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Anotation
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concerning the antiarrhythmic drug diltiazem: first, its forms, usage and metabolism
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analysis of diltiazem. In the experimental part, a HPLC method was introduced
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1 Cile prace

1)
2)

3)
4)
5)

Provést resersi na téma pouziti, formy, metabolismus 1ékového ptipravku diltiazem.
Vyhledat informace o koncentracich diltiazemu a dalSich 1ékt ze skupiny antiarytmik
v ptirodnich povrchovych vodach, ptipadné o toxicité téchto 1€¢iv na vodni organismy.
Vyhledat moznosti HPLC stanoveni diltiazemu.

Zavést HPLC stanoveni pro diltiazem na pracovisti.

Otestovat moznost fotochemického odbourdvani v homogenni fazi.



2 Uvod

2.1 Charakteristika diltiazemu

Diltiazem (Obr. 1), sumarnim vzorcem CH26N204S a systematickym nazvem
[(2S,3S)-5-[2-(dimethylamino)ethyl]-2-(4-methoxyphenyl)-4-oxo-2,3-dihydro-1,5-
benzothiazepin-3-yl] acetate podle IUPAC! (PubChem, 2022), patii mezi benzothiazepinové
blokatory vapnikovych kanali. Toto léCivo se vyznacuje vasodilatacnimi schopnostmi
(Andrisano et al., 2001) a pouziva se piedev§im pii 1éCbé hypertenze, anginy pectoris,
klasické a vazospastické, a také pifi 1écb¢é supraventrikularni tachyarytmie

(Quaglia et al., 2005).

Obr. 1: Strukturni vzorec diltiazemu (hvézdi¢ky oznacuji chiralni centra).

Diltiazem ma dvé chirdlni centra a vykazuje optickou aktivitu. MiZe se vyskytovat ve
formach cis a trans vzhledem k uspotadani vodiku, pficemz kazda z téchto forem ma dva
enantiomery (+) nebo (-). Latka, ktera se pouziva jako 1é¢ivo, je (+)-Cis-diltiazem, dalsi
stereoizomery se mohou nachazet vlékovém piipravku jako necistoty spolu
s deacetyldiltiazemem (Quaglia et al., 2005).

Pti peroralnim podani se diltiazem velmi rychle a zcela vstiebava. Z 80-90 % se vaze
na proteiny krevni plazmy, hlavné na albumin. Poloc¢as eliminace z téla je pii peroralnim
podani piiblizné 4,5 hodiny a pfi intravenéznim podani se pohybuje v rozmezi 2-5 hodin
(Buckley et al., 1990). V téle je toto 1éCivo intenzivné metabolizovano, pficemz maximalné

4% jsou vyloucena nezménéna moci (Guan et al., 2018). Pfi perordlnim podéani je
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metabolismus diltiazemu ovlivnén efektem prvniho priichodu?, vstiebava se ve stievni sténg.
Pfi intravenéznim podani diltiazem vstupuje piimo do systémového obéhu a je rovnéz dale
metabolizovan. Hlavnimi metabolity vznikajicimi v jatrech i1 v dalSich organech jsou
deacetyldiltiazem, N-demethyl-diltiazem a N-demethyl-deacetyl-diltiazem, zachovavajici si
Vv urCité mife U¢inky diltiazemu (Lefebvre et al., 1996; Buckley et al., 1990). Terapeuticky
uc¢inna davka se lisi mezi staty, celkové se pohybuje vrozmezi 90-360 mg/den
(Buckley et al., 1990).

Biologicka dostupnost diltiazemu se li§i u jednotlivych jedincl, coz miize byt
vysvétleno pravé efektem prvniho prichodu, ktery je silné variabilni (Mircioiu et al., 2019),
také ji mohou ovlivilovat bakterie, které se bézné nachézeji v mikroflofe stfeva tim, Ze
diltiazem deacetyluji (Zhou et al. 2020). Vzhledem k tomu, ze je diltiazem velmi rychle
metabolizovan, byla jeho biologickd dostupnost ve studii Hermanna et al. (1983) stanovena

V rozmezi 2474 %.

2.2 HPLC stanoveni diltiazemu

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) patii mezi nejpouzivané;si metody
ke stanovovani diltiazemu ve vzorcich. V praxi se pouziva pro stanoveni diltiazemu, jeho
metaboliti a pfibuznych latek, nebo jinych 1é¢iv, nejcastéji v kombinaci s UV detekci nebo
s hmotnostni spektrometrii (Shafi et al., 2013). HPLC stanoveni diltiazemu se provadi pfi
sledovani obsahu této latky v ptirodnich vodach (Kim et al., 2007), nebo pro zjisténi stability
a farmakokinetiky diltiazemu a dalSich od ného odvozenych struktur vznikajicich v télech
organismi (Shafi et al., 2013).

