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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Katetina Muffova

Skolitel: Warunya Boonjob, Ph.D.

Konzultant: Doc. PharmDr. Hana Sklenarova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Automatizace extrakéniho postupu pro citlivé stanoveni

propranololu v matrici povrchové vody

Tato prace se zabyva vyvojem metody pro automatizaci extrakéniho postupu citlivého
stanoveni propranololu v matrici povrchové vody. Analyt byl zakoncentrovdn na
sorbentu Oasis - HLB a jako elu¢ni ¢inidlo byl pouzit ¢isty methanol. Detekce byla
provedena pomoci UV spektrofotometrie pii 220 nm. Byly nalezeny optimalni
podminky pro automatizaci Vv systému sekvencni injek¢éni analyzy (SIA). Byly
optimalizovany: zplsob vyuZiti sorbentu v pritokovém systému, objem vzorku, objem
eluéniho rozpoustédla a pritokova rychlost detekce. Byla proméfena kalibra¢ni
zavislost pro propranolol Vv destilované vodé s koeficientem determinace 0,9921
v rozmezi 0,5 ppm az 4 ppm a vypocitan limit detekce (LOD = 0,442 ppm) a limit
kvantifikace (LOQ = 1,473 ppm). Byla stanovena piesnost pro koncentraci 1 ppm
s relativni smérodatnou odchylkou 2,51 %. Byla proméfena matricova kalibrace
propranololu v povrchové vodé v rozmezi 0,5 ppm az 4 ppm. Determinaéni koeficient
byl 0,9901, limit detekce (LOD = 0,496 ppm) a limit kvantifikace (LOQ = 1,653 ppm),

koeficient zakoncentrovani byl 8,98 a vytéznost ¢inila 89,81 %.



Abstract

Charles University in Prague
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Candidate: Katefina Muffova

Supervisor: Warunya Boonjob, Ph.D.

Consultant: Doc. PharmDr. Hana Sklenafova, Ph. D.

Title of diploma work: Automation of extraction procedure for sensitive determination

of propranolol in surface water matrix

This work deals with the development of the method for automation of the extraction
process for sensitive determination of propranolol in a matrix of surface water. The
analyte was pre-concentrated on the sorbent Oasis - HLB and pure methanol was used
as eluent. Detection was performed by UV spectrophotometry at 220 nm. The optimum
conditions for automation of determination in sequential injection analysis (SIA) system
were found with respect to: way how sorbent was applied in the flow system, sample
volume, the volume of the eluting solvent and a flow rate of detection. Calibration curve
for propranolol in distilled water was tested with a determination coefficient of 0.9921
in the range of 0.5 ppm - 4 ppm and the calculated limit of detection (LOD = 0.442
ppm) and the limit of quantification (LOQ = 1.473 ppm). Precision was determined for
a concentration of 1 ppm with a relative standard deviation of 2.51%. Matrix calibration
of propranolol in surface water in the range from 0.5 ppm to 4 ppm was measured. The
determination coefficient was 0.9901, the limit of detection (LOD = 0.496) and the limit
of quantification (LOQ = 1,653 ppm) were evaluated and pre-concentration coefficient

was 8.98. The recovery of the propranolol determination in surface water was 89.81 %.
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Seznam zkratek

ELISA

FIA

GC-MS

HPLC

LC-MS

LC-ESI-MS-MS

LOD
LOQ
LOV
MIP

MSFIA

RAM
RSD

SD

absorbance

imunologicka metoda k detekci protilatek (enzyme-linked
immuno sorbent assay)

prutokova injek¢ni analyza (flow injection analysis)

plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
(gas chromatography—mass spectrometry)

vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance
liquid chromatography)

kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
(liquid chromatography—mass spectrometry)

kapalinova chromatografie-clektrosprejova ionizace-hmotnostni

spektrometrie (tandemova detekce)

limit detekce (limit of detection)

limit kvantifikace (limit of quantification)

lab-on-valve uspofadani

molekularné vtisténé polymery (molecular imprinted polymers)

prutokova injek¢ni analyza v systému s n€kolika pisty

(multisyringe flow injection analysis)
material s omezenym pristupem (restricted acces material)
relativni smérodatna odchylka (relative standard deviation)

smerodatna odchylka (standard deviation)



SIA
SPE
STD
uv
VIS

uSILOV

sekvencni injekéni analyza (sequential injection analysis)
extrakce na tuhé fazi (solid phase extraction)

standard

ultrafialové zareni (ultraviolet radiation)

viditelné zafeni (visible radiation)

mikro sekven¢ni injekéni analyza v lab-on-valve uspofadani
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1. Uvod

Sekvenéni injekéni analyza (SIA) je jednou z pratokovych metod, ktera vznikla pfti
odstranovani nevyhod prutokové injek¢éni analyzy (FIA). Ve srovnani s pratokovou
injekéni analyzou je sekven¢ni injek¢ni analyza efektivnéjSi pii manipulaci
S jednotlivymi roztoky a je zde moznost plné automatizace celé fady extrakcnich kroki.
Je vhodna pro stanoveni velkého poctu vzorkl nejen vétSiny béznych anorganickych
iontl a organickych latek, ale ma velky vyznam i ve farmacii pro stanoveni léciv
Vv t€lnich tekutinach, odpadnich a povrchovych vodach a miize se uplatnit také pii

kontrole kvality a u€innosti 1é¢ivych ptipravkda.

Vzhledem ktomu, Ze spotieba 1éCiv celosvétové stoupd a jejich rezidua znecistuji
zivotni prostiedi, byla prace zaméfena na automatické stanoveni propranololu
S vyuzitim extrakce na tuhou fazi v matrici povrchové vody. Propranolol patii do
skupiny neselektivnich betablokatorti bez vnitini sympatomimetické aktivity, ktery se
pouziva jako antihypertenzivum, pifi lé€b¢ anginy pectoris, tachyarytmii a infarktu
myokardu. Jeho spotieba je relativné vysoka a proto je vhodné monitorovat jeho obsah

ve zminéném typu matrice vzorku.
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2. Cil a popis zadani

Cilem této diplomové prace bylo automatizovat extrakéni postup pro citlivé stanoveni
propranololu v matrici povrchové vody s vyuzitim extrakce na tuhou fazi v systému
sekvenéni injekéni analyzy (SIA) s UV detekci. Ukolem bylo vybrat optimélni pouZiti
sorbentu, optimalizovat parametry méfeni (tvorbu extrakéni kolonky, objem vzorku,
objem elu¢niho rozpoustédla pro detekci a pritokovou rychlost detekce), poté zméfit
kalibraéni zavislost propranololu v destilované vodé, vypocitat limit detekce a
kvantifikace a ovéfit presnost. U vzorku ve vodovodni vodé bylo tieba stanovit
vytéznost a koeficient zakoncentrovdni. DalSim ukolem bylo proméfit matricovou

kalibraci v povrchové vodé a opét vypocitat limit detekce a kvantifikace.
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3. Teoreticka ¢ast

3.1. Extrakce na tuhou fazi (SPE)

3.1.1. Princip metody

Extrakce na tuhou fazi (solid phase extraction, SPE) je velmi Casto uzivand metoda
ptipravy vzorku. SPE technika oproti extrakci kapalina/kapalina zabrafiuje mnoha
problémiim spojenym S neuplnou separaci fazi, pouzitim velkého mnozstvi organickych
rozpoustédel, jejich likvidaci a dalsich. SPE je efektivngjsi, rychlejsi a mize byt plné
automatizovana. Jeji podstatou je zadrzeni/adsorpce molekul latky na tuhém sorbentu,
s pevnou fazi nez s kapalnou fazi, ve které je rozpustén. Nezadouci ptimési mohou byt
odstranény promytim rtznymi rozpoustédly a v konecné fazi je analyt vhodnym

eluénim rozpoustédlem vymyt do detektoru [1, 2].

3.1.2. Sorbenty

Sorbent byva ulozen v zdsobnicich (kartridzich) z polypropylenu, skla nebo slisovéan se

sklenénymi vldkny do diski.

