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ANOTACE

rrrrr

tenoxikamu na borem dopované diamantové elektrodé a vyvoj metody jeho stanoveni. Byly
optimalizovany parametry diferencn¢ pulzni i square wave voltametrie a na zaklad¢ ziskanych
statistickych udaji byla vybrana vhodnéjsi metoda. Ta byla uspé$né aplikovana pii analyze
modelovych roztokd tenoxikamu a rovnéz pii stanoveni dalSich oxikamovych 1é¢iv jak
v modelovych roztocich, tak ve farmaceutickych ptipravcich. Na zavér byla nova metoda

prenesena také na tisténé senzory na bazi bodem dopovaného diamantu.

KLICOVA SLOVA

Voltametrie, borem dopovana diamantova elektroda, tisténé elektrody, tenoxikam, oxikamové

1é¢iva, farmaceutické pripravky

ANNOTATION

The aim of this thesis was to study the voltammetric behavior of the anti-inflammatory
drug tenoxicam on a boron doped diamond electrode and to develop a method for its
determination. The parameters of differential pulse and square wave voltammetry were
optimized and the more suitable method was chosen on the basis of the obtained statistical
data. This was subsequently succesfully applied in the analysis of model solutions of
tenoxicam and also in the determination of other oxicam drugs in both model solutions and
pharmaceutical preparations. Finally, the new method was transferred to screen-printed

sensors based on boron doped diamond.

KEYWORDS

Voltammetry, boron doped diamond electrode, screen-printed electrode, tenoxicam, oxicam

based drugs, pharmaceutical preparation
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UvVoD

Nesteroidni protizanétlivé 1écivo (NSAID) tenoxikam patii do skupiny oxikami. Ma silné
protizanétlivé ucinky a vyznacuje se dlouhym polocasem setrvani v krevni plazmé. Je
podavan pacientim s revmatoidni artritidou. U vétSiny pacienti je dobfe snaSen, ale
u né¢kterych se mize projevovat nevolnost, poruchy traveni nebo zvysené riziko selhani
ledvin. Proto je dilezité monitorovat mnozstvi 1éku v krvi ale i ostatnich télnich tekutinach.
Dulezité je rovnéz mit k dispozici jednoduché a rychlé metody pro kontrolu kvality 1éCiv a
stanoveni obsahu uc¢innych latek ve farmaceutickych ptipravcich. Vzhledem k tomu, ze
dochazi také k pronikani 1é¢iv do zivotniho prostfedi v diisledku jejich naduzivani, Spatné
malinupace s nimi a neodborné likvidace, je tieba monitorovat hladiny téchto latek i ve

slozkach zivotniho prostfedi, zejména ve vodé.

Pii stanoveni 1éCiv se vyuzivaji rizné instrumentélni analytické metody. Nejcastéji jde o
vysokoucinnou kapalinovou chromatografie napf. s UV nebo hmotnostni detekci. Jedna se o
velice citlivou metodu, kterd je ale instrumentalné, a tedy i finanéné narocnd a obvykle
vyzaduje slozitou ptipravu vzorku k analyze. Rychlejsi, levnéjsi a jednodussi alternativou
mohou byt elektroanalytické metody, konkrétné voltametrie. Dal§imi vyhodami voltametrické
analyzy miize byt moZnost miniaturizace a vyuziti pfenosnych analyzatori nebo vyvoj
biosenzoril 1 s moznosti analyzy in vivo. Dfive byly ve voltametrii (polarografii) pouzivany
zejména rtutové elektrody, které sice maji vyjimecné elektrochemické vlastnosti, vzhledem
k toxicité rtuti byly postupné nahrazovany jinymi pracovnimi elektrodami z uslechtilych kovt
nebo riznych forem uhliku. V dnesni dob¢ se neustale vyvijeji nové elektrodové materialy a
jejich modifikace, které by mély vést ke zvySeni citlivosti a zejména selektivity méteni.
Jednim z perspektivnich elektrodovych materialti soucasnosti je borem dopovany diamant,
ktery je diky svym vlatnostem vyuzitelny pro analyzy redukovatelnych 1 oxidovatelnych latek
v Sirokém rozsahu potencidlli a soucasné¢ je vhodnym substratem pro rtizné povrchové

modifikace.

Cilem této diplomové prace je studium voltametrického chovani tenoxikamu na borem

dopované diamantové elektrodé a vyvoj voltametrické metody jeho stanoveni.
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1. Teoreticka cast

1.1 Voltametrie

Voltametrie patii mezi elektroanalytické metody a je zalozena na méteni kiivek zédvislosti
proudu na potencidlu pracovni elektrody béhem elektrolyzy analyzovaného roztoku (Opekar,
2002). Tato metoda se postupné vyvinula z polarografie. Tu pocatkem 20. let 20. stoleti
objevil ¢esky chemik Jaroslav Heyrovsky (Baron-Jaimez, 2013), kdyz pii praci s kapajici
rtutovou elektrodou zjistil, Ze dochazi k redukci iontli v blizkosti elektrody a k nasledné
zmén¢ intenzity proudu prochdzejiciho elektrochemickym ¢lankem (Heyrovsky, 1922). Ru¢ni
zaznamy polarografickych kfivek byly zdlouhavé, a proto Heyrovsky spolu se svym zadkem
M. Shikatou v roce 1924 sestrojil ptistroj, ktery jako prvni automaticky zaznamenaval kiivky

zavislosti proudu na napéti. Piistroj nazvali polarograf (Butler, 1967).

Za objev polarografie byla 26. 9. 1959 udé€lena Jaroslavu Heyrovskému Nobelova cena za

chemii (Zuman, 1989). Na obrazku 1 je Jaroslav Heyrovsky zachycen pii jejim piebirani.

Obrdzek 1 Slavnostni preddavini Nobelovy ceny Jaroslavu Heyrovskému 10. prosince 1959 ve Stockholmu (Ustav

fyzikalni chemie J. Heyrovského)

13



1.1.1 Princip voltametrie

Zatimco polarografie vyuziva béhem meéfeni jednoduché elektrochemické clanky, které
jsou sloZeny z polarizovatelné pracovni elektrody a referentni elektrody, voltametrie vyuziva
jesté¢ pomocné elektrody. Hovoii se o tiielektrodovém uspotfadani clanku. Na povrchu
pracovni elektrody dochdzi k oxidacim nebo redukcim stanovovanych latek pii urcitém
potencialu. Referentni elektroda slouzi jako srovndvaci, majici konstantni potencial
(Kounaves, 1997). U polarografie slouzi jako pracovni kapajici rtutova elektroda (DME).
U voltametrie se pouzivaji stacionarni elektrody, napt. visici rtutova kapkova elektroda

(HMDE) nebo tuhé elektrody na bazi kovovych nebo uhlikovych materiali.

Na elektrody ponoiené do analyzovaného roztoku je vkladano s ¢asem se ménici napéti.
Sleduje se zavislost protékajiciho elektrického proudu na potencidlu pracovni elektrody
(Gulabovski, 2008). Pokud se v roztoku nachazeji latky, které se pii urcitém potencialu
redukuji nebo oxiduji, dochazi k depolarizaci pracovni elektrody a protéka ji proud. Intenzita
elektrického proudu je pfimo Umérnd koncentraci analytu. Jestlize se v elektrolytu
nenachazeji elektroaktivni latky, jeZ mohou podléhat redukci nebo oxidaci na pracovni
elektrodé v rozsahu vyuZitelnych potencialli, nedochdzi k prichodu proudu a elektroda je

zpolarizovana (Opekar, 2002).

1.1.1.1 Elektrochemicky clanek

Elektrochemicky c¢lanek ve voltametrii se sklddd z pracovni, referentni a pomocné
elektrody, které jsou ponotfené do roztoku zakladniho (indiferentniho) elektrolytu. Zakladni
elektrolyt ma fadu funkci, konkrétné potlacuje nezddouci migraci ionti analytu, zvySuje
v roztoku elektrickou vodivost (pfeneseni naboje pomoci iontil elektrolytu) nebo reguluje pH
béhem méteni. Elektrolytem mize byt silna kyselina, silna zasada, neutralni stl (KCl nebo
KNOs) nebo vhodny pufr. Je dulezité, aby koncentrace elektrolytu byla alespoil 20x vyssi nez
koncentrace analytu (Zuman, 2006). V nékterych ptipadech miZe byt referentni elektroda
umisténa v oddéleném prostoru a pripojena pomoci solného miistku. Zatimco proud protéka
mezi pracovni a pomocnou elektrodou, potencidl pracovni elektrody se méii mezi pracovni

a referentni elektrodou za bezproudového stavu (Opekar, 2002)

Na polarizovatelné pracovni elektrodé¢ v pribéhu méfeni probiha chemické reakce, ktera
muze zménit jeji vlastnosti. Tato zmé&na mé nasledné vliv na opakovatelnost méfeni. Je mozné

bud’ elektrodu vyménit, jeji povrch regenerovat (mechanicky nebo elektrochemicky), nebo
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vyuzivat elektrody s obnovitelnym povrchem. Obvykle se pouzivaji pracovni elektrody,
jejichz povrch je maximalng 20 mm?, nebo mikroelektrody s povrchem nejvyse 0,05 mm?,
Pracovni elektrody jsou vétSinou pojmenovany podle materialu, ze kterého jsou vyrobeny
(Girault 1997). Béznymi materidly jsou rizné formy grafitu a kovii. Nej€astéjsim kovovym
materidlem pro vyrobu elektrod je rtut, zlato nebo platina. Ve voltametrii se pouzivaji
nejcastéji nasledujici pracovni elektrody: visici rtutovéa kapkova elektroda (HMDE), uhlikové
elektrody (napf. elektroda ze sklené¢ho uhliku (GCE) nebo uhlikova pastova elektroda (CPE)),

stiibrna pevna amalgamova elektroda (AgSAE), nebo elektroda z borem dopovaného

diamantu (BDDE) (Henze, 2000).

Jako nepolarizovatelné referentni elektrody se pouzivaji elektrody druhého druhu,
sestavené z kovu, z jeho tézko rozpustné soli a elektrolytu obsahujicitho pfibuzny aniont
(Guth, 2009). Referentnimi elektrodami byvaji nejcastéji nasycena kalomelova
(Hg/Hg,Cl,/KCl) nebo argentchloridova (Ag/AgCl/KCI) elektroda (Opekar, 2002). Tyto
referentni elektrody jsou snadno sestavitelné a udrzuji konstantni potencial pii nizkém

prachodu proudu (Henze, 2000).

Pomocnou elektrodou ve voltametrii byva obvykle platinova elektroda. Jedna se o inertni
material (z divodu rozpousténi v elektrolytu). Dal$im materidlem mize byt uhlik, méd’ nebo
nerezova ocel. Pomocna elektroda se pouziva k vytvoreni spojeni s elektrolytem za Gcelem
piivedeni proudu na pracovni elektrodu a zaroven chrani referentni elektrodu pied polarizaci

elektrickym proudem (Chemistry Libretext, 2019).

1.1.1.2 Polarizace, depolarizace elektrod a polarizacni kiivka

Na rozhrani mezi elektrodou a elektrolytem se za bezproudého stavu ustavi rovnovaha
charakterizovana rovnovaznym napétim poloclanku. Protéka-li elektrochemickym ¢lankem
proud, dochazi k naruSeni dynamické rovnovahy, a tedy ke zmén¢ elektrického napéti mezi
elektrodou a elektrolytem. Tato zména se oznacuje jako polarizace elektrod. Polarizace se déli
do tfi skupin: koncentra¢ni, elektrochemické a chemicka. Velikost polarizace zavisi na mnoha
faktorech, napt: na velikosti povrchu elektrody, koncentraci elektrolytu nebo na proudové
hustoté (Kolatfova, 2007). Elektrody, které snadno méni svilj potencidl vlivem prochazejiciho
proudu, se nazyvaji polarizovatelné a vyuzivaji se jako pracovni (indikacni) elektrody.

Naopak elektrody, které svilij potencial vlivem priichodu proudu neméni, se oznacuji jako
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nepolarizovatelné. Obvykle jsou to elektrody s velkym pracovnim povrchem a vyuZzivaji se
jako referentni.

Pokud se polarizovatelna a nepolarizovatelna elektroda zapoji do elektrochemického
Clanku a vlozi se na n¢j napéti, dojde k takovym zménam potencidlu polarizovatelné
elektrody, které povedou k vytvofeni polarizacniho napéti odpovidajiciho vlozenému napéti.
Vzhledem k tomu, ze polarizaéni napéti je dano rozdilem potencidli polarizovatelné
a nepolarizovatelné elektrody, reakci na zménu vlozeného napéti bude pouze zmeéna
potencialu polarizovatelné elektrody. Potencial nepolarizovatelné elektrody je konstantni
(Ktizeneckd, 2007). V piitomnosti latky podléhajici redoxnim reakcim dojde pii zvySovani
napéti v urCitém okamziku k ptekroceni hodnoty rozkladného napéti a na polarizovatelné
elektrod€ dochazi k elektrolyze analytu. Tento proces se oznacuje jako depolarizace elektrody
a analyt jako depolarizator (Opekar, 2002). Pii negativnim potencidlu pracovni elektrody
dochazi k uvolnovani elektronit do roztoku, kde redukuji elektroaktivni latky. Elektrodu
nasledné oznaCujeme jako katodu s prochazejicim redukénim proudem. Naopak pii
pozitivnim potencidlu pracovni elektrody dochdzi k odcerpani elektronti z roztoku a k oxidaci
elektroaktivnich latek. Elektroda s prochazejicim oxidacnim proudem se nazyva anoda

(Ktizenecka, 2007).

Polarizacni ktivka je graficky zdznam zavislosti proudu na elektrodovém potenciélu.
Naobrazku 2 je zaznamendna polarizacni kiivka v roztoku zékladniho elektrolytu,
obsahujicim latky oxidujici se a redukujici se az pii dostatecné vysokych hodnotach
potencialu pracovni elektrody. V urcité oblasti potenciali je elektroda zpolarizovana a tece ji
pouze kapacitni proud. Tato oblast potencialii, kdy je pracovni elektroda zpolarizovana, mtze
byt vyuzita pro vlastni analyzu a oznacuje se jako vyuzitelny potencidlovy rozsah elektrody
nebo potencidlové okno. VyuZitelny potencidlovy rozsah elektrody zavisi predev§im na
materidlu pracovni elektrody, na pouzitém rozpouStédle a zakladnim elektrolytu.
V nevodnych roztocich byva vyuzitelny potencidlovy rozsah mnohem §irSi neZ u vodnych
roztokd. U vodnych roztokli byva potencialovy rozsah omezen redukci vodikového iontu na

strané katodické (ptepéti vodiku) a v oblasti anodické oxidaci vody (Barek, 2005).
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Obrdzek 2 Polarizacni kiivka registrovana v zakladnim elektrolytu (Barek, 2005)

Polariza¢ni kiivka mize byt rozdélena na tii oblasti. Prvni oblasti je polarizace, kdy
proud ma nulovou hodnotu. Druhou oblasti je depolarizace, kde dochdzi k redukci, resp.
oxidaci latek a proud vzrhsta. Tieti oblasti je oblast limitniho difizniho proudu (/4 iim)-
Velikost difuzniho proudu (/4 1im) je pak pfimo umérna koncentraci analytu v analyzovaném
roztoku. Tvarem polariza¢ni kiivky je vlna. Jeji poloha je dana hodnotou pulvlnového
potencidlu (E,,). Pulvinovy potencial odpovida poloviéni hodnoté /g im, a je pro urcitou latku

charakteristicky. Jedna se o kvalitativni udaj (K¥izenecka, 2007, Kiizek a Sima, 2015).

