UNIVERZITA PARDUBICE

FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

Katedra analytické chemie

Voltametrické stanoveni protizanétlivych 1é¢iv meloxicamu

a lornoxicamu

DIPLOMOVA PRACA

AUTOR PRACE: Bc. Frederika Hlobefiova
VEDUCI PRACE: doc. Ing. Renata Selesovska, Ph.D.
KONZULTANT PRACE: Ing. Marie Herynkova

2019



UNIVERSITY OF PARDUBICE

FACULTY OF CHEMICAL TECHNOLOGY
Department of Analytical Chemistry

Voltammetric determination of anti-inflammatory drugs meloxicam

and lornoxicam

DIPLOMA THESIS

AUTHOR: Bc. Frederika Hlobenova
SUPERVISOR: doc. Ing. Renata Selesovska, Ph.D.
CONSULTANT: Ing. Marie Herynkova

2019



ZADANIE DIPLOMOVEJ PRACE

Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2018/2019

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DiLA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pifjmeni: Bc. Frederika Hlobeiova

Osobni ¢islo: C17421

Studijni program: N3912 Specidlni chemicko-biologické obory

Studijni obor: Analyza biologickych materidli

Néazev tématu: Voltametrické stanoveni protizandtlivych 1é6¢iv meloxicamu

a lornoxicamu

Zaddvajici katedra: Katedra biologickych a biochemickych véd

Zidsady pro vypracovini:

Teoretickd ¢ast:

PopiSte stru¢né princip voltametrie a uvedte prehled zakladnich voltametrickych metod pou-
zivanych v elektroanalytické chemii.

Zpracujte literdrni reSersi tykajici se protizdnétlivych 16¢it ze skupiny oxicamt, konkrétné
meloxicamu a lornoxicamu. Zamé¥te se na problematiku jejich voltametrického chovéani, resp.
moznosti stanoveni s vyuzitim riznych pracovnich elektrod.

Experimentalni ¢ast:

V rdmeci experimentélni ¢4sti prostudujte voltametrické chovani meloxicamu a lornoxicamu
na borem dopované diamantové elektrodé a navrhnéte mechanismus oxidace t&chto litek.

Navrhnéte podminky stanoveni 16¢iv v modelovych roztocich. Vyvinuté metody aplikujte p¥i
analyze praktickych vzorkd.



Rozsah grafickych praci: dle potieby
Rozsah pracovni zpravy: 25 s.
Forma zpracovani diplomové prace: tisténa

Seznam odborné literatury:

Vedouci diplomové prace: doc. Ing. Renata SeleSovska, Ph.D.
Ustav environmentalniho a chemického inZenyrstvi
Konzultant diplomové prace: Ing. Marie Herynkova

Ustav environmentalniho a chemického inZenyrstvi

Datum zadani diplomové prace: 21. prosince 2018

Termin odevzdani diplomové prace: 10. kvétna 2019

— /e

L.S.
prof. Ing. Petr Kalenda, CSc. prof. Mgr. Roman Kandér, Ph.D.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 28. tinora 2019



Prehlasujem:

Thto pracu som vypracovala samostatne. Vsetky literarne pramene a informacie, ktoré

som Vv préci vyuzila, su uvedené v zozname pouzitej literatary.

Bola som oboznamena stym, ze sa na moju pracu vztahuju prdva a povinnosti
vyplyvajice zo zdkona ¢ 121/2000 Sb, o prave autorskom, o pravach suvisiacich s pravom
autorskym a o zmene niektorych zdkonov ( autorsky zdkon ), v zneni neskorSich predpisov,
hlavne so skuto¢nost'ou, ze Univerzita Pardubice ma pravo na uzatvorenie licencnej zmluvy o
pouziti tejto prace ako Skolského diela podla § 60 odst.1 autorského zdkona, astym, ze
pokial’ dojde k pouzitiu tejto prace mnou alebo bude poskytnuta licencia na pouzitie inému
subjektu, je Univerzita Pardubice opravnena odo mna pozadovat’ primerany prispevok na
uhradu nakladov, ktoré na vytvorenie diela vynalozila, ato podl'a okolnosti az do ich

skutocnej vysky.

Beriem na vedomie, ze v stilade s § 47b zékona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach
ao0zmene adoplneni dalsich zakonov ( zakon o vysokych skolach ), v zneni neskorsich
predpisov, a smernici Univerzity Pardubice ¢. 9/2012 Pravidla pre zverejiiovanie zavere¢nych
prac aich zakladn jednotni formalnu upravu, Vv zneni neskorSich dodatkov, bude praca
zverejnena v Univerzitnej kniznici a prostrednictvom Digitalnej kniznice Univerzity

Pardubice.

Stihlasim s prezenénym spristupnenim svojej prace v Univerzitnej kniZnici.

V Pardubiciach dita 1.5.2019

Frederika Hlobenova



Pod’akovanie

V prvom rade by som sa vel'mi rada pod’akovala veducej mojej diplomovej prace doc.
Ing. Renaté Selesovské, Ph.D. a konzultantke Ing. Marii Herynkové za velka pomoc,
trpezlivost, uzito¢né pripomienky a odborné rady. Krstnym rodi¢om, starym rodicom ale
hlavne mojej uzasnej mame Anetke a najlepsej sestre Scarlett, ktoré vzdy stali pri mne, verili
mi, podporovali ma v tazkych chvilach a vzdy tu pre mna boli. V neposlednom rade nesmiem
zabudnut’ a pod’akovat’ mojej najblizSej kamaratke Monike za jej psychickt podporu pocas

celého mojho univerzitného Studentského boja.



ANOTACIA

Cielom tejto diplomovej prace bolo §tidium voltampérometrického spravania dvoch
lieCiv zo skupiny oxikdmov, ato meloxikdmu a lornoxikdmu, na borom dopovanej
diamantovej elektrode. Nasledne boli vyvinuté metddy stanovenia obidvoch analytov, ktoré
boli otestované pri analyze modelovych roztokov. Na zaver boli navrhnuté metddy tGspeSne

aplikované pri analyze farmaceutickych pripravkov vo forme tabliet.

KLUCOVE SLOVA

voltampérometria, borom dopovana diamantova elektroda, meloxikam, lornoxikdm

ANNOTATION

The aim of this thesis was to study a voltammetric behavior of two drugs from oxicam
group, namely meloxicam and lornoxicam, on a boron doped diamond electrode.
Subsequently, new methods for both analytes determination were developed and verified by
model solutions analysis. Finally, the proposed methods were successfully applied for

analysis of pharmaceutical preparations in tablet forms.

KEY WORDS

voltammetry, boron doped diamond electrode, meloxicam, lornoxicam
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ZOZNAM SYMBOLOV A SKRATIEK

a koeficient prenosu naboja

a aktivita oxidovanej alebo redukovanej formy
AdS SWV adsorpc¢na rozpustacia square wave voltampérometria
AdSV adsorp¢nd rozpustacia voltampérometria
Ag/AgCI argentchloridova elektroda

AgSAE strieborna pevna amalgamova elektroda
ASV anodicka rozpustacia voltampérometria
BDD bérom dopovany diamant

BDDE borom dopovana diamantova elektroda
BiFE bizmutova filmova elektroda

BRB Brittonov-Robinsonov pufor

c koncentracia [mol L]

COX-1 cyklooxygenaza-1

COX-2 cyklooxygenéza-2

CPE uhlikova pastova elektroda

Csv katodicka rozpustacia voltampérometria
Cv cyklicka voltampérometria

DCV rovnosmerna voltampérometria

DME kvapkajica ortutova elektroda

DPP diferen¢ne pulzna polarografia

DTA diferen¢ne termicka analyza

e vol'ny radikal

E elektricky potencial elektrody

E° Standardny potencidl elektrody

= polvinovy potencial [V]

Ea potencial anody

Ex potencial katody

Exon konec¢ny potencial [V]

Eobratu potencial obratu [V]

Ep poloha vyslednych pikov

Epoc pociato¢ny potencial [V]

Faradayova konstanta [9,6485x10" C mol™]



Red
SHE
SKE
SMDE

TGA
uv
Uy

elektroda zo skleného uhliku

visiaca ortut'ova kvapkova elektroda
prad [A]

limitny prad

vyska piku [A]

heterogénna rychlostna konstanta [cm s ]
limit detekcie

medza stanovitelnosti

lornoxikam

prietokova rychlost’

ortutova elektroda

molecular imprinted polymer
meloxikam

metanol

pocet vymenenych elektronov
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nesteroidné antiflogistika
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plynova konstanta

odpor

redukovana forma

Standardnd vodikova elektroda
saturovana kalomelova elektroda
statickd ortutova kvapkova

doba kvapky

teplota v kelvinoch
termogravimetrickd analyza
ultrafialové Ziarenie

vlozené napitie [V]

rychlost’ polarizacie [V s ']

objem [L]



Uvod

Nesteroidné antireumatika (NSA) meloxikdm a lornoxikam patriace do skupiny
oxikdmov su ur¢ené na kratkodobu liecbu pacientov s akutnou miernou az stredne silnou
bolestou a priznakmi reumatoidnej osteoartritidy ako bolest’ a zapal kibov. Oba spominané
oxikamy Vynikaju predovsetkym vel'mi rychlym nastupom ucinku, dobrou znaSanlivost'ou a
vyvazenym pomerom inhibicie oboch izoforiem cyklooxygenazy. Liecba meloxikamom aj
lornoxikdmom by mala byt ddkladnejSie sledovand, najmid u deti a gravidnych Zien, s
ohl'adom k nedostacujicim tdajom o ich u¢inku. Vd’aka rychlej a pokrocilej dobe chémie a
mediciny sa vedecké timy neustale snazia o inovacie pre zlepsenie zdravia ¢loveka. Novinky
Vv oblasti liecby bolesti zasahuju ako do oblasti novych U€innych latok, tak aj do oblasti
novych liekovych foriem, rozSirenia indikacii a novych stratégii v liecbe réznych typov
bolesti. Novinky, s ktorymi sa uz mézeme stretntit, su predovsetkym nové topické formy
lickov na lieCbu periférnej neuropatickej bolesti. V suvislosti s rychlym vyvojom v oblasti
mediciny je rovnako potrebné mat’ k dispozicii nastroje, umoziujiice monitorovanie presného
zlozenia farmaceutickych pripravkov a kontrolu obsahu ucinnych latok v dostupnych
liekovych formach deklarovaného vyrobcom. V sucasnosti rovnako dochadza celosvetovo
K narastu uzivania, resp. naduzivaniu lickov, ¢o taktiez vedie ku kontaminacii vod a preto je

ich kvalitu nutné sledovat’.

Vybornou vlastnostou meloxikamu aj lornoxikamu je ich elektrochemicka aktivita,
vdaka ¢omu je mozZné ich stanovenie, vedla Siroko rozsirenych chromatografickych metod,
aj s vyuzitim voltampérometrickej analyzy. T4 mdze sluzit’ ako vel'mi rychla, jednoducha
a lacna doplnkova metdda s vel'mi nizkymi limitmi detekcie. V minulosti bola polarografia,
resp. voltampérometria neodmyslite'ne spojena s ortutovymi elektrodami. V stcasnosti je ale
pouzivanie ortuti ako elektrodového materialu obmedzované vzhl'adom k rizikdm spojenym
s toxicitou hlavne ich par aorganokovovych zla¢enin. Vyznamnym trendom v oblasti
elektroanalytickej chémie je preto vyvoj novych elektrodovych materidlov. Medzi
perspektivne elektrédové materidly patri bezpochyby bdérom dopovany diamant. Tieto
elektrody boli doposial’ pouzivané pri stanoveni celého radu organickych latok hlavne vd’aka

Sirokému vyuziteI'nému potencialovému rozsahu.
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Ciel'om mojej diplomovej prace bolo stidium voltampérometrického spravania lieciv
meloxikamu a lornoxikdmu a vyvoj voltampérometrickej metoédy ich stanovenia S vuzitim

borom dopovanej diamantovej elektrody.
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1. Teoreticka ¢ast’

1.1. InStrumentalna analyza

InStrumentélna analyza je urcitym medzistupiiom medzi chemickou analyzou a
automatickou analytickou kontrolou. Na principoch inStrumentalnej analyzy su konstruované
zariadenia, ktoré pracuju bez zasahu Cloveka (automatické analyzatory). Ich signdl mézeme

vyuzit’ k riadeniu a optimalizacii technologickych procesov [1].

InStrumentélna analyza nie je homogénny obor, preto sa deli do menSich celkov podla
povahy principov, na ktorych st jednotlivé inStrumentalne analytické metddy zalozené.
Rozdelenie je znazornené v tab. 1. Medzi inStrumentalne metddy s niekedy zaradené aj
niektoré separacné metddy (napr. chromatografia), ktoré mozu sucasne plnit’ aj analyticka

funkciu [1].

Tabul’ka 1 Rozdelenie instrumentadlnych metod [1]

Princip Skupina metéd Priklady pouzitia
Prenos elektrického Elektroanalytické metody Potenciometria
naboja cez fazové Konduktometria
rozhranie roztok — tuha Dielektrimetria
latka a transport nabitych Polarografia a voltampérometria
¢astic v roztoku. Coulometria
Elektrogravimetria
Interakcie Optické metody Emisné metody
elektromagnetického Absorpcné metddy
Ziarenia a vzorky alebo Refraktometria
vzorka ako zdroj Interferometria
elektromagnetického Polarimetria
Ziarenia. Radiometria
NMR
Pochody pri zahrievani Termické analyza DTA
alebo ochladzovani tuhych TGA
a kvapalnych vzoriek. Termicka dilatometria

Entalpiometria

NMR- Nuklearna magneticka rezonancna spektroskopia, DTA — diferencnd termicka analyza, TGA —

termogravimetrickd analyza
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1.2. Voltampérometria

Voltampérometria je elektrochemickd metoda, pri ktorej sa sleduje zavislost' pradu
prechadzajuceho analyzovanym roztokom na potenciali, ktory je zvonka vkladany na
pracovnu elektrodu. Zavislost’ pradu na elektrédovom potenciali je mozné merat’ v ustalenom

stave alebo za nestacionarnych podmienok [2].