OISIS™HIB Corridge

Obrazek ¢. 1 : Ulozeni sorbentu [3]
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Sorbenty byvaji podobného sloZeni jako stacionarni faze pti kapalinové chromatografii.
Nejvice jsou pouzivany reverzni fadze na bazi silikagelu. Pfi interakci dochézi
k navazani skupin analytu na povrchové skupiny sorbentu, a proto je velmi dulezité znat
vlastnosti matrice a analytu, aby mohlo dojit k Zzddoucimu navéazani/adsorpci analytu.
Analyty jsou aplikovany ve fazi kapalné (v roztoku) a jsou zadrzovany na pevném
sorbentu pomoci van der Waalsovych sil, vodikovych vazeb, interakci dipdl — dipol a
iontovych interakei typu elektrostatickych pfitazlivych sil mezi opaéné nabitymi ionty.
Lze pracovat pii vysSim 1 nizkém tlaku a vysSich prutokovych rychlostech diky tomu,
ze sorbent je zrnity a velikost jeho Castic je v porovnani se stacionarnimi fazemi
v HPLC vétsi [4]. Dale budou kratce popsany vlastnosti pouzitého sorbentu (Oasis
HLB) a dalSich dvou typi, které se vyuZivaji pro vysoce selektivni SPE extrakci (MIP a
RAM).

3.1.2.1. Oasis HLB

Oasis HLB je univerzalni, siln¢ hydrofilni, ve vod¢ sméacitelny polymer, ktery se
vyznaCuje jedine¢nou hydrofilné¢ - lipofilni rovnovéhou. Udrzuje si svou vysokou
retenéni schopnost a kapacitu i po uplném vyschnuti. Pouziva se pro zakoncentrovani
kyselych, bazickych i neutralnich analytd. Jeho vyhodou jsou: optimalni citlivost pro
malé molekuly a peptidy, snizeni efektu matrice vzorku a pomérné vysoka selektivita.

Sorbent Oasis se vyrabi v péti riznych typech, viz. Obrazek ¢. 2 [5, 6].
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Oasis® MCX Oasis® MAX

Qasis® HLB
pKa <1 Y pKa =18
1 meqg/g Hydrophilic P 0.25 meq/g
Retention of Polars _ A Lipophilic
P RP Retention P
Oasis® WCX Oasis® WAX
Q&J:} ; P Water-wettable
CH Stable from pH 0-14
: Mo silanol interactions
o]
{
O + H*
pKa ~5 pKa ~6
0.75 meg/g 0.6 meq/g

Obrazek ¢. 2 : Typy sorbentu Oasis [7]
3.1.2.2. Molekularné vtiSténé polymery (MIPs)

SPE kolonky, které jsou plnéné polymery MIP (moleculary imprinted polymers) se
pouzivaji pro selektivni extrakce urcité latky nebo skupiny strukturnich analogi ze
slozitych matric. Jsou to vysoce zesiténé polymerni faze s pory chemicky a stericky
komplementarnimi  k molekule analytu. Vysokd retence analytu je zajiSténa
nekovalentnimi interakcemi mezi analytem a sorbentem. Pfikladem tohoto sorbentu je
SupelMIP, ktery muze velmi efektivné zakoncentrovat analyt ze vzorku a je tak
dosazeno selektivni extrakce a nizSiho limitu detekce. Je stabilni v celém rozsahu pH,

vhodny pro LC-MS stanoveni [8].

3.1.2.3. Materialy s omezenym pristupem (RAM)

RAM (restricted acces materials) jsou materialy, které umozni pfimé davkovani
biologickych vzorkil, protoZze mista pro interakci uvnité pori jsou piistupnd pro malé
molekuly a dojde tak k retenci analytu podle typu sorbentu. Makromolekuly interaguji

pouze s vnéj$im povrchem c¢astic a nedochazi k jejich adsorpci a retenci [9].
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3.2. Sekvencni injekéni analyza

Sekvenéni injekéni analyza (Sequential Injection Analysis, SIA) se fadi mezi priitokové
analytické metody. Principem metody je postupné aspirovani nosného proudu (carrier),
vzorku a ¢inidla do jednokandlového systému za pomoci vicecestného selekéniho
ventilu a pistového Cerpadla. Poté se smér pohybu pistu zméni na opacny, dojde tak
Kk promiseni zony vzorku a ¢inidla a vznikly produkt je nasledné dopraven do detektoru.
Vyslednym analytickym signalem je pik, coz je zaznam zmény koncentrac¢niho
gradientu reak¢niho produktu pii prichodu detektorem. U sekvenéni injekéni analyzy je
vyuZivana zmé&na ptimého a zpétného toku a tim je dosazeno snaz$i pfemény analytu na

vysledny produkt [4].

SAMPLE REAGENT DETECTOR

R Y= — ) —
il B (. SR e
=il D QU SO

—_

E )

—

Obrazek ¢. 4 : Princip metody SIA [14]
carrier — nosny proud ¢ervena zona — vzorek Zluta zéna — produkt

modra zéna — ¢inidlo detector — detektor
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Zakladni konfigurace SIA systému se sklada z vicecestného selek¢éniho ventilu, ktery je
centrdlnim portem spojen s dvousmérnym pistovym cerpadlem, které aspiruje piesné
ur¢ené mnozstvi vzorku nebo ¢inidla do misici civky. Jako spojovaci material jsou
nejéastéji pouzity teflonové hadicky. Na konci celého systému nesmi chybét detektor,
ktery odecitd mefeny signal a prendsi naméfend data ke zpracovani do pocitace,
ve kterém pracuje program urceny k fizeni jednotlivych krokd meéticiho cyklu, ale také
ke zpracovani dat. Cely systém pracuje v naprogramovanych cyklech fidicich pohyb
pistu Cerpadla, ktery musi byt synchronizovan s pfepinanim pozic selek¢niho ventilu. Je
nutné, aby vse probihalo synchronizované a mohlo tak byt dosazeno reprodukovatelné
disperze jednotlivych zon v SIA systému. Pokud jsou vSechny podminky dodrzeny, je
tak ziskédna 1 reprodukovatelnéd (opakovatelna) odpovéd’ detektoru na prochazejici zéonu

méfené¢ho produktu/analytu [13].

SYRINGE HOLDING COIL
PUMP

i

CARRIER SAMPLE
AUX.

DETECTOR

PUMP
REAGENT #1 REAGENT #2
Obrazek €. 5 : Zékladni schéma SIA [14]
carrier — nosié¢ syringe pump — pistové Cerpadlo detector — detektor
waste — odpad holding coil — misici civka reagent — reak¢ni Cinidlo
sample — vzorek aux. pump — pomocné cerpadlo
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3.2.1. Lab-on-valve usporadani

Lab—on-valve (LOV) je analyticka technika, ktera navazuje na systémy FIA a SIA.
Protoze k analyzam je Casto potieba drahych nebo toxickych ¢inidel, byl vyvinut tento
miniaturizovany systém (uSI LOV). Podatilo se tak snizit spotieba reagencii a ziskat tak

bezpecnou, rychlejsi a ekonomicky méné nakladnou metodu.

Zakladni strukturou je jednolity nastavec umistény na selekénim ventilu. Nazev lab-on-
valve v prekladu znamena laboratof na ventilu. Cely systém je sestaven tak, aby byla
vzdalenost mezi nastiikem vzorku a detektorem co mozna nejkrat$i. V. LOV modulu
jsou obsazeny jednotlivé komponenty jako prutokova cela, jednotlivé porty, konektory,
opticka vlakna. Centralni port nastavce je spojen misici civkou s pistovou pumpou. Za
pomoci vnitfniho rotoru v selekénim ventilu se centralni port otaci k jednotlivym
portim LOV jednotky. Dochézi tak k propojeni portu s pumpou a je mozné provést
manipulaci s jednotlivymi roztoky [15, 16].