Pro polarografii, resp. pro DME plati, ze velikost /3 se méni podle rGstu kapky rtuti. Na
zacatku kapky dosahuje diftizni proud nejmensi hodnoty a na konci ma maximalni hodnotu.

Je popsan Ilkovi¢ovou rovnici (1):
— 2/3 . 41/6 . .. pl/2
Iyj=k-n-m t c-D (1)

kdy 14 — diftzni proud, k& — konstanta, n — pocet vyménénych (transportovanych) elektront,
m — prutok rtuti kapilarou (mg/s), ¢ — doba kapky (s), ¢ — koncentrace elektroaktivnich latek
(mol/1), D — diftizni koeficient latky (cm?/s) (Ozkan, 2012).

Vedle difuzniho proudu rozliSujeme 1 dals$i dil¢i proudy. Jednim z nich je kapacitni
(nabijeci) proud. Pfi polarizaci rtutové kapkové elektrody vznikd mezi rtuti a roztokem
elektrickd dvojvrstva zplisobena adsorpci latek na povrchu elektrody. Pti vkladani napéti na
elektrodu rychle vzroste a hned klesne proud. Opakovany pokles proudu je shodny
s zivotnosti kapky rtuti. Pfi ristu povrchu kapky rtuti vznika 1 nepietrzity kapacitni proud,
jehoz velikost je v ¥adu 107 az 107" A, a ktery ovliviiuje negativné citlivost voltametrickych

méfeni (Kiizek a Sima, 2015).
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1.1.2 Voltametrické metody

1.1.2.1 Stacionarni voltametrie

U stacionarni voltametrie (DCV — Direct current voltammetry) se vkladany potencial na
pracovni elektrodu linedrné méni s ¢asem, roste nebo klesd. Tuto metodu lze povazovat za
stacionarni pii konstantnim potencidlu, pokud je rychlost zmény potencialu dostatecné mala
ve srovnani s rychlosti ustavovani rovnovahy u povrchu elektrody (Barek, Opekar, Stuhlik,
2005). Grafickym vystupem meéfeni je voltametrickd kiivka, kterd zndzornuje zavislost
proudu na potencidlu (obrazek 3). Touto metodou lze stanovovat organické i anorganické
latky, jejichz ptilvinovy potencial se dostatecné 1isi (AE); je vétsi nez 200 mV). Tato technika
neni vhodna pro vzorky snizkou koncentraci stanovované latky. Limity detekce u DC

voltametrie se pohybuji v rozmezi 10> az 10~° mol/l (Aguirre Gomez, 2006).

&

proud, I,

g
—1 i kKapacitni

;E..J{A} i proud
Ei Eg E5 E, E,{C)
potencial, E

Obrazek 3 DC voltametrickd krivka zaznamenavajici redukci latek A a C (Barek, 2005)

1.1.2.2 Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie (CV — Cyclic voltammetry) patii mezi univerzalni elektroanalytické
techniky a poskytuje informace o redoxnich dé&jich, jimZ podléhaji elektrochemicky aktivni
latky, a o kinetice probihajicich elektrodovych reakci. Je to metoda pouZivana zejména pro
studium voltametrického chovani latek a jiz méné se vyuzivad pro kvantitativni analyzu.
Principem cyklické voltametrie je, Ze se na pracovni elektrodu vklada linearné rostouci nebo
klesajici napéti jdouci nejprve v jednom sméru (doptedny sken) a poté v protichlidném sméru

(zpétny sken) (obrazek 4A). Z naméten¢ho proudu v zavislosti na potencialu se sestavi tzv.
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cyklicky voltamogram (obrazek 4B). ProtoZe se potencial linearné¢ méni s asem, je mozné

zobrazit osu x jako osu ¢asovou (Kissinger a Heineman, 1983).

Cyklicka voltametrie ma dualezity vyznam pii studiu elektrodovych reakci. Z priabéhu
katodickych a anodickych kiivek lze usuzovat na mechanismus elektrodové reakce nebo
posuzovat jejich reverzibilitu. Pro reverzibilni elektrodovou reakci plati, ze rozdil potencialu
anodického a katodického piku E, , — Ep,x = 0,059/n (kdy n je pocet vyménénych elektrontl) a
podil proudii anodického a katodického piku (Z,,o/7p.x) je roven jedné. Dale plati, ze potencial
piku je nezavisly na rychlosti zmény potencidlu (dE/df) a je o 28,5/n mV negativnéjsi u
katodického piku nebo pozitivnéjsi u anodického piku, nez je hodnota putlvlnového
potencidlu. Pro ireverzibilni elektrodovou reakci plati, ze rozdil potencidlti anodického a

katodického piku zavisi na rychlosti polarizace (Barek, 2005).
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Obrazek 4 Prubeh potencialu vkladaného na pracovni elektrodu pri CV v zavislosti na case (4) a cyklicky
voltamogram (Barek, 2005)

1.1.2.3 Diferencné pulzni voltametrie

U diferen¢né pulzni voltametrie (DPV — Differential pulse voltammetry) se na pracovni
elektrodu vklada linearn€ rostouci napéti prekladané napétovymi pulzy (obrazek 5A). Proud
je méten ve dvou krocich, vzdy pied zacatkem pulzu a pfed jeho koncem. Rozdil mezi témito
hodnotami (Al) se vynasi v zavislosti na vkladaném potencialu (obrazek 5B). Tento postup
umoziuje eliminaci negativniho vlivu kapacitniho proudu, a tedy zvySeni citlivosti stanoveni
latek oproti klasickym bezpulznim voltametrickym technikdm. Vystupem analyzy je
voltametricky pik, jehoZ vySka je umérna koncentraci analytu. Detekéni limity se pohybuji

v fadech 10~ mol/l. Potencial piku (Ep) se blizi hodnoté E1, a mize slouzit k identifikaci
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latek. Rozlisit lze latky, jez se 1iSi hodnotou £, o 50 mV a vice (Henze, 2000, Kounaves,

1997).
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Obrazek 5 Zavislost potencialu vkladaného na elektrodu na case pro DPV (4) a SWV (B) a vysledny DP (C)
resp. SW (D) voltamogram (Opekar, 2002)

1.1.2.4 Square wave voltametrie

Square wave voltametrie (SWV — Square wave voltammetry) se fadi mezi velmi citlivé
elektroanalytické metody. Potencidl vkladany na elektrodu se méni linedrn€ s Casem a je
modulovan stfidavym napétim pravouhlého tvaru (obrazek 5B). Proud se méii vzdy ke konci
kazdého vlozeného pulzu. Zaznamenava se stejné jako v ptipadé¢ DPV zavislost rozdilu dvou
po sobé zmetenych hodnot proudu na potencidlu elektrody. Métené zavislosti maji tvar piku.
SWYV se stejné jako DPV vyznacuje malym nabijecim proudem diky uvedenému zplsobu

méfeni, a tedy vyssi citlivosti néz klasica DCV (Vargus, 2007, Osteryoung, 1985).
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1.1.2.5 Rozpoustéci voltametrie

Rozpoustéci voltametrie (SV — Stripping voltammetry) je metodou, kterd se vyuziva
nejcastéji pii detekci a kvantitativnim stanoveni kovli nebo jejich komplexi. Jednd se
o extrémn¢ citlivou elektrochemickou techniku. Stanoveni elektroaktivnich slozek se provadi

pfi jejich elektrolytickém rozpousténi.

Metoda rozpoustéci voltametrie zahrnuje dva kroky. Nejprve dochéazi k nahromadéni
rozpusténého analytu na povrch pracovni elektrody pii konstantnim potencialu. V dalSim
kroku dochazi k rozpusténi nahromadéné latky z povrhu elektrody. Tento proces se jiz
zaznamenava. Hlavni vyhodou rozpoustéci voltametrie jsou extrémné nizké detekeni limity,

daji se stanovovat latky o koncentraci 10~° az 10”2 mol/l.

Mezi rozpoustéci metody patii: anodicka, katodickd a adsorpéni rozpoustéci voltametrie

(Allen J. Bard, 2001, Ozkan, 2012, Scholz, 2010).

- Anodicka rozpoustéci voltametrie (ASV — Anodic stripping voltammetry) je nejcasteji
vyuzivanou metodou v praxi pro stanoveni stopového mnozstvi kovi ve vzorku.
Kationty kovu jsou redukovany v prekoncentra¢nim kroku a vylu€ovany na povrch
pracovni elektrody pomoci katodického potencidlu. Vlozenim anodického potencialu
dochazi k odstranéni analytu z elektrody, probiha oxidace, tzv anodické rozpousténi

analytu zpét do roztoku elektrolytu (Scholz, 2015, Copeland, 1974).

- Katodicka rozpoustéci voltametrie (CSV — Cathodick stripping votlammetry) je
technika vhodna pro stanoveni oxidi a soli rtuti. Rozdil mezi ASV a CSV neni veliky.
U katodické rozpoustéci voltametrie dochéazi k rozpusténi malo rozpustné slouceniny,
ktera je nahromadéna na povrchu elektrody, katodickym (redukénim) procesem do
roztoku elektrolytu. Citlivost metody zavisi na rozpustnosti nahromadénych soli

(Scholz, 2005, Scholz 2015).

- Adsorpcni rozpoustéci voltametrie (AASV — Adsorptive stripping voltammetry) je
zaloZzena na adsorpci analyzovanych latek na povrchu elektrody a jejich nasledné

oxidaci nebo redukci (Kalvoda, Barek, 2007).
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1.1.3 Pracovni elektrody

1.1.3.1 Rtutove elektrody

Rtut’ je vynikajicim elektrodovym materidlem vhodnym pro analyzu redoxnich procest

organickych i1 anorganickych sloucenin. Rtutova elektroda se vyznacuje vysokym piepétim

vodiku v zaporné potencidlové oblasti. Poskytuje dokonale hladky, snadno obnovitelny

povrch, coz vede k dosazeni vysoce reprodukovatelnych vysledkt. Jeji nevyhodou je

omezeny vyuzitelny rozsah v oblasti pozitivniho potencidlu, Spatnd mechanickd odolnost

a toxicita (Ozkan, 2012).

V elektrochemii se vyuziva nékolik typt rtut'ovych elektrod:

Kapajici rtutovd elektroda (DME) se skladd z ptiblizné 12 az 20 cm dlouhé
kapilary s vnitfnim primérem okolo 30-50 pm a je napojena na zasobnik rtuti.
Pfirozend doba kapky je v rozmezi 3-10 s a d4 se ménit vyskou sloupce rtuti
posunem zasobniku. Rtut’ prochdzi skrz kapilaru a vytvari sférickou kapku
opruméru 1 mm, kterd v pravidelnych intervalech svoji vahou pada do
analyzovaného roztoku (Gulaboski, 2008, Allen J. Bard, 2001). Dochazi tak
k pravidelnému obnovovani povrchu elektrody v prubéhu méfeni a tim k eliminaci

problémt s pasivaci. Nevyhodou je velka spotteba rtuti.

V pftipad¢ visici rtutové kapkové elektrody (HMDE) je odkapavani kapky tizeno
elektronicky, ¢imz se zajisti lepsi reprodukovatelnost vysledkl. Na rozdil od DME
se velikost kapky v pribéhu méteni neméni. Celd analyza probiha na jedné rtutové
kapce. Po skonc¢eni analyzy se kapka odképne a vytvoii se nova. Dalsi méteni tak
probiha na cistém povrchu nepoznamenaném piedchozimi experimenty (Ozkan,

2012).

Rtutova filmova elektroda (MFE) je piipravena piretazenim vhodného inertniho
substratu tenkou vrstvou kovové rtuti. Rtutovy film se vylucuje elektrolyzou
zroztoku obsahujiciho ionty rtuti. Na vétSin€ substrat se rtut’ neukladd jako
souvisly film, ale tvofi se kapic¢ky rtuti, jejichZ velikost zavisi na potencialu
elektrody. Mezi substratové materidly patii uhlik (skelny uhlik, uhlikova pasta)
nebo uslechtilé kovy (sttibro, zlato a platina). Nevyhodou kovovych substrati mtize
byt, Ze se do jisté miry rozpousti ve rtuti. Nejcastéji se proto pouziva uhlik, kvili

jeho chemické inertnosti, Sirokému rozsahu potencidlu i nizkym nakladiim. MFE
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ma Siroké uplatnéni v rozpoustécich technikach, pfi stanoveni stopového mnozstvi

kovli (Economou, Fielden, 2003, Yosypchuk, Fojta, 2010).

Alternativou ke rtutovym elektrodam jsou pevné amalgamové elektrody
(Novotny a Yosypchuk, 2000), z nichz se nejCastéji pouziva stiibrnd pevna amalgdmova
elektroda (AgSAE). Jeji priprava je jednoducha a lze ji ptipravit v laboratofi. Sklenéna
trubicka naplnénd praSkovym stiibrem se na nékolik hodin ponoti do kapalné rtuti za vzniku
netoxického amalgamu, ktery je mechanicky stabilni. LeSténim vzniklého amalgdmu vznikne
nova pracovni elektroda, Setrna k zivotnimu prostiedi, ktera neobsahuje kapalnou rtut’ a jeji
elektrochemické vlastnosti jsou podobné rtutovym elektrodam. Vyhodou je vedle nizké
toxicity, snadnd manipulace a chemicka i mechanicka odolnost. Nevyhodou oproti HMDE je
hor$i obnovitelnost povrchu, riziko pasivace a s tim spojend horsi opakovatelnost vysledkt
(Vyskocil, 2010, Yosypchuk, 2009). Ze stiibrného amalgdmu byly v minulosti pfipraveny
rovnéz kompozitni (Yosypchuk, 2007) nebo pastové elektrody (Yosypchuk, 2008). Vedle
stiibra 1ze pouzit pro ptipravu elektrodového materidlu i jiné kovy, napt. méd’ nebo iridium

(Yosypchuk, 2003).

1.1.3.2 Pevné elektrody

Pevné elektrody jsou vyrobeny z tuhého materialu (uslechtily kov, uhlik). Velmi diileZitym
faktorem pfi pouzivani pevnych elektrod je zavislost odezvy na stavu povrchu elektrody.
Béhem méfeni se na jejich povrchu mohou adsorbovat latky z roztoku, a protoze nedochazi
k obnové povrchu pevnych elektrod, vysledky byvaji zpravidla hiif opakovatelné nez
u rtutovych kapkovych elektrod. Povrch téchto elektrod je tieba mezi jednotlivymi méfenimi
Cistit. Lze vyuZzit mechanické lesténi nebo zafazeni riznych elektrochemickych regeneracnich

procest (Swain, 2007).

Pevné pracovni elektrody jsou oproti rtutovym elektroddm mechanicky stabilngjsi,
poskytuji $irsi vyuzitelny rozsah v oblasti pozitivnich potenciali. Toho lze vyuzit pifi analyze
latek prostiednictvim jejich oxidace. V oblasti negativnich potenciali jsou obvykle méné
vhodné. Potencidlovy rozsah zéavisi na materidlu elektrody, rozpoustédle, zakladnim

elektrolytu a pH studovaného roztoku (Ozkan, 2012).