Meranie elektrického napétia (potencialu) vyuziva potenciometria, elektricky prad je
merany polarografiou a voltampérometriou, v konduktometrii meriame elektricka vodivost’
roztoku, v dielektrimetri relativnu permitivitu acoulometria je =zalozena na merani
elektrického naboja. Zvlastne postavenie ma elektrogravimetria, ktora sice vyuziva elektricky
prad k vyluovaniu latok elektrolyzou, ale ich mnozstvo sa stanovuje vazenim. Metody
zalozené na redoxnej reakcii sa oznaCuju ako elektrochemické, zatial o o metddach
zalozenych na merani urcitej elektrickej vlastnosti roztoku ako celku hovorime ako
o0 elektrometrickych [3]. Podstatou elektrogravimetrie, coulometrie a polarografie je
elektrolyza, preto sa uvedené elektrochemické metdody suhrnne oznacuju ako metddy
elektrolytické [1]. Podrobnejsia schéma c¢lenenia elektroanalytickych metod je uvedena na

obrazku 1.

ELEKTROANALYTICKE METODY

ZaloZené na redoxnej reakcii prebiehajicejw  ZaloZené na merani elektrickych
elektrochemickom clanku vlastnostiach roztoku ako celku
KOMNDUKTOMETRIA
DK-METRIA
Elektrochemickym £lankom Elektrachemickym £ldnkom
neprechidza elektricky prid prechadza elektricky prid
ROVNOWAZNA
POTENCIOMETRIA

Obsah analytu sa prechedom pridu

' Analyt je v dosledku prechadzajiceho
zmeni zanedbatelne

prudu kvantitativne premeneny

VOLTAMETRIA, POLARGGRAFIA, COULOMETRIA, ELEKTROGRAVIMETRIA
AMPEROMETRIA

Obrazok 1 Schéma rozdelenia elektroanalytickych metod [4]
15



Polarografiu objavil vroku 1922 Jaroslav Heyrovsky (obr. 2A). Pre urychlenie
zaznamenavania hodndt sa spojil s japonskym vedcom Masuzo Shikatu a skonstruovali spolu
polarograf (obr. 2B), ktory automaticky zaznamenaval polarizaéné krivky. Za objav
polarografie a rozpracovanie tejto analytickej metédy v roku 1959, kedy bol nominovany uz

osemnasty krat, ziskal Heyrovsky Nobelovu cenu za chémiu.

Obrdazok 2 Jaroslav Heyrovsky (4) a prvy polarograf (B) [5]

1.2.1.  Uvod do voltampérometrickych metod

Voltampérometria a polarografia si metddy, pri ktorych sledujeme zavislost” prudu
prechadzajuceho pracovnou elektrodou ponorenou v analyzovanom roztoku na potenciali,
ktory sa na tuto elektrodu vkladd z vonkajSieho zdroja. Vysledkom tejto zavislosti je
polariza¢na krivka (polarogram, voltampérogram), z ktorej potom urcujeme druh a obsah
analytu (inak nazyvaného depolarizator alebo elektroaktivna latka) [6]. Prudova odozva je
zalozena na elektrodovom deji, ¢o je zvycCajne oxidacno-redukcnd reakcia, ktora prebieha na

elektrodach a mézeme ju vyjadrit’ rovnicou (1):
Ox +ne” < Red, )

pricom n je pocet vymenenych elektronov [6]. Voltampérometrické metody boli odvodené od
povodnej polarografie. T4 vo svojej najjednoduchsej forme znamend skimanie roztokov
systétmom dvoch elektrod, jednej polarizovatel’nej a jednej nepolarizovatel'nej, z ktorych prva
je tvorena kvapkajuicou ortutou [6]. Voltampérometrické metédy vyuzivaju stacionarne
pracovné elektrody, konkrétne visiacu ortutovi kvapkovu elektrodu alebo elektrody z

pevnych materialov.
16



Pri merani sa potencial pracovnej elektrody meni s ¢asom podla urcitej funkcie (pri
jednosmernej voltampérometrii alebo polarografii ide o linearnu zmenu potencialu s ¢asom).
Elektroda ponorena do roztoku elektroaktivnej latky s istymi aktivitami oxidovanej a
redukovanej formy nadobuida bez dodavania prace zvonka rovnovazny potencial, definovany
(v stlade s konvenciou ako redukény potencial) Nernstovou-Petersovou rovnicou (2) [7]:

E= E°— R I Lox.

RT jpred — go 4
nF Aox nF Ared

, )

kde E je elektricky potencial elektrody, E° je Standardny potencil elektrody, R je molarna
plynovéa konstanta (8,314 J K™' mol™), T je teplota v kelvinoch, n je pocet vymenenych
elektronov, F je Faradayova konstanta (96485 C mol™') a a predstavuje aktivitu oxidovanej
nebo redukovanej formy.

Podra tejto rovnice zmena pomeru koncentracii oxidovanej a redukovanej formy ma za
nasledok zmenu rovnovazneho redukéného potencidlu elektrody. To tiez znamend, Ze ak
dokazeme udrzat’ iny potencial elektrédy ako rovnovazny, elektroda odpoveda zvySovanim
pomeru koncentracii v jej najblizSom okoli, oxidaciou redukovanej formy alebo redukciou
oxidovanej formy. Elektroda odobera alebo dodava casticiam v roztoku elektrony.

Pozorujeme elektricky prud, pri oxidacii je to anodicky prud, pri redukcii katodicky prad [7].

Analyzované roztoky byvaju najéastejSie vodné, je mozné taktiez stanovovat’ latky aj
v nevodnom prostredi, napr. acetonitrile alebo dimethylsulfoxide. V pripade organickych
latok sa vzhl'adom k ich obmedzenej rozpustnosti ¢asto pracuje v zmieSanom prostredi (voda,
methanol, ethanol, apod.). Analyzovany roztok musi byt’ dostato¢ne vodivy, preto sa do neho
pridava zakladny elektrolyt. Pre vodné prostredie sa pouZzivajii napr. mineralne kyseliny,
hydroxidy ¢i pufre, pre nevodné prostredia kvartérne amoniové bazy [6]. Na materiali
elektroaktivnej Casti pracovnej elektrody, rozpustadle apouzitom zdkladnom elektrolyte
zavisi rozsah potencialov, ktoré mozno analyticky vyuZit', tzv. potencidlové okno. Priklady
vyuzitelnych potencialovych rozsahov elektrod st schematicky znazornené na obrazku 3.

Z obrazku vyplyva:

e Ortutové elektrody su obecne vhodnejSie pre stanovenie latok katodickou redukciou
pri negativnych potencidloch, pretoze sa na ortuti vodik redukuje s vel'kym prepétim,
ovel'a vac¢sim ako na inych kovoch.

e Na platinové elektrody mézeme vkladat’ pozitivnejSie potencidly ako na elektrody
ortut'ové (ortutova sa 'ahko oxiduje, predovsetkym v pritomnosti niektorych aniénov
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Cl aOH) a st teda vyhodné aj pre stanovenie latok anodickou oxidaciou. Uhlikova

elektroda ma spravanie podobné elektrode platinovej [6].

LA

"@Hg)q"Clo.‘V CHQCN :
Y Pt IMH,S0,
= 1

- Pt, 1M NaOH :
~'Hg. MH,S0,_

1M NaOH

) ' C,IMHCIO, |
By sy b l, V vs
Pl e :

Obrazok 3 Priblizné vyuzitelné potencialové rozsahy platinovych, ortutovych a uhlikovych elektrod
vo vodnych roztokoch a v pripade platinovej elektrody aj v roztoku nevodnom. Potencidly su uvedené

proti nasytenej kalomelovej elektréde (SKE) [8]

1.2.2. InStrumentacia

Elektrochemicky ¢lanok pre voltampérometrické merania obsahuje okrem pracovne;j
elektrédy ponorenej do analyzovaného roztoku esSte referencnu (porovnavaciu) elektrodu,
spojenu s analyzovanym roztokom sol'nym mostikom (dvojelektrodové usporiadanie),

pripadne este tretiu, pomocnu elektrodu (trojelektrodové usporiadanie) [9].

Zakladna schéma aparatiry pre voltampérometrické meranie je na obr. 4. Napitie zo
zdroja vkladané na pracovnu a referencnu elektrédu a prid prechddzajuci ¢lankom je merany
voltapérometrom. Vzhl'adom k tomu, Ze potencial nepolarizovatel'nej referen¢nej elektrody je
konStantny, so zmenou vlozeného napétia sa meni len potencidl polarizovatel'nej pracovnej
elektrody. Nevyhodou 2-elektrodového usporiadania voltampérometrického ¢lanku je to, ze
potencial pracovnej elektrody nie je presne zndmy, pretoze pri prechode pradu sa Cast’
vlozeného napétia strati na odpore analyzovaného roztoku. Preto sa Vv praxi pouziva 3-
elektrodové usporiadanie ¢lanku [6]. Prad prechddza iba medzi pomocnou a pracovnou

elektrédou a skuto¢ny potencial pracovnej elektrody sa meria medzi pracovnou a referenénou
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elektrédou za bezpradového stavu. Elektrochemické reakcie, ktoré prebiehaju pri prechode
pradu na pomocnej elektrode, sa nesleduju. Byvaju to obvykle reakcie zloziek zakladného
elektrolytu ¢i oxidacie vody alebo redukcie vodikovych idénov vo vodnych roztokoch.
Zdrojom napétia v 3-elektrédovom usporiadani je elektronicky potenciostat. Je to pristroj
ktory udrzuje potencidl pracovnej elektrody na pozadovanej hodnote tym, ze pozadovany
potencial neustdle porovnava s aktudlne zmeranym potencidlom a pripadny rozdiel

automaticky vyrovnava zmenou napétia na pomocnej elektrode [6].
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Obrazok 4 Schéma zapojenia obvodu pre voltampérometrické meranie v dvojelektrodovom (A)
a trojelektrodovom (B) usporiadani elektrochemického clanku a realizdcie voltampérometrickej
nadobky (C) pre meranie Vv trojelektréodovom usporiadani; pracovnou elektrédou je rotujuica diskova

elektroda, a-pomocna elektroda, r-referencna elektroda, w-pracovna elektréda [10]

1.2.2.1 Polarizacia elektrody

Polarizacia je stav kedy elektrédy nadobudaju rozdielne hodnoty potencidlov vd’aka
prudu, ktory prechddza c¢lankom. Elektrody, ktoré podliehaji polarizacii, sa nazyvaju
polarizovatel'né. Potencidl nepolarizovatelnych elektrod zavisi na prechadzajicom prude
vel'mi malo. Analyty priddvané do elektrolytu znizuji polarizaciu elektrédy, sposobuju jej
depolarizaciu a preto sa nazyvaju depolarizatory [6].
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V zédkladnom elektrolyte by mala byt elektroda v Sirokej oblasti potencialov
zpolarizovana a mal by nou pretekat’ len maly nabijaci prad. Oblast’ potencidlov vyuzitelna
pre voltampérometrické meranie analytov je dana vyberom latok obsiahnutych v elektrolyte
a materialom pouzitej elektrédy. Po pridani depolarizatoru do elektrolytu dochadza pri
dosiahnuti urcitého potencialu k oxidéacii alebo redukcii latky. To spdsobi depolarizaciu

elektrody a elektrodou zacéne tiect’ katodicky alebo anodicky prud [3].
Samotny elektrodovy proces sa sklada z 3 zakladnych dejov:

e transport depolarizatoru k povrchu elektrody,
e Vlastnd elektrodova reakcia,

e transport vzniknutych produktov reakcie od elektrody [11].
K transportu depolarizatoru k elektrode prispievaju:

e konvekcia — pohyb roztoku,
e diftizia — z miesta s vy$Sou koncentraciou do miest s niz§ou koncentraciou,

e migracia — nabitych Castic [12].

Pokial’ na pracovnej elektrode nemdze elektrodovy proces prebiehat, ¢lankom netecie
prad. K tomu méze dochadzat, pokial’ nie je v roztoku pritomné ziadna latka, ktora by sa
oxidovala alebo redukovala, alebo pokial' niektory z vysSie uvedenych krokov nie je
dostatoéne rychly. V oboch pripadoch dochadza k polarizécii elektrody, kedy clankom
preteka iba nizky tzv. nabijaci prad [3].

Polarizac¢né a depolariza¢né procesy mdzeme popisat’ rovnicou (3), kde Uy je vlozené
napitie, P je polarizacné napitie, R elektricky odpor obvodu, | merany prid. Koncentracna

polarizacia odpoveda rozdielu P—U, ohmické polarizacia odpoveda hodnote IxR.

I'= (3)

Hodnota IxR je pri velkych koncentraciach zakladného elektrolytu zanedbatelna a hodnota
polarizacie P sa rovna hodnote vlozeného napétia Uy, €o sa prejavi ako zmena potencidlu
polarizovatelnej elektrody. Vysledkom je rovnica (4), kde E, je potencial anddy a Ey je

potencialom katody.

U=E, — Ex (4)
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1.2.2.2 Referencné elektrody

Referencnou elektrodou rozumieme poloc¢lanok s konstantnym potencialom, na ktory
sa vztahuje potencial mernej (indikacnej) elektrody. Sltzi ako porovnavaci bod k meraniu
alebo nastaveniu potencialu pracovnych elektrod. Ich potencial je presne definovany a ¢asovo
staly [13]. Priméarna referencna elektroda je Standardnd vodikova elektroda (SHE), ktorej
potencial je nulovy pri vSetkych teplotach. V praxi sa pouzivaju tzv. sekundarne referen¢né
elektrody, ktoré su konstrukéne ovela jednoduchsie ako SHE. Su to elektrody II. druhu,
realizované ako kov pokryty vrstvickou svojej malo rozpustnej soli, ponoreny do roztoku
anionov tejto soli. NajpouzivanejSie su saturovand kalomelova elektroda (SKE)

a argentchloridova elektroda (Ag/AgCl).

