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I. Wstep

Obecnos¢ pozostatosci farmaceutykéw w poszczegolnych ele-
mentach srodowiska moze szkodliwie wptywa¢ na rozwdj ekosyste-
mu wodnego i zdrowie cztowieka. Stosowane leki nie s3 w organizmie
catkowicie metabolizowane; zostaja zatem w wigkszosci wydalone
w swojej niezmienionej formie. Rozwdj przemystu farmaceutycznego
oraz nieprawidtowa utylizacja przeterminowanych $rodkéw, moze
dodatkowo zwigkszaé¢ prawdopodobienstwo przedostawania sie
tego rodzaju zanieczyszczen do wod powierzchniowych. Leki obec-
ne w naturalnych prébkach wodnych s3 oporne na biodegradacje,
a konwencjonalne metody oczyszczania $ciekdw nie zapewniaja ich
skutecznego usuwania [1, 2].

W poszczegolnych elementach $rodowiska moga by¢ obecne
réznorodne grupy lekéw (m.in. przeciwbdlowe, antynowotworowe,
antybiotyki) [3]. W terapii schorzen uktadu pokarmowego, s3 bardzo
czesto stosowane leki przeciwhistaminowe. Posiadaja one zdolnos¢
do hamowania nadmiernego wydzielania kwasu zotadkowego poprzez
antagonizujace dziafanie receptoréw histaminowych typu H, [4+6].
Jednym z giéwnych przedstawicieli takich lekéw jest cymetydyna
(CMT), zbudowana z heteroaromatycznego pierscienia imidazolu,
potfaczonego przez ugrupowanie polarne z reszta |-cyjano-2-metylo-
guanidynowa (Rys. 1) [7]. Cymetydyna jest zwigzkiem dobrze rozpusz-
czalnymw wodzie (logK / = 0,2) i wykazujacym zasadowe wiasciwosci
chemiczne (pKa = 7,1) [8]. Lek ten posiada w swojej strukturze m.in.
grupy aminowe, umozliwiajace tworzenie zwigzkéw kompleksowych
z jonami metali przejéciowych [9]. Cymetydyna moze tworzy¢ cztery
odmiany polimorficzne (A-D), jednak forma A omawianego zwiazku
wystepuje w preparatach farmaceutycznych [10]. Po zazyciu cymety-
dyny, niewielka ilo$¢ leku ulega metabolizmowi w organizmie, a pozo-
stafa czes¢ (ok. 70%) jest wydalana w postaci niezmienionej [ 1].

Na szerokie stosowanie CMT wskazuje obecnos¢ tego zwiazku
w prébkach srodowiskowych; zostat on wykryty m.in. w prébkach
wody z rzek i Sciekéw na Wegrzech oraz w Korei Potudniowej, z wyko-
rzystaniem ekstrakcji do fazy statej (SPE) i chromatograficznej metody
oznaczania (LC-MS/MS) [12, 13]. Niski poziom stezen tego rodzaju
zwiazkéw (rzedu ng/dm? lub ug/dm?®) w prébkach srodowiskowych
sktania do poszukiwania nowych metod wydzielania, ktére umozliwia
ich czute i selektywne oznaczenie. Wymagania takie moze spefnia¢
ekstrakcja micelarna, ktéra jest czesto stosowana do izolacji jonéw
metali i wielu zwiazkéw organicznych [14, |5]. Taka metoda wydziela-
nia przebiega z udziatem zwigzkéw powierzchniowo czynnych, ktére
po przekroczeniu krytycznego stezenia micelarnego (CMC) tworza
micele, zdolne do wigzania analitéw z fazy wodnej [16, 17].

W przedstawionych badaniach zastosowano ekstrakcje micelarna
w celu selektywnego wydzielenia cymetydyny, a nastepnie spektrofo-
tometrycznego oznaczenia tego analitu w prébce wodnej. Technike
ekstrakcji CMT przeprowadzono z udziatem anionowego surfaktantu:
dodecylosiarczanu(VI) sodu (SDS) (Rys. 2). Do ukfadu ekstrakcyjnego
wprowadzono réwniez niejonowy zwiazek powierzchniowo czynny
Tween 80 (TW-80), ktory jest polioksyetylenowang pochodna sorbi-
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tolu i kwasu oleinowego. Z przegladu literatury wynika, iz omawiana
technika ekstrakgji nie byta wczesdniej stosowana do analizy cymetydy-
ny w prébkach srodowiskowych.
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Rys. |. Wzér strukturalny cymetydyny (CMT)

