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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva moznym stanovenim Diklofenaku (DCF, nesteroidni
protizanétlivé 1é¢ivo) ve vodnych vzorcich ze Zivotniho prostfedi. V prvni fazi prace byla
provedena tvodni elektrochemicka studie, pfi niz se zjistilo, Ze analyticky vyuzitelnd bude
anodicka oxidace na uhlikové pastové elektrodé (CPE). Na zaklad¢ tohoto pak byla navrzena
jednoduché voltametrickd metoda s pracovni CPE, kdy pro dalsi zvySeni jeji elektroanalytické
vykonnosti byl povrch uhlikové pasty modifikovan kationickym tenzidem typu R3R'N*
Vv rezimu in situ. Po optimalizaci klicovych instrumentalnich parametrii byla vypracovana
metoda v zavéru ovéfovana na fadé vzorkli modelovych a poté i vzorki realnych, ziskanych
Z testovani moZného odstranéni neZadoucich rezidui a metabolitil léCiva vybranymi fyzikalné-

chemickymi procesy.
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TITLE
The Electrochemistry od Diclofenac at Carbonaceous Electrodes and Possibilities of Its

Monitoring in Environmental Water Samples

ANNOTATION

This diploma thesis deals with a possible determination of Diclofenac (DCF, a non-steroidal
anti-inflammatory drug) and its possible determination in water samples from
the environment. In the first stage, an initial electrochemical study was performed revealing
that analytically useful approach would be the anodic oxidation at a carbon paste electrode
(CPE). Based on this, a simple voltammetric method has been proposed, when
the performance of the working CPE could further be enhanced by in-situ modifying
the electrode surface with a cationic surfactant of the RsR'N" type. After having optimised the
key instrumental parameters, the method elaborated was finally verified on a series of model
samples and, subsequently, on real samples that had been obtained from testing on a removal

of undesirable residues and metabolites of the drug by selected physicochemical processes.
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1. Uvod

Elektrochemicka a elektroanalytickd métfeni s uhlikovymi pastovymi elektrodami (CPE) maji
na Katedie analytické chemie Univerzity Pardubice (UPa) dlouhou tradici. Pravé loni tomu
bylo piesné tficet let, kdy spatiilo svétlo svéta prvni pisemné sdéleni na toto téma [1].
Jakymsi formalnim zavrSenim védecko-vyzkumnych aktivit elektroanalytické skupiny
na Univerzit¢ Pardubice byl zasadni podil na sepsani a vydani monografie u prestizniho
nakladatelstvi [2], detailnim ohlédnutim pak loni uvetejnény referat, ktery byl vénovan prave
zminénému jubileu [3] a pfines] viibec poprvé kompletni piehled praci na téma CPE, na nichz
se né¢jakym zplisobem pardubicti elektroanalytikové podileli.

Na konci druh¢ dekddy nového milénia je prace s CPE charakterizovana dvéma
hlavnimi sméry. Prvnim z nich je vyuZivani ptfedchozich zkuSenosti s tradi¢nimi uhlikovymi
pastami v praci s novymi konfiguracemi na bazi tisténych uhlikovych inkousti. Tyto planarné
konstruované senzory nebo i vice-elektrodové cely malych rozméri jsou pak testovany
pro cilend pouziti v analytické praxi, posledni dobou predev§im v klinické analyze
vyznamnych biologicky aktivnich slou¢enin. Druhym smérovani jsou rovnéz prakticky
orientovand méfeni, tentokrat s nejriznéjSimi typy uhlikovych past, vCetné¢ osvédCenych
tradicnich smési, a spadajici do oblasti analyzy potravin a vybranych farmaceutickych
preparati, prilezitostné i pro potfeby monitorovani kvality / zneCiSténi zivotniho prostfedi.
Analyzu potravindiskych vzorkli reprezentovaly napi. metody ke stanoveni uhrnného
mnozstvi jedlych oleji, kapsaicinu a myristicinu, spiSe farmaceuticky byly orientovany
postupy navrzené ke stanoveni nikotinu, kofeinu a synefrinu, tj. latek ze skupiny ptirodnich
alkaloidi.

Jakousi kombinaci farmaceutické a klinické analyzy se zaméfenim na environ-
mentélni problematiku je téma této diplomové prace. Ustfednim tématem je celosvétove
rozsitené 1éc¢ivo Diklofenak (popf. také Diclofenac) a vyvoj jednoduché metody jeho
stanoveni ve vzorcich vod. Nejnovéjsi vyzkumy ukazuji, Zze komeréné propagované a masove
uzivané medikamenty jako Diklofenak, zacinaji byt problémem pro kvalitu pfirodnich vod,
nebot’ pfitomnd rezidua takovych léCiv €1 jejich metabolith ohrozuji vodni organismy
anepiimo 1 clovéka. Proto se monitorovani téchto znecisténi stdva jednim z intenzivné
sledovanych a na nejriznéjSich forech diskutovanych problémii soucasné environmentélni

