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Opracowanie procedury oznaczania trzech zwigzkéw
z grupy farmaceutykdéw w préobkach moczu ludzkiego
z wykorzystaniem procedury opartej na zastosowaniu
techniki HPLC

Development of a Procedure for the Determination of Three Selected
Pharmaceuticals in Human Urine by Means of HPLC

The aim of the study was to examine the possibility of determination and optimization of
methodology for analysis of three selected drugs: trimethoprim, sulfamethoxazole and diclo-
fenac in urine using high-performance liquid chromatography, without extraction of the
pharmaceuticals to the solid phase. The chromatographic separation conditions were deter-
mined using a gradient elution system and mobile phase, which was a mixture of acetonitrile
and a phosphate buffer, allowing detection of trimethoprim, sulfamethoxazole and diclo-
fenac from 260, 210 and 310 pg/L respectively, and simultaneous determination of these ana-
lytes in the presence of urine components.

Keywords: HPLC, pharmaceuticals, urine, quantitative analysis

Wprowadzenie

Znaczna czg$¢ gldéwnych substancji biogennych (azot i fosfor) zawartych
w Sciekach miejskich pochodzi z moczu lub katu [1, 2]. Wegiel, azot i fosfor sa
gtéwnymi sktadnikami, z ktoérych oczyszcza sie Scieki miejskie przed wprowadze-
niem ich do odbiornika (np. rzeki). W ostatnich latach pojawit sie trend, w ktérym
zmierza si¢ do odseparowania tej czesci sciekow (tj. moczu i/lub katu) u zrédta ich
powstania od pozostatych $ciekow bytowych [1, 2]. Oddzielne gromadzenie tych
ostatnich i oddzielna utylizacja badz zagospodarowanie moga sprzyja¢ nie tylko
lepszej catkowitej efektywnosci usuwania substancji biogennych ze sciekow, ale
takze lepszemu wykorzystaniu i odzyskowi azotu i fosforu na przyktad do celow
nawozowych [3, 4]. Frakcja ta jednakze znacznie rdzni si¢ od typowych sciekow
komunalnych. Mocz zawiera w swoim skfadzie produkty przemiany materii, bez-
uzyteczne lub szkodliwe dla organizmu. Skiada sie¢ on w 95% z wody, a pozostate
5% stanowia sole mineralne, kwasy, zasady, substancje toksyczne. W moczu nie
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powinny znajdowa¢ sie cukry, biatka, krwinki czerwone, krwinki biale oraz bakte-
rie, jednak substancje te moga wystepowac¢ w moczu chorego cztowieka. Mocz jest
zatem materiatem biologicznym charakteryzujacym si¢ zlozonym skladem matry-
cy, przez co utrudniona jest bezposrednia analiza probek moczu bez jego wczes-
niejszej obrobki. Zaleca sie, aby probki moczu do analizy odpowiednio przygoto-
wac poprzez izolacje analitow z matrycy i ich wzbogacanie [5, 6].

Pomyst oddzielenia moczu u zrddia i jego odrebna utylizacja sg przedmiotem
licznych badan zmierzajacych do znalezienia wlasciwego i efektywnego sposobu
jej biologicznej transformacji [7-10]. Oczyszczanie lub odzysk biogenéw z moczu
za pomoca procesow biologicznych klasycznie wykorzystywanych do oczyszcza-
nia sciekow bytowych (nitryfikacja, denitryfikacja) okazaly si¢ w przypadku mo-
czu utrudnione [7, 8]. Uzyskiwanie matych efektywnosci oczyszczania wynika
gtéwnie z szybkiego wzrostu odczynu podczas rozkladu mocznika majacego inhi-
bitujacy wplyw na bakterie nitryfikacyjne. Ponadto, prawdopodobne jest, ze wyz-
sze niz w Sciekach miejskich stezenie farmaceutykéw w moczu, nierzadko maja-
cych dziatanie bakteriostatyczne, moze potegowac obserwowane zaburzenia.

Ponadto fekalia sg najwiekszym zrodtem farmaceutykow w $ciekach komunal-
nych. Farmaceutyki sa wydalane z organizmu w formie zmienionej badz pierwot-
nej i trafiaja do Srodowiska bezposrednio z fekaliami lub poprzez odprowadzane
Scieki, ktore czesto zawieraja pozostatosci farmaceutykdéw lub ich metabolitow
nieusunietych podczas procesu oczyszczania w oczyszczalni Sciekow. Zasieg
migracji i konsekwencje obecnosci farmaceutykow w srodowisku byty w ostatnich
dekadach czgstym przedmiotem badan [11-14]. Oddzielenie moczu i jego odrebne
traktowanie moze ulatwi¢ usuwanie tych zwiazkow ze $ciekow na drodze che-
micznej i/lub biologicznej.

Farmaceutyki bedace przedmiotem zainteresowania, tj. trimetoprim (TMP), sul-
fametoksazol (SMX), nalezag do grupy antybiotykow i znalazty zastosowanie kli-
niczne w leczeniu zakazen drég moczowych, uktadu oddechowego i przewodu po-
karmowego oraz zapalenia gruczotu krokowego [15]. Diklofenak (DFC) jest
natomiast niesteroidowym lekiem przeciwzapalnym stosowanym w wielu schorze-
niach zwiazanych z chorobami ukladowymi tkanki tgcznej, leczeniu zmian urazo-
wych i zapalnych tkanek okotostawowych, nerwobdlach itp. [14]. Wybrane leki
nalezg do jednych z najczesciej spotykanych lekéw oznaczanych zaréwno w Scie-
kach, jak i wodach powierzchniowych [11-13, 15]. Niezaleznie od pory roku czy
kontynentu sulfametoksazol oraz trimetoprim wystepowaly we wszystkich anali-
zowanych probkach Sciekdéw, natomiast diklofenak oznaczano w prawie kazdej
probece (> 90% probek) [11, 12, 16]. Ich obecnos¢ w $rodowisku wynika z po-
wszechnego uzycia w medycynie i weterynarii, jak tez z ich czgsciowego rozktadu
w trakcie metabolizmu czy oczyszczania sciekdw oraz faktu, ze wiele metabolitow
lekéw ma zdolnos$¢ do powrotu do formy wyjsciowej [11, 12, 17]. Istnieje co naj-
mniej kilka raportéw badan, w ktérych wybrano wilasnie sulfametoksazol, trimeto-
prim i diklofenak jako glowne farmaceutyki znajdowane w separowanym moczu
czy sciekach [18-21]. Osorio i inni [21] proponuja diklofenak jako marker zanie-
czyszczenia antropogenicznego s$rodowiska, co rowniez swiadczy o jego po-
wszechnym stosowaniu przez cztowieka.
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Znane sg rézne procedury przeznaczone do oznaczania lekow. Mozna wykorzy-
sta¢ wysokosprawna chromatografi¢ cieczowa (HPLC) [22], chromatografi¢ gazo-
wa z detektorem mas (GC/MS) [22], ultrasprawna chromatografie cieczowa
w tandemie z podwdjng spektrometriag masowa (UPLC-MS/MS) [23] czy chroma-
tografie cieczowa w tandemie z podwdjna spektrometriag mas bazujaca na elektro-
rozpylaniu (LC-ESI-MS/MS) [18]. Warunki, w jakich prowadzi si¢ analizy, zaleza
od rodzaju substancji oraz dostgpnego sprzetu. Jednoczesne oznaczanie ww. lekow
jest skomplikowane ze wzgledu na r6zng hydrofilowos¢, dlatego leki te przewaznie
sa oznaczane osobno. Przykladowe metody, warunki oraz sprzet, ktéry wykorzy-
stywano do ich analizy za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej,

przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Informacje literaturowe o metodykach oznaczania TMP, SMX lub DFC
opartych na wykorzystaniu technik chromatograficznych

