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Wykaz skrotow stosowanych w pracy

ACN - acetonitryl

ASP — aspiryna

CHF-LPME ciagta mikroekstrakcja do fazy cieklej na widknie
DAD — detektor z matryca diodowa

DEX — deksametazon

DIK — diklofenak

ESI — jonizacja poprzez elektrorozpylanie

FID — detektor z jonizacja ptomieniowa

FL — detektor fluorescencyjny

GC - chromatografia gazowa

HAC — kwas octowy

HFBA — kwasu heptafluorobutanowy

HF/LPME —mikroekstrakcja do fazy cieklej na witoknie

HLB — réwnowaga hydrofilowo-lipofilowa

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa

IBU — ibuprofen

IDQS — metoda rozcienczania izotopowego

IS — wzorzec wewngtrzny

IT — putapka jonowa

KAR — karwedilol

KBM - karbamazepina

KET — ketoprofen

LC — chromatografia cieczowa

LLE — ekstrakcja ciecz-ciecz

LOD - granica wykrywalnos$ci

LOQ — granica oznaczalno$ci

MAX — ztoze o mieszanym dziataniu wymieniacza anionowego i hydrofobowym
MCX — ztoze o mieszanym dziataniu wymieniacza kationowego i1 hydrofobowym
MDL — granica wykrywalno$ci metody

MEKC — micelarna elektrokinetyczna chromatografia kapilarna
MeOH — metanol



MET — metoprolol

MIP — polimery nadrukowywane czasteczkowo
MQL — granica oznaczalno$ci metody

MS — detektor masowy

MTBE — eter metylotertbutylowy

MTZ — metamizol

NAP — naproksen

PA — poliakryl

PAR — paracetamol

PDMS — polidimetylosiloksan

PES — membrany polieterosulfonowe

PRO - propranolol

PRE — prednizolon

PS — membrany polisulfonowe

PU — poliuretan

RP — fazy odwrocone

SAL — kwas salicylowy

SDB — kopolimer styren-diwinylobenzen

SOT - sotalol

SPE — ekstrakcja do fazy statej

SPME — mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej
TBACI — chlorek tertbutyloamoniowy

TEA — trietyloamina

TFA — kwas trifluorooctowy

TMPAH — wodorotlenek trimetylofenyloamoniowy
TOF — analizator czasu przelotu jonow

UPLC (UHPLC) — ultra wysokosprawna chromatografia cieczowa

UV — promieniowanie ultrafioletowe (skrot nazwy detektora)



1. WPROWADZENIE

Produkcja i spozycie lekow, stosowanych w medycynie do leczenia, diagnozy oraz
w profilaktyce chorob, wzrasta z roku na rok [1]. W Europie stosowanych jest blisko 4000
roznych substancji farmakologicznie aktywnych jako leki dla ludzi i zwierzat, a wérdéd nich
przede wszystkim leki przeciwbolowe 1 przeciwzapalne, PB-blokery, antybiotyki, leki
przeciwko epilepsji i depresji, hormony i steroidy, diuretyki, regulatory lipidéw i inne. Wiele
z nich, gléwnie leki przeciwbolowe 1 przeciwzapalne, dostepne sa bez recepty. Leki dostgpne
bez recepty produkowane sa na Zachodzie Europy w ilosci kilkuset ton rocznie, np.
w Niemczech produkcja aspiryny wynosita w 2001 roku 836 t, paracetamolu 622 t,
ibuprofenu 345 t, diklofenaku 86 t, karbamazepiny 88 t, a antybiotykoéw 13 000 t w catej Unii
Europejskiej [1]. Stosunkowo niedawno pojawita si¢ §wiadomo$¢ zagrozenia, jakie obecnosé
lekéw w wodach moze wywiera¢ na ekosystemy wodne [2-4].

Obecno$¢ lekow w wodach powierzchniowych jest zalezna od wielu réznych
sktadowych, przede wszystkim produkowanej ilosci lekow, przyjmowanych przez ludzi
dawek lekow (ilo$¢, czgsto$¢ przyjmowania i czas przyjmowania), ilosci wydalania lekow
oraz wydajnosci ich usuwania przez oczyszczalnie $ciekow. Jakkolwiek ilo§¢ lekow
wprowadzana jednorazowo do S$rodowiska wodnego jest niska, jednakze ich ciaglos§é
wprowadzania moze przyczyni¢ si¢ do kumulacji tych substancji, przez co zwigkszane jest ich
stezenie w Srodowisku wodnym. Leki w ekosystemach wodnych moga wywiera¢ negatywny
wplyw na organizmy wodne, a posrednio rowniez na ludzi. Negatywne oddzialywania moga
si¢ powoli 1niezauwazalnie kumulowaé przez wiele lat, az do momentu, kiedy stana si¢
powaznym zagrozeniem dla zdrowia, tym bardziej, ze odpornos¢ wigkszosci lekow na rozktad
w §rodowisku wodnym wynosi ponad rok, a niektérych zwiazkéw znacznie dtuzej [1].

Gléwnymi Zrédlami zanieczyszczania wod powierzchniowych i gruntowych lekami
sa: Scieki z produkcji lekow, $cieki z wydalania lekow, $cieki ze szpitali, odcieki z wysypisk
odpadow. Roéwniez bardzo waznym zrodlem zanieczyszczen sa leki wydalane przez
zwierzeta, ktore trafiaja bezposrednio do obornika, stosowanego jako nawo6z na polach,
z ktorych odcieki przedostaja si¢ w wigkszosci prosto do wod gruntowych. Jednakze, jak
pokazuja prowadzone badania, najwigksze ilosci lekow trafiaja do wod powierzchniowych
poprzez oczyszczalnie scieckOw komunalnych [1-11]. Dzieje si¢ tak dlatego, ze oczyszczalnie
scieckow nie sa zaprojektowane do oczyszczania wysoce polarnych zanieczyszczen

wystepujacych w $ladowych ilosciach, a jedynie do oczyszczania pytow, usuwania



nieprzyjemnych zapachdw, patogenow, itp. [2,8]. Obecnos¢ lekow w $ciekach trafiajacych do
oczyszczalni to przede wszystkim wynik dziatalnosci czlowieka, a konkretniej jego zlych
przyzwyczajen. Ustalenie drog, ktorymi leki przedostaja si¢ do ekosystemoéw wodnych jest
mozliwe rowniez poprzez ankiety. W wyniku jednej z przeprowadzonych ankiet wykazano,
w jaki sposob ludzie postepuja z posiadanymi lekarstwami. Zgodnie z tymi danymi, ludzie
najczesciej wyrzucaja leki wraz z innymi odpadami domowymi (54%), wyrzucaja leki do
umywalki badZz toalety (35%), czg$¢ ludzi przechowuje swoje leki w domu przed ich
wyrzuceniem (przetrzymuje w domu 7%) 1 jedynie niecate 2% ankietowanych oddaje leki do

aptek (schemat 1.1) [8,9].

zwrocone

zuzyte 9,2% 2%,

zlew 35,4%

Smieci 54%

Schemat 1.1 Ankieta dotyczaca praktyk postgpowania z niepotrzebnymi lekami [8]

Z roku na rok rosnie §wiadomos$¢ zagrozenia, jakie obecno$¢ lekéw w ekosystemach
wodnych moze wywieraé na organizmy zywe. Swiadomo$é ta ma swoje odbicie
w eksponencjalnie rosnacej liczbie publikacji, ktore dotycza problemu zanieczyszczania wod
lekami, z czego polowg prowadzonych badan, zwiazanych z oznaczaniem lekow w wodach,
prowadzono po 2007 roku [1]. Badania wskazuja na bezposrednie zagrozenie zwiazane
Z obecnos$cia P-blokerow, badz tez przeciwbolowego leku — diklofenaku na ryby [12,13].
Informacje, ktore mozna uzyska¢ z innych publikacji, wskazuja tez na fakt, iz leki moga by¢
bioakumulowane w tkankach ryb, ktore sa nastgpnie spozywane przez ludzi. Moga takze
prowadzi¢ do powstawania form obojnaczych ws$rod zwierzat. Leki, w wigkszosci
przypadkow, wystepuja w stosunkowo niewielkich ilosciach w wodach powierzchniowych,

nie przekraczajacych 1 pg/L, a najczesciej sa to poziomy ng/L dla wigkszosci lekow, ktore
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potencjalnie nie zagrazaja, ani zwierzg¢tom, ani cztowiekowi. Jednakze r6znorodno$¢ lekow,
ktére moga by¢é obecne w wodach, jak réwniez dlugotrwate narazenie na spozycie nawet
niewielkich ich ilosci przez dtuzszy okres czasu, moga powodowac¢ negatywne efekty. Ilosci
lekow wprowadzane do wod powierzchniowych z oczyszczalni $ciekow sa na duzo wigkszym
poziomie stezen, wahajacym si¢ od kilku pg/L dla aspiryny, diklofenaku, paracetamolu,
karbamazepiny, do kilkudziesigciu pg/L. w przypadku ibuprofenu, ketoprofenu, naproksenu,
propranololu lub nawet kilkuset ug/LL w przypadku kwasu salicylowego [3,4]. Obecnie
prowadzonych jest niewiele badan mogacych udzieli¢ informacji na temat chronicznego
oddziatywania lekéw na ludzi i zwierzgta, jednakze temat ten jest coraz czg$ciej poruszany
w badaniach [14,15]. Pojawiaja si¢ rowniez nieliczne publikacje, ktore informuja, iz obecnos¢
lekow w wodach moze by¢ szczegdlnie grozna dla kobiet w ciazy, jak rowniez dzieci,
wskazujac na konieczno$¢ przeprowadzania badan nad chronicznym oddziatywaniem
poszczegolnych lekéw wystepujacych w niewielkich ilosciach na ludzi [16]. Problem staje si¢
tym bardziej powazny, poniewaz, w nielicznych przypadkach, leki wykrywane sa nawet
w wodach wodociagowych. Badania, dajace pozytywne wyniki obecnos$ci lekow w tego typu
probkach wdd, prowadzono w: Niemczech, Wloszech, Anglii, Hiszpanii, Stanach
Zjednoczonych, Japonii oraz Kanadzie [17-19]. W przypadku pozostatych krajow brak jest
informacji na ten temat.

Badania nad oznaczaniem lekow w wodach powierzchniowych prowadzono
poczawszy od lat 90-ych ubiegtego wieku. Obecnie oznaczenia takie prowadzone sa w wielu
réznych krajach $wiata, miedzy innymi w: Anglii [20-22], Niemczech [23,24], USA [25],
Szwajcarii [26], Szwecji [27], Finlandii [28], jak rowniez w Polsce, Rumunii czy Korei
[29,30]. Coraz czg$ciej prowadzone sa rowniez badania w wigkszych zespotach, obejmujace
swym zasiggiem analiz¢ wod z réznych krajow Unii Europejskiej. Badania takie maja na celu
spelnienie wymogow stawianych przez dyrektywy Unii Europejskiej, ktore nakazuja, by
wyniki opracowane przez dang grupg naukowcow sprawdzane byly w innych laboratoriach
[31]. Pierwsze analizy migdzylaboratoryjne prowadzone byly przez zespoty z Niemiec,
Wioch 1Hiszpanii [32], kolejne obejmowaly grupy naukowcoéw nawet z 13 krajow
Europejskich [31,33].

Problem zanieczyszczenia $rodowiska wodnego niewielkimi ilosciami lekow nie
sprowadza si¢ tylko do wykrywania lekéw w wodzie, ale réwniez do oznaczania pozostatosci
lekow, ktore, w niektorych przypadkach, adsorbowane sa na osadach dennych. Badania takie
prowadzono od dluzszego czasu, na mniejsza skal¢ niz oznaczenia zawartosci lekow

w wodach, ale z roku na rok ilo$¢ prowadzonych badan dotyczacych tego zagadnienia wzrasta
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[34-39]. W zwiazku z nieprzystosowaniem oczyszczalni $ciekow do usuwania sladowych
ilosci lekow z wod powierzchniowych wiele zespoldw naukowych podjeto badania nad
procesami, ktore umozliwityby usuwanie lekow z wod 1 moglyby by¢ zastosowane
W oczyszczalniach $ciekow [40-46].

Ze wzgledu na duza réznorodno$¢ lekoéw, ktore moga wystgpowaé w wodach
powierzchniowych, zadaniem dla wspolczesnej chemii analitycznej jest opracowanie metod
analitycznych pozwalajacych na rownoczesne oznaczanie jak najwigkszej ilosci lekow obok
siebie, w mozliwie jak najkrotszym czasie, 1 zastosowanie opracowanych metod do
monitorowania obecnos$ci lekow w wodach powierzchniowych.

Wsréd wybranych do badan w niniejszej rozprawie zwiazkow, znajdowaty si¢ leki
nalezace do rdznych grup terapeutycznych, jak przedstawiono w rozdziale 2.1. Wybrano leki,
ktore produkowane i spozywane sa w duzych ilosciach w wielu krajach — przede wszystkim
wybrane niesteroidowe leki przeciwzapalne, karbamazeping — jako gtowny przedstawiciel
swojej klasy szeroko opisywany w literaturze, B-blokery oraz kortykosteroidy, ktore sa
spozywane w duzych ilosciach jako leki przeciwalergiczne oraz przeciwzapalne i zostaly

wskazane jako potencjalne zagrozenie dla srodowiska.



2. CZESC LITERATUROWA

2.1 Charakterystyka badanych lekow

Przedmiotem badan w niniejszej rozprawie byly leki nalezace do czterech grup
terapeutycznych.

- niesteroidowe leki przeciwzapalne: paracetamol, metamizol, aspiryna (kwas
salicylowy), ketoprofen, naproksen, diklofenak i ibuprofen;

- B-blokery: sotalol, metoprolol, propranolol i karwedilol;

- kortykosteroidy: prednizolon i deksametazon;

- lek przeciwdrgawkowy: karbamazepina.

Badane leki mozna roéwniez podzieli¢ na podstawie klasyfikacji stosowanej
w farmakologii — ATC (anatomiczno-terapeutyczno-chemicznej), w ktorej znajduje sig
czternascie klas wraz z réznymi grupami i podgrupami.

W klasie lekow dzialajacych na oSrodkowy uklad nerwowy znajduja si¢ cztery leki
Zréznych grup, bedace przedmiotem badan w niniejszej rozprawie. W grupie lekow
przeciwbolowych znajduje si¢ paracetamol (podgrupa anilidy), metamizol (podgrupa
pirazolony) oraz aspiryna (podgrupa kwas salicylowy i jego pochodne). Do grupy lekow
przeciwdrgawkowych  nalezy  natomiast karbamazepina (podgrupa  pochodnych
karboksamidu).

Do klasy lekow dziatajacych na uklad sercowo-naczyniowy i nalezacych do grupy
lekow B-adrenolitycznych naleza: sotalol, propranolol (podgrupa lekéw B-adrenolitycznych
nieselektywnych), metoprolol (podgrupa lekow B-adrenolitycznych selektywnych) oraz
karwedilol (podgrupa lekow a- i B-adrenolitycznych).

Kolejng klasa lekow sa leki dzialajace na uklad mig$niowo-szkieletowy z grupy
lekow przeciwzapalnych 1 przeciwreumatycznych: ketoprofen, naproksen 1 ibuprofen
(podgrupa pochodnych kwasu propionowego) oraz diklofenak — lek z grupy do stosowania
miejscowego w bolach stawéw 1 migsni, 1 podgrupy niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych do stosowania miejscowego.

Ostatnia badana w pracy klasa lekéw sa leki hormonalne do stosowania
wewnetrznego (bez hormondéw plciowych) z grupy kortykosteroidow i podgrupy

glikokortykosteroidow: prednizolon i deksametazon.
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Paracetamol jest lekiem wykazujacym dziatanie przeciwbolowe
| przeciwgoraczkowe,  hamuje  aktywnos$¢ cyklooksygenazy  prostaglandynowej
w osrodkowym uktadzie nerwowym (o.u.n.), powodujac podwyzszenie progu bolowego.
Wchtaniany jest calkowicie z przewodu pokarmowego i metabolizowany jest przede
wszystkim w watrobie i wydalany gléwnie z moczem, a okoto 5% przyjetej dawki wydalane

jest w postaci niezmienionej [47].

H
I \H/ CH,
9]
HO

Metamizol jest pochodna pirazolonu 2z grupy niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych o dzialaniu przeciwbolowym, przeciwgoraczkowym, czgsciowo
przeciwzapalnym, a takze spazmolitycznym, ktore osiagane jest poprzez hamowanie
aktywnos$ci cyklooksygenazy prostaglandynowej w obrgbie osrodkowego i obwodowego
uktadu nerwowego. Po przyjeciu dawki metamizol jest hydrolizowany do swojego aktywnego
metabolitu 4-metylo-amino-antypiryny (4-MAA). Wydalany jest przede wszystkim z moczem
oraz przenika przez barier¢ tozyska oraz do mleka matki [47].

HqC CH,

EAN
I

/ \ .
[
a M /‘Rf-? 07 Mat
\ 0
o CH,

Aspiryna jako niesteroidowy lek przeciwzapalny wykazuje dziatanie przeciwzapalne,
przeciwbolowe 1 przeciwgoraczkowe, dzigki temu, Ze jest nieodwracalnym inhibitorem
cyklooksygenazy, enzymu powodujacego synteze prostaglandyn z kwasu arachidonowego.
Dodatkowo lek ten hamuje syntez¢ tromboksanu, zwiazku zwigkszajacego agregacje ptytek
krwi i kurczacego naczynia. Wchlaniana jest catkowicie z przewodu pokarmowego,
metabolizowana w watrobie 1 wydalana wraz z moczem zaro6wno w postaci niezmienionej jak

1 w postaci metabolitow [47].
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Karbamazepina jest pochodna dibenzoazepiny o dzialaniu przeciwdrgawkowym,
przeciwpadaczkowym, neurotropowym, psychotropowym oraz przeciwbolowym w neuralgii
nerwu tréjdzielnego, nie tagodzi natomiast innego rodzaju bolow poza nerwobolami. Lek ten
nie dziala na receptor benzodiazepinowy, receptory adenozynowe, adrenergiczne oraz
receptory dla aminokwaséw pobudzajacych. Lek dobrze, aczkolwiek powoli, wchiania sig
z przewodu pokarmowego, metabolizowany jest w watrobie 1 wydalany gléwnie z moczem,
w ktérym 2-3% dawki stanowi niezmieniona postac. Lek przenika tez przez barierg tozyska

i jest wydzielany z mlekiem matki [47].

I

A

o FH.,

£

Ketoprofen jest niesteroidowym lekiem przeciwzapalnym o  dziataniu
przeciwbolowym, przeciwzapalnym i przeciwgoraczkowym. Hamuje cyklooksygenazy, ktére
odpowiadaja za syntez¢ prostaglandyn, a takze spowalnia agregacj¢ ptytek krwi. Wchtaniany
jest bardzo szybko w czasie ok. 1 godziny, przenikajac do ptynoéw i tkanek, a takze przez
barier¢ krew-moézg oraz barier¢ lozyskowa. Metabolizowany jest w watrobie 1 wydalany

gléwnie z moczem, czg$ciowo z katem, w mniej niz 1% w formie niezmienionej [47].

o CH,

OH
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Naproksen jest niesteroidowym lekiem przeciwzapalnym o  dziataniu
przeciwbolowym, przeciwzapalnym 1 przeciwgoraczkowym. Dziatanie przeciwzapalne
polega na nieselektywnym hamowaniu aktywnos$ci cyklooksygenazy kwasu arachidonowego,
dzigki czemu hamowana jest synteza prostaglandyn. Wchianiany jest w prawie 100%
z przewodu pokarmowego. Metabolizowany jest w watrobie i w wigkszo$ci wydalany
zmoczem, przy czym w 10% w postaci niezmienionej. Lek przenika barierg tozyska
i wydalany jest z mlekiem matki, penetruje wolno do jam stawowych, osiagajac w nich

stezenie wyzsze niz we krwi [47].

H CH

i
;‘:‘-‘“ 3

ZH

H,C 0

Diklofenak jest niesteroidowym lekiem przeciwzapalnym o wlasciwosciach
przeciwbolowych, przeciwzapalnych oraz przeciwgoraczkowych. Hamuje on aktywnos¢
cyklooksygenazy prostaglandynowej poprzez hamowanie syntezy eikozanoidéw
| zmniejszanie zawartosci kwasu arachidonowego w granulocytach oraz dodatkowo dziata
przeciwagregacyjnie na ptytki krwi. Wchtaniany jest catkowicie i szybko z przewodu
pokarmowego. Metabolizowany jest w watrobie 1 wydalany w 70% z moczem, reszta z kalem

w 1% w postaci niezmienionej [47].

MH
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Ibuprofen nalezy do grupy niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych o dziataniu
przeciwbolowym, przeciwgoraczkowym 1 przeciwzapalnym. Hamuje on syntezg
prostaglandyn poprzez hamowanie enzymu cyklooksygenazy kwasu arachidonowego,
indukowanego w przebiegu procesu zapalnego, dzigki czemu hamowana jest synteza
cyklicznych nadtlenkéw, prekursoréw prostaglandyn. Hamuje on takze agregacje ptytek krwi.
Wchtaniany jest dobrze z przewodu pokarmowego. Metabolizowany jest w watrobie

i wydalany z moczem w ok. 14% w postaci niezmienionej [47].

CH,

oH
CH

H,C

Sotalol w zaleznosci od dawki wykazuje dziatanie: [-adrenolityczne poprzez
blokowanie nieselektywne receptorow [-adrenergicznych (mniejsze dawki ok. 25 mg) oraz
przeciwarytmiczne poprzez wydluzenie czasu trwania potencjalu czynno$ciowego
i wydluzenie catkowitego okresu refrakcji przedsionkow, komor i przedsionkowo-
komorowych drog przewodzenia. Po podaniu wchiania si¢ stosunkowo szybko z przewodu
pokarmowego. Lek ten nie podlega metabolizmowi watrobowemu i1 wydalany jest w ok. 90%

z moczem. Lek przenika przez barierg tozyska i jest wydalany z mlekiem matki [47].

oH
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Metoprolol jest selektywnym lekiem B-adrenolitycznym, wykazujacym niewielkie
dziatanie stabilizujace btong komoérkowa, zwalniajacym czynno$¢ serca w spoczynku
i podczas wysitku i nie posiadajacy wiasciwo$ci agonistycznych. Zmniejsza lub hamuje
pobudzajace dzialanie katecholamin na migsien sercowy. Wchtaniany jest prawie catkowicie
z przewodu pokarmowego, metabolizowany jest w watrobie poprzez utlenianie i wydalany

w 95% wraz z moczem. Od 5-30% wydalanych jest w postaci niezmienionej [47].

-0

H.C CH,
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0 //\I/\ N CH
" 3
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Propranolol jest nieselektywnym [-blokerem blokujacym receptory Bi i Pp, nie
posiadajacym aktywno$ci sympatykomimetycznej. Lek ten wykazuje zlozone dzialanie:
zmniejsza przewodnictwo w wezle przedsionkowo-komorowym, obniza aktywnos$¢
bodzcotworcza wezta zatokowego, spowalnia czynno$¢ serca, dziata przeciwarytmicznie
I hipotensyjnie oraz zmniejsza zuzycie tlenu przez serce. Wchlaniany jest z przewodu

pokarmowego, metabolizowany w watrobie 1 wydalany wraz z moczem [47].
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Karwedilol jest nieselektywnym lekiem B-adrenolitycznym rozszerzajacym naczynia
krwiono$ne. Wykazuje dziatanie przeciwutleniajace i stabilizuje blony komorkowe. Poprzez
selektywne blokowanie receptorow oj-adrenergicznych zmniejsza naczyniowy opoOr
obwodowy oraz hamuje uktad renina-angiotensyna na skutek nieselektywnego blokowania
receptoréow [-adrenergicznych. Metabolizowany jest w watrobie, a wydalany gtownie

zZ 76kcia, czesciowo takze z katem 1 w niewielkim stopniu z moczem [47].

0
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Prednizolon jest syntetycznym glikokortykosteroidem o silnym dziataniu
przeciwzapalnym. Nie dziala na przyczyng zapalenia, ale hamuje rozwoj jego objawow
poprzez hamowanie gromadzenia si¢ leukocytow, makrofagow i innych komorek w rejonie
zapalenia. Zapobiega tworzeniu si¢ obrzgkéw. Lek ten hamuje rowniez wydzielanie hormonu
adrenokortykotropowego (ACTH) przez przysadke, prowadzac do zmniejszenia wytwarzania
kortykosteroidow 1 androgendéw w korze nadnerczy. Wchilaniany jest szybko,
a metabolizowany jest w wigkszo$ci w watrobie oraz czeSciowo w nerkach 1 wydalany wraz

z moczem w niewielkiej ilosci w postaci niezmienionej [47].
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Deksametazon jest syntetycznym hormonem kory nadnerczy, zaliczanym do grupy
glikokortykosteroidow o bardzo silnym 1 dlugotrwatym dzialaniu przeciwzapalnym,
przeciwgoraczkowym, przeciwalergicznym i immunosupresyjnym. Lek ten zmniejsza
ci$nienie $rodczaszkowe, a takze hamuje wydzielanie kortykotropiny z przysadki mézgowe;,
zmniejszajac stezenie kortyzolu we krwi. Wchtaniany jest szybko z przewodu pokarmowego,

przenika do tkanek. Metabolizowany jest w 97% w watrobie i wydalany z moczem [47].
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2.2 Procedury wydzielania lekow z wod powierzchniowych oraz metody

rozdzielcze stosowane w oznaczaniu lekow w wodach

W niniejszym rozdziale przedstawiono najczesciej opisywane w literaturze procedury
wydzielania lekow z duzych objetosci probek wodnych, przy réwnoczesnym usuwaniu
matrycy i wzbogaceniu probek. Opisane zostana rowniez metody analityczne stosowane do
rozdzielenia i oznaczenia wybranych lekow. Ze wzgledu na to, ze praca dotyczy zastosowania
metod chromatograficznych do oznaczania lekow w wodach, przeglad literaturowy
ograniczono do metod z zakresu wysokosprawnej chromatografii cieczowej i chromatografii
gazowej. Wybrane pozycje literaturowe dotycza oznaczania tych lekow, ktore beda
przedmiotem badan prowadzonych w niniejszej rozprawie. Oddzielnie opisano metody HPLC

oznaczania badanych lekoéw, a oddzielnie metody GC.

