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Abstrakt

Nesilikagelové materialy v analyze 1é¢iv IV.
Diplomova prace
Tereza Zeniskova

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové,
Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Heyrovského 1203, Hradec Kralové.

Piiprava vzorku je dilezitym krokem pfed samotnou analyzou. Umoziuje
odstranéni balastnich latek, které by mohly interferovat pifi analyze ¢i ji zcela
znemoznit. Extrakce na pevné fazi patii mezi nejpouzivanéj$i metody Upravy vzorku.
Nejcastéjsim sorbentem je silikagel, stale se vSak objevuji nové, odolngjsi sorbenty
s odliSnou selektivitou. Tato prace se zabyva vyuzitim oxidu zirkoniCitého a jeho
schopnosti separovat Lewisovy baze na zdkladé ligandové vymény. Zkoumali jsme
vyuziti oxidu zirkonicitého pii extrakci indometacinu jakozto Lewisovy baze z ¢ipkd.
Byl provéten vliv kondiciona¢nich ¢inidel, jejich polarity a elu¢nich ¢inidel. Jako
nejvhodnéjsi kondicionac¢ni Cinidlo se ukazal 10% ACN v CH,Cl,. Eluce byla
provedena roztokem amoniaku v methanolu. Po snaze snizit mnoZzstvi a koncentraci
¢inidla byly pouzity 3 ml 0,25M NH3; v MeOH. Jako wvnitini standard byl pouZit
diklofenak. Vytéznost byla 83 % pro standard indometacinu a 72 %pro indometacin
v ¢ipku na regenerovaném sorbentu. Adsorpce analytu na novy neregenerovany sorbent
byla silngj$i a jako kondicionacni ¢inidlo se ukazal vhodnéjsi 20% ACN v CH,Cl,
s vytéZnosti pro standard indometacinu 80 %, pro modelovy ¢ipek 84 %. Bylo
prokézéno, ze mnozstvi ¢ipkoviny ve vzorku neovliviiuje vytéznost a byla prokazana

linearita extrakce.

Klicova slova: SPE, ZrO,, indometacin



Abstract

Non-silica based materials in drug analysis IV.
Diploma thesis
Tereza Zeniskova

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové,
Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis
Heyrovského 1203, Hradec Kralové.

Sample preparation is an important step before the analysis itself. It enables
removal of the ballast components, which could interfere with an analyte or even
disable the analysis. Solid phase extraction (SPE) belongs among the most popular
sample preparation techniques. Silica is the most often used sorbent for SPE, however
new, more durable sorbents with different selectivity have appeared. This thesis focuses
on employment of zirconium dioxide and its ability to retain analytes having Lewis base
character via ligand exchange. We tested to use zirconium dioxide in extraction of
indomethacin as a Lewis base from suppositories. The influence of conditioning
solvents with different polarity and extractions solvents was investigated.
10% acetonitrile in methylene chloride was found to be the best solvent for conditioning
of zirconia. Methanolic ammonia solution was used as eluent. After some experiments
the concentration and the volume of the eluent was set at 0.25M NH; in MeOH and
3 mL. Diclofenac was used as the internal standard. The recovery for sorbent after its
regeneration was found to be 83 % for the standard of indomethacin and 72 % for
indomethacin in a suppository. The adsorption of the analyte on new, non-regenerated
sorbent was stronger, therefore 20% acetonitrile in methylene chloride was found to be
better for conditioning. The recovery was found to be 80 % for the standard of
indomethacinand 84 % for suppository. The amount of the suppository mass was proven

not to interfere with the extraction. Linearity of the extraction was proven.

Key words: SPE, ZrO,, indomethacin



Seznam pouzitych zkratek

ACN

AS

DIC
DLLME

DPX

DSPE
EDTA
HF-LPME

HPLC

IND
LLE
LLME
MeOH
MEPS

MIPs
MSPDE
MSPE
PBD

PS

SBSE
SDME
SPE
SPME
TFC

Acetonitril

Adeps solidus

Diklofenak

Disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny (Dispersive liquid-liquid
microectraction)

Extrakce pomoci naplnénych Spicek pipet (Disposable pipette tip
extraction)

Disperzni SPE (Dispersive SPE)

Kyselina ethylendiamintetraoctova

Mikroextrakce do kapaliny pomoci tuhého vlakna (Hollow-fibre liquid
phase microectraction

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High performance liquid
chromatography)

Indometacin

Extrakce kapalina-kapalina (Liquid-liquid extraction)

Mikroextrakce do kapaliny (Liquid—liquid microextraction)

Methanol

Mikroextrakei plnénym pevnym sorbentem s vyuzitim stiikacky
(Microextraction by packed sorbent)

Molekularné vtisténé polymery (Molecularly imprinted polymers)
Extrakce disperzni tuhou fazi (Matrix solid phase dispersion extraction)
Extrakce magnetickou tuhou fazi (Magnetic solid phase extraction)
Polybutadien

Polystyren

Materialy s omezenym ptistupem (Restricted access materials)
Sorpéni extrakce michadlem (Stir bar sorptive microectraction)
Extrakce do jediné kapky rozpoustédla (Single-drop microectraction)
Extrakce na pevné fazi (Solid phase extraction)

Mikroextrakce tuhym vlaknem (Solid phase microextraction)
Chromatografie s turbulentnim pratokem (7urbulent flow

chromathography)



Uvod

V dne$ni dob¢ je snaha nalézt nové selektivni a zdrovenl odolnéjsi sorbenty
urcené k extrakci na tuhou fazi (Solid-Phase Extraction, SPE). Stale vice se uplatiuji
tuhé faze na bazi oxidid kovl a to jak v SPE tak v HPLC (High performance liquid

chromatography, vysokoucinna kapalinovéa chromatografie).

SPE je rychla, pfesna a reprodukovatelnd metoda slouzici k upravé vzorku
pted vlastni analyzou. Ma diplomova prace piimo navazuje na predchozi studii
zkoumajici vyuziti oxidu zirkoniCitého jako sorbentu se schopnosti ligandové vymény
pro extrakci ibuprofenu. Experimentalni prace je zaméfena na studium vyuziti oxidu
zirkonicitého jako sorbentu pro extrakci indometacinu z ¢ipku za pouziti diklofenaku

jakozto vnitiniho standardu.



Teoreticka cast

Extrakc¢ni metody pouZivané pro piripravu vzorku

vvvvvv

ve stopovém mnozstvi, proto je vyhodné (a nékdy i1 nezbytné) nejdiive vzorek
pfed vlastni analyzou wupravit. Cilem je snizit mnozstvi balastnich latek a
soucasti analyzy, méa zasadni vliv na pfesnost a spravnost vysledkti. Volba extrak¢ni

metody z&visi na vlastnostech matrice a analytu. [1] [2] [3]

Obecné lze tyto metody rozde€lit na konvencni, které jsou rozsifené a Siroce
vyuzivané v analytickych laboratofich, a miniaturizované techniky, které vychazeji

z konvencnich metod a pracuji s men$im mnoZzstvim vzorku i rozpoustédel. [3]

Typy metod

Piima extrakce

Jedna se nejcastéji o extrakci z pevné matrice. Probihd na horizontalni ¢i rotaéni
tiepacce, ultrazvukové lazni ¢i kontinualnich extraktorech (napt. Soxhletiiv). Analyt se
z matrice uvolni rozpusténim ve zvoleném rozpoustédle. Vybér rozpoustédla zavisi
na vlastnostech analytu (polarni rozpoustédlo pro polarni latky, nepolarni napf.
pro lipidy). Vzorek musi byt dostatecné rozdrobnén, je vSak obtiZzné provést touto
metodou piesné kvantitativni stanoveni. VytéZnost a rychlost lze ovlivnit zvySenim
teploty a tlaku, a to az do faze superkritické fluidni extrakce, kdy se jako rozpoustédlo

pouziva nadkritickd tekutina. [3]

Extrakce z kapaliny do kapaliny (Liguid-Liguid extraction, LLE)

Tato metoda je zaloZzena na extrakci analytu z polarni (vétSinou vodné) faze
do nepolarniho organického rozpoustédla (pfipadné obracen¢). Rozdé€leni analytu

do obou fazi je dano rozdélovacim koeficientem D,

1
D. = —
(&)

kde c; je koncentrace analytu v organické fazi, c, ve vodné fazi. Snadno tak lze
oddélit polarni a nepolarni slouceniny. Extrakéni ¢inidlo by mélo mit podobnou polaritu

jako analyt a zaroven s nim nesmi reagovat. Opakovanéd extrakce s menSimi objemy



rozpoustédla vykazuje obecné vyssi vytéznost nez extrakce provedend jednou s velkym

objemem rozpoustédla, jak popisuje rovnice pro nékolikanasobnou extrakei:

- (7 5w)
= Mo \y DLy,

kde je m, hmotnost analytu pted extrakci a m; po extrakci, Vz je objem
extrak¢niho ¢inidla, V objem roztoku a i je pocet extrakénich stupiiti. [4]

U kyselych ¢i bazickych latek je tfeba upravou pH prevést analyt
do neionizovaného stavu a zlepsit tak jeho piechod do organické faze. Hodnota pH

roztoku se upravuje na zakladé Henderson-Hasselbalchovy rovnice:
Cp
pH = pKa + log—
Ca

kde ¢, a cg jsou rovnovdzné koncentrace konjugované kyseliny a zasady.
Pro kyseliny upravujeme hodnotu pH tak, aby byla o 2 niz$i nez jejich pKa, pro baze

naopak o 2 vyssi.

LLE je manuéln¢€ nenaro¢na, s dobrou vytéznosti a reprodukovatelnosti, zaroven

vsak dochazi k pomémé velké spotieb¢é rozpoustédel. [2] [3]

Moderni metody odvozené od LLE

Radime sem poéetnou skupinu mikroextrakénich technik (LLME) jako napf.
SDME (single-drop microectraction), tedy extrakce do jediné kapky rozpoustédla,
disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny DLLME (dispersive liquid-liquid
microectraction) a mikroextrakci do kapaliny pomoci tuhé¢ho vldkna HF-LPME
(hollow-fibre liquid phase microectraction). Do této skupiny dale patii on-line technika
oznacovana jako chromatografie s turbulentnim pritokem (turbulent flow
chromathography, TFC). Na chromatografickou kolonu se nanasi cely objem extraktu,

coz vede k vétsi citlivosti, nicméné hrozi pietiZzeni separacni kolony. [3] [5]

Srazeni proteinu (Protein precipitation)

Rychla a jednoduchd metoda slouzici k Gipravé biologickych materiala. Pomoci
organického rozpoustédla (methanol, acetonitril) nebo silnych kyselin (HCIO4,
CCI3COOH), soli vicemocnych iontli (ZnSO4 v NaOH), taninu ¢i proteolytickych
enzymi dojde k precipitaci proteinl. Precipitdt nesmi na svlij povrch adsorbovat

sledované latky. Po centrifugaci, kdy dojde k oddé€leni precipititu a supernatantu, se
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supernatant pouzije pro vlastni analyzu nebo se odpafi a rozpusti v minimalnim
mnozstvi rozpoustédla, ¢imz dojde k zakoncentrovani analytu. Nevyhodou této metody
je, ze ostatni balastni latky (napf. lipidy) zastavaji ve vzorku a pokud nejde
rozpoustédlo odpatit, dojde také k nafedéni analytu. Dal§i moznosti jak odstranit

proteiny za vzorku je vyuzit ultrafiltraci. [2] [3]

Extrakce na pevné fazi - Solid Phase Extraction (SPE)

Tato metoda vyuziva pevnou fazi k selektivni extrakci, odstranéni balastnich
latek a zakoncentrovani analytli pred dalsi analyzou napt. pomoci HPLC. Mechanismus
separace je totozny s procesy probihajicimi pii separaci latek v koloné v kapalinové
chromatografii. Uéinnost je viak niz&i vzhledem k mensimu mnoZstvi sorbentu, vétsim

¢asticim sorbentu a niz§imu pracovnim tlaktm. [1] [2] [6]

SPE byla zndma spise v teoretické rovin¢ a malokdy praktikovana az do roku
1977, kdy predstavila spole¢nost Waters Corporation komeréné dostupné
predpiipravené kolonky obsahujici vazané silikagelové sorbenty. Samotny termin solid
phase extraction byl zaveden v roce 1982 zaméstnanci firmy J. T. Baker Chemical

Company. [1] [7]

Nyni stale vice konkuruje extrakci kapalina-kapalina. Vyhody SPE jsou
predevSim zkraceny Cas extrakce, niZ§i pozadavky na manudlni praci a nepotiebnost
drahého a kiehkého skla, niz$i spotfeba organickych rozpoustédel a nutnost jejich
vyuzivanych rozpoustédel nez LLE. Pfi SPE dochazi k zakoncentrovéani fedénych ¢i
pfili§ objemnych vzorki. Pfi spravném postupu je efektivni, vytéznost se mnohdy blizi
100 %. Diky komer¢ni vyrobé SPE kolonek je extrakce opakovatelnd a navic mize byt
automatizovana (napt. on-line spojeni s HPLC). SPE téZ umoziuje uchovavat analyt

v naadsorbovaném stavu na pevném sorbentu extrakéni kolonky. [1] [6] [7]

Principem SPE je vyuziti afinity analyti v kapalném vzorku k pevnému
sorbentu. SPE se provadi pomoci extrakéni kolonky, zhotovené z polypropylenu ¢i
ze skla, naplnéné sorbentem, ktery je zobou stran stlaCen poréznimi fritami,
vyrobenymi z polyethylenu, teflonu ¢i nerezové oceli. V dneSni dobé je dostupna Siroka
paleta extrakénich kolonek rGznych velikosti, pfedplnénych riznymi typy sorbentu.

V ptipad¢ potieby je vSak mozné naplnit extrakéni kolonky ruéné pozadovanym
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sorbentem. K dispozici jsou i1 disky, vytvofené ze sklenych vldken, na kterych jsou

zakotvené ¢astice sorbentu.

Diky sorbentu s vétsi zrnitosti, nez se vyuziva u HPLC, lze extrakci urychlit
pomoci lehkého podtlaku. Extrakéni kolonky se spoji s vakuovou aparaturou a vakuum

je zajisténo vodni vyvévou nebo vakuovym Cerpadlem, viz Obrazek 1. [8] [9] [10]

Obrazek 1. Schéma SPE extrakce pfi pouziti podtlaku — pfevzato a upraveno [10]

Komer¢né dostupna jsou 5, 10, 12, 16, 20, 24 a 96 pozicova plata ¢i systémy
s jehlami. Kazdy tzv. manifold, tedy manudlni systém pro SPE standardné zahrnuje
viko, Sroubovaci ventily k regulaci pritoku, sklenénou nadobku, manometr na méteni
vakua a viceucelovy stojanek pro riizné typy skla, vétSinou zkumavek ¢i vialek pro sbér
extrak¢nich frakci, viz Obrazek 2. [7] [8] [9] [10]

Systém s vymeénitelnymi vlozkami

Systém s jehlami e o
- . (zabranuji cross-kontaminaci)

Obrazek 2. Typy systémi pro SPE - pfevzato a upraveno [9]

12



Vybér extrakc¢ni kolonky a pevné faze

Volba velkosti kolonky a typu sorbentu zavisi na mnoha faktorech. Velikost
extrakéni kolonky se obecné¢ urCuje podle mnozstvi vzorku. V piipad¢ extrakce
pii normalnim ¢i reverznim uspotfadani fazi plati pravidlo, Ze mnozstvi extrahované
latky by nemélo ptfesdhnout 5 % hmotnosti sorbentu, tzn. pfi 100 mg sorbentu v 1ml
kolonce by extrahovand latka neméla presahnout mnozstvi 5 mg. Pii extrakcei za vyuziti
iontové vymeény se extrakéni kapacita konkrétnich sorbentd lisi. Vybér kolonky

dle mnozZstvi vzorku a sorbentu znazorniuje Tabulka 1. [8] [11]

Tabulka 1. Vybér velikosti kolonky a mnozZstvi sorbentu [8]

Objem vzorku Velikost kolonky MnoZzstvi sorbentu
<1 ml 1 ml 50/100 mg
Pomalél1 r;ci?gstrg(trakce 3ml 500 mg
R}fch:lf S)?trr:ﬁce 6 ml 500 mg
Potieba Vlé(t)§i_ kif)gc?‘; sorbentu 12,20 nebo 60 ml 1,2,10 g
Pomala ry;lllolst extrakce 12, 20 nebo 60 ml 1,2,10¢

Sorbent vybirame podle vlastnosti vzorku. Zalezi na tom, je-li matrice rozpustna
ve vodé ¢i v organickych rozpoustédlech, a zda je analyt ionizovan ¢i neionizovan.

