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Uvod

Mezi nejcastéji aplikovana 1éCiva v mediciné patii
tzv. nenarkoticka analgetika, nékdy téz nazyvana nestero-

~~~~~

léky z této kategorie jsou pfipravky s nasledujicimi uc¢in-
nymi latkami: paracetamol, ibuprofen, kyselina acetyl-
salicylovd, diklofenak, ketoprofen a naproxen. Tyto léky
jsou vétSinou volné dostupné (tzn. bez predpisu lékare)
a maji Sirokospektralni vyuZiti.

Diklofenak (DF) je velmi casto vyuzivan nejenom
v humanni, ale i ve veterinarni medicin€. Jeho uc€innost je
vetsi nez u kyseliny acetylsalicylové a srovnatelnd nebo
dokonce vétsi nez u indometacinu nebo naproxenu. Pouzi-
va se jak pri akutnich stavech, tak dlouhodobé. Rychle
a uplné se absorbuje z traviciho traktu, vrchol plazmatické
hladiny je za 2-3 hodiny. Metabolizuje se v jatrech hydro-
xylaci a konjugaci a vyluéuje se mo¢i a zluéi'.

V dusledku rapidniho nardstu uzivani farmaceutic-
kych a hygienickych piipravkii dochédzi ke zvySovani kon-
centraci téchto latek v odpadnich vodach a tim
i k potencidlnimu nebezpeci priniku do vodniho ekosysté-
mu. Paklize jsou tyto farmaceutické vyrobky biologicky
aktivni, maji negativni vliv na vodni i suchozemské eko-
systémy a mivaji tendenci k bioakumulaci®. Koncentrace
téchto  latek naméfené v odtokovych  vodach
COV poukazuji na skutednost, ze tradiéni metody &isténi,
jako mikrobidlni degradace s koagulaci nebo flokulaci,
neposkytuji dostateCnou zaruku odstranéni téchto kontami-
nantir’ S,

Cilem prace bylo vyvinout analyticky postup pro sta-
noveni diklofenaku ve vodném roztoku pomoci UV/VIS
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Obr. 1. Strukturni vzorec diklofenaku

spektrofotometrie. Ke zvyseni citlivosti metody, je vhodné
pouziti komplexaéniho ¢inidla tak, aby vysledny komplex
absorboval ve viditelné oblasti spektra. Pro tyto tcely bylo
vyuzito octanu méd’natého (CuAc) a methylenové modfi
(MM).

Experimentalni ¢ast
Ptistroje

pH-metr InoLab WTW series (Nameco, CR), dvoupa-
prskovy UV/VIS spektrofotometr Unicam UV 500
(Thermo Spectronic, USA).

Chemikélie a standardy

Octan méd’naty (monohydrat), p.a. (Lach-Ner s.r.o.,
CR), methylenova modf, p.a. (Merci, CR), octové kyseli-
na, p.a. (Penta, CR), octan sodny, p.a. (Lachema, CR),
amoniak, 25-26% vodny roztok, p.a. (Lachema, CR),
chlorid amonny, p.a. (Lachema, CR), chloroform, pro
HPLC (Merck, SRN), sodna sul diklofenaku, 99% Cistota
(Sigma-Aldrich Chemie, Némecko).

Pracovni postupy

Priprava roztokii

Roztok octanu méd'natého o koncentraci 20 g 1™ byl
pripraven z navazky a doplnén pozadovanym mnozstvim
smési vody a 0,1 M kyseliny octové v poméru (9/1 v/v).
Roztok methylenové modfi o koncentraci 1 mmol 1" byl
piipraven ze zasobniho roztoku o koncentraci 0,3 g1
Octanovy pufr o pH 5,3 byl pfipraven z roztoku 1,4 g1
octanu sodného a konc. roztoku octové kyseliny. Amonny
pufr o pH 9,4 byl ptipraven z roztoku 141,7 g 1" chloridu
amonného a konc. roztoku amoniaku. VSechny roztoky
byly fedény deionizovanou vodou.

Identifikace a kvantifikace analytii

Pro stanoveni diklofenaku ve vodném roztoku bylo
vyuzito reakce s octanem médnatym a methylenovou
modii za vzniku komplexd, které byly nasledné extrahova-
ny do chloroformu. Podminky vzniku komplexu jsou silné
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ovliviiovany pH, a proto bylo nutné upravit vSechny vzor-
ky vody na hodnotu pH, pfi které nabyvaji absorbance
maximalnich hodnot. Proto byl z diivodu stability pH pfi-
davan, jesté pred vlastni extrakci, ke vS§em vzorkiim tlumi-
ci roztok. Pfi komplexaci s octanem méd’natym byl pouZzit
octanovy pufr (pH 5,3)” a pii pouziti methylenové modii
amonny pufr (pH 9,4)°. Pro extrakci komplexu diklofena-
ku s octanem méd’natym (DF-CuAc) provadénou v délici
nalevce byly brany nasledujici objemy roztoku: 2 ml roz-
toku DF, 3 ml roztoku CuAc, 4 ml octanového pufru
a2ml chloroformu. Po 5min intenzivniho vytfepavani
byla odebrana organicka faze a provedena nasledna extrak-
ce se stejnym objemem extrahovadla po stejnou dobu. Poté
byly oba extrakty spojeny. Pro extrakci komplexu diklofe-
naku s methylenovou modii (DF-MM) byly brany nasledu-
jici objemy roztokd: 4 ml roztoku DF, 5 ml roztoku MM,
1 ml amonného pufru a 10 ml chloroformu. Po 5 min in-
tenzivniho vytfepavani byla odebrana organicka faze
a opét provedena néslednd extrakce se stejnym objemem
extrahovadla po stejnou dobu. Oba extrakty byly opét spo-
jeny. Analyza extraktli byla provedena pomoci UV/VIS
spektrofotometrie, v kfemennych kyvetach o tloust'ce
1 cm.