Saturovana kalomelova elektroda (obr. 5) je tvorena kovovou ortutou, do ktorej
zasahuje platinovy drotik sliziaci ako privod. Na povrchu ortuti je vrstvicka chloridu
ortutnatého (kalomelu), ktora je v styku s roztokom chloridu draselného KCl o definovanej
aktivite chloridovych iénov [14]. V sustave prebicha vratna elektrochemicka reakcia podl'a

rovnice (5):

Hg,Cl, + 2e & 2Hg + 2Cl™. (5)

__—¢el. vodi¢

pasta z ortuti, kalomelu
— aroztaku KCI

. roztok KCI

- maly otvor

— _— porovity uza
porovity uzaver

Obrazok 5 Schéma saturovanej kalomelovej elektrody [15]
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Potencial SKE je zavisly na koncentracii roztoku KCI, ktory tvori napln elektrody [16].
Ag/AgCl namiesto vrstvy ortuti a kalomelu obsahuje strieborny drétik potiahnuty vrstvickou
AgCl ponoreny opét’ v roztoku KCI. V ststave prebieha elektrochemicka reakcia podla

rovnice (6):

AgCl+e & Ag + Cl™ (6)

1.2.2.3 Pomocné elektrody

Pomocné elektrody su sucastou trojelektrodového systému merania spolu
s pracovnou a referencnou. Musia byt tvorené z dobrého vodica s dostato¢nou plochou
a elektrochemicky neaktivne. Pouziva sa platina (drotik, plieSok, sietka), uhlikova tycinka
alebo obyc¢ajny nerezovy drotik. NajcastejSou variantov je platinova elektroda, resp.

platinovy drotik [13].

1.2.3. Pracovné elektrody vo voltampérometrii /polarografii

Hlavnou sucastou elektrochemického ¢lanku je pracovna, alebo inak nazyvana aj
indika¢na elektroda. Jej vyber vychadza vzdy hlavne z typu analyzovanej latky a sledovanej
redoxnej reakcie, pretoze jednotlivé pracovné elektrody sa liSia vyuzitelnym potencidlovym
rozsahom. Ddlezité je taktiez usporiadanie analyz, kedy nie vSetky elektrody stt vhodné pre

meranie v prietoku alebo v terénnych analyzatoroch. Délezity je aj tvar a vel'kost elektrody.

1.2.3.1 Ortutové pracovné elektrody

Od zaciatkov polarografie sa ortut’ pouziva ako elektrodovy material a vd’aka svojmu
kvapalnému skupenstvu ma Specifické vlastnosti. Je vynikajuci elektrodovy materidl, ktory sa
vyznacuje velkym prepatim vodiku a preto je vyhodna pre pracu v zapornej potencialovej
oblasti. Naopak jej nevyhodou je maly anodicky rozsah obmedzeny oxidaciou ortuti
atoxicita ortuti. Meranie prebieha na ortutovej kvapke, ktora je priebezne obnovovana
odkvapkavanim a tvorbou novej, ¢o vedie k minimalizécii problémov s pasivaciou elektrody.
Povrch kvapky je dokonalo hladky a vel'mi dobre reprodukovatelny. Vzhl'adom k skupenstvu
ortuti navySe odpovedd geometricky povrch kvapky skuto¢nému. Ortutové elektrody
umoziuju meranie pri vysokych negativnych potencialoch vd’aka vysokému prepétiu vodika.
Vykazuju teda §iroky vyuZitelny katodicky potencidlovy rozsah. Dalsou vyhodou je
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schopnost’ inych kovov rozpustit’ sa v ortuti za vzniku amalgdmu, a teda moznost’ Vyuzitia

rozpust'acich technik [17]. V elektroanalyze sa pouziva niekol’ko typov ortutovych elektrod:

o Kvapkajica ortutova elektroda (droping mercury electrode, DME) — sklada sa zo
sklenenej kapilary dlhej 12-20 cm s vnutornym priemerom 30-50 pm spojene;j
pruznou hadi¢kou so zasobnikom ortuti (Obr. 6A). Ortut’ pravidelne odkvapkava od
ustia kapilary v intervaloch 2-5 s (Obr. 6B). Tato elektroda je vyuzitel'na v rozsahu
potencialov od +0,4 V do —2,6 V [6]. Vyhodou DME je hlavne pravidelna obnova
elektrodového povrchu odkvapkdvanim kvapky v priebehu merania, ¢o vedie
Kk potlaceniu pasivacie elektrodového povrchu. Nevyhodou moéze byt zavislost’
elektrody na ¢ase, nestabilita prietoku ortuti na pociatku vzniku kvapky a velka
spotreba ortuti [18].

o Statickd ortutova kvapkova elektréda (static mercury drop electrode, SMDE) — tato
elektroda je doplnena o solenoid s pohyblivym jadrom s vratnou pruzinou, ktora
uzatvara kapilaru. Po uvol'neni uzaveru vtekd do kapildry ortut’” a vznika kvapka,
ktorej velkost zavisi na dobe otvorenia kapilary. Ortutova kvapka moze byt
Vv pravidelnych intervaloch menena a jej povrch zostava konstantny. SMDE moze
byt vyuzivana ako DME, samozrejme s pravidelne regulovanou velkostou kvapky,
alebo ako HMDE [6].

e Visiaca ortutovd kvapkova elektroda (hanging mercury drop electrode, HMDE) —
povrch nie je v priebehu merania obnovovany a cela analyza je prevedena na jednej
visiacej ortutovej kvapke. K odkvapnutiu kvapky dochadza medzi jednotlivymi
meraniami a kazda d’alSia analyza tak prebieha na novom Cistom povrchu. Téato
elektréda je doplnena o elektronicky riadené klepadlo, ktoré mechanicky odtrhava
stari kvapku pred vytvorenim kvapky novej (obrazok 6C). Jej vyhodou je mensia
spotreba ortuti a mensi nabijaci prad, naopak nevyhodou je vysSie riziko pasivacie
elektrody [17].

o Filmova ortutova elektroda (mercury film electrode, MFE) — pripravuje sa
elektrolytickym vylu€ovanim ortuti z roztoku ich soli na povrchu tuhej elektrody,
kde ortut’ vytvara subor mikroskopickych kvapiek. Povrch tejto elektrédy nemozno
l'ahko obnovovat, ale stanovenia su vd’aka nepatrnému objemu ortuti citlivejsie ako

u HMDE, a je to vyuzitel'né hlavne v rozpustacej voltampérometrii [6].
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Obrazok 6 Ortutovy rezervoar (4), casom rastuca ortutova kvapka pri DME (B), visiaca ortutova
kvapkovd elektréda s klepadlom (C) [19]

1.2.3.2 Pevné pracovné elektrody

Pevné elektrody st obvykle zelektrodového materidlu valcovitého tvaru
a z izolaéné¢ho materidlu, ako je napriklad tefléon. Ich velkou vyhodou je, Ze je mozné
pripravit' elektrody réznych tvarov a velkosti podla aktudlnej potreby. Ich povrch je
nehomogénny, v priebehu analyzy sa neobnovuje a moéZzu sa na flom absorbovat’ latky
z roztoku ¢i latky vznikajuce elektrodovymi reakciami [6]. Doélezitym faktorom pri pouziti
pevnych elektrod je teda stav ich povrchu. Pre dosiahnuti reprodukovatelnych vysledkov
obvykle vyzaduju predbezné tipravy ako je mechanické lestenie, elektrochemicka aktivacia ¢i
regeneracia alebo pouZitie roznych chemickych a tepelnych procesov pred kazdou analyzou.
Aj cez mozné komplikacie spojené s obnovovanim povrchu pevnych pracovnych elektrdd,
maju zretelné vyhody oproti elektrédam na baze ortuti. Vo vSeobecnosti si mechanicky
stabilnejSie a maju vacsi rozsah anodického potencidlu, ¢o umozituje Stadium oxidéacie vela
organickych molektl. M6zu byt pouzité aj v pradiacich roztokoch [17]. Medzi najcastejsie
materialy pevnych elektrod patria kovy, ako je platina alebo zlato a rézne formy uhliku [6].

Elektroanalyticka chémia v sti€asnosti vyvija stale nové elektrodové materialy a s tym
spojené modifikacie. Vysledkom by mala byt’ elektréda so Sirokym potencidlovym oknom,
malym Sumom, pouzitelnd v réznych rozpusStadlach, odolnd voc¢i pasivécii, s moznostou

elektrochemickej regeneracie povrchu a minimalnou toxicitou materialu [20].
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Popri klasickych uhlikovych elektrodach, ako je elektréda zo skleného uhliku (GCE)
alebo grafitova elektroda, boli vyvinuté napr. uhlikové pastové elektrody (CPE), kde je
material elektrody tvoreny pastou zo zmesi uhliku a pastovacej kvapaliny [21]. Ich vyhodou
je jednoduché obnovovanie povrchu zotretim pouzitej vrstvy pasty a vytlatenim novej pasty
za pomoci piestu [22]. Nanestastie su s tym spojené aj nevyhody, ato kratka zivotnost
povrchu, hor$ia opakovatelnost vysledkov a niz§ia mechanicka stabilita [23]. DalSou
variantou pevnych elektrod su elektrody kompozitné, ako napriklad strieborné kompozitné

elektrody alebo kompozitné uhlikové elektrody, ktoré vznikaji po zmieSani polyméru,

rozpust'adla a uhliku [24,25].

Alternativou k ortutovym elektrodam, ktoré st v poslednych rokoch neziaduce vd’aka
toxicite elektrodového materialu, su pevné amalgamové elektrody [26]. V roku 2000 bola po
prvy krat predstavend strieborna pevnad amalgdmova elektroda AgSAE vyskumnikmi
Yosypchukom a Novotnym [27] a dentalna amalgamova elektroda uvedena Mikkelsonom
a jeho kolektivom [28]. Pevné amalgamové elektrody st kompromisom medzi ortutovymi
apevnymi elektrodami. Vzhladom k pritomnosti ortuti v materiali si zachovavaju vel'mi
dobré elektrochemické vlastnosti podobné ortutovym elektrodam, hlavne vysoké prepitie
vodika a moznost elektrochemickej regeneracie povrchu. NavySe su taktiez dostatocne
mechanicky odolné, stabilné a mézu teda sluzit' v prietokovych systémoch alebo terénnych
analyzatoroch. Amalgdm mdze byt pripraveny na baze réznych kovov, aje mozné takto
ziskat' rozne elektrody sréznymi elektrochemickymi vlastnostami [29]. Ako dalSia
alternativa k ortutovym elektrédam sa rozsirili bizmutové elektrody, konkrétne bizmutova
filmové elektréda BiFE, ktora sa pripravuje elektrolyticky vyla€enim tenkého povlaku
bizmutu na povrchu pevnej elektrody [30]. Tento elektrodovy material je vyuzivany pri

sledovani katodickych dejov, najmé pri stanoveni kovov pomocou rozptstacich technik [31].

1.2.4. Polarografické/voltampérometrické krivky

Zavislost' pradu prechadzajuceho elektrodou na jej potencidli znazoriuji tzv.
polarografické krivky, niekedy tieZ oznacované ako I-E, polarizacné ¢i voltampérometrické
krivky. Tie st dvojakého druhu, katdodové a anddové. Pre vlastné meranie hrad vyznamni
ulohu zdkladny elektrolyt. Obsahuje velkll koncentraciu idnov a zabezpecuje vodivost’

analyzovaného roztoku. PouZzivaju sa roztoky silnych kyselin alebo zasad i rozne pufre.
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Je potrebné, aby sa zlozky zdkladného elektrolytu nezacastnili elektrodovych reakeii
na polarizovatel'nej elektrode v o najSirSom rozsahu potencialov. Potom mozno totiz v tomto
rozsahu sledovat’ elektrédové reakcie stanovovanych depolarizatorov. Avsak pri dostato¢ne
negativnom potenciali sa katodovej redukcie zGc¢astnia aj zlozky zakladného elektrolytu.
Byva to najcastejSie vylucovanie vodika, ktoré v kyslych roztokoch prebieha pri menej
negativnych potencialoch ako v alkalickom prostredi. Pri dostatocne pozitivnom potenciali
polarizovatelnej elektrody pozorujeme v roztoku zakladného elektrolytu anodickt oxidaciu.
Touto oxidaciou modze byt rozpustanie materialu elektrody. Na rezistentnych elektrodach z
platiny alebo uhlika to byva oxidacia vody na kyslik alebo oxidécia aniénu zékladného
elektrolytu [32]. Oblast’ polarograficky vyuzitel'nych potencidlov je vymedzena potencialmi,
pri ktorych sa v roztoku zakladného elektrolytu zacnu prejavovat tieto javy vzrastom
katodického a anodického pradu (obr. 7). Pretoze zakladny elektrolyt ma obvykle najmene;j
stokrat vacsiu koncentraciu nez stanovovany depolarizator, st prudy elektrodovych reakcii
zakladného elektrolytu vel'mi vel'ké a na zazname polarografickej krivky zachytime len ich

pociatok [32].

o1 Depolarizace

3 | na:i? HO—>1/20,+2H*+2e
(=N

b kapacitn(

s pTUd B vyuZitainy potencidlovy rozsah N

g potencial, E

B' Depolarizace

© napf. 2H*+2e -»H

Obrazok 7 \-E krivka zmerand v zdkladnom elektrolyte [33]

Za predpokladu, Ze v roztoku je len oxidovana forma analytu (0x), moZe sa tato forma
redukovat’ na katdde, ak je na nej dostatocne negativny potencidl; podl'a dohody sa vynéasa na
pravu stranu. Elektroda je najskor polarizovand a takmer fiou neprechadza prad. Pri
dosiahnuti rozkladného potencialu charakteristického pre danu elektroaktivnu latku nastava
depolarizacia elektrody. Zacne elektrolyza elektroaktivnej latky a katodicky prad narasta

(obr. 8A). Preto sa elektroaktivna latka nazyva tiez depolarizator. Narastajuci prud je
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obmedzeny difuziou a kon¢i dosiahnutim limitného difuzneho pradu (l;m) aopitovnou
polarizaciou elektrody. Limitného difizneho prudu sa dosiahne vtedy, ked diftizia Castic
dosiahne maximalnej rychlosti a prad uz d’alej nerastie [34]. Tato rychlost’ je tmerna
koncentracii reagujucej latky vroztoku apreto aj limitny difazny prad je umerny

koncentracii. Priid je mozné pre kvapkajucu elektrédu vyjadrit’ tzv. llkovi¢ovou rovnicou:
I1=0,732xnXxFxDY%2xm??3xt/(c -9, (7)

kde n je pocet elektronov, F je Faradayova konstanta, D je diftzny koeficient depolarizatoru,
m je prietokova rychlost, t je doba kvapky, ¢ je koncentracia v roztoku, c® koncentracia na
povrchu elektrody a | je vysledny prud [9, 11]. Dolezitym bodom je polvinovy potencial Eyy,,
ktory charakterizuje depolarizatory a polohu krivky. Je to x-ova sturadnica polarografickej

krivky v polovici vysky viny.

