemélo
pozadovany efekt na ucinnost oxidace.

Pii tloust’ce té€snéni 0,10 mm byla snizena priitokova rychlost na 0,5 ml h™'.
Relativni smérodatna odchylka ze tfi méfeni byla nejvyssi u relativni plochy kyseliny
salicylové pii 4,0 V ato 0,02 %. Pti 1,5 V bylo dosazeno 0,67% oxidace a vznikl jeden
neidentifikovany oxida¢ni produkt s relativnim retenénim ¢asem 0,65. Napé&ti 4,0 V vedlo
k 20,54% oxidaci a vzniku sedmi oxida¢nich produktt s relativnimi retencnimi ¢asy 0,17;

0,22; 0,41; 0,50; 0,65; 0,78 a 0,84 — z nichz byly opét identifikované dva. Konkrétné Slo
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opét o kyselinu 2,3-dihydroxybenzoovou (RRT=0,45) a kyselinu 2,5-dihydroxy-
benzoovou (RRT=0,41).

Je patrné, Ze zmensSeni tloustky tésnéni spolecné se snizenim pritokové rychlosti
vede k zvySeni procentudlni oxidace kyseliny salicylové pii vlozeném napéti 4,0 V. Pii
napéti 1,5 V nebyla pozorovana zadna zmeéna.

V octanu amonném o koncentraci 200 mmol dm™ o pH=3,0 byla rovnéz
provadéna oxidace v elektrochemické cele pii potencidlu 1,5 a 4,0 V. Prlitokova rychlost
byla 0,5 ml h'!. Kazdé méfeni bylo provedeno tiikrat a relativni smérodatna odchylka byla
ve vSech pfipadech rovna nule. Pii napéti 1,5 V byla kyselina salicylovd oxidovana
z 0,35 % a acetylsalicylova kyselina z 0,37 %. U kyseliny salicylové ani kyseliny
acetylsalicylové nebyl pozorovan pii 1,5 V zddny oxidacni produkt. Z toto vyplyva, ze
procentudlni oxidace pii 1,5 V v octanu amonného o pH=3,0 je dvakrat mensi nez
v roztoku octanu amonného o pH=4,0.

Aplikaci 4,0 V se oxiduji ob¢ kyseliny. Kyselina salicylova se oxidovala z 13,01%.
Byl detekovan vznik Sesti oxidac¢nich produkti s relativnimi reten¢nimi ¢asy 0,20; 0,25;
0,41; 0,45; 0,61 a 0,81— z nichz byly opét identifikované dva. Konkrétné Slo o kyselinu
2,3-dihydroxybenzoovou (RRT=0,45) a 2,5-dihydroxybenzoovou (RRT=0,41). Souhrn
vSech zminénych variant oxidace v prutokové cele je uveden v tabulce 4.17.

Kyselina acetylsalicylova se oxidovala 04,57 %. A zde je jisté, ze degradacni
produkty pochézeli pfimo z kyseliny acetylsalicylové, nebot’ hydrolyza na kyselinu
salicylovou probéhla jen z 0,3 %. Byly detekovany Ctyfi oxidacni produkty s relativnimi
retencnimi Casy 0,22; 0,27; 0,38 a 0,48 VsSechny se shoduji s oxida¢nimi produkty
vzniklymi z kyseliny salicylové. Identifikovany byly pouze dva ato kyselina 2,3-
dihydroxybenzoové (RRT=0,48) a 2,5-dihydroxybenzoova (RRT=0,38).

Nejvétsi procentudlni oxidace kyseliny salicylové, 20,54 %, bylo tedy dosaZeno pfi
napéti 4,0 V, pritokové rychlosti 0,5 ml h!, tloustce tésnéni 0,10 mm a v octanu
amonném o koncentraci 200 mmol dm™ a pH=4,0. Oproti tomu, nejmensi oxidace
kyseliny salicylové, 0,15 %, bylo dosaZeno pii potencidlu 1,5 V, pratokové rychlosti
1,0 ml h™', tloustce tésnéni 0,10 mm a v octanu amonném o koncentraci 200 mmol dm™

pH=4,0.
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Tab. 4.17: Souhrn relativnich ploch a poc¢tu degradacnich produktti ziskanych oxidaci (OP)
kyseliny salicylové o koncentraci 2,0 mmol dm™. Oxidace byla provedena za &tyf rliznych
podminek. Parametry jsou v téchto podminkach uvedeny v nasledujicim potadi — pritokova
rychlost, tloustka tésnéni a pH octanu amonného o koncentraci 200 mmol dm™, ve kterém byla
kyselina salicylovéa rozpusténa. A-1,0 ml h'; 0,25 mm; pH=4,0, B-1,0 ml h'"; 0,10 mm; pH=4,0,
C-0,5 ml h''; 0,10 mm; pH=4,0 a D-0,5 ml h™'; 0,10 mm; pH=3,0. Mé&feno optimalni metodou
uvedenou v kapitole 3.3.