Metody stanoveni diltiazemu pomoci HPLC se 1isi pouzitou chromatografickou kolonou
(¢ili stacionarni fazi) a slozenim mobilni faze. Nejcastéji pouzivanou kolonou ve vétsing
publikaci je kolona se stacionarni fazi C18, popiipad€ C8. Nosicem stacionarni faze je v tomto
ptipad¢ silikagel, u stacionarni fdze C18 jena silikagel navazadn uhlovodikovy zbytek
s osmnacti uhliky, v pfipadé stacionarni faze C8 je uhlovodikovy zbytek osmi-uhlikaty
(Novakova et al., 2021). Kromé stacionarnich fazi s chemicky vazanymi alkylovymi fetézci
byly publikovany prace s vyuzitim CN (alkylonitrilovych) kolon (Zhao & Chow, 1989;
Malaya et al., 1990). Mobilni faze nejcasteji obsahuje rizné kombinace a poméry vodnych

roztoki soli (pufrll) a organického rozpoustédla acetonitrilu ¢i methanolu, dilezitou roli hraje

2 Efekt prvniho priichodu je jev v metabolismu 1é¢iv, kdy je koncentrace 1é€iva podstatné snizena difve, nez
1é¢ivo vstoupi do systémového obchu — latka je metabolizovana jiz béhem procesu vstiebavani.
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pH mobilni faze. Pro stanoveni je dale dulezitd optimalni vinova délka v piipadé pouziti UV
detekce, ktera se obvykle pohybuje v rozmezi 230-270 nm, a vhodné zvoleny prutok mobilni
faze (Shafi et al., 2013).

2.2.1 Moznosti HPLC stanoveni diltiazemu

Lee et al. (1991) provedli analyzu diltiazemu a jeho metabolitu deacetyldiltiazemu
Vv krevni plazmé za pouziti C18 RP kolony (300 x 3,9 mm; 10 um). Mobilni faze se skladala
z methanolu, acetonitrilu, 0,04 M bromidu amonného a triethylaminu (40/24/36/0,1, v/v/v/v)
(pH = 6,4), pratok ¢inil 1 ml/min a k detekci byla pouzita vinova délka 237 nm.

V préci Christensenové et al. (1999) byl stanovovan diltiazem a jeho tfi metabolity
(N-demethyl-diltiazem, deacetyldiltiazem a N-demethyl-deacetyl-diltiazem) v krevni plazmé.
Pro separaci byla pouzita kolona Shandon Hypersil BDS C8 RP (200 x 4 mm; 5 um). Mobilni
faze se skladala z acetonitrilu, 0,05 M vodného roztoku fosfatového pufru s hodnotou pH
upravenou na 2,9 pomoci triethylaminu a z methanolu (280/598/2/90, v/v/v/v). Pratok Cinil
1 ml/min a detekce byla provedena pti vinové délce 238 nm.

Metodu na uréeni farmakokinetiky diltiazemu v plazm¢é navrhli Li et al. (2003).
V metodé byla pouzita kolona Spherisorb C18 (250 x 4,6 mm; 10 um). Mobilni faze se
skladala z roztoku methanolu a vody (80/20, v/v) s obsahem 2,8 mM triethylaminu. Pratok
¢inil 1,2 ml/min a vinova délka detekce byla 239 nm.

Quaglia et al. (2005) ve své praci otestovali nékolik stacionarnich a mobilnich fazi pro
stanoveni diltiazemu a doprovodnych (zne€ist'ujicich latek). Nejlepsi separace diltiazemu,
a ctyt obvykle pfitomnych necistot (stereoizomery diltiazemu), bylo dosazeno s pouzitim
kolony Chromolith Performance Merck RP-18 (100 x 4,6 mm; 5 um) a mobilni faze slozené
210 mM octanu amonného s piidavkem 0,2% diethylaminu (pH = 6,58) a z acetonitrilu
(60/40, v/v). Prutok mobilni faze ¢inil 1,5 ml/min a pouzita vinova délka detekce 240 nm.

Naz et al. (2010) provedli stanoveni diltiazemu ve vodném roztoku a v krevnim séru
s pouzitim kolony Nucleosil 100-10 C18 (250 x 4,6 mm; 10 um). Mobilni faze se skladala
z acetonitrilu, methanolu a vody (10/55/35, v/v/v) s Gpravou pH na hodnotou 2,65 pomoci
kyseliny fosforecné, pouzity pritok byl 1 ml/min. UV detekce probihala pfi vinové délce
240 nm.