Vybér sorbentu znazoriiuje Obrazek 3. [1] [8]

vzorek
vodn\'/.roztok organicI:y roztok
s néb.ojem neut.rélnl' silné p;olérm’ slabé polarni
' 3
anion. kation. I- RP ionizovany neutralni I- NP
e e— e e—
silny slaby silny slaby |— RP nebo IE I— RP nebo NP
I- SAX I— AMINO I— SCX I- WCX

Obrazek 3. Postup vybéru sorbentu pro izolaci organickych latek z roztoku [1]

SAX: silny anex; SCX: silny katex; WCX: slaby katex, RP: reverzni faze; NP: normalni faze;
IE: extrakce na zakladé iontové vymeény
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Od pevné faze se pozaduje, aby byla schopna pozadovanou latku rychle a
reprodukovatelné zadrzet v definovaném mnozstvi a nasledné¢ umoznit kompletni eluci
danym cinidlem. Sorbent by mél byt chemicky a tepeln¢ stabilni. Samoziejmé nesmi

reagovat s analytem ani s rozpoustédlem a nesmi se v rozpousStédle sdm rozpoustét.
[1][8][12]

Sorbenty muzeme rozdélit dle chemického slozeni na anorganické oxidy
(silikagel a oxidy kovl), chemicky vazané faze na bazi silikagelu, polymerni faze,

hybridni faze a faze na bazi grafitového uhliku. [12]

Vliv pH vzorku na sorpci

Pokud je latka ionizovateond, pak je extrakce zavisld na pH. Pii extrakci
na reverzni fazi v ptipadé kyselého ¢i bazického analytu je vSak Zadouci upravit pH tak,
aby byl analyt neionizovan a byl zadrzen sorbentem. V ptipadé extrakce pomoci iontové
vymény ma pH vzorku i rozpoustédla na silu retence velky vliv. Musi se docilit
takového pH, aby analyt a funk¢ni skupiny sorbentu mély vzajemné opacné naboje.
Pokud se provadi extrakce na normalni fazi, tak se vétSinou vyuZzivaji organicka
nepolarni rozpoustédla a hodnota pH nehraje tak zasadni roli. Nékdy je ale nutno silu

interakci mezi analytem a pevnou fati upravit pomoci pfidavku kyseliny nebo baze.

[1] 8] [13]

Reverzni méd

Extrakce na reverzni fazi dnes patfi mezi nejcastéji vyuzivany separa¢ni maod,
vétSinou je prvni volbou v separaci jak neutralnich tak iontovych vzorkl. Nazev
uspotfadani fazi, pti kterém byla pevna faze polarni a kapalna nepolarni. Extrakce je
zaloZzena na nepolarnich interakcich (van der Waalsovy sily, disperzni sily) mezi
analytem a sorbentem, viz Obrazek 4. Jedna se o nizkoenergeticky proces analogicky
LLE stim rozdilem, Ze nepolarni fazi ptfedstavuje nejcastéji nepoldrnimi skupinami
modifikovany silikagel. Extrahované analyty jsou zpravidla stfedn€ polarni az
nepolarni. K eluci analytu z pevné faze se pouzivaji polarni organickd rozpoustédla
(methanol, acetonitril), kterd vzdjemné interakce mezi analytem a pevnou fazi pferusi.

[1][8] [14]
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Sorbenty

Stacionarni fazi predstavuje nejcastéji, jak jiz bylo dfive uvedeno, silikagel
s povrchem modifikovanym hydrofobnimi uhlikatymi fetézci jako C18, C8 nebo
fenylem, popft. existuji alkylfenylové a bifenylové stacionarni faze. Nosic¢i pro vazanou
fazi mohou byt 1 hybridni sorbenty nebo kovové oxidy. Nevyhodou chemicky vazanych
fazi na bazi silikagelu je jejich omezena stabilita v bazickém a siln¢ kyselém prostiedi:
silikagel modifikovany C18 je kratkodob¢ stabilni pii pH 2 - 9, dlouhodobé pH 3 - 7).
[8][12] [14] [15]
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Obrazek 4. Interakce mezi analyty a sorbentem zprostiedkované van der Waalsovymi silami
pro oktadecyl modifikovany silikagel — pfevzato a upraveno [1]

Reten¢ni schopnost a selektivita sorbentu je urcena jeho fyzikalné chemickymi
vlastnostmi, zatimco uc¢innost kolonky je déna strukturou a velikosti ¢astic. Retence je
ovlivnéna typem substituentl. Roste se zvySujicim se poctem a délkou alkyll
v homologickych fadach a v pfitomnosti aryli ¢i objemnych substituentli, casto
halogenti. Aromatické substituenty maji vyssi polaritu a 1isi se v selektivité¢ predevsim
k aromatickym latkdm (kvilli moZnosti m-m interakci). Pfitomnost polarnich skupin

(napt. -NH,, -OH, -COOH, -SOsH) retenci snizuje. [14]

Vsechny stacionarni faze na bazi silikagelu obsahuji ur€ité procento rezidui
nesubstituovanych silanolovych skupin — viz Obrazek 5. Ty mohou sekundarné

interagovat zvlasté s bazickymi analyty a ovliviiovat jejich retenci.
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Obrazek 5. Faze na bazi silikagelu s vazanymi alkyly obsahujici volné silanolové skupiny -
pfevzato a upraveno [10]

Elu¢ni ¢inidlo se voli podle jeho polarity. S klesajici polaritou stoupa elucni sila.
Nejcastéji pouzivana rozpoustédla pii RP extrakci jsou methanol, acetonitril a
ethylacetat. Tato Cinidla jsou schopna narusit van der Waalsovy sily mezi analytem
a nepolarnimi skupinami sorbentu, s rezidui silanolovych skupin tvoiti vodikové mustky
a jsou schopna rozpustit zbytkovou vodu, kterd miize byt uchycena v navazané fazi.
V ptipad€ pouziti nepolarngj$iho Cinidla (napf. dichlormethan) je nutno pted eluci
sorbent diikkladné vysusit pomoci vakua od zbytkové vody, jinak rozpoustédlo neni

schopno interagovat s celou plochou sorbentu a vytéznost se citeln¢ snizuje. [14]

Dal8im moZnym sorbentem pro reverzni SPE je grafitovy uhlik. Ziskal si povést
jako latka schopna extrakce vysoce polarnich, ve vodé velmi dobie rozpustnych
organickych latek z vodnych vzorkt. Zplsob retence analyti se lisi od sorbentl na bazi

silikagelu. RozliSujeme dva typy grafitového uhliku — porézni a neporézni. [1]

Neporézni grafitovy uhlik neobsahuje mikropéry a jeho povrch je téméf
homogenni, sloZeny z atomil uhliku stavby grafitu. Sorbent se chova jako reverzni faze
(zajisténo nespecifickymi van der Waalsovymi silami), a zarovei jako iontoméni¢ (diky
elektrostatickym interakcim). Grafitovy uhlik bez port Ize pouzit k simultanni extrakci
neutralnich, bazickych i kyselych latek, casto i bez potieby upravy pH. Eluce vSak mlize

byt prave kvili silnym interakcim sorbentu s analytem naroc¢na. [1]

Porézni grafitovy wuhlik mé jeSt€¢ vice homogenni nepolarni povrch
nez neporézni. Sorbenty tohoto typu jsou slozené z plochych Sestiuhelniki, tvofenych
atomy uhliku a uspofadanych do grafitovych vrstev. Dochazi k delokalizaci n elektroni,

a proto lze diky této struktufe primarné selektivné separovat aromatické planarni latky.
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Sekundérni roli hraji funkéni skupiny analytu. Eluce se provadi stfedné polarnimi az

nepolarnimi rozpousteédly. [1] [12]

Normalni méd

Extrakce na normalni fazi spocivd v pouziti polarni staciondrni faze. Do roku
1960 piedstavovalo toto usporadani pevné a kapalné faze standardni typ separace, odtud
tedy nazev normalni. VétSinou se pracuje s polarnim analytem, stiedné polarni az
nepolarni matrix a polarni stacionarni fazi. Mechanismus extrakce je zalozen
na polarnich interakcich: tvorba vodikovych mustkli, n-m interakce, dip6l-dipol
interakce a dipol-indukované interakce. Dochézi k navazani polarnich skupin analytu na
lokalizovana adsorp¢ni centra na povrchu stacionarni faze (napft. silanolové skupiny
silikagelu). Pfi eluci analyt o tato mista soupefi s elu¢nim ¢inidlem a uvoliuje se.
Retence latek na stacionarni fazi se s rostouci polaritou analytl zvysuje. Organické
latky s jednou funkéni skupinou lze sefadit podle rostouci polarity, tzn. podle rostouci

retence, viz Obrazek 6. [8] [12] [14]

Alifaticke uhlovodiky
Aromaticke uhlovodiky
Halogenslouceniny
Ethery

Terciarni aminy
Nitrily

P Nitroslougeniny
o L Estery karboxylowych kyselin
A R Ketony

Primarni aminy
Amidy

Fenoly
Karboxylové kyseliny

Sulfonove kyseliny

Obrazek 6. Organické latky s jednou funkéni skupinou sefazené dle polarity [12]

Vliv na polaritu, a tedy 1 selektivitu separace ma 1 moznost tvorby
intramolekularnich vodikovych mustka. Retence dale zavisi na dostupnosti adsorp¢nich
center sorbentu a geometrickém uspofadani molekuly analytu, protoZe sily umoznujici
extrakci jsou kratkého dosahu. Objemné funkéni skupiny stérickym vlivem retenci
snizuji. Vyznamné rozdily v selektivité podle polarity se vSak uplatiiuji pouze mezi

prvnimi ¢leny homologickych fad, s rostoucim poctem atomt uhliku v alifatické fadé
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selektivita pro sousedni homology klesd, u aromatickych sloucenin je situace jesté
komplikovanéjsi. Elu¢ni ¢inidlo musi byt méné€ polarni nez stacionarni faze, ale zaroven
vice neZ analyt. Casto se jedna o smés dvou rozpoustédel s odlisnou polaritou. Mezi
nejcastéjsi sorbenty pro extrakci v normalnim uspotradani fazi patii silikagel (SiO;)x,
oxid hlinity (Al,O3), flurosil (MgSiOs3) a sorbenty na bazi silikagelu s navazanymi
polarnimi funkénimi skupinami. Mezi slabé polarni faze 1ze zatadit materialy s diolovou
funkéni skupinou nebo nitroskupinou. Stfedn¢ polarni faze jsou zastoupeny
kyanopropylovou funk¢ni skupinou. Siln€ polarni faze maji navazané kratké alifatické
aminoskupiny jako aminopropyl, diky kterym vykazuji zcela odliSnou selektivitu
od pivodniho silikagelu. Dokazi odd¢lit i latky s velmi blizkou chemickou strukturou —
napt. polohové izomery (diky stérickym vliviim jsou cis izomery zadrzovany silnéji
nez trans izomery) nebo komplexni smési latek jako 1éciva ¢i lipidy. Ptiklady sorbentii

a znazornéni jejich interakei s analytem zobrazuje Obrazek 7. [1] [8] [12]
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(c) modifikace diolovou funkéni skupinou

Obrazek 7. Pevné faze pro NP extrakci a jejich interakce s analytem pomoci dipolarni
interakce a vodikovych mustkd — prevzato a upraveno [1]

Cisty silikagel je anorganicky polymer (SiO,),, pouzitelny ¢asto samotny nebo
jako zdklad pro dalsi chemicky vazané pevné faze. Skladd se ze siloxanovych
mastki -Si-O-Si- a silanolovych skupin -Si~OH. Castice silikagelu pro SPE jsou
vétsinou nepravidelné, v priméru mezi 40 a 60 pm, s velikosti porti 60 A. Diky vétsi
velikosti zrn neni nutny pro separaci tak vysoky tlak jako u silikagelu pouzivaného

pii HPLC. Tento sorbent je nesmirné hydrofilni, musi byt uchovavan suchy a vzorky
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musi byt relativné bezvodé. Nejvétsi nevyhodou silikagelu (a sorbentii na bazi
silikageli obecn¢) je jejich stabilita pouze pii hodnotich pH mobilni fdze 2 — 9.
Pti niz§im pH dochézi k hydrolyze siloxanové vazby, zatimco pii vy$Sim pH hrozi
rozpusténi a vymyti silikagelu. Na pH rozpoustédla zavisi i optimalizace celé extrakce,
ktera je tim padem omezena moznostmi silikagelovych sorbenti Cisty silikagel se &asto
pouziva na procisténi vzorku, kdy se na sorbent naadsorbuji balastni latky a samotny
analyt nezadrzen protece. Na tento tzv. clean up vzorkli i na adsorpci analyti se
vyuzivaji téz materialy z oxidli hliniku. Mohou mit pKa kysel¢ (Alumina-A, pKa ~5),
neutrdlni (Alumina-N, pKa ~6.5) ¢i zasadité (Alumina-B, pKa ~8.5). [8] [14] [16]

Iontové vyménna extrakce

Iontové vyménnad extrakce (téz extrakce pomoci iontoménic¢l, ionexl) se
vyuziva pro extrakci analyti nesoucich v roztoku naboj. Jedna se o vysoce energetickou
iontovou interakci, a proto mohou byt poldrni analyty extrahovany i z polarnich
roztokll, napt. z vody. Anionty lze extrahovat pomoci SAX (strong anion exchanger,
silné¢ anexy) nebo WAX (weak anion exchanger, slabé anexy), kationty pomoci SCX
(strong cation exchanger, silné katexy) nebo WCX (weak cation exchanger, slabé

katexy). [8] [14]

Primarn€ se jedna o pulsobeni elektrostatickych interakci mezi chemickou
funkéni skupinou analytu nesouci néboj a opacné nabitou funkéni skupinou
(iontoméni¢em), nejcastéji vdzanou na silikagelu, viz Obrazek 8. Silu interakce urcuji
funkéni slupiny analytu a pevné fdze svym poctem a velikosti. Roztok vzorku musi
splilovat takové podminky, aby obé€ funkéni skupiny analytu a sorbentu mély opacny
naboj, a zaroven byl potlacen vyskyt balastnich latek se stejnym ndbojem jako analyt.
K eluci se pouziva takové rozpoustédlo, které zneutralizuje bud’ analyt, nebo funk¢ni
skupinu iontoménice. Neutralizace narusi elektrostatické sily mezi funkénimi skupinami
a dojde k uvolnéni analytu. Jako alternativa se da pouZit i rozpoustédlo, které disponuje

silngj$im nébojem nez analyt a nahradi jej ve vazb¢ na sorbent. [8] [14]
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(b) silikagel s navazanym trimethylaminopropylem (SAX)

Obrazek 8. Mechanismus iontové vyménné extrakce pro a) kationtové vyménnou extrakci,
b) aniontové vyménnou extrakci — prevzato a upraveno [1]