Doba extrakce byla urcena experimentalng. Pfi jedno-
razové extrakci bylo provadéno vytfepani po dobu 5, 10
a 15 min. Jako vhodnéjsi se vSak ukdzalo pouziti opakova-
né extrakce ve dvou krocich po dobu 5 min, kdy bylo vzdy
dosazeno Gcinnosti nad 90 %.

Vysledky a diskuse
Komplexace pomoci octanu méd’natého
Stanoveni podminek stability komplexu

Pii proméfovani spektra komplexu DF-CuAc
v Sminutovych intervalech po dobu 20 min (obr. 2) nebyly
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Obr. 2. Stabilita komplexu diklofenaku s octanem méd’natym
po vytiepani do chloroformu v zavislosti na ¢ase; koncentrace
diklofenaku 10 g 'Y, — 0 min, ——— 10 min, - - - - 20 min
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Obr. 3. Vliv pH na tvorbu komplexu diklofenaku s octanem
méd’natym; koncentrace diklofenaku 10 g 1!, koncentrace octa-
nu méd’natého 20 g 1!
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Obr. 4. Absorpéni spektra komplexu diklofenaku s octanem
méd’'natym po vytfepani do chloroformu, p¥i pouZiti riiznych

koncentraci octanu méd’natého; koncentrace diklofenaku
10g I"!, koncentrace octanu méd’natého: — 1 g I, ——-25 g |
A F-3 AT g, ———20gl”

pozorovany vyraznéjsi zmény, a proto byly vSechny vzor-
ky prométovany ihned po extrakci do chloroformu. Pro
ovéfeni tvorby a stability komplexu bylo provedeno stano-
veni pfi riznych koncentracich pH (obr. 3) a pro dalsi mé-
feni byla vybrana hodnota pH 5,3. Pfi optimalni hodnoté
pH byla dale provedena sada méfeni s riiznymi koncentra-
cemi octanu mé&dnatého 1-50 g 17, aby mohl byt zhodno-
cen vliv nadbytku ¢inidla v roztoku (obr. 4). Na zakladé
vysledllq"l byla pro dalsi méfeni vybrana koncentrace
20g1 .
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Urceni absorpcniho maxima komplexu a vypocet kalibrac-
ni kiivky

Pro stanoveni absorpéniho maxima komplexu byl
pouzit roztok diklofenaku o koncentraci 10 g 1", Hodnota
absorpniho maxima komplexu byla urcena pfi vlnové
délce 680 nm (obr. 4). Kalibracni kfivka byla sestrojena
pro koncentrace 2-20 g 1I'! (obr. 5).

Komplexace pomoci methylenové modfi
Stanoveni podminek stability komplexu

Proméfenim spektra vyextrahované methylenové
modii byly zjistény dvé absorpéni maxima (517
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Obr. 5. Kalibra¢ni kiivka komplexu diklofenaku s octanem
méd’natym po vytiepani do chloroformu; A = 680 nm
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Obr. 6. Stabilita vyextrahovaného komplexu diklofenaku s
methylenovou modii do chloroformu v zavislosti na c¢ase;
koncentrace methylenové modii 1 mmol I'", — 0 min, — — — 10
min, - - - - 20 min, 30 min, ——— 40 min

552

Laboratorni pfistroje a postupy

a 638 nm), z nichZ vSak druhé v pofadi jiz po 10 min mé-
feni vyrazné ve spektru dominovalo. Pfi nasledném pro-
meétovani komplexu DF-MM se vsak jiz tento jev neproje-
vil (obr. 6), a proto byly vSechny vzorky proméfovany
ihned po extrakci do chloroformu. Déle byla ovétena tvor-
ba a stabilita komplexu pfi pouziti amonného pufru s riz-
nymi hodnotami pH (obr. 7). Jako nejvhodné;jsi se ukazala
hodnota 9.4.
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Obr.7.Vliv. pH na tvorbu komplexu diklofenaku

s methylenovou modii; koncentrace diklofenaku 1 mg1™', kon-
centrace methylenové modii 1 mmol 1™
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Obr. 8. Srovnani absorpénich spekter komplexu diklofenaku
s methylenovou mod¥i po vytfepani do chloroformu, pfi pou-
Ziti riznych koncentraci methylenové modfi; koncentrace

diklofenaku 2 mg 1™, koncentrace methylenové modii: — 1
mmol 1!, — — — 0,5 mmol ", - - - - 0,1 mmoll", - 0,05
mmol 1", ———0,01 mmol 1!