analyzy (viz napf. referat [4] a citace v ném uvedené).
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Ze jde o problematiku velmi aktualni a diileZitou, doklada i ¢lanek, ktery byl zvefejnén
v dob¢ zpracovavani této diplomové prace — vysel v internetovém deniku i-Dnes, a to mezi
hlavnimi zpravami (viz [5] a Pfiloha I).
A pravé Diklofenak byl v této reportazi diskutovan jako nazorny piiklad dopadu masového
pouzivani nékterych medikamentl na Zivotni prostfedi, v tomto pifipadé na kvalitu ptirodnich
vod. Predlozend diplomova prace shrnuje vysledky a pozorovani z uvodni studie, pficemz se
predpokladd, ze zvolenému tématu bude elektroanalytickd skupina — nadale v uzké
spolupraci s Ustavem environmentalniho a chemického inZenyrstvi na UPa — vénovat

pozornost i v ptistich letech.
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2. Diklofenak: Prehled problematiky

2.1. Zakladni charakterizace

Diklofenak (DCF; také Diclofenac, z angl. Diclofenac), jehoz nazev je odvozen od jeho
chemického nazvu: 2- (2,6- dichloranilino)fenyloctova kyselina; byl objeven Svycarskou
farmaceutickou spole¢nosti v roce 1973. Je to velmi u¢inné analgetikum- antiflogistikum,
bézné se uziva ke snizeni zanétlivych a degenerativnich onemocnéni patefe, kloubt
(pfednostné se hromadi v kloubni tekutin€), po Urazech a operacich, pfti silnych bolestech
hlavy a menstrua¢nich bolestech.

DCEF je Casto uznavan jako "svétovy nejoblibenéjSiho I€k proti bolesti "a je také fazen
mezi nejCastéji uzivana nesteroidni antiflogistika (NSAID, zangl. Nonsteroidal Anti-
inflammatory Drugs) spolu s Ibuprofenem, Naproxenem a Mefenamovou kyselinou.
Na zaklad¢ udaju o zdravotni péci Intercontinental Marketing Services (IMS), se uvadi, Ze je
rocné spotiebovano asi 940 tun DCF, avSak skutecnd spotieba bude jesté vyssi, jelikoZ tento

udaj nepokryva veterinarni spotiebu, pro kterou nejsou dostupna data [6, 7].

2.2. Fyzikalni a chemické vlastnosti

Diklofenak se vyuziva jako sodna nebo draselna sul, a to predevsim pro zlepSeni rozpustnosti;

je rozpustny v acetonu, ethanolu a prakticky nerozpustny v etheru [7].
Tabulka 1 — Fyzikaln¢ — chemické vlastnosti Diklofenaku [7]
]
:; :NH
cl _OH
!
Struktura

Vlastnost

Sumarni vzorec C14H11CIbNO2

Molekulova hmotnost 296,16 g. mol™*

Rozpustnost ve vodé 2,37 mg. L1 (25 °C)

Bod tani 283-285 °C (pti 760 mm Hg)
Bod varu 412 °C (pti 760 mm Hg)

pKa 4,15

Log Kow (rozdélovaci koeficient oktanol-voda) 4,51
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2.3. Existujici formy a jejich u¢inky

DCF v komerénich preparatech je obvykle dostupny v podobé gelu (napt. VOLTAREN®)
nebo mize byt podavan ordln¢ formou potahovanych tablet (napt. APO-DICLO,
DICLOREUM).

Mezi nezadouci vedlejsi ucinky patii predev§im nevolnost a zvraceni, mohou se
objevit zavraté, tinava, podrazdénost, pii dlouhodobych uzivani se zvySuje riziko krvaceni
ze zazivaciho traktu. Dlouhodobé uZzivani Diklofenaku také zvySuje riziko infarktu myokardu
a cévni mozkové prihody. Ze statistik vychazi, ze uzivani 150 mg ucinné latky denné
po dobu jednoho roku vede u 0,3 % wuzivateld ke vzniku infarktu, ktery by je bez
dlouhodobého uzivani DCF nepostihl [7, 8].

2.4. Vyroba Diklofenaku

Diklofenak je vyrabén organickou syntézou raznymi zpusoby. Nejcastéji je ziskavan acylaci
N-fenyl-2,6-dichloranilinu, ktery se posléze oxiduje s m-chlorperoxibenzoovou kyselinou
nebo peroxidem vodiku. Tyto pomérné ndrocné syntézy je mozné 1 zjednoduSovat,
napt. S vyuzitim PdlI> jako katalyzatoru k jodaci kyseliny fenyloctové do polohy ortho- a pak
nasledné syntéze DCF [9, 10].

O 0 O
OH Pdl, _ OH Cul - OH
10Ac, bez piistupu svétla 2,6-dichloroanilin
. H o I Y=H NH
Cl Cl
X = H, alkyl, arvl, OPh, halogenid,

acetyl, CI,

Obr. 1 — Syntéza Diklofenaku s katalyzou Pdl,
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2.5. Pusobeni v organismu: Metabolismus lé¢iva

Utinnost nesteroidnich antirevmatik je zaloZena na principu blokady specialnich enzymi,
zodpovédnych za produkci latek vznikajicich v organismu, které vyvolavaji zanéty, zvySenou
télesnou teplotu a horecku az bolest. Tyto enzymy jsou tzv. cyklooxygenazy I, II a III (COX 1,
COX 11, COX ). Typ COX 1l je praveé zodpovédny za vznik zanétu a bolesti [11, 12].