Table 1. Literature information on TMP, SMX or DFC methodologies based
on the use of chromatographic techniques
Rodzaj
probki/ PIrEZ %)(;E')(;)z?- Metoda LO]I)IQ/JIO Q. Bibliografia
Analit
woda A 4 | UPLC-MS/MS: Kolumna ACQUITY msév/lﬁ(')o
rzeczna/ Turkr:o\/ap L’V UPLC BEH C18; 1 mm x 100 mm; faza TMP: [23]
SMX, TMP (Caliper) ruchoma: H,O, MeOH, CH;COOH 200 /700
HR-LC/MS/MS; Kolumna Pinnacle MAX SMX:
Scieki/ (25 cm x 4,6 mm, 4 um) (Agilent techno- 15/ 40
SMX, SPE* logies); faza ruchoma: 0,1% kwas mrow- TMP i DFC [16]
TMP, DFC kowy (A): acetonitryl (B); gradient skoko-
wy 10-90% B -/ -
SPE*: LC-MS/MS:; Kolumna 100 x 2,1 mm
Scieki syn- Oasis® ﬁLB Kinetex 2,6 pm Bi-phenyl (Phenomenex,
tetyczne/ cartridoe USA); faza ruchoma: metanol /- [20]
SMX, (Wate rgs 7 0,1% kwasem mrowkowym (A): 0,1%
TMP, DFC Sinoa oré) kwas mréwkowy (B); gradient liniowy
£ap 10+85% A
LC-ESI-MS; kolumna Kinetex® PEP 100A
roztwory SPE*: column (100 mm x 3 mm, 12,6 um); faza
wodne/ Sep-Peik ruchoma: 0,1% kwgs mrowkowy (A): ace- -/- [18]
?\I\;[I%(’ DFC cartridges . tonitryl (B); . )
R gradient skokowy dla SMX i TMP: 5+90%
B; gradient skokowy dla DFC: 10-90% B
ludzki LC-MS/MS; kolumna 150 mm x 3 mm; i ]SDIF/S(
mocz/ SPE* 3 um T3 Atlantis (Waters); faza ruchoma: /2500 [24]
SMX, faza ruchoma: metanol z 0,1% kwasem TMP:
TMP, DFC mrowkowym, nie podano parametréw elucji / 100'0
HPLC-GC-MS; Kolumna RP-C6 Pheno-
0Czyszczo- menex (250 mm x 3,2 mm); faza ruchoma
ne $cie- SPE* (DFC): H,0:CH;0H:H;P0O, 500:25:2 (A) i -/~ [22]
ki/DFC CH3CN (B); 60:40 A:B; faza ruchoma
(SMX): 80:20% A:B

* SPE, ang. Solid Phase Extraction - ekstrakcja do fazy stalej
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Izolacja i wzbogacanie jest podstawowym etapem przygotowania probek moczu
do analizy. Polega na przeniesieniu analitéw z matrycy pierwotnej (ztozony sktad)
do matrycy wtérnej z rownoczesnym usunieciem substancji przeszkadzajacych
i zwiekszeniem stezenia analitéw do poziomu powyzej granicy oznaczalnosci [5].
Che¢ sledzenia losow farmaceutykow w moczu podczas jego bakteryjnej transfor-
macji (nitryfikacja, nitritacja i czesciowa denitryfikacja i inne) wymaga opracowa-
nia odpowiedniej metody analityczne;j.

Prognozowana wartos¢ stezenia ww. lekow w separowanym moczu jest znacz-
nie wyzsza niz stg¢zenie w probkach srodowiskowych (wodach powierzchniowych,
Sciekach) analizowanych pod katem zawartosci wybranych farmaceutykow. Spo-
soby oznaczania wybranych farmaceutykow (przedstawione w tabeli 1 i inne wy-
korzystywane do analiz wéd powierzchniowych, gleby, Sciekow) umozliwiaja
oznaczanie analitow w stezeniach rzedu kilku ng/l. Taka czulosé, ktéra determinuje
korzystanie z kosztownej aparatury, nie jest wymagana w przypadku analizy me-
dium, zawierajacego anality w stezeniach od kilu do kilkuset mg/l. Wtasnie takie sa
prognozowane stezenia wybranych lekow w separowanym moczu i wynikaja one
z wielkosci dawkowania oraz stopnia metabolizowania leku (informacje podawane
w ulotkach do produktow), sredniej ilosci moczu wydalanego w ciggu doby oraz
stopnia rozcienczenia wynikajacego ze splukiwania toalety [1, 24]. Ponadto, w do-
stepnych zrédlach literaturowych nie znaleziono informacji o metodzie oznaczania
sulfametoksazolu, trimetoprimu i diklofenaku réwnoczesnie bez wczesniejszej eks-
trakcji analitow.

Opisano metodyke do oznaczania SMX, TMP i DCL. SMX i TMP oznaczano
réwnoczesnie, jednakze oznaczenie DFC wymagalo odmiennego programu elucji
gradientowej i bylo wykonywane w osobnej analizie [18]. Elucje gradientowa
o liniowym charakterze zastosowano do réwnoczesnego oznaczania SMX, TMP
i DCL [20]. Podobny rodzaj elucji stosowali takze inni autorzy, jednakze nie poda-
no, niestety, szczegélowych danych [24]. W obu przypadkach stosowano uprzed-
nio ekstrakcje lekow do fazy statej. Czas analizy wynosit od 12 do 60 minut [18,
20]. W zadnym z powyzszych przykladéw nie podano czasu retencji dla badanych
zwiazkow, a bylo ich czesto wiecej niz wskazano w tabeli 1. Zastosowanie wybra-
nej metodyki przedstawionej w publikacjach (zaktadajac, ze informacja jest rzetel-
na w kontekscie podania wszystkich parametrow metody i warunkéw elucji), dla
czesci zwigzkow skutkuje koniecznoscia wykonania weryfikacji i/lub optymaliza-
cji wybranej metody.

