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Abstrakt

V ramci diplomové prace byla vyvinuta a ¢astecné validovana voltametrickd metoda
pro stanoveni 1éCivé latky ibuprofen piimo v degradacni cele. Byly optimalizovany
podminky, pfi kterych bylo mozné provést elektrochemickou degradaci ibuprofenu
anasledné pfimo v degradacni cele online voltametricky stanovit koncentraci 1é¢iva.
Pro voltametrickd méfeni byla pouzita metoda diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV)
v tiielektrodovém uspotadani. Pracovni elektrodou byla diskova borem dopovana
diamantova elektroda (BDDE), referen¢ni elektroda byla argentchloridovd a pomocnou
elektrodu tvofil platinovy plisek. Jako zdkladni elektrolyt byl pouzit roztok 0,1 mol-dm™
H2S04 + 0,1 mol-dm™ Na>SO4 + 10 % (obj.) ethanolu.

Byla vyvinuta a ¢aste¢né validovana UHPLC metoda pro stanoveni ibuprofenu.
Pro stanoveni byla pouZzita kolona Kinetex Cis, jako mobilni faze byla pouzita smés
acetonitrilu (slozka A) a vody (slozka B). Slozeni mobilni faze se ménilo
dle gradientového programu: 0-0,5 min 30 % A (obj.), 0,5-2 min 30 % — 80 % A (obj.),
2—4 min 80 % A (obj.), 4-5 min 80 % — 30 % A (obj.), 5-6 min 30 % A (obj.).
Pro vyhodnoceni byl pouzit PDA detektor pracujici pii vinové délce 220 nm.

V ramci ¢astecné validace vyvinuté voltametrické a chromatografické metody byla
ovéfena linearita metod, jejich opakovatelnost a byly stanoveny limity detekce (LOD)
a limity stanovitelnosti (LOQ).

Za vyuziti vyvinuté chromatografické metody byly optimalizovany podminky
elektrochemické degradace 1éc¢ivé latky ibuprofen. Pro degradaci bylo pouZito
dvouelektrodové  uspofadani, pracovni elektrodu tvofila BDDE  (aktivni
povrch 50,3 mm?), jako pomocnéd elektroda byl pouzit platinovy plisek. Optimalni
degradac¢ni napéti bylo stanoveno na 2,0 V, optimélni doba degradace byla 5 minut.

Na zavér byly porovnany stanovené koncentrace ibuprofenu v roztoku po degradaci

méfené online voltametrickou metodou a off-line metodou chromatografickou.
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Abstract

In this master thesis, a voltammetric method was developed and partially validated for
the determination of ibuprofen directly in a degradation cell. Conditions were optimized
to enable the electrochemical degradation of the drug, followed by an online voltammetric
determination of ibuprofen concentration directly in the degradation cell. The differential
pulse voltammetry (DPV) method was used in a three-electrode setup. The working
electrode was a boron-doped diamond disk electrode (BDDE), the reference electrode
was a silver chloride electrode, and the auxiliary electrode was a platinum plate. The
supporting electrolyte consisted of a solution containing 0.1 mol-dm= H2SOa
+ 0.1 mol-dm™ Na2SO4 + 10 % ethanol by volume.

A UHPLC method for the determination of ibuprofen was developed and partially
validated. The analysis employed a Kinetex Cis column, the mobile phase was a mixture
of acetonitrile (component A) and water (component B). The composition of the mobile
phase was modified according to the gradient program: 0—0.5 min 30% A (v/v), 0.5-2 min
30% — 80% A (v/v), 2-4 min 80% A (v/v), 4-5 min 80% — 30% A (v/v), 5-6 min
30% A (v/v). A PDA detector operating at a wavelength of 220 nm was used for
evaluation.

During the partial validation of the developed voltammetric and chromatographic
methods, linearity, repeatability, and the limits of detection (LOD) and quantification
(LOQ) were verified.

Using the developed chromatographic method, the conditions for the electrochemical
degradation of ibuprofen were optimized. A two-electrode setup was used for
degradation, with the BDDE (active surface area of 50.3 mm?) as the working electrode
and a platinum plate as the auxiliary electrode. The optimal degradation voltage was
2.0 V, and the optimal degradation time was 5 minutes.

Finally, the ibuprofen concentrations in the solution after degradation, measured using
the online voltammetric method and the off-line chromatographic method, were

compared.
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

Seznam pouzitych zkratek

AOP

API

BDDE

Cv
DPV

HPLC

LOD

LOQ

PDA

RSD

TOC
UHPLC

Uv
UV-LED

UV-VIS

pokrocilé oxidacni procesy (z anglického Advanced Oxidation
Process)

aktivni farmaceuticka slozka (z anglického Active Pharmaceutical
Ingredient)

borem  dopovand  diamantovd  elektroda  (z anglického
Boron - Doped Diamond Electrode)

cyklicka voltametrie (z anglického Cyclic Voltammetry)
diferen¢ni pulzni voltametrie (z anglického Differential Pulse
Voltammetry)

vysokoucinna kapalinovd chromatografie (z anglického High
Performance Liquid Chromatography)

limit detekce (z anglického Limit of Detection)

limit stanovitelnosti (z anglického Limit of Quantification)
detektor s diodovym polem (z anglického Photodiode Array
Detector)

relativni smérodatnd odchylka (z anglického Relative Standard
Deviation)

celkovy organicky uhlik (z anglického Total Organic Carbon)
ultra-vysokoucinnd kapalinova chromatografie (z anglického
Ultra - High Performance Liquid Chromatography)

ultrafialova oblast spektra (z anglického Ultraviolet)

dioda emitujici svétlo v UV oblasti (z anglického Ultraviolet
Light — Emitting Diode)

ultrafialovd a  viditelnda  oblast spektra  (z anglického

Ultraviolet — Visible)



Seznam pouzitych symbol

C

hn

1

m

M
M(-OH)
pKa

t

U

molarni koncentrace [mol-dm™]

rozpéti hodnot Sumu zakladni linie

elektricky proud [A]

smérnice kalibracni ptimky vysky piku

material anody

hydroxylovy radikal adsorbovany na povrchu anody
disocia¢ni konstanta

¢as [min]

napéti [V]
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1 Cil prace

Cilem diplomové prace bylo nalezeni a optimalizace podminek, za kterych by bylo
mozné soucCasn¢ provést elektrochemickou degradaci 1écivé latky ibuprofen a
voltametricky sledovat jeji ubytek pfimo v degradac¢ni cele. DalSim cilem v ramci této
diplomové prace bylo vyvinout a optimalizovat metodu ultra-vysokouc¢inné kapalinové

chromatografie (UHPLC) pro kontrolni stanoveni 1é¢ivé latky ibuprofen.

2 Teoreticka cast

2.1 Ibuprofen

Ibuprofen, neboli kyselina 2-(4-isobutylfenyl)propionova, je bila krystalicka latka s
molarni hmotnosti 206,28 g/mol a s molekulovym vzorcem Ci3HisO> [1]. Jedna se o
monokarboxylovou kyselinu, jejiz hodnota pKa je 4,91 (ve vodé pii 20 °C) [1,2].
Ibuprofen je velmi malo rozpustny ve vodé&, naopak je dobie rozpustny v alkoholech [1].
Jeho rozpustnost v ¢istém ethanolu roste v teplotnim rozmezi 10 °C az 40 °C, pfi teploté
25 °C je rozpustnost ibuprofenu v Cistém ethanolu uddna na hodnotu 1,13 g
ibuprofenu/1,00 g ethanolu [3]. Léciva latka je také dobfe rozpustnd v dalSich
organickych rozpoustédlech, naptiklad v acetonu nebo v butanolu [4]. Struktura

ibuprofenu je zobrazena na Obrazku 1.

CHj

O
“d

OH

HAC CH,
Obrazek 1 - Struktura ibuprofenu

rrrrrrrrrr

horecky a zmirnéni bolesti. Tato latka byla objevena v Sedesatych letech minulého stoleti
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jako alternativa k 1éCivému pfipravku aspirin, ovSem s mensimi vedlejSimi Ucinky.
Poprvé na trh byla uvedena v roce 1969 ve Spojeném kréalovstvi, ndsledné v roce 1974 ve
Spojenych statech americkych [5].

Ibuprofen je v 1é¢ivé latce pritomen jako racemicka smés [1]. Je jej mozné zakoupit
v mnoha lékovych formach a od raznych vyrobet. Uginna latka (API) ibuprofen je
v Iékovych formach stejnd, muze se ovSem liSit slozeni pomocnych latek. Slozeni
pomocnych latek ma také vliv na chemickou stabilitu AP, pfii jejich nespravném zvoleni
muze dojit k zrychleni degradace a ztraté ti¢innosti. Degradaci API také mtize podpofit
nespravné skladovani 1é¢iva ¢i pfitomnost kontaminantii v pomocnych latkach [6].

Ibuprofen je velmi Casto pouzivané volné prodejné 1é€ivo. Nasledkem velké spotieby
této 1é¢ivé latky roste koncentrace ibuprofenu v odpadnich vodach. Ptiblizné 15% oralni
davky ibuprofenu ¢lovék vyloudi v nezménéné forms. Cistirny odpadnich vod nedokazi
béznymi procesy ucinné 1éCivou latku odstranit, coz ma za nésledek pfitomnost 1éciva
v zivotnim prostiedi [7]. Pfitomnost ibuprofenu ve vodnim prostiedi negativné ovliviiuje
reprodukci vybranych vodnich organismii [8]. Degradace ibuprofenu v Zivotnim
prostiedi, ¢i za pomoci mikroorganismu, je kvili fyzikalné-chemickym vlastnostem

ibuprofenu velmi slozita, coz vede k akumulaci 1écive latky [9].

2.2 Stanoveni lécivé latky ibuprofen
V literature je popsano velké mnoZstvi metod pro stanoveni ibuprofenu. Mimo metod
vyuzivajicich kapalinovou chromatografii, které budou v radmci této prace probrany
podrobnéji, je mozné pro stanoveni pouzit také naptiklad kapilarni zonovou elektroforézu

[10], plynovou chromatografii [11] ¢i stanovit ibuprofen spektrofluorometricky [12].

2.21 Lékopisné stanoveni léCiv latky ibuprofen

V anglickém 1ékopisu (British Pharmacopoeia), ktery byl vydan v roce 2023, jsou
popsany vlastnosti ibuprofenu, jeho identifikace a zkousky na cCistotu. Identifikace
ibuprofenu je provadéna pomoci n€kolika metod. Prvni z nich je méfeni bodu tani, ktery
je pro molekulu ibuprofenu dle Iékopisu stanoven na rozmezi hodnot 75 °C az 78 °C.
Dalsi metody, které se pouZivaji pro identifikaci ibuprofenu, jsou: viditelna a ultrafialova
absorp¢éni spektrofotometrie, tenkovrstva chromatografie a infracervena absorpéni

spektrofotometrie [13].
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Zkousky na Cistotu vzorku ibuprofenu je mozné provést nékolika metodami. Pti prvni
z nich se rozpusti vzorek ibuprofenu v methanolu a opticky se zkouma cistota vzorku
(ziskany roztok musi byt Ciry a bezbarvy). Také se méti uhel optické otacivosti roztoku
v rozmezi -0,05° az +0,05° [13].

Zkouska na Cistotu je provadéna pomoci kapalinové chromatografie. Stacionarni faze
kolony je tvofena oktadecylsilylanovym nosi¢em, mobilni fazi tvoii smés slozky A
(kyselina fosfore¢nd, acetonitril a voda) a slozky B (acetonitril). Pomér slozek mobilni
faze se v priabéhu separace méni dle gradientového programu. Detekce je provadéna
pomoci spektrofotometru, ktery snimé spektrum pti vinové délce 214 nm. Retencni Cas
ibuprofenu je pomérné dlouhy, pohybuje se okolo 21 minut [13]. V dnesni dobé je jiz pro
stanoveni ibuprofenu v literatufe popsdno mnoho HPLC metod, které jsou rychlejsi a
ucinngjsi, viz kapitola 2.2.2
V I€kopise jsou popsany celkem Ctyii urcené necistoty, a to necistoty A, J, N a F. Pro
identifikaci a stanoveni necistot A, J a N se vyuzivd popsand metoda kapalinové
chromatografie, pro necistotu F je v 1€kopise popsana metoda plynové chromatografie.
Pro stanoveni koncentrace ibuprofenu je v Iékopise popsdna metoda vyuzivajici

acidobazickou titraci [13].

2.2.2 Stanoveni lécivé latky ibuprofen pomoci kapalinové
chromatografie

Kapalinovd chromatografie je ve farmaceutickém primyslu hojné vyuzivanou
metodou. PouZziva se nejen pro kontrolu cCistoty 1éCiv, ale také v ramci vyvoje a
v neposledni fad¢ pro kontrolu kvality 1é¢iv. Nejveétsi zastoupeni ma chromatografie na
reverzni fazi, kterd je vhodna pro stanoveni nepolarnich a mirn€ polarnich latek [14].
Kapalinova chromatografie je pro analyzu ibuprofenu nejcastéji vyuzivana metoda [15].