(0] OH
OH
4',5-dihydroxydiklofenak HN
i Cl

Cl

4 -hydroxy dlklofemk%
CYP2C9
/ OH
CYP2C9
@] OH /
CYP2C8,18,19 %

- OH
CYP2B6

HN
Cl Cl
CYP2C9
3-hydroxvdiklofcnak
diklofenak
Y

4
\
S

OH

N, 5-dihydroxydiklofenak 3"-hydroxydiklofenak

Obr. 2 - Metabolismus Diklofenaku [12]



3. Diklofenak a zivotni prostiedi

Diklofenak jako ptfevladajici protizanétlivé lé¢ivo je vyuzivan po celém svété. Ruku v ruce
suzivanim Iéku vzristd vyznam jeho nasledného vyskytu v rtiznych oblastech Zzivotniho
prostiedi, predevsim jeho vyskyt ve vodach, a proto se vénuje pozornost jeho potencialni
toxicité vii¢i organismim (ryby, slavky, vodni mikroorganismy) [13].

30 az 70 % DCF je odstranéno konven¢nim zpusobem v Cistirnach odpadnich vod
(COV) a zbytek projde neupraveny do povrchové vody (viz Piiloha II.). DCF a jeho
metabolity miZzou také interagovat s jinymi kontaminujicimi latkami, at’ uz anorganickymi —
kovy, tak i organickymi a jejich toxicita se muze zvySovat [6].

Zdrojem Diklofenaku je farmaceuticky pramysl, kde je produkovan jak pro humanni,
tak i veterinarni ucely. Prostiednictvim lidskych i veterinarnich cest skon¢i DCF s odpadnimi
vodami na COV nebo na skladkach, at’ uz jako nezménény DCF nebo jako jedna z forem jeho
metabolitu. Také existuje jista pravdépodobnost, Ze se 1éCivo dostava do Cistirny odpadnich
vod piimo z farmaceutickych pramyslovych zbytkd. Uginnost COV, kterd neni zdaleka
dostacujici, dava pak dal$i moznost praniku DCF do zdroji pitné vody, nicméné vétsi riziko
pravdépodobnosti prasaku DCF je ze skladek (pfedevSim v asijskych zemich, jako

napi. Nepal, Cina) [14].

3.1. Moznosti odstranovani Diklofenaku z vod

3.1.1.  Oxidace, pokrocilé oxidacni procesy
Nejvyznacnéjsi vyuziti mezi technologiemi, které se zabyvaji odstranovanim Diklofenaku
z pramyslovych a pitnych vod, jsou pokro¢ilé oxidac¢ni procesy (AOP, z angl. Advanced
Oxidation Process). Jsou S$iroce vyvijeny a pouzivaji se pii odstranovani
nebiodegradovatelnych sloucenin, coz umoznuje dobré odstranéni zneciSt'ujicich latek
a kone¢nou mineralizaci vytvofenych vedlejsich produktt [15, 16].

Perspektivni je i moznost odstranéni Diklofenaku pomoci ozonu ¢i UV/H20,. Tyto
dva Siroce pouzivané oxidacni systémy mivaji ve vétsSiné ptipadi vysokou ucinnost a maji
vysokou troven technického vyvoje pro prumyslové pouziti. Lze dosdhnout Gplné konverze
na chloridové ionty (CI" vznikaji pti oxidaci) a 32% stupné mineralizace pomoci ozonizace
a 39 % mineralizaci pomoci UV/H202 po reakéni dob& 90 minut. Také bylo zjiSté€no, Ze obé
reakce probihaji podobné, ale ne identicky. Reakéni cesty vedou pies slozité meziprodukty

(napft. kyselina 2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]-5-hydroxyfenyloctova).
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Uplnou oxidaci Diklofenaku dochazi ke vzniku produktli se strukturou otevieného

aromatického kruhu (viz obr. 3) [15].

COOH COOH

COOH
Ci
OH HN
-t 6 & — .
ci cl
|
i

HO ci OH

opened ring
structures

Obr. 3 - Degradace Diklofenaku pomoci ozonu a UV/H,0; [15]

Z dtvodu neptilis uc¢inné metody odstranovani Diklofenaku samotnym ozonem byla
testovana dal$i metoda kombinujici ozonizaci s adsorpci aktivniho uhli. Pfi 120 minutach
reakéniho ¢asu bylo dosazeno pouze 40 % odstranéni lé¢iva pomoci samotného ozonu, avSak
s malym pfidavkem aktivniho uhli tato ucinnost vzrostla az na 95 %. Siln¢ vSak zavisi
na experimentalnich podminkach a reak¢éni dobé [16].