Aniontové vvménna SPE

Ionexy pro aniontové vyménnou SPE se nazyvaji anexy. Jedna se o nerozpustné
polymerni polyvalentni bdze, uvoliujici a vyménujici anionty. Lze rozliSit anexy
naslabé (WAX) a silné (SAX). Silné anexy jsou zcela disociované pii pH
vrozmezi 0 - 12 (iontoméni¢e na bazi silikagelu jsou vSak stalé jen piipH2 — 8),
slabé anexy jsou ionizovatelné pomoci zmény pH. SAX se sklada z alifatickych
kvarternich amoniovych skupin upevnénych na povrch silikagelu. Kvarterni amoniové
skupiny nesou vysoce pozitivni naboj, jejich pKa prevysuje hodnotu 14, ve vodnych
roztocich jsou proto vzdy kladn€ nabity. Musi byt dodrzeny podminky, pii kterych nese
analyt naboj, vétSinou postacuje pH o 2 vétsi nez hodnota pKa analytu. Analytem jsou
zpravidla slabé kyseliny. Extrakce silnych aniontl se na SAX provadi, pouze pokud
planujeme silné anionty odstranit, nevyZadujeme vysokou vytéZnost ¢i jejich eluci,
protoze vazby analytu na sorbent jsou velmi pevné. V piipadé, ze pozadujeme eluci
silné¢ anionického analytu, lze vyuzit silikagel modifikovany funkénimi skupinami
LC-NH,. Slabé anionty 1ze ze SAX eluovat bud’ neutralizaci, nebo nahrazenim jinym
aniontem. WAX se sklada ze silikagelu, na jehoz povrch jsou navdzany primarni nebo
sekundérni alifatické aminy. Piikladem je LC-NH,. Pomoci WAX lIze extrahovat i
eluovat jak silné, tak slabé anionty. Eluce se v pfipad¢é silnych aniontii provadi
neutralizaci sorbentu roztokem s pH o 2 vysSim nez pKa pevné faze, v ptipad¢ slabych
aniontll lze vyuZit i vytésnéni jinym aniontem ¢i neutralizaci aniontu roztokem s pH o 2

niz§im nez pKa analytu. [1] [8] [12]
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Kationtové vyménna SPE

Katexy neboli iontoméni¢e pro kationtové vymeénnou SPE jsou nerozpustné
polymerni polyvalentni kyseliny, uvoliiujici a vyménujici kationty. Obdob¢ jsou d€leny
na slabé (WCX) a silné (SCX). SCX obsahuji alifatické sulfonové, propylsulfonové
nebo benzensulfonové funkéni skupiny nebo skupiny kyseliny trifluoroctové navazané
na povrch silikagelu. Tyto funkéni skupiny jsou vysoce kyselé s pKa <1 a pfitahuji ¢i
vyménuji kationty ve vzorku. Nachazeji se v disociovaném stavu prakticky
pii jakémkoli pH (1 — 14), a proto Ize SCX vyuzit k extrakei jak silnych (velmi vysoké
pKa,>14), tak slabych kationtd (sttedn¢ vysoké pKa, <12), obdobné jako
pii aniontové vymeénné extrakci vSak musi byt dodrzeny takové hodnoty pH vzorku, aby
m¢l analyt ndboj. Pro kladné nabitou extrahovanou latku to znamena pH o 2 mensi
nez pKa analytu pfi disociovaném stavu. Analytem jsou obvykle slabé nebo silné baze.
Obdobng¢, jako je tomu u anionti a SAX, plati i u SCX, ze zatimco slabé analyty
kationtové povahy lze extrahovat i eluovat (at’ uz neutralizaci roztokem s pH o 2 vys§im
nez pKa analytu, nebo vytésnénim pomoci jiného, silnéjsiho kationtu), u silnych
kationth dochézi k pevnym vazbam mezi sorbentem a analytem a eluce 1 vytéZznost jsou
pouze omezené. Pro separaci silnych kationtd lze vyuzit WCX. WCX sorbenty jsou
nejcasteji tvoreny alifatickymi karboxylovymi nebo fosfonovymi funkénimi skupinami
navazanymi na silikagelovy povrch. Karboxylova funkéni skupina, pouzivana
jako WCX, mé pKa 4,8. Aby byla disociovana, musi byt pH alespoii o 2 jednotky vyssi,
zaroven vSak dostatecné nizké pro disociaci analytu. WCX se pouZiva pro extrakci a
eluci silnych 1 slabych kationtli. Eluce se d4 provést neutralizaci pevné faze roztokem
s pH o 2 niz$i neZ pKa sorbentu. Slabé kationty mohou byt navic eluovany neutralizaci
adsorbovaného kationtu roztokem s pH o 2 vy$S§im neZz pKa analytu, nebo vytésnénim
jinym kationtem. Eluce probiha vétSinou pomoci vodnych roztokd. Pokud je zapotiebi
mit extrahovany analyt v organickém rozpoustédle nemisitelném s vodou, provede se
nejdiive eluce kyselym nebo bazickym methanolem v zavislosti na pKa analytu (viz
Henderson-Hasselbalchova rovnice), ktery se nasledné odpafi a analyt je pak mozné
znovu rozpustit v pozadovaném organickém rozpoustédle. K okyseleni methanolu se

pouziva kyselina octova nebo chlorovodikova, jako bazicka slozka amoniak. [8] [12]

Obecny postup SPE

Pro samotnou extrakci je nejprve nutné pievod vzorku do kapalného stavu a

uprava kapalné faze na podminky vyhovujici stacionarni fazi (jiz popsané pH,
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koncentrace organické slozky, iontova sila). Poté nasleduje samotny proces v péti

krocich, viz Obrazek 9. [3]
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Obrazek 9. Obecny postup SPE - pfevzato a upraveno [17]

1. Vybér vhodné extrakéni kolonky

Volba vhodné extrakéni kolonky a pfedevS§im stacionarni faze je zakladem
celého procesu. Vybér byl popsan jiz v predchozim textu. Pokud jsme jiz na zaklade
vSech kritérii vybrali vhodnou extrakéni kolonku s vhodnym sorbentem, mizeme piejit

k samotné extrakci. [8]

2. Kondicionace pevné faze

Kondicionace, n€kdy téZ oznacovana jako aktivace sorbentu, slouzi k aktivaci
funkénich skupin sorbentu a tim k jejich pfipravé na extrakci. Casto se sklada ze dvou
obvykle vyuzivad methanol, acetonitril, isopropanol nebo jiné sttedné polarni organické
rozpou$tédlo a dochdzi kromé smoceni a aktivace funkénich skupin 1 k odstranéni
vzduchu. Druhy krok, ekvilibrace, se provadi rozpoustédlem, které¢ pokud mozno co
nejvic pfipomind samotny vzorek nebo matrix, pfedev§im hodnotou pH, koncentraci
organické slozky a iontovou silou. To vymyje z kolonky zbytky methanolu a stanovi
idedlni podminky pro interakce sorbentu s analytem. Tyto dva kroky obvykle probihaji
tésné po sobe¢, nasledovany nanesenim vzorku, protoze je nutné vyhnout se vyschnuti
sorbentu. Kromé toho je nutné zajistit dokonalou misitelnost po sobé jdoucich kapalin.
Objem rozpoustédel ¢ini obvykle 1-2 ml na 100 mg sorbentu. Pro jednotlivé extrakéni
mody se pouzivaji typickd kondicionaéni ¢inidla. Pro reverzni fazi (nepolarni sorbent)
je to organické rozpoustédlo misitelné svodou, napi. methanol, které je pak

nasledovano vodou ¢i pufrem. V ptipad€ normalni faze (polarni sorbent) se postup ¢asto
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zkracuje pouze na kondicionaci rozpoustédlem, ve kterém je analyt rozpusStén, tzn.
uskutecni se pouze ekvilibrace. Pouzivaji se napt. hexan, dichlormethan, chloroform
nebo toluen, obsahujici malé procento polarniho organického rozpoustédla misitelného
s vodou. U extrakce na bazi iontové vymeény se obecné pouziva roztok, ve kterém je

analyt rozpustén. [3] [8] [10] [18]

3. Naneseni vzorku

Jak jiz bylo zminéno, ke sprdvnému naadsorbovani analytu je tieba predevsim
upravit pH, koncentraci organického rozpoustédla, iontovou silu rozpoustédla a objem
vzorku. Rozpoustédlo musi mit k sorbentu nizsi afinitu nez analyt. Pro reverzni faze je
vhodné polarni rozpoustédlo jako napt. voda nebo pufr, pro normalni faze nepolarni
rozpoustédlo jako napt. hexan a pro iontovou vyménu pufr s vhodnym pH. Pokud hrozi

zacpani frit, je zddouci vzorek pfed samotnou extrakci zcentrifugovat ¢i zfiltrovat.
[8] [10]

Dulezitym faktorem pii nanaSeni vzorku je rychlost, kterou roztok protéka.
Pro extrakci na bazi iontové vymény by rychlost neméla pfesdhnout 2 ml/min,
pro ostatni sorbenty je to 5 ml/min. Nejvhodnéjsi je pritok ,,po kapkach* Rychlost
pratoku se da regulovat silou podtlaku. Objem vzorku se miize pohybovat od mikrolitri
az po litry. Pii velkych objemech vzorku hrozi nebezpeci odplaveni kondiciona¢niho
¢inidla ze sorbentu a tim padem snizeni retence analytu, zvlasté u reverznich fazi. Proto

se doporucuje u vzorkli nad 250 ml pfidat az 10 % rozpoustédla misitelného s vodou a

zarucit tak spravnou kondicionaci sorbentu. [8] [10]

4. Promyti

Promyti slouzi k odstranéni interferujicich latek, které zlistaly spolecné
s analytem na sorbentu. Casto se provadi postupné vicero rozpoustédly. Pouziva se
pfimo rozpoustédlo, v némz byl analyt rozpustén, popiipad¢ jiné rozpoustédlo, které je
schopno odstranit necistoty, aniz by porusilo vazbu analytu na sorbent. Polaritu a
vhodnost rozpoustédel znazoriiuje Tabulka 2. Obvykle se pouziva mnozstvi o objemu
extrakéni kolonky (obecné 1 ml/100 mg sorbentu) a je vhodné nechat stacionarni fazi
5 az 15 minut ,,vysusit* pomoci vakua, aby se zcela odstranila voda pouzitd k promyti.
To usnadni pozd¢jsi suSeni analytu pod proudem dusiku. Pokud se provadi non-reten¢ni
extrakce, kdy se namisto analytu naadsorbuji nelistoty, je vhodné sorbent promyt

rozpoustédlem, ve kterém byl vzorek rozpustén. [3] [8] [10] [17]
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5. Eluce

Paty a posledni krok spociva v zachyceni eludtu (analytu) do zkumavky, jeho
dalsi Gpravé (napt. zakoncentrovani) a jeho analyze vhodnou analytickou metodou,
nejcastéji HPLC. Eluce se provadi rozpoustédlem, které je schopné rozruSit vazby
analytu na stacionarni fazi. Casto se jedna osmés riznych rozpoustddel popf.
s pridavkem zésad, kyselin, atd. Prehled rozpoustédel znazoriiuje Tabulka 2. Je zadouci
zvolit takové rozpoustédlo, které usnadni dals$i upravy vzorku jako napt. odpatrovani
nebo derivatizaci nebo které je kompatibilni s finalni analytickou metodou. Vzhledem
k vysuseni kolonky po promyvani neni nutné, aby bylo elu¢ni cCinidlo misitelné
s rozpoustédlem pouzitym pii promyvani. [3] [10]

Elu¢ni ¢inidlo se nanési v objemu od 200 pl az po 2 ml v zavislosti na velikosti
extrakéni kolonky. Obecné plati, Ze vyhodnéjsi je nanést elu¢ni ¢inidlo ve dvou menSich
dil¢ich davkach nez v celém objemu najednou, protoze prvni nanos casto slouZzi
ke ,,smoceni” sorbentu. Elu¢ni ¢inidlo by mélo byt v kontaktu se sorbentem 20 s az

1 min, pomala eluce ,,po kapkach* zvysuje vytéznost extrakce. [8]

Tabulka 2. Rozpoustédla pro SPE podle elucni sily - pfevzato a upraveno [17]

Normalni faze Eluéni sila rozpoustédla Reverzni faze
Hexan Voda
Isooktan L Methanol
Toluen Silné Isopropanol
Chloroform Acetonitril
Dichlormethyl Aceton
Tetrahydrofuran Ethylacetat
Ethylether Ethylether
Ethylacetat Tetrahydrofuran
Aceton Dichlormethyl
Acetonitril Chloroform
Isopropanol Slabé Toluen
Isooktan
Methanol
Hexan
MozZnosti vyuziti SPE

Extrakci na pevné fazi lze vyuzit k ziskani pozadované latky ze vzorku tfemi
zpusoby: selektivni extrakci, selektivnim promytim nebo selektivni eluci. Vybér metody

zavisi na povaze vzorku a analytu. [8]
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Selektivni extrakce

Selektivni extrakce spociva v navazani vybrané latky na sorbent, zatimco zbytek
vzorku projde extrak¢éni kolonkou. Pokud doslo k naadsorbovani analytu (tzv. retencni
extrakce), lze jej ziskat jednoduse eluci. Pokud byly naadsorbovany necistoty
(non-reten¢ni extrakce), analyt se uvolni pfi promyvani a samotné kolonky

s naadsorbovanymi necistotami se miizeme zbavit (Obrazek 10). [8]

A) Retentni SPE B) Non-retenéni SPE
&
v L
l 2 4 *
ﬂ, Tﬂ" 'ﬁ GCI-O
kondicionace naneseni vzorku kondicionace naneseni vzorku
v, T 20
promyti eluce promyti
o analyt ¥ nefistoty O analyt ¥ netistoty

Obrazek 10. Selektivni extrakce: Retencni a non-retencni SPE — pievzato a upraveno [10]

Selektivni promvti

Tato metoda se pouziva, jsou-li jak analyt, tak necistoty zadrZzovany na pevné
fazi a zaroven plati, Ze lze promyt kolonku takovym rozpoustédlem, které je dostatecné
silné, aby pterusilo vazby mezi sorbentem a necistotami, a zaroven tak slabé, aby vazby
sorbentu a analytu ziistaly netknuté. Tim dojde k vymyti necistoty a analyt pak ziskdme

eluci (Obrazek 11). [8]
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Obrazek 11. Selektivni promyti - pfevzato a upraveno [8]

Selektivni eluce

V ptipadé selektivni eluce je situace opa¢nd — necistoty i analyt se navazi
na pevnou fazi, necistoty vSak silnéji nez analyt. Eluce se provede takovym cinidlem,

které dokadZe uvolnit analyt, zatimco nelistoty ziistanou navdzané na pevné fazi

(Obrazek 12). [8]

O = matrix
E o silné i N
2 n':hz|:u:u.1E-tvf".u::llr:ha Q necistota
<> = analyt
>~ <]
< = rozpouitédlo

o o

=

&
<

<
<
Obrazek 12. Selektivni eluce - pfevzato a upraveno [8]

Moderni techniky odvozené od SPE

Pomérné rozsifené jsou mikroextrakce na tuhou fazi. Lze sem zaradit
mikroextrakci plnénym pevnym sorbentem s vyuzitim sttikacky (microextraction by
packed sorbent, MEPS), extrakci pomoci naplnénych Spicek pipet (disposable pipette
tip extraction, DPX), mikroextrakce tuhym vldknem (solid-phase microextraction,
SPME), sorp¢ni extrakce michadlem (stir bar sorptive microectraction, SBSE) a dalsi.
Mezi on-line techniky patii kapilarni SPME a extrakce pomoci RAM kolonek
(materidly s omezenym pftistupem, restricted access materials). Technikou s vysokou
selektivitou je vyuziti modifikovanych SPE sorbentli, molekularné vtisténych polymerta
(MIPs). MIPs maji sférickou a chemickou pamét’ pro templat, podle kterého byly
vyrobeny. [3] [5]
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Pevné faze na zakladé oxidu kovu

Ackoliv zlatym standardem v pevnych fazich pro SPE jsou stale sorbenty
na zéklade¢ silikagelu, v dnesni dob¢ vzrista zajem i o pevné faze na zaklad¢ oxidi kovii
a rozviji se jejich vyzkum. Staciondrni fize na zaklad¢ oxidi kovl patii mezi polarni
anorganické sorbenty. Patfi sem oxid zirkonicCity, ktery je nejstudovanéjsi a
nejpouzivanéjsi, oxid titaniCity a oxid hlinity. Interakce na povrchu téchto sorbentd jsou

vvvvvv

pusobnosti pro modifikaci separacnich podminek. [12] [16] [19]

Mechanismus interakce oxidi kovi
Typickym znakem sorbentli na bazi oxida kovi je schopnost nejen iontové, ale i
ligandové vymény. Schopnost tvorby komplexti je umoznéna vysokych koordina¢nim

¢islem kovil. Slozitéjsi povrchové interakce mohou byt vyhodou i nevyhodou. [16] [20]

Interakce na zakladé iontové vymeény

Oxidy kovu se chovaji jako amfoterni iontoméni¢e — mohou vykazovat charakter
katexti 1 anexti v zavislosti na hodnoté¢ pH. lontovda vyména je umoznéna diky
hydroxylovym skupindm, které mohou disociovat (1.1) nebo byt protonizovany (1.2).
K™ a K™ jsou vnitini ioniza¢ni konstanty.