Pro separaci diltiazemu a Sesti jeho doprovodnych (znecistujicich) latek v praci
Chatpalliwara et al. (2012) bylo vyzkouSeno né&kolik kombinaci kolon, mobilnich fazi

a prutokti. Pro naslednou validaci byla vybrana metoda s pouzitim kolony Hypersil BDS C18



(150 x 4,6 mm; 5,0 um), mobilni faze A obsahujici vodny roztok triethylaminu (0,2%, V/v)
(pH =5,0) a mobilni faze B obsahujici acetonitril, v gradientové eluci se zménou podilu
mobilni faze B v rozmezi 22—-38 %. Pritok ¢inil 1 ml/min a detekce probihala pti vinové délce
240 nm.

Mircioiu et al. (2019) pro stanoveni diltiazemu a deacetyldiltiazemu ve vzorku krevni
plazmy pouzili kolonu Ascentis 5 C18 (150 x 2,1 mm; 5 um), mobilni fazi slozenou
2 0,025 M fosfatového pufru s 0,2% triethylaminem (pH = 2,2) a z acetonitrilu (72/28, v/v).

Pritok ¢inil 0,35 ml/min a detekce probihala pfi vlnové délce 235 nm.

2.2.2 Kritéria hodnoceni metody HPLC stanoveni
Pro zhodnoceni vhodnosti pouzité metody pro HPLC stanoveni se pouziva retenéni

faktor (k) a faktor asymetrie (As), hodnoty téchto faktorti popisuji retenci a pik analytu.

Reten¢ni faktor k, udavajici pomér rozdilu retenéniho ¢asu a mrtvého retenéniho casu

kK mrtvému retenénimu ¢asu, se vypocte podle rovnice 1,

e (1)

tm

kde trje retenéni Cas a tm mrtvy retenéni Cas.

Optimalné ma byt reten¢ni faktor v rozsahu 2—6.

Symetrii piku urcuje faktor asymetrie As, ktery se vypocte podle rovnice 2,

tp
Ac = —
ST fp

)
kde tpje $itka vzestupné ¢asti piku a fp je $itka sestupné &asti piku. Sitka je uréovana zpravidla
v 5 nebo 10 % vysky piku.

Faktor asymetrie by mél byt v rozmezi 0,8-1,5 (Novakova et al., 2021).

2.3 Diltiazem v piirodnich vodach

Bézné pouzivana 1é¢iva se dostavaji do vodniho prostifedi a mohou predstavovat riziko
pro vodni ekosystémy. Pravé diltiazem je Casto pfedepisované 1é¢ivo, které — ackoli je z velké
¢asti v organismu metabolizovano — bylo detekovdno v pfirodnich vodach po celém svété
(Kim et al., 2007).

Diltiazem se dostava do odpadnich vod diky vylucovani ¢lovékem nebo napiiklad kvtili

$patné likvidaci zbytkd Iékovych piipravki. Cisticky odpadnich vod oviem vétsinou nedokazi



odstranovat mald mnozstvi velmi riznorodych farmaceutickych latek, a proto se nasledné tyto
latky dostavaji do povrchovych vod a mohou negativné ovliviiovat vodni ekosystémy. Naopak
vzhledem k desinfek¢nim procesiim cCistiek mohou byt 1é¢iva pozménéna a jejich produkty
mohou mit dalsi nezddouci ucinky (de Barros et al., 2018).

Zjisténé koncentrace diltiazemu se na riiznych mistech 1i$i — zatimco v tekoucich vodach
maji vétSinou maximalné hodnotu v jednotkach ng/l, v odpadnich vodach mohou ptesahovat
stovku ng/l (Steinkey et al., 2019).

Kasprzyk-Hordern et al. (2008) ve své praci zkoumali koncentrace ruznych lé¢iv
v fekéch Ely a Taff v jiznim Walesu po dobu 10 mésicii. Mezi antiarytmika zkoumana v této
praci pattily diltiazem, propranolol, metoprolol, atenolol. V fece Taff byly zjistény maximalni
koncentrace diltiazemu 49 ng/l, propranololu 40 ng/l, metoprololu 11 ng/l a atenololu
560 ng/l. V tece Ely byly zjistény maximalni koncentrace diltiazemu 65 ng/l, propranololu
91 ng/l, metoprololu 12 ng/l a atenololu 527 ng/l.

Scott et al. (2016) ve své praci uvadéji koncentrace 1éCivych piipravki zjisténych
v nékolika oblastech Mexického zalivu v Texasu. Nejvys$si naméfena koncentrace diltiazemu
¢inila 30,9 ng/l v povrchovém vzorku v zimé roku 2013. Dalsi nalezené antiarytmikum byl
atenolol, s koncentraci 130 ng/1 na jafe 2013.

V Turecku byla v odpadnich vodach zjisténa nejvyssi koncentrace diltiazemu 14,5 ng/I
(Komesli et al., 2015).

Batt et al. (2016) ve svém vyzkumu vodnich tokd ve Spojenych statech americkych
zjistili pfitomnost diltiazemu v koncentraci az 56,8 ng/l a také pritomnost jeho metabolitu,
demethyl-diltiazemu, v koncentraci 16,8 ng/l. Verapamil, ktery patii do stejné skupiny 1éki
jako diltiazem, se vyskytoval v maximalni koncentraci 35,8 ng/I.