Ve studii Macsek T. a kol [17] se pak snazili porovnat jednotlivé AOP v pruto¢ném
reaktoru. Vysledky ukazuji, Ze dostate¢nd mira odstranéni Diklofenaku a dalSich polutantii
(ibuprofen, naproxen atd...) byla dosaZena pouze pouZitim procesii zaloZzenych na ozonizaci.
Procesy oxidace peroxidem vodiku nedosahly ani pfi 24nasobném zvyseni davky H2O- oproti
O3 srovnatelnych vysledkt. Z testovanych kombinaci oxidacnich procesi byla kombinace
H202/03 nejucinngjsi, protoze bylo dosazeno téméf 90 % uCinnosti odstranéni vsech

polutanta.



Hojné vyuzivand technika odstranovani Diklofenaku pomoci typu Fentonovy reakce
tzv. fotofentonu (Fentonova reakce kombinovana s UV-A). Testovan byl vliv koncentrace
Fe®*, ptitomnost zateni UV-A a H20>, a to jak v kyselém, tak v neutralnim pH.

V zavislosti na provoznich podminkach bylo dosazeno efektivity odstranovani Diklofenaku
okolo 70 %, pticemz nejlepsi vysledky byly pii neutralnim pH a pfitomnost UV-A zafeni
[18]. Vedle Fentonovy reakce byla testovana i moznost oxidace katalyzované pyritem [19].

Jako specialni techniky oxidace byla také predstavena moznost elektrooxidace
Diklofenaku v pfitomnosti boru, kdy pfi potencialech 4,0 V bylo zmineralizovano az 72 %.
Déle pak byl studovan vliv pfidavku NaCl do tohoto sytému. Zjistilo se, Ze pti ptidavku
chloridu sodného s borem dochazi ke wvzniku nékolika dechloracnich meziprodukta
(napt. dichlordiklofenak), které vedly ke zvySeni celkového organického uhliku (TOC)
V porovnani s elektrolyzou bez pfidavku NaCl. VSechny meziprodukty oxidace vSak s delSim
reakénim Casem vymizely a dale byly detekovany pouze malé organické molekuly [20].
Dalsim ptikladem specialni degradace Diklofenaku je zrychleni jeho oxidace pomoci reakce
FeV' s 2,2-azino-bis-(3-ethylbenzothiazolin)-6-sulfonatem (ABTS). Reakce $estimocného
Zeleza s ABTS produkuje radikal ABTS™, ktery pfi interakci Diklofenaku v pFitomnosti
dal$iho Zeleza urychluje oxidaci. Timto postupem muize byt dosazeno az 90 % ucinnosti

odstranéni Diklofenaku [21].

3.1.2. Adsorpce na aktivnim uhli

Dalsi velmi vyuZivanou technologii je odstrafiovani DCF adsorpci na ruzné typy aktivniho
uhli. Klasické aktivni uhli (AC) bez modifikaci se pro svoji nedostateCnou ucinnost jiz
prakticky nevyuziva, ale pfechazi se k typum, jako granulovany aktivni uhlik (GAC) ¢i
oxidované aktivni uhli (OAC).

Konkrétni ptiklad vyuziti GAC popisuje Chang a kol. [22] nebo skupina kolem Sotela
a Rodrigueze [23]. Sleduji ptfedev§im vhodné podminky saturace a prubchy adsorpénich
kiivek ¢i efekt makroporl, jez maji vyznamny vliv na adsorpci u viceslozkovych systémil.
Sotelo a Rodriguez zjistili, Ze pro DCF je dosaZeno adsorpéni rovnovahy az po 14 dnech,
a samostatné vyuzivani granulovaného uhli se tudiz zda byt neucinné.

MozZnosti, jak zvySit ucinnost adsorpce je kombinace riznych aktivnich uhli
S procesem ozonizace, ktera degradaci DCF zkracuje na méné nez 15 minut, a hlavné sniZuje

toxicitu kontaminované vody. Mezi nejvhodnéjsi typy aktivniho uhli se fadi naptiklad
Hydraffin P110 [24].
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Pro adsorpci DCF z vodnych roztokt jsou vhodna také povrchové modifikovana uhli,
resp. oxidované aktivni uhli (OAC), které v porovnani s obycejnym AC dosahuje az 6krat
vétsi tcinnosti. OAC muize byt navic recyklovano jednoduchym promyvacim rozpoustédlem -
da se tedy fici, ze OAC jsou slibnym adsorbentem pro komercéni odstraovani DCF

z kontaminovanych vod [25].

cl
al c

NHz+ NH2+ NH:+

Cl

HO

Obr. 4 — Adsorpce Diklofenaku na OAC [25]

Velmi ekologickym piistupem je vyuzivani zbytkovych/odpadnich materiala, které se
strategicky méni na tzv. biochar, coz je dfevéné uhli vyrabéné z biomasy. To miize byt
vyrabéno z rozliénych materidll,, jako napf. borovicové dievo ¢i prase¢i hndj. Této
problematice se vénuje pifedev§im Lonappan se svou skupinou a ve svych pracich popisuje

Siroké vyuziti i pro adsorpci Diklofenaku [26].
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3.1.3. Redukce Diklofenaku s vyuzitim kovi
Jako dalsi moznosti odstranéni Diklofenaku z vodného prostredi je jeho redukce - napftiklad
elementarnim kovem, kterym muze byt elementarni zelezo. Ve vodném prostiedi dochazi
k redukci halogenovanych latek dle rovnice 1 [27].
Fe’ + RX + H" — Fe?* + RH + X' (1)