Hlavnimi vyhodami LOV uspotadani je univerzalnost a jednoduchost, jakou se da
ptizplsobit dané analyze. Podafilo se sniZit objem vzorku, spotifebu reagencii a ziskat
tak bezpecnou, rychlejsi a ekonomicky méné nakladnou metodu [17]. Objem vzorku
potiebny pro analyzu se pohybuje v rozmezi od 10 do 20 pul a chemicky odpad ¢ini 0,1 —
0,2 ml [18].

Nejcastéji vyuzivanou metodou detekce je spektrofotometrie nebo fluorescence. Dalsi

mozné detektory jsou chemiluminiscenéni, amperometrické nebo konduktometrické

[17].

Obrazek ¢. 6 : Usporadani LOV systému [16]
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3.2.2. Automatizace SPE v SIA-LOYV systému

Aby bylo dosazeno co nejlepSich vysledkd analyzy, je tfeba zvysit citlivost a selektivitu
pouzivanych metod. Toho je dosahovdno pomoci velmi propracovaného a slozitého
pristrojového vybaveni pro detekci, které je Casto velmi drahé. Pouzivaji se napf.
metody hmotnostni spektrometrie nebo atomova/emisni spektrometrie. Citlivost a
selektivita Casto neni ani za pouziti té€chto pfistroji dostacujici a tak l1ze pouzit on-line
extrakci na tuhé fazi automatizovanou v pratokovych systémech, kde je za piesné

urcenych podminek a ¢asovani zlepSena reprodukovatelnost a opakovatelnost analyzy.

Extrakce na tuhou fazi muze byt provedena dvéma zplisoby. Mohou byt pouzity
kolonky pro opakované pouziti, u kterych dochdzi k obnové aktivniho povrchu nebo

obnovitelné kolonky, u kterych dochdzi k obnové ¢astic sorbentu.

Znovupouzitelné kolonky jsou vyuzivany pii extrakénim procesu, ktery se sklada z
téchto fazi: aktivace sorbentu, kondicionace sorbentu, perfuze vzorku pies tuhou fazi,
odstranéni balastnich latek z matrice, eluci analytu, detekci a promyti kolonky pted
dal$im méficim cyklem. Znovupouzitelné kolonky jsou vysoce odolné a mohou byt
pouzity az stokrat. Dle objemu vzorku je zvoleno mnozstvi pouzitého sorbentu.
Pouzivanymi sorbenty jsou napiiklad ve vodé smacitelné polymery s hydrofilng-
lipofilni rovnovdhou, iontovyménné sorbenty, =zesiténé¢ formy polymerniho
polysacharidu agarosy a dalsi. Nevyhodou znovupouzitelnych kolonek je zvySujici se

tlak v systému a mozna kontaminace mezi po sob¢€ nasledujicimi analyzami.

Zadrzovanim pevnych ¢astic SPE sorbentt, které slouzi k zakoncentrovani analyti ze
slozitych matric vzorkll (bead injection technika) lze u prutokového systému zvysit
univerzalnost jeho pouziti. Castice tvoii uvnitt systému pevny povrch, na ktery se miize
zkoumany analyt adsorbovat, a také na nich mize probihat chemicka reakce mezi
analytem a Cinidly. Poté probéhne detekce analytu v eluatu prochézejicim priitokovou
celou detektoru. Pti pouziti obnovitelné kolonky nejsou potieba promyvaci kroky,
protoze pro jednotlivé analyzy je pouzit novy sorbent. Detekce na tuhé fazi miize dale
zvySovat citlivost stanoveni. VSechny tuhé castice musi byt transportovany k mistu
detekce, aby nedoSlo ke ztrdtdm analytu. Sorbentem muze byt agardza, sepharoza a
sephadex, na jejichz povrchu mohou byt navdzany razné molekuly s afinitou ke

konkrétnim analytim[19,20].
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3.3. Propranolol

OH

ZT

Obrazek ¢. 3 : Vzorec propranololu [10]

Sumarni vzorec: C16H22CINO>

Chemicky nazev: (2RS)-1-(isopropylamino)-3-(naftalen-1-yloxy)propan-2-
ol-hydrochlorid

Molekulova hmotnost: 295,81

CAS: 318-98-9

Obsah: 99,0 % az 101,0 % pocitano na vysusenou latku

Fyzikélni a chemické vlastnosti: Bily nebo téméf bily prasek, ktery je dobie

rozpustny ve vod¢ a v ethanolu 96% [11]

Vyskytuje se ve formé& propranolol — hydrochlorid. Je to nejstar$i, hydrofobni
neselektivni betablokator bez wvnitfni sympatomimetické aktivity. Jeho biologicky
polocas je kratky (3-6 hodin). Metabolizuje se v jatrech a jeho biologicka dostupnost je
asi 20-50 %. Pouziva se pti 1é¢be hypertenze, tachyarytmii, supraventrikularni arytmie,
tremoru, uzkostnych stavil a pii profylaxi migrény. V Ceské republice neni registrovany
zadny hromadné vyrabény 1éCivy piipravek s jeho obsahem, ale substance je vyuzivana
v individualné pfipravovanych lé€ivech a to pfedevsim v pediatrii pro 1écbu infantilnich
hemangiomt. Mezi nejCastéjSi nezadouci ucinky propranololu se tadi bradykardie,

bronchospazmus, hypoglykémie, inava, ospalost a chladné koncetiny [12].

20



3.3.1. Metody stanoveni propranololu — reSerSe odborné

literatury

V odborné literatuie bylo nalezeno nékolik experimentilnich metod, jak je mozné
zakoncentrovat a stanovit propranolol, respektive vSechny betablokatory v rtiznych
matricich jako je odpadni ¢i povrchova voda nebo biologicky materidl (moc€). Cilem této

¢asti diplomové prace je zminit nékolik moznosti pouzivanych metod a jejich vysledky.

1. Prvni odborny ¢lanek se zabyva vyvojem vysoce citlivé metody pro simultanni
stanoveni jedenacti betablokatort (také propranololu) a betasympatomimetik v
odpadni vodé za pouziti metody LC-ESI-MS-MS. Pro SPE byly pouzity sorbenty
Oasis MCX a Clean Screen (hydrofobni, kationvyménny sorbent). Jako mobilni
faze byla pouzita alkalickd smés dichlormethan-propanol. Primérnd vytéznost
SPE kroku byla 77,2 - 97,3 %. Limit detekce a kvantifikace byl 0,11 — 6,74
pa/ml, respektive 0,14 — 22,88 pg/ml. Bylo zjisténo, ze ani po Sesti dnech
skladovani vzorku pifi 4 °C nedoslo k degradaci sledovanych 1é¢iv. Vyvinuta
metoda byla pouzita pro stanoveni rezidui 1é¢iv v odpadnich vodach v Al-Ain a
Abu Dhabi (Spojené arabské emiraty). Vysledky ukazuji, Ze procesy ciSténi
odpadnich vod nestaci k degradaci téchto slouc¢enin. Koncentrace betablokatorti
V odpadnich vodach byla detekovana v rozmezi 3,44 — 19,05 pg/ml. Nejvyssi
koncentrace byla naméfena u atenololu (125,60 — 234,28 pg/ml) [21].

2. Dalsi vyzkumna prace se zamétuje na piimé stanoveni betablokatori v moci.
Metoda vyuziva sedm rtiznych druhti sorbentli a to: Oasis HLB, Oasis MAX,
Oasis MCX, Bond Elute Plexa, Bond Elute Plexa PAX, Bond Elute Plexa PCX a
SupelMIP sorbent. Jako nejvhodné&jsi (nejselektivnéjsi) sorbent pro analyzu moci
byl vybran SupelMIP sorbent, ktery vyuziva principu molekuldrné vtisténych
polymerti (MIP). Prométend kalibra¢ni kiivka v rozmezi hodnot od 10 do 1000
ng/ml vykazovala velmi dobrou linearitu (R*> > 0,9991). Limit detekce a
kvantifikace byly v rozmezi 0,6 — 2,0 ng/ml a 2,0 — 6,7 ng/ml, RSD v rozmezi od
2 % do 4 %. Metoda mize byt plné vyuzita napt. pfi dopingovych testech u
sportovcu [22].
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3. Dalsi odborny ¢lanek se zabyva stanovenim atenololu a propranololu v lidské
plazm¢é metodou MSFIA (multisyringe flow injection analysis) s GC — MS
detekci. Proces métfeni byl limitovan zpétnym tlakem, takze jako maximalni
prutokova rychlost byla zvolena rychlost 0,6 ml/min. Jako optimalni objem
vzorku bylo zvoleno 200 pl. Determinacni koeficient byl pii vSech méfenim vétsi
nez 0,9982. Opakovatelnost metody byla vyjadiena jako variani koeficient,
jehoz hodnota u vSech testovanych hodnot nebyla vys$s$i nez 3,85 %. Limit
detekce a kvantifikace byl stanoven na 2 ng/ml a 6 ng/ml. Metoda je velmi

ucinna a rychla. Analyzovano mtze byt az 7 vzorki za hodinu [23].