Autofi A.I Gasco-Lopez, R. Izquierdo-Hornillos a A. Jimenez [ 16] popsali metodu pro
soucasné stanoveni ibuprofenu a jeho degrada¢niho produktu 4-isobutylacetofenonu. Pro
stanoveni byla pouZita oktadecylova kolona. V této studii probihala separace izokratickou
eluci, kdy jako mobilni faze byla pouzita smes kyseliny fosfore¢né (pH 3,2) a acetonitrilu
v poméru 50:50 obj. %. Pro vyhodnoceni byl pouzit UV (ultrafialové zéateni) detektor,
spektra byla vyhodnocovana pti vinové délce 254 nm. [16].

Dalsi studie, kterou proved] O. F. Kogak a A. Atila, se zabyvala stanovenim ibuprofenu

ve farmaceutickych pfipravcich za pomoci ultra-vysokoucinné kapalinové
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chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Autofi provadéli
separaci na oktadecylové koloné¢, jejiz teplota byla nastavena na 40 °C. Separace byla
provadéna za pomoci izokratické eluce, kdy jako mobilni faze byla pouzitd smes
0,1% kyseliny mravenci (obj.) a acetonitrilu v poméru 25:75 obj. %. Autofi ovéfili
linearitu vyvinuté metody v koncentra¢nim rozsahu ibuprofenu 1-5000 ng-ml! a nasledné
ji pouzili pro stanoveni ibuprofenu v 1€¢ivych ptipravcich [17].

Metodu pro soucasné stanoveni ibuprofenu a 17 ptibuznych sloucenin (degradac¢nich
produktli a necistot) popsal Z. Han a kolektiv. Pro stanovené pouzili oktadecylovou
kolonu temperovanou na teplou 40 °C. Mobilni fazi tvofila smés fosfatového pufru
(pH 6,9) a acetonitrilu a separace probihala v reZimu gradientové eluce [18].

V literatute je také popsano mnoho HPLC metod pro soucasné stanoveni ibuprofenu
adalsi léCivé latky, napfiklad mefenesinu [19], pseudoefedrin hydrochloridu
a chlorfeniramin maleatu [20], pamabromu [21], famotidinu [22], paracetamolu [23],
ketoprofenu a hyoscinu [24] a pseudoefedrin-hydrochloridu [25].

Studie provedena P. Paigou a kol., se zabyvala vyvojem metody pro stanoveni sedmi
1é¢ivych latek vcetné ibuprofenu a dvou metabolitd ve slané motské vod€. Autofi pro
stanoveni pouZili extrakci na pevné fazi v kombinaci s ultra-vysokouc¢innou kapalinovou
chromatografii a tandemovou hmotnostni spektrometrii. Pro chromatografickou separaci
byla pouZzita oktadecylova kolona Kinetex, ktera byla v prib¢hu separace temperovana
na 30 °C. Jako mobilni fazi autofi pouzili smés vody a acetonitrilu, jejichz pomér se
v pribéhu separace meénil dle gradientového programu. Vyvinutou metodu autofi
nasledné pouZili pro analyzu moiské vody z Atlantského oceanu [26].

V literature jsou popsany také metody pro chromatografické stanoveni ibuprofenu

v télnich tekutinach, naptiklad v moci [27] ¢i v plazmé [28].

2.2.3 Elektrochemické stanoveni léCivé latky ibuprofen

Zajem o vyuziti elektrochemickych metod neustale roste. Elektrochemické metody
jsou ve srovnani s jinymi technikami rychlé, levné, a ptesto vysoce citlivé [29].

Pro voltametrické stanoveni ibuprofenu bylo vyzkouseno pouziti né¢kolika materiali
pracovnich elektrod, naptiklad borem dopovand diamantova elektroda (BDDE) [30],
elektroda ze skelné¢ho uhliku [31] nebo sitotiskova grafitova elektroda [32]. Velmi dobré

vysledky poskytovala BDDE, kterd ma Siroké potencialové okno, nizké zadkladni proudy,
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nizky Sum a ve srovnani s dal§imi konvek¢énimi elektrodami je méné nachylna k pasivaci.
Elektrochemické vlastnosti BDDE jsou dany trovni dopovani [33, 34].

Amanda B. Lima a kolektiv [30] se ve své studii zabyvali elektrochemickym
stanovenim ibuprofenu na BDDE, jejiz stupeni dopace byl pfiblizn¢ 8000 ppm. Pro
stanoveni pouzili metodu diferencni pulsni voltametrie (DPV) a méieni provadéli
v tiielektrodovém uspotfadani. Jako referencni elektroda byla pouzita elektroda
argentchloridové a pomocnou elektrodu tvoftil platinovy dratek. Pro stanoveni ibuprofenu
autofi zvolili jako optimalni zadkladni elektrolyt roztok kyseliny sirové o koncentraci
0,1 mol-dm™ + 10 % (obj.) ethanolu. Ethanol byl do zékladniho elektrolytu ptidan
z diivodu nizké rozpustnosti ibuprofenu v ¢isté vodé, pfidani kyseliny do zakladniho
elektrolytu rozsitilo potencidlové okno ke kladnéjSim hodnotdm potenciald. Pii téchto
podminkach byl detekovan ibuprofen pfi potencialu +1,65 V. V ramci této studie byl také
zkouman vliv katodické a anodické aktivace povrchu BDDE pied méfenim. Anodicka
uprava povrchu BDDE méla za nasledek mirné rozsifeni potencialového okna. Anodicka
Giprava probihala v roztoku 0,04 mol-dm™ Britton-Robinsonové pufru, kdy na elektrody
byl vkladan proud 0,01 A po dobu 1000 sekund (plocha BDDE 0,50 cm?) [30].

Ibuprofen je mozné také stanovit pomoci DPV soucasné s 1é¢ivou latkou paracetamol.
Pro stanoveni bylo pouZito tiielektrodové usporadéni, pracovni elektrodou byla BDDE,
referencni elektroda byla argentchloridovéa a pomocna elektroda byla tvofena platinovym
dratkem. Stanoveni probihalo v 0,1 mol-dm™ kyseliny sirové + 10 % (obj.) ethanolu.
Oxidacni pik paracetamolu byl detekovany pii +0,85 V, pik patiici ibuprofenu
pfi potencidlu +1,72 V [34].

V literature jsou popsany dalsi studie, kdy byl ibuprofen stanoven za pomoci DPV
na mnoha riznych elektrodovych materialech. Naptiklad stanoveni ibuprofenu
na elektrochemicky aktivované sitotiskové uhlikové elektrodé v acetdtovém pufru
(pH 4,5 £ 0,1) [35], na sitotiskové uhlikové elektrodé¢ modifikované platformou na bazi
oxidu manganu ve fosfatovém pufru (pH 7,0) [36] nebo na sitotiskovych elektrodach
na bazi uhlikovych nanomaterialti v acetatovém pufru (pH 5,5) [37].

Pro stanoveni ibuprofenu je mozné pouzit také elektrodu ze skelného uhliku. Méteni
byla provadéna metodou ,,Square-wave stripping* voltametrie. Jako optimalni hodnota

pH zékladniho elektrolytu pro méteni byla hodnota 1,0. Pfi tomto pH byl proudovy signal
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ibuprofenu nejvyssi a ibuprofen byl detekovan pti potencidlu +1,6 V. V ramci studie byla
testovana elektrochemicka a mechanické pteduprava elektrody [31].

Pouziti ,,Square-wave® voltametrie pro stanoveni ibuprofenu ve vodném roztoku
popsali také S. Amin a kol., ktefi pro stanoveni pouzili sitotiskovou grafitovou elektrodu
[32].

Pro soucasné stanoveni vice 1é¢ivych latek ve vodnych roztocich se vyviji mnoho
novych metod za pouziti riznych elektrodovych materialt, naptiklad uhlikova pastova
elektroda s fullereny a uhlikovymi nanovldkny, nebo uhlikova pastova elektroda s

grafenem a uhlikovymi nanotrubicemi [38].

2.3 Degradaéni studie lé€iv

Pokud Iéc¢iva latka neni stabilni, mize dochazet k pfeméné Casti molekul 1éciva za
vzniku degrada¢nich produktii. To mize mit za nasledek ptijem nizsi davky lécivé latky
pacientem, a tedy niz$§i ucinek. Muze ovSem také dochédzet ke vzniku degradac¢nich
produktt, které mohou byt toxické [39]. Degradace 1é¢ivé latky je také jeden z hlavnich
zdrojl necistot [40].

Obecné je stabilita 1éCiv nejCastéji ovlivnéna oxidaci ¢i hydrolyzou molekuly 1écivé
latky. Hydrolyza je reakce molekuly 1é¢iva s vodou, coZ mé za nasledek rozstépeni vazby
v molekule. Skupiny v molekule 1é¢iva, které jsou k hydrolyze nejvice nachylné, jsou
estery a nasledn€ amidy, jelikoZ obsahuji polarizovanou dvojnou vazbu mezi kyslikem
a uhlikem. Pfi reakci téchto skupin s vodou dochazi ke vzniku karboxylové kyseliny
a alkoholu (z esteru) ¢i aminu (z amidu). Hydrolyzu je mozné katalyzovat pomoci
kyseliny €1 zasady, rychlost reakce je tedy ovlivnéna hodnotou pH vodného roztoku.
DalSim faktorem, ktery ovliviiyje rychlost hydrolyzy, je teplota. Hydrolyzu lé¢ivych latek
je tedy mozné minimalizovat n¢kolika zpisoby, naptiklad modifikaci struktury molekuly,
zménou lékové formy €1 skladovanim 1é¢iva na chladném misté [41].

Oxidaci léc¢iva dochazi k odstranéni elektronu z molekuly, nejcastéji navazanim
molekuly kysliku. Oxidaci 1é¢iva je mozné ucinné eliminovat vhodnym skladovanim.
Omezeni piistupu kysliku, tedy skladovani lé¢iva v argonu ¢i dusiku, sniZzuje oxidaci
1écivé latky [41].

K urceni stability 1é¢iv je mozno vyuzit studii stability. Studie stability se dle délky

trvani déli na dlouhodobé a zrychlené. Dlouhodobé studie stability se provadéji po dobu
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piiblizn¢ 12 mésicl, zrychlené studie stability trvaji 6 mésict. Stejné¢ dlouhou dobu
se provadi také studie mezistupnové. Oproti studiim zrychlenym jsou mezistupnové
studie stability provadény za mirnéjSich podminek [40].

Pro odhad stability 1é¢iva je Casto vyuzivana metoda stresové degradace neboli nucena
degradace. LéCiva latka je vystavena extrémnim stresovym podminkam, ¢imz dochazi ke
vzniku degradacnich produktii v fadu hodin az dni a je mozné urcit stabilitu molekuly
v kratkém Gasovém useku. Ulelem nucené degradace je také sledovani a ziskani
informaci o degrada¢nich produktech, které mohou pomoci pfi studiu mechanismu
rozkladu 1écivé latky [40, 42].

Stresové podminky, které se nejcastéji vyuzivaji ve studiich nucené degradace, jsou:
kysela a bazickd hydrolyza, oxidace, tepelné a fotolytické podminky. Pro nucené
degradace 1é¢ivych latek je optimalni hodnota degradace 5-20 % z ptivodniho mnozstvi
ucinné latky [40].

Studie nucené degradace jsou fizeny smérnicemi, které mohou byt vydany naptiklad
Mezinarodni radou pro harmonizaci technickych pozadavkl na piipravky pro humanni
pouziti, Evropskou agenturou pro 1éCivé ptipravky a ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv

[40, 43].