Céstice elementarniho Zeleza jsou vhodné pro odstranéni fady organickych i anorganickych
sloucenin. V. mnoha pracich, které byly vénovany dehalogenacim organickych halogen-
derivati, je ¢asto vyuzivana kombinace vice kovll. Depozice elektropozitivnéjsiho kovového
prvku (Pd, Cu, Ni) na povrchu ¢astic Zeleza (popt. elementarniho hliniku) vede ke zvySeni
rychlosti koroze a k tvorbé galvanického ¢lanku. Vodik adsorbovany na povrchu piislusného
povlaku je zodpovédny za primarni mechanismus dehalogena¢nich reakci [28, 29]. Ve studii
Ghaush A. a kol k odstranovani Diklofenaku vyuZzivali redukeci bimetalickym systémem —
vyuzivali Zelezo v kombinaci s druhym kovem (Co, Cu, Ir, Ni, Pd a Sn) za oxickych
i anoxickych podminek. Za anoxickych podminek bylo zdaleka nejuc¢inn€jsim druhym
prvkem Pd, po némzZ v ucinnosti nasledovaly Ir, Ni, Cu, Co a Sn. Za oxickych podminek pak
Pd a Cu vykazovaly témét stejnou Uc€innost pii odstranovani Diklofenaku [28]. Nasledné
v dalsi studii Ghaush A. a kol testovali vyuziti trimetalického systému kovl: kombinaci
zeleza s Pd, Cu a Ni. Jako neju¢innéjsi se pak jevilo vyuziti kovii Cu, Pd a Fe v anoxickych
podminkach. Tento systém funguje tak, ze velice rychle generuje Hz a dochazi k efektivnimu
odstranovani Diklofenaku z vod [29].

Dalsi moznosti odstranovani Diklofenaku z vod pomoci kovii je vyuziti sytému
hlinik—kyselina. V tomto pfipadé neni tieba do rekce pridavat peroxid vodiku jako v piipadé
AOPs, protoze v pritomnosti vzdusného kysliku dochazi k jeho vzniku. Uvedenym postupem
by mélo dochazet k produkci HOe radikalii, pomoci kterych dochazi k oxida¢ni degradaci.
Bylo vSak dokazano, ze v pfipadé vyuziti Al/kyselina je prvnim procesem degradace
Diklofenaku redukéni dehalogenace. Tento proces je vysoce efektivni, jelikoZ Fentonova
reakce nedosahuje takové u€innosti a redukce elementdrnim Zelezem nedosahuje redukéni sily

kovového hliniku [30].

20



3.1.4. Membranova separace

Dalsi moznosti odstraniovani Diklofenaku z vod je vyuziti membran(y). Mezi vyhody vyuziti
membranové separace kontaminantli z vod lze zatadit: (i) velmi vysoka ucinnost ¢iSténi,
(i) zafizeni jednoduché na provoz a Gdrzbu, (iii) nizka energeticka narocnost, (iv) kontinualni
déj, (v) nizké investicni ndklady a (vi) moznost pracovat bez ptidavku dalSich reagencii.
Nevyhodami téchto procesii naopak je: (i) zanaSeni membran, (ii) nizka selektivita nebo
vykon a (ii1) nizkd Zivotnost membran. Mezi membranové separace lze zatadit mikrofiltraci,
ultrafiltraci, nanofiltraci a reverzni osmézu nebo specidlni technologie jako membranové
bioreaktory (kombinovany proces bioreakce a membranove separace v jednom celku, obvykle
tvofeny ponornym membranovym modulem v bioreaktoru) apod. [31, 32].

Ve srovnani s konvencnim biologickym odbourdvani kontaminant (CAS) z vod
mohou byt membranové bioreaktory (MBR) u¢innéjsi, protoze v MBR se obvykle pouzivaji
vysSi Casy retence kalu. Nicméné 1 kdyz vysoky Cas retence obvykle zvySuje degradaci
sloucenin s nizkou biologickou odbouratelnosti ukazalo se, Ze efektivni odstranéni vSech
mikropolutanti neni dosazeno samotnym procesem MBR. PouzZiti postupu reverzni osmozy
(RO) jako nasledné techniky po MBR nebo CAS mulze dosahnout vysSich uc¢innosti
odstranovani mikropolutantti. Také bylo dokézéno, Ze pouziti nanofiltracnich membran miize
mit za nasledek vysokou miru odstranéni nékterych mikroprvki. Pti vyuziti MBR s ndslednou
RO lze dosahnout ptes 84 % ucinnosti odstranéni Diklofenaku a dal$ich kontaminantt [31].
K odstraniovani Diklofenaku vedle Bisfenolu A z vod v nesterilnim prostfedi outkovky pestré
(parazitickd houba z celedi ChoroSovité) pomoci MBR bez dalSich doprovodnych technik lze
pak dosahnout pouze 55 % tucinnosti odstranéni Diklofenaku [32].

