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ABSTRACT

Salicylates, particularly acetylsalicylic acid (AcSA), or aspirin was introduced in the late
1890s and has been used to treat a variety of inflammatory conditions; however, the
antiplatelet activity of this agent was not recognized until almost 70 years later. The aim of
this work was to study the electrochemical behaviour of salicylic acid (SA) and AcSA on the
surface of carbon paste electrode (CPE) and of graphite pencil electrode (GPE) by square
wave voltammetry (SWV) and to determine the compounds of interest in foodstuffs (e.g.
beverages) and pharmaceutical drug. We found out that the pharmaceutical drug contained
about 3 — 5 % of SA. The detection limit of the SA was 1,3 ng/ml. In addition, we suggested
the method for indirect determination of AcSA and applied it on analysis of the drug. The
determined amount of AcSA in the drug was in good agreement with the declared amounts.
Finally, we used GPE for determination of SA in different willow species. The highest
content of SA was observed in bark of S. laponum (2986 ng/g FW).

Keywords: Salicylic acid; Acetylsalicylic acid (Aspirin); Plants; Pharmaceutical drug;
Weeping willow (Salix); Electrochemical determination; Voltammetry; Carbon electrodes.

ABSTRAKT

Salicylaty, konkrétné kyselina acetylsalicylova (AcSA, aspirin) je pouZzivéana jiZ od roku 1890
pro 1écbu rliznych zanétlivych nemoci. Jeji protisrazlivy efekt byl objeven o 70 let pozdéji.
Cilem této prace bylo studovat elektrochemické chovani kyseliny salicylové (SA) a
acetylsalicylové AcSA na povrchu uhlikové pastové elektrody (CPE) a na uhlikové tuzkové
elektrodé (GPE) pomoci square wave voltametrie (SWV) a stanovit studované slouceniny
v potravinach (napf. napoje) a farmaceutickém ptipravku. Zjistili jsme, Ze analyzované 1é¢ivo
obsahuje 3 — 5 % SA. Ziskany detekéni limit pro SA byl 1,3 ng/ml. Déle jsme navrhli metodu
pro nepiimé stanoveni AcSA a aplikovali jsme ji pro analyzu farmaceutického pfipravku.



Stanovené mnozstvi AcSA bylo v dobré shodé s deklarovanym mnozstvim. Na zavér jsme
pouzili GPE pro stanoveni SA v riznych druzich vrb. Nejvyssi obsah SA byl objeven v kiife
S. laponum (2986 pg/g svézi hmotnosti).

Klicova slova: Salicylova kyselina; Acetylsalicylovd kyselina (Aspirin); Rostliny;
Farmaceuticky piipravek; Vrba smutecni (Salix); Elektrochemické stanoveni; Voltametrie;
Uhlikové elektrody.

UVOD

Salicylaty (kyselina salicylova SA, kyselina acetylsalicylova AcSA, Obr. 1) byly
pouzivany jako analgetikum ve formé kiry zvrb jiz v dobach Hippokrata [1] a jejich
protihoreckovy efekt byl rozpoznan pted vice nez 200 lety [2]. Konkrétné AcSA (nebo také
aspirin) je pouzivana od roku 1890 pro 1é¢bu riznych zanétlivych onemocnéni [3,4]. Jeji
protisrazlivé ucinky jsou znadmy jiz 70 let [5-7]. Byl také prokazan ptiznivy terapeuticky vliv
aspirinu pfi riznych kardiovaskularnich chorobach [6-12]. A navic bylo neddvno popsano, ze
salicylaty jsou schopny inhibovat rist bakterii Helicobacter pylori [13] a Staphyloccocus
aureus [14].

Kromé vySe popsaného ucinku salicylatti na lidskych organismus je téchto sloucenin
déle hojn¢ vyuzivano v fad€ napoju a potravinach jako konzervac¢ni ptisady [15,16], kde vSak
vy$$i koncentrace mohou byt na druhou stranu toxické nebo vyvolavat alergické reakce [17].