V povodi feky Paraopeba v Brazilii byla zjisténa nejvys$si koncentrace diltiazemu

0 hodnot¢ 170,8 ng/l (de Barros et al., 2018).

2.4 Toxicita diltiazemu na vodnich organismech

Funkce 1é¢ivych ptipravkll je vétSinou stejnd nebo podobnd u vodnich organismil
zivocisné fiSe jako u cloveka. Diltiazem, nachézejici se ve vodnim prostiedi, tedy velmi
pravdépodobné ovliviiuje Zivotni procesy vodnich organismil, které jsou zavislé
na koncentraci vapenatych iontl (Steinkey et al., 2019).

Maly planktonni kory$ hrotnatka velka (Daphnia magna) je Siroce pouzivanym

organismem ke studiim kontaminace Zivotniho prostfedi z divodu dobrych bioindika¢nich



schopnosti a citlivosti na mnoho kontaminantti. Jako modelovy organismus pro studium vlivu
diltiazemu byla pouzita napt. v praci Steinkeyho et al. (2019), kde bylo prokazéno navyseni
srdeéni frekvence o 12 % u jedinct D. magna vystavenych koncentraci 500 ng/l diltiazemu po
dobu dvou dnii. Od koncentrace diltiazemu 5 pg/l zacala srdecni frekvence klesat, pficemz
dosahla snizeni az o 14 % pfi koncentraci 100 pg/l diltiazemu. Pii koncentraci diltiazemu
1 ng/l se vyznamné navysila spotieba kysliku (0 48 %) a zvysila se i rychlost metabolismu.
Pti vystaveni diltiazemu po dobu Sestnacti dnti se snizil pocet potomki a zvétsilo se jejich télo.

Kim et al. (2007) ve své studii stanovili u D. magna tzv. stiedni letalni koncentraci,
ozna¢ovanou LCso, tedy koncentraci, kdy za stanovené obdobi uhyne 50 % jedincu.
Pti ¢tyfdennim vystaveni dafnii diltiazemu c¢inila LCso 8,2 mg/l, pii dvoudennim vystaveni
diltiazemu 28 mg/I.

Prace Alloucheho et al. (2022) prokazala u meiobentickych® hlistic, zastoupenych
ponejvice druhy Metoncholaimus pristiurus, Oncholaimus campylocercoides a Anticoma
eberthi, ze pfi vystaveni diltiazemu jiz v koncentraci 1,8 pg/l doslo k vyznamnému snizeni
pocetnosti populace hlistic, dale snizeni velikosti potomkd a navySeni podilu samic
Vv potomstvu. Zvyseni koncentrace na 1,8 mg/1 vysledny efekt vyrazné neprohloubilo.

Ve studii Rosové et al. (2018) byly stanoveny akutni hodnoty stfedni t¢inné (efektivni)
koncentrace ECso pro organismy Vibrio fischeri (svétélkujici bakterie) 704 mg/l, Daphnia
magna 165 mg/l, Selenastrum capricornutum (zelena ftasa) 9,6 mg/l a Danio rerio
(sladkovodni kaprovita ryba) 51 mg/l.

U sladkovodni vychodoasijské ryby medaky japonské (Oryzias latipes) byla stanovena
akutni letalni koncentrace LCso za 48 hodin 25,6 mg/l (Kim et al., 2007). Pii vystaveni
koncentraci 0,03 pg/1 diltiazemu, ktera se miize bézné vyskytovat ve vodnim prostiedi, v praci
Steinbacha et al. (2016), byly u medaky japonské prokazany zmény v krvi, zabrech, ledvinach

a jatrech.

2.5 Fotochemické odbouravani diltiazemu

Garcia et al. (1998) ve své praci vystavili vodny roztok diltiazemu dennimu svétlu
(v 1ét¢), laboratornimu svétlu a svétlu ze sodikové vybojky (emituje vinové délky 589,0 nm
a589,6 nm) po dobu 12 hodin. Ani Vv jednou piipadé nebyl zaznamenan zadny ubytek

diltiazemu, k fotodegradaci tudiz za téchto podminek nedochazelo.

vvvvvv
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Andrisano et al. (2001) ve své studii ozafovali vzorky diltiazemu (500 mg/l) v roztocich
pufri o pH =4,0; 7,4; 9,0 xenonovou vybojkou (vzorky byly umisténé v kiemennych
kyvetach) po dobu 15 hodin. Zjistili, Ze hodnota pH vyznamné ovliviiuje fotodegradaci
roztoku, rozdil je v poctu fotoprodukti i v komplexnosti reakce —pii vy$Sim pH se
na odbouravani podileji jak fotodegradace tak hydrolytické procesy. Hlavnim produktem
fotodegradace se ukazal byti diltiazem-S-oxid.