2.4 Degradace lécivé latky ibuprofen

Degradaci ibuprofenu je mozno provadét pomoci pokrocilych oxidaénich procest
(AOP), kdy se vyuziva tvorby reaktivnich kyslikovych forem, predevsim hydroxylovych
radikald. Ty diky svému vysokému oxida¢nimu potencidlu dokéazi oxidovat mnoho
organickych sloucenin. VyuZitim AOP je moZné dosahnout aZ Giplné mineralizace, kdy
jsou slou€eniny oxidaci rozloZeny na jednoduché¢ anorganické latky. Dle zpisobu oxidace
jsou AOP rozdéleny na chemickou, elektrochemickou, fotochemickou a sonochemickou
oxidaci. Pro chemické oxidace je jako oxidac¢ni Cinidlo Casto vyuzivan peroxid vodiku,
jehoz nevyhodou ovSem je niz$i hodnota oxida¢niho potencialu (+1,78 V). Z toho diivodu
je jej mozné kombinovat se zafenim, ozonem ¢i solemi kovi, ¢imZ dojde k tvorbé vice
hydroxylovych radikalli a zvySeni ucinnosti degradace. Pfi ozonizaci je vyuzivan ozon
jako oxidacni ¢inidlo. Oxida¢ni potencial ozonu je udan na hodnotu +2,07 V, €asto vSak

nedochazi k uplné mineralizaci roztoku [44, 45].
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V. M. Almeida a kol. [44] studovali oxidaci ibuprofenu pomoci ozonizace, oxidace
peroxidem vodiku a kombinace téchto metod. V ramci studie autoii také testovali vliv
katalyzatoru na zvyseni u¢innosti oxidace. Vysledky studie ukazaly, ze béhem 15 minut
ozonizace doslo k Gplnému odstranéni ibuprofenu z roztoku, jelikoz molekula ibuprofenu
obsahuje aromaticky kruh, ktery snadno podléha reakci s molekulou ozonu. Naopak ani
po 3 hodindch ozonizace nebylo dosazeno uplné mineralizace. V roztoku zustavaly
nasycené slouceniny s kratkym uhlovodikovym fetézcem (napt. karboxylové kyseliny),
které jsou odolné viici reakci s molekulou ozonu. Oxidace ibuprofenu pomoci samotného
peroxidu vodiku byla velmi neefektivni. Pfi pouziti kombinace obou oxidac¢nich ¢inidel
(peroxid vodiku a ozon) bylo také po 15 minutich dosazeno Uplného odstranéni
ibuprofenu z roztoku. Kombinace oxidacnich ¢inidel vedla k vyss§i mineralizaci roztoku,
coz bylo zptsobeno zvySenou tvorbou hydroxidovych radikalu. Hydroxylové radikaly
vznikaly ptisobenim ozonu na peroxid vodiku, ktery se rozpadal. Mineralizaci vyssi nez
80 % se podatilo dosahnou pii pouziti kombinace ozonu a peroxidu vodiku v ptfitomnosti
katalyzatoru. Jako katalyzator byly pouzity uhlikové nanotrubice a uhlikové nanotrubice
pokryté vrstvou oxidu zeleza. Pridani katalyzatoru nemélo vliv na samotnou oxidaci
ibuprofenu, uplného odstranéni 1é¢iva zroztoku se podafilo dosahnout opét po
15 minutach degradace [44].

Byla také provedena studie za ucelem sledovani oxidace a tepelné stability ibuprofenu.
Oxidace byla sledovana nejen v riznych rozpoustédlech 1é¢ivé latky, ale také za pouziti
nékolika druhii oxidaénich ¢inidel. Jako oxidaéni ¢inidlo byl testovan manganistan
draselny, peroxid vodiku a dichroman draselny. Celkem bylo detekovano
13 degradacnich produktt ibuprofenu. U dvou z nich, konkrétné u degrada¢nich produktti
4-isobutylacetofenon (Obrazek 2A) a 1-[4-isobutylfenyl]-1-ethanol (Obrazek 2B), byly
prokazany toxické ucinky [46].
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Obrazek 2 - Degradacni produkty 1éCivé latky ibuprofen s toxickymi ucinky

Vliv fotodegradace na piimém slune¢nim svétle osmi vybranych farmaceutik véetné
ibuprofenu ve vodném prostfedi zkoumal Hiroshi Yamamoto a kolektiv [47]. Vysledky
studie ukazaly, ze ibuprofen (spolu s dal§imi ¢tyfmi 1é¢ivy) byl vici sluneénimu svétlu
relativné stabilni [47].

Bylo také testovano vyuZiti fotodegradace ibuprofenu pro odstranéni léciva
z odpadnich vod, kdy pro degradaci bylo pouZito monochromatické zafeni o vinové délce
254 nm. U¢innost degradace stoupala s klesajicim objemem degradované kapaliny,
s rostouci délkou doby degradace a s vyS$i hodnotou pH degradovaného roztoku.
V ptipadé, ze pH degradovaného roztoku bylo vyssi nez pKa ibuprofenu a molekula
ibuprofenu tedy byla v roztoku pievazné v aniontové formé, Gcinnost degradace byla
dvojnasobna [48].

Pro zvySeni tucinnosti fotodegradace ibuprofenu oproti pfimé UV-LED (dioda
emitujici ultrafialové svétlo) fotolyze je mozné pouzit kombinaci UV-LED/katalytickych
nebo UV-LED/oxidac¢nich procest. Pii pouziti oxidu titani¢itého nebo oxidu zine¢natého
jako katalyzatoru je mozné ibuprofen kompletné¢ degradovat béhem 90 minut [49].

V literatute je popsano mnoho dalSich metod, které se zabyvaji degradaci 1écive latky
ibuprofen. Mezi tyto studie se fadi naptiklad pouZiti ultrazvukovych vin pii degradaci
ibuprofenu [50], degradace ibuprofenu pomoci Bacillus thuringiensis B1(2015b) [51],

¢1 degradace 1éciva hydrodynamickou kavitaci [52].
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241 Elektrochemicka degradace lé¢ivé latky ibuprofen

Elektrochemicka degradace je obecné zaloZzena na rekci hydroxylovych radikalt
s molekulou analytu. Hydroxylové radikaly vznikaji rozkladem vody na povrchu anody,
ktera mé vysoké prepéti pro tvorbu kysliku. Maji vysoky standartni redoxni potencial a
jsou oznacovany jako druhé nejsiln€jsi oxidacni ¢inidlo (nejsilnéjsi oxidacni Cinidlo je

fluor). Reakce probiha dle rovnice 1:

M+ H,0 > M(-OH)+ H" + e~ (1)

kde M je materidl anody, M(-OH) je hydroxylovy radikal, ktery je adsorbovany na
povrchu anody [53, 54].

Proces je zavisly pfedevSim na materialu pouzité anody. Pro elektrochemickou
degradaci 1é¢ivych latek (v&etné ibuprofenu) bylo testovano nékolik anod z riiznych
materiald, nejvysSich ucinnosti degradace vSak bylo dosazeno pfi pouziti borem
dopované diamantové elektrody jako anody [53].

A. Regalado-Méndez a kolektiv [2] provedli studii, ve které se zaméfili na
elektrochemickou mineralizaci ibuprofenu pomoci dvou BDDE v elektrochemickém
pritokovém reaktoru. Roztok pouzity pro experiment obsahoval ibuprofen a siran sodny
o koncentraci 0,1 mol-dm=. B&hem 7 hodin mineralizace ibuprofenu bylo dosazeno
hodnoty ucinnosti 91,6 % [2].

V ramci dalsi studie byla degradace ibuprofenu provadéna na Ti/Pt/PbO. a Si/BDD
elektrodach. Tyto zminéné elektrody byly pouZity jako anody, katodu tvoftila folie
znerezové oceli. Zakladni elektrolyt tvofil roztok siranu sodného o koncentraci
0,035 mol:dm™. Degradace ibuprofenu byla sledovana pomoci UV-VIS
spektrofotometru, métenim hodnoty celkového organického uhliku a stanovenim
chemické spotieby kysliku. Bylo zjisténo, ze mineralizace 1é¢ivé latky ibuprofen je velmi
efektivni za pouziti obou typli materialt anody [55].

Anodickou oxidaci ibuprofenu zkoumali také S. L. Ambuludi a kolektiv [53]. Pro
méteni vyuzili platinu ¢i borem dopovanou diamantovou elektrodu jako anodu, katodu
tvotila uhlikova plst. Pfi pouziti BDDE jako anody bylo dosaZeno vyssi rychlosti
degradace ibuprofenu, coz bylo zptisobeno tim, ze na BDDE dochazi k vétsi produkci

hydroxylovych radikdlii. Hydroxylové radikaly zlstdvaji na povrchu BDDE volné,
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naopak na povrchu platiny jsou tyto radikaly vazany chemisorpci, coz ma za nésledek
pomalejsi a selektivnéjsi reakci s molekulou analytu. Degradace ibuprofenu na borem
dopované diamantové elektrodé¢ probihala dle kinetiky pseudoprvniho fadu a bylo
zjisténo, ze rychlostni konstanta reakce rostla s vys$sim aplikovanym proudem. Pti vyssich
aplikovanych proudech vSak dochazelo také k zesileni vyvoje kysliku. Na rychlostni
konstantu méla také pozitivni vliv vymeéna siranu sodného jako zakladniho elektrolytu
za chlorid sodny. U¢innost mineralizace ibuprofenu byla méfena hodnotou celkového
organického uhliku (TOC). Pro sledovani a kvantifikaci meziproduktli reakce byly
pouzity chromatografické metody. Aromatické meziprodukty reakce byly sledovany
pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Autofi identifikovali v malém
mnozstvi celkem Ctyfi aromatické meziprodukty, a to p-benzochinon, 4-isobutylfenon,
1-(1-hydroxyethyl)-4-isobutylbenzen a 4-isobutylacetofenon [53].

Za pomoci iontové chromatografie bylo také identifikovano pét karboxylovych kyselin
jako hlavnich meziprodukti mineralizace. Jednalo se o kyselinu $tavelovou,
glyoxalovou, mravenc¢i, octovou a pyrohroznovou, nasledné byly tyto karboxylové
kyseliny mineralizovany na oxid uhli¢ity a vodu [53].

Byla také zkoumana degradace ibuprofenu za vyuziti Fentonovy reakce. Tento proces
vyuziva reakce peroxidu vodiku s Zeleznatymi ionty ke vzniku hydroxylovych radikald,
které nasledné reaguji s molekulou analytu. Autofi pouzili 3D grafitovou plsténou
elektrodu jako katodu, jako anoda byla vyzkousena BDDE a platinova elektroda.
Utinnost degradace ibuprofenu byla ovlivnéna koncentraci Zeleznatych iontd, velikosti
aplikovaného proudu a také materidlem anody [56].

Ch. Wang a kolektiv [57] se zabyvali degradaci ibuprofenu na titanovych elektrodach
pokrytych tfemi rliznymi kovovymi oxidy. Tyto elektrody byly pouzity jako anody,
katodu tvoftil Cisty titan. Degradace probihala vzdy dle kinetiky pseudoprvniho fadu.
Autofi také navrhli mozny mechanismus elektrochemické mineralizace 1éciva

a identifikovali Sest aromatickych meziprodukt reakce [57].

2.5 Vysokouéinna kapalinova chromatografie
Vysokoucinna kapalinova chromatografie se fadi mezi separacni analytické metody.
Princip chromatografickych technik spociva v distribuci analytu mezi dvé nemisitelné

faze — tedy mezi stacionarni f4zi a mobilni fazi. Vzorek je unaSen kapalnou mobilni fazi
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skrz fazi stacionarni. K separaci dochdzi na zaklad¢ rozdilné interakce jednotlivych
slozek vzorku se stacionarni, respektive mobilni fazi. Pokud slozka vzorku tvofi silné
interakce se staciondrni fazi, je silnéji zadrzovéana a prodlouzi se jeji retence. Naopak
slozky vzorku, které netvoii zadné interakce se staciondrni fazi eluuji s mrtvym Casem
[58].

Pro separaci se v dnesni dob¢ nejCastéji vyuzivad chromatografie na reverzni fazi.
Staciondrni fdze ma v tomto usporadani nepolarni charakter a interakce s analyty
je zprostiedkovéana slabymi disperznimi silami. Naopak jako mobilni faze je vyuzivana
smés vody a polarniho organického ¢inidla, které je dobfe misitelné s vodou [58].

Pokud je separace provddéna pomoci izokratické eluce, slozeni mobilni faze
se v pribéhu separace neméni, elu¢ni sila mobilni faze je tedy v celém pribéhu separace
konstantni. Dal§i moznosti je provadét separaci za pouziti gradientové eluce. V tomto
pripadé dochazi v pribehu separace ke zmén¢ poméru jednotlivych slozek mobilni faze,
coz md za nasledek ovlivnéni elu¢ni sily. Gradientovou eluci je vhodné pouzit pfi separaci
slozitejSich vzorkt [58, 59].

HPLC je mozné propojit s mnoha vyuzivanymi detekénimi technikami, nejcastéji jsou
ovSem vyuzivany spektrofotometrické detektory a hmotnostni spektrometr. Mezi
spektrofotometrické detektory se fadi také PDA (detektory s diodovym polem) detektory,
které dokazi snimat celé UV-VIS spektrum v redlem Case, aniZ by bylo nutné pferusit
chromatografickou separaci. Princip téchto detektort spo¢ivd v méteni nabijeciho proudu
potfebného k nabijeni kondenzatori jednotlivych fotodiod. Pii dopadu svétla
na fotodiodu dojde k vybiti kondenzatoru, kdy velikost vybiti kondenzatoru je imérna
intenzité dopadajiciho svétla [58].