Mezi nejrozsitfenéjsi uhlikové elektrody patii elektroda ze skelného uhliku (GCE) nebo

uhlikové pastova elektroda.
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- Elektroda ze skelného uhliku (GCE — Glassy carbon electrode) je nejcastéji
vyuzivanou uhlikovou elektrodou. Skelny uhlik ma vlastnosti podobné sklu a je
nepropustny pro plyny a kapaliny. Jedna se o typ negrafitového uhliku, ktery
vznika pyrolyzou vhodného polymeru (naptiklad fenolové pryskytice) pii teplotach
okolo 1000 °C a pod tlakem, za vytvotfeni konjugované uhlikové mikrostruktury
(Youngmi Yi, 2017). Elektroda se obvykle aktivuje mechanickym lesténim.
Vyhodami GCE je Siroky potencidlovy rozsah, chemicka inertnost, dobra elektricka
vodivost, vysoka tvrdost a nizka reaktivita nebo jak jiz bylo napsano nepropustnost
pro plyny a kapaliny. Na druhou stranu nevyhodou je oxidace uhliku pfi vysokych
anodickych potencidlech, kterd nasledné mize zhorsit stav elektrody a ovlivnit tak

vysledky analyzy (Swain, 2007, Dekanski, 2000).

- Uhlikovad pastova elektroda (CPE — Carbon paste electrode) byla vynalezena na
konci 50. let 20. stoleti. Je tvofena smési elektricky vodivého praskového uhliku
s velikosti castic 0,01-0,02 mm a elektricky nevodivym, ve vodé nerozpustnym,
kapalnym pojivem (parafinovy olej, silikonovy olej nebo bromoform). Nejvétsi
vyhodou pastovych elektrod je moznost odstranéni pouZzité pasty vytlacenim
z kapilary a otfenim napfi. filtracnim papirem. DalSi analyza maze probihat na
¢istém povrchu, ¢imzZ jsou omezena rizika spojend s pasivaci. Uhlikovou pastovou
elektrodu 1ze modifikovat ptidavkem rtznych latek pifimo do pasty pfi jeji pfipravé.
Tim Ize docilit zlepSeni jeji citlivosti, selektivity a ochrany jejiho povrchu pied

nezadoucimi reakcemi (Kalcher, 1990).

Elektrody z uSlechtilého kovu (platina, zlato...) patii mezi vysoce aktivni elektrody za
definovanych elektrochemickych podminek. Vyhodou je vysoka vodivost, nizky proud pozadi
a Siroky potencidlovy rozsah. Nevyhodou je tvorba oxidovych vrstev na povrchu elektrody
nebo rozpousténi kovl. Tyto vrstvy mohou zménit kinetiku pfenosu elektronu a ovlivnit
vysledky méfeni. NejpouzivanéjSimi kovovymi elektrodami jsou platinové a zlatd. Obvykle
jsou zkonstruovany ve formé dratku nebo malych diskti. Platinova a zlata elektroda maji
Siroky rozsah vyuZitelného anodického potencidlu, ale maly rozsah v oblasti katodického
potencialu, ktery se kviili nizkému piepéti vodiku pohybuje v rozmezi —0,2 a —0,5 V. Déle
zéalezi na pH roztoku. Zlata elektroda je oproti platinové méné nachylna k tvorbé oxidovych

vrstev na povrchu a k jeho kontaminaci (Uslu, Ozkan, 2007).

Kovové i uhlikové elektrody lze elektrochemicky nebo chemicky modifikovat pro zlepSeni

jejich vlastnosti. Modifikované elektrody se li§i od b&éznych upravou povrchu nanesenim
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tenké vrstvy ur€it¢ho materidlu. Touto uUpravou ziskd elektroda pozadované chemické,
elektrochemické nebo elektrické vlastnosti. Dale dochazi ke zlepSeni selektivity nebo

citlivosti elektrody (Kutner, 1998, Albery, 1981).

1.1.4 Borem dopovana diamantova elektroda (BDDE)

Diamant se fadi mezi nejtvrdsi pfirodni mineraly a jednd se o krystalickou formu uhliku.
Mezi jeho vyznamné fyzikdlni a chemické vlastnosti patii vysoky elektricky odpor, vysoka
tepelna vodivost ¢i odolnost proti korozi, chemicka inertnost nebo optickd transparentnost.
Diky témto vlastnostem ma Siroké uplatnéni v technickych oborech. Struktura diamantu je
uspofadana v krychlové miizce. Miizka je tvofena &tyiboce vazanymi sp® hybridizovanymi
uhliky, pfi¢emz je kazdy uhlik navazén ke ctyfem sousednim atomtiim uhliku. Tim se 1isi od

jinych forem uhliku jako je napft. grafit (Swain, 1993).

Jak jiZ bylo zminéno, diamant slouzi diky vysokému elektrickému odporu jako izolator a je
nutné ho upravit dopovanim jiného prvku. NejCastéji se pouziva jako piimés k vyrobé
vodivych diamantovych elektrod bor, protoze ma nizkou aktivacni energii nosi¢e naboje
0,37 eV. Lze pouzit i ptimés fosforu, jehoz aktiva¢ni energie nosice naboje je 0,6 eV, dusiku
(1,6-1,7 eV) nebo siry. Siru je mozné zavadet do diamantu pouze spolecné s borem (Svitkova,

2016, Luong, 2009).
Dopované diamantové elektrody lze rozd€lit na 4 typy:

- dopované diamantové filmy se nanaSeji pfimo na substrat. Substraitem obvykle
byva monokrystalicky nebo polykrystalicky kfemik, kov (wolfram, titan nebo

molybden) nebo uhlikaté materialy,

- mezi diamantovym filmem a kovovym substratem se nachézi mezivrstva vyrobena
z odpovidajiciho karbidu kovu, ktera zlepSuje adhezi diamantového filmu

k substratu a chrani kovovy substrat pfed usazovanim plynného vodiku,
- dopovana elektroda je tvofena z diamantovych ¢astic,
- diamantové ¢astice jsou imobilizované ve filmu (Luong, 2009, Nidheesh, 2019).

Dopovany diamantovy material 1ze vyrobit nej€asteji dvéma zplisoby. Prvnim zplisobem je
chemickéd depozice par (CVD) diamantu s dopantem za vzniku tenkého filmu. Pfirozené
diamantové filmy maji na svém povrchu monovrstvu vodiku, ktery je ziskan pii depozici.

K depozici se nej€astéji pouzivd plynnd smés methanu a vodiku. Pfi¢emZ atomovy vodik
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zabranuje depozici nediamantovych uhlikovych struktur. V plynné smési se nachazi také
diboran nebo oxid bority, jako zdroj boru. Druhou moznosti je vyroba dopovanych
diamantovych castic vysokym tlakem a teplotou (HPHT). Kromé¢ vySe zminénych existuji
dalsi metody vyroby, napt. vakuové zihani a povrchovy doping nedopovaného diamantu

(Pleskov, 2002, Nidheesh, 2019).

Ve srovnani s ostatnimi elektrodovymi materidly, nedochazi na povrchu elektrody z borem
dopovaného diamantu (BDDE) k tvorbé a redukci oxidiit mezi katodickym vyvojem vodiku
a anodickym vyvojem kysliku. BDDE maji mnoho vynikajicich vlastnosti, v€etné Sirokého
potencidlového okna ve vodnych a organickych roztocich, jehoz rozsah je piiblizné€ 3 - 3,5V,
nizkého a stabilniho kapacitniho proudu pozadi, vysoké reprodukovatelnosti a dlouhodobé
stability odezvy, dobré biokompatibility, odolnosti proti pasivaci nebo mechanické odolnosti.
Tyto vlastnosti umoznuji jeji Siroké uplatnéni v riznych oblastech (Compton, 2003, Svitkova,

2016).

Vlastnosti BDD filmid jsou ovlivnény mnozstvim dopovaného boru, defekty filmu,
pfitomnosti necistot a povrchovym zakoncenim (kyslikem, vodikem). Tyto vlastnosti zavisi
na metod¢ pfipravy filmu elektrody a jeho elektrochemické ptedipravée, tzv. terminaci (O-,
H-terminace). K O-terminaci nebo H-terminaci povrchu dochazi pti katodické ¢i anodické
predupravé. Povrch zakonceny vodikem je hydrofobni a relativné pasivni. H-terminace se
provadi pfi vysokych negativnich potencidlech (<< —2,0 V) v oblasti vyvoje vodiku. Dale
povrch zakonceny vodikem vzniké pfi plisobeni vodikové plazmy nebo béhem postupu CVD
metody. Naopak oxidovany povrch nesouci kyslikaté funkéni skupiny je hydrofilni
a stabilngjsi (Pleskov, 2002, Yu, 2012). U anodické predupravy jde o zavedeni atomi kysliku
do povrchu BDD prostfednictvim reakce uhliku s OH radikaly. Povrch zakonéeny kyslikem
1ze snadno vytvofit naptiklad varem v silné kyselin€ nebo vystavenim vysokému anodickému
potencidlu (> +2,0 V) voblasti rozkladu vody. Tvorba radikali zplsobuje oxidaci
a stabilizaci povrchu elektrody. Na povrchu elektrody pak pifevazuji etherové vazby,

ketonove, alkoholové nebo karboxylové skupiny disledkem interakci radikalti s povrchem

BDD (Zavéazalova, Barek, 2014, Baluchova, 2019). Udrzba elektrody s H-terminaci je

wvewr

musi byt katodicka ptfediprava provedena tésné pifed danym experimentem. Anodicka

pfedlprava je prevenci pred zneciSténim elektrody.
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Zjistovani kvality povrchu BDDE se provadi pomoci elektroluminiscence, Ramanovy
spektroskopie a skenovaci elektronové mikroskopie (Luong, 2009). Pii zjisStovani
elektrochemickych vlastnosti elektrody se vyuziva cyklicka voltametrie reverzibilnich

redoxnich systému, napf. [Fe(CN)(,]3'/4+

. K charakterizaci diamantového filmu dopovaného
borem se pouziva rozdil potencidlu katodického a anodického piku. S rostoucim mnozstvim
dopovaného boru ve filmu elektrody dochazi obvykle ke zuzeni potencialového okna

(Nidheesh, 2019).

Vzhledem k vyjimeénym elektrochemickym vlastnostem je BDDE Siroce vyuzitelna
v oblasti elektroanalytické chemie. Jeji analytické aplikace jsou popsany v mnoha
ptehledovych ¢lancich (Baluchova, 2019, Fujishima, 2006, Swain, 1998, Xu, 1997, Kraft
2007). Pomoci BDDE byla doposud zkoumana zejména tfada oxidovatelnych organickych
latek. Jedna se o farmaka (ibuprofen, kyselina askorbova, antipsychotika), riizné potravinové
slozky, latky znecist'ujici zivotni prostfedi (polycyklické aromatické uhlovodiky, pesticidy),

ale 1 biomolekuly (cukry) (Peckova, 2009, Lourencao, 2020).

1.1.4.1 Modifikované BDDE

Jak jiz bylo uvedeno vyse, pro zlepSeni vlastnosti (selektivity a citlivosti) Ize elektrody
modifikovat napt. kovovymi nanocasticemi, uhlikovymi nanomateridly, polymery nebo
biopolymery, enzymy apod. (Brillas, 2011). V poslednich letech byly testovany rovnéz
moznosti modifikace BDDE. Tyto povrchy mohou byt upraveny plazmovym zpracovanim,
iontovou implantaci, elektrochemickou depozici kovl a jejich oxidi ve formé& nanocastic,
povrchovou oxidaci nebo navazanim riznych organickych molekul a biomolekul (Musilova,

2009, Toghill, 2010).

Modifikace BDDE kovovymi nanocasticemi zpusobi zvySeni aktivni povrchové plochy,
lepsi diftizi a mize vést k citlivosti elektrody na analyt, ktery by na Cisté elektrodé¢ nebyl
pozorovan. MuzZe také usnadnit pienos elektronii diky snizeni aktivaéniho potencidlu
u analytu. Nejcast€j$imi metodami modifikace jsou elektrochemickéd depozice kovl a iontova
implantace. Elektrochemicka depozice je velice pfizptisobiva na Sirokou oblast substrati a je
jednoduchd, rychld a da se provadét pii pokojové teploté¢ (Compton, 2003, Einaga, 2004).
Elektrochemicka depozice se provadi ponofenim elektrody naptiklad do roztoku H,SO4
o urc¢ité koncentraci obsahujiciho CuSOs4. Depozice se provadi pii vhodném potencialu po

urcitou dobu. Nejcastéji se vylucuji kovy jako je kobalt, nikl, méd’, zlato apod. Iontova
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implantace je komplikovanéjsi. Dochazi k bombardovani povrchu BDD tézkymi ionty kovu.
Dany typ kovu je implantovan pfi napéti okolo 800 keV a modifikovany povrch BDDE je
nasledné zihan pti vysokych teplotach v piitomnosti vodiku (Toghill, 2011).

BDDE lze krom¢ kovli upravit pomoci riznych forem uhlikovych nanomateriali, napt.
uhlikovych nanotrubicek (MWCNT - multiwalled carbon nanotubes) nebo B-cyklodextrinem
(B-CD). MWCNT je vhodnym modifikatorem, ktery zajistuje zlepSeni ptenosu elektroni
mezi povrchem elektrody a biologickou slozkou, déle zajistuje vyznamné zvétSeni povrchu
BDDE. MWCNT-BDDE se pfipravuje napt. pomoci ethanolické suspenze MWCNTs a
NAFION, kterd se pomoci pipety nakape na povrch BDDE. Nasledné dojde k susSeni
elektrody na vzduchu pii pokojové teploté. Takto pripravenou elektrodu lze jesté upravit napft.
molekulami B-CD, které jsou akumulovdny na povrchu elektrody optimalizovanym
depozi¢nim potencidlem a casem. Elektroda je snadno pfipravitelnd, Setrnd k Zivotnimu
prostiedi, levna, citlivda a snadno pouzitelnd. Vyuziva se napf. pfi stanoveni pesticidl

(Brycht, 2018).

Dal$i moznosti je pfiprava tzv. biosenzorl, kdy elektrody mohou byt zakonceny aminem
nebo karboxylovou skupinou, na které miize byt pfimo imobilizovdn enzym (naptiklad
tyrosindza, glukosooxiddza). Zavedeni aminoskupiny se provadi fotochemickou reakci
aminovych molekul mechanismem volnych radikald nebo chemickou modifikaci
oxidovaného BDD povrchu s triethoxysilanem. Karboxylové skupiny na povrchu elektrody
vznikaji fotochemickou reakci. Pfipravené skupiny slouzi jako vazebnd mista pro pfipojeni
konkrétniho enzymu nebo jiné biomolekuly (Yu, 2012). Pfikladem je imobilizace enzymu
glukosooxiddzy na povrch oxidované BDDE obsahujici karboxylovou skupinu, a to pomoci

adsorpce (Luong, 2009).

Moznosti, jak modifikovat povrch BDDE pro konkrétni elektroanalytické aplikace bylo
v literatufe popsano mnoho a jsou rovnéz shrnuty v tad¢é ptehledovych ¢lankid (Svitkova,

2016, Ivandini, 2004, Toghill, 2010)
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1.2 Tenoxikam

Tenoxikam (4-hydroxy-2-methyl-3-[N-(2-pyridyl)karboxamido]-2-H-thieno[2,3-¢]1,2-thia

-----

anti-inflammatory drugs), patfici do skupiny oxikamii (Pudchem, 2011).

