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Abstrakt

Kazdy z nas zna bolesti hlavy, zubti nebo zad a vétSina je fesi tabletkou obsahujici ibuprofen. Ten
se diky nedokonalostem v metabolismu a v ¢istirnach odpadnich vod dostava do povrchovych vod. Tato
prace predstavuje HPLC/MS metodu stanoveni ibuprofenu, kterd byla na zaklad¢ testovacich parametri
(LOD - 0,5 ng/l, LOQ — 1 ng/l, korela¢ni koeficient linearity v rozmezi od 0,990 do 0,994, odchylka
reprodukovatelnosti lepsi nez 11%, odchylky opakovatelnosti a piesnosti mensi nez 7% a odchylka
spravnosti lepsi nez 2%) shledana jako vhodna k pouziti pfi analyzach obsahu ibuprofenu v povrchovych
vodach.
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Uvod

Kazdého z nas jiz n¢kdy bolela hlava, zada ¢i zuby. VéEtSina z nas tyto problémy fesila tim,
ze si vzala tabletku Ibalginu, Nurofenu ¢i Dolgitu. A co je pro vSechny tyto 1é¢iva spole¢né? Je to
aktivni latka — Ibuprofen (Ci3H1502, (RS)2-(4-(2-methylpropyl)fenyl)propanova kyselina,
obrazek 1), jenz vykazuje analgetické, antipyretické a antiflogistické ucinky, diky nimz se
pouziva nejen u lidi (k 1é¢be jiz zminénych bolesti ¢i revmatickych obtizi), ale také u zvitat
(naptiklad k 1é¢bé piiznakt kokcidiozy u drubeze) [1-5].
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Obrazek 1. Molekula ibuprofenu

Kromé vyse uvedenych pozitiv ma ibuprofen také minimalné 2 negativa. Prvnim z nich je
zjisténi, ze minimalné 1% ze skute¢né pouzitého mnozstvi ibuprofenu [2,7] nepodléha v lidském
téle metabolické preméné a je nezménény vyloucen. Druhym negativem je fakt, Ze Cistirny
odpadnich vod (COV) jsou bohuzel schopny odstranit zhruba 80% ibuprofenu, ktery do nich
ptichazi [2]. Diky velké oblibé ibuprofenu (od zadatku ledna do konce zafi 2012 bylo v CR
prodano 248 213 baleni 1é¢iv s ibuprofenem [6]) pak dochazi ke kontaminaci Zivotniho prostiedi
(naptiklad v povrchovych vodach byla Vasickovou [2] prokazana pfitomnost ibuprofenu fadové
v ng/l) Je tedy potieba nalézt metodu nejen pro jeho stanoveni v téchto nizkych koncentracich
(pro provedeni monitoringu povrchovych vod), ale také pro vyzkum moznosti jeho ptipadného
odstranéni z téchto vod.



Prezentovana prace se zabyva vyvojem HPLC/MS metody stanoveni ibuprofenu, jez by
m¢éla byt v budoucnu pouzita k monitoringu stavu povrchovych vod v Moravskoslezském kraji a
pii hledani moznosti jeho odstranéni z vod.

Material a metody

Vyvoj metody, jenz byl provadén na HPLC/MS systému Ultimate 3000/microTOF-QII
(dodavatel Bruker, s.r.o., CR) vybavenym kolonou Gemini 5u C18 110A (Phenomenex, USA),
probihal ve tech krocich.

Prvnim krokem byl vybér vhodnéjSiho typu ionizace (pozitivni X negativni) pomoci
elektrospreje (tento vybér byl proveden pomoci srovnani dvou vyvinutych metod pfimého
nasttiku [8]).

Druhy krok byla samotnad optimalizace parametrit hmotnostniho spektrometru (naptiklad
pritok susiciho plynu) a kapalinového chromatografu (naptiklad slozeni mobilni faze, kterd byla
michana ze tii slozek - acetonitrilu (AppliChem GmbH, Némecko), methanolu (Merck KGaA,
Némecko) a vody (Merck KGaA, Némecko)).

Findlnim (tfetim) krokem (jenz probihal dle principu validace [9,10]) bylo otestovani
metody, pii némz byly stanoveny tyto parametry - limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ),
linearita, opakovatelnost, reprodukovatelnost, pfesnost a spravnost.