Rys. 2. Wz6r strukturalny dodecylosiarczanu(VI) sodu (SDS)

2. Czesc¢ eksperymentalna

2.1. Sprzet i odczynniki

Ekstrakcje micelarna cymetydyny przeprowadzano z uzyciem
wytrzasarki (Heidolph Vibramax |10, Niemcy) i wiréwki (MPW-251,
Polska). Pomiary spektrofotometryczne wykonywano na spektrofoto-
metrze UV/VIS (200 V, U-1900, model 3 IO — 0003, Hitachi, Japonia).
Odczynniki niezbedne do przeprowadzenia eksperymentu pochodzity
z firmy Sigma Aldrich (Niemcy).

Roztwory podstawowe cymetydyny (10~ mol/dm?), dodecylosiar-
czanu(VI) sodu (0,2 mol/dm?) oraz chlorku sodu (4 mol/dm?) sporza-
dzono przez rozpuszczenie odpowiednio odwazonych ilosci tychze
substancji w 100 cm® wody redestylowanej. Roztwér podstawowy
TW-80, o stezeniu 10%, sporzadzono poprzez rozcienczenie okre-
$lonej ilosci 100% roztworu surfaktantu, woda redestylowang o obje-
tosci 100 cm®. Poprzez kolejne rozciericzenie 10% roztworu TW-80,
sporzadzono |% roztwér tego surfaktantu.

2.2. Procedura ekstrakcji micelarnej

Ekstrakcje micelarng cymetydyny przeprowadzano w probdéwce
o pojemnosci | 0cm?, do ktérejwprowadzano: 3 cm? roztworu SDS o ste-
zeniu 0,2 mol/dm?, 0,5 cm? roztworu badanego analitu (10~ mol/dm?®)
oraz 3,5 cm® roztworu chlorku sodu (4 mol/dm?®). Ekstrahowane
proébki, po uzupetnieniu do koncowej objetosci woda redestylowana,
wytrzasano manualnie przez 30 sekund, a nastgpnie wirowano przez
5 min z szybkosciag 6000 rpm. Po usunieciu fazy wodnej, warstwe
micelarna, znajdujaca sie w dolnej czesci probéwki, rozpuszczono
w 4 cm?® metanolu.

Ekstrakcje micelarng badanego analitu z udzialtem mieszaniny
surfaktantéw: SDS-u i TW-80, przeprowadzono zgodnie z powyzsza
procedura, z tym, ze do probéwki wprowadzano 2,5 cm?® roztworu
SDS (0,2 mol/dm?) oraz 0,3 cm?® roztworu TW-80, o stezeniu |1%.
Ekstrahowane probki wytrzasano mechanicznie przez 10 min, z szyb-
koscia 500 rpm. Warstwe micelarng rozpuszczano w 3 cm?® metanolu.
Pomiary absorbancji poszczegdlnych ekstraktow wykonywano przy
dtugosci fali: A = 220 nm.

Procedury ekstrakcji micelarnej zastosowano do analizy prébek
naturalnych (wéd rzecznych oraz sciekéw), pobranych z poszczegél-
nych rejonéw wojewddztwa podlaskiego (Biatystok, Suwatki).
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3. Oméwienie wynikéw

3.1. Optymalne warunki ekstrakcji micelarnej cymetydyny

Cymetydyna wykazuje wtasciwosci zasadowe, w roztworach
wodnych o odczynie kwasowym i obojetnym wystepuje w posta-
ci organicznego kationu. W zwiazku z tym, do przeprowadzenia
ekstrakcji micelarnej CMT zastosowano zwigzek powierzchniowo
czynny o charakterze anionowym: dodecylosiarczan(VI) sodu. Oma-
wiany surfaktant posiada zdolno$¢ wigzania cymetydyny poprzez
powstajace micele na zasadzie oddziatywan elektrostatycznych,
gdyz wystepuje w roztworze wodnym w postaci organicznego
anionu. Badania wstepne pokazaty, iz omawiana metoda ekstrakgji
z udziatem tego surfaktantu zapewnia efektywne wydzielenie ana-
litu. W celu dodatkowego zwigkszenia wydajnosci przeprowadza-
nego procesu wydzielania, do uktadu ekstrakcyjnego wprowadzo-
no niejonowy zwiazek powierzchniowo czynny, Tween 80. Jednak
surfaktant ten umozliwit tylko zwiekszenie wspétczynnika zatezania
CMT, gdyz otrzymane warstwy micelarne rozpuszczano w mniej-
szej ilosci rozpuszczalnika organicznego. W metanolowym roztwo-
rze, charakterystyczne pasmo absorpcji badanego analitu wystepuje
przy diugosci fali: A = 220 nm (Rys. 2).
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Rys. 2. Widmo absorpcji cymetydyny (5 - 10-° mol/dm®) w metanolu
(Mepyr = 220 nm)

