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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva elektrochemickou oxidaci aktivni farmaceutické
latky ibuprofenu jako jedné ze souéasti studii stability 1é¢ivych piipravki. Ukolem je
zajistit optimalni podminky pro prubéh elektrochemické oxidace, pii kterych vznika
nejveétsi procento degradacnich produktl, porovnat prutokové a statické experimentalni
uspotadani a jeho vliv na vysledek elektrochemické oxidace a provést identifikaci
vzniklych degradacnich produkti. Mezi zkoumané podminky patii pH pufru pouzitého
pro rozpousténi ibuprofenu, potencial vkladany na pracovni elektrodu a délka trvani
oxidace.

K separaci a stanoveni degradacnich produkti byla pouzita metoda ultra-
vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci. Jako kolona
byla zvolena Acquity UPLC BEH C18 o rozmérech 2,1 x 100 mm; 1,7 pm. Mobilni fazi
tvofila vodnd slozka (10mM mravencan amonny o pH 3,0) a organickd slozka
(acetonitril). Detekce probihala pomoci detektoru s fotodiodovym polem pti vinové délce
222 nm a pomoci kvadrupolového hmotnostniho detektoru v rozsahu skenu m/z 50-400.

Elektrochemicka oxidace byla uskute¢néna v radialni elektrochemické pritokové
cele a podminky, za kterych vznikalo nejvétsi procento degradacnich produktd, byly
nasledujici: 100mM octan amonny o pH 3,5, napéti vkladané na pracovni elektrodu 1,6 V,
délka trvani oxidace 3600s a staticky mod. Bylo zjisténo, Ze ibuprofen pii
elektrochemické oxidaci podléha degradaci a vznikaji celkem tfi degradacni produkty
s relativnimi retenénimi ¢asy 0,93, 0,98 a 1,14. Dva z téchto produktl byly identifikovany
pomoci  hmotnostniho  detektoru, jednd se pravdépodobné o  2-[4-(2-
methylpropanoyl)fenyl]propanovou kyselinu s relativnim retenénim ¢asem 0,93 a hlavni
produkt 1-isobutyl-4-vinylbenzen s relativnim retenénim c¢asem 0,98. Degradacni

produkt s relativnim reten¢nim ¢asem 1,14 se nepodatilo identifikovat.

Klicova slova: ibuprofen, elektrochemicka oxidace, UPLC, degradacni produkty



Abstract

This diploma thesis deals with the electrochemical oxidation of the active
pharmaceutical ingredient ibuprofen as one of the parts of the stability studies of
pharmaceutical products. The task is to ensure optimal conditions for the course of
electrochemical oxidation, which produces the largest percentage of degradation
products, to compare the flow and static experimental setup and its effect on the result of
electrochemical oxidation and to identify the resulting degradation products. The
examined conditions include the pH of the buffer used to dissolve ibuprofen, the potential
applied to the working electrode and the duration of oxidation.

Ultra-high performance liquid chromatography coupled with mass detection was
used to separate and determine degradation products. Acquity UPLC BEH CI18 (2.1 x
100 mm; 1.7 um) was chosen as the separation column. The mobile phase consisted of
an aqueous component (10mM ammonium formate with pH 3.0) and an organic
component (acetonitrile). Detection was performed using a photodiode array detector at
a wavelength of 222 nm and a quadrupole mass detector in the scan range m/z 50-400.

The electrochemical oxidation was performed in a radial electrochemical flow cell
and the conditions under which the largest percentage of degradation products formed
were as follows: 100mM ammonium acetate with pH 3.5, voltage applied to the working
electrode 1.6 V, oxidation duration 3600 s and the static mode. Ibuprofen was found to
degrade during electrochemical oxidation, producing three degradation products with
relative retention times of 0.93, 0.98 and 1.14. Two of these products were identified by
a mass detector, they were probably 2-[4-(2-methylpropanoyl)phenyl]propanoic acid
with a relative retention time of 0.93 and the major product 1-isobutyl-4-vinylbenzene
with a relative retention time of 0.98. A degradation product with a relative retention time

of 1.14 could not be identified.

Key words: ibuprofen, electrochemical oxidation, UPLC, degradation products
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

Pouzité zkratky

2-APA

3DER

ACVA
ADME
AIBN
API
BDDE
DAD
EO
ESI

GC-MS

HPLC

HPLC-MS

ICH

MS
PDA
QDa

RP-HPLC

2-arylpropionova kyselina

trojrozmérny elektrodovy reaktor na bazi aktivniho uhli s kontinudlnim

priatokem

4,4’ -azo-bis(4-cyanovalerova kyselina)

Absorpce, Distribuce, Metabolismus, Exkrece (toxikokinetické faze)
azobisisobutyronitril

1é¢iva latka ptipravku (z anglického Active Pharmaceutical Ingredient)
borem dopovana diamantova elektroda

detektor s diodovym polem (z anglického Diode Array Detector)
elektrochemicka oxidace

elektrosprejova ionizace (z anglického Electrospray lonization)

plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci (z anglického Gas

Chromatography-Mass Spectrometry)

vysokoucinnd  kapalinova chromatografie (z anglického High

Performance Liquid Chromatography)

vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci
(z anglického High Performance Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry)

Mezinarodni rada pro harmonizaci technickych pozadavkll na humanni
1é¢iva (z anglického International Council for Harmonisation of Technical

Requirements for Pharmaceuticals for Human Use)

hmotnostni spektrometrie (z anglického Mass Spectrometry)
detektor fotodiodového pole (z anglického Photo Diode Array)
hmotnostni detektor (z anglického Quadrupole Dalton Detection)

vysokou¢innd kapalinovd chromatografie na reverznich fazich (z



RRT

S-NEA

UPLC

UPLC-MS

uv

UV-LED

anglického Reverse Phase High Performance Liquid Chromatography)
relativni reten¢ni Cas (z anglického Relative Retention Time)
S-(-)1-(1-naftyl)ethylamin

ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie (z anglického Ultra-High

Performance Liquid Chromatography)

ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni
detekci (z anglického Ultra High Performance Liquid Chromatography-
Mass Spectrometry)

ultrafialové zateni (z anglického ultraviolet)

ultrafialové zéfeni ve spojeni s vykonnymi svételnymi diodami



Pouzité symboly

mlz

Xmax

Xmin

hladina vyznamnosti

procentudlni zastoupeni vodné slozky v mobilni fazi [%]
procentudlni zastoupeni organické slozky v mobilni fazi [%]
hmotnostni koncentrace latky [mg/ml]

tabelovany koeficient pro stanoveny pocet méfeni n pro koeficient

spolehlivosti 0,95

pomér hmotnosti ku naboji iontu

rozpéti, rozdil mezi nejvétsi a nejmensi hodnotou z daného souboru hodnot
polomér valce [mm]

smérodatna odchylka

variaéni koeficient [%]

¢as [s, min]

objem valce [mm?, pl]

vyska vélce [mm]

median

nejveétsi hodnota z daného souboru hodnot

nejmensi hodnota z daného souboru hodnot
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1 Teoreticky uvod

1.1 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo provést elektrochemickou oxidaci aktivni
farmaceutické latky ibuprofenu, jako jeden z aspektd stabilitnich studii farmaceuticky
vyznamnych latek. Elektrochemickd oxidace byla provedena za ucelem ziskani
a identifikace degradacnich produkti, které vznikaji v disledku tohoto d¢je. DalSim cilem
bylo nalézt a specifikovat optimalni podminky pro pritbéh elektrochemické oxidace, tedy
ptedevsim pH pufru pouzitého k rozpusSténi ibuprofenu, napéti vkladané na pracovni
elektrodu, dobu trvani elektrochemické oxidace a porovnani vlivu statického

a prutokového modu na vysledek elektrochemické oxidace.

1.2 Ibuprofen

vvvvv

hlavné ke zmirnéni bolesti nebo ke snizeni horecky'. Radi se mezi chiralni nesteroidni
lé¢iva z kategorie 2-arylpropionové kyseliny (2-APA). Je téméf nerozpustny ve vodé
arozpustny v fad¢ organickych rozpoustédel, jakymi jsou naptiklad methanol, ether,
dichlormethan nebo aceton®. Peroralné piijatd forma ibuprofenu se vstiebava rychle
a ipln&®. Bylo prokazano, Ze jeho U¢inky jsou podobné 1é¢ivému efektu aspirinu, ale
s daleko mensimi negativnimi U¢inky na Zaludek®. V mnohych literarnich zdrojich je
zminéno, Ze stejn¢ jako fada dalSich farmaceutickych latek se ibuprofen podili na
znedisténi Zivotniho prostiedi, kdy se ¢asto objevuje v odpadnich vodach®. Chemick4

struktura ibuprofenu je zndzornéna na obrazku 1.

HO

Obrazek 1: Chemicka struktura kyseliny (R,S)-2-(4-isobutylfenyl)propionové

(ibuprofenu) (Pfevzato z cit. ¢ a upraveno v programu ACD/ChemSketch’)
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1.3 Degradacni studie ve farmaceutickém prumyslu

Degradac¢ni studie 1éCivych latek je nastrojem ke zkoumani vnitini stability téchto
latek a soucasti farmaceutickych procesti. Slouzi k vytvoreni analytickych metod
vedoucich k identifikaci pravdépodobné vznikajicich degradacnich produkti a také
k tomu, aby konec¢nd podoba lé¢ivého piipravku byla co nejvice stabilni a bezpecna.
Studie stability se dotyka mnoha oblasti, které zahrnuji i parametry vyroby, zpiisoby
skladovani a dobu expirace 1é¢ivych piipravka, studie farmakokinetickych fazi ADME
(Absorpce, Distribuce, Metabolismus a Exkrece), dopady na zivotni prostiedi
a v neposledni fadé také bezpecénostni a toxikologicka rizika®.

Studie stability probiha tak, Ze se vzdy jedna Sarze testované aktivni farmaceutické
latky (active pharmaceutical ingredient, API) vystavi plisobeni riznych podminek, za
kterych budou vznikat degrada¢ni produkty. Testovani by mélo zahrnovat vliv kyselého
nebo alkalického prostiedi, hydrolyzy, oxidace, tepelného rozkladu nebo fotolyzy®.

Studie nucené degradace pomadahaji rozpoznat reakce zpusobujici degradaci
farmaceutickych latek. Vzniklé degrada¢ni produkty jsou nezddouci a mohou ovlivnit

G¢innost a bezpecnost 1é¢iv’

. Mezinarodni konference o harmonizaci technickych
pozadavki na registraci 1écivych ptipravkd pro humanni pouziti (ICH) vydala pokyny,
podle kterych se tidi testovani API za ucelem urceni podminek skladovani, doby expirace
a prepravnich podminek. Z tohoto hlediska se provadi dlouhodobé (trvajici 12 mésict za
normdalnich podminek) a zrychlené (trvajici 6 mésicti za extrémnich podminek) studie

stability!?.
1.3.1 Vliv hydrolyzy

Jedna se o chemické reakce 1é¢ivych latek s vodou v Sirokém rozmezi hodnot pH
(obvykle 1-13). Hydrolyza za kyselych ¢i bazickych podminek zahrnuje rovnéz katalyzu
hydrolytickych reakci. NejpouzivangjSimi katalyzatory jsou 0,1-IM kyselina
chlorovodikova ¢i kyselina sirova nebo 0,1-1M hydroxid sodny ¢i hydroxid draselny.
Pokud je pozorovana patficnd degradace, lze testovani stability v tomto bod¢ zastavit.
Pokud za téchto podminek neni pozorovéana zddna degradace, je potifeba vystavit 1éCivou
latku ptisobeni kyseliny/zasady o vyssi sile a po delsi dobu. Teplota a hodnota pH jsou
rozhodujicimi parametry pfi posuzovani stability 1éCiva, které je nachylné k hydrolyze.
Po hydrolytické reakci dochazi zpravidla k neutralizaci vzorku pouzitim vhodné kyseliny,

zasady nebo pufru, aby se zamezilo dalsimu rozkladu®.
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1.3.2 Vliv oxidace

Existuji ptipady, kdy 1é¢iva latka prochazi tzv. autooxidaci, tzn. oxidaci za béznych
skladovacich podminek, kterda ke svému pribéhu vyzaduje elementarni kyslik
v zakladnim stavu. Autooxidace je reakci volnych radikald, které jsou inicidtory
fetézovych reakci. Autooxidaci iniciuji zpravidla peroxid vodiku, kovové ionty nebo
stopové necistoty v 1é¢ivé latce’.

NejcCastéji se pro posouzeni nachylnosti API k oxidaci pouziva peroxid vodiku
o koncentracich v rozmezi 3-30 % pfi teplote, kterd nepiesahne 40 °C po dobu 2-8 dnii.
Mechanismus oxidativni degradace zahrnuje pienos elektronti ke vzniku reaktivnich
nabitych iontl. Napftiklad z fenoll, amini a sulfidii vznikaji pfenosem elektronti

hydroxylaminy, N-oxidy, sulfony a sulfoxidy!!.