4. Vyzkumem detekce metabolitd betablokatori (metoprololu, bisoprololu a
propranolulu) se zabyva i dalsi studie. Potfebné metabolity byly ziskany po
inkubaci betablokatora s frakei S9 z krysich jater. Pro experimentalni stanoveni
bylo pouzito metody LC-MS/MS. Je to prvni navrhnuta metoda biotransformace
pii pouziti LC-MS/MS analyzy metaboliti kardiovaskularnich 1é¢iv v odpadnich
vodach. Jako sorbent byl pouzit Oasis HLB. Pfi inkubaci s S9 frakci bylo po
hodin¢ témét 40 % propranololu metabolizovano a po 4 hodinach byla
koncentrace pod hodnotou limitu detekce. Determinacni koeficient R? byl
stanoven na 0,994. Pro ureni LOD betablokatori v odpadnich vodach byly
pouzity komeréné dostupné metabolity. Vysledné hodnoty jsou pro propranolol
(LOD = 0,1 - 0,3 ng/l), bisoprolol (LOD = 0,01 — 0,06 ng/l) a metoprolol (LOD
= 0,02 ng/l) [24].

5. Jako dalsi velmi citliva, pfesna a vysoce selektivni metoda se ukéazala metoda
stanoveni propranololu a 4 — hydroxy propranololu v lidské plazmé. Tato metoda
byla optimalizovana a validovana. Analyty jsou extrahovany z 0,3 ml lidské
plazmy za pomoci SPE (v porovnani s kapalnou fazi jednodussi, G€innéjsi a
snadno automatizovatelny postup) a detekovany za pomoci LC/ESI-MS/MS.
Limit kvantifikace byl pro obé¢ latky 0,2 ng/ml, limit detekce pro propranolol 50
pg/ml a pro 4- hydroxypropranolol 100 pg/ml. Kalibra¢ni kiivka byla pro
propranolol linearni s determina¢nim koeficientem vét§im nez 0,99 v rozmezi od

0,20 — 135,00 ng/ml [25].
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6. Byl nalezen i odborny ¢lanek, ktery porovnava tii analytické techniky (ELISA,
GC-MS a LC-MS) pro analyzu 16-ti betablokatorti (soucasti je i propranolol).
Byla optimalizovana metoda piipravy vzorku pro kazdou analytickou techniku
Z malého mnozstvi moc¢i (1-2,5 ml). Byly posuzovany moznosti a citlivost
jednotlivych technik pro aplikaci pfi dopingovych testech. ELISA, jejiz
screeningovy test. GC-MS a LC-MS poté mohou identifikovat a kvantifikovat
betablokatory, protoze vykazuji dobrou citlivost a pfesnost stanoveni. LC-MS

technika umozni stanoveni v rozmezi 0,53 az 2,23 ng/ml [26].

V této casti diplomové prace bylo zminéno nékolik metod stanoveni hladin 1éCiv
(pfedevSim propranololu) v riznych matricich. Bylo objeveno mnoho dalSich
odbornych ¢lanki, ale zde je uvedeno pouze nékolik. Pii porovnani uvedenych metod
bylo zjisténo, ze pii stanoveni betablokatorl jsou hojné uzivany pritokové metody (LC,
MSFIA) a plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem, UV
spektrofotometrem a dal§imi. Pro stanoveni mize byt vzorek betablokatord, ale i jejich
metabolitli, soucasti matrice plazmy, moci, povrchovych i odpadnich vod. Objemy
vzorkll pro stanoveni obsahu lé¢iva se vyvijenim modernéjSich metod stale snizuji. Pro
analyzu z plazmy je zapotifebi pouze 0,3 ml a moc¢i 1 ml. Metody stanoveni jsou také
stale rychlejsi. Pfi MSFIA analyze lidské plazmy muze byt stanoveno az 7 vzorkl za
hodinu. Vyvojem metod je mozné v matrici detekovat stale niz§i koncentrace

chemickych latek. Souhrn vybranych informaci z odbornych ¢lanki je v Tabulce €. 1.
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Tabulka €. 1 : Shrnuti vysledki citovanych odbornych ¢lankt

Analyticka Pouzity Determinacni LOD LOQ Poznamka | Clanek
metoda sorbent koeficient
LC-ESI- Oasis - 0,11- 0,14- Vytéznost
MS/MS MCX,Clean 6,74 22,88 (77,2-97,3 [21]
Screen pg/mi pg/ml %)
SPE-HPLC | SupelMIP >0,9991 0,6-2,0 | 2,0-6,7 Zkouseno
ng/ml ng/ml 7 riznych [22]
sorbentil
MSFIA, - >0,9982 2,0 6,0 Zméfeno [23]
GC-MS ng/ml ng/ml 7 vzorkt/hod
LC-MS/MS | Oasis HLB 0,994 0,1-0,3 - *propranolol [24]
ng/l *
LC/ESI- - >0,99 50 pg/ml 0,2 Pouzito 0,3 [25]
MS/MS ng/ml ml plazmy
Pro stanoveni 16ti betablokatorii z 1-2,5 ml moci byla metoda ELISA uréena pro
rychly screening. Pro identifikaci a citlivéj§i stanoveni bylo pouzito metody | [26]

LC/MS, kterd umozni stanoveni v rozmezi 0,53 az 2,23 ng/ml.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Material

41.1. Chemikalie

Propranolol-hydrochlorid - Sigma — Aldrich, Praha, Ceska republika
Methanol — Sigma — Aldrich, Praha, Ceské republika
Demineralizovana voda - Millipore Milli-Q RG systém, Millipore, USA

Oasis HLB — Waters Corporation, Massachusetts, USA, velikost ¢astic 60 um

4.1.2. Technické vybaveni a software

FlAlab 3000, FlAlab Instruments, Bellevue, USA

e Pistové Cerpadlo (objem pistu 5 ml)
e Osmicestny selekéni ventil

e UV-VIS detektor USB 2000/4000
Zdroj svétla DH-2000, Micropack, UV-VIS-NIR Lightsource
Magneticka michatka MM2A, Laboratorni pfistroje Praha, CR
Opticka vlakna — primér 300 pm

Software FIAlab pro Windows, FIAlab Instruments, Bellevue, USA
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4.2. Pracovni postup

4.2.1. Priprava roztoki

4.2.1.1. Zasobni roztoky

Zasobni roztok propranololu o koncentraci 1000 pg/ml (1000 ppm) byl jiz v laboratofi

pfipraven a uchovavan v lednici.

Zasobni roztok propranololu o koncentraci 100 ug/ml (100 ppm) byl piipraven fedénim
1 ml zasobniho roztoku propranololu o koncentraci 1000 ppm a doplnénim methanolem

po znacku 10 ml odmérné barky.

Zasobni roztok propranololu o koncentraci 1 pg/ml (1 ppm) byl pfipraven fedénim 0,1
ml zasobniho roztoku o koncentraci 100 ppm a doplnénim methanolem po znacku 10 ml

odmérné banky.