Polarizovatel'na elektroda moéze byt anddou, ak je v roztoku redukovana forma
schopné anodickej oxidacie. Pri dostato¢ne pozitivnom vloZzenom potenciali (smer dol'ava)
zacne prebiehat’ oxidécia a to ma za nasledok nérast anodického prudu, ako je vidiet z

priebehu anodickej polarografickou krivky (obr. 8B) [32].

Obrdazok 8 Katodicka (A) a anodicka (B) I-E krivka [35]

Ak méame v roztoku obidve formy, anodicku aj katodicku, je polarizovatelna elektroda
bud’ anddou alebo katodou, podla vloZeného napitia. V pripade, Ze na elektrode prebieha
oxidacia aj redukcia vel'mi rychlo, tvori oxidovana a redukovand forma tzv. reverzibilny
redoxny systém. Katodickd aj anodicka krivka na seba nadvizuji a maja spolo¢ny polvlnovy
potencial (obr. 9A). Ak prebieha jeden z dejov (alebo oba) pomaly, krivky st oddelené a
kazda ma svoj polvlnovy potencidl. Oxidovanad a redukovand forma tvoria ireverzibilny

redoxny systém (obr. 9B) [32].
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Obrazok 9 Katodickad a anodicka I-E Krivka v pritomnosti reverzibilného (A) a ireverzibilného (B)

redoxného systému [36]

1.2.5. Voltampérometrické metody

1.2.5.1 Jednosmerna voltampérometria (DCV)

Pri tomto type voltampérometrie je na pracovnu elektrodu vkladané napitie s Casom
linearne rastuci alebo klesajici. Metdédu mdézeme povazovat’ za stacionarnu pri konstantnom
potencidli vd’aka dostatocne malej rychlosti zmeny potencidlu v porovnani s rychlostou

ustalovania rovnovahy pri elektrode [6].

Vyslednd I-E krivka mé tvar viny. Polarografickd vlna DME je charakteristicka
oscilaciami spdsobenymi odkvapkévanim ortutovej kvapky, ktoré moézu spdsobit’ problémy
pri vyhodnocovani vysledkov. Tie je mozné eliminovat’ pouzitim metddy TAST polarografie,
kedy je prad merany len kratku dobu tesne pred odkvapnutim kvapky a drzi sa v paméti po
vacsinu doby Zivota nasledujucej kvapky. U DCV pri praci so staciondrnymi elektrodami
tieto oscilacie spojené so zmenou velkosti povrchu elektrody v priebehu merania pozorované
nie su. Kvalitativnym tdajom je hodnota Ej/; a kvantitativnym hodnota limitného difizneho
pradu lim. DCV umoZituje dosiahnutie limitu detekcie v radoch 107> mol I'* a rozlisit

analyty, medzi ktorymi je rozdiel polvlnového potencialu A E;, > 200 mV [3].

1.2.5.2 Cyklicka voltampérometria (CV)

Cyklickd voltampérometria je metoda pri ktorej sa na stanciondrnu elektrédu
vV nemiesanom roztoku vklada potencial trojuholnikového priebehu s rychlostou zmeny dE/dt
(obr. 10). Polariza¢na krivka ma tvar pikov a prid pikov zavisi na rychlosti ¢asovej zmeny

potencialu. V désledku toho, Ze difuizia je relativne pomaly transportny proces, pri dostatocne
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vysokej rychlosti polarizacie nestacia produkty elektrodovej reakcie celkom oddifundovat’ od
elektrédy a za vhodnych podmienok je mozné ich pri opacnom smere potenciadlovej zmeny
detegovat’ [6].

Priame analytické vyuzitie metdody je malé, hlavny vyznam ma pri Stadiu
elektrodovych reakcii. Z priebehu katodickych a anodickych kriviek je mozné usudit

mechanizmus elektrodovej reakcie a jej reverzibilitu [6]. Pre reverzibilné reakcie plati:

e rozdiel potencidlov anodického a katodického piku Ep, — Epx = 0,059/n,

¢ podiel prudov anodického a katodického piku Iy a/l px = 1,

e potencial pikov je nezavisly na rychlosti zmeny potencialov, dE/dt, a je 0 28,5/n mV
negativnejsi (u katodického) ¢i pozitivnejs$i (u anodického piku) ako polvlnovy

potencial.

Pre ireverzibilny dej zavisi rozdiel potencidlov anodického a katodického piku na rychlosti
polarizacie, dE/dt, a hodnotach a (koeficient prenosu naboja) ak® (heterogénna rychlostna
konstanta v cm s™Y) charakterizujucich ireverzibilny dej, priom z tejto zavislosti je mozné
uvedené parametre urcit. Priama timera medzi vyskou piku (l,) a odmocninou z rychlosti

polarizacie (V%) (dE/dt)*?, plati len u difuziou riadenych dejov. Pri dejoch kontrolovanych

adsorpciou je I, priamo timerna v, tj. dE/dt [6].
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Obrdazok 10 Potencidlovy program (A) a prudova odozva (B) pri cyklickej voltampérometrii.
V uvedenom priklade je na cyklickom voltampérograme vidiet, ako su produkty vzniknuté oxidaciou

(pik a) pri opacnom smere potencidalovej zmeny redukované (pik b) [36]
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1.2.5.3 Diferencna pulznd voltampérometria (DPV)

Z pulznych metdéd ma prave tato metdda najvacsi vyznam pre elektroanalytick
chémiu. Pri tejto metode je potencial linearne s ¢asom sa meniaci prekladany napdtovym
pulzom o amplitade 10 az 100 mV a v dobe trvania radovo desiatok ms. Prud je merany vzdy
pred zaciatkom ana konci kazdého pulzu. Rozdiel medzi tymito pridmisa vynasa
Vv zavislosti na vkladanom napiti, ¢o vidime na obrazku 11. Vysledny pradovy signal ma tvar
pikov, ich polohu (Ep) mozno vyuzit' pre kvalitativou analyzu, vySka piku I, je Gmerna
koncentracii analytu. Limit detekcie sa obvykle pohybuje okolo 108 mol L™ aje mozné

rozli$it’ latky s rozdielom polvinovych potencialov E1, > 50 mV [3, 32].

wunuiz J/LE
) A

&as, 1 £

potencidl, -E

Obrdazok 11 Priebeh potencidlu vkladaného na pracovnu elektrodu v zavislosti na case (A),

vysledna voltampérometricka krivka (B) [37]

1.2.5.4 Rozpustacia voltampérometria

Metoda je charakteristickd stanovenim elektroaktivnych zloZziek pocas ich
rozpustania. Najskor sa pri elektrolytickom nahromadeni pri vhodnom potenciali vylucuje
analyt na elektrode, ato za stileho mie$ania. Po vypnuti mieSania a ustaleni roztoku
zahdjenim linedrnej zmeny potencidlu dochadza k elektrolytickému rozpastaniu
nahromadenych produktov elektrolyzy azaznamend sa rozpustaci pradovy signal

[32]. Rozdelenie rozpustacej voltampérometrie:

e anodicka rozpustacia voltampérometria (ASV),
e katodicka rozpustacia voltampérometria (CSV),

e adsorp¢na rozpustacia voltampérometria (AdSV) [9].
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1.2.6. Boérom dopovana diamantova elektroda

Predmetom tejto diplomovej prace je stanovenie vybranych lieCiv S vyuzitim bérom
dopovanej diamantovej elektrody. Preto bude tejto elektrode a jej vlastnostiam venovana

samostatna kapitola.

V poslednych dvoch desatro¢iach je venovana velka pozornost novému
elektrodovému materialu, bérom dopovanému diamantu (BDD). Priprava BDD filmov je
obvykle zalozend na principe chemickej depozicie par. K depozicii diamantového filmu je
najCastejSie pouzivana zmes metanu a vodiku, dopovanie bérom je dosiahnuté pridavanim
diboranu do zmesi plynu [38,39]. Medzi vyhodné vlastnosti BDD patri mechanicka aj
chemicka stabilita, nizky zvyskovy prad a biokompatibilita [40-44]. Dalsou déleZitou
vlastnostou borom dopovaného diamantu (BDD) je Siroké potencialové okno, zavislé na
kvalite filmu a dosahujice hodnot az okolo 3,5 V. Bérom dopované diamantové elektrody
(BDDE) preto umoziuji prevadzat’ elektrochemické reakcie pri potencialoch, ktoré nie je

mozné dosiahnut’ inym spdsobom [42,45].

Pri elektrochemickom stanoveni organickych latok na pevnych elektrédach dochadza
vel'mi Casto K ireverzibilnej adsorpcii reakénych produktov ¢i niektorych zloziek vzorky na
povrchu elektrody, ¢o mé za nasledok jej pasivaciu. Na adsorpciu polarnych latok su citlivé
skoro vSetky sp’ uhlikové elektrody (tzn. elektrody v ktorych prevazuji uhlikové atomy s sp?
hybridizaciou, napr. grafitové). Je to sposobené hlavne pritomnost’ou polarnych skupin na ich
povrchu. BDD je vd’aka svojmu sp® charakteru (uhlikové atomy st na tomto mieste v sp
hybridizacii) vo€i adsorpcii polarnych latok na jeho povrchu znaéne rezistentny. Vdaka
malej nachylnosti k pasivécii st BDD filmy vo vela pripadoch idedlnym elektrodovym
materidlom, ktory je mozZné pouzZit' k vysoko citlivému stanoveniu velkého mnoZstva

organickych aj anorganickych latok bez predoslej upravy povrchu elektrod [40].

Diamantovy povrch elektrody moze byt’ H-terminovany vd’aka katodickej prediprave
alebo O-terminovany anodickou predupravou. Prediprava BDDE ma vyznam pre zvySenie
voltamperometrického signalu, zabranenie pasivacii elektrodového povrchu a zaistenie lepsej
reprodukovatelnosti odozvy analytu. Zakladom je elektrochemicka oxidacia a stabilizacia
povrchu elektrody pri pozitivnom potenciali okolo +2,0 V, kedy dochadza k rozkladu vody

podla rovnice (8), za vzniku OH radikalov, ktoré posobia ako silné oxida¢né cinidla [46].

H,0 (BDD) » OH + H' + e~ (8)
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Udrzovanie H-terminovaného povrchu elektrody je velmi obtiazne kvoli jednoduchej
elektrochemickej oxidacii a oxidécii povrchu BDDE vzdusnym kyslikom. Rehydrogenacia
oxidovaného povrchu elektrody vkladanim negativneho potencidlu musi byt vykonana
opakovane vzdy tesne pred elektrochemickymi experimentami [47]. Vedl'a katodického,
resp. anodického pretreatmentu vyuzivaji niektori autori lestenie elektrody pomocou aluminy

alebo cyklovanim v ur€itom rozsahu potencialu.

Pre pouzitie BDDE v elektrochémii organickych latok existuja 2 hlavné smery:
elektrochemicka oxidacia organickych latok obsiahnutych v odpadnych vodach na BDD
anode zalozena na ich uplnej konverzii alebo destrukcii [48-50], auzitie BDDE ako
elektrochemického senzoru vo voltampérometrii alebo pri ampérometrickej detekcii
v prictokovych metdodach [51, 52, 53]. V oblasti elektroanalytickej chémie je borom
dopovand diamantova elektroda vel'mi Casto vyuzivana hlavne pri analyze organickych latok,
ako st pesticidy [54], lie¢iva [55], rozne karcinogénne latky [56], biomarkery radov ochoreni
[57], a pod. Vzhl'adom k Sirokému potencialovému oknu boli tieto elektrody vyuzité rovnako
pri stanoveni kationov kovov [58]. Vzhl'adom K tomu, Ze sa voltampérometrické metody
Casto potykaju s problémami spojenymi s nizkou selektivitou a niekedy aj nedostatocnou
citlivostou, bola znacnd pozornost venovana rovnako moznostiam modifikacii BDDE
scielom tieto nevyhody eliminovat. Vyuzivané st dva zakladné smery. Prvym je
modifikacia povrchu BDDE elektrolyticky vylu€ovanim nanocastic roznych kovov ( Au, Pt,
Pd, Cu, Bi, Ni) [59]. Dalsou moznostou je fyzikalna, chemicka alebo biochemicka
modifikédcia povrchu, kedy sa vyuziva principu adsorpcie ré6znych materidlov na povrchu

alebo chemickej vizby malych organickych molekul, biomolekul a polymérov [60].

Vramci tejto  diplomovej priace bude BDDE pouzitd pre Stadium

voltampérometrického spravania lie¢iv zo skupiny oxikamov.

1.3. Oxikamy

Oxikdmy sa radia k nesteroidnym antireumatikdm (nesteroidné antiflogistika, NSA).
Maji Siroké vyuzitie v lieCbe akttnych i chronickych bolestivych syndromov roézneho
pévodu, najmi vertebrogénnych a kibovych, d’alej na kratkodobu lieGbu pooperaénej a
pourazove] bolesti. VSeobecne sa vyuZiva ich analgetického, protizdpalového a

antipyretického u¢inku. Vo velkej miere st poddvané tiez u niektorych typov bolesti hlavy,
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predovsetkym pre ich Siroky vyber a nizke naklady. NajcastejSie sa pouzivaji v liecbe
cervikogénnych bolesti hlavy (cervikokranidlneho syndrému), a to najmi v akutnej faze. Pri
chronickom podavani hrozi riziko vzniku gastropatie z nesteroidnych antireumatik. NSA sa
d’alej uzivaju v akutnej lieCbe migrény, kde sit vymedzené pre zachvaty miernej a strednej
intenzity. Je mozno ich odporudit’ aj ako G¢innu kratkodobu zachranni medikaciu u bolesti
hlavy tenzného typu v obdobi dekompenzicie. Medzi zname oxikamy patri meloxikam,
piroxikam, lornoxikam a tenoxikam [61]. Predmetom tejto diplomovej prace st meloxikam

a lornoxikam, ktorym su taktiez venované nasledujuce kapitoly.

1.3.1. Meloxikam

1.3.1.1 Charakteristika

Meloxikam, ktoré¢ho Struktirny vzorec je uvedeny na obr. 12, je vysokoucinny
nesteroidny protizapalovy liek triedy kyseliny enolovej, oxikamovych derivatov (NSAID),
ktory ma vysSiu aktivitu cyklooxygenazy-2 (COX-2), ako proti cyklooxygenaze-1 (COX-1)
s potencialne vysokym protizapalovym a analgetickym tG¢inkom. Je indikovany na liecbu
reumatoidnej artritidy, osteoartritidy a inych ochoreni kibov. Vzhladom na velmi nizku
rozpustnost’ v kyslom prostredi moze spdsobit’ iba malo lokalnych gastrointestinalnych
vedlajsich ucinkov [62].