1.3.3 Vliv teploty

Lécivé latky snadno podléhaji degradaci pti vysSich teplotach. Termolytické reakce
zahrnuji naptiklad pyrolytické reakce, hydrolytické reakce, dekarboxylace, presmyky,
polymerace nebo izomerizace. Vliv teploty na degradaci 1éCiv je popsan pomoci
Arrheniovy rovnice. K tepelné degradaci se nejcastéji pouziva rozmezi hodnot 40 az
80 °C. Nejvice aplikovana teplota je 70 °C pii vysoké a nizké vlhkosti po dobu 1 az 2

mésich. P aplikaci teplot nad 80 °C se degradace nemusi ubirat odhadovanou cestou’.

1.3.4 Vliv fotolyzy

Fotolyticka degradace zavisi na intenzité dopadajiciho zafeni a na zafeni pohlceném
molekulou lécivé latky. Léciva latka je vystavena kombinaci ultrafialového a viditelného
zateni v rozsahu vinovych délek 300 azZ 800 nm. Fotolyza mlZe byt bud’ oxidativni nebo
neoxidativni. Oxidativni fotolyza jde mechanismem singletového nebo tripletového
kysliku. Singletovy kyslik reaguje s nenasycenymi vazbami alkenti nebo diend, zatimco
tripletovy kyslik reaguje s volnymi radikaly molekul 1é¢ivych latek za vzniku peroxidu.
Zateni tedy v téchto reakcich miiZe hrat roli katalyzatoru oxidaci. Neoxidativni fotolyza

zahrnuje dimerizace, presmyky, dekarboxylace, cyklizace atd.!

1.4 Mechanismy oxidace API

Oxidace je jednou znejpouzivanéjSich metod nucené degradace API pfii

degradacnich studiich. Existuje nékolik mechanismii oxidace, nejrozsifenéjsi je
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autooxidace, oxidace peroxidem vodiku nebo oxidace zprostfedkovana pienosem
elektrond?®.

Autooxidace, nebo také radikalove iniciovana oxidace, je jednou z nejcastéjSich
cest degradace API v redlnych podminkach pfti skladovani. Je to d&j, pti kterém dochazi
k oxidaci API vlivem necistot pfitomnych v Iékové formé. Mezi nejbéznéjsi necistoty
iniciujici autooxidaci patii organické hydroperoxidy. Ty mohou s kovovymi ionty
vytvafet radikdly vedouci ke stabilnim ¢ metastabilnim oxida¢nim produktim®!,
Radikélov¢ iniciovana oxidace mize byt simulovana pouzitim chemickych sloucenin,
napt. 4,4’-azo-bis(4-cyanovalerova kyselina) (ACVA) nebo azobisisobutyronitril
(AIBN), které slouzi ke generovani peroxylovych radikdli tepelnym rozkladem
v roztoku. Tyto sloudeniny tedy simuluji oxidaci API b&hem skladovani®!#13,

Pti oxidaci iniciované peroxidem vodiku dochézi k oxidaci skupin API, které jsou
k oxidaci néachylné (tedy napt. sekundarni a tercidrni aminy, thioethery, ethery,
hydroxylové skupiny) neradikadlovym mechanismem. Stresovany roztok API se vystavi
pusobeni peroxidu vodiku (0,1-3%) pfi neutralnim pH a pokojové teploté po dobu 7 dnd.
Teploty nad 30 °C by mohly vést k rozstépeni peroxidové vazby na hydroxylové radikaly,

Oxidace zprostfedkovand pienosem elektronii miize byt zpiisobena reakei
s méd’natymi a Zelezitymi ionty. Po ziskani elektronu z molekuly API dojde ke sniZeni
oxida¢niho cisla kovového iontu a molekula API se oxiduje na nestabilni radikalovy
kation, ktery bude snadno reagovat s molekuldrnim kyslikem za vzniku degrada¢niho
produktu. Vybér oxidac¢niho ¢inidla, jeho koncentrace a testovacich podminek zavisi na
druhu stresované API a musi byt optimalizovany tak, aby dochazelo ke vzniku redlnych
a predvidatelnych degrada¢nich produkti®!?.

Oxidativni degradace za pomoci elektrochemickych metod je pomérné nova
zaleZitost. Vyuziva se predevsim k napodobeni farmakokinetiky ¢i metabolismu 1é€iv.
Metoda elektrochemickych oxidaci vykazuje dobré vysledky, je vyrazné rychlejsi
a simuluje silngjsi stresové podminky neZ oxidace popsané vyse. Casova uspora miize
vést k rychlejSimu, levnéjSimu a presnéjSimu vyvoji 1é¢ivych pripravki a ptinést tak
mnoho benefiti do farmaceutického priimyslu'’. Oproti chemické oxidaci neni nutné

118

pouziti silnych oxidac¢nich c¢inidel ®. Elektrochemicka oxidace se provadi piimo, tedy

pienosem elektront poté, co dojde k interakci analytu s povrchem elektrody. K pfimé
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oxidaci dochézi predevsim pii nizkych aplikovanych potencialech. Oxiduji se skupiny
v molekule analytu, které jsou k oxidaci néchylné a vyménény ndboj odpovida
oc¢ekavanym reakcim. Pro tento druh oxidace se voli elektrody z riznych materiald, tteba
platinové, uhlikové (napt. elektroda ze skelného uhliku), borem dopovany diamant
(BDD) atd. Mtize dochazet také k nepiimé oxidaci, pfi které se vyviji kyslik na povrchu
elektrody a nésledné reaguje s analytem. Forma produkovaného kysliku zéalezi na
zvoleném typu elektrody. Na aktivnich elektrodach (z materiala jako je Pt, IrO2, RuO»)
vznika kyslik ve vy$§im oxidac¢nim stavu diky adsorpci hydroxylovych radikali. To vede
k castecné ¢i selektivni oxidaci organickych sloucenin. Na neaktivnich elektrodach (z
materidlii jako SnO> nebo PbO») jsou hydroxylové radikaly sorbovany na povrchu, coz
vede k nespecifické oxidaci organickych latek (napft. pii elektrochemickém zpracovani

odpadnich vod)!”.

1.5 Metody oxidativni degradace ibuprofenu

Oxidativni degradace ibuprofenu je v fadé studii zminovéana jako prostfedek
k rozkladu ibuprofenu v odpadnich vodach. Jednou z moznosti, kterou vyuzili Thomas
Scheers a kol.!”, bylo provedeni fotoasistované Fentonovy reakce a pouziti peroxidu
vodiku H202/UV. Vyuzili aktivaci peroxidu vodiku pomoci UV zafeni ke generovani
hydroxylovych radikali, které jsou znacné silngj$imi oxidanty nez samotny peroxid
vodiku nebo ozon a nespecificky oxiduji cilovou slouceninu pii vysokych reakcnich
rychlostech. Fentonova reakce byla provedena piidanim Fe** ze siranu Zeleznatého,
slouZziciho jako katalyzator reakce, a nasledné byl pfidan peroxid vodiku. Reakce byla
povazovana za ukoncenou po 60 min, stejné jako aktivace peroxidu vodiku pomoci UV
zafeni. Tento pokus ukazal, Ze obé metody degradace ibuprofenu byly ucinné,
mimotadnych vysledkl bylo dosazeno pii fotoasistované Fentonové reakci, pfi které byla
k efektivni degradaci ibuprofenu pouzita minimalni koncentrace peroxidu vodiku.
RovnéZ bylo strukturdlné objasnéno pét hlavnich degrada¢nich produkti po provedeni
Fentonovy reakce. Jedna se o nasledujici struktury: 4-isobutylacetofenon (viz obrazek
2A), 1-[4-(1-hydroxy-2-methylpropyl)fenyl]ethanon (viz obrazek 2B), kyselina 4-
acetylbenzoova (viz obrazek 2C), 1-(4-ethylfenyl)-2-methylpropan-1-ol (viz obrazek 2D)
a kyselina 4-(2-methylpropyl)benzoova (viz obrazek 2E).
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Obrazek 2: Struktura hlavnich degradac¢nich produkti ibuprofenu po provedeni

fotoasistované Fentonovy reakce. (Pievzato z cit. !

ACD/ChemSketch’)

a upraveno VvV programu

Dalsi studie Zhao Wang a kol.?® se zabyvd porovnanim u¢inki metod UV-
LED/katalyzatory a UV-LED/oxidanty na oxidativni degradaci ibuprofenu v odpadnich
vodach. Spojeni UV-LED znamend pouziti vykonnych svételnych diod emitujicich
ultrafialové svétlo. Ukazalo se, Ze pouziti katalyzatori oxidu titani¢it¢tho a oxidu
zinecnatého ve spojeni s UV-LED dosahovalo 99,99% degradacni ucinnosti a degradace
probihala v  krat§im c¢asovém tUseku, nez pifi pouziti UV-LED/H>O»,
hydrogenperoxosiranu draselného nebo peroxodisiranu draselného.

N. Sabri, K. Hanna a V. Yargeau?' provedli chemickou oxidaci ibuprofenu pomoci
peroxidu vodiku a peroxodisiranu sodného, které aktivovali oxidem Zeleznato-zelezitym
v témét neutralnim prostredi o pH 6,6. Vyslo najevo, Ze peroxid vodiku a peroxodisiran

sodny byly neaktivni v priibéhu prvnich 60 minut reakce bez aktivace pomoci Fe?*.
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Degradace ibuprofenu se tedy aktivaci oxida¢nich ¢inidel prostiednictvim Fe?* zrychlila
a zefektivnila, v ptipad¢ pouziti H2O2 0 93 % a v ptipadé€ pouZiti peroxodisiranu sodné¢ho
0 63 %. Nakonec bylo identifikovano né€kolik degradacnich produktii, kterymi byly:
kyselina pyrohroznova, kyselina $tavelova, kyselina octova, kyselina mravenci, kyselina
4-acetylbenzoova (viz obrazek 2C), oxo-ibuprofen (viz obrazek 3) a 4-isobutylacetofenon
(viz obrazek 2A). Oxid zeleznato-zelezity je jako katalyzator stabilni, nendkladny,
opakovatelné pouzitelny a Setrny k zivotnimu prostfedi. Navic lze pouzit v Sirokém
rozmezi hodnot pH na rozdil od homogenniho Fe?*, ktery se miize pii vysokych

hodnotach pH vysrazet.

H,C
CH
3 OH
CH,

Obrazek 3: Struktura oxo-ibuprofenu jako degradacniho produktu chemické oxidace.

t21

(Pfevzato z cit. 2! a upraveno v programu ACD/ChemSketch’)

1.2 se zaméfili na identifikaci degradaénich produktt

Gabriele Caviglioli a ko
ibuprofenu po puasobeni oxidac¢nich Cinidel a tepla. Studii provedli s myslenkou, Ze
ibuprofen je volné prodejny a hojné vyuzivany léCivy pfipravek, ktery muze byt
naduzivan, a proto je potieba dilkkladné zkoumat produkty jeho oxidativniho rozpadu,
pfedevsim z hlediska jejich dlouhodobé toxicity. Ibuprofen v pevném stavu 1 v roztoku
vystavili plisobeni manganistanu draselného, dichromanu draselného a 16% nebo 33%
peroxidu vodiku po dobu nékolika hodin nebo dni. Ibuprofen vystavili i tepelné degradaci
pfirtiznych teplotach, napt. 50 °C, 100 °C nebo 180 °C po dobu n¢kolika hodin, dni nebo
mésict. Degradacni produkty analyzovali dvéma metodami vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie na reverznich fazich (RP-HPLC) a plynové chromatografie ve spojeni
s hmotnostni detekci (GC-MS). Pro prvni metodu HPLC pouzili chromatografickou
kolonu Waters uBondpack Phenyl (10 um; 3,9 x 300 mm) a mobilni fazi tvofila smés
methanolu a octanu amonného v poméru 6:94 (v/v) o pH 4. Dale byl pouzit detektor

s diodovym polem (DAD). Pro druhou HPLC metodu pouzili kolonu Superspher 100 RP-

18 (4 pm; 2 x 125 mm) a jako mobilni fazi smés vody a acetonitrilu o pH 2,5. Pro metodu
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GC-MS byla pouzita kolona z taveného oxidu kfemicitého o rozmérech 25 m x 0,2 mm,
nesouci zesiténou methylsiloxanovou vazanou fazi. Jako nosny plyn bylo zvoleno helium.
V této praci detekovali celkem tfinact degradacnich produkti, z nichz sedm bylo
vyhodnoceno jako doposud neznamych. Jednalo se o tyto produkty: kyselina 2-[4-(1-
hydroxy-2-methylpropyl) fenyl]propanova (viz obrazek 4A), 1-(4-isobutylfenyl)-1-
ethanol (viz obrazek 4B), kyselina 4-(1-karboxyethyl)benzoova (viz obrazek 4C),
kyselina hydratropovd (viz obrazek 4D), 4-isobutylfenol (viz obrazek 4E), 4-
ethylbenzaldehyd (viz obrazek 4F) a 1-isobutyl-4-vinylbenzen (viz obrazek 4G).