2.2.1 Metody HPLC do oznaczania badanych lekow

Badane leki z réznych grup terapeutycznych oznaczano w réznych mieszaninach
w wodach powierzchniowych technika HPLC, jak przedstawiono w niniejszym rozdziale
pracy. Opisano procedury postgpowania z badang probka wodna, jak rowniez podano warunki
analiz  chromatograficznych  (faza stacjonarna, faza ruchoma, detektor) wraz
z przedstawionymi w publikacjach danymi odno$nie granic wykrywalnosci (LOD)

I oznaczalnos$ci (LOQ).
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Tabela 2.1 Procedury wydzielania farmaceutykow z wod i metody HPLC do oznaczania badanych lekow

Warunki detekcji oraz LOD

Oznaczane leki Przygotowanie prébki Faza stacjonarna Faza ruchoma ) Literatura
(MDL) i LOQ (MDQ)
Probki wod rzecznych (2,5L) filtrowano (filtry 0,45um)
i zakwaszano do pH 2,0 (HCl stez.). Elucja gradientowa LC-UV.
Ekstrakcja SPE — kolumna Strata-X (6mL, 200mg), | Kolumna Zorbax | (ImL/min, 40min): Wartosci LOD:
Diklofenak, ibuprofen, |kondycjonowanie: 5mL MeOH, 5mL H,0; szybkos¢ | Eclipse XDB-C18 A: ACN, KET: 0,35mg/L; [48]
ketoprofen, naproksen |przeptywu probek 20mL/min; elucja: 10mL ACN.| (150mm x 4,6mm; B: ACN/6,9mM NAP: 0,02mg/L;
Odparowanie do sucha w atmosferze N,, rozpuszczenie Sum, Agilent). HACc (30:70, viv, DIK: 0,29mg/L;
w2mL ACN. Odzyski: KET (79-110%), NAP (77- pH 4,0). IBU: 0,77mg/L.
104%), DIK (79-102%), I1BU (85-101%).
Ekstrakcja SBSE probek wod (25mL) — mieszadto HPLC-DAD.
(20mm) pokryte PDMS lub PU. Dla PDMS: ekstrakcja Kolumna Tracer Wartosci LOD i LOQ:
4h przy pH 2, desorpcja ACN przez 30min; dla PU: Excel 120 ODS-A Elucja NAP: 0,4-1,0ug/L,
Aspiryna, diklofenak ekstrakcja Qh przy pH 2, desorpcja ACN przez 15min. (150mm X 4,0mm; izokratyc;na 1,5-3,2pg/L;
ibuprofer; naproksen' Odparowanie w atmosferze N,, rozpuszczenie w 200uL Sum Teknol;roma,) (1,0mL/min): ASP: 0,8ug/L, 2,7ug/L; [49]
‘ MeOH. Odzyski: ASP (1-45,3%), NAP (9,8-78,3%), terr’nostatowanie ACN/0,1% H,SO, DIK: 0,7-1,6pg/L,
DIK (34,6-77,7%), IBU (43,4-90,6%). W 25°C w H,0 (45/55%). 2,4-5.4ug/L;
: IBU: 1,1-1,7pg/L,
3,6-5,5ug/L.
Probki wod powierzchniowych i $ciekow (50-250mL)
filtrowano  (filry nylonowe 0,45um 1 1um)
i zakwaszano do pH 2 (HCI, 1M). Kolumna Elucja gradientowa Waigégs&_gﬂfmsbq
Diklofenak, ibuprofen Ekstrakcja SPE_ - kolur_nna Isolute SPE C18 (6mL,| Purospher Star (O,2m|__/min, NAP: 26ng/L 75ng/L'.
' ' | 500mg), kondycjonowanie;: 5mL MeOH, 3mL H,0;| RP-18e (125mm 40min): : ' ’ [50]
ketoprofen, naproksen ,, o1 . -~ ] k KET: 26ng/L, 75ng/L;
szybkos¢ przeptywu probek: 4mL/min; przemycie: 3mL X 2,0mm; 5pm) A: MeOH, DIK: 7ng/L, 20ng/L;
H,0; suszenie 30min; elucja: 2x4mL MeOH. Odzyski: | z przedkolumna. B: H,0. ' ' '

NAP (94-95%), KET (90-94%), DIK (92-95%), 1BU
(87-90%).

IBU: 12ng/L, 42ng/L.
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Warunki detekcji oraz LOD

Oznaczane leki Przygotowanie probki Faza stacjonarna Faza ruchoma (MDL) i LOO (MDQ) Literatura
i
Probki $ciekow oczyszczonych (500mL) filtrowano
(filtry z wtokna szklanego 0,45um). . .
Ekstrakcja SPE — kolumna LiChrolut 100 RP-18| Kolumna Genesis EIUCJ()azgraL(;Ileptowa HPLC:Mﬁ/g/I;.
. . (6mL, 500mg), kondycjonowanie: 6mL heksanu, 3mL Cis (150mm x (0,2m - m_m' Wam?sm ~
Diklofenak, ibuprofen, 6mL MeOH. 2mL H.O H 2 szvbkosc | 2.1mm: 4um. Jon 15min): DIK: 10ng/L; [51]
ketoprofen, naproksen acetonu, 6m , ! - 2 O Pl 2, SZyDXOSC| 2, > A, Jones A: ACN/MeOH IBU: 5ng/L;
przeptywu probek 20mL/min; przemycie 10mL H,O | Chromatography) (40/60) KET: 20ng/L:
opH 2; suszenie 1h; elucja: 3xImL MeOH.| 2z przedkolumna. B: 20mM NI'-| Ac NAP: 10n /L’
Odparowanie do 0,2mL. Odzyski: DIK (62,8%), IBU ' A ' gL
(71,0%), KET (83,9%), NAP (68,4%).
Kolumnal
Probki wod (30mL) filtrowano (filtry celulozowe | (prekoncentracja):
0,45um) i dodano 400pL. MeOH. Hypersil Gold C18 | Elucja gradientowa LC-DAD.
Metoprolol P.rekoncentrac_ja przy 1.12yciu przelq_czania k(_)lumn on-| (50mm x 4,6mm; (1,5ml__/min, Wartosci MDL i LOQ:
paracetamoi line, kondycjonowanie (1,5mL/min, 10min): bufor | 5um; ThermoQuest), 38min): SOT: 0,11pg/L, 0,5ug/l; [52]
' KH,PO,/ MeOH (85/15, v/v); szybko$¢ przeptywu Kolumna2 A: bufor KH,PO, PAR: 0,16ug/L, 0,5ug/L;
propranolol, sotalol probki przez kolumng: 1,5mL/min przez 20min; | (chromatograficzna): | (0,025mM, pH 3), MET: 0,13ug/L, 0,5ug/L;
wprowadzenie zatrzymanych analitow na kolumng Gemini C18 B: MeOH, C: ACN. PRO: 0,03ug/L, 0,2ug/L.
chromatograficzna. (150mm x 4,6mm;
Sum; Phenomenex).
Probki wod powierzchniowych (1L) filtrowano (filtry
z wiokna szklanego 0,45um) i zakwaszano do pH 3
(HCl stegz.). . .
Ekstrakcja SPE — kolumna Strata X (6mL, 200mg), I(E(;uzcr{]z?/ﬁ]ri?]d?g;oi\é\;e} Lv%aiilcll\ﬂl_scl)'\gs
Diklofenak, ibuprofen, | kondycjonowanie: 3x2mL MeOH, 3x2mL H,0, 3x2mL | Kolumna Luna Cyg A 40mM’NH Ac. DIK: 20ng/L'.
paracetamol, H,0O o pH 3; szybko$¢ przeptywu probek: 10mL/min; | (250mm X 2mm; ' (pH 5.5) 4 IBU: 20ng/L', [53]
propranolol suszenie przez 30min; elucja (5mL/min): 3x2mL | 5um, Phenomenex). B Mebl—i PAR.' 50ng/L"
MeOH. Odparowanie do 100um w atmosferze N, C H,0 ' PRO.' 10ng/L,

rozcienczenie do ImL 40mM NHzAc/MeOH (50/50,
vIv). Odzyski: DIK (62%), I1BU (117%), PAR (75%),
PRO (45%)
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Warunki detekcji oraz LOD

Oznaczane leki Przygotowanie probki Faza stacjonarna Faza ruchoma . Literatura
(MDL) i LOQ (MDQ)
Elucja
gradientowal
Ekstrakcja SPE probek wod (od 100mL do 2000mL) Kolumna Luna C (0,17mL/min,
— kolumna Strata X (6mL, 200mg), kondycjonowanie: (250mm x 10mm18 43min), HPLC-MS/MS.

Diklofenak, ibuprofen 5mL MeOH, SmL HZO_; szybl_<os'é przeptywu probek: 10pum Phenomene;i) E_Iucja Wartosci LOD i LOQ:
paracétamol ' | 5mL/min; suszenie 30min; elucja: 5mL acetonu, 2x5mL s przédkolumnqc ; grad|entovya2 PAR: 2,77ug/L, 9,25ug/L; [54]
propranolol’ MeOH. Odparowanie do ok. 0,ImL w 55°C, (4,0mm x 2 Omm)l (0,2ml__/m|n, PRO: 0,62ug/L, 2,08ug/L;

rozcienczenie do 0,3mL mieszaning MeOH/10mM te’rmostatO\'Nanie 20min): DIK: 0,81ug/L, 2,71pg/L;
NH Ac (50/50, v/iv) o pH 6. Odzyski: PAR (0-11%), W 25°C A: H,0, B: MeOH, IBU: 3,44pg/L, 11,48ug/L.
PRO (49-92%), DIK (55-86%), IBU (53-70%). ) C: 10mM NH4Ac
(pH 6),
D: 0,87M HAc.
Pr(’)bki wod rzecznych filtrowano (membrany 0,45pum) Elucja gradientowa LC-DAD..
Diklofenak i zakwaszgno do pH 3 (HCI, 37%). _ _ (1-1,5mL/min Wartosci MDL i LOQ:
karbamazepiha Ekstrakcja SPME 3mL probki (44m1n) — PDMS-DVB | Kolumna !I)lscovery 17mir’1)' A ACf\I KBM: 3,0pg/L, 4,0png/L; [55,56]
ketoprofen naprok’sen (60um); kondycjonowanie (30min): ACN/KH,PO,| RP-Amide C16. B'OOéSI\/i bufor7 KET: 2,2ug/L, 4,0pg/L; '
’ (0,025M pH 3, 40/60, v/v); desorpcja (2min, ImL/min): K'H 7PO (bH 3) NAP: 0,5pg/L, 1,0pg/L;
ACN/KH,PO, (0,025M pH 3, 40/60, V/v). 2704 (PH 9)- DIK: 1,5ug/L, 4,0ug/L.
Probki wod rzecznych (250mL) filtrowano (filtry
membranowe 0,45um) i zakwaszano do pH 3,0 (HCI
stgz.). Kolumna Zorbax | Elucja gradientowa LC-MS-MS.

Diklofenak, ibuprofen Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (3mL, 60mg), | Extend-Cg (150mm (0,2mL/min, Wartosci LOD i LOQ:

! a ' | kondycjonowanie: 3mL MeOH, 3mL H,0; szybko$¢ X 2,1mm; 5um, 25min): KET: 6ng/L; 20ng/L;
karbamazepina, [57]

ketoprofen

przeptywu probki: 4-6mL/min; przemycie: 1mL 5%
MeOH; suszenie 15min; elucja: 2mL MeOH.
Odparowanie do sucha w atmosferze N,, rozpuszczenie
w 100uL H,0. Odzyski: KET (54-91%), IBU (61-
102%), DIK (48-81%), KBM (77-115%).

Agilent)
z przedkolumna
0 tym samym zlozu.

A: 0,05% NH,OH
w H,0 (pH 10,5),
B: ACN.

IBU: 4ng/L, 12ng/L;
DIK: 0,5ng/L, 2ng/L;
KBM: 0,2ng/L, 0,5ng/L.
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Warunki detekcji oraz LOD

Oznaczane leki Przygotowanie probki Faza stacjonarna Faza ruchoma . Literatura
(MDL) i LOQ (MDQ)
Ekstrakcja SPE probek wod powierzchniowych (1L) —
kolumna Oasis HLB (6mL, 200mg), kondycjonowanie LC-MS/MS
(5mL/min): 5mL MeOH, 5mL H,0; szybkosé Kolumna Hyvoersil Elucja gradientowa Wartod 'MDL'
Diklofenak, ibuprofen, |przeptywu probek SmL/min; przemycie (3mL/min): gu yp (0,25mL/min, ar (?501 -
- ) . . ) e old (100mm x . DIK: 0,3ng/L;
karbamazepina, 2mL H,0; suszenie 30min w atmosferze N,; elucja: 2 1mm: 3um 40min): KET- 0.1na/L- [58]
ketoprofen 2x3mL  2/2/1  (MeOH/aceton/octan  etylu, Vv/v). ’ ; SHIT, A: 0,1% HCOOH, S 9 K
. o Thermo Electron). . IBU: 0,1ng/L;
Odparowanie do 100uL w atmosferze N, w 35°C. B: ACN. KBM: 0,1ng/L
Odzyski: KET (66%), DIK (65%), IBU (62%), KBM Y '
(68%).
Elucja
gradientowal
(0,25mL/min,
Prébki wod powierzchniowych (400mL) alkalizowano | Kolumnal: Genesis 30min):
do pH 8,2 (NaOH). (150mm x 2,2mm, A:0,015% HFBA, LC-ESI-MS/MS.
Diklofenak, ibuprofen Ekstral_«:ja SF_’E — Oasis HLB (3mL, 60mg), Jones 0,5mM NH,AC, Wartosci MDL.:
karbam:azepina ' | kondycjonowanie: 5mL MeOH, 5mL H,O; szybkos¢ | Chromatography). | 25% MeOH w H,0, KBM: 20ng/L; [59]
naproksen ’ przeptywu probek: Sml/min; przemycie: 5mL 5% | Kolumna2: Apex B: ACN. DIK: 36ng/L;
MeOH; elucja (2-3mL/min): 5mL MeOH. Odparowanie | (150mm x 2,1mm, Elucja IBU: 23ng/L;
do sucha w atmosferze N,, rozpuszczenie w 100uL Jones gradientowa? NAP: 50ng/L.
H,0. Chromatography). (0,2mL/min,
25min):
A: 10mM NH,Ac
w H,0, B: ACN.
Ekstrakcja SPE probek wod rzecznych (400mL) — Elucia aradientowa LC-MS/MS.
kolumna Oasis HLB (6mL, 200mg), kondycjonowanie | Kolumna Hypersil (é ngL/min Warto$ci LOD:
Diklofenak, ibuprofen, |(5mL/min): 5mL MeOH, 5mL H,0; szybko$¢| Gold (100mm x 74Omin)' ! KET: 3ng/L;
karbamazepina, przeptywu probek SmL/min; przemycie (3mL/min): 2,1mm; 3um, A 01% HC.OOH NAP: 1ng/L; [60]
ketoprofen, naproksen |2mL H,O, suszenie 30min w atmosferze N,; elucja: | Thermo Electron w H, O (pH 3.5) IBU: 1ng/L;
6mL MeOH. Odparowanie do 500uL w atmosferze N, Co.). é ACN e DIK: 1ng/L;
w 35°C. ) ) KBM: 1ng/L.
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Warunki detekcji oraz LOD

Oznaczane leki Przygotowanie probki Faza stacjonarna Faza ruchoma . Literatura
(MDL) i LOQ (MDQ)
Probki $ciekow (500mL i 1000mL) filtrowano (filtry HPLC-DAD-FL.
. Wartosci LOD i LOQ:
z wlokna szklanego 0,45um). KBM: 0.02-0.04na/L.
Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (3mL, 60mg), ) ' g '
- - . . . 0,06-0,12ng/L;
kondycjonowanie (3mL/min): 3mL octanu etylu, 3mL Kolumna Elucja gradientowa DIK: 0 14-0 28na/L
Diklofenak, ibuprofen, | MeOH, 3mL H,0; szybkos¢ przeptywu probek:| LiChrospher 100 | (ImL/min, 45min): 0 '47‘_0 931n /L9 ‘
karbamazepina, 15mL/min; przemycie (1mL/min): 3mL MeOH/H,0 RP-18 (125mm A: MeOH, IBU" 012’_0 Z%n ’/L' [61]
ketoprofen, naproksen | (5/95, v/v), 3mL n-heksanu; elucja (ImL/min): 3x1mL X 4mm; 5um) B: ACN, s y g '
. . 0,41-0,82ng/L;
octanu etylu. Odparowanie do sucha w atmosferze N, | z przedkolumna. C: 50mM KH,PO,. .
; . KET: 0,01-0,02ng/L,
rozpuszczenie w 0,5mL MeOH. Odzyski: KBM (93- 0.04-0.07na/L:
99%), DIK (73-83%), IBU (81-101%), KET (78-81%), A g ’/
NAP (93-103%). NAP: 0,01-0,02ng/L,
0,03-0,06ng/L.
Probki $ciekow (1L) zakwaszano do pH 2 (H,SO;, stez.)
i f||trowaqo (filtry 90mm). _ . _ LC-MS/MS.
Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (6mL, 500mg), Elucja gradientowa Wartodci MDL:
. . kondycjonowanie: 5mL CH,Cl,, 5mL MTBE, 5mL | Kolumna Synergi (0,7mL/min, ) .
Diklofenak, ibuprofen, |\~ -1 L H.O: kose " “bek 30min): PAR: 0,139ng/L;
karbamazepina eOH, .5m 20_, szybkos¢ przeptywu  probe Max-RP C12 min): KBM: 0,211ng/L 62]
nanroksen aracetémol 15mL/min; przemycie 5mL H,O; suszenie 60min pod | (250mm x 4,6mm; A:0,1% HCOOH DIK'.O ’137n /L',
P P N,; elucja: 5mL MeOH, 5mL MeOH/MTBE (10/90, | 4um, Phenomenex). w H,0, P AL,
. ! . IBU: 0,184ng/L;
v/v). Odparowanie w atmosferze N, do 1mL. Odzyski: B: MeOH. NAP: 0.225na/L
PAR (41%), KBM (91%), DIK (83%), IBU (96%), o gt
NAP (91%).
Probki wod szpitalnych (100mL) filtrowano (filtry Elucja
z wtokna szklanego 0,7um). gradientowal
Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (6mL, 200mg), (0,2mL/min, LC-MS/MS.
Diklofenak. ibuprofen kondycjonowanie (1mL/min): 6mL MeOH, 5mL H,0; Kolumna 31min): Warto$ci MDL i MQL.:
karbam:alze Fi)na ' | szybkoé¢ przeptywu probek 10mL/min; przemycie SmL | Purospher Star A: ACN, B: 0,1% PRO: 8ng/L, 22ng/L;
aracetarr?ol ' H,0; suszenie ok. 10min pod N,; elucja (ImL/min): | RP-18e (125mm HCOOH w H,0, KBM: 7ng/L, 19ng/L; [63]
pro ranolol’ 2x4mL MeOH. Odparowanie pod N,, rozpuszczenie X 2,0mm; 5um, Elucja PAR: 47ng/L, 132ng/L;
prop w 1mL MeOH. Odzyski: PRO (87,5%), KBM (88,1%), Merck). gradientowa?2 IBU: 31ng/L, 86ng/L;
PAR (112,8%), IBU (111,7%), DIK (113,6%). (0,2mL/min, DIK: 30ng/L, 84ng/L.
33min):
A: ACN, B: H,0.
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Warunki detekcji oraz LOD

Oznaczane leki Przygotowanie probki Faza stacjonarna Faza ruchoma . Literatura
(MDL) i LOQ (MDQ)
Probki $ciekow szpitalnych (100mL) filtrowano (filtry
z wiokna szklanego 0,7um). ol i
Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (6mL, 200mg), Elucja gradientowa LC ESI TOF. MS. )
. - - A ! . Wartosci MDL i MQL.:
Karbamazepina, kondycjonowanie (ImL/min): 6mL MeOH, 5mL H,0;| Kolumna Zorbax (0,4mL/min, : )
. 2 . . - -\ MTZ: 16ng/L, 52ng/L;
metamizol, naproksen, |szybko$¢ przeptywu probek 10mL/min; przemycie SmL | SB-Cig (250mm x 40min): . i
; . . / . ) ) PAR: 63ng/L, 212ng/L; [64]
paracetamol, H,O; suszenie 5min w atmosferze N,; elucja 3mm; Spm, A:. ACN, PRO: 6na/L. 21na/L.-
propranolol (ImL/min): 2x4mL MeOH. Odparowanie do sucha Agilent). B: 0,1% HCOOH y gL g !
o X KBM: 6ng/L, 20ng/L;
w 40-50°C, rozpuszczenie w 1mL MeOH/H,O (10/90, w H,O (pH 3,5). NAP: 69na/L. 229na/L.
VIV). Odzyski: PAR (92,5%), PRO (90,6%), KBM - 0INgIL, 22Ingrt-.
(98,2%), MTZ (22,2%), NAP (109,7%).
Probki wod (1L) filtrowano (filtry 0,2um) i dodawano
O,5g/L Na,S,0s.
Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (6mL, 500mg), Elucja
. . kondyc!(?nowanle (1mL/m|n): 6mL MeQH, 6mL Hz.o_; Kolumna Simmetry gradientowal LC-ESI-MS/MS.
Diklofenak, ibuprofen, |szybko$¢ przeptywu probek 60mL/min; przemycie: . . )
) L C-18 (150mm x (0,2mL/min, Warto$¢ LOD:
ketoprofen, kwas 1mL 5% MeOH w H,0; elucja: 2x3mL 5mM TBACI i . . o, [65]
. . L. . 2,1mm; 3um, 15min): dla wszystkich zwiazkow
salicylowy, naproksen |w MeOH. Odparowanie do sucha na taZzni wodnej . L
o . Waters). 3mM NH,COOH w: ponizej 0,1ng/L.
w30°C w atmosferze N,, rozpuszczenie w 300uL A' MeOH. B: H.O
H,O/MeOH (30/70, v/v). Odzyski: SAL (70-78%), ' e
KET (98-107%), NAP (94-104%), DIK (97-110%),
IBU (87-98%).
Probki wod rzecznych i Sciekow (1L) filtrowano (filtry
z mikrowtokna szklanego 0,7um) i zakwaszano do pH 2
(H2S0y). Kolumna HPLC-ESI-MS.
Ekstrakcja SPE — kolumna LiChrolut EN (6mL, LiChrospher 100 Elucja gradientowa Warto$ci LOD:
Diklofenak, ibuprofen, |200mg), kondycjonowanie (1mL/min): 6mL heksanu, RP-18 (qZSmm (ImL/min, 30min): SAL: 15ng/L;
ketoprofen, kwas 6mL acetonu, 6mL H,O o pH 2; szybko$¢ przeptywu % 3mm- Sum A: ACN, KET: 28ng/L; [66]
salicylowy, naproksen |probek 10mL/min; elucja: 1mL acetonu, 2mL MeOH, Mer’cky ’ B: HCOOH w H,0 NAP: 29ng/L;
2mL acetonu. Odparowanie do ok. 100ulL w atmosferze 7 vrzedkolumn (pH 2). DIK: 5ng/L;
N,, rozciefczenie do 300uL MeOH. Odzyski: SAL| P i IBU: 43ng/L.

(76%), KET (69%), NAP (83%), DIK (85%), 1BU
(91%).
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Warunki detekcji oraz LOD

Oznaczane leki Przygotowanie probki Faza stacjonarna Faza ruchoma (MDL) i LOO (MDQ) Literatura
i
Probki sciekow (400mL) filtrowano (filtry 0,45um)
i dodano 400uL HCOOH (85%). Kolumna dla Elucja gradientowa
Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis MCX (3mL, 60mg), B-blokerow: Hibar B-blokerow
kondycjonowanie: 3mL MeOH, 3mL H,0O zakwaszonej PUrOS he'r Star (ImL/min, 10min): LC-MS/MS.
Deksametazon 0,1% HCOOH; szybkos$¢ przeptywu probek 15mL/min; (250mrTF1)X 4 6mm: A: bufor Wartosci IDL:
metoprolol ' przemycie: 1,5mL MeOH/H,O0/HCOOH (10/90/0,1; Sum Merlck) ’ mrowczanowy DEX: 32,0pg;
reani)zoIon, v/Iv); elucja kortykosteroidow: ImL Kuoll’Jmna dle{ (pH 3,8), B: ACN. PRE: 9,1pg; [67]
ropranolol sot,alol MeOH/H,0/HCOOH (70/30/0,1; v/v); przemycie: 1mL Kortvkosteroidow: Elucja gradientowa MET: 0,5pg;
prop ' MeOH/HCOOH (100/0,1; v/v); elucja p-blokerow: Cy X-bridae ’ kortykosteroidow PRO: 0,2pg;
MeOH/NH,OH (95/5; v/v). Odparowanie do sucha, (1501r$1mx21?nm' (0,3mL/min, SOT: 2,0pg.
rozpuszczenie w 400uL.  ACN/H,O (25/75; viv). 3 5um Wa]ters) ' 20min):
Odzyski: DEX (75%), PRE (62%), MET (62%), PRO R, : A: H,0, B: ACN.
(66%), SOT (68%).
Probki wod (1L) zakwaszano do pH 2 (HCI, 31%) Elucja gradientowa
i filtrowano (filtry 0,7um). (0,05mL/min):
Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis MCX (3mL, 60mg), A:79,5% H,0, UPLC-MS/MS.
kondycjonowanie (3mL/min): 2mL MeOH, 2mL H,0 20% MeOH, Wartosci MDL i MQL.:
Aspiryna, diklofenak, |opH 2,1 (2% HCOOH); szybkos$¢ przeptywu probek Kolumna BEH C18 0,5% CH;COOH, SAL: 0,1ng/L, 0,5ng/L;
ibuprofen, ketoprofen, |4mL/min; przemycie: 2mL H,O o pH 2,1; suszenie; (100mm x 1mm: 10mM TrBA ASP: 0,1ng/L, 0,5ng/L; [68]
kwas salicylowy, elucja (ImL/min): 2mL MeOH, 1mL 5% NH,OH 1.7um Waters)’ (pH 3,9), KET: 0,8ng/L, 2,5ng/L;
naproksen w MeOH. Odparowanie do sucha i rozpuszczenie it ' B: 5% H,0, NAP: 0,5ng/L, 1,5ng/L;
w 0,5mL H,O. Odzyski: SAL (39,9-122,9%), ASP 94,5% MeOH, DIK: 0,2ng/L, 0,5ng/L;
(90,4-146,5%), KET (52,5-117,8%), DIK (71,5- 0,5% CH;COOH, IBU: 0,1ng/L, 0,5ng/L;
104,0%), I1BU (66,7-95,4%), NAP (64,1-107,0%). 10mM TrBA
(pH 5,5).
Ekstrakcja SPE probek wod (100mL) — kolumna UPLC-MS/MS.
Oasis HLB (3mL, 60mg), kondycjonowanie: 3mL Elucia aradientowa Wartosci LOQ:
Ibuprofen, diklofenak, | MeOH, 3mL H,0, szybkos¢ przeptywu probek ok.| Kolumna Acquity © 3rJnLg/lmin omin): PAR: 9,3-112ng/L,;
ketoprofen, kwas 3mL/min; suszenie; elucja: 5mL MeOH. Odparowanie | UPLC BEH (50mm dlmM NI—,| Ac +' SAL: 44-974ng/L; [69]
H 4

salicylowy,

paracetamol, naproksen

do sucha w atmosferze N, irozpuszczenie w 1mL
MeOH/H,0O (10:90, v/v). Odzyski: PAR (103-127%),
SAL (99-123%), KET (71-87%), NAP (76-103%),
DIK (83-117%), IBU (106-124%).

X 2,1mm; 1,7um,
Waters).

0,01% HCOOH w:
A: H,0, B: MeOH.