Celem artykutu bylo opracowanie metodyki rownoczesnego oznaczania trzech
wybranych lekéw: trimetoprimu, sulfametoksazolu i diklofenaku w moczu z wyko-
rzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej bez uprzedniej ekstrakcji
(przeniesienia analitow z matrycy pierwotnej do matrycy odbierajacej) z zastoso-
waniem innych eluentéw niz dotychczas uzywane [20]. Zastosowanie innych elu-
entdéw moze pozwoli¢ na opracowanie metody umozliwiajacej rownoczesne ozna-
czanie ww. lekow w krotszym czasie i bezposrednio w probkach zawierajacych
mocz. Pozyskiwanie danych powinno odbywac si¢ w sposob prosty, tak aby moz-
liwe bylo powszechne zastosowanie procedur badawczych, a wykorzystanie kosz-
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townej aparatury ograniczone. Pozwoli to na rozszerzenie mozliwosci badawczych
i analitycznych wigkszej liczby laboratoriow. Ominigcie etapu ekstrakcji znacznie
obnizyloby koszty catkowite analizy, a takze skrécitoby czas jej wykonania, co
uprosci metod¢ oznaczania.

1. Metodyka badan

1.1. Ogdiny schemat badan

W celu oznaczania stezenia trzech wybranych farmaceutykow wykorzystano
wysokosprawng chromatografie cieczowa (HPLC) z odwréconym ukladem faz.
Doboru i walidacji metody dokonano w czterech etapach (rys. 1). W pierwszym
etapie zastosowano izokratyczne warunki elucji, tj. stale natezenie przeplywu
strumienia fazy ruchomej, ktérej sktad nie zmieniat sie¢ w danej analizie chromato-
graficznej. Najpierw sprawdzono, jaki powinien by¢ odczyn buforu, a zarazem fa-
zy ruchomej. Dokonano rozdziatu chromatograficznego lekow, gdzie jako fazg ru-
choma wykorzystywano acetonitryl:bufor fosforanowy (pH 3) lub acetonitryl:bufor
weglanowy (pH 10). Nastepnie sprawdzono wplyw skladu fazy ruchomej na roz-
dziat lekow. Jako faze ruchomg wykorzystywano acetonitryl:bufor fosforanowy
(pH 3). Poniewaz nie stwierdzono mozliwosci zastosowania elucji izokratycznej do
oznaczenia trzech lekow réwnoczesnie, przeprowadzono kolejny etap badan. Baza
do zaplanowania drugiego etapu badan byly informacje o czasie retencji oraz
ksztatcie pikoéw wybranych lekow podczas chromatografii w uktadzie izokratycz-
nym uzyskane w etapie I.

ETAP wstepny planowanie eksperymentu
przygotowanie wzorcowych roztworow lekow
pobdri przygotowanie probek moczu
| TRI
ETAPI rézny odczyn fazy ruchomej | SMX
Fluqa DEC
izokratyczna
rézny sktad fazy ruchomej TRI+ SMX + DFC
| mocz
TRI+ SMX + DFC + mocz
ETAPII rézny sktad fazy ruchomej TRI+ SMX + DFC
Elucja
gradientowa rézny czas trwania krokéw mecs
programu elucji gradientowe;j TRI + SMX + DFC + mocz
ETAP I krzywe wzorcowe TRI+ SMX + DFC
Walidacjametody -
oznaczanie lekéw w moczu TRl + SMX + DFC + mocz

Rys. 1. Schemat badan

Fig. 1. Scheme of research
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W etapie Il zastosowano elucj¢ gradientowa fazy ruchomej, tzn. zmienny sktad
fazy ruchomej podczas jednej analizy. Celem tego etapu byla optymalizacja wa-
runkow przeprowadzenia analizy i skrocenie jej czasu. Optymalizacja polegata na
eksperymentalnym dobraniu odpowiednich stosunkow eluentéw oraz czasow trwa-
nia poszczegdlnych krokdw/poziomow gradientu. W etapie Il wykonano krzywe
wzorcowe i dokonano walidacji proponowanej metodyki analitycznej.

1.2. Surowce

Do badan wykorzystano leki: sulfametoksazol (SMX) firmy Fulka Analytical,
trimetoprim (TMP) firmy SIGMA (minimum 98% TLC) i diklofenak (DFC) firmy
SIGMA (pod postacia soli sodowej diklofenaku). Sporzadzono nastepujace roztwo-
ry wyjsciowe: SMX 120 mg/l; TMP 200 mg/l i DFC 100 mg/l. Roztwory przygo-
towano w wodzie bidestylowanej (Mili-Q) i przechowywano w lodéwce. Z tych
roztwordw przygotowywano pozostate roztwory wzorcowe lekéw o stezeniu
0,5+20 mg/I.

Bufor fosforanowy (bufor kwasny) sktadat si¢ z 0,87 g K,HPO,/1, a jego odczyn
doprowadzono do wartosci 3 za pomocag H;PO,. Bufor weglanowy (bufor zasado-
wy) zawieral 2,10 g NaHCOs/1 1 2,65 g Na,CO4/1, a jego odczyn doprowadzono do
wartosci pH 10 za pomocg NaOH. Korekty buforéw dokonywano przy uzyciu
pH-metru. Anality (SMX, TMP i DFC) sa zwiazkami, ktére w roztworach wod-
nych w zaleznosci od odczynu pH maja rézne formy jonowe, wiec uzycie buforu
jako sktadnika fazy ruchomej powodowalo oznaczanie analitéw w staltym stopniu
zdysocjowania.

Mocz otrzymano od pigciu kobiet w wieku od 24 do 56 lat, ktore kilka dni
przed pobraniem probki nie spozywaly zadnego z badanych lekéw. Mocz zbierano
przez 24 h do szklanego pojemnika i zmieszano. Przed analiza probki moczu roz-
cienczono w stosunku 1:50 i przefiltrowano przez filtr membranowy o s$rednicy
poréw 0,2 um w celu pozbycia si¢ mikrozanieczyszczen statych wystepujacych
w moczu. Rozcienczanie moczu wynika z faktu, ze separowana uryna, ktora nie
jest faczona z innymi $ciekami bytowo-gospodarczymi, jest rozcienczana woda do
sptukiwania. Stopien rozcienczenia zalezy od rodzaju zastosowanej toalety
i objetosci wody uzywanej do sptukiwania. Moze on wynosi¢ od 1:1,5 (toalety
separujace) do 1:70 (klasyczne rozwigzania).

1.3. Aparatura

Aparatura do HPLC sktadata sie z automatycznego podajnika probek ASI-100
firmy Dionex, pompy gradientowej z urzadzeniem do odgazowania probek P 580
LPG firmy Gynkotek, detektora DAD (Diode Array Detector) oraz komputera
z programem Chromeleon (wersja 6.40 SP8 Build 800). Detektor umozliwiat anali-
ze przy 4 wybranych dlugosciach fali z zakresu UV-VIS i byl wyposazony
w matryce fotodiodowa, co pozwalalo na rejestracje catego widma absorpcji anali-
tu (HPLC-UVD 340u, Gynkotek). Zastosowano kolumne Hypersil Gold firmy



Opracowanie procedury oznaczania trzech zwiazkow z grupy farmaceutykow w probkach moczu ludzkiego ... 435

Thermo Fischer Scientific o dtugosci 250 mm i $rednicy 4,6 mm wraz z przedko-
lumng o tym samym wypetnieniu i dtugosci 50 mm. Program Chromeleon wyposa-
zony jest w narzedzie spelniajace wymogi dobrej praktyki laboratoryjnej sygnali-
zujace odstepstwa w czasie retencji i ksztalcie pikow wplywajacych na doktadnos¢
analizy.