CH, CH, HO o)
HO CcH H OH
® H,C H
o)
0] H3C
CH3 P OH
OH CHg 0 OH CH,
A B C D
CH,
CH, O
CH,
CH,
_
OH CH, H,C
E F G

Obrazek 4: Degradac¢ni produkty ibuprofenu po degradaci oxida¢nimi ¢inidly a svétlem.

(Pfevzato z cit. 2? a upraveno v programu ACD/ChemSketch’)
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Skupina Quero-Pastora?® se zabyvala oxidativni degradaci ibuprofenu ozonem,
pricemz zkoumala piedevs§im toxicitu ibuprofenu a jeho degrada¢nich meziprodukta.
Ozon byl generovan generatorem ozonu GZ15 s vysokofrekvenénimi vybojkami
a produkéni kapacitou 15 g/h ozonu s pfivodem okolniho kysliku. Za ti¢elem kvantifikace
ibuprofenu byla pro Upravu vzorkli pouzita extrakce na pevné fazi LiChrolut EN 40-120
um. Pevna faze byla nasledné promyta acetonem a ziskany ibuprofen byl rozpustén ve
smési methanolu a vody v poméru 70:30 (v/v). Smés methanolu a vody v poméru 70:30
(v/v) byla rovnéz vyuzita jako mobilni faze pro kvantifikaci ibuprofenu pomoci HPLC.
Jako stacionarni faze byla zvolena C18 v koloné o rozmérech 5 um; 15 % 0,46 cm od
spolecnosti Teknokroma. Jako detektor pouzili UV detektor pti vinové délce 220 nm.

Bylo zjisténo, ze toxicita ibuprofenu béhem oxidace roste srostouci pocatecni

vvvvvv

1.6 Metody elektrochemické oxidace ibuprofenu

Jednou zmodernich metod pouZivanych knucené degradaci 1éCiv je

elektrochemicka oxidace. Ciriaco a kol.?*

provedli elektrochemickou oxidaci ibuprofenu
za ucelem porovnani ucinnosti odbouravani ibuprofenu z odpadnich vod. Pouzili
Ti/Pt/PbO; anodu a borem dopovanou diamantovou elektrodu (BDDE). Oba typy
elektrod byly pii degradaci ibuprofenu velmi G€inné. Jako elektrolyt pouzili 0,035M siran
sodny.

Ambuludi a kol.?® se ve své studii zabyvali elektrooxidativnim odstranénim
ibuprofenu z vodného roztoku pomoci elektro-Fentonovy reakce. K experimentu pouzili
jednokomorovou celu s platinovou anodou nebo BDDE. Studovali vliv prochdzejiciho
proudu, koncentrace katalyzatoru a slozeni rozpoustédla analytu, kterym byla smés vody
a acetonitrilu v poméru 80:20 (v/v), kviili obtizné rozpustnosti ibuprofenu v ¢ist¢ vodném
prostiedi. Ukazalo se, Ze degradace probihala 1épe pii pouziti platinové elektrody
z dtivodu lepsi regenerace Fe?" katalyzatoru Fentonovy reakce. K pozorovani reakce mezi
ibuprofenem a hydroxylovymi radikaly generovanymi Fentonovou reakci byla zvolena
metoda RP-HPLC s kolonou Purospher RP-18 (5 pm; 25 x 4,6 mm) s DAD detektorem.
Detekce se uskutecnila pfi vinové délce 228 nm. Jako mobilni fazi zvolili smés methanolu
a vody s 1% kyselinou fosfore¢nou v poméru 68:32 (v/v). Ibuprofen eluoval okolo 12.
minuty. Identifikace reakénich meziproduktii byla uskute¢néna pomoci GC-MS. Po

porovnani s knihovnou spekter se jednalo o celkem ctyfi meziprodukty: p-benzochinon
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(viz obrazek 5A), 4-isobutylfenol (viz obrazek 5B), 1-(1-hydroxyethyl)-4-isobutylbenzen

(viz obrazek 5C) a 4-isobutylacetofenon (viz obrazek 5D).

CH,
0
‘ CH,4
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H,C CH,
0 OH CH,
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/
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CH,
D

Obrazek 5: Degradacni produkty elektro-Fentonovy reakce. (Pievzato zcit.

a upraveno v programu ACD/ChemSketch’)

Cho a kol.?® uskute¢nili elektrochemickou degradaci ibuprofenu za u¢elem jeho
odstranéni z vody, a pro tuto ptilezitost vyvinuli trojrozmérny elektrodovy reaktor na bazi
aktivniho uhli s kontinualnim pritokem (3DER), jehoz schéma je zobrazeno na obrazku
6. 3DER byl zkonstruovan vyplnénim prostoru mezi hlavnimi elektrodami granulovanym
aktivnim uhlim, které slouzilo jako Casticova elektroda, a ke kterému byl kontinudlné€ po
dobu 180 h ptivadén roztok ibuprofenu. Anoda a katoda byly tvofeny Ti-IrO> sitovou
deskou a nerezovou sitovou deskou. Toto uspofadani zvySilo UCinnost degradace
ibuprofenu z cca 65 % na 98 % za 4 hodiny od aplikace elektrického proudu, coz je 2,5x
vice, nez pti pouziti dvojrozmérného elektrodového reaktoru. Ukazalo se, ze nejvétsi vliv
na degradaci ibuprofenu méla proudova hustota (v rozsahu 1-20 mA/cm?), zatimco

pratokova rychlost ovlivnila kinetiku degradace minimalné.
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Obrazek 6: Schéma trojrozmérného elektrodového reaktoru s kontinualnim tokem

(pfevzato z cit. 2%)

Ambuludi a kol.?’ se zabyvali elektrochemickou degradaci ibuprofenu ve vodném
roztoku. Jako metodu zvolili anodickou oxidaci. Elektrolyza byla provadéna pfi
konstantnim proudu v malém elektrochemickém c¢lanku. Jako anoda byla zvolena
platinova elektroda nebo tenkovrstva BDDE a katoda byla uhlikova. Zjistilo se, Ze pii
pouziti BDDE misto platinové anody dochézi k rychlejsi oxidaci. Pti pouziti BDDE byla
sledovana kinetika pseudo-prvniho tadu, pficemz zdanlivé rychlostni konstanty se
zvySovaly s aplikovanym proudem, zatimco pocatecni koncentrace ibuprofenu je témet
neovliviiovala. Oxidaci ibuprofenu rovnéz zlepSilo pouziti chloridu sodného jako
pomocného elektrolytu misto siranu sodného, jelikoz dochazelo ke generovani aktivnich
forem chloru, které slouzily jako zprostfedkovatelé pienosu elektronti pfi oxidaci.
Podafilo se detekovat nckteré aromatické meziprodukty, napf. p-benzochinon (viz
obrazek 5A), 4-isobutylfenol (viz obrazek 5B), 1-(1-hydroxyethyl)-4-isobutylbenzen (viz
obrazek 5C) a 4-isobutylacetofenon (viz obrazek 5D). Karboxylové kyseliny jako
kyselina pyrohroznova, mravenci, octova, Stavelova nebo glyoxylova byly hlavnimi
meziprodukty vzniklymi béhem elektrolyzy, a nakonec byly mineralizovany na oxid
uhli¢ity a vodu. Vysledkem této studie je, ze vyuziti anodické oxidace s BDDE je
vhodnou metodou k ¢isténi vod obsahujicich ibuprofen, nebot’ tato metoda poskytuje

rychlou a G€innou eliminaci tohoto 1é¢iva 1 reakénich meziprodukti.
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Li a kol.?® vyuzili elektroperoxonovy proces jako zptisob degradace ibuprofenu za
riznych experimentalnich podminek, pificemz tento proces kombinoval metody
ozonizace a elektrolyzy. V tomto procesu dochéazelo k elektrochemickému generovani
peroxidu vodiku v odtoku z generatoru ozonu. Cely tento d¢j byl uskute¢nén na katode
z uhliku. Peroxid vodiku déle reagoval s ozonem za vzniku hydroxylového radikalu, ktery
ucinné oxidoval ibuprofen ve velkém objemu roztoku. Pii elektroperoxonovém procesu
dochdzelo k ataku ibuprofenu hydroxylovymi radikaly v rtiznych polohach, a tim
vznikaly hydroxylované izomery ibuprofenu. Ty nasledné¢ podstupovaly fadu dalSich
reakci, jakymi byly napiiklad dekarboxylace, demethylace a dalSi hydroxylace,
a vznikaly mensi aromatické meziprodukty. Nasledna oxidace téchto meziprodukti
pusobenim hydroxylového radikdlu a ozonu vedla ke S$tépeni benzenového kruhu
a produkci linedrnich karboxylovych kyselin, které byly oxidovany hydroxylovym
radikdlem na oxid uhli¢ity a vodu, ¢imz bylo dosazeno kompletni mineralizace
ibuprofenu. Tento proces se tedy ukazal jako jednoduchy, efektivni a ekologicky zptisob

k odstranéni farmaceutickych piipravkl z vodného prostredi.

1.7 Lékopisné stanoveni ibuprofenu

V Ceském lékopisu zroku 2009 (cit. %°) jsou popsany zkousky totoZnosti
ibuprofenu a zkouSky na ¢istotu. Zkousky totoznosti se skladaji ze stanoveni teploty tani
kapilarni metodou, pfi které roztaje posledni Castice sloupce 1é¢iva v kapilare. Teplota
tani ibuprofenu se dle 1ékopisu pohybuje mezi 75 °C az 78 °C.

Dale se provadi absorpéni spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné oblasti, pfi
které se zjist'uje, zda se absorp¢ni spektrum tablety zkoumané latky shoduje se spektrem
tablety chemické referen¢ni latky ibuprofenu. Mé&fi se absorbance roztoku v rozmezi
vlnovych délek 240 az 300 nm. Roztok vykazuje dvé absorpéni maxima, a to pii 264 nm
a 272 nm (cit. ).

Dalsi metodou je provedeni tenkovrstvé chromatografie na vrstvé silikagelu. Na
vrstvu silikagelu se nanese 5 pl zkouSeného a porovnavaciho roztoku oddélené a vyviji
se smesi bezvodé kyseliny octové, ethyl-acetatu a hexanu v poméru 5:24:71 (v/v) po draze
dlouhé 10 cm. Vrstva se nasledné susi po dobu 30 min pii 120 °C a postiika se roztokem
manganistanu draselného o koncentraci 10 g/l v kyselin€ sirové ziedéné roztokem
zkoumadla a zahtiva se po dobu 20 min pii teploté 120 °C. Pozorovani probiha pii vinové

délce 365 nm v UV svétle. Hlavni skvrna na chromatogramu zkouseného roztoku se musi
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barvou, velikosti a polohou shodovat se skvrnou na chromatogramu referencniho
roztoku®,

Provadi se také zkousky na Cistotu, a to tak, Ze se zkouma vzhled roztoku, ktery
musi byt €iry a bezbarvy. Ddle se méti thel optické otacivosti v rozmezi —0,05° az +0,05°
(cit. %).

Dalsi metodou je kapalinova chromatografie. Jako chromatograficka kolona se voli
kolona z nerezové oceli naplnénd oktadecylsilanizovanym silikagelem o rozmérech
5 um; 15 cm x 4,6 mm. Mobilni faze A je tvofena smési kyseliny fosforecné, acetonitrilu
a vody v poméru 0,5:340:600 (v/v), po ustaleni se zfedi vodou na 1000 objemovych dilt.
Mobilni faze B je tvofena acetonitrilem. Priitokova rychlost je nastavena na 2 ml/min,
objem nasttiku je 20 pul a detekce probiha spektrofotometricky pti vinové délce 214 nm.
Ibuprofen eluuje okolo 20. minuty (cit. %).

V Ceském lékopisu jsou specifikovany celkem &tyfi nedistoty: A, F, J a N.
K identifikaci jejich piki se pouzivd chromatogram doddvany s ibuprofenem
a chromatogram porovnavaciho roztoku. Konkrétn¢ se jedna o tyto necistoty: A: 2-(3-
isobutylfenyl)propanovou kyselinu, F: 3-(4-isobutylfenyl)propanovou kyselinu, J: 2-[4-
(2-methylpropanoyl)fenyl]propanovou kyselinu a N: 2-(4-ethylfenyl)propanovou
kyselinu. VSechny jsou strukturné¢ objasnény na obrazku 7. Relativni retencni Casy
necistot vztazené k ibuprofenu jsou pro necistotu A 0,9, pro necistotu F 1,1, pro necistotu
J 0,2 a pro necistotu N 0,3. Ostatni detekovatelné necistoty neni nutné k prokazani shody
identifikovat, jelikoz jsou limitovany obecnym kritériem pfijatelnosti pro

jiné/nespecifikované negistoty?.
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Obrazek 7: Chemické struktury neéistot ibuprofenu specifikovanych v Ceském lékopisu.