Oxikamy strukturaln¢ patii do podskupiny sloucenin tfidy 1,2-benzothiazint, které poprvé
syntetizoval Braun v roce 1923. Vétsina NSAID obsahuje ve své struktuie karboxylovou
kyselinu. Naopak oxikamy obsahuji enolové kyseliny 4-hydroxy-1,2-benzothiazin-3-

karboxamidovych derivat. Prvni oxikam byl syntetizovan v 50. letech minulého stoleti, ale

rrrrr
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a protirevmatickych 1é¢iv (Xu, 2014, Olkkola, 1994).

Strukturni vzorec tenoxikamu je uveden na obrdzku 6. Tenoxikam se vyznacuje dlouhym
poloCasem setrvani v krevni plazmé. Vice nez 90 % léciva se vaze na bilkoviny lidské
s revmatoidni artritidou, osteoartrozou, poranénymi svaly a klouby, a to jak ve form¢ tablet
(oralng) a Cipkl (rektaln€), tak ve formé injekei do svald, zily nebo kloubu. Mechanismem
ucinku je reverzibilni inhibice cyklooxygenazy (COX - 1 a COX - 2) v misté poranéni tkan¢,
ktera vede ke snizeni tvorby prostaglandini (Al-Obaid, 1993, Roelofse, 1996). Poprvé byl

tenoxikam uveden na trh v bfeznu 1987 (Katzmann, 1990).

S“,N H
7N
7 No

Obrdazek 6 Strukturni vzorec tenoxikamu (Tsai, 1993)

1.2.1 Fyzikalné chemické vlastnosti tenoxikamu

Tenoxikam je Zluty krystalicky prasek, citlivy na svétlo, t¢éméf bez zapachu, s molekulovou

hmotnosti 337,37 g/mol. Jedna se o slabou kyselinu s hodnotami pKa 5,34 a 1,07. Bod tani
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tenoxikamu se pohybuje v rozmezi 209-213 °C. Ve vodé¢ je mélo rozpustny, jeho rozpustnost
je 0,45 mg/ml. Rozpousti se pirevazné v organickych kyselinach a zasadach (Nilsen, 1994,

cesky 1ékopis, 1997).

1.2.2 Mechanismus ucinku

Tenoxikam selektivné inhibuje syntézu prostanglandinti inhibici cyklooxygenazy (COX),
ktera katalyzuje tvorbu cyklickych endoperoxidaz z kyseliny arachidonové (Gonzales, 1987).
COX existuje ve dvou formach: konstitutivni COX - 1, kterd je zodpovédna za bazalni
syntézu prostanglandinti ucastnicich se fyziologickych procesti. COX -1 je exprimovana
konstitutivné a je vSudypfitomné distribuovana. Druhou formou je COX -2 zodpové&dna za
produkci prostanglandini béhem zanétu a patologickych situaci. VétSinou chybi nebo je

ptitomna v nizkych hladinach v neproliferujicich buiikach (Lora, 1997).

Mechanismem u¢inku je soutéZ tenoxikamu (i jinych NSAID) se substratem, kyselinou
arachidonovou, o aktivni mista na enzymu. Dochdzi k pomalu se rozvijejici nevratné
strukturalni zméné enzymu. Tenoxikam piedevsim nevratné inhibuje COX - 2, ale i COX - 1.
Inhibici COX -1 dochézi k vedlejsim ucinkiim tenoxikamu, ale tato inhibice je docasna
zachyceni aktivnich kyslikovych radikal,, inhibice funkeci leukocytii vcetné fagocytozy
a uvoliovani histaminu v misté¢ zanétu (Todd, 1991). Tenoxikam je zcela metabolizovan
v jatrech na neaktivni metabolity. Z velké ¢asti se metabolity vylu€uji moci ve formé
5-hydroxytenoxikamu. Zbytek se vylucuje zlu¢i ve form&  6-O-glukuronidu

tenoxikamu (Al-Obaid, 1993).

Béhem 1é¢by je tenoxikam dobie snaSen u vétSiny pacientd. U nékterych pacientli se vSak
objevily vedlejsi ucinky jako je nevolnost, poruchy traveni, zvySené riziko selhani ledvin
které postihuji jatra a zlu€ové cesty za vzniku hepatitidy. Doporu¢enou denni davkou je
20 mg. U akutnich pfipadi se davka navySuje na 40 mg jednou denné po dobu 2 dni
a nasledné se sniZi na 20 mg po dobu 5 dnil. Primérny eliminacni ¢as 1é€iva je okolo 67 az 75

hodin (Gonzalez, 1987, Ammar, 2011).
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1.2.3 Stanoveni tenoxikamu s vyuZitim riznych instrumentilnich metod

Stanoveni tenoxikamu ve farmaceutickych a biologickych vzorcich, se provadi pomoci
riznych instrumentalnich metod. Nejbéznéji pouzivanou analytickou metodou je
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) spojena s UV detekci (Jaramillo, 1993),
amperometrickou detekci, nebo hmotnostni spektrometrii (Chandel, 2012). Dal§imi zpiisoby
stanoveni jsou spektrofotometrické a spektrofluorimetrické metody (Ries, 1998). Uvedené
metody ovsem mohou mit nevyhody, jako je nedostate¢na citlivost, instrumentalné naro¢né
a ndkladné vybaveni, ¢asové naro¢na a slozitad uprava vzorkl apod. Vhodnou alternativou
mohou byt elektrochemické metody, které jsou instrumentdlné méné néarocné, jednoduché
a rychlé, obvykle nevyzaduji komplikované postupy tpravy vzorku pted analyzou a umoznuji

dosazeni vysoké citlivosti (Chandel, 2012, Ji, 2005).

1.2.4 Voltametrické stanoveni tenoxikamu

Doposud existuje jen nckolik studii zaméfenych na stanoveni tenoxikamu
elektrochemicky. Nékteti autofi se zabyvali stanovenim tenoxikamu pomoci diferen¢ni pulzni
voltametrie se statickou rtutovou kapkovou elektrodou (SMDE) a HMDE ve farmaceutickych
ptipravcich a v krvi. Méfeni bylo provadéno ve fosfatovém pufru o pH 5,3 a redukéni signal
byl dobie vidét pti potencidlu —1,3 V. Linearni dynamicky rozsah (LDR) navrzené metody
byl v rozmezi 0,025-20 mg/ml a limit detekce (LOD) 25 ng/ml (7,4x10"° mol/l) (Atkopar,
1996, Ozaltin, 2000). V dalsi praci bylo popsino stanoveni tenoxikamu a piroxikamu opét
s vyuzitim HMDE v kombinaci s rozpoustéci square wave voltametrii (SWV), kdy byl
prezentovan LOD 1,0x107'° mol/l (El-Maali, 1990). Na elektrokatalytické redukci
tenoxikamu s vyuzitim GCE modifikované kyselinou 4-aminobenzensulfonovou byla
zalozena dalsi metoda jeho stanoveni. Autofi pracovali v prostfedi acetatového pufru (pH 5) a
pouzili DPV. Doséhli hodnoty LOD 2,82x10™" mol/l. Metodu aplikovali pfi analyze tablet
farmaceutického ptipravku (Sadikoglu, 2019).

Oxidaéni chovani tenoxikamu bylo studovdano na GCE modifikované uhlikovymi
nanotrubicemi (MWCNT/GCE). Méteni bylo provadéno v prostiedi Brittonova-Robinsonova
pufru o pH 5. Bylo zji§téno, Ze tenoxikam poskytuje jeden oxidacni signal kolem potencialu
+0,55 V. Autofi uvad&ji LDR 2x1077 az 1x10~> mol/l a LOD 1,43x10™° pii pouziti DPV.
Oxidac¢ni signal byl v této praci pfifazen oxidaci amidové skupiny ve struktufe tenoxikamu.

Tento zadvér ovSem nebyl potvrzen zddnou objektivni metodou, jako napt. analyzou produktl
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elektrolyzy (Agin, 2019). Naopak Bozal a kol. studovali voltametrické chovani lornoxicamu,
piroxicamu, tenoxikamu a meloxicamu na GCE a na zéklad¢ porovnavacich studii ptifadili
oxidacni signal oxicamii kolem potencidlu +0,7 V oxidaci hydroxylové skupiny na
triazinovém kruhu (Bozal, 2010). V praci (Selesovska, 2019) bylo studovano oxidaéni
chovani meloxicamu, ktery poskytuje na rozdil od ostatnich oxicamovych 1é¢iv 2 oxidacni
signaly. Prvni pik odpovida potencidlem (+0,7 V) signalim ostatnich oxikamt a jedna se tedy
s nejveétsi pravdépodobnosti o stejny d¢j. Druhy pik meloxicamu se nachazi pfi vyznamné
pozitivnéjSim potencialu. V ramci této prace byla provedena preparativni elektrolyza analytu
a produkty elektrolyzy byly analyzovéany a identifikovany pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci. Bylo zjisténo, ze prvni oxidac¢ni krok odpovida oxidaci
hydroxylové skupiny a az pti pozitivnéjSich potencidlech dochézi k oxidaci amidové skupiny.
Na zékladé téchto vysledkl lze fici, Ze oxidacni signal pozorovany u tenoxikamu muze byt
rovnéz prifazen oxidaci hydroxylové skupiny. Ke stejnému zavéru dosli autofi také pro
piroxikam, kdyZz izolovali a analyzovali produkty jeho oxidace (Torriero, 2006). Uhlikova
pastové elektroda byla pouZita pro elektrochemickou charakterizaci tenoxikamu (Guzmadan-

Hernandez, 2012).

Vramci této prace byla pro studium voltametrického chovani a pro vyvoj metody
stanoveni tenoxikamu vyuzita borem dopovana diamantova elektroda. Ta je diky svym
vyjimecnym elektrochemickym vlastnostem perspektivnim elektrodovym materidlem pro

oblast elektroanalytické chemie.
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2. Experimentalni ¢ast
2.1 Pouzité chemikalie

Béhem celého méteni byly pouzity chemikélie pro pripravu standardl a elektrolytii Cistoty
p.a. Jako zakladni elektrolyt byl pouzivan Brittoniiv-Robinsontv pufr (BRB) v rozmezi pH 2-
12. Pro zajisténi hodnoty pH okolo 1 byla pouzita HNO; o koncentraci 0,1 mol/l. BRB byl
pfipravovan smichdnim kyselé a alkalické slozky dle pozadované hodnoty pH pod pH-
metrem. Kyseld slozka ptedstavovala roztok kyselin o koncentraci 0,4 mol/l pfipraveny
fedénim zéasobnich kyselin H3PO4 (85 %) a CH3;COOH (99 %) a rozpusténim vhodné navazky
pevné H3BOjs (vie Penta-Svec, Praha). Alkalicka slozka byla tvofena roztokem NaOH (Penta-
Svec, Praha) o koncentraci 0,2 mol/l. Zasobni roztok tenoxikamu (Sigma-Aldrich)
o koncentraci 1x10~ mol/l byl pfipraven rozpusténim dané navdzky v roztoku acetonitrilu
(Sigma-Aldrich, Praha) a uchovdvan v lednici bez pfistupu svétla. Roztoky o nizsi
koncentraci byly pfipravovany denné Ccerstvé fedénim zasobniho roztoku zakladnim
elektrolytem. Vedle tenoxikamu byly stejnym zplsobem pfipravovany také roztoky dalSich
oxicamovych lé¢iv meloxicamu, piroxikamu a lornoxicamu (Sigma-Aldrich). Pro analyzu
praktickych vzorkli byly vyuzity farmaceutické ptipravky Flamexin 20 mg (G¢inna
latka piroxikam, Chiesi Farmaceutici, Italie), Meloxicam Mylan 15 mg (Generics, Velka

Briténie) a Xefo rapid 8 mg (G¢inné latka lornoxicam, Takeda, Rakousko).

2.2 Pristrojové vybaveni

Voltametrickd méfeni byla provadéna pomoci analyzatoru Autolab PGSTAT 30
potenciostat-galvanostat (obrdzek 7, Metrohm Autolab, Nizozemi), fizeného pocitatem se
softwarem Nova 1.11, v tfielektrodovém uspotadani. Jako pracovni elektroda byla pouzita
komeréné dostupna BDDE s aktivnim povrchem 7,07 mm” a pomérem B/C béhem depozice
1000 ppm (Windsor Scientific, Velkd Britanie). Jako pomocna elektroda slouzil Pt dratek
a nasycena argentchloridova elektroda (Ag/AgCl/KCl) slouzila jako referentni elektroda (ob¢
Monokrystaly, Ceska Republika). Vedle tohoto klasického uspotadani elektrochemického
¢lanku byly pouzity dva typy tiSténych senzort (SPE). Prvnim byla komerén€ dostupna SPE
od firmy DropSens (Metrohm, Ceska republika) s pracovni elektrodou z BDD (9,07 mm?),
pomocnou uhlikovou a referentni sttibrnou elektrodou. Druhym testovanym senzorem byla
laboratorné ptipravena (LM) SPE dodana kolegy ze skupiny M. Vojse ze Slovenské technické

univerzity v Bratislavé. V tomto piipadé byla pracovni (3,14 mm?) i pomocna elektroda
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z BDD a referentni elektroda byla stfibrna. Pouzité pracovni elektrody, resp. SPE senzory

jsou uvedeny na obrazku 8.

Pti ptipraveé roztokli o urcitém pH byl pouzit stolni pH metr Fisher Scientific AB 150
(Fisher Scientific, Ceska republika). Dale byly pouzity analytické vahy KERN ALS 120-4N
(Kern a Sohn, Némecko) pro navazovani potiebnych chemikalii a automatické pipety pro
presné davkovani roztokll. Pro leps$i rozpousténi latek byla pouzita ultrazvukova lazen
Bandelin Sonorex (Schalltec GmbH, Némecko). VSechna métfeni probéhla za laboratorni

teploty (232 °C).

Obrazek 7 Autolab PGSTAT 30 potenciostat-galvanostat se zapojenym trielektrodovym elektrochemickym

Clankem v polarografické nadobce

Obrazek 8 Klasicka BDDE (vlevo), SP/BDDE (DropSens, uprostred), LM-SP/BDDE (STU, vpravo)
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2.3 Pracovni postupy
2.3.1 Priprava BDDE

Na zacatku kazdého pracovniho dne, probéhla aktivace BDDE v roztoku zékladniho
elektrolytu (BRB o pH 2) zméfenim 20 cyklickych voltamogramt. Aktivace probéhla od
pocatecniho potencidlu (E,0:) —1000 mV do potencidlu obratu (Egprar) 72300 mV pii rychlosti
polarizace (v) 100 mV/s. Pti praci s SPE senzory probihala aktivace za stejnych podminek, ale
bylo realizovano mén¢ cykll, konkrétné do reprodukovatelné odezvy. Mezi jednotlivymi
méfenimi nebylo tfeba zarazovat zadny regeneracni krok, protoze nedochdzelo k pasivaci
povrchu elektrod. Vzhledem ke snadné oxidaci povrchu BDDE, ktera probiha i samovolné na

vzduchu, byla veskera méteni provadéna na O-terminovaném povrchu.

2.3.2 Voltametricka méreni

Voltametrické chovani tenoxikamu na BDDE bylo zkoumano pomoci metody cyklické
voltametrie. Zaznamenavaly se zavislosti ziskanych signdlti na pH v rozsahu potenciali od
Epoe = —1000 mV po Egpray = ¥2300 mV pii v = 100 mV/s. Dale byl zjiStovan vliv zmény
rychlosti polarizace na voltametrické chovani tenoxikamu, kdy v byla méfena v rozsahu 25-

500 mV/s a 50-500 mV/s.