Sadeghi et al. (2013) vystavili vodny roztok diltiazemu (100 mg/1) zafeni UV-C oblasti
(zafeni o vlnové délce 254 nm) po dobu 4 hodin. Za téchto podminek bylo odbourano
cca 52 % diltiazemu. Pfi nefotochemickém oxida¢nim odbourdvani pasobenim 3% H20>
po dobu 4 hodin, ubylo asi 11 % diltiazemu. Degrada¢nim produktem byl deacetyldiltiazem.

Oxida¢ni degradaci diltiazemu pilisobenim 3% peroxidu vodiku popisuje také
Chatpalliwar et al. (2012). Pfi zvySené teploté (80 °C) bylo za 1 hodinu odbourano 57 %
diltiazemu, degradacnim produktem byl stejné jako v praci Sadeghiho et al. (2013)
deacetyldiltiazem.

Zhu et al. (2015) pouzili k ozafovani roztoku diltiazemu o koncentraci 1,0 mg/I
a neutralnim pH nizkotlakou rtutovou lampu (vyzafujici zafeni o vlnové délce 254 nm).
Zjistili, Ze se tvori celkem ctyfi degradaéni produkty. VSechny se objevily jiz po 1 minuté
ozafovani, dva (deacetyldiltiazem a deacetoxy-diltiazem) dosahly maxima po 15 minutach
ozafovani, poté dochdzelo k jejich rozkladu. U zbylych dvou produkti
(N-desmethyl-diltiazem a deacetyl-desmethoxyphenyl-diltiazem) dochazelo ke kontinualni
akumulaci v reakéni smési. Rychlostni konstanta fotolytické degradace diltiazemu byla
0,044 min™.



3 Materialy a metody

V experimentalni casti prace byly pouzity nésledujici chemikalie:
e diltiazem hydrochlorid — > 99% (pH = 5,95) (Sigma Aldrich)
e methanol pro HPLC (Merck)

e acetonitril pro HPLC (Merck)

e oOctan amonny p. a. pro HPLC (Fluka)

e kyselina mravenci p. a. 98-100% (Merck)

e milli-Q® voda

e chlorid Zelezity hexahydrat Cisty (Penta)

e 1,10-fenantrolin (Lach-ner).

Stanoveni diltiazemu probihalo na kapalinovém chromatografu Dionex UltiMate 3000
Thermo Scientific, ktery byl vybaven spektrofotometrickym detektorem s diodovym polem
PDA 3000 RS. V pribé¢hu méfeni a vyhodnocovani namétenych dat byl pouzivan ovladaci
program Chromeleon. V prubéhu vyvoje metody byly pouzity dvé rizné kolony — kolona
ARION PLUS C18 (150 x 3 mm;5 um), vyrobce Chromservis a kolona LUNA C18
(250 x 4,6 mm; 5 um), vyrobce Phenomenex. HPLC stanoveni probihalo pfi teploté
kolonového prostoru 30 °C, s pritokem 0,75 ml/min nebo 1 ml/min, velikost nastiiku byla
20 pl a eluce byla izokraticka. UV detektor byl nastaven na detekci ve vinovych délkach 230,
240, 250 a 260 nm (Shafi et al., 2013).

Pro vyvoj metody a dalsi pokusy byl pouzit roztok standardu diltiazemu v ultracisté
vodé¢ o koncentraci 50 mg/I.

V priibéhu vyvoje a optimalizace metody, byla pouzita nasledujici sloZzeni mobilni
faze (MF) A, B, C:

e MFA:
o voda okyselena kyselinou mravenci (pH = 2,0; 2,6; 2,9)
o 10 mM octan amonny ve vodé (pH = 6,5)

e MFB:
o methanol, resp. methanol + 1 obj. % kyseliny mravenci
o acetonitril

e MFC:

o acetonitril.



UV-VIS spektra byla méfena na pfistroji Shimadzu UV-1601 s pouzitim softwaru
UV Probe.

Ozatovani bylo provadéno v reaktoru Rayonet RPR 100, ktery byl osdzen 14 lampami
RPR 3000 A, emitujicimi zafeni v rozmezi 250-350 nm. Vzorky byly ve sklenénych
kyvetach, opatfenych vickem, které¢ odstranuji zareni o vinovych délkach kratsich nez 300 nm.

Fotoredukce zelezitych ionti byla sledovana spektrofotometricky pomoci tvorby
komplexu skomplexa¢nim ¢inidlem 1,10-fenantrolinem. Absorbance byla méfena
na spektrofotometru JEN-WAY 6300.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Vyvoj a optimalizace HPLC stanoveni diltiazemu

Vyvoj a optimalizace metody byly provedeny na zaklad¢ jiz publikovanych metod
(Quaglia et al., 2005, Shafi et al., 2013).