Mnoho analytickych metod a postupl pritokova injek¢ni analyza [18-23] a vysoko-
ucinné kapalinova chromatografie [1,24-30] spojend s riznymi druhy detektort bylo vyuzito
pro stanoveni SA a jejich derivata.

Obr. 1 Vzorce kyseliny salicylové a acetylsalicylové.
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Cilem této prace bylo studovat elektrochemické chovani kyseliny salicylové (SA) a
acetylsalicylové (AcSA) na povrchu uhlikové pastové elektrody (CPE) a na uhlikové tuzkové
elektrodé¢ (GPE) pomoci square wave voltametrie (SWV). Metodu nasledné vyuZit pro
stanoveni SA a AcSA v potravindch a napojich (napf. pivo), farmaceutickém piipravku a kiife
ruznych druht vrb.



MATERIAL A METODIKA
Chemikalie

Vsechny pouzit¢ chemikalie byly zakoupeny od Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).
Zasobni roztoky studovanych latek o koncentraci 50 mg.ml™” byly pfipravovany pomoci
methanolu a uchovdvany v temnu pii teploté —20 °C. Pracovni roztoky se piipravovali denné,
fedénim zasobnich roztokl. pH bylo méteno pomoci WTW inoLab (Weilheim, Némecko)
fizenym pocitaCovym programem (MultiLab Pilot; Weilheim, Némecko).

Priprava karbonové pastové elektrody a uhlikové tuzkové elektrody

Jako pracovni elektroda byla pouzita uhlikova pastova elektroda (sloZeni pasty: 70 %
uhlikového prasku (Sigma-Aldrich, USA) a 30 % mineralniho oleje (Sigma-Aldrich, USA).
Pouzito bylo teflonové télo s primérem aktivni elektrodové plochy 2,5 mm; povrch elektrody
byl lestén pred kazdym meéfenim jemnym filtraCnim papirem (urCenym pro analyzu).
Uhlikova tuzkova elektroda (primér = 500 um, délka = 60 mm) byla zakoupena od Kohinor
(Ceské Budgjovice, Ceska republika).

Elektrochemicka analyza

Elektrochemické méfeni pomoci square wave voltametrie byla provadéna na pfitroji
AUTOLAB Analyser (EcoChemie, Nizozemi) spojen¢ho s VA-Stand 663 (Metrohm,
Svycarsko). Byl pouzit tiielektrodovy systém a skladal se z karbonové pastové/uhlikové
tuzkové elektrody jako pracovni elektrody s plochou 0,4 mm?® Ag/AgCl/3 moll' KClI
elektrody jako referen¢ni elektrody a uhlikové elektrody jako pomocné. GPES software
(EcoChemie, Nizozemi) byl aplikovan na zpracovani hrubych dat za pouziti urovné 4
Savitzky and Golay filtru. Experimenty byly provadény pii laboratorni teploté. Méfeni bylo
provadéno v potencidlovém rozsahu od 0.7 Vdo 1.5 V. Ostatni parametry byly
optimalizovany. Britton-Robinson pufr skladajici se z 0,4 M H3PO4, 0,4 M CH3;COOH a 0,4
M H;BOj; byl pouzit jako zakladni elektrolyt.

Priprava rostlinnych vzorkii

Vzorky kiry a letorostt jedineénych vzorkd vrb (Salix laponum, S. planifolia, S.
foetida, S. foetida x hastata, S. x "Aegma Brno", S. purpurea cv. Nana, S. reinii, S. repens, S.
x erythrotoflexuosa, S. caterii, S. fragilis, S. triandra a S. viminalis) byly nasbirany v ¢ervenci
2005 v Botanické zahradé Mendelovy zemédé€lské a lesnické univerzity. Odebrané vzorky
(0,5 — 2 g) byly umistény do polyetylenovych nadobek spolu s 15 ml 99.999% metanolu. Poté
byly vzorky homogenizovany tiepanim na Vortex—2 Genie (400 rpm, Scientific Industries,
USA) pii 4 °C po dobu 72 h [31].