OH Q N
/ilCH
3
N S
H

N
s” “CH

# 3

0O 0

Obrdzok 12 Chemicka Struktira meloxikamu [63]

Meloxikam je dostupny vo forme tabliet Meloxicam Mylan, ktoré obsahuju aj
pomocné latky ako celulozu, kukuricovy Skrob, monohydrat laktozy, citrat sodny a oxid
kremicity. Pripravok Meloxicam Mylan by sa nemal uzivat’ pocas poslednych troch mesiacov
tehotenstva, pri krvacavych stavoch do zaltidka alebo Creva, pri zavaznej poruche funkcie

pecene alebo zlyhanie obliciek a pri problémoch so srdcom. Tento lieck méze byt’ spojeny S
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miernym zvySenim rizika srdcového zachvatu alebo cerebrovaskuldrnymi prihodami.
Akékol'vek riziko je pravdepodobnejsie pri vysSich davkach a dlhodobej lie¢be. Doporucena
davka lieku je 15 mg raz denne. Ak sa priznaky zlepSia, davka sa moze znizit na 7,5 mg

denne [64].

Meloxikdm je takmer Uiplne metabolizovany na inaktivne metabolity izoenzymami
cytochromu P450 (CYP450). CYP2C9 je primarne zodpovedny za metabolizmus
meloxikamu, =zatiall ¢o CYP3A4 hrda mensSiu tulohu. Medziproduktovy metabolit
5-hydroxymetyl meloxikam sa dalej metabolizuje na 5'-karboxy-meloxikam, ktory
predstavuje hlavny metabolit. Iba stopy nezmenenej materskej zluceniny sa vylu¢uji mo¢om
(0,2%) a stolicou (1,6%). Rozsah vylu¢ovania moc¢om bol potvrdeny pri neznacenych
viacnasobnych davkach 7,5 mg: 0,5 %, 6 % a 13 % davky bolo zistenych v moci vo forme
meloxikamu, 5-hydroxymetyl a 5'-karboxymetabolity. Pol¢as rozpadu meloxikamu je 15-
20 hodin [65].

1.3.1.2 Stanovenie meloxikamu

Meloxikdm je mozné stanovit pomoOcou rdznych inStrumentdlnych metod.
NajcéastejSie sa pouziva vysokoucinna kvapalinova chromatografia, a to v spojeni napr.
s detektorom s diodovym alebo fotodiodovym polom [66], UV fotometrickym detektorom
[67], alebo hmotnostnym spektrometrom [68]. Dalsou moznostou je vyuZitie optickych
metod ako spektrofotometria [69,70,71] alebo fluorimetria [72]. Tieto metddy st obvykle
vel'mi citlivé a selektivne, ale Casto vyzaduju zlozitu pripravu vzorky k analyze a su ¢asovo
aj inStrumentalne narocné. Vzhladom k tomu, Ze meloxikdm je elektrochemicky aktivny,
pontika sa voltampérometria ako lacna, rychla a jednoducha alternativa k vyssie uvedenym
metodam.

Elektrochemicka redukcia meloxikamu bola $tudovana pomocou HMDE a bola
navrhnutd metdda jeho stanovenia s vyuzitim rozpustacej square wave voltampérometrie
(AdS SWV) [73,74]. Autori zistili, ze meloxikam poskytuje jeden redukény signal okolo
potencialu —1400 mV (obr. 13) a Beltagi a kol. vo svojej praci rovnako navrhli mechanizmus
redukcie meloxikamu, ktory je schématicky zndzorneny na obr. 14. Dalsi autori pouzili pre
stanovenie meloxikdmu diferenéne pulzni polarografiu DPP v spojeni s SMDE [75].
Vhodnym pre stanovenie sa ukazalo slabo kyslé prostredie acetatového pufru (pH 5) alebo
Brittonov-Robinsonov pufor (BRB, pH 4) a navrhnuté metddy boli aplikované pri analyze

farmaceutickych pripravkov aj krvnej plazmy.
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Obrazok 13 Cyklicky voltampérogram redukcie meloxikamu namerany na HMDE (BRB pH 4,0,
v=100mV s, cux = 5,0x10° mol L") [76]

(1T}

Obrdazok 14 Schéma redukcie meloxikamu na HMDE [77]

Oxida¢né spravanie meloxikdmu bolo po prvy krat popisané na uhlikovej pastovej

elektrode (CPE) [78]. Bolo zistené, ze toto lieCivo poskytuje dva oxidac¢né signaly pri
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potencialoch +500 a +1000 mV (obr. 15). Podla autorov odpoveda prvy signal oxidacii
amidovej funkénej skupiny a druhy signal oxidacii enolovej skupiny. Stanovenie prebiehalo
v prostredi BRB o pH 3. Dalsie prace boli zamerané na vyuZitie modifikovanych uhlikovych
elektrod pre stanovenie meloxikdmu v modelovych roztokoch, vo farmaceutickych
pripravkoch aj v biologickych vzorkach. Wang a kol. pouzili elektrodu zo sklovitého uhliku
modifikovanou kyselinou cysteinovou, a to elektrochemickou cestou z L-cysteinu pomocou
CV [79]. Pri analyze realnych vzoriek sa osved¢ili taktiez metody vyuzivajuice CGE
modifikovanou karboxylovym oxidom grafenu a poly-L-lyzinom [80] alebo CPE
pripravenou z pasty tvorenej uhlikovymi nanotrubickami modifikovanymi tzv. MIP

(molecular imprinted polymer) [81].
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Obrazok 15 Cyklicky voltampérogram oxiddcie meloxikamu namerany na CPE (BRB pH 3,0,
v=100mV s, cux = 5,0x10~ mol L") [82]

1.3.2. Lornoxikam

1.3.2.1 Charakteristika

Lornoxikam (obr. 16) je rovnako ako meloxikdim nesteroidny liek a posobi
protizapalovo a protireumaticky [83]. Mechanizmus u¢inku lornoxikamu suvisi prevazne

s inhibiciou syntézy prostaglandinov vedticou Kk potlaceniu zapalu. Lornoxikdm nema vplyv
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na vitdlne funkcie (napr. na telesnt teplotu, dychova frekvenciu, tlak, EKG). Rozsiahlo sa
metabolizuje v peceni, predovsetkym hydroxylaciou na inaktivny 5-hydroxylornoxikam.
Priemerny Cas eliminacie povodnej latky st 3-4 hodiny. LieCivo lornoxikam v obalenej
tabletovej forme je mozné zakupit’ v lekarni ako Xefo 8 mg. Sposobuje kratkodobu ul'avu od
akutnej az stredne silnej bolesti a symptomaticku ul'avu od bolesti a zapalu pri osteoartritide
a reumatoidnej artritide. Davkovanie lieku je individuélne podl'a dohovoru s lekarom, ktory
nastavi optimalnu hladinu lieku. Maximélna doporucend dennd davka je 16 mg, teda
rozdelenie 2-3x za den. Liek sa uziva peroralne. Lornoxikdm sa neodporuc¢a detom
a dospievajucim do 18 rokov vzhladom na nedostatok udajov o bezpecnosti a ti¢innosti.
Dalej s mozné komplikacie pri uZivani lieku u pacientov s poruchami funkcie obli¢iek,
poruchami zrazania krvi a krvacavymi stavmi do gastrointestinalneho traktu. Nedoporucuje
sa rovnako ako meloxikam, uzivat' liek pocas tehotenstva a pocas porodu, ato hlavne

z nedostatku klinickych udajov o gravidnych Zenach vystavenych G¢inku lornoxikamu [84].

Obrazok 16 Chemicka Struktura lornoxikamu [85]

Lornoxikam je z 99 % viazany na plazmatické proteiny (takmer vylu¢ne na sérovy
albumin). Lornoxikdm je uplne metabolizovany cytochromom cyp 2C9, pricom hlavnym
metabolitom je 5'-hydroxy-lornoxikam a v nezmenenej forme sa vylucuju iba zanedbatel'né
mnozstva intaktného lornoxikdmu v moci. Priblizne 2/3 lieCiva sa eliminuji pecetiou a 1/3

oblickami v aktivnej forme. Polcas zivota 3-5 hodin [65].

1.3.2.2 Stanovenie lornoxikamu

Rovnako ako meloxikdm aj lornoxikdm moZeme stanovit’ pomocou in$trumentalnych

metod. NajcastejSie sa opédt’ vyuziva kvapalinova chromatografia v kombinacii s UV
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detekciou [86], hmotnostnym spektrometrom [87] alebo elektrochemickou detekciou [88].

Dal$ou popisanou metddou je spektrofotometrické stanovenie [89].

Co sa tyka elektroanalytickych metod, bolo najskor popisané redukéné spravanie
lornoxikamu s vyuzitim SMDE ako indikacnej elektrody [90]. Na obr. 17 je uvedeny
cyklicky voltampérogram ziskany v prostredi 0,05 mol L™ kyseliny chloristej. Je zrejmé, Ze
analyt poskytoval dva redukéné signaly okolo potencidlov —900 a —1000 mV. Sucasne autori
preukazali, Ze sa lornoxikam na povrchu ortutovej elektrody akumuluje a je mozné teda pre
jeho stanovenie vyuzit’ rozpustaciu voltampérometriu. Navrhnuta metdda bola aplikovana pri
analyze séra. Dal§ou moznostou stanovenia lornoxikamu v T'udskom sére bolo pouzitie
elektrod na baze uhlika, kde autori Studovali jeho oxidacné spravanie [91]. Oxidacia
lornoxikamu poskytla jediny ireverzibilny pik ako je zdokumentované na obr. 18. Autori

priradili tento signdl oxidacii hydroxylovej skupiny.

0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1
-E/V vs. Ag-AgCl

Obrdzok 17 Cyklicky voltampérogram redukice lornoxikdmu namerany na SMDE (0,05 mol L™
HCIO,, v=100mV s/, clry = 1 x107° mol L™'; bodkovand iara— bez akumuldcie, plna ciara

S akumuldciou pri potencidale —600 mV po dobu 15 s) [91]
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Obrazok 18 Opakovany cyklicky voltampérogram oxidacie lornoxikdmu namerany na GCE
(0,2 mol L™ H,SO4, v=100mV s, clrx = 2x107° mol L™'; 1 — prvny sken, 2 — druhy sken) [90]
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2. Experimentalna cast’

2.1. Pristrojové vybavenie

Vsetky voltampérometrické merania boli prevedené pomocou pocitacom
riadeného Eco-Tribo polarografu (obr. 19, Polaro-Sensors, Ceska republika) so softwarom
Polar.PRO verzia 5.1 pre Windows XP, ato Vv trojelektrodovom usporiadani. Ako pracovna
elektréda sluzila komercne dostupna BDDE (Windsor Scientific, Velka Britania) s
pracovnym povrchom 7,07 mm? a pomerom B/C v plynnej faze pri depoziénom kroku
deklarovanym vyrobcom 1000 ppm. Ako referencnd elektréda bola pouzitd nasytena
argentchloridova elektroda Ag/AgCI (KCI, saturovana) a ako pomocna elektroda platinovy
(Pt) drotik (obe Monokrystaly Turnov, Ceska republika).

Obrazok 19 Pouzivany Eco-Tribo polarograf so zapojenym elektrodovym systémom

Vsetky experimenty sa uskutoc¢nili pri laboratornej teplote (23+2 °C) a za pritomnosti
kyslika, teda bez bublania roztoku inertnym plynom. Pomocou stolného pH-metra Fisher
Scientific AB 150 (Fisher Scientific, Massachusetts, USA) boli merané hodnoty pH.
Analytické¢ vahy (Denver Instrument, New York, USA) boli pouzivané pre navazZovanie
chemikalii, automatické mikropipety Biohit (Biohit PLC, Helsinki, Finsko) a Eppendorf
(Eppendorf Research, Hamburk, Nemecko) sluzili na presné davkovanie roztokov. Na
podporu rozpustania Standardov bola vyuzita ultrazvukova kuapel Bandelin SONOREX

(Schalltec GmbH, Nemecko).
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2.2. Pouzité chemikalie

Standardné roztoky meloxikdmu (Gistota > 98%, Sigma-Aldrich, Cesk4 republika)
a lornoxikamu (Cistota > 98%, Cayman Chemical Company, USA) 0 koncentracii
1x10"3 mol L™* boli pripravované rozpustenim odpovedajicej navazky v metanole (MetOH,
Acros Organics, New Yersey, USA). Ako zakladny elektrolyt bol pouzivany Brittonov-
Robinsonov pufor (BRB) v rozmedzi pH 2-12. Pozadované pH bolo docielené mie$anim
kyslej a alkalickej zlozky pod pH metrom. Kysla zlozka o koncentracii jednotlivych kyselin
0,4 mol LY bola pripravena riedenim 85% H3PO, a99,8% CH3;COOH a rozpustenim
navazky praskovej HsBOs 0 &istote 99,8% (Lachema, Ceské republika). 0,2 mol L™* NaOH
(Lachema, Ceska republika) predstavoval alkalicku zlozku. Pre docielenie pH okolo 1 bola
pouzita HNO3 (Lachema, Ceska republika) o koncentracii 0,1 mol L', Ako analyzované
vzorky sme vyuzili tabletové formy oboch oxikdmov ato konkrétne pre meloxikdm
Meloxicam Mylan 15 mg (Viapharma Brno, drzitel’ rozhodnutia o registracii Generics UK)
apre lornoxikam tablety Xefo Rapid 8 mg (firma Takeda, Rakusko). Odportc¢ana davka
meloxikamovej tablety je 7,5 mg raz denne (pol tablety Meloxicamu Mylan 15 mg). V
pripade nedostato¢ného ucinku liecby moze lekér zvysit’ davku na 15 mg meloxikamu denne.
V pripade lornoxikamu je zvycajna denna davka tabliet Xefo Rapid 8-16 mg rozdelenych do

davok po 8 mg dvakrat denne alebo 16 mg raz denne.

2.3. Procedury

2.3.1. Priprava BDDE k meraniu

BDDE bola pred pouzivanim aktivovana zmeranim 20 cyklickych voltampérogramov
od pociatocného potencidlu (Epoc) —1000 mV do potencidlu obratu (Eoprary) +2200 mV pri
rychlosti polarizacie (v) 100 mV s™*. Aktivacia prebichala vzdy na zaciatku pracovného diia
priamo Vv roztoku zakladného elektrolytu. Medzi jednotlivymi meraniami nebol povrch
elektrédy nijak regenerovany ani inak upravovany. Pofas merani bol teda povrch BDDE
pravdepodobne O-terminovany vzhladom k praci pri znacne pozitivnych hodnotach

potencialu a 'ahkej oxidacii diamantu i len vzdusnym kyslikom.