(pfevzato z cit. > a upraveno v programu ACD/ChemSketch’)

1.8 DalsSi metody stanoveni ibuprofenu

Pro stanoveni ibuprofenu je v literatufe popsana fada rtznych technik. Sadecka
akol®® se zaméfili na stanoveni ibuprofenu v tabletich metodou kapilarni
izotachoforézy. Metodu zvolili jako alternativu k lékopisnym stanovenim ibuprofenu,
jelikoZ je rychl4, jednoduché a levna. Zaroven ji porovnali s fluorescenéni spektrometrii.
Byl pouzit izotachoforeticky analyzator s vodivostnim detektorem a separa¢ni kapilarou
(90 x 0,8 mm). Hnaci proud byl nastaven na hodnotu 250 pA. Vedouci elektrolyt tvofila
10mM kyselina chlorovodikovd upravend kreatininem na pH 5,0 a 0,1%
polyvinylpyrrolidon. Koncovym elektrolytem byla 10mM 4-morfolinethansulfonova
kyselina. Fluorescencni spektrometrie byla provedena na luminiscenénim spektrometru
s xenonovou vybojkou. Ob& provedené techniky se ukazaly byt vhodné pro stanoveni
ibuprofenu. Izotachoforéza 1 fluorescencni spektrometrie vykazovaly podobnou

opakovatelnost. U fluorescencni spektrometrie vSak mtize dochazet k hor§im hodnotdm
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opakovatelnosti kvili vlivu matrice.

Farrar a kol.>!

vyvinuli rychlou a jednoduchou metodu pro stanoveni ibuprofenu
v malém objemu lidské plasmy za vyuziti HPLC. Vzorek k analyze HPLC byl pfipraven
extrakci na pevné fazi s naproxenem jako vnitinim standardem. Extrakce byla provedena
na 96jamkové extrakéni desticce, ¢imz se usnadnil a paralelizoval proces pfipravy
vzorkl. Pti analyze pomoci HPLC byla pouzita kolona Symmetry C18 (5 um; 4,6 x 150
mm). Mobilni fazi tvotrila smés vody a acetonitrilu v poméru 40:60 (v/v). Detekce
probéhla pomoci UV detektoru pti vinové délce 220 nm. Tato metoda ptinesla mnoho
vyhod, jednou z nich je napiiklad vyuziti pouze 50 pl plasmy k analyze, coz umoznuje
opakovanou analyzu vzorkt. Dalsi vyhodou je zjednoduseni procesu extrakce a snizeni
pravdépodobnosti laboratorni chyby diky pouziti 96jamkové extrakéni desticky, kdy jsou
vzorky eluovany pifimo do injekénich vialek. Metoda se hojné vyuziva pri
bioekvivalen¢nich studiich a klinickém vyzkumu, nebot’ vykazala dostatecnou citlivost
v rozmezi o¢ekdvanych koncentraci ibuprofenu pfi klinickém pouziti 1¢ku.

Canaparo a kol.>? provedli stanoveni S—(+) a R—(—) enantiomerti ibuprofenu v lidské
plasmé. Ve farmacii je znamo, ze vice nez polovina léCiv je chirdlni povahy
a enantiomery mohou vykazovat rozdilné terapeutické ucinky. Ibuprofen se prodava jako
smés dvou vySe zminénych enantiomerd, pfi¢emz farmakologicka aktivita je zpisobena
vyhradné enantiomerem S—(+). Pfestoze je R—(—) ibuprofen neaktivni, mize interferovat
s farmakokinetikou ostatnich 1é¢iv, pfedevSim 1 s farmakokinetikou aktivniho S—(+)
enantiomeru®®. Sloudeniny byly extrahovany z plasmy do alkoholového média a byla
provedena ptedkolonové derivatizace pomoci derivatizaniho ¢inidla S-NEA (S-(—)1-(1-
naftyl)ethylamin). Pro separaci vzniklych diastereomer byla pouzita metoda HPLC
s kolonou Symmetry C18 (5 pm; 4,6 x 150 mm) a gradientovou eluci. Mobilni faze se
skladala z téchto slozek: acetonitril-voda-kyselina octova-triethylamin v poméru
60:40:0,1:0,02 (v/v) o pH 5,0 a po 20 min analyzy byla vyménéna za 100% acetonitril po
dobu 5 min. Jako detektor byl zvolen spektrofluorometricky detektor s excitacni vinovou
délkou 280 nm a emisni vlnovou délkou 320 nm. S—(+) enantiomer eluoval v ¢ase 14,40
min a R—(—) enantiomer v ¢ase 16,50 min. Bylo prokazano, Ze tato metoda je vhodna

a reprodukovatelnd a vyuziva se pti farmakokinetickych studiich.
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Bonato a kol.**

pouzili metodu vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni
s  hmotnostni  spektrometrii s  elektrosprejovou  ionizaci = (HPLC-MS)
k enantioselektivnimu stanoveni ibuprofenu v plasmé. Vzorky byly pfipraveny extrakci
z kapaliny do kapaliny za pouziti smési hexanu a ethylacetatu v poméru 8:2 (v/v). Chiralni
rozliSeni ibuprofenu zajistilo pouziti chirdlni stacionarni faze na bazi derivatu tris-(3,5-
dimethylfenylkarbamatu) amylosy za podminek reverzni faze (kolona Chiralpak AD-RH
o rozmérech 5 pm; 150 x 4,6 mm). Mobilni faze obsahovala smé&s methanolu a vody
v poméru 8:2 (v/v) a zaroven 0,1% vodny roztok kyseliny fosforecné o pH 2,0, prutok byl
nastaven na 0,6 ml/min. V negativnim modu elektrospreje byl k eluatu pfidan 4,5% vodny
roztok hydroxidu amonného kvili zajisténi optimalizace napéti kuzele, kolizniho ¢lanku
a multiplikatoru pfi elektrosprejové ionizaci, jelikoz ostatni pokusy o optimalizaci téchto
parametrt nevedly k linearnim kalibracnim kiivkam. Jako detektor byl pouzit hmotnostni
spektrometr s trojitym kvadrupdlem. Oba enantiomery eluovaly okolo 8. minuty. Popsana
metoda je rychla, reprodukovatelnd, jednoducha a vhodné pro farmakokinetické studie.
Dalsi vyhodou je vysoka selektivita diky pouziti hmotnostniho spektrometru jako

detektoru.

1.9 Spojeni elektrochemie s hmotnostni detekci

V posledni dobé roste zajem o pouziti elektrochemickych metod v kombinaci
s hmotnostni detekci. Ve farmaceutickém pramyslu je velkym benefitem takového
spojeni moznost identifikace a kvantifikace degradacnich produktl, které¢ vznikly
dasledkem elektrochemické oxidace, pomoci hmotnostni spektrometrie (MS). Existuje
nékolik moznosti experimentdlniho uspofddani. Prvni mozZnosti je elektrochemicka
oxidace vzorku (EO) a nasledné spojeni s hmotnostni spektrometrii pfimou vazbou (viz
obrazek 8, fadek A). Druhou moZnosti je separace vzorku pomoci HPLC, poté provedeni
elektrochemické oxidace a naslednd detekce pomoci MS (viz obrazek 8, fadek B). Tteti
moznosti (kterd byla vyuzita i v této diplomové praci) je provedeni elektrochemické
oxidace, nasledn¢ separace vzorku pomoci HPLC, a nakonec detekce prostfednictvim MS

(viz obrazek 8, fadek C)%.
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A

vzorek —= EO — M5

B

vzorek —=| HPLC |—| EO |[—| MS

C

vzorek —| EQ |—| HPLC |[—| MS

Obrazek 8: Schematické znazornéni experimentalniho uspotradani tii instrumentéalnich

technik pfi studiich oxidace™.

K elektrochemické oxidaci se pouzivaji elektrochemické cely. Jsou vybaveny bud’
lepsiho fizeni reakei. Elektrochemické reakce na pracovni elektrod¢ jsou regulovany
rozdilem potencialu mezi pracovni a referen¢ni elektrodou. Proud, ktery protéka pracovni
elektrodou, je vyvazen shodnym proudem na pomocné elektrod€. Existuje fada materidld,
ze kterych mohou byt elektrody zhotoveny. Pouzivaji se naptiklad elektrody vyrobené
z kovt (napt. Pt), skelného uhliku, porézniho uhliku nebo BDD. Jako referen¢ni elektrody
se voli naptiklad argentchloridovd nebo kalomelova, které maji dobie definovany
standardni potencidl. Velmi oblibené jsou ploché elektrody, které lze snadno vyjmout,
zkontrolovat a vy¢istit®.

Potencialy vkladané na elektrody jsou generovany potenciostaty. Ty jsou ovladany
pocitacem a je mozné diky nim provadét rlizné elektrochemické experimenty. NejbéZnéji
je elektrochemickd oxidace provadéna pii konstantnim potencidlu. Ukazalo se, Ze
experimenty s pulznimi potencidly umoznuji selektivni tvorbu jednoho konkrétniho
produktu v zavislosti na dobé& a hodnoté vlozeného pulzu®.

V ptipadech, kdy je vyzadovéana kratka prodleva mezi elektrochemickou oxidaci
a hmotnostni detekci, Ize zvazit umisténi elektrochemického ¢lanku do iontového zdroje
hmotnostniho detektoru. Jako iontovy zdroj se nejCastéji pouziva elektrosprejova ionizace
(ESI)*.

Podminky pro elektrochemickou oxidaci a tvorbu iontl ze vzorku v MS se lisi,
pfedevsim v pouziti pufri jako podplrného elektrolytu. Zatimco kvarterni amoniové soli

jsou v elektrochemii bézné, elektrosprejovy zdroj je na jejich pritomnost vysoce citlivy
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a dochazi k zesileni signalu iontii na pozadi, a naopak k potlaceni signalu iontl ze vzorku.
Pro elektrochemickou oxidaci ve spojeni s MS je tedy piijatelné pouziti pufri, jako jsou
mravenéan amonny nebo octan amonny>>,

Ve vétsin¢ piipadi vede elektrochemicka oxidace vzorku ke smési produktii.
K jejich separaci se bézné¢ vyuziva metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie,
ktera ve spojeni s hmotnostni detekci poskytne informace o struktute jednotlivych slozek
smési produkti®>.

V poslednich nékolika letech vzrostl zdjem o elektrochemické napodobeni
oxidativniho metabolismu 1é¢iv. Ukézalo se, ze 1ze provést jak biotransformacni reakce
I. faze (napft. oxidace a hydroxylace), tak i reakce II. faze (napt. konjugace reaktivnich

metabolitd s nukleofily).
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzité chemikalie a pristroje

2.1.1 Chemikalie

Deionizovana voda s mérnym odporem >18 MQ cm, Mili-Q®, Merck Millipore,

USA

Methanol, LC-MS CHROMASOLV™, >99 9%, Honeywell, Francie
Acetonitril, LC-MS/UPLC grade, HiPerSolv CHROMANORM, VWR, USA
Deionizovana voda, for HPLC LC-MS grade, VWR, USA

Octan amonny, for HPLC, HiPerSolv CHROMANORM, VWR, USA
Mravencan amonny, for mass spectrometry, > 99%, Sigma-Aldrich, Némecko
Hydroxid amonny, 25% p. a., Lach-Ner s. r. o., Ceska republika

Kyselina octova, 99% G.R., Lach-Ner s. r. 0., Ceska republika

Kyselina mravenc¢i, ACS reagent, 98-100%, Merck, USA

Ibuprofen, Zentiva, Ceska republika

2.1.2 Pristroje a software

Kapalinovy chromatograf Acquity UPLC H Class s PDA a QDa detektorem,
Waters, USA

Jednoduchy kvadrupolovy hmotnostni detektor Acquity QDa, Waters, USA

Chromatografickd kolona Acquity UPLC BEH C18 (2,1 x 100 mm; 1,7 pum),
Waters, USA

Radialni pratokova cela o rozmérech 2 x 8,8 mm, ALS Co., Japonsko

Pracovni diskova elektroda ze skelného uhliku o priméru 6 mm, ALS Co.,

Japonsko
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Referentni elektroda RE-3VT o priméru 10 mm, Sroubovaci typ,

Ag/AgCl/nasyceny KCI, ALS Co., Japonsko

Pomocna elektroda z nerezové oceli ve tvaru trubi¢ky o praméru 1,6 mm, ALS

Co., Japonsko

Teflonové tésnéni o tloust’ce 2 mm, ALS Co., Japonsko
Potenciostat PalmSens®, PalmSens, Nizozemsko
Stiikackové Cerpadlo, KD Scientific, USA
Tuberkulinova injek¢ni stfikacka Injekt-F o objemu 1 ml, B. Braun, Némecko
Ultrazvukova lazen Elma S15, Elmasonic, Némecko
Analytické vahy Entris®, Sartorius, Némecko

pH metr 3540 pH/conductivity meter, Jenway, UK
Magnetickd michacka, Velp Scientifica, Italie

Software Empower 3, Waters, USA

Program PSTrace 5, PalmSens, Nizozemsko

MS Excel, Microsoft Corp., USA

ACD/ChemSketch, ACD/Labs, Kanada
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2.2 Priprava vzorku a pufra

2.2.1 Priprava octanového pufru

Nejprve byl ptipraven 100mM octanovy pufr o hodnotach pH 3,5, 5,0 a 7,0 tak, ze
bylo navdzeno vzdy 1,54 g octanu amonného a rozpusténo v deionizované vod¢. Poté
bylo upraveno pH vzniklého roztoku na pozadovanou hodnotu pomoci 99% kyseliny
octové nebo 25% hydroxidu amonného a roztok byl doplnén deionizovanou vodou na
objem 200,0 ml. Nésledn¢ byl pufr odplynovan pomoci ultrazvukové lazn¢ po dobu
pfiblizné 10 minut. Takto vznikly pufr slouzil v kombinaci s organickym rozpoustédlem

pro rozpusténi vzorku ibuprofenu.