Priprava farmaceutického pripravku

Farmaceuticky piipravek (Acylpyrin, Slovakofarma, Medicamenta, Ceska republika)
byl pouzit v nasich experimentech. Tablety byly homogenizovany mlynkem 11 basic IKA
(IKA-Werke GmbH a Co. KG, Staufen, Némecko). Homogenizované vzorky (10 mg) byly
rozpustény v 1 ml metanole a analyzovany (10 pl).

Priprava vzorku piva

Vzorky piva byly zakoupeny v bézném obchod¢ a uchovany pii 4 °C do doby analyzy.
Pted analyzou byly vzorky 100 x zfedény.

VYSLEDKY A DISKUZE

Elektrochemické chovani kyseliny salicylové na uhlikové pastové elektrode

V nasi préci jsme studovali salicylovou kyselinu (SA) na pracovni uhlikové pastové
elektrodé (CPE) pomoci square vawe voltammetry (SWV) v pufrovaném prostiedi. SWV
voltamogram 100 pg/ml SA v Britton-Robinson pufru o pH 2.3 je ukdzan na Obr. 2.

100 pg/ml Salicylic acid

Obr. 2 Square wave voltammogram SA (100
ug/ml)  méfeny pomoci uhlikové pastové
elektrody v prostfedi Britton-Robinson pufru
0.7 1.0 1.3
Potential (V) (pH 2.3).

V nasi predeslé praci bylo prokdzéno, ze pro dosazeni maximdlni senzitivity je
nezbytné studovat vliv frekvence, amplitudy a potencidlového kroku na ziskany
elektrochemicky signél [32]. Ze ziskanych experimentalnich vysledkii jasné vyplyva, ze
nejvhodnéjsi nastaveni elektroanalytické metody byla frekvence 260 Hz, amplituda 50 mV a
potencidlovy krok 10 mV. V pfipad€, Ze byly zvoleny vSechny nejvhodnéjsi podminky
stanoveni SA na CPE byla studovana koncentra¢ni zavislost SA. Signaly SA se line4rné
zvySuji s rostouci koncentraci (y = 0,2407x + 0,0231; R?= 0,9993) asi do koncentrace SA 80
uM. Poté je jiZ zména signalu SA velmi pozvolna a pravdépodobné souvisi s plnym pokrytim
pracovni elektrody a tvorbou polymerniho filmu. Detekéni limit stanoveni SA pomoci SWV
byl 1,3 ng/ml.



Primé stanoveni kyseliny salicylové ve farmaceutickém pripravku a pivu

Pii syntetické ptipravé kyseliny acetylsalicylové (AcSA) je tato latka vzdy znecisténa
piimési kyseliny salicylové. AcSA neposkytuje na CPE zadny elektrochemicky signal. Proto
jsme se nejdiive rozhodli pro jednoduché piimé stanoveni pifimesi SA ve farmaceutickém
pripravku. Zjistili jsme, ze pfipraveny farmaceuticky preparat (n = 4) obsahuje kolem 3-5 %
SA (R.S.D. 5 %).

Dale jsme tuto techniku aplikovali pro analyzu vzorki piva. Ze ziskanych vysledki
vyplyva, 7e vzorek piva obsahoval SA v mnozstvi 0,89 ug.ml™.

Neprimé stanoveni kyseliny acetylsalicylové hydrolyzou na kyselinu salicylovou

AcSA je elektroneaktivni latka a z toho diivodu ji nelze stanovit pfimou detekci. Proto
jsme pouzili metodu neptimého stanoveni pomoci detekce SA, kterd vznika jeji hydrolyzou.
AcSA byla hydrolyzovana v prostiedi Britton-Robinson pufru (pH 1.81) pti 90 °C po dobu
jedné hodiny. Konverzi AcSA na SA jsme tedy vyuzili pro analyzu obsahu AcSA v
farmaceutickém ptipravku. Tablety jsme homogenizovali rozdrcenim v tfeci misce a prevedli
do alkalického pufru (pH 10) a zahtivali 30 min pfi teploté¢ 90 °C a 450 rpm. Pomérna ¢ast
(100 pl) ziskaného extraktu byla pfidana do zakladniho elektrolytu (Britton-Robinson, pH
1.8) a ptimo zmé&fena.