Casto jsou s membranovymi separacemi kombinovany dalsi technologické procesy,
napt. adsorpce, AOPs ¢i ultrazvukové ozafovani, ¢imz dochazi k vysoce efektivni produkci
vod zbavenych kontaminantl; tyto procesy lze nazyvat hybridnimi. Pro odstranovani
Diklofenaku lze napt. vyuzit kombinace adsorpce, nanofiltrace a ultrazvukového ozatfovani.
Membranova filtrace (Me) a adsorpce (A) jsou mezi dvéma nejCastéji pouzivanymi procesy
ptedupravy vod. Ultrazvukové ozéatrovani (US), kromé jeho destruktivniho plisobeni na latky
prostiednictvim ultrazvuku, je také dobrou pomocnou metodou, kterd zvySuje UCinnost
membranové filtrace a adsorp¢nich procest. Takové hybridni procesy pfinasi mnoho vyhod.
Nedavné vyzkumy o soucasném pouziti téchto tfi metod v hybridnim procesu s nazvem
USAMe®, tj. kombinace Membrane Filtration (ME), Adsorption (A) a Ultrasound

Irradiation (US), vedlo Kk velmi dukladnému odstranéni farmaceutik z odpadnich vod,
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obsahujici i Diklofenak (cca 100 ppm). Stupen odstranéni 1é¢iva Diklofenaku byl dosazen
Vv tomto potadi: Me <USMe <AMe <USAMe®. Proces USAMe® aplikovany na redlnych
vzorcich Gspésné odstranil cilova 1éCiva a ukéazal sviij potencidl jako pokrocily zplisob ¢isténi
odpadnich vod [32].

Dalsim piikladem hybridniho procesu je proces in situ vyuzivajici adsorpci na aktivni
uhli, AOPs a ultrafiltraci. Tento proces zaroven kombinuje regeneraci praskového aktivniho
uhli (PAC). Jako adsorbenty lze pouzit komeréni PAC a specidlni PAC impregnované
zelezem (PAC-Fe). Jako lepsi sorbent se jevi PAC-Fe jelikoz pii nasledném piidavku
peroxidu vodiku produkuje heterogenni reakce podobné Fentonovym reakcim. Katalyticky
adsorbent (PAC-Fe) si zachova svou stabilitu a aktivitu po tfech pracovnich cyklech, coz
vyrazn€ snizuje provozni naklady. Pro regeneraci PAC lze pouzit davku samotného H20:
nebo v kombinaci s UV-C zafenim. Jako kone¢nad technika je pak zafazena ultrafiltrace
odstranujici zbytky Diklofenaku [33].

Ultrafiltracni (UF) membrdna je charakterizovana pomérné velkymi pory, coz
umoznuje pouZiti niz§iho rozdilu tlakd. Zachycovani nizkomolekuldrnich organickych
kontaminantti, jako je DCF, pomoci UF membran je vSak pomérné nizké. Aby se zlepsila
uc¢innost odstraiiovani, muze byt velikost kontaminantu s nizkou molekulovou hmotnosti
zvysena jeho vazbou na véEtsi entitu; tento piistup tvoii zaklad micelarni ultrafiltrace (MEUF).
Ve skutecnosti se ukazalo, ze MEUF je u€innou technikou odstranovani rtiznych stopovych
kontaminanti v odpadnich vodach, v¢etné¢ barviv a fenoli. Tato technika je zaloZena
na aplikaci tenzida, které jsou ve vodé schopny spontanné agregovat za vzniku micel. Vnitini
jadro micely je hydrofobni a mtize tak rozpoustét hydrofobni a méné polarni molekuly. Vnéjsi
polarni nebo nabita vrstva micely pak interaguje s opacné nabitymi ionty a molekulami se
silnymi dipdly. Micely maji vétsi velikost nez pory UF membrany, a proto je lze snadno
zachytit spole¢né s navazanymi kontaminanty. S pouzitim MEUF lze tedy ziskat vysoce Cisty

produkt — permeat. [34].
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3.1.5. Koagulace a flokulace

Dalsimi postupy, které lze vyuzit k odstranovani Diklofenaku z vod, mohou byt koagulace
a flokulace, i piesto, ze nebyly tyto techniky ¢astym piedmétem vyzkumu snizovani mnozstvi
farmaceutik ve vodach.

Procesy koagulace a flokulace zvysuji vyluCovani suspendovanych pevnych latek
a koloidd, protoze ptidani kovovych soli nebo organickych sloucenin zpisobuje aglomeraci
téchto castic, coZ umoziiuje jejich eliminaci dekantaci nebo filtraci. Prace zaméiené
na odstraiovani 1é¢iv zptisoby koagulace a flokulace jsou vzacné a samostatné vyuziti téchto
procest je pro léciva velmi malo G¢inné. Velmi ¢asto se kombinuji s dalSimi technikami jako
je adsorpce, biologické odbouravani, filtrace, flotace a atd. Léciva véetné Diklofenaku Ize
odstranit kombinaci koagulace a flokulace asi ze 70 %. Jako koagula¢ni €inidlo lze vyuZit
chlorid ¢i siran zelezity a jako flokulant pak polymery. Byl také testovan novy typ vysoce
Gginného polymerniho koagulantu polychloridu hliniku. Uginnost téchto metod také zavisi
na teploté, ktera by se méla pohybovat v rozmezi 12-25 °C [35, 36].