2.2.2 Priprava mraven¢anového pufru

Byl pfipraven 10mM mravencanovy pufr tak, ze bylo navazeno 0,32 g mravencanu
amonného a rozpusténo v deionizované vodé. Hodnota pH roztoku byla upravena pomoci
99% kyseliny mraven¢i na hodnotu pH 3,0 a roztok byl doplnén deionizovanou vodou na
objem 500,0 ml. Vysledny roztok byl piefiltrovan pfes filtracni nylonovou membranu
o velikosti port 0,22 um za pouziti vakuové pumpy. Takto vznikly pufr slouzil jako

soucast mobilni faze k UPLC analyze vzork po elektrochemické oxidaci.

2.2.3 Priprava vzorkt ibuprofenu

Zpocatku bylo nutné otestovat rozpustnost ibuprofenu, ktera byla nasledné vizualné
vyhodnocovéna. Pfi prvotnich experimentech byly pfipravovany roztoky ibuprofenu
o koncentracich 10 mg/ml, 3 mg/ml, 2 mg/ml a 1 mg/ml. Bylo vZdy navédzeno ptislu§né
mnozstvi ibuprofenu a rozpousténo nejprve v organickém rozpoustédle a poté smichano
s pufrem. Pomér organického rozpoustédla a pufru byl nejprve 50:50 (v/v), a poté byl
tento pomér upraven na 10:90 (v/v) (organické rozpousStédlo : pufr). Za organickeé
rozpoustédlo byl zvolen v prvnich experimentech methanol a pozdéji acetonitril.
V dalsich experimentech byl pfipraven roztok ibuprofenu o koncentraci 0,1 mg/ml, a to
z diivodu Spatné rozpustnosti vyssSich koncentraci. Tato hodnota koncentrace roztoku
ibuprofenu se dale vyuzila pro elektrochemickou oxidaci. Roztok byl pfipraven
navazenim 10,00 mg ibuprofenu, rozpusténim v 10,0 ml acetonitrilu a doplnén 90,0 ml
octanového pufru na celkovy objem 100,0 ml. Nasledné byl vzorek odplyiiovan po dobu

10 minut v ultrazvukové lazni.
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2.3 Cyklicka voltametrie

Prvotnim experimentem provedenym s pfipravenym roztokem ibuprofenu byla
cyklickd voltametrie ve statickém a pritokovém moédu s tfielektrodovym zapojenim.
Pouzity byly stejné elektrody, které jsou zminény v kapitole 2.4. Byly méteny vzdy Ctyii
skeny, v programu PSTrace 5 (cit. *°) byly nastaveny nasledujici parametry: rychlost
skenu ¢inila 0,01 V/s, s potencidlovym krokem 0,04 V a rozpétim potenciali 0-2,5 V,
pricemz pocatecni napéti bylo nastaveno na 0 V. Prvni sken byl proveden v pozitivnim

smeéru.

2.4 Elektrochemicka oxidace

Pro elektrochemickou oxidaci vzorkG ibuprofenu byla pouzita radialni
elektrochemicka pratokova cela o rozmérech 2 x 8,8 mm v tfielektrodovém provedeni.
Pracovni elektrodu tvoftila diskova elektroda ze skelného uhliku o priméru 6 mm,
pomocnou elektrodu tvofila trubi¢ka z nerezové oceli o pruméru 1,6 mm a referentni
elektroda byla argentchloridova, s nasycenym roztokem KCI o priméru 10 mm. Pred
pracovni elektrodu bylo vkladano teflonové tésnéni o tlouStce 2 mm, zvétSujici objem
cely, ktery tak €inil 121,6 pl. Odplynény vzorek byl do cely pfivadén pomoci 27,4 cm
dlouhé silikonové hadicky s vnitfnim primérem 0,4 mm. Bylo pouzito dvoji
experimentalni uspotfadani: prutokové a statické. V prutokovém uspotadani proudil
vzorek ibuprofenu k povrchu elektrody kontinualn€ pomoci stfikacky a stiikackového
¢erpadla, na kterém byla nastavena konstantni pritokova rychlost 1 ml/h. Vzorek z cely
byl jiman do vialky. Pfi statickém uspotfadéani byl vzorek do cely nadavkovan pomoci
sttikacky jednorazové k povrchu elektrody, kde setrval po celou dobu oxidace. Poté byl
z cely vzduchem z prazdné stiikacky vyhnan do vialky. Schéma radialni pritokové cely
je znazornéno na obrazku 9 a foto pro lepsi predstavu prostorového uspotfadani radidlni
prutokové cely a jednotlivych elektrod je zobrazeno na obrazku 10. Degrada¢ni produkty
elektrochemické oxidace byly poté identifikovany a stanoveny pomoci metody UPLC-

MS.
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Obrazek 9: Schematické znazornéni radialni pritokové cely. Cislem 1 je oznacen vstup
vzorku do cely silikonovou hadi¢kou, €. 2 je télo pritokové cely, €. 3 znazornuje pracovni
elektrodu, ¢. 4 oznacuje teflonové té€snéni, €. 5 je referentni elektroda a €. 6 zndzornuje

pomocnou elektrodu/vystup vzorku z cely.

Obrazek 10: Radiilni elektrochemicka pritokova cela v tiielektrodovém zapojeni.
Cervenym kabelem je pfipojena pracovni elektroda ze skelného uhliku, modrym kabelem
je ptipojena referentni argentchloridova elektroda a ¢ernym kabelem pomocna elektroda
ve formé trubicky z nerezové oceli. Na pomocnou elektrodu je nasazena kratka silikonova

hadicka, kterou odchdzi vzorek do pfipevnéné vialky (vlastni foto).
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Pomoci programu PSTrace 5 (cit. *®) byly nastaveny podminky oxidace. Byla
zvolena metoda chronoamperometrie, pii které se sleduje zavislost prochazejiciho proudu
na vlozeném konstantnim potencialu. Hodnoty potencialu a doba trvani oxidace byly pro
jednotliva méfeni voleny podle tabulky 1. VSechny v tabulce uvedené¢ podminky byly
mezi sebou nakombinovany a zméieny jak ve statickém, tak i v pritokovém modu. Pri
pratokovém modu se na stiikackovém cerpadle nastavovala pratokova rychlost na 1 ml/h
a Cerpany objem roztoku na 1 ml. Pfi nastavené dob¢ oxidace na 900 s se tedy stihlo
vycerpat 0,25 ml, pii 1800 s se vycerpalo 0,50 ml a pti 3600 s se vycerpal cely objem

sttikacky, tedy 1,00 ml roztoku ibuprofenu. Celkem bylo provedeno 54 méieni.

Tabulka 1: Podminky elektrochemické oxidace ibuprofenu.

pH pufru Potencial Doba oxidace
\4 s
3,5 1,0 900
5,0 1,3 1800
7,0 1,6 3600

2.5 Chromatografické podminky

Vyvoj a validace chromatografické metody pro stanoveni degradac¢nich produktt
ibuprofenu nebyly cilem této prace, a proto byly podminky pro provedeni UPLC-MS
prevzaty ze ¢lanku Ewy Bartosinske, ve kterém se zabyvala efektem farmaceutickych
excipientl na elektrochemickou oxidaci ibuprofenu®’.

Jako mobilni faze slouzila smeés 10mM mravenc¢anu amonného o pH 3,0 (slozka A)
a acetonitrilu (slozka B). Byla pouzita gradientova eluce, gradientovy program je uveden
v tabulce 2. Byla pouzita chromatograficka kolona Acquity UPLC BEH C18 o rozmérech
2,1 x 100 mm; 1,7 pm. Pratok mobilni faze byl nastaven na 0,5 ml/min, objem néstiiku
na 5 pl, teplota kolony na 40 °C a teplota automatického davkovace na 15 °C. Jako
detektor pro tuto analyzu byl zvolen detektor fotodiodového pole (PDA) a jednoduchy
kvadrupélovy hmotnostni detektor (QDa). Detekce analytii PDA detektorem probihala
pfi vinové délce 222 nm, ale sniména byla vSechna spektra v rozsahu 210-400 nm. QDa
detektor pracoval v pozitivnim ionizaénim médu a byl vyuzit k identifikaci hlavniho piku
ibuprofenu a piki degradacnich produkti. Pracovni podminky QDa detektoru byly
nastaveny nasledovné: napéti na kapilare 0,8 kV, teplota sondy 600 °C, napéti na kuzelu

15 V arozsah skenu m/z 50-400.
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Tabulka 2: Gradientovy program metody UPLC, podle kterého se ménilo zastoupeni
mobilni faze slozené¢ z 10mM mravencanu amonného (slozka A) a acetonitrilu (slozka

B).

t DA ds
min % %
0 98 2
2 98 2
10 15 85
12 15 85
15 98 2
17 98 2

2.6 Vyhodnoceni dat softwarem Empower 3

Po provedeni UPLC-MS byl ziskan chromatogram obsahujici hlavni pik ibuprofenu
a piky degradac¢nich produktii. Identifikovany a kvantifikovany jsou takové degradacni
produkty, které se vyskytuji nad prahem identifikace (ve farmacii se obvykle uvadi
hodnota 0,1 %)%, Piky latek byly manualng integrovany za uéelem ziskani daji
o plochach a reten¢nich Casech danych latek. Z podilu retenénich casti jednotlivych
degradacnich produkti ku retenénimu Casu ibuprofenu byly vypocteny relativni retenéni
casy (RRT) téchto produktd, slouzici k jejich identifikaci. K vypoctu celkové sumy
degradacnich produktl poslouzila metoda wvnitfni normalizace. Suma degradacnich
produktii byla ziskana jako soucet ploch pikti vSech degradacnich produktd déleny
souctem ploch vSech pikil, v€etné piku ibuprofenu. Pro ziskani hodnoty v procentech byl
tento podil vyndsoben stem. Na zakladé tohoto vypoctu pak bylo mozné urcit, jestli
vznikne veétsi procento degradacnich produkti pti statickém, nebo pratokovém

experimentalnim uspofadani.
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2.7 Analytické zpracovani dat

2.7.1 Vypocet smérodatné odchylky

Smérodatna odchylka pro maly pocet n paralelnich stanoveni (n < 7) byla vypoctena

podle vzorce (cit. *):
s=ky xR (1)

kde k. je tabelovany koeficient pro stanoveny pocet méfeni n pro koeficient
spolehlivosti 0,95 (o = 0,05) a R je rozpéti vypoctené z rozdilu nejvétsi a nejmensi

hodnoty x z daného souboru hodnot (cit. *°):
R = Xmax — Xmin 2

2.7.2 Vypocet variacniho koeficientu

Variacni koeficient neboli relativni smérodatnd odchylka (s;), vztahuje pfesnost

méfeni k velikosti stfedni hodnoty, tedy k aritmetickému priméru nebo k medianu:
st (%) = 100 X i 3)

kde s je smérodatna odchylka spo¢itana podle rovnice 1 a x je median (cit. *°). V této
praci vypocet relativni smérodatné odchylky poslouzil k vyhodnoceni opakovatelnosti

metody.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Priprava vzorkt ibuprofenu

Na zacatek byl pfipraven roztok ibuprofenu o koncentraci 1 mg/ml. Bylo zapotiebi
nalézt organické rozpousStédlo vhodné pro pievedeni API ibuprofenu do roztoku.
V rozhodovani mezi methanolem a acetonitrilem byl nakonec zvolen acetonitril, nebot’
se pii predchozich laboratornich experimentech ukézalo, ze acetonitril pfispiva ke
zvysené tvorbé hlavniho degrada¢niho produktu®’. Jako rozpoustédlo vzorku byl zvolen
100mM octan amonny a acetonitril v poméru 90:10 (v/v), dle ¢lanku Ewy Bartosinske?’.
Déle byla volena hodnota pH acetitového pufru. Literatura zminuje, Ze by se
elektrochemicka oxidace ibuprofenu meéla provadét pii hodnotach pH, které jsou blizké
jeho pKa (cit. *°). Hodnoty pKa ibuprofenu jsou uvadény jako 4,45, 4,91 nebo 5,20 (cit. *1).
Je vSak znamo, Ze niz8i hodnoty pH (3,5 a niz$i) zajiSt'uji plnou protonizaci molekuly
a oxidace je za téchto podminek nejucinngjsi*’. Jako testované hodnoty pH acetatového
pufru tedy byly zvoleny hodnoty 3,5, 5,0 a 7,0. Vybrana pocate¢ni koncentrace
ibuprofenu (1 mg/ml) byla problematické pfi rozpousténi, ptestoze se ibuprofen nejprve
rozpoustél v acetonitrilu a teprve poté byl do roztoku pridan acetatovy pufr. Koncentrace

ibuprofenu pro nasledujici experimenty byla tedy snizena na 0,1 mg/ml.