4.2.1.2. Kalibraéni roztoky

Roztoky pro kalibra¢ni kiivku byly pfipraveny fedénim ze zasobniho roztoku 100 ppm
propranololu destilovanou vodou (H20) do 10 ml odmérnych banék. Koncentrace
roztokl pro kalibra¢ni ktivku byly 0,5 ppm, 1 ppm, 2 ppm, 3 ppm a 4 ppm. Slepym
vzorkem byla destilovana voda. Piiprava roztokti viz. Tabulka ¢. 2 : Roztoky pro

kalibra¢ni kiivku.
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Tabulka ¢. 2 : Roztoky pro kalibra¢ni kiivku

Koncentrace roztoku Objem zasobniho roztoku Objem H20
(ppm) 100 ppm propranololu (ml)
(ml)

0 0 10,00

0,5 0,05 9,95

1,0 0,10 9,90

2,0 0,20 9,80

3,0 0,30 9,70

4,0 0,40 9,60

5,0 0,50 9,50

4.2.2.  Vybér postupu vyuziti SPE sorbentu

Pro nevhodnéjsi vyuziti sorbentu byla zkousSena kolonka, ktera byla naplnéna suchymi
casticemi sorbentu Oasis — HLB a kolonka, ktera byla vytvofena v systému LOV
pomoci aspirace suspenze Ccastic ze sklenéné vialky, ktera byla umisténa na
magnetickém michadle. Zpracovani sorbentu mimo pritokovy systém je uvedeno

v kapitole 5.1.1.

4.2.3. Optimalizace systému

Byl vytvofen program, ktery zacal tvorbou kolonky pro SPE v LOV uspofadani,
pokracoval kondicionovanim sorbentu, aspiraci vzorku, promytim kolonky kvuli
odstranéni balastu z matrice, eluci analytu a kon¢il detekci s uzitim techniky UV-VIS
spektrofotometrie. Detekce byla provadéna pii 220 nm S porovnanim pii 420 nm.
Meéfteni bylo vZdy provedeno tfikrat u kazdého vzorku v porovnani se slepym vzorkem —
destilovanou vodou. Pii méfeni byl vyuzivan pfistrojovy systém FIAlab 3000
S pistovym ¢erpadlem a osmicestnym selekénim ventilem. Konfigurace systému viz.
Obrazek ¢. 7.
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ODPAD

Obrazek ¢. 7 : Konfigurace systému

4.2.3.1. Optimalizace doby adsorpce a naplnéni sorbentu do

pritokového systému

Ukolem bylo stanovit ¢as nutny pro adsorpci testovaného propranololu na sorbent
Oasis-HLB. Dale bylo cilem optimalizovat podminky tak, aby byla kolonka
rovnomérné naplnéna bez vytvofeni pietlaku pii pritoku a postup byl dostatecné

opakovatelny. Vysledky jsou uvedeny v kapitole 5.2.2.

4.2.3.2.  Optimalizace objemu vzorku

Pro optimalizaci objemu vzorku byly pouZity tfi objemy a to 250 pl, 500 pl a 1000 pl.
Objemy vzorka 1 ppm propranololu v H2O byly postupné aspirovany do pritokového
systému, poté nizkou prutokovou rychlosti protekly ptes kolonku, kde doslo k retenci
analytu. Byla pozorovana zmeéna absorbance vué¢i zméné objemu vzorku. Vysledky jsou

uvedené v kapitole 5.2.3.
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4.2.3.3. Optimalizace objemu elu¢niho rozpoustédla pro detekci

Objem elu¢niho rozpoustédla musi byt dostacujici, aby byl detektor schopen zachytit
signal a také aby byl vzorek dostate¢né zakoncentrovan. Pro tuto optimalizaci bylo
pouzito sedm ruznych objemti 1 ppm standardu propranololu v methanolu. Objemy
byly: 20, 40, 60, 80, 100 a 120 pl. Vysledky jsou uvedeny v kapitole 5.2.4.

4.2.3.4. Optimalizace prutokové rychlosti detekce

Aby bylo mozné zajistit dostate¢né presné méfeni detektoru, bylo potieba optimalizovat
prutokovou rychlost, jakou bude eluat protékat priutokovou celou detektoru. Byla
provedena aspirace vzorku 250 ul 1 ppm propranololu v methanolu a poté métena
absorbance detektorem, pricemz vzorek protékal pratokovou celou riznou pritokovou
rychlosti a to: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 80 ul/s. Vysledky jsou uvedeny
v kapitole 5.2.5.
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4.3. Vybrané valida¢ni parametry

4.3.1. Linearni rozsah, LOD a LOQ

K sestaveni kalibra¢ni zavislosti byly pouzity roztoky o koncentraci 0,5 ppm, 1 ppm, 2
ppm, 3 ppm a 4 ppm v H20. Byl proveden cely postup piipravy vzorku véetné SPE a
poté byla méfena absorbance rizné koncentrovanych roztoka proti destilované vode.
Vysledné absorbance byly zaneseny do grafu a sestavena rovnice regresni ptimky. Byl

stanoven limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ).

3*x0 10x o

LOQ = =

LOD =
o- smérodatna odchylka méteni
S — smérnice kalibracni kiivky

Vysledky jsou shrnuté v kapitole 5.5.

4.3.2. Presnost

Po zjisténi optimalnich podminek méfeni byla zjistovana presnost méfeni. Byla méfena
absorbance 1 ppm roztoku propranololu ve vodé vcetné SPE kroku Sesti roztokid za
stejnych podminek. Pfesnost byla vyjadiena jako smérodatnd odchylka SD a relativni

smérodatna odchylka RSD. Vysledky jsou uvedeny v kapitole 5.4.
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4.4. Analyzy realné matrice

Po optimalizaci vSech parametrii extrakce byla provedena analyza realné matrice. Byl
proméfen vzorek 1 ppm propranololu ve vodovodni vodé€, spocitdna vytéznost
experimentu a koeficient zakoncentrovani. Také byla pouzita voda ze studny v misté
mého bydlist¢ Kamenec u Policky, sestavena matricova kalibrace z koncentraci 0,5, 1,

2, 3 a4 ppm propranololu ve studni¢ni vodé a proveden vypocet LOD a LOQ. Vysledky
jsou shrnuté v kapitole 5.6.
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5. Vysledky a diskuze

5.1. Vybér postupu vyuziti sorbentu

Pti vybéru postupu vyuziti sorbentu byl sledovan optimalni tlak v pratokovém systému
pii tvorbé SPE kolonky v LOV uspotradani. Optimalni pracovni tlak byl v tomto piipadé
tlak, ktery nebyl pftili§ vysoky a nezplisoboval problémy, tedy Spatnou tésnost systému,
nizkou opakovatelnost ¢i ukonc¢eni méteni v pribéhu probihajiciho experimentu. Kdyz
bylo vyuzito postupu plnéni kolonky suchymi ¢asticemi, dochazelo ke vzniku vysokého
tlaku v systému, proto bylo vyuZito postupu pfipravy suspenze ¢astic sorbentu Oasis —
HLB ve vialce umisténé na magnetickém michadle. Castice byly neustale pomoci
michadla suspendovény a tak nedochdzelo k ucpavani portu a nedostatecnému plnéni

kolonky.

5.1.1. Zpracovani sorbentu mimo priitokovy systém

Bylo navazeno 100 mg Oasis HLB do kadinky a pfidano 1,2 ml 50% roztoku MeOH
s destilovanou vodou. 50% roztok MeOH byl pouzit, aby se rychle neoddélila pevna
¢ast od vodné. Suspenze byla fadn€ promichéana. Poté bylo odebrano pipetou 100 pl této
suspenze do vialky a doplnéno 250 pl koncentrovaného MeOH. Po usazeni pevnych
¢asti suspenze byla vodné faze odstranéna, bylo doplnéno 250 pl destilované vody a
promichano. Po usazeni pevnych ¢astic byla vodna vrchni faze opét odstranéna a
veSkera sedlina sorbentu byla odebrana do reakéni vialky, kam jiz bylo v ramci
experimentu pfidano 100 pl 1 ppm propranololu a 150 pl destilované vody, tak aby
celkovy objem Cinil 250 pl.
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5.2. Optimalizace systému

5.2.1.  Optimalizace tvorby kolonky

Cilem bylo, aby dochéazelo k automatickému a rovnomérnému plnéni kolonky
Vv systému. Z vialky umisténé na magnetickém michadle byl aspirovan vzorek predem

absorbovany na sorbent Oasis HLB. Vysledky jsou shrnuté v Tabulce ¢. 3.