41



2.3.2. Voltampérometrické merania

Pouzivanou pracovnou elektrédou bola BDDE. Pri stadiu voltampérometrického
spravania MLX i LRX bola pouzitd metéda CV v rozsahu potencilov od E,,c —500 mV do
Eobraww 2200 mV pri v 100 mV s aboli skaimané zavislosti na pH a rychlosti polarizacie.
Pre meranie koncentraénych zavislosti a pre stanovenie MLX v modelovych irealnych
vzorkéach bola pouZitd metdéda DPV v prostredi BRB o pH 3 a v rozsahu potencidlov od Ejo
0 mV do kone¢ného potencialu (Exon) +2000 mV. Optimalizované parametre DPV boli

nasledujtice: rychlost’ polarizacie 40 mV s, vyska pulzu +60 mV a sirka pulzu 30 ms.

Vysky pikov boli vyhodnocované od zakladnej linie vloZené ako priamka spojujuca
minima pred a za pikom. Vysledné voltampérometrické krivky, ich zavislosti a kalibracné
priamky boli ziskané pomocou softwaru MS Excel 2010 (Microsoft, USA). Parametre
kalibra¢nych kriviek a odpovedajuce intervaly spolahlivosti na hladine vyznamnosti a = 0,05
boli pocitané pomocou programu Project 1 [92]. Limit detekcie (LOD) bol pocitany ako
3x smerodajna odchylka tseku podelena smernicou a medza stanovitelnosti (LOQ) ako

10x smerodajné odchylka useku podelend smernicou.

2.3.3. Analyza farmaceutického pripravku

Tableta Meloxicam Mylan, bola pre analyzu pripravena nasledovne. Jedna tableta
Meloxicamu Mylan (15 mg) bola rozdrvena na prasok v trecej miske a rozpustena v 100 mL
rozpustadla. Testované boli Styri moznosti — rozpustanie v MetOH, acetonitrile,
0,1 mol L' HNO3z a 0,1 mol L' NaOH. Najlepsie sa liekovy prasok rozpustil v MetOH a ten
bol vybrany ako najvhodnejSie rozpustadlo pre nasledujuce analyzy farmaceutickych
pripravkov. Ziskany roztok bol pred analyzou filtrovany, aby bol odstrdneny zakal
anerozpustené zvySky spojiva. Nasledne bola vykonana analyza vzorky metodou
Standardného pridavku. Meranie prebiehalo v polarografickej nddobke v prostredi BRB o pH
3 aobjeme 15 mL. K elektrolytu bola napipetovana vzorka MLX o objeme 35 uL a dva po
sebe nasledujuce Standardné pridavky roztoku MLX (c = 0,001 mol L™', V = 15 uL).
Meranie prebehlo opakovane 5x po sebe.

Tableta XefoRapid (8 mg) obsahujiica ako G¢innu latku LRX bola pre analyzu
pripravend rovnakym sposobom ako MLX. Tabletu sme rozpustali vzhladom na dobru
rozpustnost’ rovnako v prostredi MetOH a takto pripraveny roztok bol zfiltrovany. Meranie

prebiehalo v polarografickej nadobke v prostredi BRB 0 pH 3 a objeme 20 mL, nasledne bola
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napipetovana vzorka LRX o objeme 93 pL aopit dva po sebe nasledujuce Standardné
pridavky roztoku LRX (¢ = 0,001 mol L™, V = 20 puL). Meranie bolo prevedené 5x.

Z opakovanych stanoveni bola vZdy vypocitana priemerna hodnota obsahu ucinnych
latok na tabletu s prisluSnym intervalom spolahlivosti, vytaZnosti a relativna smerodajna

odchylka (RSDs) opakovaného stanovenia.
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3. Vysledky a diskusia

3.1. Voltampérometrické spravanie meloxikamu a lornoxikamu

V tvode experimentalnej Casti diplomovej prace boli najskor pripravené Standardy
oboch Studovanych oxikamov meloxikamu (MLX) a lornoxikamu (LRX) o0 koncentracii
1x10~% mol L. Struktarne vzorce obidvoch analytov su pre ilustraciu uvedené na obr. 20.
Pre stadium ich voltampérometrického spravania bola pouzitd metoda CV aboli zmerané
prvé cyklické voltampérogramy oboch liec¢iv na BDDE, ktoré su uvedené na obr. 21 (MLX)
a22 (LRX). Meranie prebiehalo v prostredi BRB opH 3 vrozsahu potencidlov od
Epoe —500mV do Eepraw +2000mV, pri v 100 mV s, Koncentricia analytov

v polarografickej nadobke bola Cyix = CLrx = 1x107>-3x107> mol L.

}\j\ 9] OH @NL 0O HO
H | Cl
N Vs
- rﬁ\ HJC/N‘:?S{\\‘
A 00 B 0o

Obrdzok 20 Struktiirne vzorce meloxikamu (A) a lornoxikdmu (B)

Za uvedenych podmienok MLX poskytol 2 oxida¢né signaly, ¢o bolo v stlade
s publikovanymi pracami [80]. Prvy pik sa nachadzal okolo potencialu +900 mV a podla
literatary by mal odpovedat’ oxidéacii amidovej funkénej skupiny. Druhy signal bol
pozorovany pri potenciali okolo +1400 mV amal by odpovedat’ oxidacii hydroxylovej
skupiny [80]. Sledované elektrochemické reakcie su ireverzibilné, pretoze na katodickej
krivke nebola zaznamenana Ziadna odpovedajuca redukénd pridova odozva. Vzhladom
k tomu, Ze boli pozorované dva oxidacné signaly, mohlo by sa stat, Ze v pripade prvej
oxidacie by sa mohlo jednat' o reverzibilni reakciu, ktora ale spétne neprebieha kvoli
nasledujucej oxidacnej reakcii. Preto bol zmerany taktiez cyklicky voltampérogram
s potencialom obratu +1070 mV, teda hned’ za prvym oxidaénym signalom MLX. Ako je
vidiet' z vlozeného zdznamu na obrazku 21B, bolo potvrdené, Ze aj v tomto pripade sa jedna
0 ireverzibilnu reakciu, pretoze opét’ nebol pozorovany ziaden odpovedajici katodicky pik.
Vzhl'adom k polohe atvaru bol pre d’alSie Stadie a hlavne pre vyvoj metddy stanovenia
zvoleny prvy oxidacny signal MLX.
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Obrdzok 21 A — Cyklické voltampérogramy MLX zaznamenané na BDDE, B — Cyklické
voptamperogramy MLX s réznym potencidalom obratu zaznamenané na BDDE; Metoda: CV,
elektrolyt — BRB (pH 3), E,oc = =500 mV, Egpras = +2000 mV (A, B) a +1070 mV (B), v =
100 mV s/, cyix = I1x107-3x107 mol L”/(A) a 1x10° mol L™ (B)
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Obrdzok 22 Cyklické voltampérogramy LRX zaznamenané na BDDE; Metéda: CV, elektrolyt — BRB
(pH 3), E oe = =500 MV, Egprar, = +2000 mV, v =100 mV s %, cipx = 1x10°-3x 107> mol L™

45



Za rovnakych experimentalnych podmienok bol pre LRX pozorovany iba jeden
anodicky signal okolo potencialu +910 mV (obr. 22). Rovnako v tomto pripade sa jednalo
o0 ireverzibilni elektrodova reakciu, pretoze nebol pozorovany ziaden odpovedajuci
katodicky pik. Pre lepSie porovnanie signalov st na obr. 23 uvedené voltampérogramy oboch
latok pri rovnakej koncentracii (1x107> a 2x107> mol L™). Je zrejmé, Ze prvy oxidaény signal
MLX a pik poskytovany LRX sa prekryvaji, ¢o by svedcilo o oxidacii rovnakej funkcnej
skupiny. V literature je vSak pik LRX prisudzovany oxidacii hydroxylovej skupiny [91],
zatial’ o prvy oxida¢ny pik MLX je priradeny oxidacii amidovej skupiny a az druha odozva

pri pozitivnejSom potenciale oxidacii hydroxylovej funkénej skupiny [79].

1000
z —MLX
700 —|Rx
400
100
-200 . L
600 1000 1400 1800

E [mV]

Obrazok 23 Cyklické voltampérogramy MLX a LRX zaznamenané na BDDE; Metoda: CV, elektrolyt
—BRB (pH 3), E,oc = =500 mV, Eqprar, = +2000 mV, v = 100 mV s Clrx = Cmix = I %10 7°-
2x107 mol L™’

3.1.1. Zavislost’ na pH
Prostredie vyznamne ovplyviuje elektroaktivitu latok a preto bola na zac¢iatku merani
Studovand zavislost’ voltampérometrického spravania MLX a LRX na pH. Opit’ bola pouzita

metoéda CV ardzne pH prostredia zaistovali 0,1 mol L? HNO; a BRB (pH 2-12). E,q: bol
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~500 mV, Exon #2000 mV,v 100 mVs™, cux 1x10° mol L™ acirx 5x107° mol L™,
Na obr. 24 (MLX) a 25 (LRX) su zobrazené anodické cCasti cyklickych voltampérogramov
zaznamenanych na BDDE v zavislosti na pH prostredie. Na obr. 26 st vynesené zavislosti
vysky piku (u MLX sa jednd o prvy anodicky signal) na pH zékladného elektrolytu.
V pripade MLX bol z kriviek od¢itany vysoky signal v kyslom a slabo kyslom pH prostredi.
V neutrdlnom a zasaditom prostredi sa pradové odozvy MLX znizovali. Pre d’alSie merania
bolo preto vhodné kyslé prostredie. V pripade LRX bol najlepsi signal zaznamenany rovnako
v kyslom prostredi. Cim viac sa pH bliZilo k neutralnejsim a zasaditejsim hodnotam, signaly
viditeI'ne klesali. Pre d’alSie Studie tykajuce sa zavislosti na rychlosti polarizacie bolo zvolené
prostredie BRB o pH 3 pre obe $tudované latky a vol'be optimalneho pH pre ich stanovenie

bude znova venovana pozornost’ v kapitole tykajucej sa vyvoja metdd.
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200
100 / ——0,1M HNO3 pH 2 MLX
—pH 3 MLX oH 4 MLX
—pH5MLX ——pH 6 MLX
0 ——pH 7 MLX pH 8 MLX
——pHIMLX ——pH 10 MLX
——pH 11 MLX pH 12 MLX
_100 1 1 1
600 850 1100 1350 1600
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Obrazok 24 Anodické casti cyklickych voltampérogramov MLX zaznamenanych na BDDE V zavislosti
na pH prostredie; Metéda: CV, elektrolyt: 0,1 mol L' HNO;z a BRB (pH 2-11), E,.. = =500 mV,
Eopraw = +2000 mV, v =100 mV's ’, cyx = %10 mol L™’
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Obrazok 25 Anodické casti cyklickych voltampérogramov LRX zaznamenanych na BDDE
V zavislosti na pH prostredia. Metéda: CV, elektrolyt: 0,1 mol L~/ HNO3 a BRB (pH 2-11), E,.,; =
~500 mV, Egpra = +2000 MV, v =100 mV s/, cirx = 5x10 °mol L’
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Obrdzok 26 Zavislosti |, na pH zakladného elektrolytu pre MLX (4) a LRX (B); Metoda: CV,
elektrolyt — 0,1 mol L™/ HNO; a BRB (pH 2-8), E,oc = =500 mV, Egprary = +2000 mV, v =100 mVs /,

Cvix = I1x107° mol L™/, crx =5%70° mol L™’

3.1.2. Zavislost’ na rychlosti polarizacie
Priebeh zavislosti |, na v modéze pomoéct urcit vediuce deje prebiehajucich
elektrodovych reakcii. Preto bol zistovany vplyv rychlosti polarizacie na tvar a vysku
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voltampérometrickych pikov, a to v kyslom prostredi BRB o pH 3. Koncentracia MLX pocas
merani bola 1x107° mol L. Pouzitd bola CV v rozsahu potencidlov od —500 mV do
+2000 mV a v bola menena po 50 mV s v rozmedzi 50-450 mV s . Z obr. 27 je evidentné,
ze oba prudové signaly MLX narastaju so zvySujucou sa rychlostou polarizacie. Sucasne sa
postvaji smerom k pozitivnejSim hodnotam potencidlu, ¢o odpoveda ireverzibilnému
priebehu reakcii. Vyhodnocovany bol iba prvy oxida¢ny signal MLX. Na obrazku 28A je
zobrazena zavislost’ I, na v. Mozeme tvrdit’ Ze signal nerastie linearne s rastiicou rychlostou
polarizacie a sledované reakcie zrejme nie st pod vyznamnym vplyvom adsorpcie. Zavislost’
intenzity signalu na v'? zobrazena na obr. 28B sa bliZi linearnemu priebehu (r = 0,989) &o

moze znacit’ vyznamny vplyv difuzie. Tato zavislost je charakterizovana rovnicou (9).