M-OH + OH < M-O" + H,0 ; K;™ (1.1)

M-OH + H" <> M-OH," ; K,™ (1.2)

Mnozstvi protonizovanych (M-OH,") a disociovanych (M-O") &astic je
vyrovnano pii pHp,. (pH of the point of zero charge, bod nulového naboje), zavislém
na vnitinich konstantach:

pszc = O>5(PK1im + pKZint) (13)

Pravé vysoké pHp,. umoziuje amfoterni charakter sorbentl. Pfi pH
nad hodnotou pHj,. se budou chovat jako katexy, pfi pH pod hodnotou pH,,. jako anexy
(Obrazek 13). Pfi pH rovnému pH,,. nenese sorbent zadny celkovy naboj. [16] [20]
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Obrazek 13. Chovani oxidd kovl v kyselém a bazickém médiu - pfevzato [20]

Ligandova vyména

Ligandova vyména je podminéna pfitomnosti Lewisovch kyselin na povrchu
sorbentu, konkrétng atoma Ti*", A’ a Zr*", a navazanymi molekulami vody. Lewisova
kyselina je takova latka, kterd poskytuje vakantni orbital a zaroven pfijima volny
elektronovy par. Lewisova baze poskytuje volny elektronovy par. Interakce se daji
znazornit nasledujicimi rovnicemi, kde M znaci oxid kovu, L; analyt a L, rozpoustédlo,

oboje Lewisovy baze. [17] [20] [21]

M(OH)(H,0) + L;” <> M(OH)L;” + H,0 (1.4)
M(OH)(H,0) + L;” <> M(H,0)L; + OH" (1.5)
M(OH)L, + L, <> M(OH)L, +L; (1.6)
M(OH)L,” + OH < M(OH), + L, (1.7)

Studie ligandové vymény byly provedeny na stacionarni fazi ZrO,
bez modifikovan¢ho povrchu. Nutno vSak podotknout, Ze Zadnou upravou nelze zcela
zablokovat vSechna centra Lewisovych kyselin, proto tyto vlastnosti do jisté miry

vykazuji i modifikované sorbenty. [16] [21]

Jak ukazuje rovnice (1.4), ptitomnost molekul vody jakozto Lewisovych bazi je
pro ligandovou vyménu nezbytna, protoze mohou byt vyménény za jinou Lewisovu
bazi. Reakce probéhne tim snadnéji a rychleji, ¢im silngj$i Lewisova baze je. Sila

Lewisovy baze je dana jeji elektronovou hustotou a polarizovatelnosti. [16] [21]
Srovnani sily nékterych Lewisovych bazi:

fosfat > fluorid > citrat > sulfat > acetat > mravencéan > nitrat > chlorid

28



Mozna je i vyména za hydroxylovou skupinu OH’, viz (1.5), ta je vSak jednou

z nejsilnéjSich monovalentnich Lewisovych bazi a je tedy vazana silnéji nez molekula

vvvvvv

reakce probéhne, ma hodnota pH. Proces (1.5) probiha prakticky pouze za niz§iho pH.
[16] [20] [21]

Cely proces schematicky znazoriiuje Obrazek 14.

OH  on”
g P
oxid kovu L, roztok " oxid kovu

Ly Ly
L, OH L, OH L, OH L, OH
MR ] e
oxid kovu Lz roztok oxid kovu

Obrazek 14. Ligandova vymeéna: naneseni vzorku (nahofe) a eluce (dole) - prevzato a
upraveno [20]

Interakce analytu a modifikovanych sorbentt

Typ modifikace rozhoduje, jestli bude sorbent pouzit jako reverzni faze, nebo
jako iontové vyménnd faze. Povrchové upravy se Casto vyuziva pro ziskani pevné faze
s extrakénimi schopnostmi podobnymi silikagelu, ale zaroven stabilni pii extrémnich
podminkach. Modifikace pevnych fazi na zéklad€¢ oxidi kovli umoziuji hydroxylové
skupiny na povrchu nebo mize modifikace probehnout interakci Lewisova baze —
Lewisova kyselina. Povrchova aktivita upravenych staciondrnich fazi vykazuje iontovou
a ligandovou vyménu, adsorpci, hydrofobni ¢i hydrofilni interakce a vznik vodikovych
mustkl. Modifikaci sorbentu lze provést ¢tyifmi zplsoby: dynamickou, permanentni
kovalentni, polymernim pokrytim a uhlikovym pokrytim. Cilem modifikace je blokace
center Lewisovych kyselin. Dynamickd modifikace spocivd v zastinéni Lewisovych
kyselin pfidanim vysoce reaktivnich slou€enin do rozpoustédla. Jednd se o silné
Lewisovy baze (fluoridy, fosfaty, EDTA). Permanentni kovalentni modifikace byla
zkouSena silanizaci, reakci s fosfaty, EDTA fosfonatovymi analogy ¢i fluoridy.
Modifikace polymerem je jednou z nejCastéjSich uprav. Pokryti polystyrenem (PS)

dodava sorbentu vlastnosti podobné fenylovanym sorbentim na bazi silikagelu,
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polybutadien (PBD) zase pfiblizuje vlastnosti silikagelu modifikovaného C8 ¢i C18 a
polyethylenimin zarucuje aniontovou vymeénu. Modifikaci uhlikem lze provést pouze
u zirkonia za vysoké teploty (700 °C). Mechanismus extrakce spociva pouze v adsorpci
na rigidni povrch uhliku, roli hraji n-m interakce. Sorbent je selektivnéjsi pro polarni 1

nepolarni geometrické izomery. [16] [19] [20]

Ptiklady ukazuje Obrézek 15.

Ry Ry R; Ry Ra Ry <R‘ /p‘ Ra R Ry Ry
) S5 L e
=0 o
N si i/ =p p= N M o 0
0¥ 0o ™o A d% d o . of/’L‘o I oo’ d% o
i 1 { O, o
| | NN [ N SN [
oxid kovu oxid kovu oxid kowvu oxid kovu oxid kovu oxid kovu

Obrazek 15. Interakce mezi analyty a nékterymi modifikovanymi sorbenty na bazi oxida kov
- pfevzato a upraveno [20]

Eluce analytu

Eluci analytu popisuji rovnice (1.6) a (1.7). Jak z rovnic vyplyva, eluce mize byt
ovlivnéna koncentraci a silou Lewisovy bdze v rozpoustédle. Dal§im faktorem je
teplota. Ve studii provedené na ZrO, byla zjiSténa linearni korelace mezi log k
(kapacitni faktor) a pKa analytd (derivati benzoovych kyselin). Extrakce nejlépe
probihala pfi pKa elu¢niho ¢inidla ~ pH analytu. [22]

Oxid zirkonicity

Fyzikalni vlastnosti

Oxid zirkonicity (ZrO,) se miiZze vyskytovat v fad¢ krystalickych forem i jako
amorfni latka. Typ krystalické soustavy zavisi na teploté: jednoklonnd (pfi laboratorni
teploté), Ctverecnd (teplota nad 1175 °C) a krychlova (teplota nad 2350 °C). Jedna
soustava prechazi v druhou se zvysujici se teplotou. Prakticky vyuZivana je zatim pouze

jednoklonnd soustava ve formé monodisperznich sférickych ¢astic. [12] [16] [23]

Nejvetsi prednosti oxidu zirkoniCitého oproti silikagelovym sorbentim je jeho
unikatni chromatograficka selektivita doprovazena extrémni chemickou i tepelnou
stabilitou. Na rozdil od silikagelu je stabilni pii vysokém tlaku, v celém rozsahu pH a
pfi teplotach dosahujicich 200 °C. Oproti polymernim bazim si pfi rizném sloZeni
rozpoustédla zachovava stale stejnou plochu. Navic se vyznacuje vysokou efektivitou a
mechanickou odolnosti. Primér ¢astic komeréné dostupného sorbentu se pohybuje
od 1,9 um (pro analytické ucely) az do 25 um (pro ptipravu vzorku). [12] [24]
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Oxid zirkoni&ity ma diky hustot& 5,8 g/cm® vysokou odolnost. Se zvysujici se
teplotou se plocha ZrO, sniZuje (pfi t > 500 °C je mensi neZ 100 m?/g), naopak primér
porit se zvétSuje. Pro analyzu je vhodnéjsi sorbent s minimalnim poctem mikropora,
protoze v pritomnosti mikropori se vétsi molekuly nedostanou k povrchu pora a
zaroven brani pfistupu mensim molekulam. Na teploté zavisi i tvar port. Za nizsich
teplot jsou castice sférické ¢i konické, za vysSSich vice cylindrické, pii pfiblizeni se
k bodu tani dochazi az k jejich speCeni. Nejvyhodnéjsi jsou monodisperzni kulovité

castecky, které usnadiiuji pritok mobilni faze. [11] [23]

Chemické vlastnosti

Selektivita oxidu zirkoni¢itého se od silikagelu zasadné lisi. Je to amfoterni
iontoméni€. Obdobné jako silikagel obsahuje na povrchu hydroxylové skupiny, navic se
zde vS8ak vyskytuji 1 adsorpéni centra na bazi Lewisovych kyselin. Na oxid zirkonicity
se lze divat ze tfi dulezitych uhli: a) Bronstedova kyselina, b) Bronstedova baze,
c) Lewisova kyselina (Obrazek 16). Kyslik sousedici satomy zirkonia zastupuje
Lewisovu bézi (donor elektronli). Bronstedovy kyseliny jsou zastoupeny

hydroxylovymi skupinami, v tomto piipadé¢ mén¢ kyselymi nez u silikagelu. [12] [24]

OH OH “H:?;w OH; i
QOQ / Q 0 r ﬂ_ﬂ_,"’r -2 O\\
(%] Q

Brénstedova kyselina: ZrOH + OH" < ZrO" + H,0

Brinstedova baze: + H* =
o
% ] #
. , 0 i |
Lewisova kyselina: Qvo O, 10 & o
) \D o E? o

Obrazek 16. Interakce na povrchu Zr0, - prevzato [12]
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Dominantni jsou vzhledem k nejvétSimu zastoupeni na povrchu mista charakteru
Lewisovy kyseliny, tvofené vakantnimi orbitaly zirkonia, které davaji vznik kladné
nabitému Zr*". ProtoZe je Zr*" multivalentni, miiZe byt na jednom atomu navézano vice
ligandti. Aby tato adsorp¢ni centra netvofila s napt. karboxylovymi, hydroxylovymi ¢i
fosfatovymi skupinami rozpoustédel ireversibilni komplexy, je nutné pridavat
do kapalné faze pufr obsahujici Lewisovy baze (napt. fosforecnan). Na interakce
zajistujici extrakcei maji tedy vliv vlastnosti analytu, pH a typ pufru, celkova iontova
sila a koncentrace organické slozky. Oxid zirkonicity Ize diky rozmanitosti interakci
analyt-sorbent pouZzivat v riznych separa¢nich modech, pHy,. ma hodnotu 8. Pfi niz§im

pH je povrch sorbentu nabit kladné, pfi vys$§im zaporné. Nemodifikovany se pouziva

v normalnim mdédu, jako modifikovany v reverznim. [12] [24] [25]

Komeréné dostupné stacionarni fdze na zdkladé ZrO,

Komeréné¢ dostupné sorbenty na bazi zirkonia dodéavaji firmy ZirChrom a

Sigma-Aldrich. [25] [26]

Tabulka 3 zndzornuje ptiklady fazi od spole€nosti ZirChrom a jejich mody. [25]
[26]

Tabulka 3. Komercné dostupné zirkoniové stacionarni faze - pfevzato a upraveno [16]

Nazev Separacni méd Nazev Separaéni méod
DiamonBond C18 reverzni ZirChrome SAX silny anex
ZirChrome Carb reverzni ZirChrome SHAX silny anex
ZirChrom® PS reverzni ZirChrom® WAX slaby anex
ZirChrom® EZ reverzni ZirChrom® WCX slaby katex
ZirChrom®-PBD reverzni ZirChrome PEZ katex
ZirChrom® Phase normalni

WCX: s navazanym polyethyleniminem, sitovany 1,4-butandioldiglycidyletherem;

WAX: s navazanym polyethyleniminem; SAX: s navazanym polyethyleniminem, sitovany
1,4-butandioldiglycidyletherem a kvaternizovany methyljodidem; SHAX: s navdazanym
polyethyleniminem, sitovany dijododekanem a kvaternizovany methyljodidem.,

PBD: polybutadien; PEZ: P-EDTA; PS: polystyren; EZ: P-EZ modifikovany pomoci P-EDTA

Pouziti ZrO,

Obecné uplatnéni praskového ZrO, je Siroké. Vyuziva se jako substrat
pro fluorescentni a fotosensitivni slouCeniny, keramické, nanokeramické a
biokeramické materialy. V krychlové krystalické soustavé je vyuZzivan jako pevny
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elektrolyt a jako povlakovy materidl pro ocel proti rzi. Ctveretna a jednoklonna
krystalicka forma se vyuzivaji jako katalyzatory nebo jejich nosice. Pro nas je zasadni
jeho vyuziti jako sorbentu. Oxid zirkoni€ity vykazuje vysokou afinitu k polyoxylovym
aniontim (fosfaty, boraty, karboxylaty a sulfaty), je tedy schopny separovat latky
s témito funk¢nimi skupinami, a to i jako modifikovany pomoci kovil (Fe;04-ZrO,,
Ce0,-ZrO;) ¢i jako mezopordzni silikagel obaleny ZrO, (separace fosfati,
glykopeptidl, sfingolipidil). Samotny ZrO, se ukazal jako vhodny pro separaci latek
s cis-diol funk¢ni skupinou. Modifikované sorbenty (Z-Sep a Z-Sep+) lze vyuzit
k apravé vzorkl pro analyzu pesticidii s vysokym obsahem tuki, jako jsou oleje,
Zr-MOF  (metal-organic frameworks, ionty kovu s organickymi ligandy v rigidni
trojrozmérné struktute) byl zase pouzit k extrakci rtuti z rybich vzorka. [21] [27] [29]
[30] [31]

Oxid titanicity

Fyzikélni vlastnosti

Oxid titani¢ity existuje ve tiech krystalickych soustavdch — anatas, rutil a
brookit. Brookit je nestabilni, anatas je stabilni do 800 °C, pak prechazi v rutil. Atom
titanu méa koordina¢ni ¢islo 6. Obdobné jako u oxidu zirkoni¢itého s teplotou klesa
velikost povrchu ¢astic a velikost porti. Primyslové vyrabéné kolony Sachtopore®-NP
obsahuji ¢astice o velikosti 3, 5, 10, 20, 40 nebo 80 um s velikosti péra 60, 100, 300,
1000 nebo 2000 A, coz umoziiuje jejich vyuziti jak v analyze, tak v ptipravé vzorku.