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Stanoveni optimalni koncentrace methylenové modri

Ze zakladniho roztoku methylenové modfi byly pri-
praveny roztoky vrozsahu koncentraci od 0,01 do 5
mmol I”' (obr. 8). Z nam&fenych dat vyplynulo, Ze pro
dal$i métfeni budou nejvhodnéjsi roztoky methylenové
modii o koncentraci 1 mmol 1", protoze pii nizsich kon-
centracich je vybarveni komplexu velmi nevyrazné a vétsi
nadbytky methylenové modii mohou zptisobovat problémy
pfi detekci vlivem blizkosti absorpcnich maxim komplexu
a nevazaného Cinidla. Dal$im problémem miiZe byt ¢astec-
na dimerizace methylenové modfi v roztoku pii vysSich
koncentracich.

Urceni absorpcniho maxima komplexu a vypocet kalibrac-
ni kiivky

Pro stanoveni absorpéniho maxima komplexu
DF-MM byly pfipraveny roztoky standardu diklofenaku
v rozpéti koncentraci 1-50 mg 1" (obr. 10). Nejprve byla
zjiSténa hodnota absorpéniho maxima nevazané methyle-
nové modii pfi vinové délce 638 nm (obr. 9). Absorpéni
maximum komplexu bylo stanoveno pii vlnové délce
653 nm.

Tabulka I
Analytické parametry stanoveni

Laboratorni pfistroje a postupy
Zavér

V této praci byl optimalizovan postup pro stanoveni
diklofenaku ve vodném roztoku, s vyuzitim dvou cinidel,
ktera s diklofenakem tvoti komplexy absorbujici zafeni ve
viditelné oblasti a naslednou detekci na UV/VIS spektrofo-
tometru. Cely postup je zaméfen na extrakci vzniklého
komplexu z vodného prostfedi do chloroformu, za pouZiti
jednoduché extrakéni techniky vytfepavani mezi dvéma
navzajem nemisitelnymi kapalinami. U obou metod byly
optimalizovany podminky vzniku a stability komplexu
(pH, doba extrakce, mnozstvi Cinidla) a uréeny hodnoty
absorp¢nich maxim. Pii pouZiti octanu médnatého byla
namétfena hodnota absorpcniho maxima pii vinové délce
680 nm a pfi pouziti methylenové modfi 653 nm. Metoda
je v praxi vyuzitelna pro sledovani diklofenaku ve vodném
prostfedi. Pfi vybéru komplexacniho ¢inidla zalezi pfede-
v§im na typu matrice a v ni piedpokladané koncentraci
analytu. Pfi pouziti methylenové modii bylo ve vodném
roztoku dosazeno limitu detekce 0,4 mg 1"'a tato metoda je
tedy vhodna i pro environmentalni vzorky (tab. I). U octa-
nu mé&d’natého je limit detekce 0,8 g1, coz metodu pii

Cinidlo Rozsah kalibrace ~LOD LOQ Opakovatelnost Uginnost extrakce
(n=5) (n=5) (n=5)
Octan 2-20gl”! 08gl" 2,7¢gl1™! 8,7 % 94,8 + 6,3 %
méd’naty
Methylenova 1-50 mg 1! 0,4 mgl™" 1,3mgl™” 11,2 % 91,8+8,6 %
modf
2 2
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Obr. 9. Absorpéni spektra methylenové modfi a komplexu
diklofenaku s methylenovou mod¥i po vytiepani do chlorofor-
mu; koncentrace methylenové modii 1 mmol 1™, koncentrace
diklofenaku: — Omg 1!, ——— I mgl™", ----5mgl™, 15
mgl!,——=20mgl", ———50mgl’
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Obr. 10. Kalibraéni kirivka komplexu diklofenaku s methyle-
novou mod¥i po vytitepani do chloroformu; A = 653 nm
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jejim praktickém vyuziti ¢astecné limituje. Na druhou
stranu se vSak jedna o mnohem selektivnéjsi reakci, a tak
se tato metoda mulze uplatnit napf. ve farmaceutickém
primyslu pii kontrole obsahu 1ékd a v dal$ich souviseji-
cich odvétvich.

zamerem

Prdace  byla vyzkumnym

RVO:68081715.
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L. Capka®, H. Zlamalova-GargoSova®, M. Vavro-
va”, and L. Urbankova® (“ Institute of Analytical Chemis-
try, Academy of Sciences of the Czech Republic,
® Department of Chemistry and Technology of Environ-
mental Protection, Faculty of Chemistry, University of
Technology, Brno; °Department of Veterinary Ecology
and Environmental Protection, University of Veterinary
and Pharmaceutical Sciences, Brno): Application of UV/
VIS Spectrophotometry in Determination of Diclofenac

The determination of diclofenac, a non-steroidal anti-
inflammatory drug, is based on its complexation with Cu
(IT) acetate and Methylene Blue followed by extraction of
the complexes into chloroform. The extract is analyzed by
UV-VIS spectrophotometry.