Stosowanymi skladnikami fazy ruchomej podczas analiz HPLC byly: acetoni-
tryl (POCH, s.cz.), bufor fosforanowy i bufor weglanowy (POCH, s.cz.). Po zmia-
nie sktadu fazy ruchomej kolumn¢ kondycjonowano przez okoto 20 minut w celu
uzyskania stalosci warunkow analizy. Natezenie przeplywu strumienia probki
przez kolumne wynosito 1 ml/min. Pierwsze kondycjonowanie kolumny przepro-
wadzono acetonitrylem i woda w stosunku 60:40.

Analiza widma UV-Vis w 3D wykazala, ze kazdy z lekdw ma charakterystycz-
na dtugos¢ fali, przy ktérej wykazuje maksimum absorpcji. Dla poszczegdlnych
lekow wybrano dtlugos¢ fali, przy ktorej dokonywano oznaczen: dla TMP -
210 nm, dla SMX -269 nm i dla DFC - 275 nm.

Wyznaczono parametry walidacyjne proponowanej metody oraz jej doktadnosé
i precyzje.

Wszystkie pomiary przeprowadzono w temperaturze pokojowej ok. 20° +/-2°C.

1.4. Elucja izokratyczna
1.4.1. Wplyw odczynu na analize wybranych lekow

W celu okreslenia wplywu odczynu przeprowadzono analizg procesu chromato-
graficznego rozdzielenia wybranych lekéw z zastosowaniem w fazie ruchome;j ace-
tonitrylu i buforu zasadowego (Bz) o pH 10 lub buforu kwasnego (Bk) o pH 3. Dla
kazdego z lekow i kazdego buforu wykonano po trzy analizy, za kazdym razem
stosujgc inny sklad fazy ruchomej: acetonitryl i bufor w stosunku 60:40, 40:60 lub
20:80. Stezenie lekow w badanych roztworach wodnych wynosito 10 mg/l. Probke
odniesienia stanowil mocz rozcienczony woda destylowana w stosunku 1:50.

1.4.2. Wplyw stosunku eluentow fazy ruchomej acetonitryl:bufor
na wyglgd chromatogramu wybranych lekéw

Badano roztwory wodne lekow o stezeniu 10 mg/l. Sprawdzono zmiang czasu
retencji badanych lekdw, stosujac rézne stosunki acetonitrylu do kwasnego buforu
(60:40; 55:45; 50:50; 40:60; 30:70; 20:80; 15:85; 10:90) w fazie ruchome;.

1.4.3. Oddziatywania mieszaniny lekow na wyglgd chromatogramu
wytypowanych lekéw w rozitworze wodnym i moczu

Dokonano rozdzielenia chromatograficznego mieszaniny wybranych lekéw
w roztworze wodnym i w roztworze moczu. Mocz wzbogacano lekami poprzez
rozcienczenie go wodnymi roztworami lekéw. W badanej mieszaninie wodnej oraz
w rozcienczonym i wzbogaconym lekami moczu ste¢zenie lekow wynosito 10 mg/I1.
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1.5. Elucja gradientowa

Proces chromatograficznego rozdzielania mieszaniny analitow na poszczegdlne
indywidua chemiczne prowadzono przy stalym natezeniu przeptywu strumienia
fazy ruchomej rownym 1 ml/min, a zmianie podczas jednej analizy ulegal skiad
fazy ruchomej, tj. stosunek acetonitryl:bufor fosforanowy. Zastosowano elucje
gradientowa o charakterze skokowym - izokratyczno-liniowym. Okreslenie ksztal-
tu gradientu (programu elucji) polegato na eksperymentalnym dobraniu odpowied-
nich stosunkéw acetonitryl:bufor oraz czaséw trwania poszczegdlnych krokow
gradientu, tak aby uzyska¢ rozdzielenie mieszaniny lekow i sktadnikéw moczu.
Analizg rozpoczynano od elucji izokratycznej (poziom 1), w czasie ktdrej stosowa-
no najnizszy wybrany udziat acetonirylu w fazie ruchomej. Nastepnie udziat aceto-
nitryl:bufor zmieniano liniowo do uzyskania kolejnego poziomu, w ktérym przez
pewien czas zastosowano elucje izokratyczng. W kolejnym poziomie udziat aceto-
nitrylu w fazie ruchomej byl wyzszy niz podczas poziomu poprzedzajacego. Tak
wiec w kolejnych poziomach stosowano faze ruchoma o coraz wigkszej sile elu-
cyjnej. Przykltadowy program elucji przedstawiono na rysunku 2. Poniewaz jest to
jednoczesnie pokazanie koncowego schematu zastosowanego programu elucji, za-
znaczono tu miejsca wystepowania pikéw pochodzacych od poszczegdlnych
analitow.

100 - sktadniki
90 | moczu

TMP SMX DFC

Loy

ostatecznie de 20 min
60 |
50
40
30
20

krok I | krok It [krok 11l | krok IV krok v

80 -

10

0 T T T T T T T T T T T T ]
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

czas retencji, min

udziat actonitrylu w fazie ruchomej, %

Rys. 2. Schemat programu elucji gradientowej

Fig. 2. Scheme of the gradient elution program

1.6. Walidacja metody analitycznej

W celu wyznaczenia krzywych wzorcowych analizowano roztwory mieszaniny
wybranych lekéw (zakres wartosci stezenia 0,5+20 mg/l), gdzie w kazdym roztwo-
rze wzorcowym stezenie poszczegolnych analitoéw bylo takie samo. Obliczono
réwnania krzywych kalibracyjnych dla kazdego z oznaczanych lekéw oraz okre-
Slono wartos¢ wspolezynnika determinacji. Wyznaczono granice wykrywalnosci
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(ang. limit of detection, LOD) oraz granic¢ oznaczalnosci (ang. limit of quantifica-
tion, LOQ) [25]. Jako granice oznaczalnosci przyjeto 10-krotnos¢ iloczynu
wzglednego odchylenia standardowego regresji liniowej oraz nachylenia krzywej
kalibracyjnej, natomiast granica wykrywalnosci stanowita jedng trzeciag LOQ.

Okreslono precyzje oraz doktadno$¢é wyznaczonej metody analitycznej. Przygo-
towano i poddano analizie kilka roztworow lekow w moczu - po szes¢ dla kazdego
farmaceutyku (1, 5 i 20 mg/l), w trzech powtorzeniach. Rozcienczenie moczu byto
identyczne jak we wczesniejszych etapach badan. Rozszerzong niepewnos¢ pomia-
ru policzono zgodnie z wytycznymi Konieczki i Namies$nika [26]. Jako miarg pre-
cyzji przyjeto wspotezynnik zmiennosci (CV), tj. iloraz odchylenia standardowego
i sredniej z kilku powtdrzen, wyrazony w procentach. Doktadnos¢ rowniez wyra-
zono w procentach i obliczono jako odzysk, tj. iloraz oznaczonego stgzenia i steze-
nia nominalnego.