Castice jsou sférické, stabilni pti pH 1 az 14 a pii teplotach do 100 °C. [16] [32]

Chemické vlastnosti

Obdobné jako ZrO; obsahuje 1 TiO; na svém povrchu mista Lewisovych kyselin,
reprezentovanych atomem Ti*". Kromé& toho obsahuje hydroxylové skupiny, jejichz
disociace zavisi na pH prostiedi a pfitomnosti molekul vody. Hodnota pH,,. je 5. Cisty
oxid titaniCity lze pouZzit k separaci bazickych molekul, protoZe je nejsilngjsi

Bronsted-Lowryho kyselinou ze zminénych oxidi kovi. [16]
Pouziti

Sorbetny s oxidem titaniCitym jsou vyuzivany pii SPE, MSPE (magnetic solid-
phase extraction) ¢i SPME. Obdobné¢ jako ZrO, se d& vyuzit k extrakci latek
s fosfatovymi skupinami, glykopeptidl, iontd kovil, pesticid, piipadné v dalSich
modifikacich byl pouzit k extrakci patogennich bakterii (magneticky Fe;Os4 pokryty
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TiO,), exogennich estrogend, polycyklickych aromatickych uhlovodika, fenold,

alkoholl, amini a aromatickych karboxylovych kyselin. [20]

Oxid hlinity

Fyzikalni vlastnosti

Oxid hlinity se vyskytuje jako amorfni latka nebo v mnozstvi krystalickych
forem (y-, 8-, k-, -, 0- a x-), liSicich se mnoZstvim navazané vody. a-krystalickd forma
je bezvoda forma. Diky této rozmanitosti je povrch sorbentu heterogenni, zvlaste
z hlediska navéazanych molekul vody. Po odpateni jejich molekul dojde k formaci mist
Lewisovych kyselin. Sorbent je hygroskopicky, a piestoze je Casto pouzivan, nebyla
jeho presnd struktura pro HPLC zatim systematicky prozkouména. V chromatografii
je mnejcastéji vyuzivana vy-forma, nékdy nazyvana ,aktivovand“ diky plose

az n&kolik set m*/g. [16] [20]

Chemické vlastnosti

Chemické vlastnosti zavisi, jako u vSech sorbentl na zdklad€ oxidd kovi,
na parcialnim néboji na hydroxylovych skupinach. Naboj se 1isi podle typu skupiny,
tedy podle krystalick¢ soustavy. Atomy hliniku jsou situovany tetragonalné¢ nebo
oktahedralng, zarovei se zde nachazi mista Lewisovych kyselin (AI’") a Lewisovych

bazi (nesaturované atomy kysliku). [16]
Pouziti

Oxid hlinity se piednostné vyuZiva k separaci nasycenych a nenasycenych
alifatickych a polyaromatickych uhlovodikti. Adsorpénimi vlastnostmi se blizi
silikagelu, na jeho povrchu vSak miize dochézet k ireverzibilni adsorpci ¢i
ke katalitickému S$tépeni analyzovanych latek, proto je v praxi vyuZivan méné. Mezi
dalsi oblasti vyuziti patfi analyza v petrolejovém prumyslu, biologickych vzorkt
(zvlaste separace latek obsahujicich fostatovou skupinu), potravin a polutantli zivotniho
prostedi, a to kromé& chromatografie metodami SPE, DSPE (dispersive SPE), SPME a
MSPDE (matrix solid phase dispersion extraction). Po modifikaci Tweenem § byl
pouzit k separaci stopovych prvka. [20] [33] [34]
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Kvantitativni vvhodnoceni HPLC zaznamu

Pti kvantitativnim hodnoceni urcujeme vztah mezi odezvou detektoru —
nejcasteji plochou piku — a mnozstvim eluované latky. Pro ziskéani piesnych a spravnych
vysledkt je stézejni spravné provést integraci pikil. Software piistroji vétSinou obsahuje
prednastavené zpusoby integrace, které se daji upravit dle potieby. Chybné urceni
plochy pika je nejcastéjSi chybou pii zpracovavani chromatografickych dat. Metoda
pouzitd ke zjisténi plochy u standardu musi byt pouzita u stanovované latky a naopak,

Za predpokladu, Ze piky jsou uzké a symetrické, 1ze misto plochy vyuzit vysku piku.

Metody kvantitativniho stanoveni jsou relativniho charakteru, koncentrace latky
se tedy zjiStuje porovndnim se standardem. Pouzivaji se tyto metody: metoda vnéjSiho
standardu, metoda vnitiniho standardu, metoda standardniho piidavku a metoda vnitini

normalizace. [3]

Metoda vnéjsiho standardu

Tuto metodu lze pouzit, pokud je mozné zanedbat vliv matrice vzorku. Provede
se analyza série (5 az 7) standardil o rizné, ale zndmé koncentraci a urci se kalibracni
funkce X = f (c¢), kde X ptedstavuje plochu (popt. vySku) piku a ¢ koncentraci
analyzované latky. Nejspolehlivéjsi vysledky poskytuje linearni funkce, linearita vSak
neni podminkou. Méfeni se doporucuje dvakrat az trikrat opakovat. Kalibracni ptimku
1ze obecné definovat takto:

xi=a+bci

kde x; je hodnota veli¢iny X (plocha piku) pro koncentraci c¢;, b je smérnice

pfimky, a je Gsek na ose y (pokud ptimka prochazi pocatkem, pak a = 0).

Metoda vnitiniho standardu

Principem této metody je pfidani vnitiniho standardu o stejné znamé koncentraci
ke standardu 1 ke vzorku. Diky zachovani poméru vnitiniho standardu a analyzované
latky se eliminuji pfipadné chyby pfi pfipravé ¢i jiné zmény pracovnich podminek.
Vnitini standard by mél byt oddeleny od vSech sloZzek vzorku, zaroven by vSak mél byt

eluovan v blizkosti zkoumané latky a mit podobné fyzikalné-chemické vlastnosti.

Metodu lze pouzit bud’ sestrojenim kalibra¢ni kiivky, nebo pfimym porovnanim.
Kalibra¢ni kfivka je sestavena obdobné jako v pfedchozim ptipadé: ke vSem roztokiim

analytu (standardiim o rtizné koncentraci i vzorku) se ptidd zndmé mnozstvi vnitiniho
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standardu. Kalibra¢ni kiivka je pak funkci zévislosti poméru ploch analytu a vnitiniho
standardu na koncentraci analytu. Metoda pifimého porovnani spociva v pfidani
znamého mnoZzstvi vnitiniho standardu ke vzorku o nezndmé koncentraci. Poté se zméti
standard o znamé koncentraci s piidavkem znamého mnozstvi vnitiniho standardu.
Pokud je mnozstvi wvnitiniho standardu v obou piipadech stejné, lze nezndmou
koncentraci vypocitat podle rovnice:

Ay A c
= L. - ¢
As Aps,i

Cx

kde ¢, je neznamd koncentrace, A4; je plocha analytu ve vzorku, As je plocha
analytu ve standardu, A4;5; a A;ss jsou plochy vnitintho standardu ve vzorku a

ve standardu a ¢; je koncentrace standardu. [3]

Metoda standardniho pfidavku

Tato metoda se pouziva u slozitéjSich redlnych vzorkt. Principem je pfidani
presného a znamého mnozstvi prave té latky, u které je stanovovdna neznama
koncentrace, k analyzovanému vzorku. Provede se analyza vzorku s pfidanym zndmym
mnozstvim analytu v nékolika koncentracich a samotného vzorku bez ptidavku, sestavi
se kalibracni kiivka, ze které se nasledn¢ urci koncentrace vzorku. Musi byt zarucena

linearita mezi odezvou a koncentraci. [3]

Metoda vnitini normalizace

Koncentrace analytu se vyjadii jako procentudlni podil ze vSech pika
se zanedbanim piku rozpoustédla a pikli pod hranici zanedbatelnosti. VSechny slozky se

vSak musi eluovat, byt detekovatelné, dostatecné rozdélené a identifikovatelné. [3]
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Cile

Tato diplomova prace je zaméfena na studium podminek pro SPE extrakci
indometacinu z ¢ipkll pomoci oxidu zirkoni¢itého jako sorbentu. Testovali jsme vliv
slozeni rozpoustédla pro vzorek, kondicionaci, promyti a eluci indometacinu tak, aby

byla zajisténa maximalni vytéznost.
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Experimentalni ¢ast

Pristrojova technika

Vybaveni pro SPE

SPE Manifold Supelco Visiprep - Sigma-Aldrich (St. Luis, USA)
Polypropylenové SPE kolonky 1 ml - Sigma-Aldrich (St. Luis, USA)
PE frity pro 1ml SPE kolonky - Sigma-Aldrich (St. Luis, USA)
ZirChrom-PHASE 25 um/300A - ZirChrom (Anoka, USA)

Chromatograficky systém

HPLC systém Prominence - Shimadzu (Kyoto, Japonsko):
- degasser DGU-20A3

- pumpy LC-20AD

- autosampler SIL-20AC

- fidici jednotka CBM-20A

- kolonovy prostor CTO-20AC

- detektor SPD-20A

Podminky analyzy

- kolona ZORBAX SB-Aq, 80A, 5 pm, 4.6 x 150 mm — Agilent (Kalifornie, USA)
- mobilni faze: MeOH-1% CH;COOH (70:30, v/v)

- pritok: 0,6 ml/min

- nastiik 10 pl a 20 pl

- teplota kolonového prostoru: 40 °C

- detektor: 220 nm a 240 nm

Ostatni laboratorni zarizeni

Acidimetr 333 pH-metr - Druopta Praha (Praha, CR)

Kraintek K-10 ultrazvukova lazei - Kraintek s.r.o. (Podhdjska, Slovenska republika)
Kern ABT 220-4M analytické vahy - KERN & SOHN GmbH (Balingen, Némecko)

Laboratorni sklo, pomicky a zafizeni pro zahuSténi dusikem, michacka, suSarna
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Chemikalie

Dichlormethan, kyselina octova - Lach-Ner - Neratovice, CR

Ethylether, hydroxid sodny p.a., chloroform, kyselina dusi¢na, kyselina chlorovodikova,

propan-2-ol - Penta - Praha, CR

Aceton, acetonitril, diklofenak, hexan, ibuprofen, indometacin, methanol - Sigma

Aldrich — St.Luis, USA
Adeps solidus - Dr. Kulich Pharma - Hradec Kralové, CR

Cisténa voda (pokud je v diplomové praci zminéno uZiti vody, je tim mySlena ¢iSténa

voda) - Merck Millipore - Merck-Darmstadt, Némecko

IM amoniak v methanolu a IM amoniak v acetonu byly pfipraveny zavedenim
plynného amoniaku do rozpoustédla. Pfesnd koncentrace latek byla titraci stanovena

u 1M amoniaku v methanolu na 1,32 mol/l, u 1M amoniaku v acetonu na 1,16 mol/l.

Indometacin Berlin-Chemie 100MG Cipek - Berlin-Chemie — Praha, CR

39



Priprava roztoku

Redéni 1M NH; v methanolu, popf. acetonu
NH; byl dle konkrétniho pokusu fedén methanolem nebo acetonem na pfislusnou

koncentraci.

Mobilni faze A
70% methanol byl pfipraven smichanim methanolu s vodou v poméru 7:3, v/v.

Mobilni faze B
1% kyselina octova byla piipravena fedénim 1 g kyseliny octové vodou na 100 ml.

Zasobni roztok indometacinu (diklofenaku) o koncentraci 1 mg/ml
10 mg indometacinu (diklofenaku) bylo rozpusténo v 10ml odmérné bance a doplnéno

po rysku methanolem.

Zasobni roztok indometacinu o koncentraci 5 mg/ml
25 mg indometacinu bylo rozpusténo v Sml odmémé batnice a doplnéno po rysku

methanolem.

Roztok indometacinu o koncentraci S0 pg/ml
100 pl ze zasobniho roztoku IND v methanolu o koncentraci 5 mg/ml bylo v 10ml

odmérné bance doplnéno pfisluSnym rozpoustédlem po rysku.

Roztok indometacinu a diklofenaku o koncentraci 25 pl/ml
125 pl zésobniho roztoku diklofenaku o koncentraci 1 mg/ml a 125 pl zasobniho

roztoku indometacinu o koncentraci 1 g/ml bylo v 5ml odmérné bance doplnéno

po rysku piisluSnym rozpoustédlem.

Roztok indometacinu a adeps solidus o koncentraci 25 a 50 ug/ml
180 mg adeps solidus a vypocitané mnozstvi (2,5 nebo 5 mg) IND bylo rozpusténo

doplnéno po rysku v 10ml odmérné bance. 500 pl tohoto roztoku bylo v Sml odmérné

baiice doplnéno po rysku piislusnym rozpoustédlem.

Roztok o koncentraci 25, 50 a 100 pg/ml indometacinu a 10, 20 a 40 pg/ml
diklofenaku
Vypocitané mnozstvi zésobniho roztoku IND o koncentraci 5 mg/ml (50, 100 nebo

200 pl) a vypocitané mnozstvi zasobniho roztoku DIC o koncentraci 1 mg/ml (100, 200
nebo 400 ul) bylo v 10ml odmérné bance doplnéno po rysku 20% MeOH v CH,Cl,.
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Cipek
1 ¢ipek vazil 1,9 g, ztoho 0,1 g ptedstavoval IND. Modelovy ¢ipek byl pfipraven
z Cistého IND a adeps solidus (AS).

Roztok modelového ¢ipku o koncentraci 50 nebo 100 pg/ml indometacinu a 20
nebo 40 pg/ml diklofenaku
180 mg adeps solidus, vypocitané mnozstvi zasobniho roztoku IND o koncentraci

I mg/ml (250 a 500 pl) a vypocitané mnozstvi zasobniho roztoku DIC o koncentraci
1 mg/ml (100 a 200 pl) bylo v 5ml odmérmé bance doplnéno po rysku 20% MeOH
\% CHzClz.

Roztok ¢ipku o koncentraci S0 pg/ml indometacinu a 20 pg/ml diklofenaku
0,0475 g cipku bylo rozpusténo v 10ml odmérné banice. K 1 ml tohoto roztoku v 5 ml

odmérné banice bylo pridano 100 pl zasobniho roztoku DIC o koncentraci 1 mg/ml a

barika byla doplnéna po rysku ptislusnym rozpoustédlem.

Regenerace sorbentu

Regenerace byla provadéna po 1 g ZrO, v 15 ml plastové zkumavce. Postupné byl ZrO,

promyvan nasledujicimi ¢inidly:

10 ml 0,1M hydroxidu sodného, 10 min v ultrazvukové 1azni

2% 10 ml vody

10 ml 0,IM kyseliny dusi¢né, 10 min v ultrazvukové vané

10 ml vody, opakovat, dokud neni pH neutralni

10 ml MeOH, 10 min v ultrazvukové vané

10 ml CH,Cl,, 10 min v ultrazvukové vané

Nasledné bylo ptebyte¢né rozpousteédlo slito a ZrO; se nechal susit v suSarné pii 60 °C.
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Vysledky a diskuze

Experimenty navazuji na piedchozi praci [35], ve které byl testovan oxid
zirkonicity jako vhodny material pro extrakci ibuprofenu na zaklad¢ interakce Lewisova
kyselina-Lewisova baze. Cilem moji prace bylo otestovat oxid zirkoni€ity jako vhodny
materidl pro extrakci jiné Lewisovy baze — indometacinu (IND). Indometacin se nachazi
také ve formé Cipkda, jejichz analyza je komplikovana diky tomu, ze ¢ipkovy zaklad je
jen velmi malo rozpustny v rozpoustédlech, kterd se bézné pouzivaji pro HPLC.
Extrakce pomoci ZrO, by mohla znaéné zjednodusit piipravu vzorku pted analyzou,

jako tomu bylo v ptipad¢ ibuprofenu [35].