Pii vyvoji metody stanoveni tenoxikamu byly testovany metody DPV a SWV. M¢feni
probihala v prostfedi BRB o pH 2. Nejprve byly zjiStény optimalni parametry obou metod,
které¢ jsou nasledujici: DPV — Ey,¢ =+0 mV, Eyon = +2000mV, v = 40 mV/s, Sitka
pulzu=20ms a vySka pulzu = +90mV; SWV — E,x = t0mV, Ey,, = +2000 mV,
v =40 mV/s, amplituda = +50 mV a frekvence = 30 Hz. Na zéklad¢ porovnani ziskanych
statistickych parametri byla pro stanoveni tenoxikamu a poté i dalSich oxicamovych léciv

zvolena SWV.

Vysky pikt byly vyhodnocovany spusténim sviské piimky z maxima piku ke spojnici
zacatku a konce piku. VSechny grafy byly vytvofeny pomoci softwaru MS Excel 2010
(Microsoft, USA). Parametry kalibra¢nich pfimek a intervaly spolehlivosti byly vypocitany
pomoci programu Project 1 (V. Jehlicka, Ceska republika). Limit detekce (LOD) byl
vypocitan jako 3x smérodatnd odchylka useku vydélend smérnici kalibra¢ni pfimky a mez
stanovitelnosti (LOQ) jako 10x smérodatnd odchylka tseku vyd€lena smeérnici kalibracni

piimky.
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2.3.3 Analyza farmaceutickych pripravki

Vzhledem k tomu, Ze v Ceské republice neni dostupny zadny lék s tenoxikamem jako
ucinnou latkou, byly analyzovany farmaceutické ptipravky obsahujici dalsi latky ze skupiny
oxikamil. Vzhledem k vySe uvedenym informacim o jejich elektrochemickém chovani bylo
mozné aplikovat metodu vyvinutou pro stanoveni tenoxikamu. Analyzovény tedy byly
piipravky Xefo rapid s vyrobcem deklarovanym obsahem lornoxicamu 8 mg na tabletu,
Flamexin s obsahem piroxicamu 20 mg na tabletu a Meloxicam Mylan s obsahem
meloxicamu 15 mg na tabletu (obrazek 9). Pfiprava vzorkd k analyze probihala ve vsech
piipadech stejné. Jedna tableta piislusného 1éku byla rozmélnéna v tfeci misce na jemny
prasek a rozpusténa ve 100 ml acetonitrilu. Pro lepsi rozpousténi byl vzorek umistén na
10 min. do ultrazvukové lazn&. Méfeni probihalo v polarografické nadobce v prostfedi BRB
(pH 2) o objemu 10 ml. K zakladnimu elektrolytu byl vzdy pipetovan vzorek 1é¢iva tak, aby
jeho vysledna koncentrace v polarografické nadobce byla piblizné 2x1077 mol/l (vypoéteno
podle obsahu ucinné latky deklarované vyrobcem). Pro stanoveni byla pouzita metoda
standardniho ptidavku a vzdy byly ke vzorku pfidany minimaln€ dva ptfidavky standardniho
roztoku analytu o koncentraci 1x10™ mol/l a objemu ¥ = 2 ul. M&keni bylo pro viechna

analyzovand léc¢iva provedeno 5x.

Pro kazdé lé¢ivo byla nasledné z téchto méfeni vypocitana primérnd hodnota obsahu
ucinné latky v tableté s prislusSnym intervalem spolehlivosti, relativni smérodatna odchylka
opakovaného stanoveni a vytéznost vztazend k obsahu ucéinné latky deklarovanému

vyrobcem.

Obrazek 9 Analyzované farmaceutické pripravky Flamexin, Meloxicam Mylan a Xefo rapid
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3. Vysledky a diskuse
3. 1 Voltametrické chovani tenoxikamu na BDDE

Na tvod experimentalni ¢asti této diplomové prace, bylo studovano voltametrické chovani
tenoxikamu na BDDE. Nejprve byl zméfen cyklicky voltamogram tenoxikamu (dale bude
oznacen zkratkou TNX) o koncentraci 5,0x10~> mol/l v prostiedi HNO; (¢ = 0,1 mol/l). Toto
prostiedi bylo na ivod pouzito v souladu s literaturou (Selesovska, 2019), kdy se potvrdilo, Ze
meloxikam poskytuje dobfe vyhodnotitelny anodicky pik v kyselém prostfedi. Méfeni
probihalo v rozsahu potenciali od —1000 do +2300 mV, pii v 100 mV/s. Ziskany
voltamogram je uveden na obrazku 10A. Za uvedenych podminek poskytl TNX pouze
1 vyznamny oxidacni signal pii potencidlu okolo +1100 mV. Tento pik by mél podle
literatury odpovidat oxidaci hydroxylové skupiny (Selesovska, 2019). Na katodické kiivce
nebyl zaznamenan Zadny odpovidajici katodicky pik. V tomto ptipad¢ se jedna o chemicky
ireverzibilni elektrodovou reakci. Pro potvrzeni tohoto zévéru byl jest¢ zméfen cyklicky
voltamogram TNX, kdy byl Egprary zménén na hodnotu +1545 mV, byl tedy posunut tésn¢ za
pozorovany anodicky pik. Tim se zamezilo piipadnym néslednym reakcim, které by mohly
branit zpétné redukci vznikajicitho oxidacniho produktu. Na vlozeném zaznamu na obrazku
10B je vidét, ze ani v tomto piipadé nebyl zaznamendn zadny katodicky pik a ireverzibilita

sledované elektrodové reakce tak byla potvrzena.
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Obrazek 10 A — Cyklicky voltamogram TNX o koncentraci 5,0x 1 0> mol/l zaznamenany na BDDE v prostiedi
HNO;s o koncentraci 0,1 mol/l (Epoe = —1000 mV, Egpran, = +2300 mV, v = 10 mV/s), B — cyklicky voltamogram

TNX po zméné potencialu obratu
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3.1.1 Zavislost voltametrického chovani tenoxikamu na pH

Je obecné znamo, ze vyznamny vliv na velikost a tvar redoxnich signalti latek ma slozeni
zékladniho elektrolytu. Proto bylo v dalSim experimentu studovano voltametrické chovani
TNX o koncentraci 5,0x107 mol/l v zavislosti na pH prostiedi, a to op&t pomoci CV s vyie
uvedenymi parametry. Jako zdkladni elektrolyt byl pouzit roztok HNOs; o koncentraci
0,1 mol/l (pH ~ 1) a BRB o pH 2-12. Ve vSech testovanych prostfedich byl zaznamenan 1
oxidacni signal TNX. Ziskané cyklické voltamogramy jsou uvedeny na obrazku 11A. Ze
zavislosti vysSky (I,) piku na pH na obrazku 11B je zfejmé, Ze s rostoucim pH naristala
proudova odezva a v neutralnim az alkalickém prostfedi se jeji vySka jiz piili§ neménila.
V BRB o pH 12 nebylo mozné pik TNX vyhodnotit. S nartstajicim pH dochéazelo rovnéz
k mirnému posunu potencialu piku (£,) smérem k pozitivnéjSim hodnotdm (obrazek 11C).

Vyjimkou je prostfedi HNOs3, které se lisi nejen hodnotou pH, ale i iontovou silou roztoku.
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Obrazek 11 A — Cyklické voltamogramy TNX o koncentraci 5,0 %1 0> mol/l zaznamenané na BDDE v zavislosti
na pH prostiedi, elektrolyt: HNO; (0,1 mol/l) a BRB (pH 2-12), E,o; = —1000 mV, Eyppgn, = +2300m V, v =

100 mV/s; B — zavislost 1, na pH, C — zavislost E, na pH
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3.1.2 Zavislost voltametrického chovani tenoxikamu na rychlosti polarizace

Dal$im métfenim byl zjisStovan vliv rychlosti polarizace na tvar a vysku piku. Z téchto
méieni Ize usuzovat na fidici d&j studované elektrodové reakce. Méieni probihalo v kyselém
prostiedi (HNOs, ¢ = 0,1 mol/l). Koncentrace TNX byla 1,0x10™* mol/l. Opét byla pouzita
CV v rozsahu potenciald Eyoc —1000 mV, Egpra 2300 mV a v byla ménéna po 50 mV/s v
rozsahu 50-500 mV/s. Na obrazku 12A jsou uvedeny ziskané voltametrické kiivky.
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Obrazek 12 A — Cyklické voltamogramy TNX o koncentraci 1,0%1 0 * mol/l zaznamenané na BDDE v zavislosti

na rychlosti polarizace, elektrolyt: HNO; (0,1 mol/l), E,o: = —1000mV, Epa, = +2300mV, v = 50-500 mV/s,

B — zavislost I, na v, C — zavislost I, na v!2, D — zavislost log(1,) na log(v)

Na obrazku je vidét, Ze s rostouci rychlosti polarizace dochézelo k nartstu vysky piku a
zarovenn k posunu smérem k pozitivngjSim potencidlim. Tento posun koresponduje
s ireverzibilnim pribéhem reakce. Z vlozené zavislosti vySky piku na rychlosti polarizace

(obrazek 12B) je patrné, ze I, roste celkem linearné s rostouci v (rovnice 2), coZ by svédcilo o
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adsorp¢né fizené elektrodové reakci. Dale byla vynesena zavislost I, na v!”? zobrazena na
obrazku 12C, ktera mtize byt popsana rovnici (3) s pfislusSnym korelaénim koeficientem. Tato
zéavislost by mohla byt rovnéz povazovana za linearni, coz vypovida o vyznamném vlivu
difuze. Vzhledem k nejasnym vysledkim, resp. pro upfesnéni fidicich procesii u probihajici
reakce byla vynesena logaritmicka zavislost log(/,) na log(v), ktera je zobrazena na obrazku
12D a odpovida ji rovnice (4). U logaritmickych zavislosti je urcujici hodnota smérnice této
rovnice. Pokud se hodnota blizi 1, jednd se o reakci fizenou adsorpci. Kdyz se hodnota
smérnice blizi k 0,5 jde o difuzné fizenou reakci, a kdyz k 0, jde o kineticky fizenou reakci. V
tomto piipad¢€ je hodnota smérnice (0,203+£0,024) a pohybuje se tedy mezi hodnotami 0 a 0,5.
tak kinetikou néjaké predrazené nebo nasledné chemické reakce.

I, [nA] = (1,706 + 0,084) (v [mV/s]) + (1213 + 26), r= 0,981 (2)

I [nA] = (50,814 £ 0,024) (v [mV/s])¥/2+ (875 + 66), r = 0,953 3)

log(Ip [nA]) = (0,203 + 0,024) log(v [mV/s]) + (2,743 £ 0,057),r=0,8987 (4)

Vzhledem k nejednoznacnym vysledkim byl tento experiment zopakovan pro jinou
koncentraci analytu (crnx = 5,0x107° mol/l). Rychlost polarizace se tentokrat ménila po
25 mV/s v rozsahu 25-500 mV/s. Opét byl pozorovan nartst proudového signalu TNX a jeho
posun smérem k pozitivn€j$im hodnotdm potencidlu. Rovnice popisujici jednotlivé zavislosti
(I, na v (5), I, na ! (6) a log(Z,) na log(v) (7)) jsou uvedeny nize. Z hodnoty smérnice
logaritmické zavislosti (0,132+0,010) je evidentni vyznamny vliv kinetiky.

I [nA] = (0,554 + 0,037) (v [mV/s]) + (629 + 11), r = 0,9243 (5)
Ip [nA] = (16,15 + 0,97) (v [mV/s])1/2+ (525 + 136), r= 0,939 (6)

log(I, [nA]) = (0,132 + 0,010) log(v [mV/s]) + (2,580 + 0,024), r = 0,9056  (7)

3.2 Vyvoj metody voltametrického stanoveni TNX na BDDE
3.2.1 Volba vhodného zakladniho elektrolytu

Vzhledem k velmi dobré citlivosti byly pfi vyvoji metody stanoveni TNX testovany DPV a
SWYV. Prvnim krokem byla volba vhodného zakladniho elektrolytu. Pfi pouziti CV nebylo
zcela zfejmé, jaké pH prostiedi umozni ziskani nejlepsiho signalu TNX s ohledem na jeho

vysku i tvar. Proto byla studie vlivu pH na sledovany pik TNX zopakovana s vyuzitim DPV.
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Meéfieni probihalo opét v prostiedi roztoku HNO; (¢ = 0,1 mol/l) a BRB o pH 2-12. Parametry
DPV byly pro zacatek nastaveny nasledujicim zplisobem: E,oc = 0 mV, Eyon = +2000 mV, v =
20 mV/s, vyska pulzu =+50 mV, Sitka pulzu = 50 ms. Koncentrace TNX v polarografické
nadobee byla 1,010~ mol/l. Na obrazku 13A jsou zaznamenany DP voltamogramy TNX. Je
vidét ze v kyselém prostiedi BRB poskytuje tenoxikam vyssi a $tihlejsi piky nez v zasaditém
prostfedi. S rostouci hodnotou pH BRB se vyska piku snizuje. Na obrazku 13B je
zaznamenana zavislost I, na zmén¢ pH, z niz vyplyva, ze pii pH 2 byl zaznamenan nejvyssi

pik. Toto prosttedi bylo proto zvoleno pro vSechna dal$i méfeni v rdmci této diplomové prace.
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Obrazek 13 A — DP voltamogramy TNX o koncentraci 1,0%1 0> mol/l zaznamenané na BDDE v zavislosti na
pH, elektrolyt: HNO; (0,1 mol/l) a BRB (pH 2-12), Epoe = 0 mV, Ep,, = +2000 mV, v = 20 mV/s,

vSka pulzu = +50 mV, Sitka pulzu = 50 ms; B — zdvislost I, na pH
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3.2.2 Optimalizace parametri DPV

Vsechna nasledujici méteni probihala v prostfedi BRB o pH 2. Koncentrace TNX pfi
optimaliza¢nich experimentech byla 5,0x10° mol/l. Prvnim studovanym parametrem DPV
byla rychlost polarizace. M¢feni probihalo v rozsahu potencidldt E,c = OmV a
Exon =1+2000 mV, v se pohybovala v rozmezi 10-100 mV/s, kdy byla ménéna po 10 mV/s.
Ostatni parametry DPV byly konstantni (Sitka pulzu = 50 ms, vyska pulzu = +50 mV). Na
obrazku 14 jsou zaznamendny DP voltamogramy ziskané na BDDE spolu s vlozenou
zéavislosti I, na v. Bylo zjiSténo, Ze s rostouci rychlosti polarizace dochazi k riistu proudové
odezvy, kdy nartst byl line4rni ptiblizn€ do rychlosti 40 mV/s a poté se zpomalil. Soucasné
dochazelo k rozsifovani piku a ke zhorSeni jeho vyhodnotitelnosti. Pro dalsi méfeni byla

vybrana hodnota rychlosti polarizace 40 mV/s.
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Obrazek 14 A — DP voltamogramy TNX o koncentraci 5,0%1 0~ mol/l zaznamenané na BDDE v zavislosti na
rychlosti polarizace, elektrolyt: BRB o pH 2, E,: = 0 mV, Ej,, = +2000 mV, v = 10-100 mV/s, vyska pulzu =

+50 mV, $irka pulzu = 50 ms; B — zdvislost I, na v

Dalsim parametrem, ktery bylo tfeba vhodné nastavit, byla vyska pulzu. Ta byla testovana
v rozsahu od +10 do +100 mV a ménéna vzdy po 10 mV. Ostatni parametry jsou uvedeny
v popisku k obrazku 15, na kterém jsou zobrazeny ziskané DP voltamogramy opét s vloZenou
zavislosti I, na vySce pulzu. Z obrazku je ziejmé, Ze s rostouci vySkou pulzu dochazelo ke
zvySovani proudové odezvy. Pro dalSi méfeni byla vybrana hodnota vysky pulzu +90 mV.