2. Prezentacja i dyskusja wynikow

2.1. Elucja izokratyczna
2.1.1. Wplyw odczynu na wyglgd chromatogramu wybranych lekéw

Opracowanie metodyki rownoczesnego oznaczania wybranych lekéw w préb-
kach ciektych rozpoczeto od doboru odczynu fazy ruchomej. Obok acetonitrylu,
drugim sktadnikiem tej fazy byl bufor o pH 3 lub 10. Stosowanie buforu gwarantu-
je oznaczanie tych samych form jonowych farmaceutykow, w zwiazku z tym nie-
zaleznie od tego, co bedzie matryca (np. mocz, woda, Scieki), uzyskane piki po-
chodzace od analitow powinny charakteryzowac¢ si¢ tymi samymi czasami retencji.
Tabela 2 przedstawia informacje dotyczace czasu retencji uzyskanych pikoéw po-
chodzacych od analizowanych lekdéw z zastosowaniem trzech réznych faz rucho-
mych i dwdch réznych bufordw.

Tabela 2. Obecnos$é piku i czas retencji lekéw w zaleznoSci od stosunku acetonitryl:bufor
(w nawiasach podano czas retencji wyrazony w minutach) w fazie ruchomej
Table 2. The presence of the peak and the retention times of drugs depending on the ratio
of acetonitrile: buffer (in parentheses are the retention time in minutes) in the mobile

phase
TMP (210 nm) SMX (269 nm) DFC (275 nm)
A:B
Bk Bz Bk Bz Bk Bz
60:40 +(3,1) +(2.,8) +(3.9) +(2,6) +(7,6) +(3,0)
40:60 +(3.,9) +(3.,9) +(5.3) +(2,9) bd +(4,2)
20:80 +(5,0) +(9,8) +(14,4) +(3.7) bd bd

bd - brak detekcji do 30 minuty czasu trwania analizy; A - acetonitryl; B - bufor; k - kwasny;
z - zasadowy
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Zastosowanie zasadowego buforu w miejsce kwasnego powodowalo zmiang
czasu retencji oraz kolejnosci wymywania poszczegdlnych analitow z kolumny
chromatograficznej. Obecno$¢ buforu zasadowego w fazie ruchomej zmieniata
stopien powinowactwa analitow do tej fazy, a tym samym zmieniala jej site elucji.
Przyczyna tego najprawdopodobniej byla nie tylko zmiana wiasciwosci fizyko-
chemicznych fazy ruchomej, ale réwniez obecnos¢ innych form jonowych anali-
zowanych lekow ze wzgledu na zmiang¢ odczynu pH [16-18]. Nastepowalo szybsze
wymycie z kolumny SMX niz TMP. Porownujac otrzymane czasy retencji dla po-
szczegolnych lekow w zaleznosci od fazy ruchomej z uwzglednieniem takiego sa-
mego udziatu procentowego buforu (tab. 2), obserwowano najmniejsze roznice
w przypadku TMP. Przy udziale fazy nieorganicznej 40 i 60% maksima pikéw wy-
stepowaly w podobnych obszarach czasowych, natomiast przy udziale buforu za-
sadowego w ilosci 80% nastgpowato znaczne wydluzenie czasu retencji z 5,0 do
9,8 minuty. W przypadku SMX i DFC udziatl buforu zasadowego powodowat
szybsze wymywanie analitow z kolumny chromatograficznej, ich czas retencji nie
przekroczyt 4,2 min. Bioraec pod uwage umiejscowienie na chromatogramie pikow
pochodzacych od sktadnikéw moczu (2+5 minut) jedynie TMP byt oznaczalny
przy zastosowaniu fazy ruchomej z udzialem buforu zasadowego w ilosci 80%.
Zastosowanie buforu o charakterze kwasnym, z uwagi na uzyskiwane czasy reten-
cji wybranych zwigzkow, wydaje si¢ w tym przypadku znacznie korzystniejsze.
W dalszym toku badan wykorzystywano wylacznie bufor kwasny jako skladnik
fazy ruchome;j.

2.1.2. Wptyw stosunku eluentéw na wyglgd chromatogramu mieszaniny
lekéw i moczu

Badane anality maja r6zng liofilowos¢ skutkujgca réoznym powinowactwem do
fazy ruchomej, co w konsekwencji wptywa na odmienny czas retencji danego
sktadnika. W celu oznaczania wybranego analitu w obecnosci innych sktadnikow
zawartych w probce konieczne jest takie dobranie warunkéw analizy chromatogra-
ficznej (ilo$¢ i rodzaj eluentow, natezenie przeptywu strumienia fazy ruchome;,
odczyn), aby piki roznych sktadnikow nie nakladatly si¢ na siebie.

W tabeli 3 przedstawiono sktad fazy ruchomej wraz z czasem retencji lekow lub
sktadnikow moczu uzyskany podczas rozdzialu chromatograficznego. Otrzymane
wyniki dotycza warunkow natezenia przeptywu 1 ml/min. Wstepnie wyznaczono,
jaka warto$¢ natezenia przeptywu fazy ruchomej jest optymalna. Zmniejszenie na-
tezenia przeplywu strumienia fazy ruchomej do 0,5 ml/min powodowalo poszerze-
nie pikéw i ogonowanie oraz wydiuzenie czasu retencji (co jest rownoznaczne
z wydluzeniem czasu analizy), natomiast zwigkszenie natezenia przeptywu stru-
mienia fazy ruchomej do 1,5 ml/min nie powodowato wiekszych zmian w ksztalcie
piku i skracalo czas retencji. W dalszym postepowaniu analitycznym zastosowano
natezenie przeplywu strumienia fazy ruchomej 1 ml/min, obawiajac sie, ze nad-
mierne skrdcenie czasu retencji moze uniemozliwi¢ rozdzielenie pikéw poszcze-
gblnych analitéw. Nakladajace sie piki uniemozliwiaja identyfikacje i okreslenie
stezenia danego skladnika.
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Tabela 3. Oznaczalno$¢ wybranych lekéw w zalezno$ci od skladu fazy ruchomej (w nawiasach
podano czas retencji wyrazony w minutach)

Table 3. The determination of selected drugs depending on the composition of the mobile phase
(in parentheses are the retention time in minutes)

Stosunek T™P SMX DFC ( 211\:1)‘);26 .
A:Bk (210 nm) (269 nm) (275 nm) 275’nm)’
60:40 TG0 1 (3.9 +(7,6) 2441
55:45 +(3.2) @ +(19.7) T (2,4+42)
50:50 +(3.5) T (44 bd T (2,5+4.4)
40:60 T (3.9) +(5.3) bd +(2.6-4.5)
30:70 T (4.4) +(1.5) bd +(2.8+3)
20:80 T (5.0) - (14.4) bd - (2.847)
15:85 (74 * bd bd +(2,6-8)
10:90 +(15.4) % bd bd +(2.8-15.7)

bd - brak detekcji do 30 minuty czasu trwania analizy; A - acetonitryl, Bk - bufor kwasny;
*poszerzenie piku