Pro hodnoceni extrakce IND byla optimalizovina HPLC metoda na zdkladé
literarnich zdroji [36] [37] [38] [39]. Jako stacionarni fazi jsme pouzili kolonu
ZORBAX SB-Aq, 80A, 5 pum, 4.6 x 150 mm a jako mobilni fize byla pouZita:
MeOH-1% CH;COOH (70:30, v/v). Na zéaklad¢ predchozich experimenti byly jako
vhodny vnitini standard testovany dvé strukturné podobné latky - diklofenak a
ibuprofen (Obrazek 17). Diky lepsi odezvé a lepSimu rozliSeni mezi piky diklofenaku a

indometacinu byl jako vhodny vnitini standard zvolen diklofenak (DIC).

Extrakéni kolonky byly pfipraveny v case potieby naplnénim 100 mg oxidu
zirkoni¢it¢tho do Iml extrakéni kolonky z propylenu mezi dvé polyethylenové frity.
V ur¢itych fazich bylo nutné sorbent regenerovat a byly testovany vlastnosti takto

regenerovaného ZrOs.

Nejdiive byla zkoumdna retence samotného indometacinu, poté extrakéni
vytéznost roztokli obsahujicich vnitini standard. Dale byl zkouman vliv ¢ipkoviny
na extrakci — nejdiive formou modelového Cipku s adeps solidus a poté s prumyslove

vyrobenym ¢ipkem.

K eluci IND a DIC byl pouzit roztok amoniaku o rizné koncentraci, ktery je

jednou z nejsilngjSich Lewisovych bazi viibec.
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Obrazek 17. Diklofenak, ibuprofen a indometacin

Volba kondicionac¢niho ¢inidla

V prvnim kroku bylo tfeba nalézt vhodné rozpoustédlo pro indometacin,
respektive Cipek. Z riznych rozpoustédel byly vyzkouSeny smési methanolu a hexanu
v poméru 7:3, v/v, dichlormethanu a chlorofomu. Zbylé podminky byly zvoleny podle
ptedchoziho experimentu SPE extrakce ibuprofenu z ¢ipku pomoci oxidu zirkonicitého

[35], a to nasledovné:

Kondicionace 1 ml hexanu, poté bylo naneseno 0,5 ml vzorku. Dle obecného
postupu SPE se k promyti pouZzilo kondicionaéni ¢inidlo, tzn. 5 ml hexanu, poté 1 ml
vody a 1 ml MeOH. Eluce probéhla 3 ml 1M amoniaku v MeOH. Eluat byl vysusen
pomoci dusiku, nasledné rozpustén v 0,5 ml 70% MeOH a analyzovan pomoci HPLC

metody, detekce 240 nm.

Extrakci za téchto podminek vSak nebylo dosaZeno dostate¢né vytéZznosti.
Pii zkouSeni methanolu jakoZto polarnéjsiho Cinidla zase naopak doslo k pfili§ nizkému
zadrzeni analytu na ZrO,. Kondicionac¢ni ¢inidlo by zdroveii mélo slouzit ijako
rozpoustédlo pro vzorek, tedy Cipek obsahujici nepolarni ¢ipkovy zaklad — Adeps
solidus. Kondiciona¢ni ¢inidlo tedy musi obsahovat nepolarni slozku pro rozpusténi

¢ipkoviny, ale zarovent musi zabranit pfili§ silnému navazani IND na sorbent.

Jako vhodnd kondicionac¢ni cinidla byly vyzkouSeny dichlormethan
a chloroform. Byla ovéfena rozpustnost Cipku 1 samotného IND v ¢inidlech. Poté byly
pfipraveny roztoky cinidel s IND o koncentraci 50 ug/ml a provedena extrakce.
Ke kondicionaci byl pouzit 1 ml pfislusného rozpoustédla (CHCl; nebo CH,Cl,), vzorek
byl rozpustén v témze rozpoustédle a bylo naneseno 0,5 ml vzorku. Kolonka byla
nasledné promyta 5 ml ptislusného rozpoustédla, 1 ml vody, 1 ml MeOH a eluci byla

provedena 3 ml 0,5M NH; v MeOH. Vsechny frakce byly zachyceny, odpareny pomoci
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dusiku, rozpustény v 0,5 ml 70% MeOH a analyzovany pii 240 nm. Standard byl

pfipraven odpafenim 0,5 ml vzorku pomoci dusiku a rozpusténim v 0,5 ml 70% MeOH.

V ptipad€ dichlormethanu byla vytéznost 64 %, v ptipadé chloroformu 57 %.
Z ostatnich frakci byl IND detekovan pouze v methanolu pouzitém k promyti, a to
v zanedbatelném mnozstvi. Lze tedy predpokladat, ze Cast analytu ziistala navazana
na sorbentu. Proto byl do kondiciona¢niho €inidla pfidan podil polarnéjsi slozky, ktera
by zajistila slabsi navazani IND na sorbent. Podle lepsich vysledkti byl jako vhodnéjsi
zéklad kondicionacniho €inidla zvolen dichlormethan, polarnéjsi slozka byla zastoupena
methanolem. Obsah methanolu ¢inil 0, 5 nebo 10 % (Tabulka 4). Extrakce byly
provedeny stejnym zpusobem jako ptfedchozi s tim rozdilem, ze jak k promyti, tak
k rozpusténi vzorku byl pouzit vzdy Cisty dichlormethan. Jako nejlepsi kondicionaéni

¢inidlo se ukazal pomér MeOH:CH,Cl, 5:95, v/v.

Tabulka 4. Vliv podilu methanolu v kondicionacnim Cinidle na vytéZnost extrakce, vztazeno
ke standardu

Obsah MeOH 0% 5% 10 %

IND 64 % 90 % 86 %

Extrakci byla provedena i pomoci oxidu titani¢itého jako sorbentu, na rozdil

od oxidu zirkoni¢itého byla adsorpce IND na oxid titani¢ity minimalni.

V této fazi byla kvili nedostatku sorbentu provedena jeho regenerace. Tento
proces vSak ovlivnil vlastnosti sorbentu v¢etné vhodnych podminek kondicionace. Proto
byla provedena dal$i, rozséhlejsi kondicionace dichlormethanem s riznym obsahem
MeOH, konkrétné 5, 10, 15, 20 a 25 %, v/v, viz Tabulka 5. Zarovei, aby se zabranilo
pfipadnym ztrdtdm pii odpafovani eludtu, byl eluat ihned po extrakci neutralizovan
kyselinou octovou a v Sml odmérné bance doplnén po rysku 70% MeOH. Roztok byl
nasledné¢ analyzovan piivlnové délce 240 nm. Tento postup byl aplikovan

1 u nasledujicich extrakei.

Koncentrace vzorku byla 25 pg/ml, standard byl pfipraven napipetovanim 0,5 ml
roztoku IND o koncentraci 50 pg/ml do Sml odmérné baniky a doplnén po rysku
70% MeOH.
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Tabulka 5. Vliv obsahu MeOH pfi kondicionace regenerovaného sorbentu, vztaieno
ke standardu

podil MeOH IND
5% 75 %
10 % 73 %
15 % 86 %
20 % 95 %
25% 84 %

Kondicionace 1 ml 5, 10, 15, 20 nebo 25% MeOH v CH,Cl,, 0,5 ml vzorku, promyti 5 ml CH,Cl,,
1ml vody a 1 ml MeOH, eluce 3 ml 0,25M NH;v MeOH, neutralizace 42,9 ul CH;COOH,
doplnéni do 5 ml 70% MeOH

Extrakce s nejvyssi vytéznosti, tzn. s kondicionaci 20% MeOH v CH,Cl,, byla
tiikrat zopakovana kvili reprodukovatelnosti. Vysledky se vSak ukazaly znatelné nizsi
nez v pfedchozi extrakei, coz mohlo byt zplsobeno chybou v pfedchozim méfeni.
Extrakce byla provedena 1 se vzorkem o stejné koncentraci IND obsahujicim navic

adeps solidus. Ptitomnost AS ocividné nijak neovlivnila vytéZnost extrakce (Tabulka 6).

Tabulka 6. Reprodukovatelnost pfi kondicionaci 20% MeOH v CH,Cl,

Kondicionace 20% MeOH v CH,Cl,

Cisty IND IND
1. 74 %
2. 65 %
3. 77 %
primér 72 %
IND a AS 75 %

Kondicionace 1 ml 20% MeOH v CH,Cl,, 0,5 ml vzorku, promyti 5 ml CH,Cl,, 1 ml vody a
1 ml MeOH, eluce 3 ml 0,25M NH; v MeOH, neutralizace 42,9 ul CH;COOH, doplnéni do 5 ml
70% MeOH

I'Jprava podminek pro vnitini standard

Cisty dichlormethan nebylo moZno pouZit jako rozpoustédlo vzorku, vzhledem
ke Spatné rozpustnosti DIC. Nicméné rozpustnost DIC byla jiz dostate¢na, pokud se
do dichlormethanu pfidalo malé mnoZstvi methanolu. Proto jsme testovali jako vhodné
rozpoustédlo vzorku kondiciona¢ni cinidlo (20% MeOH v CH,Cly). Vzorky byly
analyzovany HPLC metodou s vyuzitim detekce pii 220 nm misto 240 nm, protoze DIC
ma pii této vinové délce siln€j$i odezvu, zatimco odezva IND byla prakticky stejna.
Byla provedena extrakce s totoznymi podminkami jako ptfedchozi, pouze byl piidan

vnitini standard. Pro potvrzeni, Ze se IND pii kondicionaci ¢inidlem s 20% podilem
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MeOH neuvoliuje jiz pfi promyti methanolem, byla extrakce provedena i bez promyti
1 ml MeOH, a po potvrzeni tohoto pfedpokladu nasledné tfikrat zopakovana (Tabulka

7).

Tabulka 7. Extrakce s pouzitim vnitiniho standardu a vliv promyti MeOH, vztaZieno
ke standardu

IND/DIC % IND/DIC
standard 2,71
extrakce s proplachem MeOH 2,15 79 %
extrakce bez proplachu MeOH
1. 2,29 85 %
2. 2,31 85 %
3. 2,05 76 %
4. 2,33 86 %
primér 2,25 83 %

Kondicionace 1 ml 20% MeOH v CH,Cl,, 0,5 ml vzorku, promyti 5ml CH,Cl,, 1 ml vody a
1 ml MeOH, eluce 3 ml 0,25M NH; v MeOH, neutralizace 42,9 ul CH;COOH, doplnéni do 5 ml
70% MeOH, analyza pfi 220 nm

Proplach MeOH skute¢n¢ snizil vytéznost extrakce. Extrakce bez proplachu
MeOH byla zopakovana se vzorkem s dvojnasobnou koncentraci latek: 50 pg/ml IND a
20 pg/ml DIC, s modelovym c¢ipkem (IND, AS, DIC) a s priamyslové vyrobenym
¢ipkem, ke kterému byl ptfidan DIC jako vnitini standard. Extrakce s ¢ipkem byla tfikrat
zopakovana (Tabulka 8).

Tabulka 8. Extrakce bez proplachu MeOH a s vnitfnim standardem pro cisty IND, modelovy
Cipek a pramyslovy Cipek, vztaZzeno ke standardu

IND/DIC % IND/DIC
st 2,48
IND 2,13 86 %
model. ¢ipek 2,53 102 %
prum. Cipek
1. 1,81 73 %
2. 1,83 74 %
3. 1,72 69 %
4, 1,78 72 %
primér 1,78 72%

Kondicionace 1 ml 20% MeOH v CH,Cl,, 0,5 ml vzorku, promyti 5ml CH,Cl,, 1 ml vody a
1 ml MeOH, eluce 3 ml 0,25M NH; v MeOH, neutralizace 42,9 pul CH;COOH, doplnéni do 5 ml
70% MeOH, analyza pti 220 nm
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Podle vysledkli lze usuzovat, ze IND stile bud’ zlstavd v kolonce, nebo se
dostateén¢ neadsorbuje ¢i se vymyva. Zvlast€ u pramyslové vyrobeného Cipku je
vytéznost nizsi. Nejpravdépodobnéjsi je, ze adsorpce na oxid zirkonicity je stale piilis
silnd. Byla tedy provedena extrakce se stejnymi podminkami jako piedchozi, ale byl
zvySen objem elu¢niho ¢inidla. Eluce se provedla postupné 1, 2 a 3 ml
0,25M NH3; v MeOH, celkem tedy 6 ml najedné kolonce. Jako vzorky byly pouzity
jednak cisty IND s DIC, jednak modelovy ¢ipek s DIC. Odebrané frakce byly ihned
neutralizovany (postupné 14,3 ul, 28,6 ul a 42,9 ul kyseliny octové), doplnény v Sml
odmérné baiice 70% MeOH a podrobeny analyze. Ob¢ extrakce byly provedeny celkem
tiikrat.

Tabulka 9. Vliv mnozstvi eluéniho ¢inidla, vztazeno ke standardu

INDaDIC| IND |IND/DIC INDO//ODIC Model. ¢ipek | IND |IND/DIC INDO/IODIC
1 ml 71% 1ml 67 %
2ml 6 % 2ml 17 %
3ml 1% 3ml 2%
suma 78 % 2,57 102 % suma 85 % 2,41 95 %
1ml 73 % 1ml 69 %
2 ml 7% 2ml 16 %
3ml 2% 3ml 5%
suma 82% 2,36 93 % suma 90 % 2,53 100 %
1ml 71% 1ml 81%
2 ml 8% 2ml 19 %
3ml 2% 3ml 6%
suma 81% 2,40 95 % suma 106 % 2,36 93 %
primér | 81% 2,44 97 % primér 924 % 2,43 926 %
standard 2,53

Kondicionace 1 ml 20% MeOH v CH,Cl,, 0,5 ml vzorku, promyti 5 ml CH,Cl,, 1 ml vody a
1 ml MeOH, eluce 3 ml 0,25M NH; v MeOH, neutralizace 42,9 ul CH;COOH, doplnéni do 5 ml
70% MeOH, analyza pfi 220 nm

Z Tabulka 9 l1ze usoudit, Ze IND zlistdva navazany na sorbentu a je poteba vétsi
objem elu¢niho ¢inidla k jeho uvolnéni. Vzorek s AS, tedy modelovy &ipek, ptekvapive
vykazuje vyssi vytéznost.

Byla vyzkouSena zmeéna kondiciona¢niho ¢inidla: misto 20% methanolu

v dichlormethanu byl pouZzit 20% methanol v chloroformu a ob¢ ¢inidla byla porovnéna.

Vzorek byl rozpustén v pfislusném cinidle. K promyti bylo pouzito 5 ml ptislusného
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¢inidla, tzn. dichlormethanu ¢i chloroformu, poté 1 ml vody. Eluce byla provedena 3 ml
0,25M NH; v MeOH, eluat byl okamzité zneutralizovan 42,9 ul kyseliny octové a v 5ml
odmérné bance doplnén po rysku 70% MeOH. Poté byl analyzovén pti 220 nm.

Vytéznost samotného IND byla v obou pfipadech téméf 82 %, avSak extrakce
vnitiniho standardu byla pfiliS§ nizkd. Methanol byl nahrazen acetonitrilem
v dichlormethanu. Extrakce byla provedena celkem tfikrat, standard i kazdy vzorek byly

ttikrat zméteny (Tabulka 10).