I,[nA] = (0,0342 + 0,0018) (v [mVs~1])*/2 + (6,61 £ 0,52), r = 0,989 9)

1200

300

300 800 1300 1800
E [mV]

Obrazok 27 Cyklické voltampérogramy MLX V zdvislosti na rychlosti polarizdcie zaznamenané na
BDDE; Metéda CV, elektrolyt: BRB (pH 3), E, e = =500 MV, Eqgprary = +2000 mV, v = 50-450 mV s/,

cuix =1 ><1075 mol L71

Pre spresnenie zaverov bola vynesena este logaritmicka zavislost' pradu na rychlosti

log(lp)_log(v), ktora je znazornena na obrazku 28C (MLX) a mdze byt popisana rovnicou
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(10) s prislusnym korelaénym koeficientom. Pri tychto zavislostiach sa sustred'ujeme na
hodnotu smernice odpovedajticej rovnice. Ak sa jej hodnota blizi 1, ide o adsorpciou riadena
reakciu, v pripade Ze sa blizi 0,5, ide o difizne riadent reakciu a ak by bola smernica blizka
hodnote O, riadiacim dejom je kinetika predchadzajucich alebo nasledovnych reakcii.
Hodnota smernice logaritmickej zavislosti pre MLX v prostredi BRB o pH 3 (0,368+0,011)
sa pohybuje medzi hodnotami 0 a 0,5, ¢o znamena, ze dej je vyznamne ovplyvneny jak
difuziou tak kinetikou.

log (I, [nA]) = (0,368 + 0,011) log (v [mV s™]) + (2,030 + 0,028),

r=0,996 (10)
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Obrdazok 28 Zavislost I, nav (A), I, na V2 (B) a logaritmickd zavislost log(1,) na log(v) (C) ziskané
pre MLX na BDDE; Metoda CV, elektrolyt: BRB (pH 3), E,,c = =500 mV, Egprary = +2000 mV, v =
50-450 mV s/, cyx = 1x10"° mol L™

Pri sledovani zavislosti voltampérometrického spravania LRX na rychlosti polarizacie

som pracovala s koncentraciou 5x107° mol L™ . Pouzitd bola opit’ metoda CV v rozsahu
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potencidlov —500 mV az +2000mV avbola menend po 50 mVs ' vrozmedzi 50-
500 mV s *. Z obr. 29 vyplyva, Ze so zvySujicou sa rychlostou polarizacie pik LRX narasta
asucasne sa posuva smerom Kk pozitivnejSim hodnotdm potencidlu, ¢o odpoveda
ireverzibilnému priebehu elektrodovej reakcie. V obrazku 30A je vynesend zavislost' I, na
v, kde |, nerastie celkom linedrne s rastucou rychlostou polarizacie, takze mdzeme prist
kK zaveru, ze aj pri LRX nie st sledované elektrodové reakcie riadené adsorpciou. Zavislost’ I,
na V2 na obrazku 30B vykazuje pomerne linearny tvar (r = 0,989) a moze byt popisand
rovnicou (11). Logaritmicka zavislost’ log(l,)_log(v) pre LRX je znazornena na obrazku 30C
a odpoveda jej rovnica (12). Z tychto zavislosti vyplyva, Ze reakcia je pravdepodobne riadena
difuziou s vplyvom kinetiky pripadné predradené alebo nasledovné reakcie. Vysledky

ziskané pre oba Studované analyty su vel'mi podobné.
I, [n4] = (0,0327 + 0,0017) (v [mVs~1])""* + (6,89 + 0,53), r=0,989  (11)
log (I,[nA]) = (0,4269 + 0,0064) log (v [mV s™]) + (1,377 £ 0,015),

r=0,999 (12)
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Obrazok 29 Cyklické voltampérogramy LRX v zavislosti na rychlosti polarizdacie zaznamenané na
BDDE; Metéda CV, elektrolyt: BRB (pH 3), E, o = =500 MV, Egpra,=+2000 mV, v = 50-500 mV s/,

Clrx = 5%x10° mol L%
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Obrdzok 30 Zavislost' I, nav (A), I, na V2 (B) a logaritmickd zavislost log(1y) na log(v) (C) ziskané
pre LRX na BDDE; Metéda CV, elektrolyt: BRB (pH 3), E,.c = =500 mV, Eqprary = +2000 mV, v = 50-
500 mV 37], CLrx = 5><]075 mol L71

3.2  Vyvoj metdéd voltampérometrického stanovenia ML X a LRX

3.2.1 Optimalizacia parametrov diferen¢ne pulznej voltampérometrie

Pre vyvoj metddy stanoveni MLX a LRX bola zvolend DPV, ktord je uréend na
sledovanie nizSich koncentracii analytov ako metéda CV. Na zaciatku bola pozornost
venovana overeniu volby zakladného elektrolytu. Zatial' co pre MLX bolo na zaklade CV
merani zvolené prostredie BRB o pH 3, pre LRX sa zdalo vhodnejsie kyslejSie prostredie
0,1 mol L' HNO3. VzhFadom k tomu, e pre d’aldie oxikamy (piroxikam a tenoxikam) sa
Vv ramci subezne realizovanych predbeznych Stadii javilo optimalnym rovnako slabo kyslé
prostredie (pH 3), bola zopakovana §tadia vplyvu pH prostredi na oxidaciu LRX metodou
DPV. Testované boli iba kyslé hodnoty pH. Na obr. 31 je uvedena ziskana zavislost’ I, na
pH. Parametre metddy su uvedené pod obrazkom. Z obrazku vyplyva, ze v kyslom az slabo
kyslom prostredi poskytoval LRX porovnatelny signal, ktory pri pH 4 zacal klesat. Tento
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priebeh zavislosti odpovedal vysledkom dosiahnutym v predchédzajicich experimentoch pre
MLX i v sibezne realizovanych stadiach pre ostatné oxikamy. BRB o pH 3 je teda vhodnym
prostredim nie len pre stanovenie MLX, ale aj pre d’alsie analyzy tykajuce sa LRX. Preto bol
BRB (pH 3) vyuzivany vo vSetkych nasledujicich experimentoch veducich k vyvoju metod

pre voltampérometrické stanovenie obidvoch lieCiv.

8
I . . .
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4 . . . .
0 1 2 3 4 fmy) 5

Obrazok 31 Zavislost |, LRX na pH zdkladného elektrolytu; Metéda DPV, elektrolyt: 0,1 mol L
HNOs, BRB (pH 2-5), E,,c = 0 mV, Eyo, = +2000 mV, v =20 mV s vyska pulzu = +50 mV, Sirka

pulzu =50 ms, Cyx = 1x70° mol L™’

Vsetky nasledujuce merania prebiehali v prostredi BRB o0 pH 3. Boli vykonané
optimalizacie zdkladnych parametrov DPV ako st rychlost' polarizacie, Sirka a vyska
napitového pulzu. Koncentracia MLX v roztoku bola pre tieto experimenty 5x107° mol L™,
Meranie prebiehalo v rozsahu potencidlov od Epe 0 mV do Egon +2000 mV. Prvym
testovanym parametrom bola v (obr. 32A), ktora bola menena po 10 mV s ' v rozmedzi 10-
100 mV s 1. Dalgie parametre, teda Sirka a vyska pulzu boli pritom udrzované v konstantnych
hodnotach (vyska pulzu = +50 mV asirka pulzu = 50 ms). Bolo zistené, ze |, narasta
s rychlostou vyznamne do 40 mV s ™', potom sa narast spomal’uje a od 60 mV s ™' sa uz vyika
prudového signdlu vyznamne nemeni. Pre nasledujlice meranie bola preto ako optimalna

zvolend rychlost 40 mV s,
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Obrdazok 32 Zavislost I, na v (4), vyske pulzu (B) a Sirke pulzu (C) ziskané pre MLX na BDDE;
Metéda DPV, elektrolyt: BRB (pH3), E,o: = 0 MV, Eqoq = +2000 mV, v = 10-100 mV s~/ (A),
40mVs™' (B, C), vyska pulzu = +50 mV (A), +10-+100 mV (B), +60 mV (C), Sirka pulzu = 50 ms (4,
B), 10-100 ms (C), cyux = 5x10 ® mol L™’

Dalsim sledovanym parametrom bola vy3ka pulzu, ktord bola menend v rozmedzi od
10 do 100 mV (v = 40 mV s ', §irka pulzu = 50 ms). Na obr. 33 st uvedené voltampérogramy
MLX zaznamenané na BDDE v zavislosti na vySke pulzu. Je evidentné, ze pik s rasticou
vySkou pulzu narasta a S nim aj pradova odozva na obr. 32B, a to aZ do hodnoty +70 mV.
S rastiicou vyskou pulzu sa zvysSuje pozadi a piky sa viac rozsiruju. Nad uvedent hodnotu uz
nie je narast piku tak evidentny. Pre d’alSie merania bola ako kompromis medzi vySkou
a tvarom signalu nastavend vySka pulzu +60 mV. Poslednym testovanym parametrom bola
Sirka pulzu, ktora bola menena po 10 ms v rozmedzi od 10 do 100 ms (v = 40 mV s ', vyska
pulzu = +60 mV). Zo zavislosti uvedenej na obr. 32C vidime od hodnoty 20 ms pozvolne
klesajuci charakter odozvy. Pre d’al$ie merania bola zvolena Sirka pulzu 30 ms ato nie len

s ohl'adom na vysku, ale aj na tvar ziskanej voltampérometrickej odozvy.
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Obrazok 33 DP voltampérogramy MLX v zavislosti na vyske pulzu zaznamenané na BDDE; Metoda:
DPV, elektrolyt: BRB (pH 3), E,.c = 0 mV, Eyon = +2000 mV, v =40 mV s vwska pulzu = +10-

+100 mV, Sirka pulzu = 50 ms, Cyx = 5x10 °mol L™

Koncentracia LRX v roztoku bola pre optimalizacné experimenty rovnaka ako pre
MLX, konkrétne 5x107° mol L™. Meranie prebiehalo v prostredi BRB 0 pH 3 v rozsahu
potencidlov od Epoc 0 mV do Eyon +2000 mV. Prvym testovanym parametrom bola obdobne
ako pri MLX v (obr. 34A), ktord bola menend po 10 mV s v rozmedzi 10-100 mV s .
Dalsie parametre, teda $irka a vyska pulzu boli udrzované v konstantnych hodnotach (vyska
pulzu = +50 mV a $irka pulzu = 50 ms). Z grafu je zrejmé, ze hodnota |, narasta s rychlostou
do 50 mV s™' a od rychlosti 60 mV s™' sa uz vyznaéne nemeni. Rovnako ako pri MLX bola
pre stanovenie LRX vzhl'adom k vyske itvaru sledovaného pridového signalu zvolena

rychlost polarizacie 40 mV s .

55



30

=
£
= . * ¢ * o L 4
20 &
L 4
*
A
10 & L L
0 20 40 60 80 100
vimVv s—1]
30 50
20 | o * o * .
*
* *
* *
- *
10 * 30 | L N .
B c *
*
0 1 1 1 1 20 L L L L
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
vyska pulzu [mV] Sirka pulzu [ms]

Obrdzok 34 Zavislost' |, nav (4), vyske pulzu (B) a sirke pulzu (C) ziskané pre LRX na BDDE;
Metéda DPV, elektrolyt: BRB (pH3), E o = 0 mV, Eygn = +2000 mV, v = 10-100 mV s (A),
40 mV s (B, C), wiska pulzu = +50 mV (A), +10-+100 mV (B), +60 mV (C), §ivka pulzu = 20 ms (A,
B), 10-100 ms (C), cmx = 5%10 ° mol L™’

Dalsim sledovanym parametrom bola vyska pulzu, ktora bola menend v rozmedzi od
+10 do +100mV (v = 40mV s ', &irka pulzu = 50 ms). Na obr. 35 st uvedené
voltampérogramy LRX zaznamenané na BDDE v zavislosti na vyske pulzu. Zretel'ne vidime,
ze pik s rasticou vySkou pulzu narasta a S nim aj pradovéa odozva na obr. 34B az do hodnoty
+70 mV. Nad tuto hodnotu sa uz pik LRX nezvécsuje. So zvySujicou sa vyskou pulzu rastie
pozadie a piky sa rozSiruji. Po zhodnoteni tvaru a vySky signdlu bola pre nasledujice
merania vybrana vyska pulzu +60 mV. Sirka pulzu bola poslednym testovanym parametrom
a bola menena po 10 ms vrozmedzi od 10 do 100 ms (v = 40 mV s vyska pulzu =
+60 mV). Zo zavislosti uvedenej na obr. 34C vidime postupne klesajuci charakter odozvy.
Pre d’alSie merania bola zvolena Sirka pulzu 30 ms, kedy bol signal dostato¢ne vysoky

a sucasne dobre vyhodnotitel'ny.
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Obrazok 35 DP voltampérogramy LRX V zavislosti na vyske pulzu zaznamenané na BDDE,; Metoda:
DPV, elektrolyt: BRB (pH 3), E,,c = 0 mV, Eoy = +2000 mV, v =40 mV s™/, vyska pulzu = +10-
+100 mV, Sirka pulzu = 50 ms, C_rx =5x70"° mol L™’

Na zéklade vysSie popisanych experimentov boli nastavené parametre DPV pre oba
analyty zhodne, a to rychlost’ polarizacie 40 mV s, vyska pulzu +60 mV a $irka pulzu
30 ms. Dalsim krokom optimalizacie metody je zvyéajne $tadium vplyvu predupravy
elektrody na merané signaly. Testuje sa vloZenie katodického alebo anodického
pretreatmentu, cyklovanie v urCitom rozsahu potencidlov a Casto aj leStenie povrchu

elektrédy pred meranim.

U vysSie popisanych experimentov bola vyuzitd aktivacia elektrody na zacCiatku
merani cyklovanim, teda premeranim 20 cyklickych voltampérogramov v prostredi
zakladného elektrolytu v rozsahu potencidlov —1000 az +2200 mV. Na zéklade
predchadzajucich skisenosti na pracovisku bol tento postup zachovany a bola overena
opakovatel'nost merani MLX aj LRX. Nameralo sa vzdy 11 opakovanych kriviek pri
koncentrécii 5x107° mol L™' pre MLX aj LRX v polarografickej nadobke. Na obr. 36 (MLX)
a 37 (LRX) su prezentované ziskané voltampérogramy. Z obrazkov je zrejmé, Ze sa signaly
vel'mi dobre opakovali a ich vySka sa vyznamne nemenila. Boli vyhodnotené hodnoty I, pre

obe latky a vypocitané relativne smerodajné odchylky (RSD131), ktoré st uvedené v tabul’ke 2.
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Hodnoty sa pohybovali pod 1%, ¢o sved¢i o vel'mi dobrej opakovatelnosti merania. Ukazalo
sa, ze nastavené parametre DPV st vhodné pre stanovenie MLX aj LRX a Ze nie je nutné

elektrodu medzi jednotlivymi meraniami nijako regenerovat, pretoze nedochadza k jej

pasivacil.