CMT

Ekstrakcje micelarna cymetydyny przeprowadzano z zastosowa-
niem zwigzkéw powierzchniowo czynnych, powyzej ich krytyczne-
go stezenia micelarnego [18, 19]. W przeprowadzanych badaniach
zaobserwowano, iz ekstrakcja CMT przebiega najbardziej efektyw-
nie, gdy warto$¢ stezenia SDS jest réwna 0,05 mol/dm?, a TW-80:
0,03%. Wizualnie zaobserwowano, iz wybrane objetosci surfak-
tantéw zapewniaja odpowiednig wielkos¢ i wtasciwg konsystencje
powstajacych micel, na ktorych ksztatt wptywa takze dodatek elek-
trolitu. Po wprowadzeniu zmiennej ilosci chlorku sodu do uktadu
ekstrakcyjnego zaobserwowano, ze przy zastosowaniu roztworu
NaCl o stezeniu |,4 mol/dm?, absorbancja badanego analitu w uzy-
skanych ekstraktach jest najwyzsza (Rys. 3). Przeprowadzone ba-
dania pokazaly, iz zmiana wartosci pH ekstrahowanych prébek nie
wplywa istotnie na proces wydzielania CMT (Rys. 4). Ekstrakcje
micelarng omawianego analitu wykonywano zatem w $rodowisku
obojetnym. Dodatek do ukfadu ekstrakcyjnego mocnego kwasu,
badz zasady, powoduje zanizenie wartosci absorpcji cymetydyny.
W trakcie wykonywanych badan zaobserwowano, iz zmieniajacy
sie czas i szybko$¢ wytrzasania oraz wirowania ekstrahowanych
probek nie wplywa znaczaco na proces wydzielania CMT. Jednak
najwyzsza warto$¢ absorpcji cymetydyny w metanolowych ekstrak-
tach otrzymano, gdy czas manualnego wytrzasania prébek podczas
ekstrakeji z udziatem SDS wynosit | min, natomiast z zastosowa-
niem SDS i TW-80, zawarto$¢ probéwek wytrzasano mechanicznie
w czasie 10 min (500 rpm). Ekstrahowane prébki wirowano przez
5 min, z szybkoscig 6000 rpm.
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3.2. Podstawowe parametry analityczne metody oznaczania CMT
W przeprowadzonych badaniach wyznaczono podstawowe para-
metry analityczne metod oznaczania CMT, po jej wydzieleniu tech-
nika ekstrakeji micelarnej (Tab. ). Precyzje spektrofotometrycznych
oznaczen cymetydyny w uzyskanych ekstraktach oszacowano po-
przez wyznaczenie powtarzalnosci i odtwarzalnosci zarejestrowanych
pomiaréw absorbancji CMT. Ekstrakcje micelarng badanego analitu
o stezeniu 5 10° mol/dm® przeprowadzono réwnolegle dla dziesigciu
prébek w ciagu jednego dnia — w celu wyznaczenia powtarzalnosci
pomiaru. Odtwarzalno$¢ uzyskanych wynikéw oceniono poprzez po-
miary absorbancji CMT w ekstraktach otrzymanych w ciagu pieciu,
nastepujacych po sobie, dni. Analiza parametréw analitycznych wska-
zuje, iz opracowane procedury ekstrakcji moga by¢ zamiennie stoso-
wane przy spektrofotometrycznym oznaczaniu CMT. Granica wykry-
walnosci i oznaczalnosci oraz parametr czutosci stosowanych metod
(wyrazony przez molowy wspétczynnik absorpcji), posiadaja podobne
wartosci. Tylko przy wydzielaniu cymetydyny z udziatem mieszaniny
surfaktantéw, wspotczynnik zatezania CMT jest nieco wyzszy w po-

réwnaniu do ekstrakeji micelarnej za pomoca SDS.
Tablica |

Parametry analityczne spektrofotometrycznych metod oznaczania CMT
po ekstrakcji micelarnej z zastosowaniem wybranych surfaktantéw