UHPLC (ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie) se od klasické HPLC lisi
pirevazné velikosti Castic staciondrni faze. Zatimco pro HPLC se obvykle vyuziva
stacionarnich fazi s velikosti ¢astic 3 um a 5 um, v UHPLC je velikost ¢astic mensi nez
2 pum. Diky tomu je dosaZeno vyssi U€innosti separace, zkraceni doby analyzy a také
vys$iho rozliSeni pikd. S klesajici velikosti ¢astic ovSem roste tlak v systému, separace

je tedy provadéna za velmi vysokych tlakt [58].
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2.6 Diferenéni pulzni voltametrie

Diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV) se tfadi mezi pulsni voltametrické metody.
Princip téchto metod spocivda v méfeni proudu, ktery prochazi elektrochemickym
¢lankem, dle vloZeného napéti. V pribéhu méfeni vkladany potencial linedrné roste a jsou
na n¢j vkladany napétové pulsy. Tyto pulsy jsou velmi rychlé (v fadech desitek ms) a
jejich amplituda je nejcastéji v rozmezi 10 mV az 100 mV. Prochazejici proud pak neni
méfen kontinudlné, ale jeho hodnota je zaznamenana tésné pred vloZzenim napétového
pulsu a nasledn¢ tésné pred jeho ukoncenim. Rozdil téchto dvou hodnot prochéazejiciho
proudu je poté vynaSen v zavislosti na vloZzeném napéti. Ziskany signal ma tvar piku,
jehoz vyska udava kvantitativni informaci o sledovaném analytu a poloha piku na
potencidlové ose nese informaci kvalitativni. Vyhodou DPV je minimalizace vlivu
nabijeciho proudu a také vyssi citlivosti metody, kterd je ddna vétSim pomérem signalu a
Sumu [59,60].

Pro voltametrickd méfeni je vyuzivano pievazné tiielektrodové zapojeni, tvorené
pracovni elektrodou, referen¢ni elektrodou a elektrodou pomocnou. Potencial pracovni
elektrody je ménén s Casem a jeji povrch by mél byt co nejmensi, aby byla elektroda
co nejvice polarizovatelna. Proud tedy prochazi mezi elektrodou pracovni a elektrodou
pomocnou. Pomocnou elektrodu €asto tvofi platinovy plisek, jehoz povrch by mél byt
naopak co nejvétsi, diky cemuZz se pomocna elektroda stane prakticky nepolarizovatelnou.
Jako referen¢ni elektrody jsou vyuzivany elektrody druhého druhu a jejich potenciél

se v pritbéhu méfeni neméni [59, 61].
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Pouzité chemikalie, pristroje a material

3.1.1  Chemikalie
Ethanol >99,7 %, ¢istota pro HPLC, gradient grade, CHROMANORM, Francie
Acetonitril, ¢istota pro HPLC LC-MS, CHROMANORM, Spojené staty americké
Deionizovana voda Milli-Q plus (18,2 MQcm), Millipore, Spojené staty americké
Ibuprofen (kyselina 2-(4-Isobutylphenyl)propionova), Zentiva, Ceska republika
Kyselina mravenc¢i >99 %, ¢istota pro LC-MS, CHROMANORM, Velka Britanie
Kyselina sirova 96 % P.A., Lach:ner, Ceska republika
Methanol, ¢istota pro LC-MS, CHROMANORM, Norsko
Siran sodny bezvody, LACHEMA n.p. Brno (zavod Neratovice), Ceska republika

3.1.2 Pristroje a material

Analytické vahy, 262 SMA-FR, Sartorius, Svycarsko

Borem dopovana diamantova elektroda (L19021), plocha 1 cm? pomér dopovani
B/C =230 000 ppm, Fyzikalni ustav akademie véd Ceské republiky (skupina Andrew
Taylora) [62]

Borem dopovana diamantova elektroda, primér disku 3 mm, pomér dopovani
B/C 500-1000 ppm, BioLogic, SAS, Francie

Kapalinovy chromatograf, Waters Acquity UHPLC H Class, Spojen¢ staty americké
(software Empower® 3)

Kolona Kinetex Cis, Phenomenex, 100x2,1 mm, velikost ¢astic 1,7 pum, Spojené staty
americké

Laboratorni zdroj OWON, model P4603, Cina

pH metr, JENWAY 3540 pH/conductivity metr, Velka Britanie

Platinova elektroda, plocha odhaleného povrchu 20 mm? Monokrystaly, Ceska
republika

Eco-Tribo Polarograf, Polaro-Sensors, Praha, Ceska republika (software PolarPro
verze 5.1)

Referenéni argentchloridova elektroda mini (ckc = 3 mol-dm™), Monokrystaly, Ceska
republika

Ultrazvukovy sonikator, Elma S15, Elmasonic, Némecko
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3.2 Priprava roztoku
3.21  Priprava roztokt ibuprofenu v ethanolu

Do odmérné banky o celkovém objemu 10 ml byl pfipraven zasobni roztok ibuprofenu
v ethanolu o koncentraci 1,0-102 mol-dm™. Bylo odvaZeno 0,021 g ibuprofenu, odvazené
mnozstvi bylo kvantitativné pievedeno do odmérné baniky a doplnéno ultra Cistym
ethanolem po rysku.

Pro vyvoj chromatografické metody byl pouzit roztok ibuprofenu v ethanolu
o koncentraci 1,0-10* mol-dm™. Pro pfipravu tohoto roztoku byl pouzit jiz ptipraveny
zédsobni roztok ibuprofenu v ethanolu (¢ =1,0-102 mol-dm™). Do odmérné baiiky bylo
odpipetovano 100 pl zasobniho roztoku a barika byla doplnéna ultra ¢istym ethanolem na

celkovy objem 10 ml.

Vsechny pfipravené roztoky ibuprofenu v ethanolu byly uchovavany v lednici.

3.2.2 Priprava roztoku kyseliny sirové

Roztok kyseliny sirové o koncentraci 0,5 mol-dm™ byl piipraven zfedénim
koncentrované 96% kyseliny sirové deionizovanovou vodou. Do odmérné banky
o celkovém objemu 100 ml bylo odpipetovano 2,8 ml koncentrované kyseliny sirové a
odmérna barika byla doplnéna na celkovy objem deionizovanou vodou. Nasledné byl

roztok prefiltrovan ptes mikrofiltr s velikosti port 0,45 um (Econofltr Nyln 25 mm).

3.2.3 Priprava roztoku siranu sodného
Byl piipraven roztok siranu sodného o koncentraci 0,5 mol-dm. Bylo odvaZeno 3,551 g
pevného siranu sodného, ktery byl v 50 ml odmérné baiice nasledné rozpusténo ve zhruba
45 ml deionizované vody. Roztok byl poté vloZzen na 10 minut do ultrazvukové lazné.
Po vyjmuti z 14zné byl roztok doplnén deionizovanou vodou na celkovy objem 50 ml a
prefiltrovan pfes mikrofiltr (velikosti pori 0,45 um, Econofltr Nyln 25 mm). Roztok byl

uchovavan v lednici

3.2.4 Priprava roztok zakladniho elektrolytu
Jako zékladni elektrolyt byla pouzita smés 0,1 mol-dm™ H2SO4 + 0,1 mol-dm™ Na>SOx4
+ 10 % (obj.) ethanolu. Do odmérné baniky o objemu 50 ml bylo odpipetovano 10,0 ml

roztoku 0,5 mol-dm™ kyseliny sirové (viz kap. 2.2.2), 10,0 ml 0,5 mol-dm™ siranu
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sodného (viz kap. 2.2.3) a 5,0 ml ultra Cistého ethanolu. Objem odmérné banky byl

doplnén deionizovanou vodou.

3.2.5 Priprava kalibra¢nich roztokd v zakladnim elektrolytu

Pro ovéteni linearity chromatografické metody byly piipraveny kalibracni roztoky
ibuprofenu v zékladnim elektrolytu, a to v koncentraénim rozsahu 2-10° mol-dm™ az
1,3-10* mol-dm™. Pro ptipravu byly pouzity odmémé baiiky o celkovém objemu 5 ml.
Kalibraéni roztoky s koncentraci 16¢ivé latky ibuprofen v rozsahu 1-10° mol-dm™ aZ
1,3:10% mol-dm™ byly pfipraveny tak, 7e¢ do kazdé banky byl odpipetovan 1,0 ml
0,5 mol-dm™ H,S04, 1,0 ml 0,5 mol-dm™ Na>SO4, potfebné mnozstvi zasobniho roztoku
ibuprofenu v ultra ¢istém ethanolu (¢ =1,0-102 mol-dm™) a takové mnozstvi ethanolu,
aby celkovy objem ethanolu v odmémé bance tvotil 10 % (obj.). Kalibra¢ni roztoky o
koncentraci 5-10° mol-dm™ a2-10° mol-dm™ byly pfipraveny fedénim kalibraéniho

Pro ovéteni linearity voltametrické metody byly pfipraveny kalibrac¢ni roztoky pouze
v koncentraénim rozmezi 1-10° mol-dm™ az 1,3-10* mol-dm™. Piiprava roztokt
probihala stejnym zplisobem, pouze ve dvojndsobném mnozstvi. Objem odmérnych
banck byl 10 ml a vSechna pipetovand mnoZstvi jednotlivych sloZek roztoku byla

dvojnasobnd. VSechny kalibraéni roztoky byly uchovavany v lednici.

3.3 UHPLC metoda

Pro UHPLC metodu byla pouzita kolona Kinetex Cis (Phenomenex), s rozméry
100%2,1 mm a s velikosti ¢astic 1,7 pm. Mobilni faze obsahovala organickou a vodnou
slozku. Jako organicka slozka byl pouzit acetonitril (slozka A), vodnou slozku tvofila
deionizovana voda (slozka B). Pomér sloZzek mobilni faze se v pribéhu stanoveni ménil

dle gradientového programu, ktery je zaznamenan v Tabulce 1 a na Obrazku 3.
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Tabulka 1 - Prubéh gradientového programu UHPLC metody

Cas [min] Acetonitril [%] (obj.) Voda [%] (obj.)
0-0,5 30 70
0,5-2 80 20
2-4 80 20
4-5 30 70
5-6 30 70
100
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S 80
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S 60 |
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Obrazek 3 - Prubéh gradientového programu UHPLC metody

Pro vyhodnoceni byl pouzit PDA detektor, ktery snimal spektrum pii vinové délce
220 nm. Dalsi nastavené podminky chromatografického méteni:
e Priitokova rychlost mobilni faze: 0,3 ml-min!
e Nastiik vzorku: 1 pl
e Teplota kolony: laboratorni
e Teplota davkovace vzorku: laboratorni

e Celkova doba analyzy: 6 min

3.4 Voltametricka metoda
Voltametrické stanoveni 1é¢ivé latky ibuprofen bylo provadéno v tiielektrodovém
zapojeni, kdy byla jako pracovni elektroda pouZita diskova BDD elektroda (primér disku

3 mm), referen¢ni elektroda byla elektroda argentchloridova a pomocnou elektrodu tvofil
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platinovy plisek (plocha odhaleného povrchu 20 mm?). Jako zikladni elektrolyt byl
zvolen roztok obsahujici 0,1 mol-dm™ H,SOs, 0,1 mol-dm™ Na,SOs a 10 % (obj.)
ethanolu.

Pro ovéteni oxidace ibuprofenu byla pouzita cyklické voltametrie (CV). Méfeni bylo
provadéno v rozmezi potencidlového okna -400 mV az +2000 mV a rychlost skenu byla
100 mV-s,

Pro vyvoj voltametrické metody a stanoveni 1éCivé latky ibuprofen byla vyuzita
metoda DPV. Nastavené parametry metody byly: vyska pulzu +50 mV, Sitka pulsu
100 ms, vzorkovaci ¢as 20 ms, rychlost skenu 20 mV-s! a rozmezi potencialového okna
+1000 mV az +1900 mV. Byla pouzita metoda s regeneraci, kdy byl pfed kazdym
méfenim na elektrodu vlozen potencial +2,5 V po dobu 30 sekund. Regenerace pracovni
elektrody probihala v michaném roztoku.

Pracovni elektroda byla na zac¢atku dne pfed méfenim vzdy aktivovana. Aktivace
probihala v michaném roztoku zdkladniho elektrolytu a na elektrody byl vlozen potencial

+2,5 V po dobu 10 minut.

3.5 Casteéna validace vyvinutych metod

Vyvinuté metody (chromatografickd a voltametricka metoda) pro stanoveni 1é¢ivé
latky ibuprofen byly ¢aste¢né validovany. Byla méfena linearita, opakovatelnost, limit
detekce (LOD) a limit stanovitelnosti (LOQ) vyvinutych metod.

Linearita obou vyvinutych metod byla ovéfena metodou kalibra¢nich roztokt
a pro vyhodnoceni byl vzdy pouzit medidn ziskanych hodnot. Chybové tusecky
v koncentracni zavislosti odpovidaji smérodatné odchylce méteni. Linearita UHPLC
metody byla ovéfena v rozsahu koncentraci 2-10° mol-dm™ az 1,3-10™* mol-dm™ a kazdy
kalibra¢ni roztok byl proméfen tiikrat. Linearita voltametrické metody byla ovéfena
pouze v rozsahu koncentraci 1-10° mol-dm™ az 1,3-10"* mol-dm™, kazd4 koncentraéni
hladina byla promé&fena pétkrat.