Ze wzgledu na wlasciwoscei fizykochemiczne oznaczenie DFC (najstabsze po-
winowactwo do fazy ruchomej) okazato sie najmniej problematyczne. Przy stosun-
ku fazy ruchomej A:Bk - 60:40 detekcja piku nastgpowata w 7,6 min, a piki po-
chodzace od sktadnikow moczu pojawialy sie do czasu retencji wynoszacego
4,1 min. W przypadku SMX rozdzielenie pikow pochodzacych od tego leku od pi-
kéw pochodzacych od sktadnikéw moczu uzyskano przy zastosowaniu fazy ru-
chomej o stosunku A:Bk rdownym 40:60. Oznacza to, ze detekcje DFC i SMX za
pomoca elucji izokratycznej faza ruchoma zlozona z acetonitrylu i buforu fosfora-
nowego nalezatoby wykona¢ w dwdch odrebnych analizach. Z analizy danych za-
wartych w tabeli 3 wynika, ze zadna z badanych faz ruchomych nie umozliwia od-
dzielenia TMP od sktadnikow moczu, jezeli stosuje si¢ elucje izokratyczng. Nie
mozna takze dokonaé¢ rozdzielenia wybranych analitow podczas jednego procesu
chromatograficznego. Przy zastosowaniu stosunku A:Bk wynoszacym 15:85 oraz
10:90 nastgpowalo poszerzenie piku (wraz ze wzrostem udziatu buforu deformacja
odpowiedzi analitycznej byla wigksza), a czas retencji piku pochodzacego od tego
leku nadal znajdowat si¢ w obszarze czasu retencji obserwowanych dla sktadnikow
moczu. Pik pochodzacy od TMP, niezaleznie od zastosowanego stosunku A:BKk,
zawsze pokrywat sie z pikiem jakiego$ sktadnika moczu.

Niezaleznie od sity elucji fazy ruchomej i dlugosci fali piki pochodzace od
sktadnikow moczu pojawialy si¢ na chromatogramach przy tym samym czasie re-
tencji.

2.1.3. Oddziatywanie mieszaniny lekéw w roziworze wodnym i moczu
na ich rozdzielenie chromatograficzne

Dla wszystkich wariantow sktadu fazy ruchomej przedstawionych w tabeli 3
dokonano analiz mieszanin badanych lekéw w roztworze wodnym lub roztworze
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moczu. W zadnym przypadku nie stwierdzono zmiany czasu retencji oznaczanych
analitow, tj. byly one identyczne jak w tabeli 3.

2.2. Elucja gradientowa
2.2.1. Wptyw stosunku eluentow na wyglgd chromatogramu mieszaniny lekéw

Dobor wlasciwego programu elucji fazy ruchomej rozpoczeto od zastosowania
dwdch poziomdéw stosunku acetonitrylu do buforu fosforanowego (pH 3,0), co
przedstawiono w tabeli 4 (analiza 1-3). Czas przejscia miedzy krokami o elucji
izokratycznej w kazdym przypadku wynosil 1 minute.

Tabela 4. Wyniki rozdzielenia chromatograficznego mieszaniny SMX, TMP i DFC w warun-
kach elucji gradientowej

Table 4. Results of chromatographic separation of SMX, TMP and DFC mixtures under gradi-
ent elution conditions

Numer |  Poziom 1 Poziom 2 Poziom 3 T™MP | SMX | DFC

Analizy | A:Bk | min | A:Bk min A:Bk min Czas retencji, min
1 20:80 | 03 | 40:60 | 4+30 - - 5.1 9,9 bd
2 20:80 | 0+3 | 45:55 | 4+30 - - 5.1 9,6 253
3 20:80 | 03 | 50:50 | 4+30 - - 5.1 9.3 18,8
4 20:80 | 0+3 | 40:60 48 60:40 9+30 5.1 9.9 17,4
5 20:80 | 0=3 | 40:60 4+7 60:40 8+30 5.1 9,5 16,5
6 20:80 | 0+2 | 40:60 3+6 60:40 720 5.1 9.1 15,5
7 20:80 | 02 | 40:60 3+6 70:30 7+20 5.1 9.1 13,6
8 20:80 | 0+1 | 40:60 2+3 70:30 420 5.1 8.1 11,0

bd - brak detekcji do 30 minuty czasu trwania analizy

W tabeli 4 zawarte sa informacje na temat poszczegdlnych krokoéw programu
elucji, to jest stosunkéw skladnikdéw fazy ruchomej oraz czasu zastosowania dane-
go sktadu fazy ruchomej. Program elucji rozpoczeto od zastosowania fazy rucho-
mej charakteryzujacej si¢ stosunkiem A:Bk rownym 20:80 i trwajacej 3 minuty
(I krok programu elucji), po ktéorym w ciggu 1 minuty liniowo zwigkszono udziat
acetonitrylu do 40% (Il krok programu elucji). Kolejny krok programu elucji (krok
III) mial charakter elucji izokratycznej (A:Bk 40:60%) i trwat od 4 do 30 minut
analizy (analiza 1). Oznaczono wowczas dwa leki (TMP i SMX), a piki pochodza-
ce od sktadnikow moczu byly znacznie rozciagnigte w czasie i stykaty sie z pikiem
pochodzacym od TMP. Zwigkszajac site elucji poprzez zwigkszanie udzialu aceto-
nitrylu w trzecim kroku (izokratycznym) programu elucji (analizy 2 i 3), uzyskano
detekcje wszystkich trzech analitow, jednak ksztalt piku pochodzacego od DFC nie
byt zadowalajacy (byt rozmyty i ogonowat). Aby poprawié ksztalt uzyskiwanych
pikow, zastosowano trzeci poziom stosunku A:Bk (analizy 4-7). Ponowne zwigk-
szenie sity elucji powodowato nie tylko poprawe ksztattu piku pochodzacego od
DFC, ale rowniez skrocenie czasu analizy. Zaobserwowano rowniez, ze zmiana
czasu trwania poszczegdlnych krokdéw programu elucji wplywata na przesunigcie
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pikow pochodzacych od TMP i skladnikéw moczu. Przy zastosowaniu
2-minutowego czasu trwania poziomu | uzyskano rozdzielenie piku pochodzacego
od TMP od pikéow pochodzacych od sktadnikow moczu (w analizach 2-8 piki SMX
oraz DFC byly umiejscowione poza obszarem, w ktérym obserwowano piki po-
chodzace od sktadnikéw moczu).