Zjistény obsah AcSA ve farmaceutickych piipravcich byl ve velmi dobré shodé s
mnozstvim deklarovanym vyrobcem se zjiSténou chybou kolem 5 %. Koncentrace byla
zjiSténa odeCtem z kalibraéni kiivky a kontrolovdna metodou standardniho piidavku.
Pozorovana navratnost se pohybovala od 98 — 105 %.

Stanoveni kyseliny salicylové pomoci uhlikové tuzkové elektrody v rostlinnych pletivech

Vyvoj novych senzorti pro analyzu biologicky vyznamnych sloucenin ptedstavuje
velmi vyznamny smér v soucasné analytické chemii. Miniaturizace detektoru pak usnadiuje
studium zmén biologicky vyznamné latky pfimo v télech organismi. Z tohoto ditvodu jsme se
pokusili analyzovat SA na uhlikové tuzkové elektrodé (GPE) s polomérem 500 pm.

Pii pouziti vySe posané elektroanalytické techniky SA poskytla na GPE velmi dobfie
reproduovatelny a symetricky oxidacni signal pti potencidlu 1 V (Obr. 3). SWV signal SA se
linearné ménil v zavislosti na koncentraci SA (y = 0.178x + 0.2414; R? = 0.9908). Limit
detekce 1,7 ng/ml byl urcen jako 3 S/N.



20 pg/ml Salicylic acid

Obr. 3 SWV voltammogram SA (20 ug/ml)
meéreny pomoci uhlikové tuzkové elektrody
: , v prostredi Britton-Robinson pufru (pH

T
0.7 1.0 1.3
Potential (V) 1. 8) .

Navic bylo uhlikové mikroelektrody vyuZito pro studium obsahu SA v rostlinnych
pletivech. Vysoky obsah SA byl pozorovéan u rostlin druhu vrba (Salix). Jednotlivé vzorky,
kira a dvouleta vétvicka, byly po homogenizaci extrahovany do methanolu (vice podrobnosti
viz. Material a Metodika). Je zndmo, Ze zvySeny obsah organické sluzky je nepiiznivy pro
elektrochemickou analyzu [33-35]. Pro analyzu jsme pouzili vzdy 60 pl extraktu ve 2 ml
Britton-Robinson pufru (pH 1.81). Ziskané signély byly nésledné vyuzity pro odecteni obsahu
SA ve vzorku. MnoZstvi SA bylo stanoveno pomoci kalibra¢ni kiivky a ovéfeno metodou
standardniho pfidavku (pozorovana relativni chyba stanoveni kolisala kolem 1,5 — 3,5 %).
Zjistili jsme, Ze primérny obsah SA v extraktech vrb byl u dvouletych vétvicek 750 pg/g
svézi hmotnosti a v kiife 560 pg/g svézi hmotnosti. Nejvyssi obsah SA byl pozorovan v kiife
S. laponum (2986 ng/g svézi hmotnosti) a letorostech S. purpurea cv. Nana (2095 ng/g svézi
hmotnosti) a S. planifolia (2168 ng/g svézi hmotnosti). Je zajimavé, Ze hybrid (S. cv. Aegma
Brno) vyslechtény v Brn€ vykazoval velmi nizké obsahy SA (primérny obsah SA 85 pg/g
FW).

ZAVER

Elektrochemické techniky, konkrétné pouzitd sguare wave voltametrie, predstavuji
vysoce selektivni a nepfili§ drahy analyticky nastroj pro stanoveni kyseliny salicylové na
uhlikovych elektrodach. Navrzeny postup SWV analyzy SA je mozné vyuzit pro analyzu
obsahu SA v rostlinnych extraktech a napojich. Navic bylo mozné pomoci nepiimého
stanoveni ur¢it obsah AcSA ve farmaceutickych ptipravcich.
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