Pro ovéfeni opakovatelnosti vyvinutych metod byla vybrand koncentra¢ni hladina
kalibra¢niho roztoku prométena patnactkrat a stanovené hodnoty koncentrace ibuprofenu
byly statisticky vyhodnoceny.

Pro vypocet meze detekce a meze stanovitelnosti vyvinutych metod byl pouzit vztah:
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3-h,

LOD = : (2)
m
10-h
LOQ = -, 3)
m

kde h, je maximalni rozpéti hodnot Sumu zékladni linie a m je smérnice kalibra¢ni

ptimky z vysky piku [63].

3.6 Elektrochemicka degradace

Elektrochemicka degradace 1é¢ivé latky ibuprofen probihala ve vsadkové cele a pro
meéfeni bylo pouzito dvouelektrodové uspotadani. Pracovni elektrodu tvotfila BDDE,
ktera byla zabudovana na dno degradacni cely. Efektivni povrch pracovni elektrody byl
50,3 mm? (aroveit dopovani 230 000 ppm [62]). Jako pomocna elektroda byl pouzit
platinovy plisek o plose 20 mm?.

Pro sledovani degradace ibuprofenu byl pouzit kalibra¢ni roztok o nevyssi koncentraci
lé¢iva, tedy roztok o slozeni: 1,3-10* mol-dm™ ibuprofenu + 0,1 mol-dm> H,SOs
+ 0,1 mol-dm™ Na>SO4+ 10 % (obj.) ethanolu. Celkovy objem roztoku v degradaéni cele
byl 2,0 ml. Degradace léciva probihala v michaném roztoku po dobu 5 minut pfi
vloZzeném napéti +2,0 V. V pfipadé, Ze nebylo mozné vzorek zanalyzovat ihned
po degradaci, byl vzorek pfed samotnym stanovenim uchovavan v mrazaku.

Na zacatku dne byla provedena aktivace pracovni elektrody. Aktivace probihala
v michaném roztoku 0,5 mol-dm™ H2SOs pfi vlozeném napéti +4,0 V po dobu 20 minut.
Aktivace elektrody byla provadéna stejnym zplsobem také mezi jednotlivymi

degradacemi, doba aktivace byla ov§em pouze 5 minut.
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4 Vysledky a diskuse
4.1 Priprava roztoku ibuprofenu

Léciva latka ibuprofen je prakticky nerozpustna ve vode [13], bylo tedy nutné pro
1é¢ivo zvolit jiné vhodné rozpoustédlo. Na zaklad¢ vysokych hodnot rozpustnosti
ibuprofenu v ethanolu [3] a studie, kterou provedla A. B. Lima a kolektiv [30] a ktera se
zabyvala voltametrickym stanovenim ibuprofenu na BDDE, byl jako rozpoustédlo
ibuprofenu zvolen ultra Cisty ethanol. Byl pfipraven zasobni roztok ibuprofenu v ethanolu
o koncentraci 1,0-10 mol-dm™, ktery byl nisledn& pouzit pro piipravu kalibra¢nich
roztok (ptiprava viz kapitola 3.2.1).

Stejnym zplsobem byl také ptipraven zdsobni roztok ibuprofenu v methanolu o stejné
koncentraci — tedy 1,0-102 mol-dm™. Cilem bylo otestovat, zda methanol nebude pro
elektrochemické staveni 1é¢iva stejné vhodny ¢i dokonce lepsi nez ethanol. Roztok
ibuprofenu v methanolu byl pouzit pfi optimalizaci slozeni zakladniho elektrolytu

v ramci vyvoje voltametrické metody pro stanoveni ibuprofenu.

4.2 Vyvoj voltametrické metody
Pro voltametrickd méteni bylo na zéklad¢ literarni reSerSe [30] zvoleno tielektrodové
uspotadani, kdy jako pracovni elektroda byla pouzita BDD elektroda.
Hlavnim cilem vramci vyvoje voltametrické metody bylo nalézt podminky, pfi
kterych by bylo mozné voltametricky stanovit mnozstvi 1€€iva a sou€asné¢ jej ve stejném
roztoku elektrochemicky degradovat. Jako stéZejni tedy bylo pfedevSim optimalizovat

sloZeni zakladniho elektrolytu.

4.2.1 Optimalizace slozeni zakladniho elektrolytu

Pti optimalizaci sloZeni zakladniho elektrolytu bylo vzdy do méfici cely odpipetovano
10,0 ml testovaného roztoku zdkladniho elektrolytu. Nésledné bylo ptidano
100 ul roztoku ibuprofenu o koncentraci 1,0-10% mol-dm™ rozpusténého v daném
rozpoustédle. Celkova koncentrace ibuprofenu v méfici cele tedy byla 9,9-107° mol-dm™.

V pribéhu optimalizace sloZzeni zadkladniho elektrolytu bylo vychazeno ze studii
popisujicich jak elektrochemickou degradaci ibuprofenu, tak také jeho voltametrické
stanoveni. A. B. Lima a kolektiv [30] popsali elektrochemické stanoveni ibuprofenu na

BDDE, kdy jako zakladni elektrolyt pouZili roztok slozeny z 0,1 mol-dm™ H>SO4+ 10 %
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(obj.) ethanolu. Prvni méfeni byla tedy provedena ve stejném zdkladnim elektrolytu.
Oxidace ibuprofenu byla ovéfena pomoci cyklické voltametrie, kdy byl oxidacni pik
nalezici ibuprofenu v cyklickém voltamogramu detegovan pii potencialu +1,8 V.
Pro vSechna dalsi méfeni byla pouzitd metoda DPV. Byl proveden experiment
dle popsanych podminek ve zminéné studii [30] a bylo testovano, zda bude ziskan
méfitelny signal, coz by potvrzovalo funkcnost metody i piistroje. Pro méfeni byl pouzit
ibuprofen rozpustény v methanolu a pik nélezici 1é¢ivu byl detekovan pii potencidlu
+1,7 V.

Ve studiich popisujicich elektrochemickou degradaci ibuprofenu byl casto jako
zakladni elektrolyt pouzit roztok siranu sodného [2, 53, 55, 56], z toho divodu byla dalsi
voltametrickd méfeni provedena pravé za pouziti siranu sodného o koncentraci
0,1 mol-dm™ jako zékladniho elektrolytu. Jako analyt byl pouzit ibuprofen rozpustény
v methanolu.

Pik nalezici ibuprofenu se nachdzel pii potencidlu +1,65 V. Oproti piedchozimu
méfeni, ve kterém byl jako zékladni elektrolyt pouZit roztok 0,1 mol-dm= H>SO4+ 10 %
(obj.) ethanolu, doslo k posunuti potencialového okna k niz§im hodnotam potencialim,
coz vedlo k hiife odecitatelnym pikiim. Na vyhodnoceni piku mél také negativni vliv
ménici se obsah methanolu v méfici cele. Ibuprofen byl rozpustén v methanolu, s rostouci
koncentraci ibuprofenu tedy také rostl objem methanolu v zékladnim elektrolytu, coz
mélo za nasledek zkraceni potencidlového okna kniz§im hodnotdm potencidlu.

V prubéhu patnacti méteni také dochazelo k pasivaci elektrody — viz Obrazek 4 a 5.
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Obrézek 4 - DP voltamogramy 9,9-10° mol-dm™ ibuprofenu (rozpustény v methanolu)
v prostfedi 0,1 mol-dm™ NaSO. méfené na BDDE. Zobrazeno 15 opakovanych
méfeni.
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Obrazek 5 - Zavislost proudu piku na pofadovém cisle méreni
Aby nedochézelo k vyrazné zméné objemu methanolu v zdkladnim elektrolytu po

pridavku roztoku ibuprofenu, bylo otestovano pouZiti smési obsahujici 0,1 mol-dm™

NazSO4 + 10 % (obj.) methanolu jako zékladniho elektrolytu. Pfidani methanolu do
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zakladniho elektrolytu mélo za nésledek dalsi zkraceni potencialového okna. Pik
ibuprofenu jiz nebylo mozné dobte vyhodnotit. Ziskany voltamogram prvniho méteni je

zobrazen na Obrazku 6.
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Obréazek 6 - DP voltamogram 9,9-10° mol-dm? ibuprofenu (rozpustény v methanolu)
v prostfedi 0,1 mol-dm™= Na»SO4 + 10 % (obj.) methanolu — kfivka 1. Kfivka 2 - zékladni
elektrolyt (0,1 mol-dm™ Na.SO4 + 10 % (obj.) methanolu). Méfené na BDDE.

Pfi prvnim méfeni (provedené dle popsané studie [30]), které ovétovalo funkcnost
piistroje a metody, byly piky ibuprofenu dobie vyhodnotitelné. Jak jiz bylo zminéno vyse,
autofi ve studii pouzili zakladni elektrolyt slozen z 0,1 mol-dm™ H2SO4+ 10 % (obj.)
ethanolu. Bylo tedy vyzkuSeno pfipravit roztok zakladniho elektrolytu jako kombinaci
0,1 mol-dm™ NaSO4 + 0,1 mol-dm™ H2SO4 + 10 % (obj.) ethanolu. P¥i danim H,SO4
do zakladniho elektrolytu bylo dosazeno rozsifeni potencidlového okna k hodnotdm
vysSich kladnych potencialt a diky tomu bylo mozné pik ibuprofenu 1épe vyhodnotit.

Roztok zékladniho elektrolytu obsahoval 10 % (obj.) ethanolu, ibuprofen byl ovsem
rozpu$tén v methanolu. V dal§im kroku tedy bylo Zadouci sjednotit pouzity alkohol.
Z ekonomickych diivodl bylo nejprve vyzkouseno celé méfeni prevést do methanolu. Byl
pfipraven a proméfen zakladni elektrolyt o slozeni 0,1 mol-dm™ Na,SO4 + 0,1 mol-dm™

H>SO4 + 10 % (obj.) methanolu. Z divodu posunu potencidlového okna k niz$im
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kladnym hodnotdm potencidlu nebylo mozné pik ndlezici ibuprofenu spolehlivé
vyhodnotit a niz8i koncentrace ibuprofenu by nebylo mozné viibec detekovat.

Nasledné tedy bylo vyzkouseno pouzit jako rozpoustédlo ibuprofenu i jako alkohol
v zékladnim elektrolytu ultra Cisty ethanolu. Byl pfipraven zasobni roztok ibuprofenu
rozpusténého v ethanolu o koncentraci 1,0-102 mol-dm™ a zékladni elektrolyt o sloZeni
0,1 mol-dm™ Na;SOs + 0,1 mol-dm™ H2SO4 + 10 % (obj.) ethanolu. Pik naleZici
ibuprofenu se nachdzel pii potencialu +1,7 V a ackoli byl na konci potencidlového okna
pracovni elektrody, bylo jej mozné vyhodnotit.

Na Obrazku 7 jsou porovnany voltamogramy ziskané pii optimalizaci pouZitého
alkoholu jako rozpoustédla a slozky zékladniho elektrolytu, koncentrace ibuprofenu

v roztoku byla vzdy ¢ = 9,9-10" mol-dm™.
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Obrézek 7 — DP voltamogramy 9,9-10°° mol-dm™ ibuprofenu ziskané pfi optimalizaci
pouzitého alkoholu jako rozpoustédla ibuprofenu a sloZzky zakladniho elektrolytu.
Kfivka 1 - 0,1 mol-dm™ Na;SO4+ 0,1 mol-dm™H,SO4+ 10 % (obj.) ethanolu (ibuprofen
rozpustény v methanolu), kfivka 2 - 0,1 mol-dm Na>SO4+ 0,1 mol-dm™>H,SO4+ 10 %
(obj.) methanolu (ibuprofen rozpustény v methanolu), kfivka 3 - 0,1 mol-dm™ Na;SO. +
0,1 mol-dm™ H»SO4+ 10 % (obj.) ethanolu (ibuprofen rozpustény v ethanolu). Méfené
na BDDE.

Jako dalsi slozeni zakladniho elektrolytu bylo vyzkouSeno proméftit roztok obsahujici

0,1 mol-dm™ Na;SOs a jako analyt byl pouzit ibuprofen rozpustény v ethanolu.
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Na ziskaném voltamogramu nebyl pik ibuprofenu spolehlivé detekovatelny a
vyhodnotitelny.