Také byly testovany metody kombinujici koagulaci a ptitomnost rozpusSténych
organickych latek, zejména pak huminovych latek ve vodach. Ve studiich zkoumajici
koagulaci vod s obsahem smési 1é¢iv bylo zjisténo, ze pomoci siranu Zelezitého lze odstranit
DCF az z66 %, Vv pfitomnosti huminovych latek lze pak dosahnout az 77 % ucinnosti
odstranéni DCF, a cca 50 % ucinnosti odstranéni 1éCiv ostatnich. Bylo rovnéz zjiSténo, Ze
vysoké mnozstvi vysokomolekularnich rozpusténych organickych latek ve vodach vyrazné
zlepSuje odstranéni 1éCiv, priCemz vytéznost vyrazné zavisi na hodnoté pH, ktera by se méla
pohybovat v kyselé oblasti. Piesto lze konstatovat, ze koagulaci nelze snizit mnozstvi
Diklofenaku a obecné i ostatnich lé¢iv na minimum, avSak tento chemicky postup pisobi

selektivné alespon na Diklofenak [35].
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4. Diklofenak: Objekt analyzy instrumentalnimi technikami

4.1. Neelektrochemické metody k identifikaci a stanoveni Diklofenaku

Vzhledem k vysoké poptavce Diklofenaku ve farmaceutickém primyslu bylo navrzeno také
velké mnozstvi analytickych metod pro jeho kvantifikaci. Obvykle se jedna o vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC), plynovou chromatografii (GC), z6énovou kapilarni
elektroforézu (CZE), spektrofotometrii, véetné piibuzné spektrofluorometrie. VSechna tato
méfeni maji vSak i nékteré nevyhody jako je ¢asto zdlouhava uprava vzorku (extrakce nebo
i chemicka derivatizace), ¢asové naro¢na analyza, a v neposledni fad¢ i vysoké naklady
na analyzu.

Nejrozsitenéjsi instrumentalni technikou ke stanoveni Diklofenaku je bezesporu
kapalinova chromatografie (LC), resp. jeji rlizné modifikace, ptedevS§im HPLC. Jedna
z moznych metod, kterou autoii oznacuji jako rychlou a citlivou, se zabyva stanovenim
Diklofenaku v synovialni tekutiné (tj. v kloubni tekutin€) v niz se pfednostné¢ akumuluje.
Zvlastni pozornost je pfedevSim veénovéana postupu piipravy vzorku, jelikoz se mulze
v synovialnich vzorcich objevovat nezadouci gelovd forma. S vyuzitim jednostupiiové
extrakce byla nasledna HPLC analyza upravena tak, aby byla dosaZena adekvatni citlivost
a piesnost potfebna pro analyzu realnych vzorkt a metodu bylo mozné vyuzit v praxi [37].

Casto pouzivané je spojeni HPLC-MS, které spolehlivé identifikuje i rizné metabolity
Diklofenaku, jako je napt. 4'-hydroxy-Diklofenak (4'-OH-DCF) ¢i laktam Diklofenaku.

Piislusné meze detekce se pohybuji pii 3 g/L, resp. 0,17 g/L [38].
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Obr. 5 - Chromatograficky zaznam eluce DCF a jeho metabolit [38]
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Pro stanoveni DCF v Cist¢ form¢ i v matrici byla také mimo jiné ptedstavena
ultraucinné kapalinova chromatografie (UHPLC) s obracenymi fazemi a UV detekci pii 254
nm, kde pik DCF m¢l retencni ¢as 0,94 min. Lécivo bylo podrobeno kyselym i alkalickym
mediim, oxida¢nim ¢inidlim i varu, aby se navodil stav tzv. stresovych podminek a doslo
k degradaci. Tato nova metoda dokazala oddélit degradaéni produkt a muze tak byt vyuzivana
jak k monitorovani samotného IéCiva, tak jeho Cistoty a uvoliovani z riznych ptipravkl
bez ptidaného excipientu. Mez detekce je uvadéna 2 ppm; mez stanovitelnosti 6 ppm [39].

Zajimavou je studie, vénujici se odstranéni Diklofenaku ze vzorkli vody pomoci UV
zateni s vyuzitim kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS).
Ozatovani vodného roztoku svétlem v rozsahu vinovych délek 220 az 500 nm poskytuje
rychlou degradaci Diklofenaku; takto bylo pak detekovano pomoci LC-MS s obracenymi
fazemi 11 transformacnich produkt. Doprovodné fragmentace umoznily jejich charakterizaci
a vedly k navrhovanym strukturam pro vétSinu z nich, nékteré struktury totiz mohou vysvétlit

zvySenou toxicitu, ktera byla pozorovana po ozateni roztoku Diklofenaku [40].
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Obr. 6 — Hmotnostni spektrum Diklofenaku [41]

Vyjimkou neni ani vyuziti plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometriii (GC-MS), napt. pfi kvantifikaci DCF ve farmaceutickych ptipraveich s mezi
stanovitelnosti (LOQ) 0,15 pg/ml. NavrZzena metoda byla vhodné pro kontrolu obsahu latky
Vv piipravcich a zjisténi uniformity [42].