KET: 23-109ng/L;
NAP: 21-49ng/L;
DIK: 11-137ng/L;
IBU: 39-642ng/L.
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Warunki detekcji oraz LOD

Oznaczane leki Przygotowanie probki Faza stacjonarna Faza ruchoma . Literatura
(MDL) i LOQ (MDQ)
Probki wod (od 100mL do 1000mL) filtrowano (filtry
0,45um) 1 alkalizowano do pH 10,0 (NaOH, 2M). Kolumna Zorbax
Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (3mL, 60mg), | XDB-C18 (50mm x
. . kondycjonowanie: 2mL n-heksanu, 2mL acetonu, 10mL 2,1mm; Spum, Elucja gradientowa LC-MS/MS.
Diklofenak, ibuprofen, | yjo5 ™ 10mL H,0 o pH 10,0; szybkosd 1 Agilent 0,25mL/mi Wartosci LOQ:
karbamazepina, eOH, 20 o pH 10,0; szybkos¢ przeptywu gilent) (0, mL mln, a .osc1 Q: .
metoprolol, naproksen probek 2, 5, 10 i 20mL/m_1n; przemycie: 2mL 5% | z przedkolumng 27min): MET: 2,2-21ng/L; [70-72]
sofalol " | MeOH w 2% NH,OH; suszenie ok. 30min w atmosferze (12,5 x 2,1mm; A: ACN, SOT: 1,6-19ng/L;
N,; elucja: 4x1lmL MeOH. Odparowanie do sucha Sum), B: 1% HAc. KBM: 0,2-3,5ng/L.
w atmosferze N,, rozpuszczenie w 20uL. MeOH 1 480pl |  termostatowanie
1% HAc. Odzyski: MET (87-104%), SOT (62-94%), w 30°C.
KBM (66-105%).
Probki wod powierzchniowych (500mL) o pH 7
poddano ekstrakcji.
Probnik bag-SPE — dwa widkna poliestrowe (25mm x UPLC-MS/MS.
25mm), ztoze bag-SPE — zywica XAD-2 (100mg, PS-| Kolumna Acquity |Elucja gradientowa Wartosci LOD i LOQ:
Diklofenak, ibuprofen, | DVB). Probnik nasaczano MeOH, umieszczono | HSS T3 (100mm x (0,6mL/min, MET: 2ng/L, 7ng/L;
karbamazepina, w probkach wod i mieszano mieszadlem przez 8h; 2,1mm; 1,8um, 8,5min): KBM: 1ng/L, 3ng/L; [73]
ketoprofen, metoprolol, | suszenie po wyjeciu przez lmin; ekstrakcja: 3mL Waters) 10mM CH5;COOH KET: 7ng/L; 23ng/L;
naproksen MeOH przez 30min. Odparowanie do sucha| termostatowanie w: NAP: 12ng/L; 40ng/L;
w atmosferze N, w 40°C, rozpuszczenie w 500uL w 65°C. A: H,0, B: ACN. IBU: 7ng/L, 23ng/L;
ACN/H,0O (1/4, viv). Odzyski: MET (28,5%), KBM DIK: 4ng/L, 13ng/L.
(53,9%), KET (42,8%), NAP (37,9%), IBU (63,0%),
DIK (37,6%).
Do probek $ciekow (150-400mL) dodano 250mg/L
Na,S,03, 1% formaldehyd, 4g EDTANa,, 20mL 0,25M 3 fazy ruchome LC-ESI-MS/MS
octanu amonu. Dopasowano pH do 6,95 (10% NaOH (elucja . -
lub 10% H,SOy). Kolumna Hypersil gradientowa): Warto.sm MDL,‘
) . 2o : KBM: 4,3ng/L
Diklofenak, ibuprofen, | Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (6mL, 200mg), | Gold C-18 (100 x - A: 0,03% HFBA KET: 6 ’9ng/L"
karbamazepina, kondycjonowanie: 5mL H,O, 5mL MeOH, 5mL 5% 2,1mm; 3um, w H,0, B: ACN; IBU'I2’6ng/L', [74]
ketoprofen, naproksen, | NH,OH w MeOH; przemycie: 5mL 10% MeOH/H,O | Thermo Electron), - A: 10mM octan NAP.' 7’3n /L"
paracetamol (v/v); elucja: 5mL MeOH. Odparowanie do sucha| termostatowanie amonu w H,0, KET: 6,9 g !
H H T O, . . . 1 ngll—a
w atmosferze N, i rozpuszczenie w 0,1mL IS. Odzyski: w 30°C. B: ACN; PAR: 12,3ng/L;
KBM (76,2%), IBU (89,1-106,3%), NAP (87,0- - A: NH,OH w H,0 DIK' 5 éng/L ’

104,0%), PAR (32,7%), DIK (109,8%), KET (73,9-
89,7%).

(pH 8,5), B: ACN.
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Warunki detekcji oraz LOD

Oznaczane leki Przygotowanie probki Faza stacjonarna Faza ruchoma (MDL) i LOO (MDQ) Literatura
i
Probki wod powierzchniowych (250mL) filtrowano
(Ef:jlt'R/A\Z wiokna szklanego 0,7um) i dodano 0,2g Na,- L C-MS/MS.
i B : ) Elucja gradientowa Wartosci MQL:
Diklofenak, ibuprofen, Ekstral_<CJa SPI.E_ kolumna Oasis HLB Iub Strata )O( Kolumna Supelco (0,2mL/min, KBM: 2,2ng/L;
K - ondycjonowanie: 2x3mL MeOH, 2x3mL H,0 z 1% - .. ; -
arbamazepina, Na,-EDTA y bkodé Sbek: Discovery HS C18 45min): PAR: 29ng/L; 75
ketoprofen, kwas 3-EDTA  (wW/v), szybkos¢ ~przeptywu  probek: | 450y 4 6mm | A:0,1% HCOOH IBU: 45ng/L; [75]
. ' 10mL/min; przemycie 2mL 5% MeOH; suszenie 2min; ' ! ' . '
salicylowy, paracetamol . . 3um). w H,0, KET: 61ng/L;
elucja: 2x3mL MeOH. Odparowanie do 200uL B: ACN DIK: 8 4na/L-
w atmosferze N,, rozcienczenie do 1mL 50% MeOH. ’ ' SAL: 3,3ng/L’
Odzyski: KBM (115%), PAR (97%), IBU (98%), KET - 2, 9Ng/L
(75%), DIK (113%), SAL (60%).
Elucja
o gradientowal i
Préobki wo_d (100mL) zakwaszanq do pH 3. Kolumna Zorbax (0,6mL/min, L’C‘ MS/M_S. '
Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (6mL, 200mg), Eclipse XDB-C18 30min): Wartoséci LOD i LOQ:
Aspiryna, diklofenak, |kondycjonowanie: 5mL MeOH, 5mL H,0, 5mL H,0O (75mm X 4,6mm:; A H.O B MeOH PAR: 0,50ng/L, 1,67ng/L;
ibuprofen_, opH 3; _suszenie 10min; elucja}: 15ml  MeOH. 3.5um Agjilent), c:'1o%/o 7CI-.|3COOH’. KBM: 0,27ng/L, 0,90ng/L; [76]
karbamazepina, Odparowanie do sucha, rozpuszczenie w 1mL MeOH, . r;edkélumn C18 Elucia DIK: 0,15ng/L, 0,49ng/L;
metamizol, paracetamol | filtrowanie przez 0,45um filtry. Odzyski: PAR (23- (11’2 e x4 6qmm' o dientjowaz ASP: 3,33ng/L, 11,10ng/L;
97%), KBM (89-114%), DIK (92-120%), ASP (7- ' 5 m)’ ' 9(0 6mL/min MTZ: 7,66ng/L, 25,54ng/L;
100%), MTZ (16-67%), IBU (72-87%). Hm). ,25min)' ' IBU: 3,28ng/L, 10,93ng/L.
A: H,0, B: MeOH.
Probki wod (100mL) zakwaszono do pH 3 (HCI). LC-MS/MS.
Aspirvna. diklofenak Ekstrakcja SPE - kolumna Oasis MCX,| Kolumna XTerra Elucia aradientowa Wartosci LOQ:
P ?/bu]rofen ' | kondycjonowanie: 5mL acetonu, 5mL H,O; przemycie | RP-18 (100mm x (JO ngL/min ASP: 25ng/L;
karbar%aze i,na 6mL H,O o pH 3; suszenie 30min; elucja: 8mL 2,1mm; 3,5um, ’25min)' ' KBM: 5ng/L; [77]
meto roIF(;I ’ MeOH/NH4OH (95/5, v/v). Odparowanie w atmosferze Waters), >mM NH A'C W DIK: 5ng/L;
aracgtamdl N,, rozpuszczenie w 500uL MeOH/0,2% HAc (10/90, termostatowanie A MeOH AB' H O IBU: 10ng/L;
P v/v). Odzyski: ASP (195%), KBM (89%), DIK (80%), w 35°C. ' o e MET: 5ng/L;
IBU (62%), MET (97%), PAR (83%). PAR: 15ng/L.
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Warunki detekcji oraz LOD

Oznaczane leki Przygotowanie probki Faza stacjonarna Faza ruchoma . Literatura
(MDL) i LOQ (MDQ)
Elucja
) gradientowal
Kolumnal: (0,2mL/min, 47
, , . . . . SymmetryShield T
Do probek wod wodociagowych i powierzchniowych RP18 (150mm x min): 5mM octan LC-ESI-MS/MS
(od 200mL do 500mL) dodawano 80mg/L Na,S,0s ) amonu w: L. A
) 2,1mm; 3,5um, . . . Wartosci LOD i LOQ:
. . i 200-500uL buforu fosforanowego o pH 7,0. A: H,0, B: MeOH,; ) )
Diklofenak, ibuprofen, - - Waters), . SAL: 2ng/L, 7ng/L;

- Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (6mL, 200mg), . Elucja . )
karbamazepina, . - ] 27’ | termostatowanie . NAP: 7ng/L, 23ng/L;
ketoprofen. kwas kondycjonowanie: 5mL MeOH, 5mL H,0O; przemycie: W 45°C gradientowa?2 KET: 3na/L. 10na/L- 78]
Ketoprofen, 3mL H,0; elucja: 3x10mL MeOH. Odparowanie - (0,2mL/min, 42 - ongr, ongrl,

salicylowy, naproksen, o ) ., . Kolumna2: . IBU: 21ng/L, 69ng/L;
ropranolol WSO.C do ok. 0,2mL i rozcieficzenie do ImL przy Luna Phenyl-Hexyl _mln). 1mM TrBA DIK: 1,1ng/L, 4ng/L:
P uzyciu MeOH/H,0 (1/1, v/v). Odzyski: SAL (22-55%), (150mm X 2mm; i ImM kwas octowy KBM' 0 n /L, on /L"
NAP (75-909%), KET (79-96%), 1BU (75-106%), DIK | 3 = it P T w: PRO_'O*Sng/L*an/L'
(84-102%), KBM (75-107%), PRO (59-146%). wm, Phenomenex), | Aty 6/MeOH - OongiL, 2NG/L-
termostatowanie (90/10)
W4SC. B: H,0/MeOH
(5/95).
Probki $ciekow (25mL i 50mL) filtrowano, dodawano
25mL H,O (do probek o objetosci 25mL) i zakwaszano
do pH 2 (HCI, 37%).
Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis MCX oraz Oasis UPLC-MS/MS.
MAX, kondycjonowanie MCX: 2mL MeOH, 2mL 2% Wartosci MDL i LLOQ:
Ibuprofen HCOOH; przemycie: 2mL 2% HCOOH; elucjal KBM: 2,1-20ng/L, 7-65ng/L;
P N (zwiazki kwasowe i neutralne): 2mL MeOH; elucja2 . Elucja gradientowa | I1BU: 9,1-20ng/L, 30-65ng/L;
karbamazepina Kolumna Acquity - .
ketoprofen. meto r,olol (zwiazki zasadowe): 2mL 2% NH4OH w MeOH; eluatl HSS T3 (100mm x (0,3mL/min, 10min) KET: 4,5-33ng/L,
P T ksenp ' [rozcieficzono do 40mL — SPE na kolumnie MAX, | % (2t PN |~ 10mM CH;COOH 15-110ng/L; [79]
argcetamo,I kondycjonowanie MAX: 2mL MeOH, 2mL H,0; ' Wat,er,s)u ' w: MET: 7,6-11ng/L, 25-35ng/L;
F:)ropranolof przemycie: 2mL 0,5% NH4OH; suszenie 5min; elucja3 ' A: H,0O, B: ACN. | NAP: 9,1-20ng/L, 30-90ng/L;

(zwiazki neutralne): 2mL MeOH; elucjad (zwiazki
kwasowe): 2mL 2% HCOOH w MeOH. Odparowanie
do sucha w atmosferze N, w35°C, rozpuszczenie
w 500uL 20% ACN i 0,1% HCOOH. Odzyski: KBM
(71-93%), 1BU (88%), KET (45-85%), MET (101%),
NAP (44-87%), PAR (11-26%), PRO (102%).

PAR: 33-285ng/L,
110-940ng/L;
PRO: 2,4-4,5ng/L, 8-15ng/L.
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Warunki detekcji oraz LOD

Oznaczane leki Przygotowanie probki Faza stacjonarna Faza ruchoma (MDL) i LOO (MDQ) Literatura
i
Probki Sciekow nieoczyszczonych (500mL) i $ciekow
oczyszczonych (1L) filtrowano (filtr z widkna
szklanego 1,2pm) i zakwaszano do pH 2 (H,SOy). Kolumna Zorbax LC-DAD-FL.
Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (3mL, 60mg), | Eclipse XDB-C18 Wartosci LOD i LOQ:
Diklofenak, ibuprofen, | kondycjonowanie (3mL/min): 3mL acetonu, 3mL | (150 x 4,6mm; 5um, Elucia aradientowa PAR: -,
karbamazepina, MeOH, 3mL H,0 o pH 2; szybko$¢ przeptywu probek Agilent) (11 ngl_/min DIK: 15ng/L, 49ng/L;
ketoprofen, kwas 15mL/min; przemycie (ImL/min); 3mL MeOH/H,O| 2z przedkolumna ,60min)' ' IBU: 150ng/L, 502ng/L; [80]
salicylowy, naproksen, |(5:95, v/v) i 3mL n-heksan; elucja (ImL/min): 3x1mL XDB-C18 (4 x A: ACN KET: 37ng/L, 124ng/L;
paracetamol, acetonu. Odparowanie do sucha w atmosferze N, 4mm; 5 pm, B: 25mM KH, PO NAP: 3ng/L, 11ng/L;
propranolol rozpuszczenie w 0,2mL MeOH i filtrowanie przez Agilent), ' & SAL.: 11ng/L, 38ng/L;
0,45um filtr nylonowy. Odzyski: PAR (<10%),| termostatowanie KBM: 8ng/L, 27ng/L;
DIK (86,9-101%), IBU (78,6-99,9%), KET (82,2- w 30°C. PRO: 29ng/L, 97ng/L.
96,7%), NAP (92,1-97,4%), SAL (94,7-96,5%), KBM
(69,6-93,1%), PRO (77,1-101%).
Probki _wod (4OQmL) filtrowano (filtry celulozowe LC-ESI-MS/MS.
0,45um i 0,22um) i zakwaszano do pH 4,0 (H,SOy4, 2N). Wartoéci MDL:
Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (6mL, 500mg), : ”
. . - - . g PRO: 2,5ng/L;
Diklofenak, ibuprofen, | kondycjonowanie: 6mL MeOH, 6mL H,0O; szybkos¢ Elucia aradientowa MET: 5na/L:
karbamazepina, przeptywu probki 3-6mL/min; przemycie: 6mL H,0; Kolumna jagr oL » g !
. } - (ImL/min, 15min): SOT: 10ng/L;
ketoprofen, metoprolol, |suszenie w atmosferze N,; elucja: 4mL MeOH, 4mL | Phenomenex Luna 4 ) )

- . 0,1% HCOOH w: KBM: 2,5ng/L; [81]
naproksen, MeOH/eter dietylowy (50/50, v/v). Odparowanie do C18 (150mm A H.0 PAR: 5na/L-
paracetamol, sucha w atmosferze N,, rozpuszczenie w 0,4mL 25% | x4,6mm; Sum). 2 A g ?

. .. B: MeOH. IBU: 5ng/L;

propranolol, sotalol MeOH, filtrowanie przez 0,45um filtry. Odzyski: PRO NAP: 2 5na/L:
(69%), MET (70%), SOT (68,9%), KBM (93,4%), KET.' 1’On§/L"

0 0, 0 . )

PAR (84,9%), IBU (62,3%), NAP (61,9%), KET DIK: 2,5ng/L.

(78,3%), DIK (67,4%).
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Warunki detekcji oraz LOD

Oznaczane leki Przygotowanie probki Faza stacjonarna Faza ruchoma . Literatura
(MDL) i LOQ (MDQ)
Prébki wod (od 100mL do 500mL) filtrowano (filtry ra(';'e“nctlj‘wal
z wtokna szklanego 0,7um 1lub 1pum oraz filtry g(O omL/min LC-ESI-MS/MS.
nylonowe 0,45um). ,32min)' ' Wartosci MDL i MQL.:
. . Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (3mL, 60mg), ) . KET: 21-30ng/L, 70-95ng/L;
Diklofenak, |buprofen, kondycjonowanie (ImL/min): 5mL MeOH, 5mL H,0; Kolumna A: MeOH, .B' H0, NAP: 7-9ng/L, 20-32ng/L;
karbamazepina, " ] - . '| Purospher Star Elucja ) .
ketoprofen. metoorolol szybko$¢ przeptywu probek 10mL/min; przemycie: RP-18¢ (125mm radientowa? IBU: 8-12ng/L, 20-42ng/L;
pna o ksenp "[5mL H,0; suszenie 15-20min; elucja (mL/min): [ T 52 T 9(0 oL DIK: 2-10ng/L, 5-30ng/L: [82]
argcetamoyl 2x4mL MeOH. Odparowanie do sucha w atmosferze ’Merc,k)u ’ l49min)' ' PAR: 10-17ng/L, 40-58ng/L;
ropranolol sot,alol N,, rozpuszczenie w 1mL MeOH/H,O (25/75, viv). 7 orzedkolumna C A ACN/MéOH KBM: 2-18ng/L, 10-61ng/L;
prop : Odzyski: KET (51-121%), NAP (34-81%), IBU (63- P a s '(2_1 viv) SOT: 18-60ng/L, 60-100ng/L;
111%), DIK (60-102%), PAR (45-71%), KBM (67- 5: bufor 5 mM MET: 3-12ng/L, 12-36ng/L;
105%), SOT (43-115%), MET (60-114%), PRO (44- , PRO: 2-12ng/L, 7-40ng/L.
102% NH4Ac w HAC
0). (pH 4,7).
Probki wod (od 100mL do 500mL) filtrowano (filtry ouda Wa';tSSTCEiSI\'A'g"LS/i'\,’\'ASQL_
z wtokna szklanego 1um i filtry nylonowe 0,45um). g(O omL/min KET: 2-13na/L.. 5-44n /L_
Diklofenak, ibuprofen, | Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (3mL, 60mg), Kolumna ’42min)' ' NAP: .O 3_212 /L l-62r? /L'
karbamazepina, kondycjonowanie: 5mL MeOH, 5mL H,0; szybkos¢ Purospher Star . ) ) gL, g B
. . : i A: ACN/MeOH IBU: 0,4-9ng/L, 2-28ng/L;
ketoprofen, kwas przeptywu probek ok. SmL/min; przemycie: SmL H,0; | RP-18e (125mm ) . . .
. . . - - (1/1, viv), B: H,0; DIK: 1-4ng/L, 7-20ng/L;
salicylowy, metoprolol, |suszenie 15-20min; elucja 2x4mL MeOH. Odparowanie X 2,0mm; S5um, Elucia PAR: 2-7na/L.. 7-23na/L- [83]
naproksen, do sucha w atmosferze N,, rozpuszczenie w 1mL Merck) radientjowaz SAL'I1-23ng/L, 5-61ng/|_"
paracetamol, MeOH/H,O (25/75, viv). Odzyski: KET (50-118%), | z przedkolumna Cg 9(0 oL KB 03_2n9 0 08_82 L
propranolol, sotalol | NAP (71-113%), IBU (82-107%), DIK (84-105%), | (4mm x 4mm; S5um). ’45min)' ’ SOT'.O’8-5ng/Ll2-’11ngg/L',
- -910 -000 : g ’ )
PAR (64-116%), SAL (60-91%), KBM (72-99%), SOT A: ACN. MET: 0.1-2ng/L. 0,4-7ng/L:

(104-133%), MET (90-116%), PRO (102-112%).

B:0,1% HCOOH.

PRO: 0,2-1ng/L, 0,6-4ng/L.
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Warunki detekcji oraz LOD

Oznaczane leki Przygotowanie probki Faza stacjonarna Faza ruchoma . Literatura
(MDL) i LOQ (MDQ)
Elucja
gradientowal
(0,07mL/min,
22min): A: 94,5%
0, -
Probki wod (250mL i 1000mL) zakwaszano do pH 2 H0, 5% MeOH, UPLC,MS/MS_'
- - 0,5% HAC (pH 2,8), Wartosci MQL.:
. . (HCI, 31%) i filtrowano (filtry 0,7pm). . } .
Aspiryna, diklofenak, . : B: 99,5% MeOH, PAR: 80-267ng/L;
] Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis MCX (3mL, 6mg), . . .
ibuprofen, K . - . o 0,5% HAc (pH 3,2); IBU: 2-4ng/L;
karbamazepina ondycjonowanie (3ml/min); 2mL MeOH, 2mL 2/) Elucja DIK: 5-17ng/L:
ketoprofen kwals HCOOH w H,0; szybkos¢ przeptywu probek 4mL/min; | Kolumna BEH C18 radientowa? KET'. 66-73n /L_
sali Iof,’v o ooelol. | PrZEmycie (3mL/min): 2mL 2% HCOOH w H,0; elucja | (50mm x Lmm 9(0 e NAP: 231 /gl__ ' [84-86]
yna foksenp * | (ImL/min): 2mL MeOH, 2mL 5% NH,OH w MeOH.| 1,7um, Waters). 25min): ASP: 3_4n9/|__'
argcetamo,I Odparowanie do sucha w atmosferze N,. Odzyski: PAR A° 79 5% H 0 SAL' n ?L_’
P ranolol (3-20%), IBU (26-67%), DIK (14-41%), KET (52- 0% MeOLL BN 1ne o
prop 73%), NAP (38-67%), ASP (52-78%), SAL (43-73%), 0.5% HAG. 5mM PRO: é-sngg o
- 0, - 0, - 0, ’ ’ . ’
KBM (35-76%), PRO (14-25%), MET (28-70%). NH,OH (pH 3.9), MET: Ing/L.

B: 5% Hzo,
20% MeOH,
0,5% HAc, 5mM
NH,OH (pH 5.5).
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W przedstawionej tabeli 2.1 opisano metody HPLC do oznaczania lekow w probkach
wod, przy czym zamieszczono jedynie te publikacje, w ktorych opisano badania prowadzone
dla mieszanin co najmniej czterech, sposrod badanych w niniejszej rozprawie, lekow. Istnieje
wiele badan dotyczacych oznaczania pojedynczych lekow [87-92], badz tez mieszanin dwoch
[93-97] lub tez trzech sposrod badanych lekoéw [98-104].

Jako etap wstgpnego przygotowania probek wod stosowano filtrowanie, nast¢pnie
probke poddawano ekstrakcji. Najczesciej stosowano ekstrakcje do fazy statej (SPE), nie
wymagajaca skomplikowanej aparatury. Pojedyncze publikacje opisywaly przygotowanie
probek wod poprzez mikroekstrakcje do fazy statej (SPME) [55,56], ekstrakcj¢ sorpcyjna na
mieszadle (SBSE) [49] lub tez poprzez przelaczanie kolumn on-line [52]. Probke wodna,
w przypadku ekstrakcji do fazy statej, najczesciej zakwaszano do pH 2-5, nieco rzadziej
probke pozostawiano bez zmiany pH, a w nielicznych przypadkach stosowano alkalizowanie
probek wod do pH 8,2-10. Z uwagi na fakt, ze w wodach wystepuja bardzo mate stgzenia
lekéw, rzedu setnych badz dziesiatych czg$ci ng/L, do ekstrakcji wykorzystywano
odpowiednio duze objetosci probek wod. Najczegsciej objetos¢ probek wod wynosita 1 L.
W przypadku ekstrakcji do fazy stalej stosowano rézne kolumny ekstrakcyjne, o rdéznych
wlasciwosciach fizykochemicznych, przede wszystkim kolumny polimerowe i kopolimerowe
(HLB, Strata-X, LiChrolut-EN), a takze kolumny o wiasciwosciach wymieniaczy jonowych
(MCX, MAX). Kolumny kopolimerowe (HLB, Strata-X, LiChrolut-EN) o wtasciwosciach
zarowno hydro jak 1 lipofilowych, pozwalaty na jednoczesna ekstrakcjg, zar6wno analitow
polarnych, jak i niepolarnych. Bardzo czgsto, w przypadku niepolarnych analitow, stosowano
kolumny o ztozu oktadecylosilanowym réznych producentow. W dwoch publikacjach opisano
zastosowanie polimerowych kolumn ekstrakcyjnych z odciskiem czasteczkowym [98,101].
Jako eluent podczas ekstrakcji bardzo czgsto stosowano metanol. W niektoérych badaniach
stosowano aceton [80,92], octan etylu [61], acetonitryl [48,97] lub tez mieszaniny tych
rozpuszczalnikow w réznych kombinacjach [54,58,66,92,96,98,100] oraz inne mieszaniny:
metanol/MTBE [62,104] lub metanol/eter dietylowy [81], wraz z r6znymi modyfikatorami
kwasowymi lub zasadowymi.