Nejlépe vyhodnotitelné piky ibuprofenu byly tedy ziskany pii slozeni zékladniho
elektrolytu 0,1 mol-dm™ NaxSOs + 0,1 mol-dm™ H,SO4 + 10 % (obj.) ethanolu (viz
Obrazek 7 — kiivka 3). Nasledn¢ byl studovan vliv koncentrace H>SO4 v zédkladnim
elektrolytu na polohu a vyhodnotitelnost piku. Byly testovany dvé koncentrace k H>SO4
a to koncentrace 0,1 mol-dm™ a 1,0 mol-dm™. Dal3i slozky zékladniho elektrolytu byly
neménné, roztok tedy vzdy obsahoval také 0,1 mol-dm™ Na,SO4+ 10 % (obj.) ethanolu.
Prochazejici proud ndlezici oxidaénimu piku ibuprofenu byl pro obé testované
koncentrace H2SO4 v zédkladnim elektrolytu prakticky totozny. Pii vy$s$i koncentraci
kyseliny bylo pozorovano lehké prodlouzeni potencialového okna. Ziskané piky nalezici
ibuprofenu v roztoku zékladniho elektrolytu s koncentraci H2SO4 0,1 mol-dm™ byly uzsi
pti zakladni linii, a i pfes lehce krat$i potencialové okno pracovni elektrody byly piky
ibuprofenu dobie vyhodnotitelné. Z toho ditvodu byl jako optimalni zdkladni elektrolyt
zvolen roztok, ktery obsahoval 0,1 mol-dm™ Na,;SO4+ 0,1 mol-dm™ H2SO4+ 10 % (obj.)

ethanolu.

4.2.2 Pasivace a aktivace pracovni elektrody

V prubéhu nékolika naslednych méfeni dochazelo k pasivaci elektrody, coz mélo za
nasledek, ze méfeny signal ibuprofenu se pro stejnou koncentraci l1é¢iva ve vzorku
postupné sniZzoval. Pro snizeni vlivu pasivace elektrody bylo vyzkouSeno do metody
méteni vloZit regeneraci pracovni elektrody. Regenerace probihala pied kazdym méfenim
pfimo v analyzovaném roztoku. V prubéhu regenerace elektrody byl roztok michan. Na
pracovni elektrodu byl vloZzen potencidl + 2,5 V po dobu 30 sekund, nasledné byl
potencidl snizen na pocate¢ni hodnotu, bylo vypnuto michéni a po 5 sekundach bylo
zahajeno méfeni. Pomoci regenerace pracovni elektrody bylo dosazeno vyrazného sniZeni
vlivu pasivace elektrody, a tedy snizeni relativni smérodatné odchylky méteni
(viz Tabulka 2). Na Obrazku 8 jsou zobrazeny voltamogramy patnécti opakovanych
méfeni pomoci metody s vloZenou regeneraci pracovni elektrody. Pti sledovani pasivace

elektrody byla koncentrace ibuprofenu v méfici cele vzdy 9,9-10° mol-dm™.
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Obrézek 8 - DP voltamogramy patnacti méreni 9,9-10° mol-dm™ ibuprofenu v roztoku
0,1 mol-dm™ Na>SOy4 + 0,1 mol-dm™ H2SO4+ 10 % (obj.) ethanolu, méfeno metodou s
regeneraci BDDE

V Tabulce 2 jsou zaznamenany vysledky ziskané prométfenim roztoku zékladniho
elektrolytu s koncentraci H2SO4 0,1 mol-dm® a 1,0 mol-dm™ pii pouZiti metody

s regeneraci 1 metodou bez regenerace pracovni elektrody.

Tabulka 2 - Opakovatelnost proudu DP voltametrického piku 9,9-10° mol-dm
ibuprofenu v uvedenych zakladnich elektrolytech

0,1 mol-dm H,SO4+ 0,1 mol-dm™ NaSO4 + 10 % (v/v) ethanol

Primérny proud [nA] RSD [%]
metoda bez regenerace 425.8 254
metoda s regeneraci 956,0 3,3

1, 0 mol-dm™ HxSO4+ 0,1 mol-dm™ NaxSO4 + 10 % (v/v) ethanol

Primérny proud [nA] RSD [%]
metoda bez regenerace 529,1 28,0
metoda s regeneraci 951,2 4,5
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Jako optimalni zékladni elektrolyt pro voltametrické stanoveni 1€¢ivé latky ibuprofen
byl zvolen roztok o slozeni 0,1 mol-dm™ Na;SO4+ 0,1 mol-dm™ H2SO4+ 10 % (obj.)
ethanolu. Jako optimalni metoda byla zvolena metoda s regeneraci.

Pracovni elektroda byla aktivovana vzdy rano pted zacitkem méfeni. Aktivace
pracovni elektrody probihala po dobu 10 minut pfi vlozeném potencidlu +2,5 V.
Pii optimalizaci slozeni zékladniho elektrolytu byl pro aktivaci na zaklad¢ literatury
([30]) pouzit roztok obsahujici 0,1 mol-dm=H2SO4+ 10 % (obj.) ethanolu. Nasledné bylo
ovéteno, Ze pritomnost 0,1 mol-dm™ Na>SO4 v aktivaénim roztoku nema negativni vliv
na citlivost méfeni. Pro ¢astecnou validaci voltametrické metody a vSechna dal$i méteni
byla aktivace pracovni elektrody provadéna piimo v optimalizovaném roztoku
zakladniho elektrolytu. Bylo také vyzkouSeno provést aktivaci elektrod v roztoku
0,5 mol-dm™ H»SOs, ziskané piky byli ovsem hlife vyhodnotitelné a oxidaéni proud
1é¢iva byl nizsi.

V pribéhu optimalizace, castecné validace a také v pribéhu samotného
voltametrického méfeni bylo z technickych divodii pouzito n€kolik druhl pracovnich
elektrod. Méteni na riiznych pracovnich BDDE od stejného vyrobce poskytovala odlisné
vysledky. Elektrody se liSily v rozsahu potencialového okna, a jelikoZ byl oxidacni pik
ibuprofenu detekovan pii vysokych kladnych potencidlech (+1,7 V), na nékterych
elektrodéch jej nebylo mozné vyhodnotit. Citlivost stanoveni ibuprofenu tedy zavisela na

pouzité pracovni elektrodé, coz mélo vliv na stabilitu vyvijené metody.

4.2.3 Casteéna validace voltametrické metody

Opakovatelnost metody byla ovéfena jiz v rdmci optimalizace slozeni zdkladniho
elektrolytu (viz Obrazek §). Méfeni byla provadéna metodou s regeneraci. Pfed zacatkem
méfeni byla pracovni elektroda aktivovana v roztoku zakladniho elektrolytu (+2,5 V,
10 minut), nasledné byl patnéctkrat prométen roztok obsahujici ibuprofen o koncentraci
9,9-10° mol-dm>. Ziskana hodnota priimérného oxida¢niho proudu ibuprofenu byla
stanovena na 956,0 nA, relativni smérodatna odchylka méteni byla 3,3 %.

Linearita vyvinuté voltametrické metody pro stanoveni ibuprofenu byla ovéfena
v koncentraénim rozsahu 1-10° mol-dm™ az 1,3-10* mol-dm?. Ziskana koncentraéni

zavislost je zobrazena na Obrazku 9.
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Obrézek 9 — koncentracni zavislost 16&ivé latky ibuprofen v 0,1 mol-dm™ Na,SO, +
0,1 mol-dm™ H2SO4+ 10 % (obj.) ethanolu méfena pomoci DPV

Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ) voltametrické metody byl vypocitan
ze Sumu zakladni linie a pro vypocet byl pouzit vztah (2) a (3). Hodnota LOD byla
stanovena na 7,6 umol-dm™, hodnota LOQ na 25,4 pmol-dm>.

VSechny stanovené koncentrace kalibracnich roztokli pro koncentra¢ni zavislost byly
nad hodnotou limitu detekce metody. Dvé nejnizs$i koncentrace kalibracnich roztokl

(1-10°mol-dm™ a 2-10"°> mol-dm™) byly pod limitem kvantifikace metody.

4.3 Vyvoj UHPLC metody
V literatufe je popsano velké mnozstvi metod pro stanoveni ibuprofenu. Casto se
jednalo o metody, kdy bylo stanovovano vice latek soucasné [19-25], nebo byl ibuprofen

pfitomen ve slozité matrici — naptiklad v krevni plazmé [28].

4.3.1 Podminky separace
VétSina publikovanych metod pro stanoveni ibuprofenu bylo provadéno na
oktadecylové kolong, pro stanoveni tedy byla zvolena kolona Kinetex Cis. Pro vyvoj

UHPLC metody a pro optimalizaci podminek chromatografického stanoveni byl pouzit
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roztok ibuprofenu v ethanolu o koncentraci 1,0:10*% mol-dm™ (pfiprava viz 3.2.1).
Pro vyhodnoceni byl pouzit PDA detektor, kdy vlnovéd délka snimaného spektra
byla 220 nm. Pii této vinové délce byl signal [éCivé latky maximalni. Dalsi
nastavené parametry metody: priitok - 0,3 ml-min’!, nastfik vzorku - 1 ul, teplota
kolony - laboratorni.

Jako prvni testovana mobilni faze byla pouzita smés acetonitrilu a vody, stanoveni
probihalo v rezimu izokratické eluce. Pomér jednotlivych slozek mobilni faze byl
nastaven na 50/50 objemovych procent. Celkovy ¢as analyzy byl 10 minut. Pik nalezici
1écivé latce ibuprofen eluoval s reten¢nim casem 3,2 min, mél vSak pomérné Sirokou
zakladnu, nebyl symetricky a chvostoval. Z tohoto ditvodu byla vyzkouSena gradientova
eluce. Bylo testovano nékolik gradientovych programi, které se liSily rychlosti zmény
slozeni mobilni faze a celkovou dobou analyzy. Pouziti gradientové eluce vedlo ke
snizeni $itky piku pii zakladni linii, coz mélo za nésledek, ze ziskany pik ibuprofenu byl
vyss§i. Zvoleny optimalni gradientovy program pro stanoveni 1écivé latky ibuprofen je

zaznamenan v Tabulce 3.

Tabulka 3 — Gradientovy program pro stanoveni IéCivé latky ibuprofen

Cas [min] Acetonitril [%] (obj.) Voda [%] (obj.)
0-0,5 30 % 70 %
0,5-2 80 % 20 %

2-4 80 % 20 %
4-5 30 % 70 %
5-6 30 % 70 %

Reten¢ni Cas ibuprofenu pii optimalnim gradientovém programu byl 3,7 minut,
celkovy ¢as analyzy byl 6 minut.

V literature byla také popsdna metoda, kdy pro stanoveni ibuprofenu byla jako mobilni
faze pouzita smés 0,1 % (obj.) kyselina mravenci a acetonitrilu [17]. Léciva latka
ibuprofen obsahuje karboxylovou skupinu, kterd muize v zavislosti na pH disociovat.
Hodnota pKa karboxylové skupiny ibuprofenu je 4,91 [1]. V dal§im méfeni tedy bylo
vyzkousSeno pouzit jako mobilni fazi smés acetonitrilu + 0,1 % (obj.) kyselinu mravenci

a deionizované vody + 0,1 % (obj.) kyselinu mravenci. Hodnota pH vodni slozky mobilni
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faze byla stanovena na hodnotu 2,6. Pti této hodnot¢ pH lze ptedpokladat, ze karboxylova
skupina ibuprofenu byla protonovana.

Prvni méfeni v mobilni fazi obsahujici kyselinu mravenci byla provadéna v rezimu
izokratické eluce. Pomér jednotlivych sloZzek mobilni faze byl nastaven na 50/50 % (obj.).
Ziskany pik ibuprofenu eluoval v reten¢nim Case 3,4 min., byl ovSem rozmyty a velmi
Siroky pti zakladni linii. Pii porovnani s chromatogramem ziskanym pfi izokratické eluci
bez ptidavku kyseliny mraven¢i do mobilni faze nebyl ve tvaru piku pozorovan zadny
vyrazny rozdil.

Dalsi métfeni byla provadéna pomoci gradientové eluce. Ziskané piky nélezici
ibuprofenu méné chvostovaly, byly ovSem také velmi podobné pikiim ziskanych pomoci
stejné¢ho gradientového programu bez pouziti 0,1 % kyseliny mravenc¢i v mobilni fazi.
Ptidani kyseliny mravenc¢i do mobilni fdze mélo vSak za nasledek vice zvinénou zakladni
linii a veétsi Sum. Jelikoz pfidanim kyseliny mravenc¢i do mobilni faze nedoslo
k vyraznému zlepSeni tvaru piku, ale doslo k vétSimu zvinéni zakladni linie a Sumu, byla
jako optimalni mobilni faze zvolena smé&s Cistého acetonitrilu a deionizované vody. Jako
optimalni gradientovy program byl zvolen gradientovy program shrnuty v Tabulce 3.

Nasledné byl ptipraven a prométen roztok ibuprofenu v zdkladnim elektrolytu, tedy
v roztoku o sloZeni 0,1 mol-dm™ Na;SO4 + 0,1 mol-dm™ H2SO4 + 10 % (obj.) ethanolu.
Na zakladé shody retencni Casli bylo ovéfeno, ze ziskany pik v roztoku zakladniho
elektrolytu nalezi ibuprofenu. Dalsi sloZky pfitomné v roztoku zékladniho elektrolytu
eluovaly s mrtvym Casem metody.