- A B C D
Sop rel
E (V) ((y) OoP SOP,rel (%) OP SOP,rel (%) 0] SOP,rel (%) OP
V]
1,5 0,71 2 0,15 1 0,67 1 0,35 0
4,0 10,86 6 9,41 6 20,54 7 13,01 6

Bylo zjisténo, ze kyselina salicylova se pii pH=3,0 degraduje pomaleji nez pfi
pH=4,0. To mize byt zplisobeno mensi disociaci kyseliny a potlacenim reakci na
elektrod€. Celkem bylo detekovano devét riznych oxidacnich produktl, z nichZ bylo
mozn¢ identifikovat pouze dva a to kyselinu 2,3-dihydroxybenzoovou a 2,5-dihydroxy-
benzoovou. Oba tyto oxida¢ni produkty se shoduji s experimenty provedenymi
Rabaaoui a kol. [39] a Guinea a kol. [40].

V pritokovém uspotadani a roztoku octanu amonného o pH=3,0 byla méiena
zéavislost plochy piku kyseliny salicylové a kyseliny acetylsalicylové na vloZzeném napéti

pii 1,5; 3,0; 3,5; 4,0 a4,5 V. Vysledné zavislosti jsou zndzornény na obrazku 4.11.
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Obr. 4.11: Zavislost relativni plochy piku kyseliny salicylové a kyseliny acetylsalicylové
o koncentracich 2,0 mmol dm™ v octanu amonném o koncentraci 200 mmol dm™ a pH=4,0.
Me¢feno optimalni pritokovou metodou uvedenou v kapitole 3.6. 1-kyselina salicylova,
2-kyselina acetylsalicylova
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4.6 Porovnani vysledkl chemické a elektrochemické

oxidace

Byly provedeny experimenty degradace kyseliny salicylové a kyseliny acetylsalicylové
na zaklad¢ jak neradikalové oxidace 3% (v/v) peroxidem vodiku a pti napéti 1,5 V, tak
radikalové pii napéti 4,0 V. Cilem bylo dosahnout 20% degradace. Ke splnéni tohoto cile
doslo pouze pti radikalové elektrochemické oxidaci 4,0 V.

Ve vsadkovém uspotadani bylo po 10 minutach pti14,0 V dosazeno 21,5% oxidace
kyseliny salicylové o koncentraci 2,0 mmol dm™ vroztoku octanu amonného
o koncentraci 200 mmol dm™ a pH=4,0. V pritokovém uspofadani bylo pii pratokové
rychlosti 0,5 ml h! a tloust'ce t&snéni 0,10 mm a roztoku octanu amonného o koncentraci
200 mmol dm™ a pH=4,0 dosazeno 20,54 % oxidace kyseliny salicylové. Za stejnych
podminek ale pti pH octanu amonného 3,0 oxidace kyseliny salicylové kleslana 13,01 %.
Ve vsadkovém a pratokovém usporadani bylo dosazeno témét totoznych hodnot oxidace
kyseliny salicylové. Priitokové uspotfadani ma oproti vsadkovému sice o 8 minut delsi
dobu oxidace, ale vyhodou je jeho snazsi obsluha a mensi spotfeba vzorku. Jako optimalni
radikadlova elektrochemickd oxidace se tedy jevi pritokové uspotradani pfi
4,0 V s pritokovou rychlosti 0,5 ml h! a tloustkou t&snéni 0,10 mm.

Neradikalovou oxidaci kyseliny salicylové o koncentraci 2,0 mmol dm™ v roztoku
octanu amonného o koncentraci 200 mmol dm™ a pH=4,0 ve vsddkovém uspoiadani pii
napéti 1,5 V bylo po 20 hodinach dosazeno 4,47% degradace. To se shoduje s 4,71%
degradaci po vystaveni kyseliny salicylové o koncentraci 2,0 mmol dm™ v roztoku octanu
amonného o koncentraci 200 mmol dm™a pH=4,0 3% (v/v) peroxidu vodiku po dobu
48 hodin pii 50 °C. Z technickych diivodi je jako optimdlni neradikdlovd metoda
vyhodnocena chemické oxidace peroxidem vodiku. Ve vsadkovém uspotadani dochazi
po 20 hodinéch k odpateni témét celého objemu vzorku. Neradikalova oxidace pii napéti
1,5 V byla provedena i v pritokovém uspoiadani ale nebylo dosaZeno ani 1% degradace
kyseliny salicylové. Porovnani optimalni radikalové a neradikdlové metody oxidace

kyseliny salicylové je znazornéno na obrazku 4.12.
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Obr. 4.12: Porovnani chromatografického zaznamu kyseliny salicylové o koncentraci
2,0 mmol dm™ v octanu amonném o koncentraci 200 mmol dm® a pH=4,0 po optimalni
radikalové oxidaci 4,0 V v priitokovém uspotadani (priitokova rychlost 0,5 ml h', tloustka
t&snéni 0,10 mm, anoda — BDD o plose 36 mm?, katoda — nerezova o plose 198 mm?, zndzornéno
cernou kiivkou) a optimalni neradikalové oxidaci 3% (v/v) peroxidem vodiku po 48 hodin pii
50 °C, znazornéno ¢ervenou kiivkou. Méfeno optimalni metodou uvedenou v kapitole 3.3.
1-kyselina 2,5-dihydroxybenzoova, 2-kyselina 2,3-dihydroxybenzoova, 3-kyselina salicylova.
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5 ZAVER