W metodach HPLC rozdzielenie chromatograficzne prowadzono w odwréconym
uktadzie faz przy zastosowaniu gléwnie kolumn chromatograficznych o zlozu
oktadecylosilanowym, pochodzacych od roznych producentéw. W kilku badaniach stosowano
kolumng chromatograficzna o ztozu oktylosilanowym [96,98,100], dodekasilanowym [62,90],
heksadekasilanowym [55,56]. Stosowano réwniez oznaczanie lekow z wykorzystaniem ultra

wysokosprawnej chromatografii cieczowej (UPLC) [68,69,73,79,84-86] wraz z krotszymi
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kolumnami chromatograficznymi (50-100 mm dtugos$ci) o uziarnieniu ztoza wynoszacym 1,7-
1,8 um. Wszystkie analizy prowadzono w uktadach elucji gradientowej przy zastosowaniu
roznych rozpuszczalnikdéw, poza jednym uktadem, w ktorym zastosowano elucj¢ izokratyczna
[49]. W wigkszoS$ci prac stosowano detektory mas taczone w uktad tandemowy (MS-MS).
Detektory takie pozwalaly na uzyskanie bardzo niskich granic wykrywalnosci (LOD)
I oznaczalno$ci (LOQ) i dzigki temu oznaczano badane leki na niskich poziomach stgzen
w wodach powierzchniowych i $ciekach. W innych pracach stosowano detektory DAD lub
UV [48,49,52,55-56], detektory DAD-FL [61,80] lub potaczenie detektoréw UV, DAD lub
FL z detektorami mas [98-100]. W zadnej z cytowanych prac nie oznaczano karwedilolu

w probkach wod, natomiast oznaczanie kortykosteroidéw opisano tylko w jednej pracy [67].
2.2.2 Metody GC do oznaczania badanych lekow

Badane grupy lekow w réznych mieszaninach oznaczano réwniez z zastosowaniem
technik chromatografii gazowej. W niniejszym rozdziale opisano procedury postgpowania

z badang probka wodna, podano warunki analiz chromatograficznych (faza stacjonarna, faza

ruchoma, detektor) wraz z wartosciami LOD 1 LOQ.
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Tabela 2.2 Procedury wydzielania farmaceutykéw z wod i metody GC do oznaczania badanych lekow

Warunki detekcji oraz LOD

Oznaczane leki Przygotowanie prébki Faza stacjonarna Faza ruchoma ) Literatura
(MDL) i LOQ (MDQ)
Préobki wod (500mL, 2000mL) filtrowano (filtry
z widkna szklanego 5pm) i zakwaszano do pH 2-2,5
(HCI, 0,1N). GC-MS.
Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (3mL, 60mg), Kolumna BP5 (30m Wartosci LOQ:
Diklofenak, ibuprofen, | kondycjonowanie: 3mL octanu etylu, 3mL MeOH, 3mL % 0.25mm: 0.250m Gaz noénv: hel IBU: 10-20ng/L; [105]
ketoprofen, naproksen | H,O o pH 2,5; szybko$¢ przeptywu probek 15mL/min; ’ Vari:ami Hm, y.- et NAP: 10-20ng/L;
suszenie 30min w atmosferze N,; elucja: 2mL octanu ' KET: 25-50ng/L;
etylu, derywatyzacja. Odzyski: 1BU (90,0-98,9%), DIK: 25-50ng/L.
NAP (88,3-102,6%), KET (94,5-117,8%), DIK (101,3-
105,0%).
Probki wod (1L) filtrowano (filtry celulozowe 0,45um)
i zakwaszano do pH 3.
Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (3mL, 60mg), | Kolumna RTX-5MS
kondycjonowanie: 2 mL octan etylu/aceton (50/50, v/v), (30m x 0,25mm; GC-MS
Diklofenak, ibuprofen, [2mL MeOH, 3mL H,0O; szybkos¢ przeplywu probek 0,25um, BGB Gaz nos$ny: hel, Wartodei M'DL_
karbamazepina, 15mL/min; przemycie: 1mL MeOH/H,O (10/90, v/v); Analytic) przeptyw dl . L [106]
- 7 . . a wszystkich zwiazkow
ketoprofen, naproksen |suszenie 30-60min; elucja: 6mL octan etylu/aceton| z dezaktywowana 1,5mL/min. 0,3-4,5ngiL (KBM: 8.7ng/L)
(50/50, v/v). Odparowanie do 300uL w atmosferze N, + | przedkolumna (2,5m o T '
50uL heksanu, odparowanie do 150uL, derywatyzacja. x 0,32mm).
Odzyski: KBM (80-115%), IBU (89-112%), NAP (85-
112%), KET (71-108%), DIK (93-110%).
Probki wod (1L) filtrowano i zakwaszano do pH 2. GC-MS.
Ekstrakcja SPE - kolumna Sep-Pak tC18 plus Wartosci LOQ:
Aspiryna, ibuprofen, |(900mg), kondycjonowanie: heksan, CH,Cl,, MeOH,| Kolumna HP-5MS ASP: 10ng/L;
karbamazepina, H,0; szybkos$¢ przeptywu probek 15mL/min; elucja: (30m x 0,25mm; Gaz nos$ny: hel. IBU: 1ng/L; [107]
ketoprofen, naproksen |20mL MeOH. Odparowanie do sucha i rozpuszczenie 0,25um). NAP: 0,3ng/L;
w 50-1000uL IS, derywatyzacja. Odzyski: ASP (33%), KET: 0,3ng/L;
IBU (105%), NAP (105%), KET (93%), KBM (117%). KBM: 6ng/L.
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Warunki detekcji oraz LOD

Oznaczane leki Przygotowanie probki Faza stacjonarna Faza ruchoma Literatura
(MDL) i LOQ (MDQ)
Probki scickow (100mL i 200mL) filtrowano (filtry K%}gm”aOZZBE)'5 MS | Gaznosny: hel,
z wiokna szklanego 0,7um). ( rg’és'mmm’ P GC-MS, LC-ESI-TOF/MS.
Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (6mL, 200mg), Pher;omin’ex) Elucia ' Wartosci LOD:
Diklofenak, ibuprofen, | kondycjonowanie (ImL/min): 5mL octanu etylu, 5mL Kolumna RP-é radienjtowa IBU: 23ng/L;
karbamazepina, MeOH, 5mL H,0; szybko$¢ przeptywu probek Zorbax Eclipse XTDB %O 6mL/min PAR: 32ng/L; [108]
metamizol, paracetamol | 10mL/min; przemycie: 6mL H,O; suszenie ok. 15min (150mm x 4,6mm: ,35min)' ’ MTZ: 45ng/L;
w atmosferze N,; elucja (ImL/min): 2x4mL octanu s A .1’ ¢ ! A: ACN DIK: 100ng/L;
etylu. Odzyski: 1BU (83%), PAR (75%), MTZ (22%), um, Agilent) Syl KBM: 30ng/L.
DIK (88%), KBM (90%). termostatowanie B: 0,1% HCOOH
w 25°C. w H,0.
Ekstrakcja SPE probek wod (500mL) — kolumna GC-MS
Oasis HLB (3mL, 60mg), kondycjonowanie: 3mL AR
. . MeOH, 3mL H,0; szybkos¢ przeplywu probki: 4- WartoSci LOQ:
Diklofenak, ibuprofen, 6 . 21 87y p p.y P! " .| Kolumna DB-5MS IBU: 2,0ng/L;
) mL/min; przemycie 1mL 5% MeOH; suszenie 15min; . A . .
karbamazepina, .. - (30m x 0,25mm; Gaz nos$ny: hel. KBM: 8,0ng/L; [109]
ketoprofen, naproksen elucj:  2mL MeOH. Odparowanie do  sucha 0,25um, J&W) NAP: 1,0ng/L;
' w atmosferze N,, rozpuszczenie w 100uL CCly, ~-OHI, ) KET: 270n /L:
derywatyzacja. Odzyski: IBU (77%), KBM (93%), DIK'. 2’Ong/L,
NAP (91%), KET (102%), DIK (92%). - 4,0NG/L.
Probki wod (1L) filtrowano (filtry z wiokna szklanego) GC-MS.
i zakwaszano do pH 2. Wartosci MDL.:
Diklofenak, ibuprofen, | Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (6mL, 200mg), | Kolumna HP-5MS DIK: 3ng/L;
ketoprofen, kwas przemycie: 2mL 25% MeOH/H,0; elucja 10mL octanu (30m x 0,25mm; Gaz nos$ny: hel. IBU: 6ng/L; [110]
salicylowy, naproksen | etylu. Odparowanie do sucha w atmosferze N, + 2mL 0,25um). KET: 11ng/L;
MTBE, derywatyzacja, filtrowanie przez filtr 0,45um NAP: 5ng/L;
i doprowadzenie do objetosci ImL w toluenie. SAL: 47ng/L;
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Warunki detekcji oraz LOD

Oznaczane leki Przygotowanie probki Faza stacjonarna Faza ruchoma Literatura
(MDL) i LOQ (MDQ)
Probki wod (1L) filtrowano (filtry z widkna szklanego
0,45um) i zakwaszano do pH 2 (H,SOy stgz.).
Ekstrakcja SPE — kolumna SupelcoLC-18 (6mL, GC-MS.
500mg), kondycjonowanie: 6mL heksanu, 3mL acetonu, Kolumna CP-SIL Wartosci MDL.:
Diklofenak, ibuprofen, |6mL CH,Cl,, 2mL H,O o pH 2; szybko$¢ przeptywu 8CB-MS (30m Gaz nos$ny: hel, SAL: 0,1ng/L;
ketoprofen, kwas probek ok. 10mL/min; przemycie: 3x10mL H,0 o pH 2; % 0.25mm: 0.251m przeptyw IBU: 0,8ng/L; [111]
salicylowy, naproksen |suszenie ok. 2min; elucja (0,5mL/min): 3mL MeOH. ’ Supeico’) Hm, ImL/min. NAP: 0,5ng/L;
Odparowanie do 0,2mL w  atmosferze N, ' KET: 1,0ng/L;
w temperaturze pokojowej, derywatyzacja. Odzyski: DIK: 1,0ng/L.
SAL (75,6%), IBU (63,9%), NAP (112,1%), KET
(108,4%), DIK (99,1%).
Probki Sciekow (1L) filtrowano (filtry 1,2um)
i zakwaszano do pH 3 (HCI).
Ekstrakcja SPE - kolumna Oasis MAX (6mL,
Diklofenak, ibuprofen, 150mg)i kondyCJro’nowanle. 4mL 'Me(.')H, 10mL H?Q Kolumna Restek Rtx- | Gaz nosny: hel, GQ-MS. .
Ketoprofen, kwas o pH .3, szypkosc przep_lywu probek: 10-15mL/min; 5Sil Ms (30m x przephyw Wartosm‘MDL.’ [112]
salicylowy nallproksen suszenie 1min; przemycie: 5mL MeOH/octan sodu; 0.25mm: 0.25.m) 1mL/min dla wszystkich lekow
' elucja: 5mL MeOH, 10ml 2% HCOOH w MeOH. ’ > ey ' 0,01pg/L.
Frakcje derywatyzowano. Odzyski: IBU (86-87%),
SAL (95-97%), NAP (101-103%), KET (102-105%),
DIK (99-104%).
Probki wod powierzchniowych (3L) i sciekow (250mL)
filtrowano (filtry z wildkna szklanego 1,2um)
i zakwaszano do pH 2 (H,SO,4, 98%). GC-MS.
Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (6mL, 200mg), Wartosci LOD:
Diklofenak, ibuprofen, | kondycjonowanie: 2x5mL acetonu, 5mL H,0; szybko$¢ | Kolumna HP5-MS Gaz no$ny: hel, IBU: 0,01-50ng/L;
ketoprofen, kwas przeptywu prébek: 10mL/min; przemycie: 2mL H,0; (30m x 0,25mm; przeptyw SAL: 0,005-5ng/L; [113]
salicylowy, naproksen | elucja: 5mL aceton/0,1M NaHCO; o pH 10 (40/60, v/v); 0,25um). ImL/min. NAP: 0,005-50ng/L;

przemycie: 1mL aceton/H,O (25/75, vi/v); suszenie
30min; elucja: 5mL acetonu. Frakcje derywatyzowano.
Odzyski: 1BU (76-97%), SAL (90-139%), NAP (73-
90%), KET (76-96%), DIK (76-94%).

KET: 0,01-50ng/L;
DIK: 0,01-50ng/L.
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Warunki detekcji oraz LOD

Oznaczane leki Przygotowanie probki Faza stacjonarna Faza ruchoma . Literatura
(MDL) i LOQ (MDQ)
Probki wod (500mL i 1000mL) filtrowano (filtry
z wtokna szklanego) i zakwaszano do pH 2 (HCI, GC-MS
3,5M). A
Aspirvna. diklofenak Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (3mL, 60mg), \X;r;os(;:%h%?
P ?/bu ' rofen ' | kondycjonowanie: 3mL octan etylu/aceton (50/50, v/v), | Kolumna HP5/MS Gaz nos$ny: hel, IBU: O‘4ng/L',
karbafnaze i'na 3mL MeOH, 3mL H,0 o pH 2; szybko$¢ przepltywu (30m x 0,25mm; przeptyw NAP.' 0’9ng/L,' [114]
ketoorofen naprok’sen probek 12-15mL/min; przemycie: MeOH/H,O (40/60, 0,25um, Agilent). 1,3mL/min. KBM.' 2’5ng/|_,'
P »Nap vlv); suszenie 1h; elucja: 9mL octan etylu/aceton KET'.019n g/L"
(50/50). Odparowanie do sucha w atmosferze N, DIK'. 0’5ng/L’
derywatyzacja, rozpuszczenie w 50-100uL octanu etylu. - Oongrt-.
Odzyski dla wszystkich lekow 53-94%.
Jrobkt_wod dgzeljZ?thCI)ﬁ“rOWﬁn" (filry - 0,7um) | e o1umnal: TRB5-MS GCXGC-TOF-MS.
anoeop - lub TRB-50HT, lub Wartosci LOD i LOQ:
. . Ekstrakcja SPE — kolumna Strata-X (6mL, 100mg), . i
Diklofenak, ibuprofen, - . TRB1701-MS (30m . SAL: 22ng/L, 57ng/L;
- kondycjonowanie: 10mL octanu etylu, 10mL MeOH, i ) Gaz nos$ny: hel, . i
karbamazepina, 10 . o , x 0,25mm; 0,25um); IBU: 5ng/L, 13ng/L;
mL H,O o pH 2; szybko$¢ przepltywu probek . przeptyw ) . [115]
ketoprofen, kwas 10 S . S S Kolumna2: TRB- . KBM: 25ng/L, 45ng/L;
- mL/min; suszenie 30min; elucja: 5x2mL octanu etylu. 1,2mL/min. : .
salicylowy, naproksen ; . 50HT lub TRB-5MS NAP: 1ng/L, 3ng/L;
Odparowanie do ok. 100uL. Odzyski: SAL (107%), (2m x 0,20mm: KET- 2na/L. 5na/Ls
IBU (85%), KBM (101%), NAP (93%), KET (86%), 0 10’ ) ' DIK'. 1ng/Ll4ng/L,
DIK (89%). L UHm). - HNg/L, ang/t.
Ekstrakcja SPME probek wod (4mL) o pH 2 — widkna
PA (85um), PDMS-DVB (65um), Carbowaz-DVB
(65um). )
Ekstrakcja SPE probek wod (1L) —  kolumna: Wagcic'i\ﬂl_sz'
Ibuprofen, mieszanina 100mg LiChrolut-EN i 250mg LiChrolut- IBU: 0,2 /L'.
karbamazepina, RP-Cg, kondycjonowanie: 6mL heksanu, 6mL acetonu, | Kolumna HP-5 MS PAR'. 1(’) gg /Ii'
metoprolol, naproksen, [12mL wody o pH 2; szybko$¢ przeptywu probek (30m x 0,25mm; Gaz nos$ny: hel. NAP.'S’Oug/L', [116]
paracetamol, 3mL/min; suszenie 1h w atmosferze N,; elucja: 3mL 0,25um). ) ng "
. KBM: 1,0pg/L;
propranolol acetonu, ImL MeOH. Odparowanie do 500uL, PRO: 0 1ua/L-
derywatyzacja, odparowanie do 250puL. MET.' 0’ 1i g /L,

Ekstrakcja LLE probek wod (500mL) o pH 2
z dodatkiem 10g NaCl — 3x50mL n-heksan; suszenie
ekstraktow z Na,SO,. Odparowanie do 200puL.
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Warunki detekcji oraz LOD

Oznaczane leki Przygotowanie probki Faza stacjonarna Faza ruchoma Literatura
(MDL) i LOQ (MDQ)
Probki wod rzecznych (1L) filtrowano (filtry z widkna
szklanego 1,2um) i doprowadzano do pH 7 (H,SOy,
25%).
Diklofenak, ibuprofen, | Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (6mL, 500mg), GC-MS
karbamazepina, kondycjonowanie: 5mL n-heksanu, 5mL octanu etylu, | Kolumna HP-5MS Wartodei LCQ'
metoprolol, 10mL MeOH, 10mL wody wodociagowej; szybko$é¢ (30m, 0,25mm; Gaz no$ny: hel. . X [117]
g - N . . IBU: 0,05ng/L;
paracetamol, przeptywu probki: 15mL/min; przemycie: SmL H,0; 0,25um, Agilent). DIK: 0,08ng/L
propranolol suszenie w atmosferze Np; elucja: 30mL MeOH. o '
Odparowanie do 0,5mL + 0,4mL H,O, derywatyzacja.
Odzyski: PAR (14%), KBM (101%), MET (96%),
PRO (98%), IBU (98%), DIK (102%).
Probki wod (100mL) filtrowano (filtry membranowe GC-MS.
0,45um). Wartosci LOD:
Diklofenak, ibuprofen Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (3mL, 60mg.), DIK: 0,02ng/L;
karbam:’:lzepina " | szybkos¢ przeply\yu probek 4mL/min; suszenie | Kolumna DB-5 (30m | Gaz nosny: hel, KET: 0,01pg/L;
ketoprofen metopr’olol powietrzem 4mL/min przez 2min; elucja: 400uL octanu | X 0,25mm; 0,25um, przep%y\fv IBU: 0,01pg/L; [118]
naproksen7pr0pranoloi etylu. Odparowanie do 35ul w atmosferze Ny, Supelco). 1,0mL/min. NAP: 0,02ug/L;
’ derywatyzacja. Odzyski: DIK (85-103%), KET (88- KBM: 0,01pg/L;
103%), IBU (92-101%), NAP (89-102%), KBM (88- MET: 0,03ug/L;
102%), MET (85-103%), PRO (85-103%). PRO: 0,03ug/L.
Probki wod (15mL) zakwaszano do pH 2 (HCI, 6M) GC-MS
i dodawano 5g NaCl. Wartodei LbD'
Diklofenak, ibuprofen, | Ekstrakcja SBSE — mieszadto (10mm) pokryte PDMS i o
- ) ! . A Kolumna DB-XLB . IBU: 20ng/L;
karbamazepina, (22pg; 0,5mm), kondycjonowanie: 16h w 250°C ) Gaz nos$ny: hel, ] .
ketoprofen, kw. w atmosferze N,; ekstrakcja: 240min w temperaturze (60m x 0,22mm; rzepltyw SAL: 800ng/L; 119
Ketoproten, kwas nosterze N, ja. =4 mp 0,25um, J&W przepIyv NAP: 19ng/L; [119]
salicylowy, naproksen, |pokojowej; suszenie, przeniesienie do fiolki + 200uL ’Scient’ific) 1,2mL/min. KET- 13ng/L,'
propranolol octanu etylu, 30min desorpcja analitow, derywatyzacja. ' KBMI‘ 88ng /L"
Odzyski: 1BU (107%), SAL (1%), NAP (31%), KET DIK: 21ng/L.

(26%), KBM (7%), DIK (89%), PRO (<1%).
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Warunki detekcji oraz LOD

Oznaczane leki Przygotowanie probki Faza stacjonarna Faza ruchoma Literatura
(MDL) i LOQ (MDQ)
Probki wod (500mL) filtrowano (filtry z wiokna
szklanego) i zakwaszano do pH 2 (HCI, 3,5M).
Ekstrakcja POCIS oraz SPE — kolumna Oasis MCX
Aspiryna, diklofenak, |(3mL, 60mg), kondycjonowanie: 3mL octanu etylu,
ibuprofen, 3mL H,O pH 2, szybko$¢ przeptywu probek 12-| Kolumna HP5/MS Gaz nos$ny: hel,
karbamazepina, 15mL/min; suszenie 1h; elucja: 3mL octanu etylu, 3mL (30m x 0,25mm; przeptyw GC-MS. [120]
ketoprofen, naproksen, |octan etylu/aceton (50/50, v/v), 3mL octan| 0,25um, Agilent). 1,3mL/min.
paracetamol etylu/aceton/NH,OH (49/49/2, vlv). Odparowanie do
sucha, rozpuszczenie w 50-100ul octanu etylu,
derywatyzacja. Odzyski: 66-111% dla wszystkich
zZwigzkow.
GC-MS.
Prébko wod filtrowano i zakwaszano do pH 2 (HCI). Wartosci LOD:
Aspiryna, diklofenak, |Ekstrakcja SPE - kolumna Oasis MCX, ASP: 0,2-7,8ng/L;
ibuprofen, kondycjonowanie: octan etylu, H,O o pH 2; szybko$¢ DIK: 0,7-4,5ng/L;
karbamazepina, przeptywu probek 12-18mL/min; suszenie 1h; elucja: B.d. B.d. IBU: 0,1-2,4ng/L,; [121]
ketoprofen, naproksen, |octan etylu, aceton. Odparowanie do sucha KET: 0,3-5,8ng/L;
paracetamol, w atmosferze N, w 50°C, derywatyzacja, rozpuszczenie NAP: 0,3-3,1ng/L;
w octanie etylu. Odzyski: 74-115%. PAR: 5,3-17,5ng/L;
KBM: 0,8-11,6ng/L.
Probki wod (1L i 2L) filtrowano (filtry celulozowe
0,45um) i dodawano 0,01% NaN; oraz 3% Na,S,0s. GC-MS
Ekstrakcja SPE — kolumna Oasis HLB (3mL, 60mg), Wartodei LCD'
Diklofenak, ibuprofen, | kondycjonowanie: 3mL octanu etylu, 3mL acetonu, IBU: 1.0-3 6ng/L'
karbamazepina, kwas |3mL H,0 o pH 2; szybko$¢ przeptywu probek | Kolumna DB 1701 Gaz nos$ny: hel, ' 2,1-2,7n /L,'
salicylowy, naproksen, |10mL/min; suszenie 20min w atmosferze N,; elucja (30m x 0,25mm; przeptyw SAL'_ e g ! [122]
. A NAP: 2,1-3,6ng/L;
paracetamol, 6mL octan etylu/aceton (50/50, v/v). Odparowanie do 0,25um). 1,2mL/min. PRO 1.9-4 6na/L-
propranolol sucha w atmosferze N, derywatyzacja. Odzyski: S oNgIL

IBU (60,5-85,7%), SAL (85,2-96,8%), NAP (101,7-
116%), PRO (64,5-70,7%), DIK (65,9-76,2%), KBM
(64,4-75,4%), PAR (<5%).

DIK: 1,2-2,3ng/L;
KBM: 0,7-1,5ng/L.

B.d. — brak danych
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Przeglad literaturowy metod GC oznaczania badanych lekéw szczegdélowo opisano
W niniejszej rozprawie tylko dla mieszanin lekéw sktadajacych si¢ z co najmniej czterech,
sposréd badanych w tej pracy, zwiazkéw. Procedury oznaczania tylko jednego [123,124],
mieszaning dwoch [125-130] lub trzech sposrod badanych lekéow [131-138] roéwniez
opisywano w literaturze naukowej.

Na podstawie przedstawionego przegladu literaturowego, dotyczacego metod GC
oznaczania badanych lekéw, mozna stwierdzi¢, ze rowniez i1 w tym przypadku po
przefiltrowaniu prébek wod najczesciej stosowano procedurg ekstrakeji do fazy statej, jako
etap przygotowania probki do analizy. W pojedynczych publikacjach opisano przygotowanie
probek poprzez ekstrakcjg typu ciecz-ciecz (LLE) [128,129], mikroekstrakcje do fazy stalej
(SPME) [116], ekstrakcje HF-LPME [133,135] oraz ekstrakcje sorpcyjna na mieszadle
(SBSE) [119]. W przypadku ekstrakcji do fazy statej probki wod przed ekstrakcja
zakwaszano do pH 2-3 uzyskujac wysokie wartosci odzyskow badanych zwiazkow. Tylko
w przypadku metod wydzielania B-blokerow nie zakwaszano probek, lecz ekstrakcje
prowadzono bez zmiany pH wod, badz po zalkalizowaniu do pH 7,5 [126]. Stosowano r6ézne
kolumny ekstrakcyjne, gtownie kolumny kopolimerowe Oasis HLB, kolumny
oktadecylosilanowe, a takze wymieniacze jonowe. W niektorych publikacjach stosowano
takze dyski ekstrakcyjne [124,125,134]. Ekstrakcji poddawano probki o roznych objetosciach
od 250 mL do 3 L. Prowadzono ekstrakcj¢ do fazy statej stosujac rézne rozpuszczalniki do
kondycjonowania zloza kolumn ekstrakcyjnych, jak réwniez do elucji analitow. Oprocz
najczesciej stosowanego metanolu do elucji uzywano octanu etylu [105,108,110,115,118],
acetonu [113] oraz mieszaniny octanu etylu i acetonu [106,114,120-122,124,137].

W przypadku oznaczania badanych lekéw za pomoca techniki GC, przeprowadzono
dodatkowy etap przygotowania probki przed analiza — derywatyzacjg. Jedynie w trzech
pracach autorzy nie stosuja derywatyzacji probek [108,115,124]. W badaniach stosowano
kolumny kapilarne o dlugosci 12-60 m, a jako gaz nosny stosowano hel z roéznymi
szybkos$ciami przeptywu. Jako detektory stosowano przede wszystkim detektory mas, tylko
W jednej pracy opisano stosowanie detektora z jonizacja plomieniowa (FID) [135].

Dokonujac przegladu literaturowego metod oznaczania badanych grup lekow
technikami HPLC 1 GC wzigto pod uwage publikacje z ostatnich 8 lat. Metody wydzielania
I oznaczania lekow w wodach metodami chromatograficznymi, jak rowniez innymi metodami

z lat wezesdniejszych dostgpne sa w licznych pracach przegladowych [139-149].
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3. CEL PRACY

Celem realizowanej pracy doktorskiej byto opracowanie metod chromatograficznych
do monitorowania zanieczyszczenia wod powierzchniowych oznaczanymi w niniejszej
rozprawie lekami.

W ramach badan nalezato opracowaé uklady chromatograficzne do rozdzielenia
wybranych lekow z czterech grup terapeutycznych przy zastosowaniu techniki
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) i techniki do szybkich analiz
chromatograficznych (UHPLC) z zastosowaniem detektorow UV, DAD i FL. Zaplanowano
takze opracowanie procedur przygotowania probek wod z wykorzystaniem ekstrakcji SPE,
pozwalajacych na wydzielenie oznaczanych lekéw z wysokimi warto$ciami odzyskow.

Badaniami obje¢to leki nalezace do nastgpujacych grup terapeutycznych:

- niesteroidowe leki przeciwzapalne: paracetamol, metamizol, aspiryna (kwas
salicylowy jako produkt hydrolizy aspiryny), ketoprofen, naproksen, diklofenak

I ibuprofen,

- B-blokery: sotalol, metoprolol, propranolol oraz lek a- i B-adrenolityczny — karwedilol,
- kortykosteroidy: prednizolon i deksametazon,
- przeciwdrgawkowe: karbamazepina.

Opracowane metody chromatograficzne 1 procedury analityczne umozliwia wykrycie
badanych lekow w probkach wod powierzchniowych i oszacowanie stopnia zanieczyszczenia
tych wod lekami.

W literaturze do tej pory nie opisano metod chromatograficznych pozwalajacych na
oznaczenie mieszanin lekow, ktore byly przedmiotem badah w niniejsze] rozprawie
doktorskiej.

W badaniach poréwnane zostana rowniez wptywy rodzajéw stosowanych sorbentow

na retencj¢ badanych lekow w zastosowanych uktadach chromatograficznych.
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4. CZESC DOSWIADCZALNA

4.1 Aparatura

Analizy chromatograficzne wykonywano przy uzyciu trzech réoznych chromatografow
cieczowych firmy Merck — Hitachi.
Pierwszy (LaChrom) stosowany do badan sktadat si¢ z:
- iniektora Rheodyne z 20 uL petla,
- pompy ttokowej L-6200A,
- termostatu L7360,
- interfejsu D-7000,
- detektora spektrofotometrycznego z matryca diodowa (DAD) L-4500A,
- detektora fluorescencyjnego (FL) L—7480,
- komputera z oprogramowaniem HSM D-7000,
Drugi chromatograf (LaChrom Elite) sktadat si¢ z:
- iniektora Rheodyne z 20 pL petla,
- pompy ttokowej [.-2130,
- detektora spektrofotometrycznego z matryca diodowa (DAD) L—-2455,
- komputera z oprogramowaniem EZChrom Elite.
Do obu chromatografow wprowadzano probki za pomoca mikrostrzykawek
0 objetosci 50 pL firmy Hamilton (Szwajcaria), a wielko$¢ nastrzyku wynosita 20 pL.
Stosowano rézne kolumny chromatograficzne frimy Merck: kolumne Purospher“Star
Cige (125 mm x 3 mm; 5 pm) wraz z przed kolumna LiChrospher”™ Cig (4 mm x 4 mm; 5 um),
kolumng monolityczna Chromolith® RP-18¢ (100 mm x 4,6 mm), kolumng LiChrosorb RP-8
(250 mm x 4 mm; 7 um) oraz kolumng TSK-GEL ODS C-18e (150 mm x 4,6 mm; 5 um)
firmy Tosoh Bioscience i kolumng Develosil® RPAQUEOUS-AR-5 Cso (250 mm x 4,6 mm;
5,8 pm) firmy Nomura Co.
Trzeci chromatograf (LaChrom Ultra) sktadat si¢ z:
- termostatu L—2350,
- automatycznego podajnika prébek L-2200U,
- dwoch pomp ttokowych L-2160U,
- detektora spektrofotometrycznego (UV) L-2400U,

- komputera z oprogramowaniem EZChrom Elite.
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Stosowano dwie kolumny chromatograficzne: kolumng monolityczna Chromolith®
Fast Gradient Cige (50 mm x 2 mm) firmy Merck oraz kolumng Hypersil GOLD™ (50 mm
X 2,1 mm; 1,9 pum) firmy Thermo Scientific.

W celu przygotowania probek do analizy przeprowadzano ekstrakcj¢ do fazy stalej
(SPE) przy uzyciu zestawu BAKERBOND® SPE J.T. Baker (Phillipsburg, USA).

Stosowano rézne kolumny i dyski ekstrakcyjne firmy BAKERBOND®: C18 (6 mL,
500 mg), SDB (3 mL, 200 mg), CN (6 mL, 1 g), COHCOH (3 mL, 500 mg), COOH (3 mL,
500 mg), C18 Polar+ (6 mL, 1 g), Speedisk® C18 (50 mm); kolumny firmy Varian: NEXUS
(6 mL, 200 mg), Focus® (6 mL, 50 mg), Bond Elut PPL (6 mL, 500 mg), Bond Elut ENV
(6 mL, 500 mg), Certify (6 mL, 500 mg), C18LO (6 mL, 1 g) oraz kolumny firmy Waters:
Oasis MCX (6 mL, 500 mg) i Oasis HLB (6 mL, 500 mg).