Na Obrazku 10 je zaznamenan ziskany chromatogram roztoku ibuprofenu o
koncentraci 1-10*mol-dm™ v zékladnim elektrolytu pfi nastavenych optimalnich
parametrech metody (napéti méfené detektorem je timérné absorbanci zatfeni pii dané

vlnové délce).
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Obréazek 10 - Chromatogram 1-10™* mol-dm™ ibuprofenu v roztoku 0,1 mol-dm™ Na>SOq
+ 0,1 mol-dm™ H.SO4+ 10 % (obj.) ethanolu, méfeno za optimalnich podminek

4.3.2 Ovéreni stability ibuprofenu

Byla ovéfena stalost ibuprofenu v roztoku zékladniho elektrolytu po dobu 24 hodin.
Pro ovéfeni byl pouzit roztok o koncentraci ibuprofenu 5-107° mol-dm™. Byla zji§téna
koncentrace ibuprofenu a nasledné byl roztok ponechan po dobu 24 hodin pfi laboratorni
teploté. Po uplynuti dané doby byla opét chromatograficky stanovena koncentrace
ibuprofenu. Relativni zména stanovené koncentrace byla 3 %. Lze tedy piedpokladat,

ze 1é¢iva latka ibuprofen je po dobu 24 hodin v roztoku zakladniho elektrolytu stabilni.

4.3.3 Casteéna validace chromatografické metody

V rdmci ¢astené validace vyvinuté chromatografické metody byla ovéfena linearita
metody v koncentraénim rozsahu 2-10"° mol-dm™ az 1,3-10* mol-dm>. Byla pouzita
metoda kalibrac¢nich roztokii a kazda koncentracni uUroven byla promeéfena trikrat.
Pro vyhodnoceni byl pouzit medidn ziskanych hodnot. Ziskana koncentracni zavislost

je zobrazena na Obrazku 11.
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Obréazek 11 - Koncentracni zavislost 1é¢ivé latky ibuprofen v 0,1 mol-dm™ NaSO4 +
0,1 mol-dm™ H2SO4+ 10 % (obj.) ethanolu méfena pomoci UHPLC

Pro ovéteni opakovatelnosti metody byl patnactkrat prométen kalibracni roztok o

koncentraci ibuprofenu 5-10° mol-dm™

. Relativni smérodatnd odchylka ziskanych
hodnot ploch pod pikem byla stanovena na hodnotu 0,3 %.

Dle vztahu (2) a (3) byl ur¢en LOD a LOQ vyvinuté chromatografické metody. Limit
detekce metody byl stanoven na hodnotu 0,4 pmol-dm=, limit kvantifikace na hodnotu

1,3 umol-dm>.

4.4 Elektrochemicka degradace

Pro elektrochemickou degradaci 1éCivé latky ibuprofen byla pouzita vsadkova cela.
Do degradacni cely byly vzdy odpipetovany 2,0 ml roztoku pro degradaci. Roztok pro
degradaci obsahoval ibuprofen o koncentraci 1,3-10* mol-dm™+ 0,1 mol-dm™ Na,SO4 +
0,1 mol-dm H2SO4+ 10 % (obj.) ethanolu.

Pti elektrochemické degradaci ibuprofenu probiha soucasné oxidace 1é¢iva
na povrchu elektrody a oxidace hydroxylovymi radikaly i mimo difuzni vrstvu elektrody.
Mira degradace je ovlivnéna jak hodnotou vloZeného napéti, tak i délkou degradace. Oba

tyto parametry byly za vyuziti vyvinuté UHPLC metody nasledné optimalizovany.
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441 Vliv materialu tésnéni na degradaci ibuprofenu

V pribéhu prvnich méfeni bylo zjisténo, ze koncentrace ibuprofenu v degradacni cele
vyrazné¢ klesla i v pfipad¢, Ze na elektrody nebylo vlozeno degradacni napéti. Koncentrace
ibuprofenu se v degradacni cele bez vlozeného napéti po dvaceti minutach snizila az
na 28 % ptvodniho mnozstvi. Z toho ditvodu bylo ptedpokladano, Ze k ubytku léciva
v roztoku dochdzelo vlivem dalSiho fyzikalné-chemického déje.

Jako prvni byla vylou¢ena moznost samovolné oxidace ibuprofenu vlivem vzdusného
kysliku. Do kéadinky bylo odpipetovano stejné mnozstvi roztoku pro degradaci a roztok
byl michén po dobu dvaceti minut. Nasledn¢ byla stanovena koncentrace ibuprofenu
v roztoku na hodnotu 94 % z ptivodniho mnozstvi. Lze tedy ptfedpokladat, Zze oxidace
vzdusnym kyslikem neni hlavnim zdrojem tbytku koncentrace 1é¢iva v degradacni cele.

V dal$im kroku bylo vyzkouSeno odebrat z degradacni cely pomocnou elektrodu.
Koncentrace ibuprofenu v degradacni cele po dvaceti minutdch poklesla na 30 %
puvodniho mnozstvi. Pfitomnost pomocné elektrody v cele tedy neméla vliv na pokles
koncentrace 1é¢iva. Ubytek ibuprofenu v degradaéni cele mohl byt také zpiisoben
adsorpci 1é¢iva na povrch BDDE. Zminéna elektroda byla vyjmuta z degradacni cely
a spolu s roztokem byla mich&na v kadince opét po stejnou dobu. Koncentrace ibuprofenu
v roztoku byla néasledné stanovena na hodnotu 96 %, v roztoku tedy nedochdzelo ani
k adsorpci 1€¢iva na povrch pracovni elektrody.

Posledni moZnosti byla adsorpce ibuprofenu na matrial t€snéni. Té€snéni bylo vyjmuto
z cely a ponechdno dvacet minut v michaném roztoku pro degradaci. Po prométeni
UHPLC metodou byla koncentrace ibuprofenu v roztoku stanovena na hodnotu 5 %.
Ubytek 1é¢iva v prabéhu degradace byl tedy zpisoben pievazné adsorpci ibuprofenu
na silikonové tésnéni.

Pro sestaveni degradacni cely bylo potfeba pouzit tésnéni z takového materialu, ktery
by neadsorboval 1é¢ivou latku. Bylo otestovano nékolik druhti materidlti t€snéni a plastd,
konkrétné Silicone 40A, Elastic 50A, Rigid 10K, Clear (Formlabs, Somerville, MA,
USA), Parafilm (Amcor, Neenah, WI, USA), SBR pryz (Tésnéni Nyvlt, CR) a silikonovy
Spunt. Studovany material byl vzdy vlozen do michaného roztoku pro degradaci
a ponechan po dobu dvaceti minut. Stanovené koncentrace ibuprofenu jednotlivych
roztokdl vyjadiené jako procentudlni mnozstvi z plivodni koncentrace lé€iva shrnuje

Tabulka 4.
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Tabulka 4 — Adsorpce ibuprofenu na material tésnéni

material A IBU po degradaci /AIBU ped degradaci [%0]
Silicone 40A 5
Silikonovy $punt 19
Elastic 50A 2
Parafilm 93
Pryz 14
Rigid 10K 96
Clear 49

Ze ziskanych vysledka vyplyva, ze 1éCivo bylo nejmén¢ adsorbovano na parafilm a
plast Rigid 10K (materialy jsou oznaceny v Tabulce 4 barevné). Tyto dva materialy byly
pouzity pro sestaveni nové degradac¢ni cely. Pomoci plastu Rigid 10K byla pracovni BDD
elektroda zabudovéna ptimo do dna degradacni cely. Jako té€snéni bylo pouZito Sest vrstev
parafilmu. Parafilm byl vlozen mezi jednotlivé dily degrada¢ni cely a pomoci
horkovzdusné pistole byl lehce zahtat. Nasledné byly tlakem spojeny jednotlivé ¢asti

degradacni cely k sobé. Nové sestavend degradacni cela je zobrazena na Obrazku 12.

Obrazek 12 — degradacni cela s pracovni BDD elektrodou zabudovanou na dné
degradacni cely, tésnéni z vrstev parafilmu
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Bylo ovéfeno, ze v takto pfipravené degradacni cele nedochazi k vyraznému ubytku
léCiva vlivem adsorpce. Do degradacni cely byly odpipetovany 2,0 ml roztoku
pro degradaci a po dvaceti minutdch michani (bez vlozeného napéti) byla koncentrace

ibuprofenu v roztoku stanovena na hodnotu 95 % z ptivodniho mnozstvi.

4.4.2 Optimalizace degrada¢niho napéti

Vlozené degradacni napéti je zasadni parametr ovlivitujici ucinnost elektrochemické
degradace. S rostouci hodnotou vloZeného napéti roste rychlost tvorby hydroxylovych
radikala a lze oCekavat, ze se ucinnost elektrochemické degradace bude zvySovat. V
prabéhu optimalizace degrada¢niho napéti byla doba degradace konstantni — dvacet
minut. Testované hodnoty vkladaného napéti na elektrody byly 0,5; 1,0; 1,5; 1,75; 2,0;
2,25;2,5;3,0;3,5a4,0 V. Ziskané vysledky shrnuje Obrazek 13.
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Obrazek 13 - Zavislost plochy pod pikem ibuprofenu po elektrochemické degradaci
vztaZené k puvodnimu mnoZstvi ibuprofenu na vioZzeném napéti pfi konstantnim dobé
degradace

Utinnost degradace rostla se zvy$ujicimi se hodnotami vlozeného napéti v rozmezi od
+0,5 V do +2,0 V. Dalsi zvySovani velikosti vloZeného napéti jiZ nemélo zasadni vliv
na ucinnost degradace, ktera probihala vzdy zhruba z 45 %. Tento jev mohl byt zplisoben

tim, ze se BDDE fadi mezi neaktivni pracovni elektrody, kdy na povrchu téchto elektrody
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nedochazi pouze k oxidaci analytu hydroxylovymi radikaly, ale mohou probihat také
konkuren¢ni reakce. Mezi zminéné konkurenc¢ni reakce se fadi tvorba kysliku, ktery muze
blokovat povrch elektrody, ¢i peroxidu vodiku [64]. V pribéhu zvySovani degrada¢niho
napéti v rozmezi +2,25 V az+4 V tedy mohlo dochazet k nartistu vedlejsich reakei, a tedy
k vétsSimu vyvoji plynti. Nasledkem toho byla Cinnost degradace konstantni i pies vyssi
hodnoty degradac¢niho napéti. Jako optimalni hodnota vlozeného napéti byla tedy zvolena

hodnota +2,0 V.

4.4.1 Vliv aktivace pracovni elektrody na u€innost
degradace

Pti voltametrickém stanoveni ibuprofenu byl testovan vliv slozeni roztoku pro aktivaci
na citlivost stanoveni. Pro aktivaci byl jako optimalni roztok zvolen pifimo zékladni
elektrolyt, tedy roztok o slozeni 0,1 mol-dm™ Na>SO4+ 0,1 mol-dm™ H2SO4+ 10 % (obj.)
ethanolu. Z toho divodu byl také otestovan vliv slozeni aktiva¢niho roztoku na i¢innost
degradace. Aktivace byla provadéna postupné nejprve v roztoku 0,5 mol-dm™ HxSO4,
nasledné bylo vyzkouSeno pro aktivaci pouzit roztok zdkladniho elektrolytu. V kyseliné
sirové byla hodnota aktiva¢niho napéti +4,0 V, v roztoku zédkladniho elektrolytu bylo
vyzkouSeno provést aktivaci ptfi dvou hodnotach vlozeného napéti, pti +4,0 V.a +2,5 V.
Po aktivaci pracovni elektrody byla provedena elektrochemickd degradace Iéciva
(+2,0 V, 20 minut).

Stanovené hodnoty koncentrace 1é¢iva v roztoku po aktivaci a degradaci BDDE
v 0,5 mol-dm H,SOsa v roztoku zékladniho elektrolytu pfi viozeném napéti +4,0 V byly
prakticky totozné (44,2 % v H2SO4 a 44,9 % v zakladnim elektrolytu). Pti provedeni
aktivace elektrod v zdkladnim elektrolytu pifi niZ§im vloZeném napéti (+2,5 V) byla
degradace mén¢ Uc¢inna (51,3 %). To mohlo byt zplisobeno tim, Ze pfi niz§im vloZeném
napéti nebyl povrch BDDE plné vyc¢istén. Nejlepsi u€innosti degradace bylo dosazeno
po aktivaci elektrod v 0,5 mol-dm™ H2SO4 a pfi vloZzeném napéti +4,0 V, z toho diivodu

byl tento postup zvolen jako optimalni.

441 Optimalizace degradaé¢ni doby
Byla prométena zavislost u€innosti elektrochemické degradace ibuprofenu na dobé

degradace. Testovand doba degradace byla 1; 2; 5; 10; 20; 30 a 60 minut. Hodnota
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vloZeného napéti na elektrody byla konstantni, degradace 1éCiva probihala pti vlozeném

napéti +2,0 V. Ziskané vysledky jsou zaznamenany na Obrazku 14.
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Obréazek 14 - Zavislost plochy pod pikem ibuprofenu po elektrochemické degradaci
vztaZzené k plivodnimu mnoZstvi ibuprofenu na dobé degradace pfi konstantnim
vioZzeném napéti

Ziskana cCasova zavislost degradace léciva byla prolozena exponencidlou a ze
ziskanych hodnot lze usuzovat, Ze v pouZitém zakladnim elektrolytu pti vloZeném napéti
+2,0 V degradace ibuprofenu probihala dle kinetiky prvniho fadu. Pro porovnani
voltametrické a chromatografické metody pro sledovani degradace 1éCiva byla jako
optimalni doba degradace zvolena doba 5 minut. Pfi zvolené dob& degradace klesla
koncentrace ibuprofenu v roztoku o 19,5 %, bylo tedy dosazeno vhodného poméru mezi
mnozstvim zdegradovaného ibuprofenu a casem pottebnym k degradaci.