3.2 Cyklicka voltametrie

Pocatecnim experimentem provedenym s roztokem API ibuprofenu byla cyklicka
voltametrie, a to za ucelem pozorovani elektrochemickych vlastnosti této latky. Pro
naslednou elektrochemickou oxidaci bylo zapotfebi zjistit, pfi jakém potencidlu se
ibuprofen za¢ina oxidovat. V programu PSTrace 5 (cit. *®) bylo zvoleno rozmezi
potencialti 0-2,5 V dle pracovniho rozsahu vybrané uhlikové elektrody. Rychlost jednoho
skenu ¢inila 0,01 V/s z toho diivodu, Ze pfi pfili§ vysokych rychlostech sniméni se vytvari
piky s velkymi proudy, coz vede ke zkresleni cyklickych voltamogramt. Cyklicka
voltametrie byla provadéna dvakrat, jednou pfi statickém modu, kdy byl vzorek do cely
nadavkovan jednoradzové a podruhé pii pratokovém modu, kdy byl vzorek vnéasen do cely
pomoci stiikackového Cerpadla se zvolenymi pratokovymi rychlostmi. Vysledkem mélo
byt nejen pozorovani elektrochemickych vlastnosti ibuprofenu, ale i porovnani vysledkt
ziskanych pfi statickém a pritokovém uspotadani. Porovnéni je znazornéno na obrazcich

I1al2.
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Obrazek 11: Cyklicky voltamogram ibuprofenu ve statickém moddu pfi pozitivnim
potencidlovém skenu v rozmezi 0-2,5 V a pii rychlosti skenu 0,01 V/s. Jako rozpoustédlo
vzorku byl pouzit 100mM octan amonny o pH 3,5 a acetonitril v poméru 90:10 (v/v).

Ptipraveny byly pro porovnani jesté roztoky o koncentracich 0,01 mg/ml a 0,001 mg/ml.

V piipadé roztoku o koncentraci 0,1 mg/ml jsou elektrochemické vlastnosti
ibuprofenu nejlépe pozorovatelné. Z grafu na obrazku 11 je patrné, Ze ibuprofen podléha
oxidaci vrozmezi potenciald 1,0-1,6 V. Z grafu je rovnéZ mozné zpozorovat, Ze
s rostouci koncentraci analytu se posouva pik oxidace k vy$§imu potencidlu. To je
zpisobené tim, Ze pfi fizeni procesu oxidace prostou diflizi mize na elektrod¢ zaroven
dochazet k adsorpci analytu na jeji povrch. Adsorpce je relativné pomaly proces, ktery

zpomaluje oxidaci a posouva oxidacni pik k vysSim potencidltim.
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Cyklicka voltametrie byla realizovana i pi1 hodnotach pH acetatového pufru 5,0
a 7,0. Pti pH 5,0 se ibuprofen oxidoval pouze v rozmezi potenciala 1,0-1,4 V a pti pH 7,0
nebylo mozné urcit, v jakém potencidlovém rozmezi podléha ibuprofen oxidaci, jelikoz
oxidac¢ni pik nebyl pfili§ vyrazny. Proto do této prace byl zvolen pouze graf pro méfeni

s pufrem o hodnot¢ pH 3,5, ze kterého Ize udaje snadno vy¢ist.
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Obriazek 12: Cyklicky voltamogram ibuprofenu (cm = 0,1 mg/ml) v pritokovém modu
pfi pozitivnim potencidlovém skenu v rozmezi 0-2,5 V a pfi rychlosti skenu 0,01 V/s.
Jako rozpoustédlo vzorku byl pouzit 100mM octan amonny o pH 3,5 a acetonitril
v poméru 90:10 (v/v). Priatokové rychlosti byly na stiikackovém cerpadle nastaveny na

5 ml/h, 2,5 ml/h, 1 ml/h, 0,5 ml/h a 0,1 ml/h.

Z grafu na obrazku 12 je patrné, Ze stejn¢ jako pti vyuziti statického médu dochézi
k oxidaci ibuprofenu v rozmezi potencialt 1,0-1,6 V. Také lze vypozorovat, Ze s klesajici
pritokovou rychlosti klesa 1 hodnota proudu. Vyssi proud pfi vysSim pratoku miize byt
zpisoben bud’ rychlej$im piisunem nové API, nebo zmensenim diflizni vrstvy na povrchu

elektrody, a tim 1 zrychlenim transportu API k povrchu elektrody.
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Po porovnani obou cyklickych voltamogramii na obrazcich 11 a 12 lze fict, Ze mezi
cyklickou voltametrii pfi statickém a pratokovém moddu neni zadny rozdil, ktery by
vyznamné ovlivnil vysledky pozorovani elektrochemickych vlastnosti ibuprofenu.
Jedinym rozdilem je posun proudu pro cyklicky voltamogram v pratokovém modu do

niz$ich hodnot, coz ale nemé vliv na volbu pracovniho potencialu pro oxidaci.

3.3 Elektrochemicka oxidace ibuprofenu

Byla provedena elektrochemické oxidace ibuprofenu ve statickém a pritokovém
modu. Oxidovano bylo celkem 54 vzorki ibuprofenu — 27 métfeni probéhlo ve statickém
modu a 27 méfeni v prutokovém modu. Pro experimenty byl zvolen 100mM octan
amonny s acetonitrilem v poméru 90:10 (v/v) jako rozpoustédlo ibuprofenu. Acetatovy
pufr byl vybran z diivodu vhodnosti pro hmotnostni spektrometrii, ktera byla pouzita jako
detek¢ni technika v UPLC. Pufr byl pfipravovan vzdy tak, aby koncentrace acetatu byla
100mM. Hodnoty pH acetatového pufru byly zvoleny celkem tii: pH 3,5, pii kterém je
molekula ibuprofenu plné protonizovana. Toto pH zajistuje nejucinnéjsi prubéh oxidace
diky velkému mnozstvi H" iontl v roztoku. Pfedchozi experimenty na druhé strané
ukézaly, Ze pti nizSich hodnotach pH nez 3,5 mize roztok obsahovat pfili§ velké mnozstvi
H" ionth, které maze vést k oxidaci neodpovidajici redAlnym podminkam, které mohou
nastat pii skladovani 1é¢ivych ptipravka. Déle bylo zvoleno pH 5,0, které je blizké pKa
ibuprofenu (viz kapitola 3.1) a neutralni hodnota pH 7,0. Zasadité hodnoty pH by byly
nevhodné, protoze prebytek OH™ iontli by mohl uméle tlumit oxidaci.

Pii pritokovém experimentalnim uspotfaddani byla nastavena hodnota priitokové
rychlosti na 1 ml/h, takze davkovany objem vzorku 1,00 ml proSel celou pti dob¢ trvani
oxidace nastaven¢ na 3600 s. Byl proveden vypocet objemu elektrochemické priatokové
cely ve tvaru valce, kterd méla rozméry 2 x 8,8 mm, aby se zjistilo, jak dlouho se analyt
udrzi u povrchu pracovni elektrody uvnit cely. Vypocet prob&hl podle vzorce V = zr?v,
kde r je polomér vélce v mm a v je vyska valce v mm. Objem cely ¢inil 121,6 mm?, tedy
121,6 pl. Pii pratokové rychlosti 1 ml/h se analyt uvnitt cely zdrZel po dobu 7,30 minut.

Nakonec byly ziskany od kazdého vzorku tfi vialky: jedna obsahovala nestresovany
vzorek API ibuprofenu, dalsi obsahovala stresovany vzorek API ibuprofenu a v posledni
byl slepy vzorek, ktery tvotilo rozpoustédlo vzorku, tedy smés 100mM octanu amonného

a acetonitrilu v poméru 90:10 (v/v).
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3.4 Vyhodnoceni dat ziskanych elektrochemickou oxidaci

Po elektrochemické oxidaci probeéhla UPLC analyza slepych vzorku,
nestresovanych a stresovanych vzorkti API ibuprofenu. Byly ziskany retencni Casy,
plochy, vysky a relativni plochy pikti degradacnich produkti a API ibuprofenu.
Z retenCnich cCasii degradacnich produktli a retencniho casu API ibuprofenu byly
vypocteny relativni retencni Casy jednotlivych degradacnich produkti. U kazdého
degradacniho produktu byla zjisténa relativni plocha piku, ze které¢ pak byla vypoctena
suma relativnich ploch pika jednotlivych degradacnich produktt, ¢imz byla ziskana
informace o jejich procentudlnim zastoupeni. Vyhodnocovaly se pouze degradacni
produkty, které presahly 0,1% prah identifikace. Vysledky jsou zpracovany do tabulky 3,
kde jsou uvedeny vzorky métené pii statickém modu a do tabulky 4, kde jsou uvedeny
vzorky métené pii priitokovém modu. V obou piipadech vznikaly celkem tfi degradaéni
produkty s relativnimi retencnimi ¢asy 0,93, 0,98 a 1,14.

Z tabulek 3 a 4 je patrné, ze nejvétsi procento degradacnich produktd vznikne pii
pouziti 100mM octanu amonného o hodnoté pH 3,5, potencidlu 1,6 V, dob¢ trvani
oxidace 3600 s a statickém experimentalnim uspotadani (vzorek 27). Tento vysledek se
dal ocekavat, nebot’ se pocitalo stim, ze hodnota pH 3,5 je pro pribéh oxidace
nejvhodnéjsi, potencial 1,6 V je nejvyssi mozny, ktery se dal aplikovat, aby byl dodrzen
rozsah, ve kterém dochazi k oxidaci ibuprofenu, 3600 s je doba, pii které vzorek podléha
nejdéle oxidaci a staticky mod je vhodny, protoze vzorek stravi del§si dobu uvnitf
elektrochemické cely bez toho, aniZ by se jeji objem obménil, zatimco pfi pritokovém
moddu je objem cely obménovan kontinualn¢. Problémem statického modu mutize byt
nasledna oxidace degradacnich produktl, které nejsou z cely kontinualné odstranovany,
ale vtomto piipadé to pozorovano nebylo, protoze v obou moddech vznikaly stejné

degradac¢ni produkty.
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Tabulka 3: Vysledky elektrochemické oxidace ve statickém maodu.

Relativni plochy pikii degrada¢nich produktu

Vzorek ¢. pH Cas  Potencial RRT RRT RRT > relativnich
) \% 0,93 0,98 1,14 ploch piki
% % % %

1 7,0 900 1,0 - 0,62 - 0,62
2 7,0 900 1,3 1,53 2,90 - 4,43
3 7,0 900 1,6 1,37 3,09 - 4,46
4 7,0 1800 1,0 0,93 0,51 - 1,44
5 7,0 1800 1,3 1,28 3,91 - 5,19
6 7,0 1800 1,6 2,26 4,65 - 6,91
7 7,0 3600 1,0 1,25 0,63 - 1,88
8 7,0 3600 1,3 2,74 2,93 - 5,67
9 7,0 3600 1,6 3,02 3,99 - 7,01
10 5,0 900 1,0 - 0,26 - 0,26
11 5,0 900 1,3 1,97 3,07 - 5,04
12 5,0 900 1,6 1,69 3,54 - 5,23
13 5,0 1800 1,0 1,23 0,32 - 1,55
14 5,0 1800 1,3 2,34 3,58 - 5,92
15 5,0 1800 1,6 2,38 4,72 0,19 7,29
16 5,0 3600 1,0 1,21 0,48 - 1,69
17 5,0 3600 1,3 2,77 4,18 - 6,95
18 5,0 3600 1,6 2,76 5,06 - 7,82
19 3,5 900 1,0 1,19 0,18 - 1,37
20 3,5 900 1,3 1,90 3,33 0,57 5,80
21 3,5 900 1,6 1,59 4,21 1,11 6,91
22 3,5 1800 1,0 1,45 0,16 1,61
23 3,5 1800 1,3 1,86 4,55 0,93 7,34
24 3,5 1800 1,6 1,33 5,30 1,57 8,20
25 3,5 3600 1,0 1,15 0,44 - 1,59
26 3,5 3600 1,3 2,41 4,86 0,91 8,18
27 3,5 3600 1,6 2,02 5,67 1,35 9,04
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Tabulka 4: Vysledky elektrochemické oxidace v prutokovém modu.