Cilem bylo najit takové podminky separace, to znamena takovou kombinaci
stacionarni faze, slozeni a pratoku mobilni faze, teploty kolonového prostoru, velikosti
nastiiku a vlnové délky UV detekce, aby bylo dosazeno optimalniho reten¢niho faktoru
analytu, a aby byl pik analytu tizky a symetricky. V piipadé¢ této analyzy bylo vhodnéjsi zvolit
vys§i retenéni faktor (4-6), z divodu tvorby fotodegrada¢nich produkti, které mohou mit nizsi
retencni Cas nez diltiazem.

Protoze v pracich zabyvajicich se HPLC stanovenim diltiazemu byla pouzivana
predevsim kolona C18 (Lee etal., 1991; Li et al., 2003; Quaglia et al., 2005; Naz et al., 2010;
Chatpalliwar et al., 2012; Mircioiu et al., 2019), byla v ptedlozené bakalaiské praci pro vyvoj
a optimalizaci HPLC stanoveni diltiazemu jako prvni pouZita patnacticentimetrova kolona
ARION PLUS C18 steplotou kolonového prostoru 30 °C, prautokem mobilni faze
0,75 ml/min. Nastiik vzorku ¢inil 20 pl a jako prvni mobilni faze byla pouZita voda okyselena
kyselinou mraven¢i na pH = 2,9 a 100% methanol (Sultana et al., 2010). Byl sledovan vliv
obsahu methanolu (50-20 obj. %) na reten¢ni faktor analytu a na tvar piku. SniZovani obsahu
organické mobilni faze vedlo ke zvySovani hodnoty reten¢niho faktoru z hodnoty 0,4 pro
mobilni fazi s 50 obj. % methanolu az na hodnotu vetsi nez 16,3 pro mobilni fazi s 20 obj. %
methanolu. Niz§i obsah organické faze vSak vedl k vyraznému rozSifovani piku analytu
a k deformaci tvaru piku.

Pouziti 40 0bj % okyseleného methanolu vedlo ke zvySeni reten¢niho faktoru
na hodnotu 2,8. Faktor asymetrie byl pro analyzy s pfijatelnou retenci analytu vysoky, coz
znemoznovalo vyuziti metody pro analytické ucely.

Pouziti kyselejsi vodné mobilni faze (pH =2,0) v kombinaci s okyselenym
methanolem vedlo k vyraznému zvyseni retencniho ¢asu analytu, reten¢ni faktor byl vétsi néz
13,4 pti pouziti 30 obj. % methanolu. Optimalniho snizeni reten¢niho faktoru nebylo dosazeno
ani zvySovanim podilu organické mobilni faze, ani kombinaci vodné mobilni faze (pH = 2,0)

s neokyselenym methanolem.
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Ani ptidavek acetonitrilu jako mobilni faze C (MFC) (Naz et al. 2010) do mobilni faze
nevedl k dosazeni optimalniho reten¢niho faktoru a symetrie piku. Proto bylo rozhodnuto
pouzit jinou kolonu.

Pro kolonu LUNA C18 byly pfi priutoku 1 ml/min pouzity dvé rizné kombinace MFA
a MFB. Voda s obsahem kyseliny mravenci (50 obj. %, pH = 2,6) a methanol (50 obj. %)
vedly k retencnimu faktoru 4,3, faktor asymetrie (1,8) nebyl vyhovujici.

Dale byl na zaklad¢ publikace Quaglia et al. (2005) zvolen jako MFA 10 mM roztok
octanu amonného (pH = 6,5) s podilem v mobilni fazi 60 obj. % a acetonitril jako mobilni faze
B (MFB). Retencni faktor ¢inil 4,0. Pti pouziti methanolu jako MFB byl reten¢ni faktor vetsi
nez 10.

Toto sloZzeni mobilni faze (roztok octanu amonného v kombinaci s acetonitrilem
¢i methanolem) se ukazalo jako vhodné slozeni pro zajisténi dostateéného reten¢niho faktoru,
ale protoze pro kolonu o délce 25 cm byl reten¢ni Cas analytu pfili§ vysoky, bylo rozhodnuto
zkusit toto slozeni pro kratsi kolonu.

Pro dalsi optimalizaci metody byla pouzita patnacticentimetrova kolona ARION PLUS
C18, sprutokem mobilni faze 1 ml/min a nastiikem 20 ul. Byl sledovan vliv poméru
mobilnich fazi A a B na reten¢ni ¢as analytu, tedy na hodnotu reten¢niho faktoru.