Byla vyvinuta UHPLC metoda stanoveni kyseliny salicylové, kyseliny acetylsalicylové,
kyseliny 2,3-dihydroxybenzoové a kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové. Tato metoda byla
vyuzita ke sledovani degradace zminénych kyselin. Optimalni chromatografické
podminky byly: kolona Kinetex C18 (2,1 x 100 mm; 1,7 um), dvouslozkova mobilni
faze — acetonitril a voda s 0,1% kyselinou mravenci. Slozky mobilni faze byly v prube¢hu
analyzy sméSovany podle gradientového programu od 10 do 60 % (v/v) acetonitrilu.
Priitok mobilni faze byl 0,3 ml min!. Ddvkovany objem byl 2 pl a detekce byla provedena
QDa detektorem a PDA detektorem pii 240 nm. Teplota kolony byla 25 °C a teplota
davkovace vzorkl byla 15 °C. Celkova doba analyzy byla 11 minut.

Metoda byla poté validovana a bylo zjisténo, Ze odezva detektoru je linearni
v rozsahu méfenych koncentraci 0,1 az 2,0 mmol dm™. Hodnoty meze detekce a meze
stanovitelnosti pro kyselinu salicylovou byly 0,199 umol dm a 0,666 umol dm=, pro
kyselinu acetylsalicylovou 0,310 umol dm™ a 1,03 umol dm, pro kyselinu 2,3-
dihydroxybenzoovou 0,548 pumol dm™ a 1,83 pumol dm™ a pro kyselinu 2,5-
dihydroxybenzoovou 0,489 pmol dm™ a 1,63 pmol dm™. Vyvinutd metoda byla
stanovena jako opakovatelnd, protoze relativni smérodatnd odchylka plochy piku,
retenniho Casu i vysky piku byla ve vSech ptipadech mensi nez 1 %. Metoda byla
ovéfena jako robustni pro zménu pH mobilni faze, teploty kolony a procentualniho
zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi. Nejvétsi odchylky oproti ptivodnim hodnotam byly
pozorovany u zmény procentualniho zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi. Je tedy nutné
dbat na pfesné pomeéry acetonitrilu a vody.

Byla pozorovédna hydrolyza kyseliny acetylsalicylové na kyselinu salicylovou,
ktera je zavisla na pH. Nejmensi hydrolyzy bylo dosazeno pti pH=3,0. S rostoucim dobou
od pfipravy roztoku hydrolyza naristd. Je tedy nutné kyseliny acetylsalicylovou
pfipravovat tésné pied experimentem.

Elektrochemicky byla kyselina salicylova a kyselina acetylsalicylova oxidovana
ve vsadkovém a pritokovém uspofadani. Ve vsddkovém uspofadani bylo po 10 minutach
pi1 4,0 V dosazeno 21,5% oxidace kyseliny salicylové a byl zjistén vznik 6 degrada¢nich
produktii, z nichz byly identifikovany dva — kyselina 2,3-dihydroxybenzoova a kyselina

2,5-dihydroxybenzoova. V pritokovém uspotadani bylo dosazeno 20,54% oxidace za
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podminek: priitokova rychlost 0,5 ml h'!, tloustka té&snéni 0,10 mm. Detekovano bylo
sedm oxidacnich produktii, znichz byly identifikovdny dva — kyselina 2,3-
dihydroxybenzoova a kyselina 2,5-dihydroxybenzoova.

Chemicka oxidace 3% (v/v) peroxidem vodiku poskytla po 48hodinové degradaci
4,71% tubytek kyseliny salicylové. To se shoduje s 4,47% degradaci, které bylo dosazeno
vystaveni kyseliny salicylové ve vsadkovém usporadani napéti 1,5 V po dobu 20 hodin.
Ve vzorku po oxidaci peroxidem vodiku byly detekovany dva degrada¢ni produkty, oba
byly identifikovany jako kyselina 2,3-dihydroxybenzoova a kyselina 2,5-
dihydroxybenzoova. Po oxidaci pifi napéti 1,5 V ve vsadkovém uspotfadani bylo
pozorovano Sest degradac¢nich produktd a identifikovan byl jeden — kyseliny 2,3-

dihydroxybenzoova.
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