Poslednim testovanym parametrem byla Sifka pulzu. Méfeni probihalo za stejnych podminek
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a Sitka byla ménéna v rozsahu 10-100 ms (po 10 ms). Na obrazku 16 jsou zobrazeny DP
voltamogramy spolu s vloZenou zavislosti 7, na Sifce pulzu. S rostouci Sitkou pulzu dochézi

k poklesu proudové odezvy. Pro dal§i méfeni byla nastavena hodnota 20 ms.
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Obrdzek 15 A — DP voltamogramy TNX o koncentraci 5,01 0% mol/l zaznamenané na BDDE v zévislosti na
vySce pulzu, elektrolyt: BRB o pH 2, E,.; = 0 mV, Ey,, = +2000 mV, v = 40 mV/s, vySka pulzu = +10-+100 mV,

Sirka pulzu = 50 ms; B — zavislost I, na vySce pulzu
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Obrazek 16 A — DP voltamogramy TNX o koncentraci 5,0%1 0% mol/l zaznamenané na BDDE v zévislosti na
§iice pulzu, elektrolyt: BRB o pH 2, Epo; = 0 mV, Ejo, = +2000 mV, v = 40 mV/s, v¥ska pulzu = +90 mV, Sitka

pulzu = 10-100 ms; B — zavislost I, na §iice pulzu
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3.2.3 Optimalizace parametra SWV

Pro stanoveni TNX byla krom¢ DPV testovana i SWV, ktera je Casto citlivéjsi. Bylo proto
nutné optimalizovat rovnéz parametry této metody. Stejné jako v ptipadé DPV byla
koncentrace TNX pro tyto experimenty 5,0x10~° mol/l a m&feni probihala v prostiedi BRB o
pH 2. Prvnim optimalizovanym parametrem byla opé€t rychlost polarizace, resp. potencidlovy
krok. Méfeni probihalo v rozsahu potencial 0 mV az +2000 mV, pii vysce pulzu (amplitudé,
A) +50 mV a frekvenci pulzu (f) 25 Hz. Rychlost polarizace byla méfena v rozsahu 10-
100 mV/s (potencialovy krok 0,4-4 mV) po 10 mV/s. Na obrazku 17 jsou zobrazeny SW
voltamogramy s vloZenou zavislosti , na rychlosti polarizace. Ze zdznamu je patrné, ze s
rostouci rychlosti polarizace dochazelo k vyraznéjSimu nartstu proudové odezvy do hodnoty

50 mV/s. Pro nésledujici méfeni byla pouzita hodnota 40 mV/s (potencidlovy krok 1,3 mV).
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Obrazek 17 A — SW voltamogramy TNX o koncentraci 5,0%1 0~ mol/l zaznamenané na BDDE v zévislosti na

rychlosti polarizace, elektrolyt: BRB o pH 2, E,.: = 0 mV, Ej,, = +2000 mV, v = 10-100 mV/s, A = +50 mV,
f=25Hz, B—zavislost I, na v

Druhym parametrem SWV, ktery byl optimalizovan, byla vyska pulzu, resp. amplituda.
Ta byla ménéna v rozsahu +10 az +100 mV vzdy po 10 mV. Ostatni parametry jsou
specifikovany u obrazku 18, na kterém jsou zobrazeny ziskané SW voltamogramy s vloZenou
zavislosti I, na 4. S naristajici hodnotou 4 rostla 7, az do +50 mV. Dale se jiz vyska piku
neménila, ale dochazelo k jeho rozSitovani. Pro dal$i méfeni bylo nastaveno +50 mV.

Frekvence byla testovdna v rozsahu 5-50 Hz, ménéna byla po 5 Hz. Naméifené SW
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voltamogramy jsou zobrazeny na obrazku 19A. Zavislost /, na f je uvedena na obrazku 19B.
Je vidét Ze frekvence nema pfili§ velky vliv na /. Nejvyssi proudova odezva byla pozorovana
kolem stfednich hodnot z testovaného rozsahu. Pro dal$i méfeni byla vybrana hodnota f

30 Hz.
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Obrazek 18 A — SW voltamogramy TNX o koncentraci 5,0%1 0~ mol/l zaznamenané na BDDE v zévislosti na
vysce pulzu, elektrolyt: BRB o pH 2, E o = 0 mV, Ey,, = +2000 mV, v = 40 mV/s, A = +10-+100 mV, f= 25 Hz;
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1000
200
150 'V._Q—O—VI\Q"‘N
800 r A T
L 100 |
600 | ! S 5
'<_(‘ frekvence pulzu 0 L L
= //\kzoﬂm] 40
T 400 E —
s ———
//X ——
" A
_______,.-—-"'
4____'__———'
0 1 1 1 1
400 600 800 1000 1200 1400
E [mV]

Obrazek 19 A — SW voltamogramy TNX o koncentraci 5,0 %10 mol/l zaznamenané na BDDE v zavislosti na
frekvenci pulzu, elektrolyt: BRB o pH 2, E,,: = 0 mV, Ey,, = +2000 mV, v = 40 mV/s, A = +50 mV, f = 5-50 Hz,

B —zavislost I, na f
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3.2.4 Pifeduprava BDDE

Jak jiz bylo uvedeno v teoretické¢ casti, elektrochemické chovani BDDE muze byt
vyznamné ovlivnéno procesem predupravy (pretreatmentu) jejiho povrchu (Baluchova, 2019).
Proto byly i v této praci testovany rtizné postupy predipravy a jejich vliv na anodicky signal
TNX. Vzdy byl nejprve zafazen konkrétni pretreatment a poté byl zméfen pik TNX o
koncentraci 5,010 °mol/l v prosttedi BRB o pH 2. Pouzita byla metoda SWV
s optimalizovanymi parametry (Epoc = 0 mV, Eyon = +2000 mV, v =40 mV/s, 4 =+50 mV, =
30 Hz). Testovany byly 3 rizné procedury. Pro anodickou predupravu byl na elektrodu vlozen
potencial +2000 mV po dobu 300sa vysledkem byl O-terminovany povrch BDDE.
Katodicka predaprava byla zajisténa vlozenim potencialu —1000 mV po dobu 300 s. Po tomto
kroku byl povrch elektrody H-terminovany. Poslednim testovanym postupem bylo vlozeni 20
cyklickych voltamogramil v rozsahu potenciali —1000 az +2000 mV, pii rychlosti polarizace
100 mV/s. VSechny uvedené¢ postupy byly realizovany piimo v roztoku pouzivaného
zakladniho elektrolytu (BRB o pH 2). Ziskané SW voltamogramy jsou zaznamenany na
obrazku 20. Je ztejmé, ze nejvyssi pik byl pozorovan po zatazeni cyklovani. Naopak anodicky
1 katodicky pretreatment vedl ke snizeni proudové odezvy TNX. Navic pfi zafazeni

negativniho potencidlu doslo ke zvySeni proudu pozadi.
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Obrazek 20 SW voltamogramy TNX o koncentraci 5,0%1 0°° mol/l zaznamenané na BDDE V zavislosti na

procesu tipravy pracovni elektrody, elektrolyt: BRB o pH 2, E,o; = 0 mV, Ejyo, = +2000 mV, v =40 mV/s, A =
+50 mV, f= 30 Hz, katodickd preduprava: —1000 mV, 300 s, anodicka preduprava: +2000 mV, 300 s,
cyklovani: 20 cyklii (=1000-+2000 mV, 100 mV/s)
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3.2.5 Analyza modelovych roztoku tenoxikamu s vyuzitim BDDE

Po optimalizaci podminek byla proméfena fada koncentracnich zavislosti pro TNX v
modelovych roztocich s vyuzitim DPV 1 SWV. Na obréazcich 21 (DPV) a 22 (SWV) jsou
uvedeny piiklady voltamogrami zaznamenanych na BDDE s vyuzitim obou testovanych
metod vcetné vlozenych zavislosti I, na crnx. Konkrétni podminky méfeni jsou shrnuty
v popiscich k obrazkim. Rozsah koncentraci TNX, vnémz pii zvySovani koncentrace
dochazelo k linedrnimu néarGstu vysky piku byl pro ob& metody stejny, a to 5,0x107'-
1,510 mol/l (r=0,9990 (DPV), 0,9995 (SWV)). Z uvedenych koncentraénich zavislosti

byly vypocteny zdkladni statistické parametry, které jsou shrnuty v tabulce 1.

Tabulka 1 Statistické parametry vypoctené pro TNX z koncentracnich zavislosti zmérenych metodami DPV a

SWYV se spojeni s BDDE

Smérnice Usek r LDR LOD LOQ

[nA 1/ pmol] [nA] [mol/1] [mol/1] [mol/1]

DPV (32,65t0,19) (1,9t1,4)  0,9990 4,0x107-1,5x10° 1,510  4,5x1077

SWV (34,68+0,13) (2,1+1,0) 09995 2,0x10'—1,5x10°  9,8x10°  2,9x10”

DPV — diferen¢ni pulzni voltametrie, LDR — linearni dynamicky rozsah, LOD — limit detekce, LOQ — mez

stanovitelnosti. 7 — korela¢ni koeficient, SWV — square wave voltametrie

Z uvedené tabulky vyplyva, Ze ob¢ testované metody poskytuji velice podobné vysledky
vcetné vysky proudového piku pfi stejné koncentraci TNX v roztoku. Presto o néco lepsi
statistické parametry byly dosaZeny s vyuzZitim SWYV. Konkrétné hodnota smérnice
koncentraéni zavislosti, resp. citlivost méfeni je o néco vyssi (34,68+0,13), jak je vidét z
obrazku 23. RovnéZz vypocteny detekéni limit je pro SWV nizsi. VyuZitelny koncentracni

rozsah, tj. linearni dynamicky rozsah je pro obé metody také témeft stejny.

Vzhledem k dosazenym vysledklim byla pro stanoveni TNX v ramci této diplomové prace

nadale pouzivana jako vhodnéjsi metoda SWV.
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Obrdzek 21 A — DP voltamogramy TNX zaznamenané na BDDE v zavislosti na koncentraci, elektrolyt: BRB o
PH 2, Eppe = 0mV, Ep, = +2000 mV, v = 40 mV/s, Sitka pulzu = +20 ms, vySka pulzu = +90 mV, cryy =

5,0 X10_7-1,5 ><]0_5 mol/l, B — zavislost I, na cryx
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Obrazek 22 A — SW voltamogramy TNX zaznamenané na BDDE v zavislosti na koncentraci, elektrolyt: BRB o
PH 2, E\pi=0mV, E,, = +2000 mV, v =40 mV/s, A = +50 mV, f = 30 Hz, crny = 5,()><10_7—1,5><10_5 mol/l,

B —zavislost I,na c
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Obrazek 23 Koncentracni zavislosti TNX (5,0%1 077—1 %1 075 mol/l) mérené metodou DPV a SWV (podminky

meérenti jsou uvedeny u obrazkii 21 a 22)

Dalsi experiment v této kapitole byl zaméten na ovéfeni opakovatelnosti méfeni s vyuzitim

SWV s optimalizovanymi parametry. V roztoku TNX o koncentraci 5,0x10°mol/l v

prosttedi BRB o pH 2 bylo zméteno celkem 11 opakovanych voltametrickych kiivek, které

jsou zobrazeny na obrazku 24. Z obrazku i vlozené zavislosti je vidét, ze pii opakovani

méteni nedochazelo ke zméné tvaru ani vysky proudového signalu TNX. Vypocitana relativni

smérodatnd odchylka (RSD;; = 1,96 %) svéd¢i o velmi dobré opakovatelnosti méfeni. Mezi

jednotliva méfeni nebylo nutné vkladat Zadny regeneracni, resp. aktivacni krok.
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Obrazek 24 A — SW voltamogramy 11 opakovanych méreni TNX o koncentraci 5,0 %10 mol/l zaznamenané na
BDDE, elektrolyt: BRB o pH 2, E,,; = 0 mV, E,, = +2000mV, v =40 mV/s, A = 50 mV, = 30 Hz, B — zavislost

1, na poctu meréni
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Vyvinutd metoda byla déale testovana pifi opakovaném stanoveni obsahu TNX
v modelovych roztocich. Byly zvoleny 2 riizné koncentrace analytu 2,0x10 mol/l a
1,0x10° mol/l. Pro analyzu byla pouZita metoda piidavku standardniho roztoku (SAM,
standard addition method), kdy byly ke vzorku do polarografické nadobky piidany vzdy 3
pfidavky roztoku TNX o koncentraci 1,010 > mol/l. Stanoveni bylo 5x zopakovéno pro
kazdou koncentraci. Na obrazku 25 jsou uvedeny piiklady SW voltamogramu zisaknych pfi

analyze obou modelovych roztoku s vlozenym grafickym vyhodnocenim SAM.
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Obrazek 25 A, C — Analyza modelového roztoku TNX o koncentraci 2,0 10" mol/l (4) a I,OXIO_6 mol/l (C)
metodou standardniho pridavku s vyuZitim SWV ve spojeni s BDDE, elektrolyt: BRB o pH 2, E,,: = 0 mV, Ej,, =
+2000 mV, v =40 mV/s, A = +50 mV, f = 30 Hz, modelovy roztok: V = 10 ml, standardni pridavek: V =2 ul (4)

alOul (C), crny=1,0 ><1073 mol/l; B, D — grafické vyhodnoceni SAM
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Na zaklad¢ popsanych méfeni byla vzdy vypocitdna primérnd koncentrace TNX
v modelovém roztoku s piislusnym intervalem spolehlivosti, vytéznost a relativni smérodatna
odchylka 5 opakovanych stanoveni (RSDs). Vysledky pro oba analyzované roztoky jsou
shrnuty v tabulce 2. Je zifejmé, Ze byly stanoveny spravné koncentrace TNX. Z hodnot RSDs

(< 2 %) vyplyva, ze stanoveni bylo velmi dobfe opakovatelné.

Tabulka 2 Vysledky opakovaného stanoveni TNX v modelovych roztokich s vyuzitim SWV ve spojeni s BDDE a
metody standardniho pridavku

c Stanoveno VytéZnost RSDs
[mol/1] [mol/l] [%] [%]
2,0x1077 (0,1955+0,0054)x10°  96,9-101,9 1,9
1,0x107° (1,006+0,014)x10°° 98,3-102,7 1,4

3.2.6 Analyza modelovych roztoki dalSich 1é¢iv ze skupiny oxikamii

Vzhledem k tomu, Ze v Ceské republice nejsou na rozdil od jinych zemi dostupné
farmaceutické ptipravky s TNX jako ucinnou latkou, nebylo mozné v ramci této diplomové
prace aplikovat vyvinutou metodu pfi analyze readlného vzorku 1éciva. Proto byla pozornost
zamétena na dalsi latky ze skupiny oxikamovych 1é¢iv (meloxikam (MLX), piroxikam (PRX)
a lornoxikam (LRX)), jejichZz 1ékové formy dostupné jsou. Jak jiz bylo zminéno v teoretické
casti, mély by vSechny tyto latky poskytovat stejny anodicky pik odpovidajici oxidaci
hydroxylové skupiny (Selesovska, 2019). Nasledujici kapitola je proto vénovéana aplikaci
metody vyvinuté pro stanoveni TNX pii analyze modelovych roztokt dalSich oxikamovych
1éCiv. Cilem je ovéfit moznost vyuZziti této metody pii analyze komeréné dostupnych

farmaceutickych pfipravki s obsahem téchto u€¢innych latek, a tedy i s obsahem TNX.