Pii pouziti 40 obj. % acetonitrilu jako mobilni faze B (MFB) bylo dosazeno
optimalniho reten¢niho faktoru 4,9. Z ekonomického hlediska i z hlediska zivotniho prostiedi
by byla zadouci nahrada acetonitrilu za methanol (Sadeghi et al., 2013). Proto byl sledovan
vliv obsahu methanolu jako MFB (40-80 obj. %) na reten¢ni faktor a tvar a intenzitu piku.
Zvysovani obsahu methanolu v mobilni fazi vedlo ke zvySovani intenzity piku, ale sou¢asné
ke snizovani retenéniho faktoru (Obr. 2).

Kromé¢ intenzivniho piku diltiazemu byl v chromatogramech ptitomen vzdy i druhy
pik. Tento pik mutize pfedstavovat nékterou, resp. nékteré z doprovodnych latek diltiazemu
(Quaglia et al., 2005; Chatpalliwar et al., 2012; Mircioiu et al., 2019).

Vsechna méfeni v pribéhu optimalizace metody byla provadéna pii ¢tyfech riznych
vinovych délkach a na zaklad¢ intenzity piku pro rizné vinové délky a absorpéni spektra byla
pro vlastni analyzy vybrana vinova délka 240 nm.

Zavislost retencniho faktoru na sloZeni mobilni faze pro metodu s pouzitim MFA
10 mM roztoku octanu amonného a MFB 100% methanolu na koloné¢ ARION PLUS C18 je

znazornéna na Obr. 2.
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Obr. 2: Vliv sloZeni mobilni faze na reten¢ni faktor a faktor asymetrie. MFA — 10 mM roztok
octanu amonného (pH = 6,5); MFB — 100% methanol. VIlnova délka detekce 240 nm.

Parametry finalni zvolené optimalizované metody, kde bylo dosazeno reten¢niho
faktoru 4,2 a faktoru asymetrie 1,1, s mobilni fazi s 35 obj. % MFA — 10 mM roztok octanu
amonného a MFB — 100% methanol, ktera byla pouzita pro dalsi experimentalni praci, jsou

uvedeny v Tab. I.

Tab. I: Parametry zvolené metody pro HPLC analyzu vodného roztoku diltiazemu.

Nézev parametru Parametr
Kolona ARION PLUS C18 (150 x 3 mm; 5 um)
Teplota kolonového prostoru 30 °C
MFA 10 mM roztok octanu amonného
MFB 100% methanol
pomér MFA/MFB 35/65 (v/v)
Pratok MF 1 ml/min
Objem nastiiku 20 pl
VInova délka detekce 240 nm

4.2 Fotochemicka degradace diltiazemu

Pro fotochemickou degradaci diltiazemu byly zvoleny svételné podminky relevantni
pfirodnim podminkam, kterym jsou vystaveny povrchové pfirodni vody. Na zemsky povrch

dopada hlavné¢ infracervené a viditelné slunecni zafeni, ultrafialové zafeni tvoii jen cca 8 %

zafeni o vysokych energiich (tedy kratkych vlnovych délkach), na zemsky povrch se ale
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dostane z kratkovlnného zateni pouze UV-B zafeni, tedy zafeni o vlnové délce nad 280 nm
(Fondriest, 2014), krat$i vinové délky jsou pohlceny atmosférickym ozénem. Proto byla
k ozafovani pouZita jen Cast oblasti vyzafované lampami fotochemického reaktoru v rozmezi
300-350 nm (ozarovani v kyvetach z optického skla uzavienych vickem).

Z absorp¢niho spektra, zobrazeného na Obr. 3, je patrné, Zze samotny diltiazem ma v UV
oblasti né€kolik absorpcnich maxim, ovSem v oblasti nad 300 nm absorbuje minimalné.
V piirodnich vodach se vyskytuji ionty kovi. Z katalyticky aktivnich je nejhojnéjSim kovem
zelezo, které se vyskytuje v povrchovych vodach az do koncentraci jednotek mg/I
(Dojlido & Best, 1993) a Casto tvoii s organickymi substraty komplexy. Absorpéni spektrum
diltiazemu s piidavkem zelezitych iontd (5 mg/l) je jen nepatrné vysSi nez spektrum

pro samotny diltiazem (Obr. 3).

2,5
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=)
< 1,5
@
[&]
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Obr. 3: Absorpéni spektrum vodného roztoku diltiazemu 0 koncentraci 50 mg/l a absorpéni

spektrum téhoz roztoku s piidavkem Zelezitych ionta (5 mg/l).

Pii ozatovani vodného roztoku samotného diltiazemu nedoslo k ubytku diltiazemu
ani po 60 minutach, diltiazem se neodbouraval. Proto bylo ozafovani provedeno s roztokem
diltiazemu s pridanymi Zzelezitymi ionty o koncentraci 5 mg/l. V tomto ptipadé se diltiazem

odbouraval. Prubéh odbouravani je zobrazen na Obr. 4.
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Obr. 4: Prubéh fotochemické degradace roztoku diltiazemu (50 mg/l) s ptidanymi zelezitymi

ionty (5 mg/l).