Relativni plochy pikii degrada¢nich produkti

Vzorek pH Cas  Potencial RRT RRT RRT > relativnich
¢, S A% 0,93 0,98 1,14 ploch piki
% % % %

28 7,0 900 1,0 - 0,25 - 0,25
29 7,0 900 1,3 0,60 0,93 - 1,53
30 7,0 900 1,6 0,59 1,60 - 2,19
31 7,0 1800 1,0 - 0,32 - 0,32
32 7,0 1800 1,3 0,43 0,66 - 1,09
33 7,0 1800 1,6 0,56 1,07 - 1,63
34 7,0 3600 1,0 - 0,18 - 0,18
35 7,0 3600 1,3 0,42 0,44 - 0,86
36 7,0 3600 1,6 0,55 0,95 - 1,50
37 5,0 900 1,0 - 0,24 - 0,24
38 5,0 900 1,3 1,16 1,21 - 2,37
39 5,0 900 1,6 0,95 1,78 - 2,73
40 5,0 1800 1,0 - 0,28 - 0,28
41 5,0 1800 1,3 0,7 0,9 - 1,6
42 5,0 1800 1,6 0,74 1,72 - 2,46
43 5,0 3600 1,0 - 0,27 - 0,27
44 5,0 3600 1,3 0,88 0,66 - 1,54
45 5,0 3600 1,6 0,91 1,43 - 2,34
46 3,5 900 1,0 0,50 0,34 - 0,84
47 3,5 900 1,3 0,73 0,94 - 1,67
48 3,5 900 1,6 0,68 1,11 - 1,99
49 3,5 1800 1,0 - 0,35 - 0,35
50 3,5 1800 1,3 0,62 0,92 - 1,54
51 3,5 1800 1,6 0,84 1,89 0,45 3,18
52 3,5 3600 1,0 - 0,31 - 0,31
53 3,5 3600 1,3 0,92 1,03 0,18 2,13
54 3,5 3600 1,6 0,73 2,22 0,56 3,51
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3.5 Vliv podminek na miru degradace

Obrazky 13, 14 a 15 graficky znazornuji piiklady procentudlniho zastoupeni
degradac¢nich produktii pfi aplikaci riznych experimentalnich podminek.
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Obrazek 13: Graf znazoriujici procento vzniklych degradac¢nich produktt pii pH 3,5,

dobé trvani oxidace 3600 s a statickém modu.
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Obrazek 14: Graf znazoriujici procento vzniklych degradacnich produktt pii dobé

trvani oxidace 3600 s, potencialu 1,6 V a statickém modu.
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Z grafu na obrazku 13 je patrné, Ze nejvétsi procento degradacnich produkt
vznikalo pfi nejvy$$im vlozeném potencialu 1,6 V (pfiblizné 9 %). I pii potencidlu 1,3 V
jiz oxidace probihala srovnatelnou rychlosti, vznikalo pfiblizné¢ o 1 % degradacnich
produkti méné (cca 8 %). Pti potencidlu 1,0 V byl rozsah oxidace vyrazné mensi,
vznikalo pouze okolo 1,5 % degradacnich produktii. Tento vysledek koresponduje
1 s polohou oxida¢niho piku API pozorovanou v cyklickych voltamogramech na
obrazcich 11 a 12. Z grafu na obrazku 14 vyplyva, Ze nejvétsi procento degradacnich
produktii vznikalo pfi pH 3,5 (9 %). Pii pH 5,0 vznikalo ptiblizné 8 % a pti pH 7,0 zhruba
7 % degradac¢nich produkti.

10,00
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g 8,00
'é 7,00
o 6,00
g
)§ 5,00
'g 4,00
g 3.00
2,00
1,00
0,00
900 1800 3600
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Obrazek 15: Graf zndzoriiujici procento vzniklych degradacnich produktt pii pH 3,5,

potencidlu 1,6 V a statickém modu.

Z grafu na obrazku 15 vyplyva, Ze nejvétsi procento degradacnich produktt
vznikalo pfi dobé¢ trvani oxidace 3600 s (pfiblizné¢ 9 %). Pii dobé¢ trvani 1800 s vznikalo
asi 8 % degradacnich produktl a pfi 900 s méné nez 7 % degradaénich produkti. Z grafu
je patrné, Ze s prodluzujicim se ¢asem nariistd mnozstvi degradacnich produkti. Je zde
nutno poznamenat, ze doba trvani oxidace mezi prvnim a druhym sloupcem a druhym
a tfetim sloupcem se vzdy zdvojnasobuje. Priristek sumy degradac¢nich produktd je
pfitom v obou piipadech srovnatelny, coz naznacuje, ze oxidace probihala zpocatku

rychleji a s rostouci dobou trvani se mirn€ zpomalovala.
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Byly také vytvoreny grafy, které obsahovaly data z meéfeni za ostatnich
experimentalnich podminek (aplikace potenciala 1,0 V a 1,3 V, pouziti acetatového pufru
o hodnotach pH 5,0 a 7,0, doba trvani oxidace 900 s a 1800 s a pratokovy méd). Trendy
v grafech vSak byly obdobné, jako pfi pouziti optimalnich podminek, tj. pH acetatového
pufru 3,5, potencialu 1,6 V, doby oxidace 3600 s a statického modu. Proto byly do této
diplomové¢ prace umistény pouze grafy vzniklé pii aplikaci vyse zminénych optimalnich
podminek.

Obrazky 16 a 17 predstavuji grafy shrnujici celkovy procentualni vznik
degradacnich produktii a jejich relativni retencni ¢asy ve statickém a pratokovém modu.
Z grafu na obrazku 16 je ziejmé, ze ve statické modu je hlavnim degrada¢nim produktem
produkt s relativnim retenénim ¢asem 0,98, ktery byl pfi vSech hodnotach pH nejvice
procentudlné zastoupen. Nejveétsi mnozstvi ho vznikalo pti pH 3,5 (necelych 6 %).
Produkt s RRT 0,93 naopak nejvice vznikal pti pH 7,0 (3 %), poté pii pH 5,0 (necela 3 %)
a nejméné ho vzniklo pii pH 3.5 (2 %). To miize byt dano rozdilnymi strukturami obou
degradacnich produktt. Produkt s RRT 1,14 vznikal v méfitelném mnozstvi pouze pii pH

3,5 (cca 1,5 %), kdy dochazelo k celkové nejvetsi mite degradace.
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Obrazek 16: Graf shrnujici celkovy vznik degradacnich produkti a jejich relativni
retencni Casy pii méfeni ve statickém modu a pti optimalnich podminkach: potencidlu
1,6 V a dobg trvani oxidace 3600 s. Cervené sloupce piedstavuji méfeni p¥i pH 3,5, modré

sloupce predstavuji méteni pii pH 5,0 a zluté sloupce méteni pti pH 7,0.

Z grafu na obrazku 17 je patrné, ze pii oxidaci v dynamickém mddu vznika oproti
statickému modu vyrazné méné vsech degradacnich produktl. Z nich je rovnéz nejvice
procentudlné zastoupen produkt s RRT 0,98. Pfi pritokovém modu vSak tohoto produktu
vzniké daleko méné, pti pH 3,5 vzniklo 2,22 %, pti pH 5,0 vznikalo pfiblizné 1,5 % a pti
pH 7,0 vznikalo 1 %. Vliv pH na vznik tohoto produktu byl tedy stejny. Produkt s RRT
0,93 vznikal nejvice pti pH 5,0 (0,91 %), dale pti pH 3,5 (0,73 %) a nejméné pii pH 7,0
(0,55 %). Ve srovnani se statickym modem byl tedy potlacen jeho vznik v neutrdlnim
prostiedi. Produkt s RRT 1,14 opét vznikal pouze pii pH 3,5. Zatimco produkty s RRT
0,93 a 0,98 vznikaji v riznych pomérech pii kyselém pH (3,5), pH blizkém pKa.
ibuprofenu (5,0) 1 pfi neutralnim pH (7,0), je mozné, ze produkt s RRT 1,14 ke svému
vzniku potiebuje prostiedi s nizkou hodnotou pH a v méné kyselém nebo neutrdlnim
prostfedi vilbec nevznika. Na druhé strané neni vylouceno, Ze by se nakonec objevil,

kdyby oxidace probihala jesté vyrazné delsi dobu.
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Relativni retencni ¢as oxida¢nich produktii

Obrazek 17: Graf shrnujici celkovy vznik degradacnich produktd a jejich relativni
retenéni Casy pfi méfeni v pritokovém modu a pii optimalnich podminkach: potencialu
1,6 V a dobé trvani oxidace 3600 s. Cervené sloupce piedstavuji méfeni pii pH 3,5,

modré sloupce predstavuji meteni pii pH 5,0 a Zluté sloupce méteni pii pH 7,0.

Obrazky 18 a 19 obsahuji vzorové chromatogramy oxida¢nich produktti a API
ibuprofenu. Jednd se o chromatogramy vzorkd ziskanych pfi oxidaci za optimalnich
podminek, tedy pti pH 3,5, potencidlu 1,6 V a dobé¢ trvani oxidace 3600 s. Ibuprofen byl
rozpustén ve smési 100mM octanu amonného o pH 3,5 a acetonitrilu v poméru 90:10

(v/v) a jeho koncentrace €inila 0,1 mg/ml.
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Obrazek 18: Chromatogram vzorku ibuprofenu po oxidaci ve statickém modu za
optimalnich podminek. Cervena k¥ivka v grafu zastupuje analyzu nestresovaného vzorku
API ibuprofenu a zelend kiivka ptedstavuje analyzu stresovaného vzorku API ibuprofenu.
Byla pouzita kolona Acquity UPLC BEH C18 (2,1 x 100 mm; 1,7 um), mobilni faze:
smés 10mM mravencanu amonn¢ho o pH 3,0 a acetonitrilu s gradientovou eluci
popsanou v kapitole 2.5, pratok mobilni faze 0,5 ml/min, objem néstiiku 5 pl, teplota

kolony 40 °C, teplota automatického davkovace 15 °C a vinovéa délka 222 nm.

Ibuprofen eluoval okolo 9. minuty, produkt s RRT 0,93 eluoval kolem 8,3 minut,
produkt s RRT 0,98 eluoval okolo 8,7 minut a produkt s RRT 1,14 v 10. minuté. Analyza
trvala celkem 17 minut. VSechny degrada¢ni produkty jsou separovany na zakladni linii
od sebe navzajem a od piku API, coz doklada vhodnost pouzité metody. Celkova suma
degradacnich produkti vzniklych pti oxidaci za optimalnich podminek ve statickém

modu ¢inila 9,00 %.
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Obrazek 19: Chromatogram vzorku ibuprofenu po oxidaci v pritokovém moédu za
optimalnich podminek. Cervena kfivka v grafu zastupuje analyzu nestresovaného vzorku
API ibuprofenu a zelena kiivka ptedstavuje analyzu stresovaného vzorku API ibuprofenu.
Byla pouzita kolona Acquity UPLC BEH C18 (2,1 x 100 mm; 1,7 um), mobilni faze:
smés 10mM mravenCanu amonného o pH 3,0 a acetonitrilu s gradientovou eluci
popsanou Vv kapitole 2.5, pritok mobilni faze 0,5 ml/min, objem nastfiku 5 pl, teplota

kolony 40 °C, teplota automatického davkovace 15 °C a vinova délka 222 nm.