Tabulka 10. Kondicionace 20% ACN v CH,Cl,, vztazeno ke standardu

Kondicionace 20% acetonitrilem v CH,Cl,

méreni 1. 2. 3. primér Smérodatna
odchylka
standard
IND/DIC 2,49 2,65 2,60 2,58 | 0,0804
vzorek 1
IND/DIC 2,53 2,50 1,89 2,31 0,3610
% IND/DIC 98 % 97 % 73 % 89 %
IND 103 % 98 % 97 % 100 %
vzorek 2
IND/DIC 2,27 2,43 2,47 2,39 0,1072
% IND/DIC 88 % 94 % 96 % 93 %
IND 97 % 98 % 96 % 97 %
vzorek 3
IND/DIC 2,42 2,41 2,45 2,43 0,0206
% IND/DIC 94 % 94 % 95 % 94 %
IND 98 % 91 % 97 % 95 %

Kondicionace 1 ml 20% acetonitrilem v CH,Cl,, 0,5 ml vzorku, promyti 5 ml CH,Cl,, 1 ml vody a
1 ml MeOH, eluce 3 ml 0,25M NH; v MeOH, neutralizace 42,9 ul CH;COOH, doplnéni do 5 ml
70% MeOH, analyza pfi 220 nm

I ptes lehké kolisani vysledk je jasné, Ze se vytéznost zvysila. Extrakce byla
zopakovana se vzorkem o koncentraci 100 ug/ml IND a 40 pug/ml DIC
ve 20% MeOH v CH,Cl,, jednou pii kondicionaci tyz Cinidlem, tfikrat
pfi kondicionaci 20% acetonitrilem v CH,Cl,. Po neutralizaci byly vzorky doplnény
v 5ml odmérné baiice vodou a méfeny jedenkrat pii nastiiku 10 pl a tfikrat pfi nastiiku

20 pl, viz Tabulka 11.
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Tabulka 11. Kondicionace 20% MeOH ¢i ACN v CH,Cl, p¥i nastfiku 20 ul, vztaieno
ke standardu

IND/DIC
nastrik 10 pl
vzorek 1. 2. 3. pramér | % IND srzg:;:ﬁ::a :;ZI:;\I/\II:;
3,02 2,88 3,06 2,99 94 % 0,0908 3,0404
standard 3,16
IND/DIC
nastrik 20 pl
vzorek L. 2. méfeni | 3. méfeni | pramér % smérodatnd | relativni
méreni odchylka | odchylka
1. 2,93 2,82 2,74 2,83 91 % 0,0966 3,4117
2. 2,95 2,88 2,93 2,92 94 % 0,0353 1,2097
3. 2,88 2,82 2,82 2,84 92 % 0,0357 1,2579
primér 2,87 92 % 0,0559 1,9597
standard 3,10

Kondic. 20% ACN v CH,Cl,, 0,5 ml vzorku, proplach 5 ml 20% ACN v CH,Cl,, 1 ml vody, eluce
3 ml 0,25M NH; v MeOH, neutralizace 42,9 pl CH3COOH, doplnéni vodou do 5ml bariky, nastfik
10 a 20 pl, analyza pfi 220 nm

Extrakce za téchto podminek a nasledné tprava vzorku se osvédcily, ustalila se

vysoka vytéznost i pomér analytu a vnitiniho standardu.

Pro kone¢nou optimalizaci kondiciona¢nich podminek byly provedeny extrakce
s kondicionaci a zaroven proplachem 5%, 10% a 20% acetonitrilem v CH,Cl,, a dale
s kondicionaci 20% acetonitrilem v CH,Cl, a proplachem CH,Cl,. VSechny vzorky byly
méteny trikrat pii nastiiku 20 pl.

Tabulka 12. Vliv podilu acetonitrilu pfi kondicionaci, vztazeno ke standardu

Kondicionace a proplach rtiznymi koncentracemi ACN v CH,Cl,

IND/DIC
— IND
1. 2. 3. prumer

5% 2,86 2,84 2,82 2,84 92 %

10% 2,92 2,94 3,01 2,95 95 %

20% 2,48 2,45 2,45 2,46 79 %

proplach CH,Cl, a MeOH 2,79 2,75 2,79 2,78 90 %

standard 3,10

Kondic. 5%, 10% nebo 20% ACN v CH,Cl,, 0,5 ml vzorku, proplach 5 ml 5%, 10% nebo 20% ACN
v CH,Cl, nebo cistym CH,Cl,, 1 ml vody, a pfipadné 1 ml MeOH, eluce 3 ml 0,25M NH; v MeOH,
neutralizace 42,9 pl CH;COOH, doplnéni vodou do 5ml banky, nastfik 20 pl, analyza pfi 220 nm
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Jako nejvhodnéjsi kondicionacni a zdroveil promyvaci cinidlo se prokazal
10% acetonitril v  CH,Cl, (Tabulka 12). 5% acetonitril v CH,Cl, se projevil jako
nevhodny, nejspise kviili piili§ silnému navazani IND na sorbent. Opét se ukazalo, ze
promyvani methanolem vytéznost snizuje. Zajimavé je, Ze v piipad¢ kondicionace
10% ¢i 20% acetonitrilem v CH,Cl, dochézi ke stoprocentni vytéznosti DIC, zatimco
vytéznost IND se lisi — proto extrakce za pouziti 20% ACN v CH,Cl, vykazuje nizsi

vysledek nez pti predchozich extrakcich.

Pro ovéfeni opakovatelnosti byla extrakce s kondicionaci 10% acetonitrilem
v CHyCl, pétkrat zopakovana, kazdy vzorek byl méfen tfikrat pii néstfiku 20 pl
(Tabulka 13).

Tabulka 13. Opakovatelnost pfi kondicionaci 10% ACN v CH,Cl,, vztazeno ke standardu

vorek 1. méreni 2. méreni 3. méreni primér IND

1. 2,40 2,45 2,45 2,43 87 %

2. 2,50 2,45 2,39 2,44 87 %

3. 2,13 2,14 2,13 2,13 76 %

4, 2,16 2,15 2,24 2,18 78 %

5. 2,20 2,18 2,17 2,18 78 %

primér 2,28 81%
standard 2,80

Kondic. 10% ACN v CH,Cl,, 0,5 ml vzorku, proplach 5 ml 10% ACN v CH,Cl,, 1 ml vody,
eluce 3 ml 0,25M NH; v MeOH, neutralizace 42,9 pl CH;COOH, doplnéni vodou do 5ml bariky,
nastrik 20 ul, analyza pfi 220 nm

Vytéznost prvni dvou extrakci se napadné 1i§i od vytéznosti dalSich tfi.
Po extrakci bylo zjiSténo, Ze na 3., 4. a 5. extrakci byly pouZity extrakéni kolonky
s podruhé regenerovanym sorbentem, coz vysvétluje nahly posun ve vytéznosti. Lze

vSak fici, Ze extrakce na tomtéZ sorbentu vykazuji stdlou vysi vytéZznosti.

Regenerace ocividné ovliviiuje vlastnosti sorbentu, proto byly zopakovany
extrakce s kondicionaci a zaroven proplachem 5%, 10% a 20% acetonitrilem v CH,Cl,

na regenerovaném sorbentu (Tabulka 14).
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Tabulka 14 Vliv podilu acetonitrilu pti kondicionaci regenerovaného sorbentu, vztaieno
ke standardu

Kondicionace a proplach rtiznymi koncentracemi ACN v CH,Cl,

IND/DIC
kondicionace | 1. méfeni | 2. méfeni | 3. méreni priamér IND
5% 2,44 2,38 2,40 2,41 88 %
10% 2,66 2,62 2,63 2,64 96 %
20 % 2,46 2,47 2,48 2,47 90 %
standard 2,75

Kondic. 5%, 10% a 20% ACN v CH,Cl,,0,5 ml vzorku, proplach 5 ml 10% ACN v CH,Cl,, 1 ml vody,
eluce 3 ml 0,25M NH; v MeOH, neutralizace 42,9 ul CH;COOH, doplnéni vodou do 5ml bariky,
nastfik 20 ul, analyza pfi 220 nm.

Nejvhodnéj$im kondicionacnim ¢inidlem zistal 10% acetonitril v CH,Cly, a to
s prakticky stejnou vytéznosti jako pred regeneraci. Stoji za to podotknout, Ze podminky
extrakce se opé&t ukazaly jako vyhodnéjsi pro DIC neZ pro IND. Znovu byl vyzkouSen i
vliv proplachu methanolem pfikondicionaci c¢inidlem s nejlep$imi vysledky —
10% acetonitrilem v CH,Cl,. 83 %,

Vytéznost extrakce bez proplachu byla

s proplachem 75 %, znovu se tedy potvrdilo, Ze proplach methanolem vytéznost snizuje.

Kondicionace nového sorbentu

Byla moZnost porovnat regenerovany sorbent s novym, nepouZzitym sorbentem.
Byla porovndna vytéZnost extrakce nového a starého, regenerovaného sorbentu
pfi kondicionaci 10% ACN v CH,Cl,, dale byla vyzkouSena kondicionace nového
sorbentu 5%, 20% a 30% ACN v CH,Cl,. Objem neutraliza¢niho ¢inidla byl zvySen
na 100 pl kyseliny octové. Koncentrace vzorkli byla 100 pg/ml IND a 40 ug/ml DIC,
viz Tabulka 15.
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Tabulka 15. Srovnani nového a regenerovaného sorbentu a riizné podminky kondicionace
nového sorbentu, vztazeno ke standardu

IND/DIC % pomér
regen. sorbent, kondicionace 10% ACN v CH,Cl, 2,69 95 %
novy sorbent
kondicionace ACN v CH,Cl, o koncentraci:
5% 2,04 72 %
10 % 2,19 77 %
20 % 2,28 80 %
30 % 2,19 80 %

Kondic. ACN v CH,Cl, o dané konc., 0,5 ml vzorku, proplach 5 ml ACN v CH,Cl, o dané konc. a
1 ml vody, eluce 3 ml 0,25M NH; v MeOH, neutralizace 100 ul CH;COOH, doplnéni vodou
do 5ml banky, ndastfik 20 ul, analyza pfi 220 nm.

Vytéznost extrakce na novém sorbentu oproti regenerovanému znacné poklesla.
Jako nejlepsi kondicionaéni ¢inidlo se ukazal 20% ACN v CH,Cl,, dal$i zvySovani jeho
podilu jiz nevedlo ke zvySeni vytéznosti. Na novém sorbentu byla jesté provedena
kondicionace 20% MeOH v CH,Cl,, dale kondicionace 20% ACN v CH,Cl, a proplach
1 ml MeOH:ACN 1:1 a nakonec bylo pfi téz kondicionaci vyzkouSeno zvyseni sily

elu¢niho ¢inidla na 0,5M NH; v MeOH jak ukazuje Tabulka 16.

Tabulka 16. Novy sorbent pfi kondicionaci 20% MeOH a 20% ACN v CH,CI, pfi proplachu
ACN:MeOH 1:1 a pfi eluci 0,5M NH; v MeOH, vztazeno ke standardu

Novy sorbent IND/DIC % pomér
kondicionace 20% MeOH v CH,Cl, 2,08 76 %
kondicionace 20%ACN v CH,Cl,,
2,08 9
proplach MeOH:ACN 1:1 81%
— -
kondicionace 20%ACN v CH,Cl,, 218 85 %

eluce 0,5M NH; v MeOH

Kondic. 20% MeOH nebo ACN v CH,Cl,, 0,5 ml vzorku, proplach 5 ml 20% MeOH nebo
ACN v CH,Cl, a 1 ml vody, popf. 1 ml ACN:MeOH 1:1, eluce 3 ml 0,25M, popt. 0,5M NH;
v MeOH, neutralizace 100 ul CH;COOH, v pfipadé 0,5M NH;3 200 pl CH;COOH, doplnéni vodou
do 5ml banky, nastfik 20 pl, analyza pfi 220 nm.

Kondicionace MeOH se neosvédcila, zatimco 1 ml MeOH:ACN v poméru 1:1 se
ukazal jako vhodny pro proplach. ZvySeni objemu elucniho ¢inidla lehce zvysilo 1
vytéznost, presto nedosahuje vytéznosti sorbentu po regeneraci. Novy sorbent byl tedy
zregenerovan a podroben srovnani se starym regenerovanym = sorbentem

pii kondicionaci 10% a 20% ACN v CH,Cl,. Vytéznost nového sorbentu po regeneraci

se témet neliSila — v obou pfipadech dosahla pii kondicionaci 10% ACN v CH,Cl,
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87 %, v ptipadé¢ 20% ACN 85 %. Extrakci pii kondicionaci 20% ACN v CH,Cl,
nanovém neregenerovaném sorbentu byla provedena s modelovym c¢ipkem, kde

koncentrace vzorku byla 100 pg/ml IND a 40 pg/ml DIC a obsahoval i AS.

Tabulka 17. Opakovatelnost extrakce modelového Cipku na novém sorbentu, vztazeno
ke standardu

vzorek IND/DIC % pomér Smérodatna Relativni odchylka
odchylka
1. 2,16 85 %
2. 2,10 82 %
3. 2,09 82 %
4. 2,15 85 %
5. 2,13 84 %
primér 84 % 1,2637 1,5132

Kondic. 20% ACN v CH,Cl,, 0,5 ml vzorku, proplach 5 ml 20% ACN v CH)Cl, a
1 ml ACN:MeOH 1:1, 1 ml vody, eluce 3 ml 0,25M NH; v MeOH, neutralizace 100 pl CH;COOH,
doplnéni vodou do 5ml bariky, nasttik 20 ul, analyza pfi 220 nm.

U modelového cipku byla prokazana opakovatelnost, viz Tabulka 17.
Pti provedeni extrakce za stejnych podminek, avSak bez neutralizace se vytéznost

snizila na 79 %.

Rozklad indometacinu v elu¢nim ¢inidle

Po vyhodnoceni vysledkli prvnich pokusti vznikly obavy, zda nedochazi
pfed vysuSenim k rozkladu indometacinu, protoze vytéZnost byla nizka a objevily se
piky nepatfici IND. Proto byl proveden pokus stilosti IND v amoniaku o rizné
koncentraci v zavislosti na Case, konkrétné v koncentracich 1M NH; v MeOH a

0,25M NH; v MeOH.

5 mg IND bylo rozpusténo pftislusnym ¢inidlem (1M NH; nebo 0,25M NH;
v MeOH) v 10ml batice a bylo doplnéno po rysku. 100 pl tohoto roztoku bylo okamzité
odebrano a odpafeno pomoci dusiku, poté rozpusttno v 1ml 70% MeOH a
analyzovano. V intervalu 15 min bylo odebirdno analogicky vzdy dalSich 100 pl,
upraveno a meéteno pii vinové délce 240 nm. Byl sledovan obsah IND a rozkladného

produktu.
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Tabulka 18. Rozklad IND v amoniaku v MeOH o rdzné koncentraci, koncentrace IND

50 pg/ml, vztazeno k analytu v ¢ase 0 min

1M NH;3; v MeOH 0,25M NH3 v MeOH

cas Rozkl. produkt IND Rozkl. produkt IND
0 min 4% 100 % 0% 100 %
15 min 9% 105 % 2% 96 %
30 min 13 % 87 % 3% 89 %
45 min 19 % 86 % 4% 84 %
60 min 27 % 76 % 6 % 84 %
75 min 28 % 67 %

Jak je z Tabulka 18 patrné, v ¢ase dochazi k rozkladu IND v roztoku. Pfi nizsi
koncentraci elu¢niho ¢inidla nedochézi k tak rychlé¢ degradaci IND. Amoniak je vSak
pro svou silu jako Lewisova bdze klicovym ¢inidlem pro eluci analytu. Rozklad mize
byt podminén prostfedim methanolu, proto byla provétena zavislost rozkladu IND
na ¢ase Vv prosttedi amoniaku vacetonu. Byl pouzit 1M roztok NH; v acetonu,

viz Tabulka 19.

Roztok vzorku byl pfipraven odpipetovanim 250 pl zasobniho roztoku
o koncentraci 1 mg/ml do Sml odmérné baiky a doplnénim po rysku. 0,5 ml tohoto
roztoku bylo ihned odebrdano a odpafeno pomoci dusiku, poté rozpusténo v 0,5 ml

70% MeOH a analyzovéano pii vinové délce 240 nm.