Z Obr. 4 je vidét, ze v prvnich 15 minutach je odbouravani pomalé (pokles koncentrace
diltiazemu na 90 % ptvodni hodnoty), pak se odbouravani zrychluje, nejrychlejsi je mezi
30. a 45. minutou, poté dojde prakticky k zastaveni reakce na hodnoté 20 % puivodniho
mnozstvi diltiazemu.

Zelezité ionty v reakéni smési mohou byt fotochemicky redukovany (za pfitomnosti
organickych latek jako donoru elektronu), ¢imz se tvofi katalyticky aktivni redukovana forma,
tedy Fe?* ionty (Klementova, 2018). Za pomaly zacatek fotochemického odbouravani
diltiazemu s pfidanymi Zelezitymi ionty by mohla byt zodpovédnd pomala fotoredukce
zelezitych iontl. Proto byla testovana rychlost fotochemické redukce zelezitych iontd v dané

reak¢ni smési. Vysledky jsou uvedeny v Tab. II.

Tab. 1I: Rychlost fotoredukce Zelezitych iontd v roztoku diltiazemu.

Doba ozafovani Mnozstvi Fe?* ionti
(min) (% z celkového pridaného Fe)
1 11
3 13,5
5 13,8
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Z Tab. Il je vidét, ze jiz v prvni minuté dojde k redukci cca 1/10 ptidaného Zeleza a toto
mnozstvi se s dal§im ozafovanim pfili§ neméni, rovnovazna koncentrace je necelych 14 %
Z celkového piidaného mnozstvi. Za dlouhou prodlevu na pocatku fotochemické degradace
diltiazemu tedy neni zodpovédna pomala redukce zeleza. Moznym vysvétlenim muze byt
autokatalyza ¢i fotosenzitizace produktem fotodegradace, kterd je zmiflovana
napf. U degradace antiarytmika verapamilu (Klementova et al., 2017).

Diivod pro zastaveni reakce po 45 minutach ozafovani na 20 % zbyvajiciho mnoZstvi
diltiazemu neni jasny, jednou moznosti je vznik produktu se silnou absorpci o vlnovych

délkach nad 300 nm, a tedy naslednym vnitinim stinénim.

Chromatogramy reakéni smési diltiazemu v pribéhu ozafovani jsou znazornény

na Obr. 5.
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Obr. 5: Chromatogramy reak¢éni smési diltiazem + Fe(I1I) v jednotlivych ozafovacich ¢asech,

A — celkovy chromatogram, B — zvyraznéné produkty degradace.

Z Obr. 5 je vidét, ze pii odbourdvani diltiazemu vznikd nékolik produktt. Jako
»Meziprodukt“ je oznacen pik, k jehoz eluci dochazi ptiblizné ve 2. minuté — jeho podil ve
vzorku v pribéhu ozafovani roste, az dosahne maxima v ¢ase ozafovani 40 minut, a pii delSim

ozafovani klesa. Kinetiku tvorby meziproduktu zobrazuje Obr. 6.
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Obr. 6: Prubéh mnozstvi meziproduktu (eluéni ¢as 2,1 min) v zavislosti na dob¢ ozafovani.

U ostatnich produkti viditelnych pii UV detekci nebyl jejich pribéh v zavislosti na dobé
ozafovani vyhodnocovan, protoZe jejich piky jsou velmi malé a Casto se piekryvaji.
Analyza chemické struktury nebyla soucasti této prace, nelze tedy fici, zda odpovidaji

produktim uvadénym v pracich autori Andrisano et al. (2001), Chatpalliwar et al. (2012),
Sadeghi et al. (2013) a Zhu et al. (2015).
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S5 Zavér

V prubéhu experimentalni ¢asti piedloZzené bakalarské prace byla zavedena analyticka
metoda pro HPLC stanoveni diltiazemu.

Fotochemicka degradace ukazala, ze samotny diltiazem se ani po 60 minutach
ozatovani neodbourava. S ptidanymi zelezitymi ionty k odbouravani dochazi, a to tak, Ze
diltiazem zezacatku degraduje pomaleji, pfiblizné kolem 30. minuty dochazi ke zrychleni
a odbouradvani diltiazemu se po 45 minutich ozafovani témét zastavuje na 20 % ptuvodniho
obsahu latky.

Pii fotoredukci zelezitych iont v roztoku diltiazemu je koncentrace ustaleného stavu
necelych 14 % piidanych zelezitych iontd, dosazeno jiz po 3 minutach, pfi¢inou pomalé
degradace na pocatku ozafovani tedy neni mala rychlost tvorby redukované formy
katalyzatoru.

Bylo zjisténo, ze pti odbouravani diltiazemu vnika nékolik degradacnich produktu,

pfi¢emz byl rozpoznan i jeden meziprodukt.
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