Z tohoto chromatogramu je ziejmé, Ze piky vSech degrada¢nich produkti maji nizsi
plochy 1 vysky pika, to dosvédCuje, ze pii pratokovém modu vznikd mens$i procento
degrada¢nich produktii. Rovnéz doslo k nepatrnému posunu retenénich cast
degrada¢nich produktii a ibuprofenu do nizSich hodnot oproti retenénim casim na
chromatogramu vzniklém po elektrochemické oxidaci ve statickém modu. To miize byt
mobilni faze v jiny den mohla mit lehce odliSnou hodnotu pH. Celkova suma
degradacnich produktii vzniklych pfi oxidaci za optimélnich podminek v pratokovém

modu ¢inila 3,50 %.
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3.6 Vyhodnoceni opakovatelnosti

Po nalezeni optimalnich podminek pro elektrochemickou oxidaci, kterymi byly
hodnota pH 100mM octanového pufru 3,5, potencial vkladany na pracovni elektrodu
1,6 V, doba trvani oxidace 3600 s a staticky méd, byla ovéfovana opakovatelnost méteni.
Byl pfipraven vzorek ibuprofenu o koncentraci 0,1 mg/ml, ktery byl pétkrat zoxidovan
pfi pouziti vySe zminénych optimélnich podminek. VSech pét méteni probihalo ve stejny
den a s jednim piipravenym vzorkem. Vysledky oxidace byly analyzovany metodou

UPLC a zpracovany do tabulky 5 a grafu na obrazku 20.

Tabulka 5: Vysledky elektrochemické oxidace za optimélnich podminek.

Relativni plochy pikii degrada¢nich produktu

Vzorek ¢. RRT 0,93 RRT 0,98 RRT 1,14 > relativnich ploch
% % % piku
%

1 1,65 5,30 0,66 7,61
2 1,63 5,68 0,66 7,97
3 1,49 5,58 0,69 7,76
4 1,20 7,10 0,77 9,07
5 1,42 5,71 0,88 8,01

-51 -



8,00
H vzorek 1

| ®mvzorek 2
7,00 m vzorek 3

vzorek 4
6,00 r mvzorek 5

5,00
4,00

3,00

% Degradacénich produktt

2,00

1,00

0,00

0,93 0,98 1,14
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Obrazek 20: Graf shrnujici celkovy vznik degradacnich produktl a jejich relativni
retenéni Casy po elektrochemické oxidaci péti vzorki za optimalnich podminek (pH 3,5,

potencial 1,6 V, doba oxidace 3600 s a staticky mod).

Z grafu na obrazku 20 je patrné, ze je opét hlavnim degradacnim produktem
produkt s RRT 0,98. Pti oxidaci vzorki 1,2,3 a 5 vzniklo ptiblizné stejné procento tohoto
produktu (cca 5,5 %), zatimco po oxidaci vzorku 4 byl tento produkt zastoupen ze 7 %.
nevykazuji vysokou reprodukovatelnost. Nejméné zastoupeny byl produkt s RRT 1,14,
kterého po oxidaci vSech péti vzorkl vzniklo vZdy necelé 1 %. Suma relativnich ploch
pikii degrada¢niho produktu s RRT 0,93 se pohybovala okolo 1,5 %. Z grafu je dale
ziejmé, Ze elektrochemickd oxidace probihala vzdy stejnym mechanismem, jelikoz
vzajemné poméry degradacnich produktd jsou u v§ech péti méteni zhruba stejné.

Opakovatelnost elektrochemické oxidace byla vyhodnocena vypoctem relativni
smérodatné odchylky (s:) podle rovnic 1, 2 a 3 v kapitole 2.7 (strana 36). K vypoctu
relativni smérodatné odchylky byly pouzity relativni plochy pikit jednotlivych
degradacnich produktii vzniklych oxidaci péti vzorkt. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 6.
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Tabulka 7 uvadi sumy produktii vzniklych oxidaci péti vzorkii za optimalnich podminek

jako méfitko celkové degradace a vypocet relativni smérodatné odchylky z téchto hodnot.

Tabulka 6: Vyhodnoceni opakovatelnosti méfeni metodou UPLC.

RRT R X s kn Sr
% % % %
0,93 0,45 1,49 0,19 0,43 13,00
0,98 1,80 5,68 0,77 0,43 13,60
1,14 0,22 0,69 0,09 0,43 13,70

Z tabulky 6 je ziejmé, ze relativni plochy pikd produktu s RRT 0,93 se lisily
0 13,00 %, u produktu s RRT 0,98 se lisily 0 13,60 % a u produktu s RRT 1,14 0 13,70 %.
Takto vysoké relativni smérodatné odchylky byvaji u elektrochemickych oxidaci
vyuzivajicich uhlikovou pracovni elektrodu casté, predevsim z diivodu adsorpce analytu
na jeji povrch.

Ve farmaceutickém priimyslu je stanoveno maximum pro relativni smérodatnou
odchylku na 2 %. Pokud je tato hodnota pfesazena, znamena to, ze dand metoda neni
dostate¢né precizni. Toto se tyka pouze analytickych metod stanoveni obsahu latek, nikoli

metody studia stability a degradace. Pro tento tcel je uvedena preciznost dostacujici.

Tabulka 7: Vyhodnoceni opakovatelnosti pro sumy produktt (celkovou degradaci).

Méfeni ) relativnich ploch R X s kn Sr
¢. piku
A A % % %
1 7,61
2 7,97
3 7,76 1,46 7,97 0,63 0,43 7,90
4 9,07
5 8,01

V tabulce 7 je uvedeno, Ze relativni smérodatna odchylka pro celkovou sumu
degradac¢nich produktli vzniklych oxidaci péti vzorkll za optimalnich podminek cinila
7,90 %. Pro hodnoceni celkového rozsahu degradace vykazuje metoda vyssi preciznost

nez pro jednotlivé degradaéni produkty.
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3.7 Identifikace degradacénich produktt

Tti vzniklé degradacni produkty byly identifikovany pomoci UPLC s hmotnostni
detekci jednoduchym kvadrupdlovym detektorem (QDa) a porovnanim s literaturou.
Detektor pracoval v pozitivnim ionizacnim moédu a hlavni pik API ibuprofenu mél
v hmotnostnim spektru hodnotu m/z 224. Jedna se pravdépodobné o adukt s amonnym
iontem, ktery se nachazel v mobilni fazi. Hlavnim degrada¢nim produktem byl produkt
s RRT 0,98, ktery v hmotnostnim spektru poskytoval signal m/z 161. Po porovnani
s literaturou se ukazalo, ze se jednd nejspiSe o 1-isobutyl-4-vinylbenzen. Tato latka
obsahuje ve sv¢é struktufe oproti struktufe ibuprofenu navic vinylovou skupinu, a naopak
neobsahuje karboxylovou skupinu. Stejny degradacni produkt vznikal i pfi chemické
oxidaci provedené Gabrielou Caviglioli a kol. (cit. 2%). Degradaéni produkt s RRT 0,93
vykazoval v hmotnostnim spektru hodnotu m/z 220. Po porovnani s literaturou se
ukézalo, Ze jde pravdépodobné o 2-[4-(2-methylpropanoyl)fenyl]propanovou kyselinu.
Tato latka obsahuje ve své struktufe oproti struktutfe ibuprofenu navic karbonylovou
skupinu. Stejny degradacni produkt opét vznikal i pfi chemické oxidaci provedené
Gabrielou Caviglioli a kol. (cit. %) a jedna se také o neéistotu J, uvedenou v Ceském
1ékopisu z roku 2009 (cit. 2%). Degradaéni produkt s RRT 1,14 poskytl slozité hmotnostni
spektrum, které nebylo mozné interpretovat a porovnat s literaturou. Patrné doslo
k fragmentaci slouceniny ve zdroji, a tudiz tento degradacni produkt nebyl identifikovan.
Pravdépodobné struktury degradacnich produktli s RRT 0,93 a 0,98 jsou uvedeny na
obrazku 21.
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H,C

CH,4

Produkt 1 Produkt 2

Obrazek 21: Pravdépodobna struktura degradacnich produktd  vzniklych
elektrochemickou oxidaci ibuprofenu. Produkt 1, ((2-[4-(2-
methylpropanoyl)fenyl|propanova kyselina, m/z 220, RRT 0,93) a Produkt 2, hlavni
degradacni produkt (1-isobutyl-4-vinylbenzen, m/z 161, RRT 0,98) (upraveno
v programu ACD/ChemSketch?).

3.8 Porovnani vysledkl chemické a elektrochemické oxidace

Ve ¢lancich uvedenych v teoretické Casti této prace se autofi zabyvali chemickou
oxidaci ibuprofenu pouzitim chemickych sloucenin, napf. peroxidu vodiku,
hydrogenperoxosiranu draselného, peroxodisiranu draselného, manganistanu draselného,
dichromanu draseln¢ho ¢i ozonu. Ve vSech ptipadech vznikalo mnoho degradacnich
produktii. V piipadé ¢lanku, jehoZ autorkou je Gabriele Caviglioli a kol. (cit. 2%), vzniklo
za pouZiti manganistanu draselného, dichromanu draselného a peroxidu vodiku celkem
sedm degradacnich produkti, které byly vyhodnoceny jako doposud neznamé.
Elektrochemickou oxidaci provedenou v ramci této diplomové prace vznikly degradacni
produkty pouze tfi, z toho dva se svymi hodnotami m/z shoduji s degrada¢nimi produkty
ze ¢lanku od Gabriele Caviglioli a kol. (cit. ?2) a jeden se dokonce shoduje s neéistotou J,
specifikovanou v Ceském Iékopisu zroku 2009 (cit. %). Divodem odli§ného poétu
vzniklych degradacnich produktl je odliSny mechanismus obou druhti oxidaci a také
pouziti odliSnych podminek a metod pfi méfeni. Zatimco oxidace pomoci oxidacnich
¢inidel probihd bud’ radikdlovym mechanismem nebo jako peroxidem vodiku
zprostfedkovand oxidace, elektrochemicka oxidace na elektrod¢ z grafitizovaného uhliku

probihd mechanismem pfenosu elektronu. Napiiklad na BDD elektroddch se kromé
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pienosu elektronu zapojuje i radikalova oxidace*’. V piipadé ibuprofenu doprovazi

pienos elektronu tvorba radikalového kationtu a nasleduje proces dekarboxylace.
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4 Zaver

V prvni ¢asti diplomové prace byly zkoumdany elektrochemické vlastnosti API
ibuprofenu (c¢m = 0,1 mg/ml). Jako rozpoustédlo vzorku byl zvolen 100mM octan amonny
a acetonitril v poméru 90:10 (v/v). Metodou pro zkoumani elektrochemickych vlastnosti
ibuprofenu byla cyklicka voltametrie. Ukézalo se, ze ibuprofen podléhd oxidaci
v rozmezi potenciala 1,0-1,6 V.

Dale byla provedena elektrochemickéa oxidace ibuprofenu. Probihala za riznych
experimentalnich podminek a cilem bylo zjistit, za kterych z téchto podminek vznikne
nejvetsi procento degradacnich produkti. Aplikovaly se néasledujici parametry:
100mM acetatovy pufr o hodnotach pH 3,5, 5,0 a 7,0, hodnoty napéti vkladaného na
pracovni elektrodu 1,0V, 13Va 1,6V, doba trvani oxidace 900s,
1800 s a 3600 s a pratokovy (pritokova rychlost 1 ml/h) ¢i staticky mod. Ze vSech
aplikovanych podminek vyslo najevo, ze mezi optimdlni podminky patfi: hodnota pH
pufru 3,5, doba trvani oxidace 3600s, napéti vkladané na pracovni elektrodu
1,6 V a staticky mdd. Pti této kombinaci parametri vzniklo ve statickém modu celkem
9,00 % degradaénich produktli a v pratokovém modu pouze 3,50 %. V obou modech
vznikaly celkem tfi degrada¢ni produkty s relativnimi reten¢nimi ¢asy 0,93, 0,98 a 1,14.
Produkt s RRT 1,14 vznikal pouze pii pH 3,5, zatimco ostatni produkty vznikaly
v riznych pomérech pii vSech pouzitych hodnotich pH. Rovnéz byla vyhodnocovéana
opakovatelnost elektrochemické oxidace na péti vzorcich ibuprofenu. Relativni
smérodatna odchylka pro degradacni produkt s RRT 0,93 byla stanovena na 13,00 %, pro
produkt s RRT 0,98 na 13,60 %, pro produkt s RRT 1,14 na 13,70 % a pro celkovou sumu
degradacnich produkti na 7,90 %.

Degradacni produkty byly identifikovany pomoci hmotnostniho detektoru
a porovnany s dostupnou literaturou. Hlavni pik ibuprofenu vykazoval v hmotnostnim
spektru signal m/z 224 (adukt s amonnym iontem). Produkt s relativnim retencnim casem
0,93 poskytoval signdl m/z 220. Jednalo se pravdépodobné o 2-[4-(2-
methylpropanoyl)fenyl]propanovou kyselinu. Hlavnim degrada¢nim produktem byl
produkt s relativnim retenénim ¢asem 0,98. Ten vykazoval v hmotnostnim spektru signal
m/z 161. Jednalo se pravdépodobné o 1-isobutyl-4-vinylbenzen. Produkt s relativnim
retennim C¢asem 1,14 poskytl obtizn¢ interpretovatelné hmotnostni spektrum

a nepodafilo se ho identifikovat.
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