W celu dalszego skrdcenia czasu analizy skrocono czas trwania poziomoéw gra-
dientu do 1 minuty (analiza 8). W wyniku tego zabiegu uzyskano nie tylko krotszy
czas analizy, ale réwniez uzyskano rozdzielenie TMP od skladnikow moczu
(zwigkszono odlegtos¢ pomigdzy pikami pochodzacymi od TMP i sktadnikéw mo-
czu). Porownujac otrzymane chromatogramy oraz obraz 3D, jak tez czas potrzebny
do rozdziatu lekow, stwierdzono, ze najlepsze i satysfakcjonujace rezultaty uzy-
skano wiasnie w tych warunkach analizy (rys. 3). Przy tak zadanej metodzie pod-
czas jednej analizy mozna rozdzieli¢ trimetoprim, sulfametoksazol i diklofenak
oraz skladniki moczu. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze ze wzgledu na rézny sktad mo-
czu w przypadku réznych dawcow (sktad moczu zalezny jest od diety i metaboli-
zmu) i z uwagi na bliskos¢ piku trimetoprimu do pikow pochodzacych od sktadni-
kéw moczu zaleca sie przynajmniej w przypadku trimetoprimu zweryfikowaé
obecnos¢ piku o czasie retencji okolo 5,1 minuty poprzez dodanie wzorca we-
wnetrznego i zwalidowanie metody. Rysunek 2 obrazuje ostateczny ksztalt gra-
dientu (programu elucji) proponowany do oznaczania SMX, TMP i DFC w mie-
szaninie podczas jednej analizy. Elucje gradientowa nalezy prowadzi¢ do momentu
wymycia wszystkich skladnikéw mieszaniny. Od 12 do 60 minuty trwania elucji
nie obserwowano pojawienia si¢ dalszych pikéw, zatem proponuje si¢ zakonczenie
trwania programu elucji po 20 minutach i przejscie do poczatkowego sktadu fazy ru-
chome;j.

skfadnjki moczu \

TT™P DFC

in € " y ya 0" 3 m

Rys. 3. Chromatogram mieszaniny lekéw i moczu od dwoch dawcow w warunkach 20:80
(1 min)—>40:60 (1 min) >70:30

Fig. 3. Chromatogram of drugs mixtures and urine from two donors under conditions of 20:80
(1 min)—>40:60 (1 min) >70:30

2.3. Wdlidacja metody analitycznej

Wyznaczone parametry walidacyjne metody przedstawiono w tabeli 5. Wyniki
okreslania precyzji i doktadnosci proponowanej metody zamieszczono w tabeli 6.



442

A. Gnida, D. Marciocha, J. Turek-Szytow

Tabela 5. Parametry walidacyjne opracowanej metody rownoczesnego oznaczania trimetopri-
mu, sulfametoksazolu i diklofenaku

Table 5. Validation parameters of the developed method for the simultaneous determination of
trimethoprim, sulfamethoxazole and diclofenac

TMP SMX SMX DCL
Zakres liniowosci, mg/1 120 1+2 2+20 120
Wspotczynnik korelacji 0,9993 0,9981 0,9990 0,9989
Nachylenie + Sa 2,383 +0,017 0,856 +0,039 0,909 +0,011 0,552 +0,005
Wyraz wolny + Sb 0,507 +0,191 0,251 +£0,054 0,173 +0,152 0,059 +0,052
LOQ, mg/l 0,80 0,63 1,67 0,95
LOD, mg/l 0,26 0,21 0,55 0,31

Sa - standardowy blad dla wartosci nachylenia, Sb - standardowy btad dla wartosci wyrazu wolnego

Tabela 6. Precyzja i dokladno$é opracowanej metody rownoczesnego oznaczania trimetoprimu,
sulfametoksazolu i diklofenaku

Table 6. Precision and accuracy of the developed method for the simultaneous determination
of trimethoprim, sulfamethoxazole and diclofenac

Analit St¢zenie nominalne Wyznaczone stezenie +U Precyzja Doktadnos¢
mg/1 mg/1 % %
TRI 1 0,935 +0,099 9,2 93
TRI 5 5,212 £0,081 1,3 104
TRI 20 20,008 +0,249 1,1 100
SMX 1 1,165 +0,039 3,0 116
SMX 5 5,006 +£0,027 0,5 100
SMX 20 20,230 +0,222 1,1 101
DFC 1,002 +0,049 44 100
DFC 5 5,120 +0,029 0,6 102
DFC 20 20,100 +£0,324 1,6 100

U - rozszerzona niepewnosé

Wartos¢ liczbowa wspdlczynnika determinacji, ktory okresla stopien dopaso-
wania krzywej do punktéw pomiarowych, byta w wiekszosci przypadkow wigksza
od 0,9950, co spetia kryterium liniowosci (PN-EN ISO/IEC 17025). Uznaje si¢
metode jako precyzyjna, jezeli wspdlczynnik zmiennosci (wzgledne odchylenie
standardowe) wynikdw oznaczania zawartosci danego sktadnika w probce nie
przekracza 3%. Dla stezen powyzej 1 mg/l warto$¢ precyzji byta zawsze wieksza
od 3% (np. dla stezenia 1,5 mg/l - wyniki nieprzedstawione w pracy). W przypadku
oznaczania trimetoprimu i diklofenaku o stezeniu 1 mg/l uzyskano mniejsza precy-
zje. Wartos¢ zgodnosci miedzy stezeniem nominalnym a wartoscia bedaca wyni-
kiem analizy (dokladno$¢ metody) zawierala si¢ w wiekszosci przypadkow
(z wyjatkiem prébek o stezeniu sulfametoksazolu i trimetoprimu 1 mg/l) w prze-
dziale 95+105%. Zakres ten stanowi kryterium doktadnosci, zgodnie z normami
ISO. Wszelkie przekroczenia kryterium precyzji czy doktadnosci dotycza wartosci
stezenia 1 mg/l, ktore jest najblizszym z analizowanych w stosunku do wartosci
granic oznaczalnosci.




Opracowanie procedury oznaczania trzech zwiazkow z grupy farmaceutykow w probkach moczu ludzkiego ... 443

Podsumowanie

Mozliwe jest rownoczesne oznaczanie trzech lekéw: trimetoprimu, sulfamet-
oksazolu i diklofenaku w roztworach wodnych czy w roztworach moczu za pomo-
ca wysokosprawnej chromatografii cieczowej, bez stosowania uprzedniej ekstrakcji
wskazanych lekéw do fazy stalej, co znacznie upraszcza metod¢ ich analizy.
Wyznaczone warunki analizy chromatograficznej z zastosowaniem elucji gradien-
towej to:

— faza ruchoma: acetonitryl:bufor fosforanowy (pH 3)
— natezenie przeptywu: 1 ml/min

Elucja gradientowa ma charakter skokowy, zlozony z krokéw o elucji izokra-
tycznej i liniowej elucji gradientowej. Program elucji ztozony jest z pigciu krokow:

krok I - A:Bk 20:80, czas trwania 1 minuta (elucja izokratyczna),
krok I - liniowe przejscie z 20 do 40% udziatu acetonitrylu, czas trwania
1 minuta (elucja gradientowa)

krok III - A:Bk 40:60, czas trwania 1 minuta (elucja izokratyczna),

krok IV - liniowe przejscie z 40 do 70% udziatu acetonitrylu, czas trwania
1 minuta (elucja gradientowa)

krok V- A:Bk 70:30, czas trwania 16 minut (elucja izokratyczna).

Granica wykrywalnosci odpowiednio dla TMP, SMX i DFC wynosi 0,24, 0,12
i 0,24 mg/l, natomiast granica oznaczalnosci dla TMP, SMX i DFC wynosi odpo-
wiednio 0,72, 0,36 1 0,72 mg/l. Czas analizy to 20 minut.

Podziekowania

Autorzy dzigkujg Recenzentom pracy za cenne wskazowki.