Tabul’ka 2 Vysledky opakovanych merani MLX a LRX metédou DPV v kombindcii s BDDE

c[mol L] I, [nA] RSD11 [%]

MLX 5%10° (79,64+0,16) 0,30
LRX 5x107° (51,18+0,17) 0,50
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Obrazok 36 DP voltampérogramy 11 opakovanych merani MLX na BDDE pri nastavenych
optimdlnych podmienkach; Metoda: DPV, elektrolyt: BRB (pH 3), E,.c = 0 mV, Eyo = +2000 mV, v =
40mvVs vska pulzu = +60 mV, Sirka pulzu = 30 ms, Cyx = 5%x10°mol L™’
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Obrazok 37 DP voltampérogramy 11 opakovanych merani LRX na BDDE pri nastavenych
optimalnych podmienkach; Metoda: DPV, elektrolyt: BRB (pH 3), E,.c = 0 mV, Eyon = +2000 mV, v =
40mVs vyska pulzu = +60 mV, Sirka pulzu = 30 ms, Clrx = 5%107% mol L™’

3.2.2 Analyza modelovych roztokov

S vyuzitim novych metdéd vyvinutych pre stanovenie MLX a LRX boli analyzované
modelové roztoky ordznych koncentraciach analytov scielom zistit vyuZitelny
koncentra¢ny rozsah. Merania prebiehali v prostredi BRB pufru o pH 3 as nastavenymi
optimalizovanymi parametrami. Najskor boli premerané rozne koncentraéné zavislosti pre
obe lie¢iva. Na obr. 38 je uvedeny priklad voltampérogramov pre MLX v zavislosti na
koncentracii v rozsahu 1x107° a2 1,7x10> mol L™". Vlozena zavislost' I, na ¢ narasta linearne
a moze byt popisana rovnicou (13) s odpovedajucim korelacnym koeficientom. Zo vsetkych
zmeranych koncentracnych zavislosti pre MLX bol ur¢eny vel'mi Siroky linearny dynamicky
rozsah (LDR) navrhnuté metody pre stanovenie tohto lie¢iva od 2,5x107" do
8,5x107°> mol L%, Z najniz§i namerané linearne koncentradné zéavislosti pre MLX (2,5x10 -
1,25x10mol L™, r = 0,999) boli vypocitané hodnoty LOD a LOQ, ktoré st uvedené

V nasledujucej tabulke 3.

Ip [nA] = (12,37 + 0,089)(c [umol L~1]) — (0,64 + 0,91), r = 0,9995 (13)
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Obrdzok 38 DP voltampérogramy MLX v zavislosti na koncentrdcii zaznamenané na BDDE (A4)
a zavislost I, na Cux (B); Metoda DPV, elektrolyt: BRB (pH 3), E,,c = 0 mV, Eyon = +2000 mV, v =
40mvVs vyska pulzu = +60 mV, Sirka pulzu = 30 ms, cyx = 1 x107%-1,7x107° mol L™’

Tabul’ka 3 Limity detekcie a medze stanovitelnosti pre MLX a LRX v modelovom roztoku s vyuzitim
DPV v kombindcii s BDDE

LOD[mol L]  LOQ [mol L]
MLX 5,9x10° 1,9x10"’
LRX 1,2x1077 3,9x1077

Meranie koncentracnych zavislosti pre LRX prebiehalo pri rovnakych podmienkach
ako v pripade MLX a cielom bolo opét’ uréeni LDR pre vyvinuta metodu. Na obr. 39 je
uvedeny priklad voltampérogramov pre LRX v zavislosti na koncentracii v rozsahu 2x107°-
3,2x10° mol L™'. Z vloZenej zavislosti Ip na ¢ vyplyva, Ze pridova odozva narasta linearne
S rasticou koncentraciou analytu v roztoku. Tato zavislost moéze byt charakterizovana
rovnicou 14 s prislusnym korelacnym koeficientom. Zo vsetkych zmeranych koncentra¢nych
zavislosti pre LRX bol ur¢eny LDR navrhnutej metédy pre stanovenie tohto lieCiva od

5x107" do 8x10° mol L™'. V tabulke 3 si uvedené hodnoty LOD a LOQ vypogitané
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z koncentra¢nej zavislosti zmerané v rozsahu koncentracii LRX od 51077 do 3x10 ®mol L™

(r = 0,998).

I,[nA] = (5,055 + 0,037)(c[pumol L™*]) + (2,88 £ 0,72), r = 0,9992 (14)
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Obrdazok 39 DP voltampérogramy LRX v zavislosti na koncentracii zaznamenané na BDDE (A)
a zavislost I, na Crx (B); Metoda DPV, elektrolyt: BRB (pH 3), E,.c = 0 mV, Eyon = +2000 mV, v =
40 mV s, viska pulzu = +60 mV, Sirka pulzu = 30 ms, CLrx=2x107°-3,2x10° mol L™*

Na zaver kapitoly tykajuce sa analyzy modelovych roztokov bola otestovana
opakovatel'nost’ stanovenia koncentracie oboch oxikdmov v modelovych roztokoch pomocou
vyvinuté metddy S vyuzitim DPV v kombinacii s BDDE. Stanovenie MLX aj LRX
prebiehalo v polarografickej nadobke v objemu 15 mL BRB (pH 3) pri koncentracii analytov
1x10°° mol L™". Bola pouzita metoda $tandardného pridavku, kedy boli pridané pre MLX aj
LRX vzdy 2 Standardné pridavky o objeme 75 pL Standardného roztoku a koncentracii
1x10~ mol L™,

Dosiahnuté vysledky st zhrnuté vtabulke 4. Priklady realizovanych analyz
modelovych roztokov vratane grafického vyhodnotenia metddy Standardného pridavku su
uvedené pre MLX na obr. 40 a pre LRX na obr. 41. Zo ziskanych dat (tabulka 4) vyplyva, ze

navrhnuté metddy sa vyznacuju velmi dobrou opakovatelnostou vzhl'adom na hodnotu
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RSDs, ktora sa u oboch lieciv pohybuje do 3 %, a umoznuju zisk spravnych a presnych

vysledkov.
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Obrizok 40 Stanovenie MLX v modelovom roztoku o koncentrdcii 1x10~° mol L™' metédou
standardného pridavku s vyuzitim BDDE (4) a grafické vyhodnoteni metody standardného pridaviu
(B); Metoda DPV, elektrolyt: BRB (pH 3), E,.: = 0 mV, Ey, = +2000 mV, v = 40 mV s vyska pulzu
= +60 mV, Sirka pulzu = 30 ms, Standardny pridavok: V =75 uL, Cyx = 1 x10>mol L™

Tabul’ka 4 Vysledky opakovaného stanovenia MLX a LRX v modelovom roztoku metodou

Standardného pridavku s vyuzitim BDDE

¢ [mol L] Stanovené [mol L] Vytaznost' [%] RSDs [%]
MLX 1x10°° (0,98+0,014)x10"’ 97-101 2,11
LRX 1x107° (0,9940,015)x10~" 97-103 2,32
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Obrdzok 41 Stanoveni LRX v modelovom roztoku o koncentrdcii 1x10~° mol L™ metédou
Standardného pridavku s vyuzitim BDDE (A) a grafické vyhodnoteni metody Standardného pridavku
(B); Metéda DPV, elektrolyt: BRB (pH 3), E,.c = 0 mV, Eyo = +2000 mV, v =40 mV s/, vyska pulzu
= +60 mV, §irka pulzu = 30 ms, Standardny pridavok: V=15 uL, crx = 1x10"> mol L™’

3.2.3 Analyza farmaceutickych pripravkov

V poslednej kapitole som sa venovala analyze farmaceutickych pripravkov
obsahujucich meloxikdm a lornoxikam ako Uc¢inné latky S vyuzitim DPV v kombindacii
s BDDE. Tymito vzorkami boli pripravky Meloxicam Mylan (MLX, 15 mg) a Xefo Rapid
(LRX, 8 mg) uvedené na obr. 42. Stanovenie MLX aj LRX prebiehalo v polarografickej
nadobke pri koncentrécii analytov okolo 1x107° mol L™'. Tato koncentracia bola vypogitana
na zaklade postupu pripravy roztokov vzoriek a vyrobcom deklarovaného mnoZstva €innych
latok na 1 tabletu pripravkov. Bola pouzitd metdda Standardného pridavku vzdy so 2
pridavkami S$tandardnych roztokov, akonkrétny postup stanoveni pre obidve lieciva je
uvedeny v experimentdlnej Casti. Stanovenie oxikamov bolo vzdy vykonané 5x, a nasledne
bol vypocitany priemerny obsah MLX aLRX na tabletu s prislusnym intervalom
spol'ahlivosti, vytaznosti a RSDs. Dosiahnuté vysledky st zhrnuté v tabulke 5. Priklady

realizovanych analyz farmaceutickych pripravkov vratane grafického vyhodnotenia metody
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Standardného pridavku st pre MLX uvedené na obr. 43 a pre LRX na obr. 44. Parametre

pouzitej metddy su uvedené v popisoch pod obrazkami.

potahované tablety

. i r | Lornoxicamum
~ k; Jeds he 4 tabl B
oxicam Mylan 15 mg Wil oo s con oo s

| 10 potahovanych tablet.
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Obrazok 42 Analyzované farmaceutické pripravky Meloxicam Mylan a Xefo Rapid
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Obrazok 43 Stanovenie MLX Vo farmaceutickom pripravku metédou Standardného pridavku
s wuzitim BDDE (A) a grafické vyhodnotenie metody Standardného pridavku (B); Metéda DPV,
elektrolyt: BRB (pH 3, V = 15 mL + 35 uL roztoku tablety), E,,. = 0 mV, Eyo, = +2000 mV, v =
40mvVs vyska pulzu = +60 mV, Sirka pulzu = 30 ms, Standardny pridavok: V =15 uL, Clrx =

1x10"* mol L™/} voltampérogramy uvedené po korekcii zakladnej linie
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Obrdazok 44 Stanovenie LRX vo farmaceutickom pripravku metédou Standardného pridavku
s vwuzitim BDDE (A4) a grafické vyhodnoteni metody standardného pridavku (B); Metoda DPYV,
elektrolyt: BRB (pH 3, V = 20 mL + 93 uL roztoku tablety), E,,; = 0 mV, Ey,, = +2000 mV, v =
40 mV s/, vyska pulzu = +60 mV, Sirka pulzu = 30 ms, Standardny pridavok: V =20 uL, Cigx =

1x107* mol L™'; voltampérogramy uvedené po korekcii zikladni linie

Z vysledkov zhrnutych v tabulke 5 vyplyva, Ze dosiahnuté vysledky st spravne
(odpovedaju vyrobcom deklarovanym hodnotdm) a presné pre obidve analyzované lieCiva.
Vysledky RSDs v intervale do 3 % sved¢ia aj o vel'mi dobre opakovatelnom stanoveni.
Vdaka tymto vysledkom je moZné povedat, Ze BDDE v kombinécii s DPV sa osved¢ila ako

vhodny nastroj k stanoveniu MLX a LRX vo farmaceutickych pripravkoch.

Tabulka 5 Vysledky opakovaného stanovenia MLX a LRX vo farmaceutickych pripravkoch s vyuzitim
DPV vo spojeni s BDDE

Deklarované [mg/Thl] Stanovené [mg/Tbl]  Vytaznost' [%] RSDs [%]

MLX 15 15,25+0,26 98,1-103,8 2,06

LRX 8 8,06+0,12 98,6-103,6 2,33
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4 Zaver

Cielom diplomovej prace bolo Stadium voltampérometrického spravania lieciv
meloxikamu a lornoxikamu na bérom dopovanej diamantovej elektrode a vyvoj metod ich
stanovenia. BDD elektroda bola pre tito pracu zvolena vdaka jej elektrochemickej
a mechanickej stabilite ajej ponuke Sirokého vyuziteIného potencidlového rozsahu, ktory

umoziuje merani pri zna¢ne pozitivnych hodnotéach potencialu.

Na zaCiatku praktickej cCasti diplomovej prace som sa zamerala na Stadium
voltampérometrického spravania oxikamov na BDDE. Pomocou CV bolo zistené, ze MLX
poskytuje dva oxida¢né signaly pri potencialoch cca +900 a +1400 mV a LRX jeden oxida¢ni
pik kolem potencialu +900 mV. Podl'a literatary [80] by mal prvy oxidaény signal MLX
odpovedat’ oxidacii amidovej a druhy hydroxylovej funkénej skupiny. Na druh stranu autori
[91] prisudzuju oxidac¢ny signal LRX oxidacii hydroxylovej skupiny. V ramci tejto Stadie ale
bolo preukazané, ze prvy anodicky pik MLX ma rovnaky potencial ako anodicky pik LRX,
¢o by odpovedalo oxidacii rovnakej funkénej skupiny. Studiu oxidaéného mechanizmu
oxicamov by tak mala byt venovana pozornost’ aj v buducnosti, aby boli tieto nezrovnalosti
vyjasnené. Optimalnym prostredim pre analyzu oxicdmov bolo kyslé az slabo kyslé
prostredie. V zasaditejSom prostredi sa pradové odozvy MLX i LRX zniZzovali az vymizli.
Z toho dévodu som zvolila kyslé prostredie BRB (pH 3) ako vhodné pre vyvoj metody

stanovenia Studovanych lieciv.

Druha ¢ast’ diplomovej prace bola zamerana na vyvoj voltampérometrickych metod
stanoveni MLX aLRX. Vzhladom kcitlivosti bola zvolena metéda DPV a boli
optimalizované jej parametre ako rychlost’ polarizacie, vyska a Sirka pulzu pre obidve lie¢iva.
Po nastaveni optimalnych parametrov boli premerané rozne koncentracné zavislosti
v modelovych roztokoch s cielom zistit' vyuZiteIny koncentra¢ny rozsah metdd a stanovit
zakladné §tatistické parametre ako LOD (5,9x10°® mol L™ pre MLX a 1,2x10"" mol L™ pre
RRX) a LOQ (1,9x10" mol L™! pre MLX a 3,9x10"" mol L™' pre LRX). Otestovan bola aj
opakovatel'nost’ stanovenia analytov v modelovych roztokoch. Vypocitané hodnoty RSDs <

3% (5x10°° mol L") sved&i o vel'mi dobrej opakovatelnosti stanovenia.

Posledna kapitola prace bola venovana analyze farmaceutickych pripravkov vo

forme tabliet. Pripravené roztoky boli analyzované pomocou metddy Standardného pridavku
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a rovnako ako pri modelovych roztokoch boli vypocitané zakladné Statistické parametre.

Dosiahnuté vysledky boli spravne, presné a vel'mi dobre opakovatel'né (RSDs < 3 %).

V zavere je mozné konstatovat, ze ciel diplomovej prace bol splneny. Bolo
preStudované voltampérometrické spravanie MLX a LRX na BDDE a boli vyvinuté metody
pre ich stanovenie, ktoré boli overené ak pri analyze modelovych roztokov tak praktickych

vzoriek farmaceutickych pripravkov.
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