Na obrazku 26 jsou zobrazeny anodické casti cyklickych voltamogramii studovanych
oxikami pii koncentraci 5,0x10~ mol/l v polarografické nadobce v prostfedi BRB o pH 2.
Parametry CV jsou uvedeny u obrazku. Z obrazku vyplyva, ze vSechny analyzované oxikamy
poskytuji 1 anodicky signdl okolo potencidlu +800 mV stejné jako TNX. MLX navic
poskytuje jesté druhy pik pii potencidlu okolo +980 mV, ktery odpovidd oxidaci amidové
funkéni skupiny. Tyto vysledky jsou v souladu s literaturou (Bozal, 2010, Selesovska, 2019).
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Obrazek 26 Anodické casti cyklickych voltamogramii studovanych oxikamit o koncentraci 5,0%1 0° mol/l,
elektrolyt: BRB o pH 2, E,o: = 1000 m V, Egpray = +2300 mV, v = 100 mV/s

Pro vSechny 3 dalsi studované oxikamy byly zméteny koncentracni zavislosti v rozsahu
koncentraci 1,0x107°-1,0x10° mol/l s vyuzitim metody SWV v kombinaci s BDDE pii
nastavenych optimalizovanych podminkach. Tyto zavislosti pro jednostlivé oxikamy jsou
uvedeny na obrazcich 27 (MLX), 28 (PRX) a 29 (LRX). Mé&feni probihalo v prostfedi BRB
opH 2, v rozsahu potenciald od 0 do +2000 mV, pii v40 mV/s, 4 50 mV a f 30 Hz.

Z vloZenych zéavislosti I, na ¢ vyplyva, ze vyska piki roste linearné s koncentraci analyti.
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Obrdzek 27 A — SWvoltamogramy MLX zaznamenané na BDDE v zdvislosti na cyyx, BRB o pH 2, Epps = 0 mV,
Egn = +2000 mV, v = 40 mV/s, A= +50 mV, f = 30 Hz, cyyy = 1,0x10 °-1,0x10"° mol/l, B — zvislost I,na ¢
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Obrdazek 28 A — SWvoltamogramy PRX zaznamenané na BDDE v zdvislosti na cpgy, BRB 0 pH 2, E\pc = 0 mV,
En=+2000mV, v =40 mV/s, A = +50 mV, f = 30 Hz, cppxy = 1,0X1076-1,0><1075 mol/l, B — zdvislost I, na c
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Obrazek 29 A — SWvoltamogramy LRX zaznamenané na BDDE v zavislosti na ciry, BRB 0 pH 2, E,0: = 0 mV,
En=12000mV, v =40mV/s, A =+50mV, =30 Hz, cipx = 1,0X1076—],0X1075 mol/l, B — zavislost I,na c

Stejn¢ jako v ptipadé TNX bylo provedeno opakované stanoveni obsahu MLX, PRX
a LRX v modelovych roztocich metodou standardniho pfidavku. Pro tyto oxikamy byla
stanovovana pouze jedna koncentrace, a to 2,0x107 mol/l. Stanoveni kazdého 1é¢iva bylo

opct 5x zopakovano a z vysledkil byla vypocitdna primérna koncentrace s prisluSnym
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intervalem spolehlivosti, vytéznost a RSDs. Hodnoty pro vSechny analyty jsou uvedeny
v tabulce 3. Ziskané SW voltamogramy s grafickym vyhodnocenim SAM jsou zobrazeny na
obrazku 30 pro MLX, 31 pro PRX a 32 pro LRX. Z tabulky vyplyva, ze ve vSech ptipadech
byly s vyuzitim SWV s BDDE stanoveny spravné koncentrace, a Ze stanoveni bylo velmi
dobie opakovatelné (RSDs < 3 %). Na zavér této kapitoly je tedy mozné shrnout, ze byla
vyvinuta metoda pro stanoveni TNX, ktera je soucasné vhodna i pro stanoveni dalSich 1é¢iv

ze skupiny oxikamt, konkrétn¢ MLX, PRX a LRX.

Tabulka 3 Vysledky opakovaného stanoveni MLX, PRX a TNX v modelovych roztocich s vyuzitim SWV ve
spojeni s BDDE a metody standardniho pridavku

c Stanoveno VytéZnost RSD:s
[mol/I] [mol/l] [%] [%]
PRX 2,0<107  (2,0029+0,0020)<1077  98,7-101,6 1,0
LRX 2,0x107  (1,9955+0,0042)x1077  97,5-103,4 2,1
MLX 2,0x107  (2,0038+0,0040)x1077  96,9-102,7 2,5
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Obrazek 30 A — Analyza modelového roztoku MLX o koncentraci 2,0x 1 0" mol/l metodou standardniho
pridavku s vyuzitim SWV ve spojeni s BDDE, BRB o pH 2, E,.c = 0 mV, Ey,, = +2000 mV, v = 40 mV/s, A =
+50 mV, f= 30 Hz, modelovy roztok: V = 10 ml, standardni pridavek: V =2 ul, cyyx = 1,0><10_3 mol/l,

B —zavislost I,na c
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Obrazek 31 A — Analyza modelového roztoku PRX o koncentraci 2,0%1 0" mol/l metodou standardniho pridavku
s vyuzitim SWV ve spojeni s BDDE, BRB o pH 2, Epoc = 0 mV, Ej,, = +2000mV, v =40 mV/s, A = +50 mV, f =
30 Hz, modelovy roztok: V = 10 ml, standardni pridavek: V =2 ul, cpry = 1,0%1 0 mol/l, B — zavislost I, na c
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Obrazek 32 A — Analyza modelového roztoku LRX o koncentraci 2,0x1 0" mol/l metodou standardniho pridavku
s vyuzitim SWV ve spojeni s BDDE, BRB o pH 2, E,,c = 0 mV, Ej,,, = +2000 mV, v =40 mV/s, A = +50 mV, f =
30 Hz, modelovy roztok: V = 10 ml, standardni pridavek: V =2 ul, cipx = 1,0x1 0 mol/l, B — zavislost I,na c
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3.3 Analyza farmaceutickych pripravki s vyuzitim SWYV ve spojeni s BDDE

Tato kapitola je vénovana analyze farmaceutickych ptipravkt. Jde tedy o aplikaci vyvinuté
metody pii analyze praktickych vzorkd. Jak jiz bylo uvedeno vyse, v Ceské republice neni
dostupny zadny 1¢k obsahujici jako ucinnou latku tenoxikam. Proto byla analyzovana lé¢iva
obsahujici jiné latky ze skupiny oxikamt, konkrétné MLX, PRX a LRX. Vyuzitelnost nové
metody i pro stanoveni téchto latek byla ovéfena v predchozi kapitole. Konkrétné byly
analyzovany piipravky Xefo rapid s vyrobcem deklarovanym obsahem LRX 8 mg na tabletu,
Flamexin s obsahem PRX 20 mg na tabletu a Meloxicam Mylan s obsahem MLX 15 mg na
tabletu. Pfiprava roztokli tablet k analyze je popsana v kapitole 2.3.3 Analyza

farmaceutickych ptipravkd.

Me¢fteni probihalo v prosttedi BRB o pH 2 metodou SWV ve spojeni s BDDE za
optimalizovanych podminek, které jsou uvedeny v popiscich jednotlivych obrazkt. Stanoveni
obsahu MLX, PRX a LRX ve farmaceutickych ptipravcich bylo provedeno metodou pridavku
standardniho roztoku. Analyza kazdého léciva byla vzdy 5x zopakovdna a byl vypocten
primérny obsah ucinné latky a dalsi statistické parametry. Ziskané vysledky jsou shrnuty v
tabulce 4. Piiklady SW voltamograml konkrétnich analyz spolu s grafickym vyhodnocenim
SAM jsou prezentovany na obrazku 33 pro MLX, 34 pro LRX a 35 pro PRX. Z tabulky
vyplyva, Ze pro vSechny analyzované piipravky byly s vyuzitim SWV a BDDE stanoveny
koncentrace odpovidajici obsahim uc¢innych latek deklarovanym vyrobci. Stanoveni bylo
velmi dobfe opakovatelné, o cemz svédci hodnota RSDs (< 3,5 %). Je tedy mozné fici, ze
vyvinutd metoda je vhodna pro stanoveni oxikamovych 1é¢iv, mezi néZ patii 1 TNX,

v praktickych vzorcich farmaceutickych piipravkii.

Tabulka 4 Vysledky opakovaného stanoveni oxikamii ve farmaceutickych pripravcich s vyuzitim SWV ve spojeni
s BDDE a metody standardniho pridavku

Deklarovéano Stanoveno V}'ltéinost* RSDs
[mg/Thbl.] [mg/Thbl.] [%] [%]
PRX 20,0 20,31+0,46 98,2-101,8 1,3
LRX 8,0 8,17+0,19 97,3-102,5 2,1
MLX 15,0 14,99+0,36 96,7-104,9 3,1

" Vyt&znost byla vypoétena z hodnot obsahtl uginnych latek v tabletach deklarovanych vyrobei.
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Obrazek 33 A — Analyza farmaceutického pripravku Meloxicam Mylan metodou standardniho pridavku
s vyuzitim SWV ve spojeni s BDDE, BRB o pH 2, E,.; = 0 mV, Ej,, = +2000 mV, v = 40 mV/s, A= +50 mV,
f'= 30 Hz, roztok vzorku: V = 10 ml BRB + 4,7ul roztoku Tbl., standardni pridavek: V =2 ul, cyyx =
1,0 X1073 mol/l, B — zavislost I, na c

340 r
----BRB (pH 2)
vzorek Thl
— = piidavek LRX
< B
=
- -0,2 0 0,2 0,4 0,6
¢ [pmol/I]
290
200 400 600 800 1000

E [mV]

Obrazek 34 A — Analyza farmaceutického pripravku Xefo rapid metodou standardniho pridavku s vyuzitim SWV
ve spojeni s BDDE, BRB o pH 2, E,, = 0 mV, Ey,, = +2000 mV, v = 40 mV/s, A = +50 mV, f = 30 Hz, roztok

vzorku: V=10 ml BRB + 9,3ul roztoku Tbl., standardni pridavek: V =2 ul, c;py = 1,0><]073 mol/l,
B — zavislost I, na c
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Obrazek 35 A — Analyza farmaceutického pripravku Flamexin metodou standardniho pridavku s vyuzitim SWV
ve spojeni s BDDE, BRB o pH 2, Ep.; = 0 mV, Eyy = 2000 mV, v =40 mV/s, A = +50 mV, f'= 30 Hz, roztok
vzorku: V =10 ml BRB + 3,3 ul roztoku Tbl., standardni pridavek: V =2 ul, cppy = 1,0X1073 mol/l,

B —zavislost I, na ¢

3.4 Predbézné testovani tiSténych senzori na bazi BDDE

V dnes$ni dob& nachazi Siroké uplatnéni vedle klasickych také tiSténé elektrody (SPE —
screen-printed electrode), kter¢ maji fadu vyhod. Jejich hlavni pfednosti je moznost vyuziti
jako jednordzovych senzorl zejména v oblasti biomedicinskych aplikaci. Dalsi vyhodou je
napf. moznost pouZiti v pritokovych systémech nebo pii analyze malych objemt vzorkt, kde
lze pracovat s kapickou o objemu v tadu desitek pl. Tyto senzory se vyrabi sitotiskovou
technologii, kdy je na povrch nosi¢e nanesen specialni vodivy inkoust. Obvykle se tiskne celé
tiielektrodové uspofadani elektrochemického ¢lanku. Pro zlepSeni citlivosti miize byt povrch
pracovni elektrody modifikovan stejné jako povrch klasickych elektrod, naptf. kovovymi a
uhlikovymi nanoc¢asticemi, enzymy nebo protilatkami. Takto modifikované elektrody slouZzi
jako biosenzory, které lze uplatit v medicin€, farmacii nebo v analyze potravin a zivotniho

prostredi (Dédik, 2011, Kondo, 2011).

Tato kapitola je vénovana testovani tiSténych elektrod na béazi borem dopovaného
diamantu v porovnani s klasickou BDDE. PouzZity byly 2 varianty SPE, konkrétné¢ komercné

dostupnd SP/BDDE of firmy DropSens a laboratorné vyrobend (LM) SP/BDDE (STU,
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Bratislava). Jejich zakladni vlastnosti jsou uvedeny v experimentdlni Casti této prace.
Vzhledem k tomu, Ze vSechny 3 pouzivané BDD elektrody maji rozdilnou elektroaktivni
plochu, byly nékteré z vysledkii prepocteny zproudu na proudovou hustotu, aby byly

vzajemn¢ porovnatelné.

3.4.1 Porovnani voltametrického chovani TNX na testovanych elektrodach

Nejprve bylo provedeno méfeni TNX o koncentraci 5,0x107° mol/l metodou CV pro
kazdou elektrodu. Méteni probihalo v prosttedi BRB o pH 2, v rozsahu potenciala
od —1000 mV do +2300 mV pii 100 mV/s. Ziskané cyklické voltamogramy jsou uvedeny na
obrazku 36. VSechny testované elektrody poskytly jeden anodicky signal a reakce byla
ireverzibilni. Zatimco pro BDDE byl potencial piku okolo +1000 mV, u tiSténych senzort
doslo k posunu piku k méné pozitivnim hodnotam potencialu. Konkrétné na SP/BDDE byl

potencial piku okolo +750 mV, v ptipadé¢ LM-SP/BDDE byl pozencial okolo +580 mV.

1600 r —gpoe SP/BDDE /
1100 } ——um-sp/BDDE /
<
=
=~ 600
100 —"J
—
_400 L=dL 1 1 1 1
-800 -300 200 700 1200 1700
E [mV]

Obrazek 36 Cyklické voltamogramy TNX o koncentraci 5,0 1 0> mol/l v prostredi BRB o pH 2 zaznamenané na
BDDE, SP/BDDE a LM-SP/BDDE, E,,: = =1000 mV, Eyprqn = +2300 mV, v = 100 mV/s

Nasledné byla proudova odezva (/) ptepocitana na proudovou hustotu (5). Ziskané cyklické
voltamogramy jsou uvedeny na obrazku 37. Z vlozeného sloupcového grafu vyplyva, ze LM-
SP/BDDE poskytla nejvyssi proudovou hustotu pii analyze TNX (j, = 205,793 nA/mm?) a
SP/BDDE naopak nejnizsi (j, = 134,39 nA/mm?). Tento vysledek svédéi o velmi dobrych

elektrochemickych vlastnostech testovaného LM senzoru.