Literatura

[1] Rossi L., Lienert J., Larsen T.A., Real-life efficiency of urine source separation, Journal of
Environmental Management 2009, 90, 1909-1917.

[2] Larsen T.A., Gujer W., Separate management of anthropogenic nutrient solutions (human
urine), Water Science and Technology 1996, 34, 3-4, 87-94.

[3] Tuszynska A., Obarska-Pempkowiak H., Perspektywy rozwoju systeméw sanitarnych z zasto-
sowaniem toalet separujacych w Europie, Gaz, Woda i Technika Sanitarna 2008, 7-8, 42-49.

[4] Gnida A., Separacja uryny - jak? Dlaczego? I co dalej? Gaz, Woda i Technika Sanitarna 2015,
89, 10, 363-367.

[5] Polkowska Z., Koztowska K., Namiesnik J., Przyjazny A., Biological fluids as a source of in-
formation on the exposure of man to environmental chemical agents, Critical Reviews in Ana-
lytical Chemistry 2004, 34, 2, 105-119.

[6] Rutkiewicz I., Namiesnik J., Sktad moczu jako zZrédlo informacji o narazeniu zawodowym na
zwigzki organiczne, Ecological Chemistry and Engineering 2008, 15, 4, 561-585.

[71 Udert K.M., Fux C., Munster M., Larsen T.A., Siegrist H., Gujer W., Nitrification and auto-

trophic denitrification of source separated urine, Water Science and Technology 2003, 48, 1,
119-130.



444

A. Gnida, D. Marciocha, J. Turek-Szytow

[8]
[9]

[10]
[1]
[12]

[13]

[14]
[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

Maurer M., Pronk W., Larsen T., Treatment processes for source-separated urine, Water
Research 2006, 40, 7, 3151-3166.

Wilsenach J., van Loosdrecht M., Impact of separate urine collection on wastewater treatment
systems, Water Science and Technology 2003, 44, 1, 103-110.

Winker M., Are pharmaceutical residues in urine a constraint for using urine as a fertiliser?
Sustainable Sanitation Practice 2010, 3, 18-24.

Ternes T.A., Occurrence of drugs in German sewage treatment plants and rivers, Water
Research 1998, 32, 11, 3245-3260.

Ternes T., Occurrence, fate, and removal of pharmaceutical residues in the aquatic environment:
areview of recent research data, Toxicology Letters 1998, 131, 1-2, 5-17.

Batt A., Bruce I.B., Aga D., Evaluating the vulnerability of surface waters to antibiotic contami-
nation from varying wastewater treatment plant discharges, Environmental Pollution 2006, 142,
2, 295-302.

Felis E.,Wiszniowski J., Miksch K., Advanced oxidation of diclofenac in various aquatic envi-
ronments, Archives of Environmental Protection 2009, 35, 2, 15-25.

Miksch K., Felis E., Kalka J., Sochacki A., Drzymata J., Mikrozanieczyszczenia w srodowisku -
wystepowanie, interakcje, usuwanie, Rocznik Ochrona Srodowiska 2016, 18, 3.

Mohapatra S., Huang C.H., Mukherji S., Padhye L.P., Occurrence and fate of pharmaceuticals in
WWTPs in India and comparison with a similar study in the United States, Chemosphere 2016,
159, 526-535.

Garcia-Galan M.]., Diaz-Cruz M.S., Barcelo D., Identification and determination of metabolites
and degradation products of sulfonamide antibiotics, Trends in Analytical Chemistry 2008, 27,
11, 1008-1022.

Alharbi S., Price W., Kang J., Fujioka T., Nghiem Long D., Ozonation of carbamazepine, diclo-
fenac, sulfamethoxazole and trimethoprim and formation of major oxidation products, Desalina-
tion and Water Treatment 2016, 57, 60, 29340-29351.

Vasquez M., Tarapoulouzi M., Lambrianides N., Hapeshi E., Felekkis K., Saile M., Sticht C.,
Gretz N., Fatta-Kassinos D., Assessing the potential of pharmaceuticals and their transformation
products to cause mutagenic effects: implications for gene expression profiling, Environmental
Toxicology and Chemistry 2016, 35, 11, 2753-2764.

Xiao Y., Yaohari H., De Araujo C., Sze C.C., Stuckey D., Removal of selected pharmaceuticals
in an anaerobic membrane bioreactor (AnMBR) with/without powdered activated carbon (PAC),
Chemical Engineering Journal 2017, 321, 335-345.

Osorio M.V, Reis S., Lima J., Segundo M., Analytical features of diclofenac evaluation in wa-
ter as a potential marker of anthropogenic pollution, Current Pharmaceutical Analysis 2017,
13(1) 39-47.

Bendz D., Paxeus N.A., Ginn T., Loge F., Occurrence and fate of pharmaceutically active com-

pounds in the environment, a case study: Hoje River in Sweden, Journal of Hazardous Materials
2005, 122, 3, 195-204.

Kasprzyk-Hordern B., Dinsdale R.M., Guwy A.J., Multi-residue method for the determination
of basic/neutral pharmaceuticals and illicit drugs in surface water by solid-phase extraction and
ultraperformance liquid chromatography-positive electrospray ionisation tandem mass spec-
trometry, Journal of Chromatography A 2007, 1161, 1-2, 132-145.

Bischel H., Ozel Duygan D., Strande L., McArdell C., Udert K., Kohn T., Pathogens and phar-
maceuticals in source-separated urine in Thekwini, South Africa, Water Research 2015, 85, 15,
57-65.

Shrivastava A., Gupta V.B., Methods for the determination of limit of detection and limit of
quantitation of the analytical methods, Chronicles of Young Scientists 2015, 2, 1, 21-25.
Konieczka P., Namiesnik J., Estimating uncertainty in analytical procedures based on chromato-
graphic techniques, Journal of Chromatography A 2010, 1217, 882-891.



Opracowanie procedury oznaczania trzech zwiazkow z grupy farmaceutykow w probkach moczu ludzkiego ... 445

! Environmental Biotechnology Department, Silesian University of Technology
Akademicka Str. 2A, 44-100 Gliwice

2 Chemco Enterprise

Kosciuszki Str. 19, 83-033 Sobowidz

*e-mail: anna.gnida@polsl.pl

Streszczenie

Celem pracy bylo sprawdzenie mozliwo$ci i opracowanie metodyki oznaczania trzech
wybranych lekow: trimetoprimu, sulfametoksazolu i diklofenaku w moczu z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. high performance liquid chromatography,
HPLC) bez uprzedniej ekstrakeji analitow do fazy stalej. Okreslono warunki rozdzielania
chromatograficznego z zastosowaniem elucji gradientowej fazy ruchomej, ktéra byla mie-
szanina acetonitrylu i buforu fosforanowego, co pozwolilo na detekcj¢ trimetoprimu, sulfa-
metoksazolu i diklofenaku odpowiednio na poziomie od 260, 210 i 310 pg/l i rownoczesne
oznaczenie tych analitow w obecnoS$ci skladnikéw moczu.

Stowa kluczowe: HPLC, farmaceutyki, mocz, analiza ilosciowa