Tabulka ¢. 3 : Optimalizace prutokovych rychlosti

Rozsah
Parametr Vysledek testovanych
hodnot
Prttokova rychlost pfi ovéieno
aspiraci SPE sorbentu 60 pl/s experimentalné
Prttokové rychlost pii
tvorbé kolonky 25 ul/s 5-80 pl/s

Ve vysledném programu byla provedena tvorba kolonky ve tfech krocich, aby byl

sniZen tlak v priatokovém systému a bylo zajisténo optimalni plnéni a tvorba kolonky.

5.2.2.  Optimalizace doby adsorpce analytu na SPE

Aby bylo mozné stanovit optimalni dobu interakce sorbentu s analytem a tedy optimalni
dobu adsorpce propranololu, bylo nutné proméfit rizné doby reakce. Pro méteni byly
stanoveny tyto ¢asy: 0, 0,5, 1, 2, 5 a 10 minut. Vlastni adsorpce tak probihala mimo

prutokovy systém. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce ¢. 4 a Obrazku ¢. 8.

33



Tabulka €. 4 : Vysledky optimalizace doby adsorpce analytu na sorbent

Cas adsorpce Primérna absorbance RSD
(min) (%)

0 0,157 573

0,5 0,158 5,06

1 0,158 1,27

2 0,164 6,71

5 0,188 6,91

10 0,203 591

Meéfeni bylo u kazdé¢ hodnoty Casu provedeno tfikrat a v této tabulce jsou uvedeny

primé&rné hodnoty.

A Doba adsorpce
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0

0 0,5 1 2 5 10 éas(min)

Obrézek €. 8 : Zavislost absorbance na dobé adsorpce
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Z vysledné tabulky a grafu vyplyva, ze nejvhodnéjsi doba adsorpce bude v rozmezi od
30 s do 1 minuty. V tomto intervalu je absorbance méfeného standardu dostate¢na a
vykazuje nejlepsi opakovatelnost (smérodatna odchylka je nejmensi). Pti delSim Case
pro adsorpci hodnota absorbance sice mirn¢ roste, ale smérodatna odchylka je také
vyssi, proto byla pro experiment vybrana hodnota 30 s, jakozto doba michani suspenze
sorbentu s analyzovanym vzorkem. Pro experiment by také mohla byt pouzita hodnota 1
minuta, ale vzhledem k ¢asové naroc¢nosti experimentu byla vybrana hodnota 30 s. Pro
Cas adsorpce 0 s byla také naméfena hodnota absorbance a to ziejmé proto, ze extrakce

je velmi rychla.

5.2.3.  Optimalizace objemu sorbentu

Ukolem bylo zajistit optimalni objem sorbentu, ktery bude aspirovan rychlosti 60 pl/s
spolu s adsorbovanym analytem z reakéni vialky tak, aby dochazelo k dostate¢nému
naplnéni kolonky sorbentem, nedochéazelo k ucpavani hadicek, vzniku vysokého tlaku
Vv systému a délka méfeni nebyla pfilis dlouha. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce €. 5 a

na Obrazku ¢&. 9.

Tabulka €. 5 : Vysledky optimalizace objemu sorbentu

Pocet nastiiki | Objem vzorku Absorbance RSD
(D) (%)

1 250 0,140 22,14

2 500 0,186 14,52

3 1000 0,332 9,04

Pro kazdy objem sorbentu byly provedeny tfi métfeni a vypocitana primérna absorbance
z téchto meéteni, kterd je uvedena v tabulce. Pocet nésttiki byl upravovéan v programu
tak, aby vzdy byl do systému nasat cely objem. Pokud byl sorbent nasavan najednou,
dochéazelo k ucpavani hadicek sorbentem a dochazelo také k ristu tlaku v systému.

Proto byla zvolena varianta vice kroku aspirace sorbentu do systému.
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Objem sorbentu pro experiment

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

250 500 1000  objem(pl)

Obrazek ¢. 9 : Zavislost absorbance na objemu sorbentu

Z vysledkl je vidét, ze nejvyssi odezva detektoru a nejmensi relativni smérodatné
odchylky (9,03 %) bylo dosazeno pii méfeni objemu sorbentu 1000 pl. Proto byl tento

objem zvolen jako optimalni pro kone¢né sestaveni programu.

5.24. Optimalizace objemu elu¢niho rozpoustédla pro detekci

Cilem bylo optimalizovat objem elu¢niho rozpoustédla, ktery bude aspirovan do
detektoru, tak aby byla zajiSténa dostate¢né vysoka a opakovatelna vysledna hodnota
absorbance a aby byla zabezpecena efektivni eluce adsorbovaného propranololu. Byly
prométeny hodnoty absorbanci pti riznych objemech elu¢niho rozpoustédla v rozmezi
od 20 ul do 120 pl 1 ppm STD v MeOH. Pro kazdou hodnotu objemu byla absorbance
vzorku proméfena tfikrat a poté stanoven primér a RSD. Vysledky jsou shrnuty

v Tabulce ¢. 6 a Obrazku ¢. 10.
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Tabulka €. 6 : Vysledky optimalizace objemu elu¢niho rozpoustédla pro detekci

Objem vzorku Absorbance RSD

pl (%)
20 0,050 0
40 0,077 2,60
50 0,088 2,27
60 0,094 3,19
80 0,102 0,98
100 0,112 2,69
120 0,116 4,31

A Objem elu¢niho rozpoustédla pro detekci

0,14

[¢5]

(o))

>

N

0,12

0,1
0,0
0,0
0,0
0,0

0

20 40 50 60 80 100

120 objem(ul)

Obrazek ¢. 10 : Graf zavislosti absorbance na objemu elu¢niho rozpoustédla

aspirovaného do detektoru.
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Z naméfenych vysledkl vyplyva, Ze optimalni hodnota objemu, ktery bude aspirovan
pro detekci do detektoru, je 100 ul. Hodnota absorbance se s rostoucim objemem
zvySovala, ale po dosazeni objemu 100 pl se jiz absorbance vyrazné nezvySovala.
V uvahu by bylo mozné brat i hodnotu objemu 120 pl, ale odchylka namétenych
absorbanci v tomto ptipad¢ byla vyssi a tedy opakovatelnost méteni pti této hodnoté

objemu byla nizsi. Pro experiment byl tedy zvolen objem 100 pl.

5.2.5.  Optimalizace priitokové rychlosti detekce

Cilem bylo zjistit optimalni rychlost pratoku eluatu detektorem. Byly zméteny
absorbance pfi riznych pritokovych rychlostech 250 pl 1 ppm STD v methanolu bez
pouziti sorbentu. Pritokové rychlosti byly: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60 a 80 pl/s.
Optimalni hodnota pratokové rychlosti pro detekci byla hodnocena dle kvality tvaru
vyslednych pikl. Vysledky viz. Tabulka ¢. 7 a obrazky ¢. 11 a 12.