Pti ovéfovani opakovatelnosti elektrochemické degradace na tfech vzorcich byla
ucinnost degradace stanovena na hodnotu 32,9 %, RSD degradace byla do 1 %.
V priibéhu méteni Casové zavislosti bylo ovSem po péti minutach degradace dosazeno
ucinnosti pouze necelych 20 %. Meétfeni Casové zavislosti a opakovatelnosti
elektrochemické degradace ibuprofenu byly provedeny v pomérné velkém casovém

rozestupu (zhruba 1,5 mésice). Elektrochemickd degradace je tedy dobie opakovatelna
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v prub¢hu kratké ¢asové doby. V piipadé, Ze jsou méieni provadéna v delSim Casovém
tiseku, tak se jednotlivé vysledky ziskané v riznych dnech lisi. U¢innost elektrochemické
degradace mohla byt také ovlivnéna historii pracovni elektrody, poptipadé teplotou

v laboratofi.

4.5 Porovnani UHPLC a voltametrické metody pro
sledovani degradace ibuprofenu

Cilem diplomové prace bylo porovnat stanovené hodnoty koncentrace ibuprofenu
v roztoku po elektrochemické degradaci pomoci UHPLC a voltametrické metody. Pro
stanoveni koncentrace ibuprofenu pomoci voltmetrické metody byla z technickych
divodl pouzitd jind pracovni elektroda nez ta, na které byla proméfena koncentracni
zavislost. Pracovni elektroda byla na zacatku dne aktivovdna po dobu deseti minut
v roztoku zékladniho elektrolytu. Byl pétkrat zméten vzorek obsahujici ibuprofen. I ptes
vlozenou regeneraci pracovni elektrody mezi jednotliva méfeni dochazelo v prubéhu
meéteni k vyrazné pasivaci elektrody, a tedy k poklesu signalu. Z toho divodu byla pro
porovnani voltametrické a chromatografické metody pracovni elektroda aktivovdna vzdy
po proméfeni jednoho skenu. Aktivace probihala opét v zakladnim elektrolytu po dobu
deseti minut.

Na Obrazku 15 je zobrazena aparatura pro voltametrické stanoveni koncentrace 1é¢iva

pfimo v degradacni cele.
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Michadlo

Pomocna elektroda

Detekcni BDD elektroda
Referencni elektroda

Degradacni BDD elektroda

Obrazek 15 - Aparatura pro voltametrické stanoveni koncentrace léCivé latky ibuprofen
pfimo v degradacni cele

Do degradacni cely byly odpipetovany 2,0 ml ptipraveného roztoku pro degradaci
(ciu = 1,3-10* mol-dm™). Pfed zah4jenim samotné elektrochemické degradace byla
voltametrickou metodou stanovena koncentrace 1é¢ivé latky ibuprofen v degradacni cele.
Nésledné byly z cely vyjmuty elektrody pro voltametrické stanoveni — tedy referencni
elektroda a pracovni BDD elektroda. V cele bylo ponechano michadlo, pomocna
elektroda a zabudovana pracovni elektroda pro degradaci. Optimalizovanou metodou
elektrochemické degradace byl roztok degradovan, elektrody pro voltametrické stanoveni
byly vloZeny zpét do cely a byla stanoven koncentrace ibuprofenu v roztoku. Nasledné
byl roztok odebran a prométen pomoci off-line UHPLC metody. Porovnani ucinnosti
degradace bylo provedeno na tfech vzorcich, kdy koncentrace kazdého vzorku byla
stanovena tfikrat DPV metodou a tfikrat chromatografickou metodou. Pro vyhodnoceni

byl pouzit median hodnot. Ziskané vysledky shrnuje Tabulka 5.
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Tabulka 5 — Porovnani relativniho poklesu koncentrace ibuprofenu pri degradaci
mérené voltametrickou a chromatografickou metodou. Slozeni roztoku pro degradaci:
1,3-10*mol-dm™IBU + 0,1 mol-dm™ Na;SO4 + 0,1 mol-dm™ H.SO4+ 10 % (obj.)
ethanolu. Doba degradace 5 minut, degradacni napéti +2,0 V.

vzorek ¢ BU(DPV) [%] ¢ 18U (UHPLC) [%]
1 78 61
2 61 56
3 71 54

Koncentrace ibuprofenu v roztoku po degradaci (vyjaddiena jako procentudlni

zastoupeni z ptivodniho mnozstvi 1é¢iva) byla pomoci voltametrické metody stanovena

na hodnotu (71 £ 22) %, stanovena koncentrace UHPLC metodou byla (56 = 9) %. Na

Obrazku 16 je zaznamenan voltamogram roztoku ibuprofenu v zékladnim elektrolytu

ziskany proméfenim vzorku 3 pfed elektrochemickou degradaci a ndasledné

po elektrochemické degradaci. Pro stejny vzorek (vzorek 3) je na Obrazku 17 zobrazen

ziskany chromatogram.
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Obrazek 16 — DP voltamogramy ibuprofenu v roztoku zakladniho elektrolytu pfed
elektrochemickou degradaci (kfivka 1), po elektrochemické degradaci (kfivka 2) a
roztok zakladniho elektrolytu bez pridavku ibuprofenu (kfivka 3). Méfené na BDDE
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Obrazek 17 — Chromatogram ibuprofenu v roztoku zakladniho elektrolytu pfed
elektrochemickou degradaci (kfivka 1) a po elektrochemické degradaci (kfivka 2)
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Vysledky ziskané pomoci vyvinuté voltametrické metody maji pomérné velkou
odchylku. Velikost odchylky méfeni mohla byt negativné ovlivnéna aktivaci pracovni
elektrody v roztoku zidkladniho elektrolytu mezi jednotlivymi skeny, kdy béhem
manipulace s elektrodami mohlo postupné dojit k lehkému fedéni analyzovaného
roztoku. Oproti hodnotdm ziskanym UHPLC metodou jsou stanovené koncentrace
degradace mohlo dochazet ke vzniku aromatickych degrada¢nich produktd, které
nasledné poskytly signal pfi stejné hodnoté potencialu jako sledovany ibuprofen. Méteny
signal tedy mohl byt kombinaci signdlu ibuprofenu a jeho degrada¢niho produktu.
V ramci diplomové prace nebyly sledovany a identifikovany produkty elektrochemické
degradace ibuprofenu. V literatufe jsou ovSem popsany studie, ve kterych autofi
detekovaly aromatické produkty v prubéhu degradace 1é¢iva. Naptiklad ve studii
provedené S. L. Ambuludi a kol. [50] byly popsany ¢tyfi aromatické meziprodukty, které
v malém mnozstvi vznikaji v pribchu elektrochemické degradace. Ciriaco L. a kolektiv
[52] se zabyvali elektrochemickou degradaci v neutrdlnim a zésaditém pH a detekovali
slouc¢eninu  2-[4-(karboxykarbonyl)fenyl]propanoat jako meziprodukt degradace.
Aromatické meziprodukty byly také detekovany pii studiu degradace pomoci pokrocilych
oxidacnich procesit [41], pii reakci léCiva s oxidaénimi cCinidly [43] ¢i pii
elektrochemické degradaci ibuprofenu na titanovych elektrodach pokrytych tfemi
riznymi kovovymi oxidy [54]. Ke stanoveni niz§i koncentrace ibuprofenu UHPLC
metodou mohl také pfispét ubytek koncentrace 1€Civa po ukonceni elektrochemické
degradace, jelikoz UHPLC méfeni byla provadéna s lehkym ¢asovym odstupem.

Vyvinuta voltametrickd metoda také nebyla pfili§ robustni, pik naleZici 1é¢ivu leZel na
konci potencialového okna, coZ znesnadiovalo jeho vyhodnoceni. Citlivost méfeni byla
velmi ovlivnéna historii pouzité pracovni elektrody. Celkovou chybu méteni mohly také
negativné ovlivnit technické problémy v pribéhu méfeni, kdy bylo méfeni provadéno na
nékolika riznych pracovnich elektrodéch.

Voltametricka metoda neni tedy uplné¢ vhodna k stanoveni piesné koncentrace 1é¢ivé
latky v roztoku. Pomoci této metody je ovSem mozné€ online monitorovat pribch
degradace l1é¢iva piimo v degradacni cele a pouZit ji k pfibliznému stanoveni koncentrace

ibuprofenu v roztoku.
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Pro pfesné stanoveni koncentrace 1é¢ivé latky je vhodné pouzit metodu kapalinové

chromatografie.
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5 Zaveér

V ramci diplomové prace byla vyvinuta a ¢astecné validovdna chromatograficka a
voltametrickd metoda pro stanoveni lécivé latky ibuprofen. Vyvinuté metody byly
pouzity pro sledovani ucinnosti elektrochemické degradace 1écivé latky ibuprofen a
ziskané vysledky pomoci jednotlivych metod byly porovnany. Voltametrické stanoveni
ibuprofenu bylo provadéno online pfimo v degradacni cele, poté byl vzorek odebran a
koncentrace ibuprofenu byla stanovena off-line pomoci UHPLC.

Stanoveni ibuprofenu UHPLC metodou bylo provadéno na oktadecylové koloné
Kinetex. Mobilni faze byla tvofena smési acetonitrilu a deionizované vody, stanoveni
probihalo v rezimu gradientové eluce. Pro vyhodnoceni byl pouzit PDA detektor, ktery
snimal spektrum pfi vlnové délce 220 nm. Linearita metody byla ovéfena
v koncentraénim rozsahu 2:10° mol-dm™ az 1,3-10° mol-dm™. Byla ovéfena
opakovatelnost vyvinuté metody (RSD 0,3 %), limit detekce metody byl stanoven na
hodnotu 0,4 pmol-dm™, limit kvantifikace na hodnotu 1,3 pmol-dm™.

Pti vyvoji voltametrické metody bylo stéZejni predevSim optimalizovat slozeni
zakladniho elektrolytu, aby bylo mozné soucasné provést elektrochemickou degradaci
ibuprofenu a jeho voltametrické stanoveni. Jako optimalni zakladni elektrolyt byl zvolen
roztok o slozeni 0,1 mol-dm™ H2SO4 + 0,1 mol-dm™ Na,SO4 + 10 % (obj.) ethanolu. Pik
nalezici ibuprofenu byl detekovan pti vlozeném potencialu 1,7 V a nachézel se na uplném
konci potencidlového okna pracovni elektrody, coZz ovliviiovalo vyhodnoceni piku.
Vyvinuta voltametrickd metoda byla ¢astecné validovana. Byla ovéfena linearita metody
v koncentra¢nim rozsahu 1-10” mol-dm™ az 1,3-10”> mol-dm™, hodnota limitu detekce a
limitu stanovitelnosti metody byly uréeny na hodnoty LOD = 7,6 pmol-dm™, LOQ =25,4
umol-dm™. V ramci ¢4stecné validace metody byla také ovéfena opakovatelnost metody
(RSD 3,3 %)).

Utinnost degradace byla sledovana off-line pomoci vyvinuté UHPLC metody. Bylo
zji$téno, Ze je zavisla pfedevsim na hodnoté degradacniho napéti a dobé trvani degradace.
Oba tyto parametry byly vradmci prace dale optimalizovany. Optimalni hodnota
degradacniho napéti byla 2,0 V, optimalni doba degradace byla 5 minut. Byla ovéfena
opakovatelnost elektrochemické degradace vramci jednoho dne (RSD do 1 %),

z dlouhodobého hlediska se ti¢innost degradace v jednotlivych dnech lisila.
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Porovnani vyvinutych metod pro sledovani ucinnosti degradace bylo provedeno na
ttech vzorcich, kdy byla koncentrace kazdého vzorku pomoci UHPLC i DPV metody
meéfena trikrat. Koncentrace ibuprofenu v roztoku po degradaci (vyjadiend jako
procentudlni zastoupeni 1é¢iva z ptivodniho mnozstvi) byla metodou DPV stanovena na
hodnotu (71 £+ 22) %, hodnota koncentrace stanovena UHPLC metodou byla (56 £+ 9) %.

Stanovena koncentrace ibuprofenu pomoci metody DPV byla zna¢né vyssi, coz mohlo
byt zplsobeno piitomnosti elektrochemicky aktivniho degradacniho produktu, ktery

poskytoval signal pfi stejné hodnoté vlozného potencialu jako 1éciva latka ibuprofen.
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