Vysledky a diskuse

Prvni otdzka, na niZ bylo potieba odpovedét, se tykala toho, ktery ioniza¢ni méd (pozitivni
nebo negativni) je pro ionizaci ibuprofenu pomoci elektrospreje vyhodnéjsi. Byly tedy vyvinuty
dvé metody pfimého nastiiku, které byly otestovany a na zaklad¢é vysledkli srovnany. Vysledky
jasn¢ ukazaly, Ze mnohem vyhodnéjsi at’ uz z hlediska detekovatelnosti (negativni méd umoznuje
detekovat mnohem niz8i koncentrace nez pozitivni), tak i1 z hlediska poctu pikd (zatimco
v negativu detekujeme pouze jeden pik naleZici ibuprofenu bez vodiku v karboxylové skupiné,
Vv pozitivu detekujeme piky naleZici mono s disodnému aduktu ibuprofenu) je jasné€ lepsi ionizace
V negativnim moédu [8].

Po tomto zjisténi byla do analyz zapojena kolona a byla provadéna postupnéd optimalizace
parametri  kapalinového chromatografu a hmotnostniho spektrometru. Ziskané optimalni
parametry jsou uvedeny v tabulkach 1 a 2.

Tabulka 1. Optimalizované parametry HPLC/MS metody stanoveni ibuprofenu

Slozeni MF 70:20:10 acetonitril:methanol:voda
Pratok MF 0,2 ml/min
Gradient MF ne
Kolona Gemini 5y C18 110A
Teplota kolony 20°C

Nastfik 1,10,100 pl




Tabulka 2. Optimalizované parametry hmotnostniho spektrometru (ESI — elektrosprej)

lonizace ESI-
Napéti kapilary 2900 V
Tlak nebulizniho plynu 2 Bar
Pritok susiciho plynu 10 l/min
Teplota suSiciho plynu 200°C

Findlnim krokem vyvoje bylo otestovani ziskané metody. Vysledky téchto testli jsou
uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3. Valida¢ni parametry ziskané HPLC/MS metody

Limit detekce 0,5 ngl/l
Limit kvantifikace 1 ng/l
Linearita (korelacni koeficienty linearit) 0,990 - 0,994
Opakovatelnost +6,81%
Reprodukovatelnost +10,34%
Presnost 1 6,06%
Spravnost +1,77%

Dle literarnich pramenti [4,5,9-11] by se odchylky ve spravnosti, pfesnosti, opakovatelnosti
a reprodukovatelnosti mély pohybovat do 15% a korelacni koeficienty linearit by nemély byt
horsi nez 0,99. Prezentované vysledky testd (Tabulka 3) jasné ukazuji, ze vyvinuta metoda
spliiuje pozadované limity a téchto limitd nedosahuje (nejblize knim ma v oblasti
reprodukovatelnosti, kde odchylka ¢ini 10,34%, a v oblasti linearity, kde se korelacni koeficient
pohybuje v rozmezi od 0,990 do 0,994). I diky nizkému limitu kvantifikace Ize tedy o této
metod¢ fici, ze spliiuje pozadavky pro analyzy ibuprofenu v povrchovych vodéach. Lze ji tedy
s uspé€chem vyuzit pii planovaném monitoringu vod Moravskoslezského kraje.

Zavér

Vramci vyzkumu zaméfeného na stanoveni a na moznosti odstranéni ibuprofenu
v povrchovych vodach byla vyvinuta a otestovana HPLC/MS metoda, ktera byla na zakladé
srovnani testovacich parametrt s literaturou shledana jako vyhovujici pro monitoring obsahu
ibuprofenu ve vodach.

Pokra¢ovanim tohoto vyzkumu bude provedeni monitoringu povrchovych vod (jak
stojatych tak i tekoucich) v Moravskoslezském kraji.
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Abstract

Everybody knows a headache, toothache or back-aches and most of us resolve them by pill
containing ibuprofen. It gets into surface water due to imperfections in metabolism and in the wastewater
treatment plants. This work presents HPLC/MS method for the determination of ibuprofen which was
found to be suitable for use in the analysis of the ibuprofen content in the surface waters thanks to its test
parameters (LOD — 0,5 ng/l, LOQ - 1 ng/l, linearity correlation coefficient in the range from 0,990 to
0,994, the deviation of reproducibility better than 11%, the deviations of repeatability and accuracy less
than 7% and the deviation of accuracy better than 2%).