Tabulka ¢. 7 : Naméfena hodnota absorbance pii riznych pratokovych rychlostech
250 pul 1 ppm STD v MeOH

Pratokova rychlost Absorbance Primér absorbanci RSD
(ul/s) (%)
5 0,095 0,096 521
0,092
0,102
10 0,101 0,101 1,98
0,102
0,099
15 0,110 0,110 1,82
0,108
0,112
20 0,102 0,110 2,73
0,097
0,101
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25

0,110

0,110

2,73

0,113

0,108

30

0,116

0,113

2,65

0,111

0,112

40

0,113

0,110

1,82

0,109

0,109

50

0,114

0,109

3,64

0,106

0,107

60

0,113

0,110

1,82

0,109

0,109

80

0,109

0,110

0,91

0,110

0,111
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0.15

a.10

0.058

-0.08

Obrazek ¢. 11 : Zaznam méteni 250 pl 1 ppm STD v MeOH, pritokova rychlost 25 pl/s

0.15

0.10

.05

0.00

-0.05

Obrazek €. 12 : Zaznam méteni 250 pl 1 ppm STD v MeOH, pritokova rychlost 80 pl/s

Byly porovnany vysledné piky a urena optimalni hodnota prutokové rychlosti pro
detekci a to 25 pl/s. Optimalni hodnota rychlosti byla vybrana dle mnozstvi bodii piku
Vv oblasti nejvyssi absorbance a také podle smérodatnych odchylek méfeni. Jak mizete
vidét na obrdzku ¢. 11, je mnoZzstvi bodi ve vrchni oblasti vys$§i v porovnani
s mnozstvim bodi na Obrazku ¢. 12, kde jsou zobrazeny vysledky meéfeni pro
pratokovou rychlost 80 pl/s. Plati tedy, ze ¢im je vétsi pocet bodii ve vrcholu piku, tim
je méfeni presn¢jSi. Na zdznamu méfeni je vidét nékolik menSich pikd. Ty
pravdépodobné zpusobily mikrobublinky, které vznikly v systému pii miseni

rozpoustédel.
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5.3. Vysledny program

Dle optimalizovanych podminek systému byl upraven cely program pro stanoveni

propranololu do konecné verze.

Hardware Settings Wavelength 1 (nm) 220
Hardware Settings Wavelength 4 (nm) 420
Hardware Settings Use Wavelength 4 as Reference
Hardware Settings Scan Rate (Hz) 20

Hardware Settings Integration Time (msec) 40

Nastaveni parametrii programu Hardware Settings Samples to Average 9

Syringe Pump Valve In
Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 250

Syringe Pump Aspirate (microliter) 1000

Doba adsorpce Delay (sec) 30

Loop Start (#) 3

Valve 1 port 8 Air

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 50

Syringe Pump Aspirate (microliter) 50

Valve 1 port 4 Sample + bead
Aspirace suspenze Castic a vzorku Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 60

Syringe Pump Aspirate (microliter) 480

Valve 1 port 5 Column
Tvorba kolonky Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 25
Syringe Pump Dispense (microliter) 550

Delay (sec) 6

Valve 1 port 1 Waste

Vymyti zbytku sorbentu do odpadu Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 80
Syringe Pump Dispense (microliter) 120
Loop End

Valve 1 port 8 Air

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 40

Promyti zbytku matrice
Syringe Pump Aspirate (microliter) 40

Valve 1 port 2 5% MeOH
Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 60

Syringe Pump Aspirate (microliter) 500

Syringe Pump Valve In H,O

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 60

Promyti Syringe Pump Dispense (microliter) 60
kolonky Syringe Pump Delay Until Done
Syringe Pump Valve Out
5% MeOH

Valve 1 port 5 Column

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 25
Syringe Pump Dispense (microliter) 500
Delay (sec) 2

Valve 1 port 1 Waste

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 80

Syringe Pump Dispense (microliter) 100
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Promyti

kolonky vodou

Valve 1 port 5 Column

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 25
Syringe Pump Dispense (microliter) 500
Delay (sec) 6

Suseni sorbentu

vzduchem

Valve 1 port 8 Air
Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 60

Syringe Pump Aspirate (microliter) 400

Valve 1 port 5 Column
Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 25
Syringe Pump Dispense (microliter) 380

Ruéni prepnuti

Turn Valve to external collector

Eluce analytu

Valve 1 port 8 Air
Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 40

Syringe Pump Aspirate (microliter) 50

Valve 1 port 3 MeOH
Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 80
Syringe Pump Aspirate (microliter) 200

Syringe Pump Valve In H,O
Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 40

Syringe Pump Dispense (microliter) 60

Valve 1 port 5 Column

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 10
Syringe Pump Dispense (microliter) 220
Delay (sec) 4

Valve 1 port 8 Air
Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 60
Syringe Pump Aspirate (microliter) 400

Valve 1 port 5 Column
Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 25

Syringe Pump Dispense (microliter) 380

Syringe Pump Valve In H,O

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 120
Syringe Pump Aspirate (microliter) 300
Syringe Pump Valve Out

Valve 1 port 1 Waste
Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 50
Syringe Pump Dispense (microliter) 100

Ruéni operace

Put tube into external vessel

Valve 1 port 7 External vessel
Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 40

Syringe Pump Aspirate (microliter) 120

Valve 1 port 1 Waste
Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 60
Syringe Pump Dispense (microliter) 160

Syringe Pump Valve In H,O

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 250
Syringe Pump Aspirate (microliter) 500
Syringe Pump Valve Out




Valve 1 port 8 Air

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 40
Syringe Pump Aspirate (microliter) 40
Valve 1 port 3 MeOH

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 100

Syringe Pump Aspirate (microliter) 700

Aspirace Syringe Pump Valve In H,0

elu¢niho ¢inidla Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 40
Syringe Pump Dispense (microliter) 60
Syringe Pump Valve Out

Valve 1 port 6 Detector

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 25

Méteni
Syringe Pump Dispense (microliter) 150
absorbance Delay (sec) 4
V elu¢nim Analyte New Sample
rozpoustédle Delay (sec) 2
- methanolu Spectrometer Reference Scan
Syringe Pump Valve In H,O
Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 40
Syringe Pump Aspirate (microliter) 60
Syringe Pump Valve Out
Valve 1 port 7 External vessel
Aspirace Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 25
Syringe Pump Aspirate (microliter) 100
eluatu

Valve 1 port 3 MeOH
Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 50
Syringe Pump Aspirate (microliter) 150

Syringe Pump Valve In H,O

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 40
Syringe Pump Dispense (microliter) 60
Syringe Pump Valve Out

Spectrometer Absorbance Scanning

Valve 1 port 6 Detector

Monitoring Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 25

Syringe Pump Dispense (microliter) 650

Valve 1 port 1 Waste
Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 80
Syringe Pump Empty

Spectrometer Stop Scanning

Pokracovani programu jiz neni uvedeno. Po dokonceném monitorovacim kroku byl
proveden krok, pii kterém byl odstranén zbytek sorbentu z kolonky a poté promyt cely

systém methanolem a odpad odveden do sbérné odpadni kadinky.

Konfigurace systému i program je slozity, je nutné provadét nékteré operace ruc¢né
(napf. prepnuti toku do sbérné vialky). Vzorek pro analyzu byl pfipravovan off-line.
Také prabeh kazdého stanoveni byl velmi Casové naro¢ny, ale bylo dosaZeno vysoké

citlivosti metody.
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5.4. Presnost

Ptesnost byla zjistovana za optimalnich podminek méfeni pro standard o koncentraci 1
ppm davkovany v destilované vodé. Méfeni individualné piipravenych roztokl véetné
SPE bylo provedeno Sestkrat, zjisténa hodnota absorbance a vyhodnocena smérodatna

odchylka a relativni smérodatna odchylka. Vysledky jsou shrnuté v Tabulce €. 8.

Tabulka €. 8: Vysledky méfeni opakovatelnosti

Méfeni ¢. Absorbance
1 0,470
2 0,469
3 0,484
4 0,463
5 0,493
6 0,488
Primér 0,478
SD 0,012
RSD (%) 2,51

Hodnota relativni smérodatné odchylky pro koncentraci 1 ppm propranololu ma

hodnotu 2,51%.
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5.5. Hodnoceni linearity v destilované vodé

V rozmezi 0,5 ppm az 4 ppm propranololu Vv destilované vod¢ vcetné SPE kroku byla
testovana kalibracni zavislost. Z ni byly vyjadieny parametry linedrni regrese a limity
detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ). Vysledky jsou uvedeny v Tabulce ¢. 9 a na
Obrézku ¢. 13.