4.2 Substancje wzorcowe

W ramach rozprawy opracowano procedury i metody analityczne z zastosowaniem
substancji wzorcowych nastepujacych firm:
- Fluka: paracetamol
- Riedel-de Haén: metamizol
- Sigma-Aldrich: aspiryna, kwas salicylowy, ketoprofen, naproksen, diklofenak,
ibuprofen, sotalol, metoprolol, propranolol, karwedilol, prednizolon, deksametazon
i karbamazepina
Roztwory wzorcowe badanych zwiazkéw o st¢zeniach 1 mg/mL przygotowywano
z odpowiednich odwazek. Roztwory aspiryny, karwedilolu oraz ibuprofenu przygotowywano
przez rozpuszczenie odpowiedniej ilosci zwiazku w metanolu, natomiast roztwory
pozostatych zwiazkow przygotowywano rozpuszczajac je w mieszaninie metanol/woda
(50/50, v/v). Roztwory badanych zwiazkow o nizszych st¢zeniach otrzymywano poprzez
kolejne rozcienczenia roztworow o stezeniu 1 mg/mL.
Struktury chemiczne badanych lekéw wraz z ich nazwami chemicznymi

przedstawiono w tabeli 4.1.
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Tabela 4.1 Nazwy i struktury chemiczne badanych zwiazkow

Lek Nazwa chemiczna Struktura chemiczna
” CH
N-(4- ‘ 5
Paracetamol ] \[r
Hydroksyfenylo)acetamid 0
HO
[(1,5-Dimetylo-3-0kso-2- e, o,
fenylopirazolo-4-ylo)- N 0
Metamizol yiop ) yie) ,f \ w;;fﬁ A
metyloamino]- @’ NT o
metanosulfonian sodu o s
N-[4-(1-Hydroksy-2- "
) ) \ CH,
Sotalol izopropyloaminoetylo)- . H/Y
fenylo]-metanosulfonamid Z s
1-[4-(2-
/O
Methoksyetylo)fenoksy] HyC CH,
Metoprolol _ )\
-3-propan-2-yloamino-propan- 0N T e
H
2-ol OH
Q COH
Kwas
_ Kwas 2-hydroksybenzoesowy oH
salicylowy*
o] OH
Aspiryna Kwas 2-acetoksybenzoesowy o \H/CH:,
Q
lZ:H:3
1-(1zopropyloamino)-
(1zopropy ) 07 NN CH,
Propranolol | 3-(naftaleno-1-ylokso)propan- éH H
C
11,17-Dihydroksy-17-(2-
hydroksyacetylo)-10,13-
] dimetylo-6,7,8,9,10,11,
Prednizolon

12,13,14,15,16,17-
dodekahydrocyklopentano-

fenantren-3-on
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Lek

Nazwa chemiczna

Struktura chemiczna

Deksametazon

9-Fluoro-11,17-dihydroksy-
17-(2-hydroksyacetylo)-
10,13,16-trimetylo-
6,7,8,11,12,14,15,16-
oktahydrocyklopentano-

fenantren-3-on

Karwedilol

1-(9H-Karbazolo-4-yloksy)-
3-[2-(2-
metoksyfenoksy)etyloamino]-

propan-2-ol

Ketoprofen

Kwas 2-(3-

benzoilofenylo)propionowy

Karbamazepina

5H-Dibenzoazepino-5-

karboksyamid

Naproksen

Kwas 2-(6-metoksynaftaleno-

2-ylo) propionowy

oH

Diklofenak

Kwas 0-N-(2,6-
dichlorofenylo)-

aminofenylooctowy

Ibuprofen

Kwas 2-[4-(2-
metylopropylo)fenylo]-

propionowy

OH

*kwas salicylowy oznaczano jako produkt hydrolizy aspiryny w probkach wodnych
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4.3 Odczynniki

W trakcie prowadzonych badan stosowano nast¢pujace rozpuszczalniki:

- rozpuszczalniki o czysto$ci do HPLC (Merck, Darmstadt, Niemcy):

metanol,
acetonitryl,
woda,

kwas mrowkowy,
kwas octowy,

kwas trifluorooctowy,

- metanol cz.d.a. (POCh, S.A., Gliwice),

- amoniak cz.d.a. (POCh, S.A., Gliwice),

- dichlorometan cz.d.a. (POCh, S.A., Gliwice),

- 2-propanol cz.d.a. (POCh, S.A., Gliwice),

- aceton cz.d.a. (POCh, S.A., Gliwice),

- octan etylu cz.d.a. (POCh, S.A., Gliwice),

- kwas chlorowodorowy cz.d.a. (POCh, S.A., Gliwice),

4.4 Badane probki wod powierzchniowych

Badaniom poddano probki wéd rzecznych, wodg z jeziora i z oczyszczalni $ciekdw.
Pobrano probki wod z rzeki Wisty z nastgpujacych miejscowosci: Skoczow, Krakow,
Kazimierz, Warszawa, okolice Bydgoszczy, dwoch miejsc z Torunia (przed Starym Miastem
| za Starym Miastem). Pozostate probki wod pobrano z réznych rzek: Weltawa (Praga), Odra
(Wroctaw), Brda (Bydgoszcz), Warta (Zawiercie i Czgstochowa), Krzywa (Bielsko-Biata),
Klodnica (Gliwice), Potok Toszecki (Toszek), Mata Panew (Zawadzkie), Troja (Nowa
Cerekwia), Krutynia (Mikotajki), Skawa (Sucha Beskidzka). Jedna probke wody pobrano

z oczyszczalni $ciekow w Bielsku-Biatej (§cieki oczyszczone), a jedna z jeziora Ptawniowice

w Plawniowicach.
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4.5 Opracowanie metod chromatograficznych technikami HPLC i Ultra
HPLC

W ramach realizowanej pracy opracowano metody chromatograficzne do rozdzielania
wybranych lekow w ich réznych mieszaninach. Przebadano rézne sktady fazy ruchomej
w celu uzyskania jak najlepszego rozdzielenia lekow, w najkrotszym mozliwym czasie
analizy. Badano nast¢pujace mieszaniny rozpuszczalnikow: 0,05% roztwor kwasu
trifluorooctowego (TFA) w wodzie, acetonitryl i metanol; 0,1% roztwor kwasu mrowkowego
w wodzie z acetonitrylem oraz z acetonitrylem i metanolem; 0,1% i 0,5% roztwory kwasu
octowego z acetonitrylem. Leki rozdzielano przy wuzyciu réznych kolumn
chromatograficznych:  oktadecylosilanowe  (Purospher,  TSK-GEL, monolityczne),
oktylosilanowa (LiChrosorb) oraz kolumna GOLD i triakontylosilanowa Develosil. Eluowane
leki rejestrowano za pomoca: detektora spektrofotometrycznego w ultrafiolecie (UV),
detektora spektrofotometrycznego z matryca diodowa (DAD), a takze przy zastosowaniu
detektora fluorescencyjnego (FL) w szeregowym potaczeniu z detektorem DAD.

Wszystkie badane leki oznaczano przy charakterystycznych dtugosciach fal $wiatta (L)
w przypadku detektoréw UV lub DAD oraz przy charakterystycznych dlugosciach fal
wzbudzenia (Ay;) 1 emisji (Aem) W przypadku detektora FL (tabela 4.2).
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Tabela 4.2 Analityczne dtugosci fal $wiatta dla badanych lekow

Dlugos¢ fali | Dlugos¢ fali
Badane leki Dlugosc fali wzbudzenia emisji
A [nm]
vz [nmM] Aem [NM]

Paracetamol 241 - -

Sotalol 227 230 340
Metamizol 259 - -

Metoprolol 227 230 340

Kwas salicylowy 241 295 415
Aspiryna 227 - -

Propranolol 227 230 340
Prednizolon 241 - -

Karwedilol 227 230 340
Karbamazepina 215 - -
Deksametazon 241 - -
Ketoprofen 254 - -
Naproksen 231 - -
Diklofenak 275 - -
Ibuprofen 225 - -

45.1 Techniki HPLC-DAD i HPLC-DAD-FL w badaniach do rownoczesnego

oznaczania mieszanin lekow

W pierwszym etapie realizacji niniejszej rozprawy badaniom poddano nastepujace
zwiazki: paracetamol, sotalol, metamizol, metoprolol, kwas salicylowy, propranolol,
prednizolon, karwedilol, deksametazon i1 ketoprofen. Jako faz¢ stacjonarna stosowano
kolumny: Purospher®Star Cige (125 mm x 3 mm; 5 pm), TSK-GEL ODS C-18e (150 mm
X 4,6 mm; 5 pm), Chromolith® RP-18e monolityczna (100 mm x 4,6 mm) oraz Develosil®
RPAQUEOUS-AR-5 C3 (250 mm x 4,6 mm; 5,8 um), a jako faz¢ ruchoma: 0,05% roztwor
TFA w wodzie (A), metanol (B), acetonitryl (C). Przeprowadzano elucje gradientowa
badanych lekow w czasie 25 minut z 5-minutowa stabilizacja uktadu. Sktad mieszanin

rozpuszczalnikow podczas elucji gradientowych przedstawiono w tabeli 4.3.

48




Tabela 4.3 Programy elucji gradientowych

Rozpuszczalniki Szybkosé
Kolumna Czas
) i A B C przeplywu
chromatograficzna| [min] _
[90] [90] [90] [mL/min]
0 95 5 0 1,0
® 10 50 30 20 1,0
Purospher-Star
15 45 30 25 1,0
Cise
20 30 20 50 1,0
25 95 5 0 1,0
0 5 90 5 1,0
10 40 45 15 1,0
TSK-GEL ODS
15 30 45 25 1,0
C-18e
20 20 30 50 1,0
25 5 90 5 1,0
0 10 90 0 3,0
Chromolith® 10 33 45 22 3,0
RP-18e 15 30 50 20 3,0
monolityczna 20 20 40 40 3,0
25 10 90 0 3,0
0 10 89 1 1,0
Develosil® 10 30 55 15 1,0
RPAQUEOUS- 15 20 40 40 1,0
AR-5 Cy 20 5 90 5 1,0
25 10 89 1 1,0

452 Technika HPLC-DAD w badaniach do réwnoczesnego oznaczania

wszystkich badanych lekow

W dalszym etapie realizacji niniejszej rozprawy badaniom poddano mieszaning
15 zwiazkoéw: paracetamolu, sotalolu, metamizolu, metoprololu, kwasu salicylowego,
aspiryny, propranololu, prednizolonu, karbamazepiny, karwedilolu, deksametazonu,

ketoprofenu, naproksenu, diklofenaku oraz ibuprofenu. Jako faze stacjonarna stosowano
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kolumne Develosil® RPAQUEOUS-AR-5 Cg (250 mm x 4,6 mm; 5,8 um), a jako faze
ruchoma: 0,1% roztwdr kwasu mrowkowego w wodzie (A), metanol (B), acetonitryl (C).
Przeprowadzano elucje gradientowa lekéw w czasie 30 minut z 5-minutowa stabilizacja
uktadu. Program elucji gradientowej w trakcie analizy chromatograficznej przedstawiono

w tabeli 4.4.

Tabela 4.4 Program elucji gradientowej

Rozpuszczalniki Szybkos§¢
Czas
) A B C przeplywu
[min] :
[96] [96] [96] [mL/min]
0 89 10 1 1,0
10 50 30 20 1,0
15 50 30 20 1,0
17 30 20 50 1,0
25 5 5 90 1,0
30 89 10 1 1,0

45.3 Technika Ultra HPLC-UV w badaniach do réwnoczesnego oznaczania

mieszanin lekow

Mieszaning lekow poddano badaniom z wykorzystaniem ultra wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (UHPLC). Jako fazy stacjonarne stosowano dwie kolumny
chromatograficzne: Chromolith® Fast Gradient Cige monolityczna (50 mm x 2 mm) oraz
Hypersil GOLD™ (50 mm x 2,1 mm; 1,9 um). Jako fazy ruchome stosowano rézne
mieszaniny rozpuszczalnikow: 0,05% roztwor TFA w wodzie (A), acetonitryl (B); 0,1%
roztwor kwasu octowego w wodzie (A), acetonitryl (B); 0,1% roztwor kwasu mrowkowego
w wodzie (A), acetonitryl (B). Przeprowadzano elucje gradientowe badanych Ilekow
w czasach 3-8 minut stosujac 1-minutowa stabilizacj¢ uktadu. Programy elucji gradientowej

podczas analiz chromatograficznych przedstawiono w tabeli 4.5.
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Tabela 4.5 Programy elucji gradientowych

Rozpuszczalniki [%0] Szybkosé
Kolumna Czas
. . 0,05% roztwor TFA Acetonitryl przeplywu
chromatograficzna| [min] )
w wodzie (A) (B) [mL/min]
0,0 100 0 1,5
2,7 98 2 1,5

Chromolith® Fast | 3,0 85 15 1,5
Gradient Cg, 4,0 80 20 15
monolityczna 50 85 15 15

6,0 65 35 1,5
8,0 50 50 1,5
0,1% roztwoér kwasu Acetonitryl

octowego w wodzie (A) (B)
0,0 100 0 2,0

Chromolith® Fast

) 1,5 98 2 2,0
Gradient Cqge
) 2,5 75 25 2,0
monolityczna
4,0 60 40 2,0
0,1% roztwor kwasu Acetonitryl
mréwkowego w wodzie (A) (B)

Chromolith® Fast | 0,0 100 0 2,0
Gradient Cqge 1,0 98 2 2,0
monolityczna 2,0 80 20 2,0

(10 lekow) 4,0 50 50 2,0
0,0 100 0 2,0
Chromolith® Fast
) 1,0 98 2 2,0
Gradient Cg,
) 2,0 80 20 2,0
monolityczna
3,0 40 60 2,0
(13 lekéw)
3,5 20 80 2,0
0,0 90 10 1,0
_ . 1,0 55 45 1,0
Hypersil GOLD
2,0 60 40 1,0
3,0 10 90 1,0
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4.6 Opracowanie procedur wydzielania badanych lekéw 2z probek

rzeczywistych

4.6.1 Ekstrakcja do fazy stalej - jednoetapowa

Probki wod o objetosci 1 L filtrowano przez saczek twardy i poddawano ekstrakcji do
fazy stalej (SPE) na kolumienkach ekstrakcyjnych Oasis HLB (6 mL, 500 mg, Waters).
Kolumienki kondycjonowano 6 mL metanolu i 6 mL wody destylowanej z szybko$cia
przeptywu 1 mL/min, a nast¢pniec wprowadzano probke badanej wody z szybkoscia
przeptywu ok. 5 mL/min. Po przepuszczeniu probki wody ztoze kolumienki suszono przez
15 minut i1 zatrzymane na fazie stalej anality wymywano 5 mL metanolu z szybkoscia
przeptywu 1 mL/min. Otrzymany ekstrakt odparowywano do sucha w atmosferze azotu,

a pozostato$¢ rozpuszczano w 1 mL mieszaniny metanol/woda (10/90, v/v).

4.6.2 Ekstrakcja do fazy stalej - dwuetapowa

Probki wod o objetosci 1 L zakwaszano do pH 2 za pomoca kwasu solnego, filtrowano
przez saczek twardy 1 poddawano dwuetapowej ekstrakcji SPE przy uzyciu dyskow
ekstrakcyjnych Speedisk C1g (50 mm, BAKERBOND) oraz kolumienek ekstrakcyjnych Oasis
MCX (6 mL, 500 mg, Waters). Dyski kondycjonowano 15 mL metanolu i 15 mL wody
destylowanej zakwaszonej] do pH 2 z szybko$cia przeplywu 1 mL/min. Prébke wody
przepuszczano przez dysk z szybkoscia 20 mL/min. Po przepuszczeniu catej probki dyski
przemywano 10 mL wody destylowanej i suszono przez 20 minut. Zatrzymane anality
eluowano 15 mL metanolu. DIa probki wody, ktora wezesniej poddano ekstrakcji na dyskach
ekstrakcyjnych, przeprowadzono dalsza ekstrakcje na kolumnach Oasis MCX uprzednio
kondycjonowanych 6 mL metanolu i 6 mL wody destylowanej zakwaszonej do pH 2
z szybko$cia przeptywu 1 mL/min. Probke wody przepuszczano przez kolumienki
Z szybkoscia przeplywu ok. 5 mL/min. Po przepuszczeniu probki kolumienke przemywano
3mL metanolu i suszono przez 10 minut. Anality eluowano 8 mL mieszaniny
dichlorometan/2-propanol/amoniak (78/20/2, v/v). Ekstrakty potaczono i odparowywano do
sucha w atmosferze azotu, a nastgpnie rozpuszczano w 1 mL mieszaniny
metanol/woda (10/90, v/v).
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5. OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Jak wynika z przeprowadzonego studium literaturowego w wodach obecnych jest
wiele lekow, dlatego bardzo waznym jest opracowywanie metod pozwalajacych na
roéwnoczesne oznaczanie jak najwigkszej ilosci lekow obok siebie.

W pierwszym etapie rozprawy doktorskiej opracowano metody chromatograficzne do
oznaczania 10 lekdw obok siebie przy uzyciu jednego ukladu chromatograficznego
(LaChrom, rozdzial 3.1). Badaniom poddano leki z trzech grup terapeutycznych:
niesteroidowe leki przeciwzapalne: paracetamol (PAR), metamizol (MTZ), kwas salicylowy
(SAL), ketoprofen (KET); B-blokery: sotalol (SOT), metoprolol (MET), propranolol (PRO),
karwedilol (KAR); kortykosteroidy: prednizolon (PRE), deksametazon (DEX).

5.1 Metoda HPLC-DAD-FL do rownoczesnego oznaczania 10 lekéw [I]

Przeprowadzono badania nad rozdzielaniem w/w mieszaniny lekdw, stosujac rozne
kolumny chromatograficzne i r6zne programy elucji gradientowej z zastosowaniem mieszanin
rozpuszczalnikow (rozdziat 4.5.1). Sposrdd przebadanych ukladow, najlepszym okazat sig
uklad z zastosowaniem kolumny oktadecylosilanowej Purospher®Star (125 mm x 3 mm;
5um) w temperaturze pokojowej (ok. 22°C) i z wykorzystaniem programu elucji
gradientowej przedstawionego w tabeli 4.3. Badane leki rejestrowano przy uzyciu dwoch
detektorow (DAD 1 FL), potaczonych ze soba szeregowo, przy charakterystycznej dla
kazdego leku dlugosci fal swiatla, badz dlugosci fal wzbudzenia 1 emisji (tabela 4.2).
Uzyskane wartosci czasow retencji wraz z odchyleniami standardowymi i wspotczynnikami

zmiennosci przedstawiono w tabeli 5.1.
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Tabela 5.1 Czasy retencji, odchylenia standardowe oraz wspotczynniki zmienno$ci dla

wszystkich oznaczanych lekow (n=10)*

Czas retencji | Czas retencji | Odchylenie | Wspolczynnik
Leki (DAD) (FL) standardowe| zmiennoSci

[min] [min] [min] [%6]
Paracetamol 5,94 - 0,045 0,37
Sotalol 6,45 6,75 0,046 0,38
Metamizol 6,75 - 0,038 0,31
Metoprolol 10,62 10,92 0,027 0,22
Kwas salicylowy 12,19 12,49 0,021 0,17
Propranolol 13,05 13,35 0,038 0,31
Prednizolon 14,25 - 0,036 0,30
Karwedilol 14,73 15,03 0,039 0,32
Deksametazon 16,08 - 0,043 0,35
Ketoprofen 17,68 - 0,044 0,36

*n — liczba pomiaro6w

Chromatogramy mieszaniny wzorcow lekow przedstawiono na rysunku 5.1.
Wszystkie leki zarejestrowano na chromatogramie za pomoca detektora DAD uzyskujac
rozdzielenia w stosunkowo krotkim czasie — nieprzekraczajacym 20 minut, dlatego tez
migdzy 20 a 25 minuta analizy zastosowano powrdt do parametrow poczatkowych uktadu
chromatograficznego. Pozwala to na skrdcenie czasu stabilizacji uktadu przed kolejna analiza.
Pig¢ sposrod badanych lekow (sotalol, metoprolol, kwas salicylowy, propranolol
I karwedilol), wykazujacych fluorescencjg, badano przy wuzyciu detektora FL.
Przeprowadzajac przeglad literaturowy nie spotkano w literaturze uktadu pozwalajacego na
oznaczanie takiej samej mieszaniny lekow, jak opisana w niniejszej rozprawie doktorskiej,
jedynie pojedyncze sposréd wybranych lekéw i1 oznaczane w innych mieszaninach oraz przy

zastosowaniu innych detektorow.
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Rys. 5.1 Chromatogramy wzorcow lekow o stezeniach 5 pg/mL zarejestrowane przy uzyciu
detektora DAD (a) oraz wzorcow 5 lekoéw o stezeniach 0,5 pg/mL (kwas salicylowy 1 pg/mL)

zarejestrowane przy uzyciu detektora FL (b)

5.1.1 Wyznaczanie krzywych kalibracyjnych dla badanych zwiazkow

Przeprowadzono pomiary pol powierzchni pikéw badanych zwiazkéw dla réznych

poziomdéw stezen, stosujac dodatek wzorcow lekow do matrycy wody powierzchniowej
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(w ktorej nie byto badanych lekow). Na tej podstawie wykreslono krzywe kalibracyjne dla
wszystkich badanych lekow zgodnie z réwnaniem: y = ax + b, gdzie y — powierzchnia pola
piku odpowiedniego leku, a — wspotczynnik kierunkowy prostej, b — wyraz wolny, x —
odpowiednie stezenie. Wartosci pdl powierzchni pikoéw dla paracetamolu, metamizolu,
prednizolonu, deksametazonu i ketoprofenu wyznaczono z zastosowaniem detektora DAD,
natomiast wartosci pol powierzchni pikéw dla sotalolu, metoprololu, kwasu salicylowego,
propranololu i karwedilolu wyznaczono przy zastosowaniu detektora FL. Zakresy liniowosci,

jak réwniez parametry krzywych kalibracyjnych, zamieszczono w tabeli 5.2.

Tabela 5.2 Zakresy liniowosci oraz parametry krzywych kalibracyjnych oznaczanych lekoéw
(n=6)*

Wspol-
Zakres ] Wyraz ,
) czynnik R
Leki liniowosci | S. wolny Sk Sxy
kierunkowy (n=6)
(ng/L) (b)
(@)

Paracetamol 0,35-40 53169 259 -5078 4450 9972 | 0,9999

Metamizol 3,25-50 21140 366 7842 11004 | 15378 | 0,9991

Sotalol** 0,01-2,5 17696 225 | 2546542 | 233767 | 496823 | 0,9992

Metoprolol** | 0,01-2,5 21331 329 | 1946916 | 369128 | 703303 | 0,9990

Kwas
_ 0,50-5 3176 46 179603 | 89448 | 208097 | 0,9987
salicylowy**

Propranolol** | 0,005-0,5 128866 2043 | 8183756 | 494455 | 849191 | 0,9992

Prednizolon 0,50-40 28175 344 10826 6302 12666 | 0,9993

Karwedilol** | 0,02-2,5 35760 736 | 5887426 | 825877 | 1587136 | 0,9987

Deksametazon| 0,25-40 27755 279 9147 4788 10730 | 0,9994

Ketoprofen 0,15-40 41017 142 —6552 2301 5643 0,9999

*n — liczba pomiarow dla kazdego stgzenia
**dane uzyskane dla detektora FL, S; i Sp — odchylenia standardowe parametrow krzywej
kalibracyjnej a i b, Syy — resztkowe odchylenie standardowe, R? — wspolczynnik korelacji
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5.1.2 Procedury SPE do wydzielenia badanych lekéw z wod powierzchniowych

W celu wydzielenia i wzbogacenia lekéw z probek wod zastosowano ekstrakcje do
fazy stalej (SPE). Badaniom poddano wiele roznych kolumienek ekstrakcyjnych, a probki
wod poddawane ekstrakcji zakwaszano do réznych wartosci pH. Badano r6zne mieszaniny
rozpuszczalnikow w celu uzyskania jak najlepszych wartosci odzyskow dla wszystkich
oznaczanych zwiazkow. Na kolumnach firmy BAKERBOND: C18, CN, COHCOH, COOH,
C18 Polar+, dyskach ekstrakcyjnych Speedisk® Cig oraz kolumnie Oasis MCX firmy Waters
uzyskano wartosci odzyskow powyzej 80% tylko dla nielicznych z badanych lekow. Wyzsze
warto$ci odzyskow dla wigkszosci badanych lekow uzyskano przy uzyciu kopolimerowe;j
kolumny ekstrakcyjnej Oasis HLB z zastosowaniem procedury przygotowania probki
opisanej w rozdziale 4.6.1. Stosujac procedurg laczonag (rozdziat 4.6.2) z zastosowaniem
kolumny — Oasis MCX oraz dysku ekstrakcyjnego Speedisk Cig rowniez uzyskano wysokie
warto$ci odzyskow dla wigkszosci badanych zwiazkéw. Wartosci odzyskow przy

zastosowaniu obydwu procedur przedstawiono w tabeli 5.3.
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Tabela 5.3 Wartosci odzyskow badanych lekow z jednolitrowych probek wod (n=6)*

Odzyski (SD)** — Oasis HLB Odzyski (SD)** — Speedisk + Oasis
[%] MCX [%6]

Leki Woda Woda Woda Woda Woda Woda
destylo- | wodocia- | powierz- | destylo- | wodocia- | powierz-
wana gowa chniowa wana gowa chniowa

Paracetamol | 67,3(5,4) | 658 (5,1) | 62,0(7,7) | 56,8 (4,3) | 52,0(54) | 49,8 (1,5)
Metamizol | 73,4 (2,1) | 67,5(24) | 67,4(1.2) | 46,4 (1,1) | 43,7 (2,3) | 39,5 (5.1)
Sotalol 101,4 (6,7) | 83,1(4,9) | 81,2(8,3) | 71,7 (7,4) | 76,9(2,0) | 77,0 (3,8)
Metoprolol | 99,7 (9,5) | 94,1 (8,2) | 102,0 (5,9) | 103,7 (9,6) | 92,7 (6,2) | 93,2 (2,6)

Kwas

102,3 (3,4) | 99,5 (4,9) | 91,2(8,4) | 94,6 (6,5) | 88,7 (1,3) | 90,5 (4,6)
salicylowy
Propranolol | 97,5(3,8) | 96,4 (6,3) | 103,7 (7,6) | 102,6 (3,5) | 100,1 (2,2) | 95,1 (7,2)
Prednizolon |101,4(6,7) | 96,1 (7,7) | 100,5(3,3) | 94,2 (6,4) | 87,2(7,8) | 86,9 (8,7)
Karwedilol |104,1(8,8) | 103,8(8,0) | 97,6 (5,9) | 87,7 (2,6) | 90,1 (5,5) | 90,8 (6,5)
Deksametazon | 102,9 (5,8) | 100,1 (1,4) | 102,3 (2,7) | 92,8 (1,2) | 97,0(5,8) | 91,8 (1,7)
Ketoprofen | 101,0 (1,4) | 102,7 (5,4) | 105,0 (9,1) | 100,7 (4,5) | 97,9 (7,6) | 95,7 (6,0)

*n — liczba probek wod o objetosci 1 L poddanych ekstrake;i,
**SD — odchylenie standardowe

Obydwie procedury badano poprzez ekstrakcje dodatkow 2 pg/L kazdego z lekéw
z probek wody destylowanej, wodociagowej 1 powierzchniowej o objgtosci 1 L. Do dalszych
badan wydzielania lekow z wod powierzchniowych wybrano kopolimerowa kolumng Oasis
HLB, poniewaz dla kolumny tej, dla 8 z 10 lekow, uzyskano wartosci odzyskow powyzej
90%. Jedynie dla najbardziej polarnych sposrod oznaczanych lekoéw (paracetamol
I metamizol) uzyskano wartosci odzyskow ponizej 70%. W przypadku procedury z uzyciem
dyskow ekstrakcyjnych Speedisk 1 kolumny Oasis MCX uzyskano wartosci odzyskow
powyzej 80% dla sze$ciu z oznaczanych lekéw 1 dla dwoch ponizej 50%. Jednakze uzyskano
nizsze wartosci odzyskow od wartosci uzyskanych dla kolumny Oasis HLB, a dodatkowo
dhuzszy czas przeprowadzenia procedury taczonej sprawit, iz procedury tej nie zastosowano
do oznaczania badanych lekow w probkach wod rzeczywistych.