Tabulka 19. Rozklad IND v amoniaku v acetonu, koncentrace IND ve vzorku a ve standardu
50 pg/ml, vztazeno k analytu v éase 0 min

1M NH3 v acetonu
cas Rozkl. produkt IND
0 min 0% 100 %
10 min 1% 101 %
20 min 1% 99 %
30 min 1% 97 %
40 min 1% 99 %
50 min 1% 101 %

Z vysledki lze vyvodit, Ze rozklad IND probihd v prostiedi acetonu zasadné
mén¢ nez v methanolu. Pro zjisténi zavislosti vytéznosti metody na koncentraci
amoniaku byla provedena extrakce sroztoky IND v 0,75M, 0,5M a 0,25M NH;
v acetonu (Tabulka 20).
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Roztoky o koncentraci IND 2,5 pug/ml byly pfipraveny napipetovanim 250 pl
roztoku IND o koncentraci 50 ug/ml do 5ml odmérné baiikky a doplnény acetonem
po rysku. 0,5 ml ptislusného roztoku bylo ihned odebrano a odpafeno pomoci dusiku,
poté rozpusténo v 0,5 ml 70% MeOH a analyzovano pti vinové délce 240 nm.

Tabulka 20. Rozklad IND v amoniaku v acetonu o ruzné koncentraci, koncentrace IND
2,5 pg/ml

Eas 0,75M NH3; 0,5M NH; 0,25M NH3

v acetonu v acetonu v acetonu
0 min 100 % 100 % 100 %
10 min 96 % 114 % 103 %
20 min 101 % 115% 92 %
30 min 82 % 109 % 110 %
40 min 83 % 124 % 106 %
50 min 87 % 111 % 104 %

Vysledky rozkladu znaéné osciluji, zvlasté u koncentrace 0,25 M se v ptipadé
10. a 20. minuty jednd o chybu. Lze vSak fici, ze rozklad IND v prostiedi amoniaku
v acetonu je niz$i nez v amoniaku v methanolu. S niz§i koncentraci amoniaku rozklad
op¢t klesa. Snizovanim koncentrace pod 0,5M roztok jiz nebylo dosazeno vyrazngjsiho
zlepSeni, pii dal§im sniZeni koncentrace by naopak mohlo hrozit, zZe ¢inidlo nebude mit

dostate¢nou eluéni silu.

Snizeni objemu eluéniho ¢inidla a neutralizace eluatu

Rozklad IND v eluatu je zavisly na Case. Lze tedy sniZit objem elu¢niho Cinidla
a tim 1 cas, po ktery je IND v kontaktu se eluénim ¢inidlem (eluce, odpatfovani).
Zaroven vSak mize dochézet k nedostate¢né desorpci IND ze sorbentu zptisobené prave
nedostateCnym mnozstvim elu¢niho ¢inidla. Dal§i mozZnosti, jak zabranit rozkladu IND,

je amoniak obsaZeny v eluatu ithned po extrakci neutralizovat.

Nejdiive bylo sledovéano, jak zéavisi eluce IND na objemu elu¢niho ¢inidla.
Kondicionace byla provedena 1 ml 5% MeOH v CH,Cl,, pak bylo naneseno 0,5 ml
roztoku IND a DIC v CH)Cl, o koncentraci 25 pg/ml, kolonka byla promyta
Sml CH,Cl,, 1 ml vody, 1 ml MeOH a eluce byla provedena 3 ml 0,25M nebo
IM NH;3; v MeOH. Eluét byl sbiran po 0,5 ml, dana frakce byla odpafena pomoci
dusiku, rozpusténa v 1 ml 70% MeOH a analyzovana pfi vinové délce 240 nm. Standard
byl pfipraven odpaifenim 0,5 ml vzorku pomoci dusiku a rozpuSténim v 0,5 ml

70% MeOH.
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Tabulka 21. Eluce po 0,5 ml elu¢niho ¢inidla, vztazeno ke standardu

0,25M NH; v MeOH 1M NH; v MeOH

ml IND DIC IND DIC
0,5 53 % 55 % 63 % 66 %
1 32% 23 % 30 % 21 %
1,5 8 % 3% 3% 1%
2 2% 1% 2% 1%
2,5 1% 0% 1% 0%
3 1% 0% 0% 1%
suma 97 % 83 % 99 % 90 %

Z Tabulka 21 je jasné, ze vétSina analytu je eluovana prvnim 1,5 ml ¢inidla.
Extrakce byla zopakovéna s tim rozdilem, Ze objem elu¢niho ¢inidla €inil pouze 1,5 ml.

Jako elu¢ni ¢inidlo byl pouzit 0,1M a 0,25M NH; v MeOH. Nasledné byla provedena

eluce pomoci 0,IM NH3;v MeOH, kdy byly jednotlivé frakce eluatu ihned

neutralizovéany 0,5 ml 0,1M HCI.

Tabulka 22. Eluce po 0,5 ml eluéniho cinidla a po neutralizaci

0,25M NHs v MeOH 0,1M NH; v MeOH 0,1M NHs v MeOH
po neutralizaci
ml IND DIC IND DIC IND DIC
0,5 52 % 64 % 2% 2% 19 % 13%
1 19% 18 % 1% 0% 9% 4%
1,5 8% 6% 0% 0% 5% 2%
suma 79 % 88 % 4% 2% 33 % 19 %

0,IM NH; v MeOH se ukézal jako pfili§ slabé elu¢ni ¢inidlo (Tabulka 22).

Neutralizace analytu ihned po extrakci pfinesla znatelné vyssi vytéZznost. Extrakce byla

zopakovana s pouzitim rovnou 2 ml elu¢niho ¢inidla najednou (Tabulka 23).

Tabulka 23. Eluce 2 ml eluéniho ¢inidla bez a s neutralizaci

0,25M NH3; v MeOH

0,1M NH3; v MeOH

0,1M NH3 v MeOH
po neutralizaci

DIC

93 %

26 %

74 %

85 %

45 %

72 %

IND
Vytéznost se zvedla, nejspi§ diky 0,5 ml elucniho ¢inidla navic. Vyhodné&jsi je
eludt neutralizovat nez sniZovat objem elu¢niho ¢inidla. Jako nejvhodné&jsi elucni

¢inidlo byl zvolen 0,25M NH; v MeOH s néslednou neutralizaci ihned po eluci.
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Vliv ¢ipkoviny na extrakci
Bylo potieba zarucit, ze balastni latky, v tomto ptipadé Cipkovina, neovliviiuji

proces extrakce. Misto Cipkoviny byl v modelovém ¢ipku pouzit adeps solidus (AS).

Nejprve byl porovnan standard IND o koncentraci 50 pg/ml, ktery nebyl
extrahovan, se vzorkem cist¢ho IND, ktery byl extrahovan pomoci ZrO,, a modelovy
ipek. Extrakce byly provedeny v obou piipadech tiikrat. Uprava eluatu byla
uzpuisobena tak, aby byla mozna eluce 3 ml elu¢niho ¢inidla, tzn. rozkladu IND bylo
zabranéno neutralizaci. Eluat byl nésledné ziedén, aby jej bylo mozné rovnou
analyzovat. Extrakce byly provedeny na regenerovaném sorbentu. Kondicionace byla
provedena 1 ml 5% MeOH v CH,Cl,, bylo naneseno 0,5 ml vzorku, kolonka byla
promyta 5ml CH,Cl,, 1ml vody, 1 ml MeOH a eluce byla provedena 3 ml
0,25M NH3 v MeOH. Eluat byl okamzité zneutralizovan 42,9 pl kyseliny octové a
v Sml odmérné baiice doplnén po rysku 70% MeOH. Poté byl analyzovan pii 240 nm.
Standard byl pfipraven napipetovanim 0,5 ml roztoku IND o koncentraci 50 pg/ml

do 5ml odmérné banky a doplnén po rysku 70% MeOH.

Tabulka 24. Extrahovaného vzorku bez cipkoviny a vzorku s ¢ipkovinou, vztaieno
ke standardu

extrakce IND IND + AS
1. 63 % 48 %
2. 56 % 56 %
3. 56 % 53 %

primér 58 % 52 %

Kondicionace 1 ml 5% MeOH v CH,Cl,, 0,5 ml vzorku, promyti 5ml CH,Cl,, 1 ml vody a
1 ml MeOH, eluce 3 ml 0,25M NH; v MeOH, neutralizace 42,9 pl CH3;COOH, doplnéni do 5 ml
70% MeOH

Extrakce samotného IND méla vySsi vytéznost (Tabulka 24). To by mohlo
znamenat, Zze piitomnost AS ovliviiuje extrakci. Extrakce byla zopakovana s riznymi
koncentracemi AS, aby bylo zjisténo, zda je vytéZnost zavisla na mnozstvi ¢ipkoviny.
K ptipravé roztoku bylo pouzito 180, 95 a 45 mg AS. Dané mnoZstvi AS a 250 pl
zasobniho roztoku IND o koncentraci 1 mg/ml bylo v 5Sml odmérmé batice doplnéno
po rysku. Pii pouziti 180, 990 a 45 mg AS byla vytéznost extrakci 56 %, 54 % a 55 %,

mnozstvi Cipkoviny tedy vytéznost neovliviiuje.
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Linearita

K ovéfeni linearity a kapacity pouzitého ZrO, pfi extrakcich (100 mg) byla
provedena série méteni pii zvysujici se koncentraci IND a sestavena absorpéni kiivka.
Pouzité koncentrace IND byly 80, 90, 100, 110, 200, 400 a 800 ug/ml IND
a 80 ug/ml DIC. Vzorky byly pfipraveny napipetovanim 160, 180, 200, 220, 240, 400,
800 nebo 1600 ul zasobniho roztoku IND o koncentraci 5 mg/ml a 80 pl roztoku DIC
o koncentraci 5 mg/ml do 10ml odmérné baiky a doplnénim po rysku 20% MeOH
v CH,Cl,. Kondicionace byla provedena 1 ml 10% acetonitrilem v CH,Cl,, bylo
naneseno 0,5 ml vzorku, kolonka se promyla 5 ml 10% acetonitrilu v CH,Cl, a 1 ml
vody, eluce byla provedena 3 ml 0,5M NH; v MeOH. Eluat byl ihned neutralizovan
42,9 ul kyseliny octové, doplnén v Sml odmérné bance po rysku vodou a analyzovan
pfi nastiiku 20 ul a vlnové délce 220 nm. Extrakce byly provedeny dvakrat. Graf 1 a
Graf 2 zobrazuji zéavislost poméru ploch IND/DIC na koncentraci IND. Vzorky
s koncentraci 400 pg/ml IND se ve vSech ptipadech pomérné odchylily, coz mélo vliv
na koeficient determinace. Celkové lze fici, Ze ani koncentrace 800 pg/ml IND a

80 ng/ml DIC nepiekracuje kapacitu daného mnozstvi sorbentu.

Zavislost poméru IND/DIC na koncentraci IND

(1)

y =0,0266x - 0,609
R?=0,9887

25 ~

15 -

10 -

IND/DIC

0 T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

koncentrace IND

Graf 1. Zavislost poméru IND/DIC na koncentraci IND ve vzorku, 1. extrakce

Kondic. 10% ACN v CH,Cl,, 0,5 ml vzorku, proplach 5 ml 10% ACN v CH,Cl, a 1 ml vody,
eluce 3 ml 0,25M NH; v MeOH, neutralizace 42,9 ul CH;COOH, doplnéni vodou do 5ml bariky,
nastrik 20 ul, analyza pfi 220 nm.
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Zavislost poméru IND/DIC na koncentraci IND

(2.)
20 - y =0,0211x + 0,2027
R? = 0,9963
15 -
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Graf 2. Zavislost poméru IND/DIC na koncentraci IND ve vzorku, 2. extrakce

Kondic. 10% ACN v CH,Cl,, 0,5 ml vzorku, proplach 5 ml 10% ACN v CH,Cl, a 1 ml vody,
eluce 3 ml 0,25M NH; v MeOH, neutralizace 42,9 ul CH3;COOH, doplnéni vodou do 5ml bariky,
nastrik 20 ul, analyza pfi 220 nm.
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Zaver

Z dosazenych vysledkl je patrné, ze oxid zirkoniCity lze vyuzit jako sorbent
k extrakci indometacinu (IND) jakozto Lewisovy baze z ¢ipku pomoci SPE. Nicméné
oproti pfedchozi studii, kdy byla studovana extrakce ibuprofenu z ¢ipku, je jeho

wewvr

vysledek extrakce.

Jednak nelze pouzit 1M roztok amoniaku v methanolu jako elu¢ni cinidlo,
protoze dochéazelo k rozkladu IND. Proto byly testovany niz$i koncentrace amoniaku
(0,5, 0,25 a 0,1 M). Eluc¢ni sila 0,1M roztoku byla pfili§ nizka, u vysSich koncentraci
stale probihal rozklad. Céstecné se osvéd&ilo nahradit MeOH acetonem. Pii snaze sniZit
objem elucniho ¢inidla bylo téz zjisténo, ze vétSina IND se uvoliuje jiz 1,5 ml ¢inidla.
Problém nestability IND byl nakonec vyfeSen neutralizaci eluatu kyselinou octovou
ihned po extrakci. Jako nejvhodnéjsi elucni Cinidlo byl vzhledem k vySe zminénym

okolnostem 0,25M NH; v CH,Cl,.

Samotny hexan, dichlormethan ¢i chloroform se jako kondicionacni ¢inidla
neosveédcCily, dochdzelo k pfili§ silné retenci IND na sorbent. Nicméné pii pouziti
methanolu k dostate¢né interakci mezi IND a ZrO; nedoslo. Byla vyzkouSena
kondicionace dichlormethanem s obsahem 5 %, 10 %, 15 %, 20 % a 25 % methanolu.
Nevyssi vytéznost u regenerovaného sorbentu vykazovala kondicionace 20% MeOH
v dichlormethanu: kolem 72 % pfti extrakci samotného IND, pfi extrakci modelového
Cipku 75 %. Po pfidani vnitiniho standardu (DIC) bylo dosazeno vytéZznosti 79 %
pro samotny IND. Déle bylo zjisténo, Ze promyvani MeOH vytéZnost sniZuje.
Bez tohoto promyti byla vytéznost samotného IND 83 % a u primyslové vyrobeného
¢ipku 72 % s prokazanou opakovatelnosti. Pfi zvySeni objemu elu¢niho ¢inidla na 6 ml
bylo dosazeno opakovatelné vytéznosti 97 % u IND a u modelového cCipku 96 %.
Osvédcilo se 1 nahradit MeOH v kondicionac¢nim ¢inidle acetonitrilem. Byly provedeny
extrakce s obsahem 5%, 10% a 20 % ACN v dichlormethanu. VytéZnost se liSila
podle toho, zda byl sorbent jednou ¢i vicekrat regenerovan. Nejlepsi vysledky jsme

ziskali vzdy s 10% ACN (v rozmezi 80 — 96 %).

Jisty problém piedstavoval nedostatek sorbentu a nutnost jeho regenerace —
po tomto procesu se vzdy pozménily idealni podminky kondicionace a tedy i vytéznost

byla timto procesem ovlivnéna.
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Regenerace sorbentu ovliviluje jeho vlastnosti, a silu interakce mezi IND a
oxidem zirkoni¢itym. Byl provéfen vliv mnozstvi ¢ipkoviny na extrakci, vytéznost
pii zvySujicim se mnozstvi adeps solidus byla vSak prakticky stejna. Byla prokazana
linearni zévislost vytéznosti extrakce na koncentraci IND ve vzorku. Téz bylo

prokazano, ze ani 400 pug IND neptesahuje kapacitu 100 mg sorbentu.

Zavérem je nutno konstatovat, ze pro pochopeni interakéniho procesu mezi
oxidem zirkoniCitym a analytem charakteru Lewisovy baze je nutno provést dalsi
experimenty, protoze v piipadé indometacinu se wukdzal proces daleko vice
komplikovanégjsi, nez tomu bylo u ibuprofenu. Zejména se bude nutno zameéfit

na kondicionaci, abychom doséhli reprodukovatelnych vysledkt v Case.
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