Tabulka €. 9 : Vysledky méteni kalibracni zavislosti

Koncentrace Absorbance
kalibra¢niho Meéieni

roztoku 1 2 3 Pramér SD RSD
(ppm) absorbanci (%)
0,5 0,192 0,190 0,193 0,192 0,002 1,04
1 0,334 0,370 0,384 0,363 0,026 7,16
2 0,628 0,661 0,654 0,648 0,017 2,62
3 0,939 0,884 0,835 0,886 0,052 5,87
4 1,108 1,091 1,117 1,105 0,013 1,18

Hodnoty absorbance v tabulce u jednotlivych méfeni jsou uvedeny po odecteni slepého

vzorku vody. Absorbance slepého vzorku byla 0,06.

Abs

Kalibraé¢ni krivka

y=0,2572x + 0,1034

R?=0,9921

1,2

1 /
0,8 /
0,6
0,4 /
0,2

0 | | IC(ppm)

0 1 3 4

Obrazek ¢. 13 : Kalibracni zavislost absorbance na koncentraci propranololu
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Absorbance v rozmezi od 0,5 ppm do 4 ppm linearné rostla. Determina¢ni koeficient
kiivky byl 0,9921. Limit detekce, ktery byl vypocitan z kalibra¢ni zavislosti, byl LOD =
0,442 ppm a limit kvantifikace byl LOQ = 1,473 ppm.
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5.6. Analyza realné matrice

5.6.1.  Analyza realné matrice — vodovodni voda

Po proméieni kalibra¢nich roztoki, kde byla jako rozpoustédlo pro vzorek pouzita
destilovana voda, byl zmé&fen vzorek 1 ppm propranololu s vodou z vodovodniho fadu.
Byla proméiena absorbance slepého vzorku (A = 0,133) - voda z kohoutku a nasledné
tato hodnota odectena od hodnoty 1 ppm vzorku propranololu ve vodovodni vodé (A =
0,459). Vyslednd hodnota absorbance byla 0,326. Byla vypocitana vytéznost, ktera

¢inila 89,81 % a koeficient zakoncentrovani, ktery ¢inil 8,98.

Vypocty: Vytéznost

1 ppm propranolol v destilované vodé: A =0,363 ........... 100 %
1 ppm propranolol ve vodovodni vodé: A =0,326 ............ X %

0,326
~ 0,363

* 100 = 89,81 %

Koeficient zakoncentrovéni

objemvzorku (ul)

Y 1000
- — * vytéznost = —— * 0,898 = 8,98
objem roztpustédla (ul) 100
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5.6.2.  Analyza realné matrice - povrchova voda

Jako model realné matrice byla pouzita studni¢ni voda z oblasti Kamenec u Policky a
do ni byly ptfidavany ptislusné koncentrace propranololu v rozmezi 0,5 ppm az 4 ppm.
Byla sestavena matricova kalibrace a z ni byly vyjadieny parametry linearni regrese a
limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ). Vysledky jsou uvedeny v Tabulce ¢. 10 a
na Obrazku ¢. 14.

Tabulka ¢. 10 : Vysledky méteni kalibracni zavislosti absorbance vzorki ze stud. vody

Koncentrace Absorbance
kalibra¢niho Meéieni

roztoku 1 2 3 Primeér SD RSD
(ppm) absorbanci (%)
0,5 0,169 0,170 0,162 0,167 0,004 2,40
1 0,372 0,368 0,413 0,384 0,003 0,78
2 0,677 0,687 0,667 0,677 0,010 1,48
3 0,991 0,995 0,976 0,987 0,010 1,01
4 1,167 1,245 1,169 1,194 0,044 3,69

Hodnoty absorbance jsou uvedeny v tabulce po odecteni slepého vzorku (studni¢ni

vody), jehoz absorbance byla 0,120.
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Matricova kalibrace H,O ze studny

y =0,2926x + 0,0673
R*=0,9901

1,2 %
1 /

0,8

0,4 /

0,2 'S

0 1 2 3 4 c(ppm)

Obrézek ¢. 14 : Kalibraéni zavislost absorbance na koncentraci propranololu ve vod¢ ze

studny

Absorbance v rozmezi od 0,5 ppm do 4 ppm linearné roste. Determina¢ni koeficient
kiivky je 0,9901. Limit detekce, ktery byl vypocitan z kalibra¢ni zavislosti, byl LOD =
0,496 ppm a limit kvantifikace byl LOQ = 1,653 ppm.

Linearita pii méfeni v destilované vodé (R? = 0,9921) a povrchové studni¢ni vodé (R? =

0,9901) je porovnatelna. Hodnoceno dle determina¢niho koeficientu linearni pfimky.

Pfi porovnani limitu detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) u linedrni zavislosti
propranololu v destilované vodé a matricové kalibrace propranololu ve vodé povrchové
studni¢ni byl nalezen maly rozdil hodnot. Limit detekce u experimentu s povrchovou
vodou ¢inil 0,496 ppm, coz je oproti destilované vodé (LOD = 0,442 ppm) mirné vyssi,
ale porovnatelna koncentrace. Pfi porovnani limitd kvantifikace (LOQ) byl rozdil
hodnot vyraznéjsi. Limit kvantifikace u experimentu s destilovanou vodou byl 1,473
ppm, LOQ u povrchové vody ¢inil 1,653 ppm, coz je o 12,22 % vys$i hodnota nez u

destilované vody.
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6. Souhrn

Experimentalni ¢ast této diplomové prace zacala tim, ze byl vybran nevhodnéjsi zptisob
vyuziti sorbentu Oasis HLB. Poté byl vytvofen cely program pro metodu stanoveni

propranololu ve vodnych vzorcich. Elu¢nim ¢inidlem byl ¢isty methanol.

Postupné byly optimalizovany parametry méfeni v SIA systému, jako jsou: tvorba
kolonky, doba adsorpce propranololu na sorbent, objem vzorku, objem elu¢niho
rozpoustédla pro detekci analytu, pritokova rychlost detekce. Vysledné optimalizované

parametry jsou uvedené v Tabulce €. 11.

Stanoveni bylo optimalizovéano s ti€elem vyvinout co nejcitlivéjsi metodu pro piipadnou
aplikaci pfi analyze povrchové nebo odpadni vody, kde bude koncentrace 1éCiva velmi

nizka.

Po optimalizaci nasledovalo proméieni kalibra¢ni zavislosti propranololu v destilované
vode, byl vyjadien limit detekce a limit kvantifikace. Také byla zméfena presnost

meéfeni pro koncentraci 1 ppm propranololu v destilované vodé.

Vytéznost metody byla ovéfena pro stanoveni propranololu ve vodovodni vodé.

Tabulka €. 11 : Vysledné optimalizované parametry

Parametr Vysledek
Elu¢ni rozpoustédlo Methanol
Vyuziti sorbentu Kolonka tvofena pomoci aspirace

suspenze z vialky na magnetické

michacce
Doba adsorpce propranololu 30s
na sorbent mimo pratokovy systém
Objem vzorku 1000 pl
Objem elu¢niho rozpoustédla pro 100 ul
detekci
Pritokova rychlost detekce 25 ul/s
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7. Zavér

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat metodu pro stanoveni propranololu
S vyuzitim extrakce na tuhé fazi a automatizovat ji v systému sekvencni injekéni
analyzy s UV detekci. Po nalezeni optimalnich parametrii méfeni byla sestavena
kalibra¢ni zavislost s determina¢nim koeficientem 0,9921. Byl stanoven limit detekce
(LOD = 0,442 pg/ml) a limit kvantifikace (LOQ = 1,473 pg/ml). Poté byla ovéiena
pfesnost méfeni a stanovena relativni smérodatnd odchylka pro koncentraci 1 ppm
(RSD = 2,51%). Uginnost vyvinuté metody byla zkousena pomoci matrice vzorki vod
z ruznych zdroji se znamym mnozstvi pfidaného propranololu. Metodu se zatim
nepodatilo plné automatizovat. Dosazené limity detekce a kvantifikace jsou v porovnani
s ¢lanky nalezenymi v literatufe stale pomérné vysoké, coz je zpusobeno hlavné

vyuzitim spektrofotometrického detektoru s optickymi vlakny.
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