W literaturze opisano badania, w ktorych na etapie ekstrakcji lekow z probek wod

stosowane sa polimerowe kolumny ekstrakcyjne pozwalajace na ekstrakcj¢ szerokiego
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zakresu zwiazkow przy uzyciu jednej procedury ekstrakcyjnej. W przypadku zwiazkéw
0 zr6znicowanych wilasciwos$ciach fizykochemicznych stosowano réwniez procedury taczone
(z zastosowaniem kilku kolumn ekstrakcyjnych), umozliwiajace uzyskanie wyzszych
wartosci odzyskow kosztem dtuzszego czasu przeprowadzenia procedur. Procedury taczone
wykorzystuja najczgsciej kolumny o wlasciwo$ciach wymieniaczy jonowych. Uzyskane
wyniki przedstawione w tabeli 5.4 wykazuja nieco nizsze wartosci odzyskow dla
paracetamolu i metamizolu (ponizej 70%), nalezy jednak zwrdci¢é uwage na fakt, ze tylko
nieliczni autorzy [53,63,64,100] uzyskuja wyzsze wartosci odzyskow dla tych bardzo
polarnych zwiazkow, ale zazwyczaj z mniejszych objgtosci probek wodnych 1 w innych

mieszaninach lekow.

5.1.3 Wyznaczanie wartosci LOD oraz LOQ

Na podstawie krzywych kalibracyjnych wyznaczono wartosci granic wykrywalnosci
(LOD) jako: LOD = 3.3s/a, gdzie: s — odchylenie standardowe dla probek $lepych, natomiast
a— wspolczynnik kierunkowy odpowiedniej krzywej kalibracyjnej. Warto$ci granic
oznaczalnosci (LOQ) obliczono jako: LOQ = 3LOD odpowiednio dla kazdego z lekow.
Otrzymane w ten sposob wartosci LOD 1 LOQ uwzgledniaja warto$¢ odzysku wyznaczona
dla kazdego z badanych lekéw z probek wody powierzchniowej o objetosci 1 L (tabela 5.4).
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Tabela 5.4 Wartosci LOD i LOQ dla oznaczanych lekow

Woda powierzchniowa

Leki LOD LOQ

[ng/L] [ng/L]
Paracetamol 0,11 0,32
Metamizol 1,05 3,15
Sotalol* 0,002 0,007
Metoprolol* 0,002 0,007
Kwas salicylowy* 0,17 0,50
Propranolol* 0,001 0,003
Prednizolon 0,16 0,48
Karwedilol* 0,007 0,020
Deksametazon 0,08 0,23
Ketoprofen 0,04 0,14

*dane uzyskane dla detektora FL

Uzyskano warto$ci LOD 1 LOQ rzgdu ng/L (poza kwasem salicylowym) dla lekow, do
oznaczania ktorych zastosowano detektor FL. W przypadku lekow rejestrowanych przy
uzyciu detektora DAD uzyskano wartosci LOD 1 LOQ rzgdu pg/L (metamizol) lub
dziesiatych cze$ci pg/L. Obliczone warto$ci uwzgledniaty wszystkie etapy procedury
analitycznej. Jak mozna zauwazy¢ w tabelach 2.1-2.2 opisujacych metody stosowane do
oznaczania lekéw w réznych mieszaninach, uzyskiwano wartosci LOD 1 LOQ na poziomie

ng/L, jednakze w takich przypadkach stosowano detektory mas faczone w uktady tandemowe.

5.1.4 Analiza probek woéd powierzchniowych

Po opracowaniu procedury analitycznej wydzielania lekow z wod, jak réwniez metody
oznaczania wybranych lekow poddano badaniom wody z rzek: Krutynia (Mikotajki), Skawa
(Sucha Beskidzka) 1 Wista (Krakow) oraz z jeziora Plawniowice (Plawniowice).
Potwierdzenia obecnosci oznaczanego leku w analizowanych probkach wod dokonywano
poprzez poroOwnanie czaséw retencji pikéw uzyskanych z zastosowaniem matrycy badanych

wod z czasami retencji wzorcow lekow, pordwnanie widm absorpcji (przy uzyciu detektora
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DAD) oraz poprzez dodatek wzorca leku do ekstraktu. Chromatogram ekstraktu uzyskany po
przeprowadzeniu procedury SPE z rzeki Wisty przedstawiono na rys. 5.2. Widoczne sa piki
pochodzace od sktadnikow matrycy zarowno na detektorze DAD jak i FL
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Rys. 5.2 Chromatogramy matrycy ekstraktu z rzeki Wisty zarejestrowane przy uzyciu
detektora DAD (a) oraz detektora FL (b)
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Poniewaz w zadnej z badanych rzek nie wykryto lekow matryce tych wod

wykorzystano do badania

opracowanej procedury SPE.
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Rys. 5.3 Chromatogramy wzorcow badanych lekéw w matrycy ekstraktu wody z rzeki Wisty

z dodatkiem wzorcow lekow 5 pg/L zarejestrowane przy uzyciu detektora DAD (a) oraz

dodatki wzorcéw 0,5 png/L (sotalol 1 kwas salicylowy 1 pg/L) zarejestrowane przy uzyciu

detektora FL (b)
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Obecne na chromatogramach sygnaly pochodzace od matrycy nie powoduja

interferencji z oznaczanymi analitami (rys. 5.3).
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5.2 Opracowanie procedur SPE i metody UHPLC do réwnoczesnego

oznaczania badanych lekow w probkach wod [II, V]

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej prowadzono takze badania nad
opracowaniem metody Ultra HPLC do oznaczania wybranych lekow w probkach wod. Od
wielu lat proby ulepszania chromatografii cieczowej skupiaty si¢ na skrdceniu czasu trwania
analiz. Pierwsze wprowadzane modyfikacje polegaly na zwigkszaniu szybkosci przeptywu
rozpuszczalnikow oraz zmniejszaniu dlugosci kolumn chromatograficznych i1 stosowaniu
wypetnien  kolumn chromatograficznych o coraz mniejszych $rednicach ziaren.
Alternatywnym sposobem byto stosowanie kolumn monolitycznych, ktore pozwalaly na
uzyskanie dobrych parametréw rozdzielczych, a jednoczesnie charakteryzowaty si¢ znacznie
nizszym ci$nieniem wyjsciowym na kolumnie, w poréwnaniu do tradycyjnych kolumn.
Najnowszym rozwiagzaniem jest zastosowanie wysokich ci$nien rzgdu 100 MPa wraz
z krotkimi kolumnami monolitycznymi (50 mm) lub z sorbentami o uziarnieniu ponizej 2 pm.

Takie podejécie umozliwia skrocenie czasu analizy nawet dziesigciokrotnie.

5.2.1 Opracowanie ukladu chromatograficznego technika UHPLC

Badania prowadzono przy zastosowaniu chromatografu LaChrom Ultra (rozdzial 4.1).
W ramach badan stosowano dwie kolumny chromatograficzne: kolumng monolityczna Cige
(50 mm x 2 mm) oraz kolumng Hypersii GOLD (50 mm x 2 mm, 1,9 um),
aw opracowywanych uktadach stosowano fazy ruchome rozniace si¢ zawartoScia
poszczegodlnych rozpuszczalnikow w trakcie analizy. Badania prowadzono stosujac elucjg
gradientowa w temperaturze 20°C. Stata temperatur¢ utrzymywano za pomoca termostatu.
Wszystkie analizy wykonywano z zastosowaniem detektora UV z mozliwos$cia zmiany
dtugosci fal $wiatta oraz z wykorzystaniem automatycznego podajnika probek, a objetosc
dozowanej probki wynosita 1 pL.

W pierwszym etapie badan opracowano uktad chromatograficzny, w ktérym jako fazg
ruchoma zastosowano 0,05% roztwoér TFA w wodzie oraz acetonitryl, a badania prowadzono
przy uzyciu kolumny monolitycznej. Sktad fazy ruchomej w poszczegdlnych minutach
analizy chromatograficznej przedstawiono w tabeli 4.5. Po zastosowaniu opracowanego

uktadu chromatograficznego uzyskano rozdzielenie 10 lekow w czasie nie przekraczajacym
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7 minut (rys. 5.4). Nastgpnie prowadzono dalsze badania nad opracowaniem uktadu
chromatograficznego do rozdzielania mieszaniny badanych lekow, w celu skrocenia czasu

potrzebnego na rozdzielenie badanych zwiazkow.
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Rys. 5.4 Chromatogram mieszaniny wzorcow badanych lekéw o stezeniach 2 pg/mL

zarejestrowany przy uzyciu detektora UV z zastosowaniem kolumny monolitycznej

i mieszaniny: 0,05% roztworu TFA w wodzie i acetonitrylu

W dalszej czgsci prowadzonych badan, zmieniono sklad fazy ruchomej, zastepujac
0,05% roztwér TFA w wodzie 0,1% roztworem kwasu octowego w wodzie. Opracowano
rébwniez inny program elucji gradientowej (tabela 4.5). Zastosowanie tego uktadu
chromatograficznego do oznaczania badanych lekéw pozwolito na skrocenie czasu
potrzebnego na rozdzielenie tych zwiazkow do 3,5 minuty (rys. 5.5) (pomigdzy
prednizolonem i karwedilolem wystgpuje nieznaczna koelucja). Kwas salicylowy eluowano
w tym ukladzie chromatograficznym w postaci szerokiego pasma, co eliminuje uktad
Z mozliwosci zastosowania go do analiz ilosciowych. Zwigkszenie stgzenia kwasu octowego
w fazie ruchomej do 1% nieznacznie polepszylo ksztalt piku kwasu salicylowego, ale
jednoczesnie spowodowato elucj¢ sotalolu w czasie martwym, co uniemozliwia jego analizg

I w zwiazku z tym uktadu tego nie stosowano do dalszych badan.
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Rys. 5.5 Chromatogram mieszaniny wzorcéw badanych lekow o stezeniach 2 pg/mL
zarejestrowany przy uzyciu detektora UV z zastosowaniem kolumny monolitycznej

I mieszaniny: 0,1% roztworu kwasu octowego w wodzie i acetonitrylu

W kolejnej czgsci badan, zastosowano w mieszaninie elucyjnej 0,1% roztwor kwasu
mrowkowego w wodzie zamiast 0,1% roztworu kwasu octowego. Zmodyfikowano
nieznacznie program elucji gradientowej (tabela 4.5) i uzyskano rozdzielenie wszystkich

zwiazkow w czasie wynoszacym okoto 3,5 minuty (rys. 5.6).
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Rys. 5.6 Chromatogram mieszaniny wzorcéw badanych lekéw o stgzeniach 2 pg/mlL
zarejestrowany przy uzyciu detektora UV z zastosowaniem kolumny monolitycznej

I mieszaniny: 0,1% roztworu kwasu mrowkowego w wodzie i acetonitrylu

Mieszaning rozpuszczalnikéw opracowana dla kolumny monolitycznej zastosowano
rowniez na kolumnie Hypersil GOLD, modyfikujac sktad tej mieszaniny w poszczegdlnych
minutach analizy, ze wzgledu na inny charakter wypekienia kolumny chromatograficzne;.
Przede wszystkim zmniejszono szybko$¢ przeplywu fazy ruchomej, gdyz uzyskano by zbyt
wysokie ci$nienie w chromatografie. Program elucji gradientowej przedstawiono w tabeli 4.5.
Wszystkie leki rozdzielono w czasie 2 minut (rys. 5.7). Dlatego tez uktad chromatograficzny
opracowany dla tej kolumny chromatograficznej zastosowano do oznaczania lekow

w probkach wod powierzchniowych.
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Rys. 5.7 Chromatogram mieszaniny wzorcoéw badanych lekéow o stgzeniach 2 pg/mL
zarejestrowany przy uzyciu detektora UV z zastosowaniem kolumny Hypersil GOLD i dwéch

eluentow: 0,1% roztworu kwasu mrowkowego w wodzie 1 acetonitrylu

Uzyskany krotki czas potrzebny na rozdzielenie badanych lekoéw umozliwia analizg
wielu probek w ciagu jednego dnia roboczego, jak rowniez powoduje mniejsze zuzycie
rozpuszczalnikow stosowanych jako eluenty w analizie chromatograficznej. Czasy retencji
badanych zwiazkow wraz z odchyleniami standardowymi 1 odpowiednimi wspotczynnikami
zmiennos$ci przedstawiono w tabeli 5.5. Odnoszac si¢ do danych literaturowych
przedstawionych w tabelach 2.1-2.2 mozna zauwazy¢, ze bardzo rzadko stosowano techniki
chromatograficzne umozliwiajace szybkie analizy chromatograficzne mieszanin zwiazkow.
Jedynie w nielicznych badaniach stosowano technike UHPLC do rozdzielenia mieszanin
réznych lekow, aczkolwiek czas potrzebny na oznaczenie wszystkich zwiazkéw w wigkszo$ci

przypadkéw przekraczat 10 min [68,69,73,79,84-86].
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Tabela 5.5 Czasy retencji, odchylenia standardowe oraz wspotczynniki zmienno$ci dla

wszystkich oznaczanych lekéw w metodzie UHPLC (n=10)*

| Odchylenie |Wspélczynnik
) Czas retencji
Leki ] standardowe | zmiennoSci
[min] .
[min] [%6]
Paracetamol 0,354 0,010 0,80
Sotalol 0,411 0,013 1,02
Metamizol 1,013 0,025 2,01
Metoprolol 1,244 0,019 1,48
Kwas salicylowy 1,356 0,025 1,96
Propranolol 1,474 0,020 1,61
Prednizolon 1,516 0,013 1,04
Karwedilol 1,618 0,010 0,76
Deksametazon 1,681 0,009 0,67
Ketoprofen 1,954 0,038 2,99

*n — liczba pomiaro6w

5.2.2 Modyfikacja metody UHPLC do réwnoczesnego oznaczania mieszaniny

lekéw w wodach powierzchniowych

W kolejnym etapie rozprawy prowadzono dalsze badania nad oznaczaniem lekow
w wodach technika Ultra HPLC. Badaniom poddano mieszaning, ktéra oprocz wczesniej
badanych lekéw zawierata dodatkowo aspiryng (ASP), karbamazeping (KBM) i diklofenak
(DIK) oraz zamiast ketoprofenu oznaczano znacznie czg$ciej stosowany 1 oznaczany

w wodach powierzchniowych naproksen (NAP).

Badania prowadzono przy uzyciu kolumny monolitycznej Cige (50 mm X 2 mm),
a objetos¢ dozowanej probki wynosita 2 pL. Stosowano elucje gradientowa dwodch
rozpuszczalnikow: 0,1% roztworu kwasu mrowkowego w wodzie oraz acetonitrylu. Program

elucji gradientowej przedstawiono w tabeli 4.5.

69



9 9
8 = 8
o) ©° [}
2 5 5 £
7 S o 9 o 7
o]
8 S £ § %
2 g 8 c &
6 ® Q ) 6
Q ] IS
£, X
2 5 A
S > © =
s =
4 © & :'E.g 4
N ) SIRN
§ € _(—; O(U-q-)'
3 © 3 O NIEE 3
5 2 o S|3@
w E [eX ]y} Oll=w
o=3¢c = | @O
2 =2 T P 2
g
(]
1 1
0 L) 0

00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Czas retencji (min)

Rys. 5.8 Chromatogram mieszaniny wzorcéw badanych lekéw o stgzeniach 2 pg/mL

zarejestrowany przy uzyciu detektora UV

W wyniku zastosowania elucji gradientowej do oznaczania badanych lekow uzyskano
rozdzielenie wszystkich badanych lekéw w krotkim czasie nie przekraczajacym 3,2 minuty
(rys. 5.8). Czas potrzebny na powrocenie ukladu do parametrow poczatkowych,
umozliwiajacy rozpoczgcie kolejnych analiz, wynosit 1 minutg. Uzyskane $rednie czasy
retencji wraz z odchyleniami standardowymi i odpowiednimi wspotczynnikami zmiennosci

przedstawiono w tabeli 5.6.
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Tabela 5.6 Czasy retencji, odchylenia standardowe oraz wspotczynniki zmienno$ci dla

wszystkich oznaczanych lekow (n=10)*

| Odchylenie |Wspolczynnik
Leki Czas retency standardowe | zmiennoSci
[min]
[min] [%0]
Paracetamol 0,648 0,009 0,43
Sotalol 0,816 0,013 0,59
Metamizol 1,020 0,011 0,49
Metoprolol 2,048 0,007 0,34
Kwas salicylowy 2,108 0,008 0,36
Aspiryna 2,175 0,003 0,14
Propranolol 2,495 0,009 0,39
Prednizolon 2,658 0,008 0,37
Karwedilol 2,685 0,011 0,52
Karbamazepina 2,713 0,008 0,37
Deksametazon 2,783 0,007 0,34
Naproksen 2,973 0,007 0,31
Diklofenak 3,161 0,006 0,26

*n — liczba pomiarow

5.2.3 Wyznaczanie krzywych kalibracyjnych dla badanych zwiazkéw

Przeprowadzono pomiary pol powierzchni pikow badanych zwiazkéw na roéznych
poziomach stezen poprzez dodatek wzorcow lekéw do matrycy wody wodociagowej.
Wykreslono krzywe kalibracyjne dla kazdego oznaczanego leku, a parametry wszystkich
krzywych, w przypadku oznaczania mieszaniny 10 lekow, przedstawiono w tabeli 5.7,
natomiast w tabeli 5.8 przedstawiono zakresy liniowo$ci dla mieszaniny 13 oznaczanych

zwiazkow.
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Tabela 5.7 Zakresy liniowosci oraz parametry krzywych kalibracyjnych oznaczanych lekow

(n=6)*
Zakres Wspolczynnik Wyraz R?
Leki liniowosci kierunkowy Sa | wolny | Sp Sxy (n=6)
[ng/L] (@) (b)

Paracetamol 0,240 9582 91 1712 | 1668 | 3403 | 0,9995
Sotalol 0,3-40 5696 85 -89 | 1675 | 2984 | 0,9991
Metamizol 1,1-40 4984 84 | —2149 | 1653 | 2946 | 0,9989
Metoprolol 1,2-40 2553 37 | —2403 | 808 | 1200 | 0,9994
Kwas salicylowy 1,1-40 7722 117 | —4416 | 2522 | 3975 | 0,9993
Propranolol 0,540 28752 437 778 | 8643 | 15400 | 0,9991
Prednizolon 0,25-40 5981 70 -23 | 1277 | 2604 | 0,9993
Karwedilol 0,5-40 9674 54 | -5517 | 1068 | 1903 | 0,9999
Deksametazon 0,3-40 5422 105 841 | 1917 | 3911 | 0,9981
Ketoprofen 0,240 11075 133 | —753 | 2440 | 4977 | 0,9993

*n — liczba pomiaréow dla kazdego

stezenia, S, 1 Sp — odchylenia standardowe parametréw

krzywej kalibracyjnej a i b, Syy — resztkowe odchylenie standardowe, R? — wspolczynnik

korelacji
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Tabela 5.8 Zakresy liniowosci oraz parametry krzywych kalibracyjnych oznaczanych lekow

(n=6)*
Zakres | Wspélezynnik Wyraz R?
Leki liniowosci | kierunkowy S wolny Sp Sxy (n=6)
[ng/L] (@) (b)

Paracetamol 0,08-10 34863 62 344 254 | 545 | 0,9999
Sotalol 0,39-10 10126 78 -180 365 | 665 | 0,9997
Metamizol 0,45-10 3336 31 1492 143 | 260 | 0,9997
Metoprolol 0,24-10 9476 48 -1041 226 | 411 | 0,9998
Kwas salicylowy | 0,19-10 14915 63 —696 295 | 538 | 0,9999
Aspiryna 0,29-10 10627 67 -1480 308 | 552 | 0,9998
Propranolol 0,06-10 195305 326 —5520 1262 | 2905 | 0,9999
Prednizolon 0,06-10 9227 15 25 59 | 136 | 0,9999
Karwedilol 0,41-10 13178 178 541 819 | 1468 | 0,9994
Karbamazepina | 0,53-10 9579 89 -3501 498 | 676 | 0,9998
Deksametazon | 0,06-10 11351 18 -183 71 | 163 | 0,9999
Naproksen 0,06-10 66890 99 961 397 | 935 | 0,9999
Diklofenak 0,06-10 8690 10 176 41 94 | 0,9999

*n — liczba pomiaréow dla kazdego stezenia, S, i Sp — odchylenia standardowe parametréw
krzywej kalibracyjnej a i b, Syy — resztkowe odchylenie standardowe, R? — wspolczynnik

korelacji

5.2.4 Opracowanie procedury SPE do wydzielania badanych lekéw z probek wod

powierzchniowych

W celu wydzielenia lekow z probek wdd zastosowano ekstrakcjg do fazy statej — SPE.
Badaniom poddano wiele réznych kolumn ekstrakcyjnych, dotychczas nie bedacych
przedmiotem badan (poza kolumna Oasis HLB), przy zastosowaniu procedury opisanej we
wczesniejsze] czgscl niniejszej pracy (rozdziat 4.6.1). Ekstrakcje prowadzono na probkach
wody destylowanej o objetosci 1 L z dodatkiem lekow w ilosci 2 pg/L kazdego z nich.
Wybrane kolumny ekstrakcyjne to: Oasis HLB (6 mL, 500 mg, Waters), SDB (3 mL, 200 mg,
J.T. Baker), NEXUS (6 mL,200 mg, Varian), Focus® (6 mL, 50 mg, Varian) oraz kolumny

73



Bond Elut (Varian): PPL (6 mL, 500 mg), ENV (6 mL, 500 mg), Certify (6 mL, 500 mg)
I CI8LO (6 mL, 1 g). Wartoéci odzyskow uzyskanych z zastosowaniem wymienionych
kolumn ekstrakcyjnych przedstawiono w tabeli 5.9. Do dalszych badan wybrano kolumny, dla
ktorych uzyskano wartosci odzyskéw powyzej 70%: SDB, Nexus, FOCUS, PPL, ENV oraz
Oasis HLB.

Tabela 5.9 Wartosci odzyskow badanych lekow w 1 L probkach wody destylowanej (n = 6)*

Odzyski (SD)** [%0]
Leki SDB Nexus | FOCUS | Certify| ENV C18 PPL HLB
LO
69,9 453 23,2 10,6 38,3 27,1 92,6 68,7
Paracetamol
(4,1) (9,0) (1,7) 24) | 68 | 55 | 41) | 49
75,3 88,4 86,2 94.6 47,8 93,0
Sotalol <5 <5
(4,1) (2,3) (6,9) (4,3) (4.4) | 49
) 64,5 93,8 85,9 84,8 89,9 66,7 541
Metamizol <5
(6,1) (6,8) (7,2) 93) | 69 | 67 | 52
39,2 96,3 78,2 99,2 80,5 86,1
Metoprolol <5 <5
(7,8) (5,4) (4,3) (2,9) (78) | (7,1)
Kwas 57,2 65,0 75,6 46,9 88,9 34,1 89,9 95,9
salicylowy (7,7) (2,2) (5,9) (5,9) (7,1) (4,0) (2,7) (7,4)
77,9 79,1 80,1 82,4 64,8 97,1
Propranolol <5 <5
(3,3) (7,5) (6,0) (3,8) @7 | @37
92,1 88,3 92,4 91,9 102,5 98,6 925 95,1
Prednizolon
(2,9) (2,5) (2,8) 93 | 84 | (7,3) | (11.8) | (1.5
_ 53,1 40,3 45,6 89,6 88,5 104,2
Karwedilol <5 <5
(3,2) (7,6) (2,5) (4,3) 85) | (58
98,7 97,6 93,4 97,2 94.8 98,3 99,1 97,2
Deksametazon
(2,7) (4,5) (5,6) (6,2) (5,8) (5,4) (7,2) 1,9
47,8 95,1 89,4 96,7 96,2 101,8 73,0 99,3
Ketoprofen
(2,5) (3,6) (8,1) (2,3) (3,0 4,2 9,1) (1,

*n — liczba probek wod o objetosci 1 L poddanych ekstrakcii,
**SD — odchylenie standardowe
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Nastgpnie procedurg ekstrakcyjna z wykorzystaniem wybranych kolumn zastosowano
do ekstrakcji probek wody wodociagowej o objetosci 1 L z dodatkiem badanych lekow
(2 ng/L). Wigkszos¢ wartosci odzyskow lekow z wody wodociagowej uzyskano na
podobnym poziomie jak z wody destylowanej dla odpowiedniej kolumny ekstrakcyjnej.
Najwyzsze wartosci odzyskow uzyskano dla kolumny Oasis HLB oraz Bond Elut ENV
(tabela 5.10).

Tabela 5.10 Wartosci odzyskow badanych lekow z probek wody wodociagowej o objetosci
1L (n=6)*

Odzyski (SD)** [%]

Leki
SDB Nexus FOCUS ENV PPL HLB
Paracetamol | 65,3 (1,2) | 47,9(0,6) | 23,4(1,0) | 44,3(0,7) | 96,2 (1,2) | 66,0 (5,1)
Sotalol 73,1(6,1) | 82,0(9,9) | 82,0(54) | 94,8(6,3) | 41,9(2,6) | 91,2(2,8)

Metamizol | 60,0 (3,0) | 98,1 (4.4) | 85,0(3,9) | 89,0 (2,1) | 71,1 (6,4) | 57,5 (1,7)

Metoprolol | 35,1 (4,7) | 99,6 (1,7) | 76,8 (2,0) | 102,4 (3,3) | 77,3 (6,2) | 80,3 (7,0)

Kwas
) 55,8 (4,3) | 69,7 (8,9) | 58,7 (8,7) | 93,2(2,8) | 87,1(1,7) | 99,0 (4,9)
salicylowy

Propranolol | 82,4 (1,1) | 74,5 (5,9) | 92,3 (0,5) | 82,9 (3,7) | 60,6 (4,1) | 98,6 (2,1)

Prednizolon | 92,7 (6,5) | 92,5(3,6) | 88,1 (2,5) | 97,3 (1,5) | 90,5 (1,5) | 93,2 (2,5)

Karwedilol | 56,9 (4,2) | 33,0 (4,8) | 46,9 (1,9) | 84,0(0,9) | 90,7 (4,6) | 103,0 (2,9)

Deksametazon | 103,8 (5,1) | 100,4 (1,5) | 88,7 (1,8) | 100,5 (5,3) | 103,5 (7,7) | 102,7 (4,3)

Ketoprofen | 44,6 (2,2) | 955 (2,3) | 82,8 (3,0) | 93,4 (1,2) | 68,5 (7,3) | 101,0 (3,7)

*n — liczba probek wod o objetosci 1 L poddanych ekstrakeji,
**SD — odchylenie standardowe

W przypadku kolumny ekstrakcyjnej ENV uzyskano warto$ci odzyskow dla szesciu
lekow ponad 90% (sotalol, metoprolol, kwas salicylowy, prednizolon, karwedilol
i deksametazon) i powyzej 80% dla pozostatych lekow, za wyjatkiem paracetamolu. Dla
kolumny HLB uzyskano wartosci odzyskow powyzej 90% dla siedmiu zwiazkéw i1 tylko
dwoéch ponizej 70% (paracetamol i metamizol). Rowniez dla kolumny NEXUS wartosci
odzyskow badanych lekow w wigkszosci przekraczaly 70%, nizsze warto$ci odzyskow
uzyskano dla paracetamolu i1 karwedilolu. Kolumng Oasis HLB, na ktorej uzyskano

najwyzsze wartosci odzyskow, zastosowano do ekstrakcji probek wod powierzchniowych
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zrzek i jeziora. W celu uzyskania wyzszych wartosci odzyskow mozna rowniez zastosowac
procedure ekstrakcyjna taczona, stosujac kolumny PPL oraz HLB. Woéwczas uzyskuje sig
wysokie wartosci odzyskow dla wszystkich lekéw, jednakze czas potrzebny na
przygotowanie probki do analizy ulegnie okoto dwukrotnemu zwigkszeniu.