59



500

- m BDDE
EZSO SP/BDDE

S200 | LM-SP/BDDE —BDDE
L1150 | SP/BDDE

Jp

300 | 100 | LM-SP/BDDE

-800 -300 200 700 1200 1700
E [mV]

Obrazek 37 A — Cyklické voltamogramy TNX o koncentraci 5,01 0> mol/l v prostiedi BRB o pH 2
zaznamenané na BDDE, SP/BDDE a LM-SP/BDDE po piepoctu na proudové hustoty, E,,: = —1000 mV,
Eoprae = + 2300 mV, v = 100 mV/s, B — zavislost j, na pouZité elektrodé

3.4.2 Analyza modelovych roztokiu tenoxikamu

Pro vSechny 3 testované senzory byly zméfeny koncentracni zavislosti TNX v rozsahu
1,0x107°-1,0x10 mol/l v prostiedi BRB (pH 2) metodou SWV za optimalizovanych
podminek, které jsou uvedeny v popiscich obrazkt 38 pro SP/BDDE a 39 pro LM-SP/BDDE.
Je tieba uvést, Ze celé série méteni probihaly vZdy na jedné SPE, ktera tedy nebyla pouZivana
jako jednorazovy senzor, ale jako klasicka elektroda. Jak je vidét ze zminénych obrazkda,
vyska piku rostla v testovaném rozsahu linearné s koncentraci analytu pro oba typy tisténych
elektrod. Na obrazku 40 jsou zobrazeny zavislosti /, na ctnx pro vSechny 3 elektrody a tytéz
zivislosti po piepoctu na proudovou hustotu. Statistické parametry vypoctené pro TNX ze
zavislosti proudové hustoty na koncentraci analytu jsou uvedeny v tabulce 5. Hodnota
smérnice je nejvys§i pro SP/BDDE je (10,19+0,12), pak nasleduje LM-SP/BDDE
(7,333+0,049) a nejnizS§i smeérnici poskytla zavislost naméfend na klasické BDDE
(4,841+0,047). Z téchto vysledki vyplyva, Ze oba tisténé senzory vykazuji vétsi citlivost nez
BDDE. Na obrazku 38 je vidét znacna nestabilita potencialu piku, resp. posun k pozitivnéj$im
potencialim pii méfeni s SP/BDDE. To muZe byt zplsobeno starnutim, a tedy zménou

povrchu referentni elektrody, kterd je v tomto pfipad€ tvofena uhlikovou pastou. U LM-
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SP/BDDE nebyl potencidlovy posun pozorovan, coz muze byt dano vynikajici stabilitou

referentni elektrody, ktera je rovnéz z borem dopovaného diamantu.

900 |
1200 - — —BRB(pH 2)
= 600 | —— pfidavek TNX
L
300 |
800 B

E' 0 L L

= 0 5 10
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400

300 500 700 900 1100

Obrazek 38 A — SW voltamogramy TNX zaznamenané na SP/BDDE v zavislosti na koncentraci, BRB o pH 2,
Epoe = 0mV, Eppp=+2000mV, v = 40 mV/s, A = +50 mV, f = 30 Hz, cpyy = 1,0x10°°-1,0x10 mol/l,
B —zavislost I, na c
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Obrazek 39 A — SW voltamogramy TNX zaznamenané na LM-SP/BDDE v zavislosti na koncentraci,
BRB o pH 2, Epoc = 0 mV, Ejoy = +2000 mV, v =40 mV/s, A = +50 mV, f= 30 Hz, cony = 1,0x10°°-
1,0x107° mol/l, B — zavislost I,nac
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Obrazek 40 A — Zavislost vysky piku na koncentraci TNX pro vSechny testované elektrody ziskané s vyuzitim
SWV ve spojeni s BDDE, BRB o pH 2, Epps = 0 mV, Ep,y = +2000 mV, v =40 mV/s, A = +50 mV, f'= 30 Hz,
crvy = 1,0x107°-1,0x107° mol/l; B — tytéz zavislosti po prepoctu na proudovou hustotu

Tabulka 5 Statistické parametry vypoctené pro TNX ze zavislosti proudové hustoty na koncentraci ziskanych

s vyuzitim SWV ve spojeni s jednotlivymi testovanymi senzory

Smérnice Usek r
[nA I/ mm’ umol] [nA/mm?]
BDDE (4,841+0,047) (0,43+0,29) 0,999
SP/BDDE (10,18+0,12) (2,59+0,77) 0,998
LM-SP/BDDE (7,333+0,049) (1,75+0,30) 0,999
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Dalsi experiment v této kapitole byl zaméfen na ovéfeni opakovatelnosti méfeni s vyuzitim
obou variant SPE. V roztoku TNX o koncentraci 5,0x10"® mol/l v prostiedi BRB o pH 2 bylo
zmeéteno celkem 11 opakovanych SW voltametrickych kiivek. Poté byly vyhodnoceny vysky
pikl a vypocteny statistické parametry, které jsou shrnuty v tabulce 6. Pro porovnani jsou
zatazeny 1 vysledky pro klasickou BDDE, které jiz byly prezentovany vySe. Z vysledku je
vidét, ze pfi opakovani méfeni nedochézelo k vyznamné zméné vysky proudového signalu
TNX. Vypocitand relativni smérodatna odchylka pro SP/BDDE (RSD,; =4,02 %) a LM-
SP/BDDE (RSD;; = 4,5 %) svéd¢i o velmi dobré opakovatelnosti méteni. Tyto elektrody tedy
mohou slouzit nejen jako jednordzové senzory, ale mohou byt pouzivany také opakované pro

celé série meteni a analyz.

Tabulka 6 Statistické parametry opakovaného méreni TNX o koncentraci 5,0%10~° mol/l metodou SWV na

vSech testovanych pracovnich elektrodach

I, [nA] RSDy; [%]
BDDE 179,6+3,2 1,9
SP/BDDE 747431 4,1
LM-SP/BDDE 110,5+5,0 4,5

Tisténé elektrody byly stejné¢ jako BDDE pouzity pii opakovaném stanoveni TNX
v modelovych roztocich. V tomto pfipad¢ byla zvolena jen 1 koncentrace analytu
1,0x107° mol/l. Pro analyzu byla op&t pouzita metoda pridavku standardniho roztoku (¢ =
1,010~ mol/l). Stanoveni bylo 5x zopakovano. Na obrazku 41 (SP/BDDE) a 42 (LM-
SP/BDDE) jsou uvedeny ptiklady provedenych analyz a vysledky jsou shrnuty v tabulce 7.
Pro porovnani jsou opét uvedeny i vysledky dosazené v ptedchozi ¢asti prace pro BDDE.
Z tabulky vyplyva, ze vSechny testované elektrody umoziuji dosazeni spravnych vysledkd.
Z hodnot RSDs je navic ziejmé, Zze stanoveni byla velice dobfe opakovatelna. Vysledkem
téchto experimentll je zjiSténi, Ze SPE mohou byt Gspé€Sné pouzity pro stanoveni TNX

v modelovych roztocich.
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Obrazek 41 A — Analyza modelového roztoku TNX o koncentraci 1,0%1 0°® mol/l metodou standardniho pridavku
s vyuzitim SWV ve spojeni s SP/BDDE, BRB 0 pH 2, E.; = 0 mV, Er,, = +2000 mV, v =40 mV/s, A = +50 mV,
f= 30 Hz, modelovy roztok: 5 ml, standardni pridavek: V =5 ul, cyny= 1,0%1 073 mol/l, B — zavislost I, na c
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Obrazek 42 A — Analyza modelového roztoku TNX o koncentraci 1,0%1 0°® mol/l metodou standardniho pridavku
s vyuzitim SWV ve spojeni s LM-SP/BDDE, BRB o pH 2, E,,: = 0 mV, E,, = +2000 mV, v =40 mV/s, A =
+50 mV, f'= 30 Hz, modelovy roztok: 5 ml, standardni pridavek: V =5 ul, cyny= 1,()><1()_3 mol/l, B — zavislost I,
nac
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Tabulka 7 Vysledky opakovaného stanoveni TNX v modelovém roztoku s vyuzitim SWV ve spojeni s BDDE,

SP/BDDE a LM-SP/BDDE
c Stanoveno RSD; VytéZnost
[mol/1] [mol/I] [%] [%]
BDDE 1,0x107 (1,006£0,014)x10°° 1,5 98,3-102,7
SP/BDDE 1,0x10°° (0,998+0,010)x10 1,0 98,3-101,4
LM-SP/BDDE 1,0x10°° (0,995+0,011)x10°° 12 96,7-100,9

3.4.3 Analyza farmaceutického pripravku

Posledni kapitola v této diplové praci je vénovédna analyze farmaceutickych ptipravkil
pomoci testovanych tisténych elektrod. Z casovych divodu byl analyzovan pouze jeden
z piipravki s obsahem oxicamovych 1é¢iv, konkrétné se jednalo o Flamexin, ktery obsahuje
jako ucinnou latku piroxicam (20 mg/Tbl.). Ptiprava vzorku byla popsdna v Experimentalni
¢asti v kapitole 2.3.3 Analyza farmaceutickych piipravkli. Méfeni probihalo pomoci nové
vyvinuté SW voltametrické metody a vyhodnoceni koncentrace PRX pomoci SEM. Stanoveni
1é¢iva bylo opét 5% zopakovano a z vysledki méteni bylo vypocteno mnozstvi u¢inné latky na
tabletu s pfislusnym intervalem spolehlivosti, vytéZznost a RSDs. Hodnoty jsou uvedeny v
tabulce 8. Piiklady SW voltamogramu s grafickym vyhodnocenim SAM jsou zobrazeny na
obrazku 43 pro SP/BDDE a 44 pro LM-SP/BDDE. Z tabulky vyplyva, ze s vyuZitim BDDE,
SP/BDDE 1 LM-SP/BDDE byly stanoveny koncentrace PRX odpovidajici hodnoté

deklarované vyrobcem, a Ze stanoveni bylo velmi dobie opakovatelné (RSDs < 3,5 %).

Je tedy zfejmé, Ze byla vyvinuta metoda stanoveni TNX s vyuzitim SWV a BDDE, ktera
muze byt vyuZita rovnéz ke stanoveni dalSich oxicamovych 1éCiv, a to jak v modelovych
roztocich, tak v praktickych vzorcich farmaceutickych ptipravkd. Navic je tato metoda

pouzitelna i po ptevedeni na SPE.
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Obrazek 43 A — Analyza farmaceutického pripravku Flamexin metodou standardniho pridavku s vyuzitim SWV
ve spojeni s SP/BDDE, BRB o pH 2, E,,c = 0 mV, Ej,, = +2000 mV, v = 40 mV/s, A = +50 mV, f'= 30 Hz, roztok
vzorku: V=35 ml BRB + 8,3 ul roztoku Tbl., standardni pridavek: V =5 ul, cppy = 1,01 073 mol/l, B — zavislost

I,nac
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Obrazek 44 A — Analyza farmaceutického pripravku Flamexin metodou standardniho pridavku s vyuzitim SWV

ve spojeni s LM-SP/BDDE, BRB o pH 2, E,,: = 0 mV, Ey,, = +2000 mV, v =40 mV/s, A = +50 mV, f= 30 Hz,

roztok vzorku: V =5 ml BRB + 8,3 ul roztoku Tbl., standardni pridavek: V =5 ul, cppy = l,()XIO_3 mol/l, B —
zqvislost I, na c
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Tabulka 8 Vysledky opakovaného stanoveni PRX ve farmaceutickém pripravku s vyuzitim SWV ve spojeni
s BDDE, SP/BDDE a LM-SPBDDE

Deklarovano Stanoveno RSDs V}'Itéinost*

[mg/Tbl.] [mg/Tbl.] [%] [%0]
BDDE 20 (20,31£0,46) 1,3 98,2-101,8
SP/BDDE 20 (20,65+0,72) 3.3 94,6-103,7
LM-SP/BDDE 20 (20,41+0,45) 2,2 97,4-103,9

" Vytéznost byla vypoétena z hodnot obsahi uginnych latek v tabletach deklarovanych vyrobci.
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ZAVER

tenoxikamu (TNX) a vyvoj metody pro jeho stanoveni s vyuzitim borem dopované

diamantov¢ elektrody (BDDE).

Prvni ¢ast prace je vénovana studiu voltametrického chovani TNX na BDDE. Pomoci CV
bylo zjisténo, ze TNX poskytuje jeden oxidacni pik pfi potencidlu okolo +1100 mV, ktery by
mél podle literatury (Bozal, 2010, Torriero, 2006) odpovidat oxidaci hydroxylové skupiny.
Dale bylo zjist’éno, Ze optimalnim pro analyzu je kyselé prostiedi, pficemz pH zékladniho
elektrolytu mé vyznamny vliv jak na vysku, tak na potencial piku. Zavislosti na rychlosti
polarizace pak ukazaly, ze fidicim dé&em sledované oxida¢ni reakce je s nejvetsi

pravdépodobnosti kinetika s vyznamnym vlivem difuze.

Dalsi cast prace byla zaméfena na vyvoj voltametrické metody stanoveni TNX. Nejprve
byl s vyuzitim DPV vybran jako vhodny zakladni elektrolyt BRB o pH 2. Vzhledem k velmi
dobré citlivosti byly pro stanoveni TNX testovany metody DPV a SWV. Pro obé& byly
optimalizovany zakladni parametry jako je rychlost polarizace, vyska a Sitka pulzu pro DPV a
rychlost polarizace, amplituda a frekvence pulzu pro SWV. V neposledni fad¢ byly testovany
moznosti predupravy, resp. aktivace BDDE. Po nastaveni optimalnich parametrti byla
proméfena fada koncentracnich zavisloti v modelovych roztocich TNX s vyuzitim obou
metod ve spojeni s BDDE a byly vypocteny zakladni statistické parametry jako LDR, LOD a
LOQ. Na zakladé vysledkl téchto experimentli byla pro stanoveni TNX jako vhodnéjsi

vybrana SWV, ktera pak byla pouzivana pii vSech nésledujicich métfenich.

Vyvinutd metoda byla otestovdna pii opakovaném stanoveni TNX a poté 1 dalSich
oxicamovych 1éCiv, které poskytuji rovnéz oxidacni pik odpovidajici oxidaci hydroxylové
skupiny, v modelovych roztocich o riznych koncentracich. Ukazalo se, Ze SWV ve spojeni
s BDDE umoziuje dosazeni spravnych a dobfe opakovatelnych vysledkii (RSDs < 3 %) pro
viechny studované analyty. Vzhledem k tomu, Zze v Ceské republice neni dostupny 1ék, ktery
by jako uUc€innou latku obsahoval TNX, byla nova metoda aplikovdna pifi analyze 1é¢iv
s u€innymi latkami meloxikam, piroxikam a lornoxikam a ve vSech pfipadech poskytla

spravné a dobfe opakovatelné vysledky.

V posledni ¢asti experimetnalni prace byla navrzend metoda pro stanoveni TNX vyvinuta
pomoci klasické BDDE ptenesena na tiSténé elektrody s BDDE jako pracovni. Konkrétné

byly testovany komer¢né dostupna SP/BDDE a laboratorn¢ vyrobena (LM) SP/BDDE. Bylo
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zjisténo, oba tyto senzory umoziluji stanoveni TNX i ostatnich 1é¢iv, a to jak v modelovych
roztocich, tak ve farmaceutickych piipravcich. Navic v porovnani s BDDE poskytuji citlivejsi
odezvu vztazenou k velikosti elektroaktivni plochy. Dal§im zajimavym zjisténim bylo, Ze tyto
senzory lze vyuzivat opakovan¢ jako bézné diskové elektrody a jejich odezva je velmi dobie
opakovatelnd. Primarn¢ jde v pfipadé SPE samoziejmé o moznost jejich vyuziti jako
jednorazovych senzord. Mimo biomedicinské aplikace vSak mulze byt vyhodou i stabilita
umoziujici jejich dlouhodobé pouziti, protoze cena téchto SP/BDDE je zatim pomérné

vysoka.

Na zavér je mozné fici, ze cil této diplové prace byl splnén. Byla vyvinuta SWV metoda,
ktera byla uspésné aplikovana pii analyze TNX i dalSich oxicamovych 1é¢iv v modelovych

roztokcich i1 farmaceutickych ptipravcich.
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