Rodzaj parametru walidaciji

Ekstrakcja CMT
Z udzialem SDS

Ekstrakcja CMT
z udzialem SDS i TW-80

Réwnanie krzywej wzorcowej

y =809Ix + 0,010

y = 2362 + 0,050

Wspodtczynnik korelacji

R? = 0,999

R? = 0,999

Molowy wspéiczynnik absorpciji

8,1 - 10° dm*/mol - cm

2,4 10° dm*/mol - cm

Powtarzalnos$¢ pomiaru

(n=10) 7,3% 7,0%

Odtwarzalnos¢ 6.6% 7.3%

(h=5)

Zakres liniowosci 1,5 10~ mol/dm?® — 1,0 - 10-° mol/dm® —
1,0 - 10 mol/dm? 3,5 10 mol/dm?

Granica wykrywalnosci 2,9 - 10 mol/dm? 3,2 10 mol/dm?

Granica oznaczalnosci 8,8 10 mol/dm? 9,2 10 mol/dm?

Wspotczynnik zatezania 2,7 3,4

Odzysk analitu po ekstrakgji 99,1% 99,7%
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3.3. Analiza prébek wéd powierzchniowych i sciekéw

Podczas przeprowadzania ekstrakcji micelarnej cymetydyny
sprawdzono wplyw substancji interferujacych na proces wydzielania
i oznaczania badanego analitu. W wyniku wykonanych badan zaob-
serwowano, iz jony najczesciej wystepujace w naturalnych probkach
wodnych: NO,,, SO,*, CO.%, ClI, C,0,* oraz Fe?* nie zakiécajg analizy
badanego zwiazku. Opracowane metody wydzielania i oznaczania cy-
metydyny, zgodnie z procedura podang w podrozdziale 2.2, zastoso-
wano do sprawdzenia obecnosci tego analitu w prébkach sciekéw oraz
wody z rzek: Biata (Biatystok) i Szeszupa (Suwatki). Analiza uzyskanych
wynikéw (Tab. 2), otrzymanych za pomocg metody dodatku wzorca,
nie wykazata obecnosci CMT, na co wskazywaly uzyskane wartosci

ekstrakcyjnego odzysku (ok. 100%).
Tablica 2

Spektrofotometryczne oznaczanie cymetydyny w probkach wod
rzecznych i Sciekow po ekstrakcji micelarnej z udziatem SDS oraz

mieszaniny SDS i TW-80

Rodzaj probki Ekstrakcja cymetydyny z zastosowaniem SDS

Wprowadzona iloéé|Oznaczona ilos¢| Odzysk, %

[+)
wzorca CMT, g (wzorca CMT, pg|  (n = 3) RSD, %

Rzeka Biata 37,85 35,33 90,2 75

(Biatystok) 126,17 113,55 89,3 6,3

Rzeka Szeszupa 37,85 35,33 93,8 7,2

(Suwatki) 126,17 116,08 91,5 74

) 37,85 35,33 94,1 8,1
Scieki oczyszczone

126,17 118,6 93,3 6,0

Ekstrakcja cymetydyny z zastosowaniem SDS i TW-80

Rzeka Biata

(Bialystok) 25,23 23,97 95,4 79
126,17 113,55 89,6 78
Rzeka Szeszupa 25,23 24,73 98,2 7,1
(Suwatki) 126,17 123,65 97,3 6,4
i 25,23 23,72 94,0 6,4

Scieki oczyszczone
126,17 118,60 94,4 53

4. Whioski

Opracowane procedury wydzielania umozliwiaja efektywna izola-
cje cymetydyny z probki wodnej. Odzysk analitu po ekstrakeji przyj-
muje wartos¢ ok. 99%. Zastosowanie zwiazkéw powierzchniowo
czynnych do wydzielania badanego zwiazku umozliwia zmniejszenie
ilosci zuzycia lotnych organicznych rozpuszczalnikéw w etapie przy-
gotowania prébek do analizy. Spektrofotometryczna metoda oznacza-
nia CMT z zastosowaniem zoptymalizowanych procedur wydzielania
charakteryzuje sie szerokim zakresem liniowosci stezen, zadowalajaca
precyzja oraz niskimi wartos$ciami granic wykrywalnosci i oznaczalno-
$ci. Opracowane metody z zastosowaniem ekstrakcji micelarnej moga
by¢ z powodzeniem stosowane do oznaczania cymetydyny w prob-
kach wéd powierzchniowych.
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