Wigkszosci kolumn ekstrakcyjnych zastosowanych w niniejszej rozprawie nie
stosowano w badaniach opisanych w literaturze do wydzielania z mieszanin lekow. Jako
alternatywe w stosunku do czesto opisywanej w literaturze kolumny Oasis HLB, mozna
zaproponowac rowniez kolumny Bond Elut ENV oraz NEXUS. Na kolumnach tych uzyskuje
si¢ wysokie wartosci odzyskow dla wigkszosci badanych zwiazkéw i mozna je zastosowac do

wydzielania lekow z probek wod powierzchniowych.

Opracowana procedur¢ SPE wydzielania 10 lekéw z probek wod powierzchniowych
z zastosowaniem trzech polimerowych kolumn ekstrakcyjnych zastosowano do ekstrakcji
mieszaniny 13 lekow z probek wody destylowanej i wodociagowej o objgtosci 1 L, w celu
sprawdzenia warto$ci odzyskow dla lekow, ktorych wezesniej nie badano. Uzyskane wartosci
odzyskow dla wszystkich lekow w mieszaninie o zmienionym skladzie przedstawiono

w tabeli 5.11.
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Tabela 5.11 Wartosci odzyskow badanych lekow w 1 L probkach wody destylowanej i wody

wodociagowej (n = 6)*

Odzyski (SD)** [%0]

Leki Woda destylowana Woda wodociggowa
ENV NEXUS HLB ENV NEXUS HLB
Paracetamol | 36,5 (1,5) | 38,7 (2,1) | 72,0 (7,2) | 38,7 (5,0) | 39,6 (2,2) | 70,5 (4,2)
Sotalol 102,2 (3,2) | 89,0 (7,3) | 97,9(5,2) | 98,3(1,7) | 86,0(6,9) | 92,0 (9,3)
Metamizol | 82,2 (8,1) | 89,7 (5,0) | 53,5 (1,9) | 92,1 (1,4) | 88,2 (5,4) | 53,9 (8,5)
Metoprolol 90,2 (7,6) | 87,5(7,1) |101,6 (3,4)|105,7 (6,1) | 99,6 (2,8) | 99,1 (8,6)
Kwas
_ 78,1 (4,9) | 72,6 (1,7) |100,5(6,7) | 95,1 (9,4) | 67,4 (4,9) | 95,7 (5,9)
salicylowy
Aspiryna | 90,1 (5,8) | 75,3(4,2) | 93,4 (4,8) | 83,2(2,6) | 70,7 (3,6) | 91,8 (2,9)
Propranolol | 79,6 (1,8) | 99,7 (4,5) | 97,3 (5,4) |100,1 (4,5)| 98,5(2,8) | 94,7 (4,1)
Prednizolon | 98,9 (4,0) | 96,5 (3,0) |102,7 (5,5) | 102,3 (8,7)| 98,4 (2,9) |100,8 (1,8)
Karwedilol | 87,7 (1,5) | 37,4(4,9) | 98,2 (2,3) | 95,4 (3,4) | 39,6 (1,4) | 1034 (5,8)
Karbamazepina| 98,4 (2,2) | 99,1 (4,7) [101,9 (3,5) | 102,0 (3,3) | 102,3 (5,1) | 97,0 (0,6)
Deksametazon | 103,6 (1,7)| 101,7 (6,8) | 95,8 (1,3) | 98,9 (4,9) | 104,2 (6,3) | 99,0 (2,8)
Naproksen | 101,1(2,5)|106,9 (9,0) | 102,6 (3,4) | 100,3 (3,0) | 102,7 (4,7) | 99,4 (3,1)
Diklofenak | 99,7 (1,4) | 97,7 (1,5) [102,2(3,1)| 96,3 (1,6) | 98,2 (2,2) |102,4 (1,7)

*n — liczba probek wod o objetosci 1 L poddanych ekstrake;i,

**SD — odchylenie standardowe

Uzyskane wartosci odzyskoéw z probek wody destylowanej 1 wody wodociagowej nie

roéznity si¢ migdzy soba w ramach odchylen standardowych. Uzyskano wysokie warto$ci

odzyskow badanych lekow przy zastosowaniu wszystkich trzech kolumn ekstrakcyjnych. Dla

nowych w mieszaninie lekéw uzyskano wartosci odzyskow powyze; 90% na wszystkich

kolumnach (poza aspiryna, ktorej wartosci odzyskow wahaja si¢ od 70% do 93%).

W przypadku lekéw, ktére oznaczano we wczesniejszych badaniach uzyskano wysokie

wartosci odzyskéw poréwnywalne do wcezedniej otrzymanych, mimo zastosowania innej

mieszaniny lekéw. Wartos$ci odzyskow na wszystkich kolumnach byty wysokie, dzigki czemu

kolumny te mozna zastosowa¢ do wydzielania oznaczanych lekow z probek wod

powierzchniowych.
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5.2.5 Wyznaczanie warto$ci LOD oraz LOQ

Na podstawie krzywych kalibracyjnych wyznaczono wartosci granic wykrywalnosci
(LOD) oraz granic oznaczalnosci (LOQ) dla kazdego z oznaczanych lekow. Wartosci te
uwzglednialy uzyskane wartosci odzyskéw dla kazdego z lekow przy zastosowaniu kolumny
ekstrakcyjnej Oasis HLB 1 ekstrakcji z wody wodociagowej o objetosci 1 L. Uzyskane
wartosci LOD 1 LOQ dla kazdego z mieszaniny 10 lekow przedstawiono w tabeli 5.12.
Obliczone wartosci uwzgledniaja wszystkie etapy opracowanej procedury analitycznej i dla

wigkszosci lekow uzyskano wartosci LOQ ponizej 1 pg/L.

Tabela 5.12 Wartosci LOD i LOQ dla oznaczanych lekow

Woda wodociagowa

Leki LOD LOQ

[ng/L] [ng/L]
Paracetamol 0,07 0,20
Sotalol 0,10 0,29
Metamizol 0,35 1,05
Metoprolol 0,39 1,18
Kwas salicylowy 0,34 1,02
Propranolol 0,14 0,43
Prednizolon 0,08 0,24
Karwedilol 0,14 0,42
Deksametazon 0,09 0,26
Ketoprofen 0,06 0,19

Uzyskane wartosci LOD 1 LOQ dla kazdego zwiazku z oznaczanych w mieszaninie
13 lekow przedstawiono w tabeli 5.13. Dla wigkszos$ci lekéw uzyskano wartosci LOQ ponizej

0,5 pg/L.
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Tabela 5.13 Wartosci LOD i LOQ dla oznaczanych lekéw

Woda wodociagowa

Leki LOD LOQ

[ng/L] | [ng/L]
Paracetamol 0,03 0,08
Sotalol 0,13 0,39
Metamizol 0,15 0,45
Metoprolol 0,08 0,24
Kwas salicylowy 0,06 0,19
Aspiryna 0,10 0,29
Propranolol 0,02 0,06
Prednizolon 0,02 0,06
Karwedilol 0,14 0,41
Karbamazepina 0,18 0,53
Deksametazon 0,02 0,06
Naproksen 0,02 0,06
Diklofenak 0,02 0,06

5.2.6 Analiza probek wod powierzchniowych metoda UHPLC-UV

Opracowana procedur¢ analityczna oraz metod¢ oznaczania 10 lekéw zastosowano do
analizy kilku wod powierzchniowych z rzek i jeziora. Analizie na zawarto$¢ wybranych
lekéw poddano nastepujace probki wod: Wisty z Krakowa, Potoku Toszeckiego z Toszka,
Ktodnicy z Gliwic oraz z jeziora Ptawniowice z Ptawniowic. Dla wymienionych proek wod
0 objetosci 1 L przeprowadzono ekstrakcje do fazy statej przy uzyciu kolumn ekstrakcyjnych
Oasis HLB. Zadnego z oznaczanych lekéw nie wykryto w wodach z: Klodnicy, Wisty
| jeziora w Plawniowicach. Natomiast chromatogram ekstraktu z rzeki Potok Toszecki po

procedurze SPE przedstawiono na rysunku 5.9.
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Rys. 5.9 Chromatogram matrycy ekstraktu wody z rzeki Potok Toszecki zarejestrowany przy
uzyciu detektora UV z zastosowaniem kolumny Hypersil GOLD

Na przedstawionym powyzej chromatogramie mozna zauwazy¢ wiele intensywnych
pikéw pochodzacych z matrycy probki wody z rzeki Potok Toszecki. Porownujac czasy
retencji wzorcow lekow z czasami retencji pikOw pochodzacych od matrycy, stwierdzono
jedynie obecnos$¢ kwasu salicylowego, ktdra potwierdzono poprzez dodatek wzorca leku do
probki, natomiast pozostate piki pozostaty niezidentyfikowane. Dodatek kwasu salicylowego
do ekstraktu przedstawiono na kolejnym rysunku (rys. 5.10). Czasy retencji sa niemalze
identyczne (tr=1,335 w probce bez dodatku kwasu i tg=1,337 w probce po dodaniu kwasu

salicylowego), a obliczona warto$¢ kwasu salicylowego w probce wynosita 9,55 pg/L.
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Rys. 5.10 Chromatogram matrycy ekstraktu z rzeki Potok Toszecki z dodatkiem kwasu

salicylowego zarejestrowany przy uzyciu detektora UV

Wysoka zawarto$¢ kwasu salicylowego jest opisana w literaturze jedynie w przypadku
sciekow z oczyszczalni [1]. W wodach powierzchniowych st¢zenia lekow zazwyczaj nie
przekraczaja warto$ci 1 pg/L. Zawarto$¢ rzedu 10 pg/L moze wynika¢ z tego, iz kwas
salicylowy moze by¢ nie tylko wynikiem hydrolizy aspiryny, lecz wystgpuje on w korze

wierzby oraz stosowany jest czgsto w lecznictwie jako srodek dezynfekujacy.

Dodatkowo opracowana procedur¢ wydzielania 13 lekow z probek wod oraz
chromatograficzng metode¢ ich oznaczania zastosowano do analizy kilkunastu probek wod
powierzchniowych z réznych rzek i1 miejscowosci. Badaniom poddano nastgpujace probki
wod: z rzeki Wisly z nastgpujacych miejscowosci: Skoczow, Krakow, Kazimierz, Warszawa,
okolice Bydgoszczy, dwoch miejsc z Torunia (przed Starym Miastem i za Starym Miastem).
Pozostate probki wod pobrano zréznych rzek: Wettawa (Praga), Odra (Wroctaw), Brda
(Bydgoszcz), Warta (Zawiercie i Czestochowa), Krzywa (Bielsko-Biata), Ktodnica (Gliwice),
Potok Toszecki (Toszek), Mata Panew (Zawadzkie), Troja (Nowa Cerekwia). Jedna probke
wod pobrano z oczyszczalni $Sciekow w Bielsku-Biatej (Scieki oczyszczone). Kazda

z wymienionych probek wod poddano ekstrakcji z zastosowaniem trzech kolumn: Oasis HLB,
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Bond Elut ENV oraz NEXUS. Otrzymane ekstrakty poddano analizie chromatograficznej
z zastosowaniem detektora UV w oparciu o opracowany uktad chromatograficzny do
rozdzielania badanych lekéw. Obecnos$¢ lekow w probkach wod potwierdzano poprzez
porownanie czasOw retencji otrzymanych pikdw z czasami retencji odpowiednich wzorcow
lekéw oraz poprzez dodatek wzorcow lekow do badanej probki w celu poréwnania czasu
retencji. Chromatogram ekstraktu z rzeki Wisly pobranej w okolicach Bydgoszczy

przedstawiono na rysunku 5.11.
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Rys. 5.11 Chromatogram ekstraktu z rzeki Wisly z okolic Bydgoszczy zarejestrowany przy

uzyciu detektora UV z zastosowaniem kolumny monolityczne;.

Wyniki analiz poszczegdlnych wod na zawartos¢ badanych lekow przedstawiono
w tabeli 5.14.
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Tabela 5.14 Stezenia (ug/L) wraz z odchyleniami standardowymi odpowiednich lekow

w probkach wod powierzchniowych (n=3)*

Stezenie (SD)** [pg/L]

Probki wod
ASP DIK MET MTZ NAP PAR SAL
ocz?/?zecl;)ne ] 0,16 0,27 ] 0,11 _ 0,27
Bielsko-Biala (0,03) (0,07) (0,02) (0,08)
Wista 0,09
Skoczow i (0,02) i i i i i
Wista 0,30
Krakow i ) i i (0,04) i i
Wisla 0,21 0,30
Kazimierz i ) i i (0,06) ] (0,01)
Wisla 0,40 0,09
Warszawa | (0,02) ) i i (0,01) ] )
Wisla 0,14 0,19
Bydgoszcz i (0,03) i i (0,04) ] ]
Wisla Torun 0,06 0,15 0,20
1 i (0,01) i i (0,04) ) (0,04)
Wisla Torun 0,12 0,14
2 i (0,03) i i (0,04) ) )
Weltawa 0,31 0,11 0,18 0,50
Praga (0,06) (0,02) i i (0,03) i (0,08)
Odra 0,73 0,47 0,90 0,14 0,20
Wroclaw (0,15) (0,05) i (0,19) (0,02) i (0,01)
Warta 0,10
Zawiercie i ) i i (0,03) ) )
Warta 0,38 0,13 0,09
Czestochowa i (0,03) i i (0,02) (0,02) )
Brda 0,18
Bydgoszcz i ) i i (0,03) ) )
Klodnica 0,07 0,85
Gliwice i (0,01) i i (0,09) ) )
Krzywa 0,20
Bielsko-Biala i (0,05) i i i ) )
Mala Panew 0,11
Zawadzkie i ) ] i (0,02) i i
Troja Nowa 0,17 0,24 0,19
Cerekwia i (0,03) i i (0,04) i (0,01)
Potok
Toszecki - (g’gé) - - - - -
Toszek ’

*n — ilos¢ probek o objetosci 1 L poddanych procedurze SPE,

**SD — odchylenie standardowe
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W niemal kazdej badanej probce wdd oznaczano naproksen i diklofenak, w wigkszosci
przypadkdw w niewielkich stezeniach — ponizej 0,3 pg/L. Wyzsze st¢zenia tych lekow
oznaczano jedynie w przypadku probki rzeki Odry z Wroctawia i rzeki Warty z Czestochowy
w przypadku diklofenaku oraz Klodnicy z Gliwic w przypadku naproksenu. Kwas salicylowy
oznaczano w pigciu probkach wod w zakresie stezen 0,19 — 0,50 ug/L. Aspiryng oznaczano
w trzech probkach wod, natomiast metoprolol, metamizol oraz paracetamol w pojedynczych
probkach wod. Pozostaltych lekéw (sotalolu, propranololu, prednizolonu, karwedilolu,
karbamazepiny oraz deksametazonu) nie wykryto w zadnej z badanych probek waod.
W wigkszosci analizowanych probek wod wykrywano nie wigcej niz trzy leki, najczesciej
jeden lub dwa leki obok siebie. Jednakze az pig¢ sposrod badanych lekéw oznaczano
w probcee z rzeki Odry z Wroctawia w wysokich st¢zeniach, niejednokrotnie przekraczajacych
0,5 pg/L. Po cztery leki oznaczano w probkach wod z rzeki Wettawy z Pragi, jak réwniez
w $ciekach oczyszczonych z oczyszczalni $ciekow w Bielsku Biatej, w nieco nizszych
stezeniach. Wyzsze stezenia lekow w probkach wod z rzeki Odry z Wroctawia oraz Wettawy
z Pragi moga by¢ spowodowane bliska obecnoscia oczyszczalni $ciekow. Wszystkie badane
leki oznaczano w zakresie st¢zen 0,06 — 0,90 pg/L, jednakze tylko w nielicznych przypadkach
leki oznaczano w stgzeniach powyzej 0,3 nug/L. Wedtug danych literaturowych leki oznaczano
w réznych probkach wodnych w roznych ilosciach. W $ciekach trafiajacych do oczyszczalni,
jak rowniez tych oczyszczonych, zawarto$ci lekow sa zazwyczaj najwyzsze 1 niejednokrotnie
wynosza do kilkudziesigciu pg/L zardéwno dla niesteroidowych lekow przeciwzapalnych jak

I dla niektorych B-blokerow oraz karbamazepiny.
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5.3 Metoda HPLC-DAD do rownoczesnego oznaczania 15 lekow w wodach

powierzchniowych [111]

Wczesniej przeprowadzone badania oznaczania lekow w wodach powierzchniowych
poszerzono o kolejne leki, dzigki czemu badaniom poddano wszystkie leki bedace

przedmiotem badan tej pracy.

5.3.1 Opracowanie ukladu chromatograficznego

Badania prowadzono na chromatografie LaChrom Elite (rozdziat 4.1). Do badan
wybrano kolumng triakontylosilanowa Develosil® RPAQUEOUS-AR-5 (250 mm x 4,6 mm;
5,8 um) firmy Nomura Co. Oznaczane leki rejestrowano przy uzyciu detektora DAD.
Przeprowadzono elucj¢ gradientowa badanych lekéw w temperaturze pokojowej (ok. 22°C).
Badano rézne programy elucji, zaczynajac od elucji gradientowej opracowanej dla
mieszaniny 10 lekéw (tabela 4.3), przy uzyciu mieszaniny elucyjnej sktadajacej si¢ z: 0,05%
roztworu TFA w wodzie, metanolu i acetonitrylu. Jednakze w celu uzyskania lepszego
rozdzielenia badanych lekow i skrocenia czasu analizy zastosowano mieszaning elucyjna
sktadajaca sie¢ z: 0,1% roztworu kwasu mrowkowego w wodzie, metanolu 1 acetonitrylu.
Najlepszy program elucji gradientowej przedstawiono w tabeli 4.4. Kazdy z badanych
zwiazkow rejestrowano przy charakterystycznej dtugosci fali $wiatta (tabela 4.2), a uzyskane
wartosci czasOw retencji wraz z odchyleniami standardowymi 1 wspdtczynnikami zmiennosci

przedstawiono w tabeli 5.15.
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Tabela 5.15 Czasy retencji, odchylenia standardowe oraz wspolczynniki zmiennosci dla

wszystkich oznaczanych lekow (n=10)*

| Odchylenie |Wspolczynnik
Leki Czas retency standardowe | zmiennoSci
[min]
[min] [%0]
Sotalol 7,129 0,038 0,22
Metamizol 7,693 0,024 0,14
Paracetamol 9,017 0,075 0,44
Metoprolol 12,098 0,070 0,41
Aspiryna 14,625 0,019 0,11
Propranolol 15,009 0,131 0,76
Kwas salicylowy 16,513 0,036 0,21
Karwedilol 18,524 0,117 0,68
Karbamazepina 20,564 0,034 0,20
Prednizolon 20,853 0,037 0,22
Deksametazon 21,834 0,038 0,22
Ketoprofen 22,181 0,035 0,20
Naproksen 22,672 0,045 0,26
Diklofenak 24,258 0,052 0,30
Ibuprofen 24,666 0,043 0,25

*n — liczba pomiaréw

Chromatogram mieszaniny wzorcow lekow przedstawiono na rysunku 5.12. Badane
leki eluowano jako waskie 1 intensywne piki w stosunkowo krotkim czasie, wynoszacym
25 minut, dlatego 30 minutowy czas analizy ze sktadem fazy ruchomej powracajacym do
parametrow poczatkowych w ostatnich 5 minutach analizy jest wystarczajacy i pozwalajacy
na skrécenie czasu niezbgdnego do stabilizacji uktadu chromatograficznego przed kolejna
analiza. W badaniach opisywanych w literaturze nie prowadzono analiz chromatograficznych

dotyczacych oznaczania lekow w wodach z zastosowaniem kolumny triakontylosilanowe;.
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Rys. 5.12 Chromatogram mieszaniny badanych wzorcow lekéw o stezeniach 3 pg/mL

zarejestrowany przy uzyciu detektora DAD

5.3.2 Wyznaczanie krzywych kalibracyjnych dla badanych zwiazkow

Przeprowadzono pomiary p6l powierzchni badanych zwiazkéw na réznych poziomach
stezen poprzez dodatek wzorcow lekow do matrycy wody wodociagowej. Z uwagi na
zastosowanie innej kolumny chromatograficznej na innym chromatografie koniecznym byto

opracowanie krzywych kalibracyjnych. Wyznaczone parametry krzywych dla badanych

lekow przedstawiono w tabeli 5.16.
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Tabela 5.16 Zakresy liniowosci oraz parametry krzywych kalibracyjnych oznaczanych lekow
(n=6)*

Wspol-
Zakres ] Wyraz 5
] czynnik R
Leki liniowos$ci | Sa wolny Sp Sxy
kierunkowy (n=6)
(ng/L) (b)
(@)

Sotalol 0,055-10 166050 206 | -5886 866 | 1771 | 0,9999

Metamizol 0,050-10 172721 605 | -879 556 | 1068 | 0,9999

Paracetamol 0,020-10 818137 294 | 2619 | 1225 | 2620 | 0,9999

Metoprolol 0,110-10 186658 478 | -5332 | 2003 | 4094 | 0,9999

Aspiryna 0,550-10 50704 544 | -13311 | 2535 | 4607 | 0,9995

Propranolol 0,110-10 504707 1277 | —34493 | 5351 | 10939 | 0,9999

Kwas salicylowy | 0,030-10 213189 138 | 1559 576 | 1225 | 0,9999

Karwedilol 0,320-10 392615 2570 |-128711| 11794 | 21114 | 0,9998

Karbamazepina | 0,090-10 191483 411 | 5801 1714 | 3597 | 0,9999

Prednizolon 0,125-10 119237 355 | 3977 1486 | 3039 | 0,9999

Deksametazon | 0,030-10 233389 173 | 1237 706 | 1549 | 0,9999

Ketoprofen 0,015-10 501775 805 | 3454 679 1409 | 0,9999

Naproksen 0,025-10 1042352 2471 | 24412 | 2083 | 4324 | 0,9999

Diklofenak 0,040-10 146517 1099 | —1523 516 925 | 0,9997

Ibuprofen 0,190-10 299442 4800 | 13816 | 5532 | 6435 | 0,9994

*n — liczba pomiarow dla kazdego st¢zenia

5.3.3 Zastosowanie opracowanej procedury SPE do wydzielania lekow z probek

wod powierzchniowych

W celu wydzielenia i wzbogacenia lekéw z probek wod przeprowadzono ekstrakcje do
fazy statej (SPE). Do badan wybrano trzy kolumny ekstrakcyjne: Oasis HLB, Bond Elut ENV
oraz NEXUS, na ktorych uzyskiwano wysokie wartosci odzyskow we wczesniejszych

badaniach (rozdzial 5.3).
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Tabela 5.17 Wartosci odzyskow badanych lekow z jednolitrowych probek wod (n=6)*

Odzyski (SD)** [%0]

Leki Woda destylowana Woda wodociagowa

ENV NEXUS HLB ENV NEXUS HLB
Sotalol 99,4 (10,5) | 88,6 (10,1) | 96,3 (5,3) [ 96,8 (11,0) | 84,7 (7,6) |101,1 (6,8)
Metamizol 81,3(6,1) | 88,2(7,9) | 58,9 (7,4) | 79,0(9,2) | 82,3 (5,7) | 64,0 (7,9)
Paracetamol | 38,0 (3,2) | 37,3(1,6) | 69,0(5,7) | 341 (45) | 38,2(2,1) | 65,9 (7,0)
Metoprolol | 88,6 (8,0) | 98,8 (6,6) |103,0(7,3)| 90,8 (9,7) | 94,2 (10,7) | 99,6 (9,6)
Aspiryna 83,2(6,5) | 72,4(8,2) | 88,2(6,7) | 77,4 (6,6) | 70,7 (6,3) | 85,8 (7,0)
Propranolol | 87,4 (9,1) | 94,2 (11,6) | 97,7 (9,5) | 90,6 (12,5) | 96,9 (11,5) | 96,3 (6,2)

Kwas
79,8 (8,3) | 61,5(6,3) | 88,0(9,0) | 76,3(9,3) | 68,1 (4,2) | 89,5 (9,1)

salicylowy
Karwedilol 90,4 (5,5) | 45,6 (5,3) | 89,9(7,1) | 87,7 (6,4) | 40,3(8,8) | 91,7 (8,3)
Karbamazepina | 95,5 (6,3) | 97,7 (9,8) |104,5(8,7)| 95,0 (6,8) | 99,8 (5,7) | 97,9 (5,6)
Prednizolon |100,8 (4,2) | 100,5 (8,5) | 103,0 (7,3) | 95,5 (9,5) | 105,5 (9,6) | 97,1 (8,5)
Deksametazon |103,7 (6,7) | 95,7 (8,7) | 97,6 (8,9) | 97,7 (9,7) | 98,1(9,3) |102,5(9,4)
Ketoprofen | 100,5 (7,7) | 104,0 (8,3) [ 102,3 (7,1) | 99,6 (5,7) | 97,0 (10,6) | 98,0 (10,3)
Naproksen | 98,3(8,7) | 99,5 (5,4) | 98,1 (6,4) | 99,3(8,8) | 98,2 (5,5) | 95,9 (7,6)
Diklofenak | 105,1 (6,4) | 104,6 (9,0) | 100,0 (8,3) | 98,5 (6,1) | 96,0 (7,5) |100,1 (8,8)
Ibuprofen | 101,6 (5,7) | 102,1 (5,7) | 96,2 (6,3) | 91,4 (8,2) | 96,9 (8,4) | 97,9 (7,9)

*n — liczba probek wod o objetosci 1 L poddanych ekstrakcii,

**SD — odchylenie standardowe

Najwyzsze wartosci odzyskow dla wigkszosci lekow otrzymano przy uzyciu kolumny

Oasis HLB zaro6wno dla wody destylowanej jak 1 wodociagowej (powyzej 90% za wyjatkiem

paracetamolu 1 metamizolu). Mimo zastosowania innej mieszaniny lekow, zwiazki poddane

badaniom we weczesniejszych etapach pracy, wydzielano z podobnymi warto$ciami

odzyskow, a dotad nie badany lek (ibuprofen) wydzielano z warto$ciami odzyskow powyzej

90% na wszystkich kolumnach ekstrakcyjnych. Procedurg ekstrakcyjna opracowana dla

trzech polimerowych kolumn ekstrakcyjnych zastosowano do analizy probek wod

powierzchniowych na zawarto$¢ badanych lekow. Jak juz wspomniano w rozdziale 5.3.3

niniejszej rozprawy, przedstawione wyniki otrzymanych wartosci odzyskoéw dla wszystkich

lekow, wskazuja, ze poza czgsto opisywana w literaturze kolumna ekstrakcyjna Oasis HLB,
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dajaca najwyzsze wartosci odzyskow dla badanych 15 lekdéw, mozna réwniez zastosowac
kolumny Bond Elut ENV oraz NEXUS, dla ktérych uzyskuje si¢ wysokie wartosci odzyskow

dla wigkszosci oznaczanych zwiazkow.

5.3.4 Wyznaczanie wartosci LOD oraz LOQ

Wyznaczono réwniez wartosci granic wykrywalnosci (LOD) i granic oznaczalnosci
(LOQ) dla kazdego z oznaczanych lekow przy wykorzystaniu odpowiednich parametréw
krzywych kalibracyjnych jak we wczesniejszych badaniach (tabela 5.18). Obliczone wartosci
uwzgledniaja warto$ci odzyskoéw uzyskanych z probek wod wodociagowych o objgtosci 1 L

przy uzyciu kolumn ekstrakcyjnych Oasis HLB.

Tabela 5.18 Wartosci LOD i LOQ dla oznaczanych lekoéw

L eki Woda wodociagowa

LOD [pg/L] | LOQ [pg/L]
Sotalol 0,017 0,051
Metamizol 0,016 0,047
Paracetamol 0,007 0,020
Metoprolol 0,035 0,106
Aspiryna 0,183 0,548
Propranolol 0,034 0,103
Kwas salicylowy 0,010 0,029
Karwedilol 0,105 0,315
Karbamazepina 0,029 0,086
Prednizolon 0,041 0,122
Deksametazon 0,010 0,030
Ketoprofen 0,004 0,013
Naproksen 0,007 0,021
Diklofenak 0,012 0,036
Ibuprofen 0,063 0,188
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Uzyskano niskie wartosci LOD 1 LOQ dla wigkszo$ci lekow stosujac opracowana
metod¢ HPLC z kolumna Cs3y oraz detektorem DAD. Dla 13 spos$rod oznaczanych zwiazkow
otrzymano warto$ci LOD rzedu setnych czesci pg/L, jedynie w przypadku aspiryny
i karwedilolu wartosci LOD byty rzedu dziesiatych czesci pug/L.

5.3.5 Analiza probek wod powierzchniowych

Opracowana procedur¢ analityczng zastosowano do analizy kilkunastu prébek wod
powierzchniowych z réznych rzek i miejscowosci. Wsrdd badanych wod znajdowaly sig te
same probki wod, co w przypadku wezesniej opracowanej metody UHPLC-UV na kolumnie
monolitycznej Chromolith® Cyge (rozdzial 5.3). Kazda z probek poddano ekstrakeji do fazy
statej, zgodnie z opisana procedura, na trzech kolumnach: Oasis HLB, Bond Elut ENV oraz
NEXUS. Otrzymane ekstrakty poddano analizie chromatograficznej w oparciu o opracowany
uktad do rozdzielania badanych zwiazkow. Obecnos¢ lekéw w probkach wod potwierdzano
W ten sam sposob jak w rozdziale 5.2.6, dodatkowo, dzigki zastosowaniu detektora DAD,
porownywano widma absorpcji. Sposrod badanych lekéw naproksen i diklofenak oznaczano
niemal w kazdej z analizowanych probek wod w stgzeniach w wigkszo$ci nie
przekraczajacych 0,3 pg/L (tabela 5.19). Wyzsze zawarto$ci oznaczano w Odrze z Wroctawia
(diklofenak — 0,429 pg/L) i w Ktodnicy z Gliwic (naproksen — 0,753 pg/L). Innymi lekami,
ktore oznaczano w wigkszej iloSci probek wod byly: kwas salicylowy oznaczany
w dziewigciu probkach wod w stezeniach od 0,057 — 0,475 pg/L, paracetamol oznaczany
W pigciu probkach wod w stezeniach od 0,021 — 0,073 pg/L oraz ketoprofen oznaczany
w czterech probkach wod w stezeniach od 0,044 — 0,258 pg/L. Sotalolu, karwedilolu,
proporanololu, prednizolonu, deksametazonu i1 ibuprofenu nie wykryto w zadnej z badanych
probek wod. Sposrod badanych wod najwigksza ilos¢ roznych lekow oznaczano w Weltawie
z Pragi — osiem lekow, aczkolwiek w stosunkowo niskich stgzeniach, rzedu 0,1 — 0,3 pg/L,
jedynie aspiryng i kwas salicylowy oznaczano w ilo$ciach powyzej 0,3 pg/L. Siedem réznych
lekow wykryto 1 oznaczano w S$ciekach oczyszczonych z Bielska-Biatej oraz w Odrze
z Wroctawia. Relatywnie wysokie stgzenia (powyzej 0,7 pg/L) aspiryny 1 metamizolu
oznaczano w Odrze z Wroctawia. Moze to by¢ spowodowane obecno$cia oczyszczalni
sciekow w poblizu miejsca pobierania probki. W pozostatych probkach wod wykrywano

obecnos¢ dwoéch do pigciu lekow.
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Tabela 5.19 Stezenia (ug/L) wraz z odchyleniami standardowymi odpowiednich lekow

w probkach wod powierzchniowych (n=3)

Probki
ASP KBM KET DIK MET | MTZ NAP PAR SAL

wod

Scieki
0Czyszcz. ) i 0,052 | 0,128 | 0,234 | 0,152 | 0,082 i 0,227
Bielsko- (0,006) | (0,023) | (0,042) | (0,048) | (0,011) (0,056)
Biala

Wisla ) i i 0,074 i i ) i i
Skoczow (0,015)

Wisla ) i i i i i 0,249 i i
Krakow (0,041)

Wisla ) i i ) i i 0,162 i 0,243
Kazimierz (0,041) (0,019)
Wisla | 0,368 | ] ] ] ~ o079 [o113
Warszawa | (0,032) (0,011) (0,018)
Wisla ] | 0044 [ 0004 | ~low1 |  |o0057
Bydgoszcz (0,005) | (0,016) (0,016) (0,008)
Wisla ] ] | o064 | o3|  |o0159
Torun 1 (0,009) (0,017) (0,035)
Wisla ] ] ~ o097 [ ~ | 0149 | 0043 |

Torun 2 (0,009) (0,030) | (0,006)
Weltawa 0,307 | 0,212 | 0,116 | 0,104 i i 0,157 | 0,050 | 0,475
Praga | (0,058) | (0,022) | (0,018) | (0,015) (0,030) | (0,007) | (0,059)
Odra 0,733 i 0,258 | 0,429 i 0,902 | 0,228 | 0,021 | 0,205
Wroctaw | (0,146) (0,024) | (0,038) (0,194) | (0,018) | (0,002) | (0,026)
Warta ] ] ] ] ] ~ | 0095 | o125
Zawiercie (0,005) (0,019)
CZV\Q‘:‘;EO_ ] _ o2t | | o143 | 0073 |
Qwa (0,046) (0,016) | (0,008)
Brda ] ] ~ o042 | o3| ]
Bydgoszcz (0,007) (0,022)
Klodnica | ] ~ o057 [ o3| ]
Gliwice (0,008) (0,074)
glzzlzl‘ivoa ] _ ~ loara| | oos0 | _
Biala (0,033) (0,010)
;‘;ﬁ;ﬁv ) _ _ ] _ | ooss | _
Zawadzkie (0.014)
Lg’/\’/g ] _ |l oss | o187 | | o154
Cerekwia (0,024) (0,035) (0,038)
Potok
) 0,305
Toszecki - - - ' - - - - -
Toszek (0.037)
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Stezenia wszystkich oznaczanych zwiazkow mieszcza si¢ w zakresie 0,021 — 0,902

ug/L, jednak w wigkszo$ci przypadkdw wartosci stezen blizsze byty dolnej granicy zakresu.

W porownaniu do danych literaturowych, w ktorych ibuprofen oznaczano w wielu

wodach powierzchniowych, w prowadzonych badaniach nie wykryto ibuprofenu w zadnej

z badanych w niniejszej rozprawie prébek wodnych.

Chromatogram ekstraktu probki z rzeki Odry z Wroctawia przedstawiono na rysunku
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Rys. 5.13 Chromatogram ekstraktu z rzeki Odry z Wroclawia zarejestrowany przy uzyciu

detektora DAD
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5.4 Badania dotyczgce poréownania réoznych kolumn chromatograficznych

zastosowanych do rozdzielania lekow bedacych przedmiotem rozprawy

Produkcja nowych wypethien dla kolumn chromatograficznych jak i modyfikacja juz
istniejacych zt6z jest jednym z wiodacych trendow w chromatografii. Obecnie dostgpnych
jest wiele kolumn chromatograficznych stosowanych w chromatografii w odwroconym
ukladzie faz. Nowoczesne sorbenty powinny umozliwia¢ dobre rozdzielenia analitow
w szerokim zakresie pH stosowanych faz ruchomych dla wszystkich klas zwiazkow.
Najlepszym sposobem na dobranie odpowiedniej fazy stacjonarnej do rozdzielenia mieszanin
oznaczanych zwiazkéw jest przeprowadzenie badan, poprzedzonych teoretycznymi
rozwazaniami mozliwych mechanizméw oddziatywania analit — faza stacjonarna.

Mechanizm rozdzielania w RP-HPLC jest przedmiotem badan od wielu lat. Istnieja
trzy znane mechanizmy rozdzielania. Pierwszy to podziat analitéw pomiedzy faza stacjonarng
i ruchoma [150]. Drugi mechanizm stanowi adsorpcja analitéw na powierzchni zwiazanej
fazy stacjonarnej [151]. Trzecim jest preferencyjna adsorpcja organicznego sktadnika fazy
ruchomej na powierzchni adsorbentu i nastgpujacy podziat analitow migdzy faza ruchoma
a zaadsorbowana warstwa rozpuszczalnika organicznego [150,152,153]. Dlatego tez
oddzialywanie fazy stacjonarnej jest wynikiem dzialania nastepujacych skladnikow:
zwigzanych nie polarnych podstawnikow organicznych, zaadsorbowanych czasteczek
eluentow oraz wolnych grup silanolowych [154].

Dodatkowa czg$cia badan, realizowanych w niniejszej rozprawie doktorskiej, bylo
opisanie zaleznosci, jakie zachodza pomigdzy r6znymi wypelnieniami kolumn
chromatograficznych, a oznaczanymi zwiazkami. W tym celu elucje gradientowa opracowana
i opisang we wczesniejszym rozdziale (5.1) niniejszej pracy zastosowano do rozdzielania
mieszaniny tych samych 10 lekéw na pigciu kolumnach chromatograficznych o réznych
parametrach, roznych wlasciwosciach fizykochemicznych zt6z i pochodzacych od réznych
producentéw. Badaniom poddano nastepujace kolumny: Purospher®Star Cige (250 mm X
3 mm; 5 um) wraz z przedkolumna LiChrospher® Cig (4 mm x 4 mm; 5 pm) firmy Merck;
monolityczng Chromolith® RP-18e (100 mm x 4,6 mm) firmy Merck; LiChrosorb RP-8
(250 mm x 4 mm; 7 um) firmy Merck; TSK-GEL ODS C-18e (150 mm x 4,6 mm; 5 um)
firmy Tosoh Bioscience oraz Develosil® RPAQUEOUS-AR-5 Cz (250 mm x 4,6 mm;
5,8 um) firmy Nomura Co. Badania prowadzono na aparacie LaChrom (rozdziat 4.1)

wykorzystujac jedynie detektor DAD. W przypadku, gdy zastosowanie tej samej elucji
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gradientowej nie pozwalalo na uzyskanie rozdzielenia wszystkich zwiazkéw, elucje
modyfikowano poprzez procentowa zmiang rozpuszczalnikbw w trakcie analizy
chromatograficznej, nie zmieniano natomiast sktadu mieszaniny elucyjnej (0,05% roztwor

TFA w wodzie, metanol, acetonitryl).

5.4.1 Poréwnanie ukladow chromatograficznych z zastosowaniem kolumn

oktadecylosilanowych

Poréwnujac badane kolumny stosowano ta sama elucje gradientowa opracowana we
wezesniejszych badaniach dla kolumny Purospher®Star (tabela 4.3) zwana dalej elucja

gradientowa (I).

Tabela 5.20 Wartosci wybranych parametrow oznaczanych lekow (obliczone za pomoca

programu ALOGPS)

Leki Log P Log S PKa
Paracetamol 0,51 -1,56 9,4
Sotalol 0,85 -2,54 8,5
Metamizol 1,07 -1,76 4,0
Metoprolol 1,60 -2,82 9,7
Kwas salicylowy | 1,96 -1,09 3,0
Propranolol 3,03 -3,51 9,5
Prednizolon 1,66 -3,18 -
Deksametazon 1,93 -3,89 -
Karwedilol 3,05 -4,96 7,7
Ketoprofen 3,29 -4,08 4,5

Kolejnos¢ elucji lekow na kolumnie Purospher, dla ktérej opracowano elucje
gradientowa, jest w czg$ci zgodna z rosnacymi wartos$ciami parametru log P (tabela 5.20) za
wyjatkiem prednizolonu 1 deksametazonu, ktore pdzZniej opuszczaja kolumneg
chromatograficzna. Zwiazane jest to z tym, iz zwiazki wystepujace w postaci niejonowej
(prednizolon i deksametazon) wykazuja wigksze powinowactwo do hydrofobowej fazy

stacjonarnej anizeli do fazy ruchomej i dlatego sa eluowane za wystgpujacymi w wigkszosci
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W postaci protonowanej - propranololem i kwasem salicylowym, ktéry w tych warunkach jest
zdysocjowany.

Kolejnos¢ elucji poszczegdlnych lekow na innych kolumnach o ztozu Cig, nie zaleznie
od producenta, nie powinna ulec zmianie, gdyz mechanizm oddzialywan pozostaje bez zmian.
Jednakze warto$ci czasOw retencji w zalezno$ci od dlugosci kolumny i uziarnienia r6znia si¢
migdzy poszczegdlnymi kolumnami. Na jednej z badanych kolumn o ztozu Cig I nazwie
TSK-GEL przy zastosowaniu elucji gradientowej (1) uzyskano potwierdzenie oczekiwanych
réznic w czasach retencji (rys. 5.14). Przy zastosowaniu kolumny TSK-GEL wszystkie
badane leki eluowano z dtuzszymi czasami retencji oraz zaobserwowano koelucj¢ pomigdzy
sotalolem i metamizolem. Dluzsze czasy retencji moga wynikaé z wigkszej $rednicy kolumny

TSK-GEL 1 tym samym nizszego ci$nienia na pompie chromatografu.
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C18 LJF
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u] 2 4 & =1 10 1z "1‘1 . 16 15 Z0 22 24
Czas retencji (min)
Rys. 5.14 Chromatogramy mieszanin wzorcow lekow: , 2-sotalol, 3-metamizol,
4-metoprolol, ,  6-propranolol,  7-prednizolon,  8-karwedilol,

9-deksametazon, 10-ketoprofen zarejestrowane na detektorze DAD z zastosowaniem kolumny
Purospher®Star (C18) oraz C18 TSK-GEL
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Rys. 5.15 Chromatogramy mieszanin wzorcow lekow: , 2-sotalol, 3-metamizol,
4-metoprolol, ,  6-propranolol,  7-prednizolon,  8-karwedilol,

9-deksametazon, 10-ketoprofen zarejestrowane na detektorze DAD z zastosowaniem kolumny

TSK-GEL przed i po modyfikacji programu elucji gradientowej

Wprowadzajac niewielkie modyfikacje w programie elucji gradientowej (tabela 4.3),
uzyskano rozdzielenie wszystkich zwiazkéw w nieco krotszym czasie niz w przypadku
zastosowania elucji gradientowej (1) (rys. 5.15). Wynika to z wprowadzonych modyfikacji,
polegajacych na nieznacznym zwigkszeniu, w poczatkowych minutach analizy

chromatograficznej, zawartosci sktadnikdw organicznych fazy ruchome;.
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Rys. 5.16 Chromatogramy mieszanin wzorcow lekow: , 2-sotalol, 3-metamizol,
4-metoprolol, ,  6-propranolol,  7-prednizolon,  8-karwedilol,
9-deksametazon, 10-ketoprofen zarejestrowane na detektorze DAD z zastosowaniem kolumny
Purospher®Star (C18) oraz Chromolith® (C18 monolityczna)

Badania prowadzono rdéwniez na kolumnie monolitycznej Chromolith® Cig tego
samego producenta, co kolumny Purospher, jednakze o innej charakterystyce zloza.
W wyniku zastosowania elucji gradientowej (I) zaobserwowano w tym przypadku skrocenie
czasOw retencji, w porownaniu do kolumny Purospher, przy niewielkich zmianach
W rozdzieleniu badanych lekéw (rys. 5.16). Uzyskanie krotszych czaséw retencji
w przypadku kolumny monolitycznej wynika z tego, iz kolumna ta jest znacznie krotsza

(100 mm) anizeli kolumna Purospher® Star (250 mm).

98



6
2
5 C18 monolityczna
4 10 modyfikacja programu
7 8 elucji gradientowe;
2 il
L— \’M\ﬂ
3 4
7 10
L 8

C18 monolityczna
L0 5 R SR S N E £ S EEERE RASEH RAR A REARAERIEN LR A REAY KSR TR RE A R SR s R ER At R R Rt IR AR FAEN
o 2 4 & =1 10 1z 14 16 15 Z0 22 24

Czas retencji (min)

Rys. 5.17 Chromatogramy mieszanin wzorcéw lekow: , 2-sotalol, 3-metamizol,
4-metoprolol, ,  6-propranolol,  7-prednizolon,  8-karwedilol,
9-deksametazon, 10-ketoprofen zarejestrowane na detektorze DAD z zastosowaniem kolumny

monolitycznej Chromolith® przed i po modyfikaciji programu elucji gradientowej

Rowniez w przypadku badan prowadzonych na kolumnie monolitycznej dokonano
niewielkich zmian w programie elucji gradientowej w trakcie analizy chromatograficznej
(tabela 4.3). W celu uzyskania krotszego czasu potrzebnego na rozdzielenie badanych lekow
zwigkszono szybko$¢ przeptywu z 1 mL/min do 3 mL/min, przy niewielkiej modyfikacji
zawartosci rozpuszczalnikow w trakcie analizy, pozwalajacej na zachowanie rozdzielenia
pomiedzy lekami. Modyfikacji takiej dokonano wiedzac, ze kolumny monolityczne
charakteryzuja si¢ mniejszymi oporami przeplywu jak réwniez mniejszym ciSnieniem
wyjsciowym. W wyniku tej modyfikacji rozdzielono wszystkie leki w znacznie krotszym

czasie analizy, wynoszacym ponizej 11 minut (rys. 5.17).
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5.4.2 Poréwnanie ukladow chromatograficznych z zastosowaniem kolumny

oktylo-, oktadecylo- i triakontylosilanowej

Kolejna kolumna chromatograficzna, na ktorej prowadzono badania z zastosowaniem
elucji gradientowej (I) byta kolumna LiChrosorb RP-8. Na przedstawionym chromatogramie
(rys. 5.18) mozna zauwazy¢ koelucje, jakie zachodza pomigdzy lekami na tej kolumnie.
Zauwazono réwniez zmiang kolejnosci elucji pomigdzy niektorymi lekami. Metoprolol
koeluowano tacznie z kwasem salicylowym, propranolol zamienit kolejno$¢ -elucji
z prednizolonem, wykazujac koelucj¢ z deksametazonem, natomiast karwedilol koeluowano

wraz z ketoprofenem.
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Rys. 5.18 Chromatogramy mieszanin wzorcow lekow: , 2-sotalol, 3-metamizol,
4-metoprolol, ,  6-propranolol,  7-prednizolon,  8-karwedilol,
9-deksametazon, 10-ketoprofen zarejestrowane na detektorze DAD z zastosowaniem kolumny
Purospher®Star (C18) oraz LiChrosorb RP-8 (C8)
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Kolumny o ztozu Cg sa kolumnami o wlasciwosciach $rednio hydrofobowych
I silniejszej aktywnosci wolnych grup silanolowych z powierzchni zelu krzemionkowego,
w przeciwienstwie do kolumn o ztozu Cig, charakteryzowanych jako silnie hydrofobowe
0 mniejszej aktywnosci wolnych grup silanolowych. Dodatkowo kolumna Cg, na ktorej
prowadzono niniejsze badania nie byta przez producenta poddana procesowi end-cappingu,
w zwiazku z tym kolumna ta posiadata wigksza ilos¢ niezwiazanych grup silanolowych,
mogacych oddziatywa¢ z analitami. Wolne grupy silanolowe z powierzchni fazy stacjonarnej
moga ulega¢ czgsciowej jonizacji do =SiO’, jesli stosowana jest faza ruchoma z duza iloscia
wody. Zwiazki wystepujace prawie catkowicie w formie protonowanej (sotalol, metoprolol,
propranolol i karwedilol), w podanych warunkach analizy, silniej oddziatywuja ze
zjonizowanymi grupami z powierzchni fazy stacjonarnej, co, w przypadku niektorych z nich,
doprowadzilo do zmiany kolejnosci elucji. Wymienione zwiazki eluowano z kolumny przy
zdecydowanie dluzszych czasach retencji w poréwnaniu do kolumny Cig (Purospher) i do
czasOw retencji pozostatych lekow. Zmiany w programie elucji gradientowej nie pozwolity na
skrdocenie czasu analizy, ani na wyeliminowanie koelucji wystepujacych pomigdzy badanymi
lekami.

Kolejne badania dotyczace poroéwnania wypelnien kolumn chromatograficznych
prowadzono z zastosowaniem kolumny Develosil® Cso. Stosujac elucje gradientowa (I) na tej
kolumnie uzyskano rozdzielenie lekéw w diuzszym czasie trwania analizy (zwigkszonym do

30 minut) wraz z koelucja pomigdzy niektorymi z badanych zwiazkow (rys. 5.19).
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Rys. 5.19 Chromatogramy mieszanin wzorcow lekow: , 2-sotalol, 3-metamizol,
4-metoprolol, ,  6-propranolol,  7-prednizolon,  8-karwedilol,
9-deksametazon, 10-ketoprofen zarejestrowane na detektorze DAD z zastosowaniem kolumny
Purospher®Star (C18) oraz Develosil® Cso (C30)

Ztoze kolumny Csg jest bardziej hydrofobowe niz kolumny Cig, dlatego tez w wyniku
silniejszego oddziatywania lekéw ze zlozem kolumny wydtuzeniu ulegt czas analizy. Takze
Iw tym przypadku zauwazono zmiang kolejnosci elucji niektorych sposrod badanych
zwiazkow. Paracetamol, do tej pory eluowano pierwszy w kolejnosci z kazdej z badanych
kolumn. W przypadku kolumny Cjs paracetamol eluowano jako trzeci zwiazek. Z trojki
lekow (paracetamol, sotalol, metamizol) jedynie paracetamol, w podanych warunkach
analizy, wystepuje w 100% w formie obojetnej czasteczki. Zwiazki takie wykazuja
zdecydowanie wigksze powinowactwo do silnie hydrofobowej fazy stacjonarnej anizeli do
fazy ruchomej. Dlatego w przypadku zastosowania najbardziej hydrofobowej sposrod

badanych kolumn, paracetamol silniej oddzialywuje ze ztozem kolumny 1 jest eluowany za
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bedacymi w formie zjonizowanej, wykazujacymi wigksze powinowactwo do fazy ruchomej,
czasteczkami sotalolu i metamizolu, co prowadzi do zmiany kolejnosci elucji pomigdzy tymi
zwiazkami. Zmiang kolejnosci elucji zaobserwowano réwniez w przypadku prednizolonu
i karwedilolu. Prednizolon, podobnie jak paracetamol, wystepuje w postaci czastki oboj¢tne;j,
natomiast karwedilol w postaci protonowanej. Przy zastosowaniu silnie hydrofobowej
kolumny Csp zwiazek neutralny (prednizolon) silniej oddziatywuje ze zlozem kolumny

i eluowany jest z niej za karwedilolem.

W dalszej czgSci badan prowadzonych na kolumnie Cszy wprowadzono zmiany
w programie elucji gradientowej (tabela 4.3), dzigki czemu rozdzielono wszystkie badane

zwiazki w krotszym czasie — wynoszacym 22 minuty (rys. 5.20).
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Rys. 5.20 Chromatogramy mieszanin wzorcow lekow: , 2-sotalol, 3-metamizol,
4-metoprolol, ,  6-propranolol,  7-prednizolon,  8-karwedilol,

9-deksametazon, 10-ketoprofen zarejestrowane na detektorze DAD z zastosowaniem kolumny

Develosil® Cs (C30) przed i po modyfikacji programu elucji gradientowej
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6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

W wyniku przeprowadzonych badan opracowano nowe procedury wydzielania
wybranych lekow z probek wod powierzchniowych, jak rowniez metody ich oznaczania
W r6znych mieszaninach 1 przy zastosowaniu techniki HPLC oraz Ultra HPLC.

Leki oznaczano technika HPLC w kombinacjach:

- 101 15 wybranych lekéw z réznych grup terapeutycznych,
Leki oznaczano technika Ultra HPLC w nast¢pujacych kombinacjach:
- 101 13 wybranych lekow z r6znych grup terapeutycznych,

Oznaczanie lekéw technika HPLC prowadzono na kolumnach oktadecylosilanowych
(10 lekow obok siebie) 1 triakontylosilanowej (15 lekow obok siebie), natomiast oznaczanie
lekow technika Ultra HPLC prowadzono na krétkich kolumnach (50 mm)
oktadecylosilanowych o wuziarnieniu ponizej 2 um oraz oktadecylosilanowych
monolitycznych. W kazdej opracowanej metodzie chromatograficznej elucj¢ przeprowadzano
réznymi rozpuszczalnikami, w celu uzyskania jak najlepszego rozdzielenia badanych lekow.
W przypadku zastosowania techniki Ultra HPLC uzyskano bardzo krotkie czasy analizy, co
ma istotne znaczenie w przypadku badan rutynowych.

W ramach realizowanej rozprawy doktorskiej przeprowadzono réwniez rozwazania
nad oddziatywaniami typu faza stacjonarna — analit dotyczace mieszaniny 10 lekow.
Badaniom poddano leki, przy zastosowaniu jednakowego programu elucji gradientowej, na
kolumnach chromatograficznych o réznych wlasciwosciach fizykochemicznych. Na
wszystkich kolumnach o ztozu oktadecylosilanowym uzyskano ta sama kolejnos¢ elucji
lekow z ré6znymi czasami trwania analiz. Na kolumnie ze ztozem oktylosilanowym pojawita
si¢ koelucja pomiedzy wigkszoscia badanych zwiazkéw, dodatkowo odnotowano zmiang
kolejnosci elucji niektérych z nich, zwiazana z tym, ze leki wystgpujace w formie
protonowanej sa lepiej zatrzymywane na fazie stacjonarnej w wyniku ich oddzialywania
Z czeSciowo zdysocjowanymi wolnymi grupami silanolowymi z powierzchni fazy
stacjonarnej. Na kolumnie o ztozu triakontylosilanowym réwniez zauwazono koelucje
pomigdzy niektérymi zwiazkami, wydtuzenie czasu elucji, jak réwniez zmiang kolejnosci
niektorych z lekow. Zwiazki wystepujace w postaci obojetne] wykazuja wigksze
powinowactwo do hydrofobowej fazy stacjonarnej niz ich formy zjonizowane, dlatego

w przypadku zastosowania bardziej hydrofobowego wypehienia kolumny, odnotowano
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zmiang kolejnosci elucji. Modyfikacje programéw elucji gradientowe] poprzez zmiang
procentowej zawartosci poszczegdlnych rozpuszczalnikéw pozwolity na rozdzielenie
wszystkich badanych lekow z zastosowaniem kazdej kolumny chromatograficznej, poza
kolumna oktylosilanowa.

Opracowano takze procedury pozwalajace na wydzielenie wszystkich badanych lekow
z proébek wod powierzchniowych o objgtosci 1 L przy uzyskaniu bardzo wysokich wartosci
odzyskow, dla wigkszosci zwiazkéw przekraczajacych wartos¢ 90%. Najwyzsze wartosci
odzyskow uzyskano stosujac kolumng¢ ekstrakcyjna Oasis HLB, niewiele nizsze wartosci
odzyskéw uzyskano stosujac kolumny Bond Elut ENV oraz NEXUS.

W wyniku zastosowania opracowanych procedur i metod do oznaczania wybranych
lekow w probkach wod powierzchniowych, uzyskano informacje o obecno$ci niektorych
spos$rod badanych zwiazkéw w réznych probkach wodnych, na réznym poziomie stgzen.
Sposréd badanych lekéw najczesciej wykrywano naproksen i diklofenak. Stgzenia lekéw
w wodach powierzchniowych nie przekraczaty 1 pg/L, a wigkszo$¢ oznaczano w stosunkowo
niskich st¢zeniach — mniejszych niz 0,3 pg/L. Wigkszo$¢ badanych wod poddano analizie
zarowno z zastosowaniem techniki HPLC 1 Ultra HPLC i uzyskano podobne wyniki. Mozna
wigc oznaczenia lekow, uzyskane druga technika, uznac jako potwierdzajace ich zawartosci
na odpowiednim poziomie stgzen.

Opracowane metody moga znaleZ¢ praktyczne zastosowanie jako szybkie metody do
wykrywania zanieczyszczen wod powierzchniowych 1 $ciekoéw spowodowanych obecno$cia

badanych lekow.
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