Velmi aktudlni zaleZitosti je 1 vyuzivani rliznych organickych komponentd jako jsou
naptiklad jily, a to neni vyjimkou ani pii detekci DCF. Vyuziti téchto organickych jila
se dvéma kationtovymi povrchové aktivnimi latkami popisuje studie vénujici se pochopeni

adsorpniho mechanismu téchto jilu a Diklofenaku pii riznych pH a teplotach.
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Experimentalni data ziskand sérii komplementarnich technik (rentgenova difrakce,
elementarni analyzy, GC/MS a FT-IR) ukazaly, Ze organické jily je mozno vyuzit jako
doplngk s aktivnim uhlim pro upravu odpadnich vod [43].

Jako dalsi Ize uvést analytickou metodu ke stanoveni DCF pomoci difuzni reflektancni
spektroskopie, tj. difuzni odrazivosti ve viditelné oblasti spektra. Barevna reakce se provadi
pfimo v méfici cele. VSechna méteni odrazivosti byla provedena v domacim reflektometru
vybaveném cervenym LED zdrojem svétla a detektorem LDR. Mez detekce byla odhadnuta
na piiblizng 0,7 mg. mL? (2 x 10 mol L™) a pislusnad metoda byla pouzita pro stanoveni
Diklofenaku v jak pevném, tak i v kapalném farmaceutickém ptipravku [44].

Také spektrofluorimetrické detekce Diklofenaku nejsou vyjimkou, jedna naptiklad
vyuziva tvorbu komplexu mezi Diklofenakem a a-cyklodextrinem (a-CD) a jeho nasledné
fluorescencni maximum, jez je diky CD vyrazné zesileno. Kromé analyzy interakce a-CD-
Diklofenak je mozné novy pfistup pro kvantifikaci Diklofenaku vyuzit i pro stanoveni
ve farmaceutickych piipravcich, a to konkrétné v rozmezi 0-5 mg. mL™ [45].

Ze spektralnich metod nechybi ani Ramanova spektroskopie s Fourierovou
transformaci, kdy se pohled upird na vytvofeni vhodné alternativy ke standardnim lékopisnym
metodam pii stanoveni sodné soli Diklofenaku davkované jako pevny preparat [46].

Pouzitelna je 1 kapilarni zonova elektroforéza s vyuzitim citlivé amperometrické
detekce, kdy je jako separaéni médium / zakladni elektrolyt pouzivan fosfatovy pufr o pH 7,0.
Mez detekce byla stanovena 2,5x10° mol. L™ a postupu bylo vyuzito pfedev§im pro vzorky
lidské mog¢i [47]. Ceska skupina pod vedenim Z. Malé se zabyva moznostmi detekce DCF
elektroforézou v kombinaci sESI-MS. S vyuzitim off-line SPE wuvadi dokonce
detekovatelnost pod trovni 2x1072 mol. L coz odpovida 0,6 ng. L[48].

Prekvapiveé 1 tenkovrstva chromatografie ma pii stanovovani DCF své zastoupeni.
Jedna studie napf. pfedstavuje metodu pro stanoveni sodné soli DCF ve tfech riiznych volné
dostupnych gelech: Diclogel®, Voltaren® a Dosanac®. Lécivo je z nich nejprve extrahovéno,
a nasledné naneseno na hlinikovou desticku se silikagelem 60 F254 a vyvijeno ve smési
toluen / ethylacetat / kyselina octova (ledovd). Bodové plochy jsou poté vyhodnocovany
rentgenovou absorp¢ni fotometrii pfi 282 nm. V porovnani s HPLC je zde niz§i spotieba

rozpoustédel a znacné predpoklady pro rutinni analyzu v surovinach a piipravcich [49].

26



4.2. Diklofenak: Elektrochemie a elektroanalyza

4.2.1.  Chovani Diklofenaku na uhlikovych elektrodach
Literatura uvadi, ze se DCF v zavislosti na pH mize objevovat ve dvou formach: neutralni
a aniontové. Neutralni forma prevlada do pH 4,15 a od této hodnoty stupnice kyselosti vyse se

jiz vytvati forma aniontova.

: jC'I Cl
l NH NH

Cl OH Cl 0O

|
4.15 pH

A 4

Obr. 7 — Forma Diklofenaku v zavislosti na pH

Samotné elektrochemické chovani Diklofenaku lze popsat podle obecného EC schématu:

1’cl
B: B = C

A+e

kde ki a ko jsou rychlostni konstanty reakce doptfedné, resp. zpétné (vratné). Konkrétni

mechanismus oxidace Diklofenaku Ize pak popsat rovnici podle obrazku 9 [50].

Obr. 8 - EC mechanismus pro oxidaci DCF ve vodném prostedi pfi pH 7
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4.2.2. Piehled metod pro elektroanalyticka stanoveni DCF

Elektrochemické techniky pro charakterizaci a kvantifikaci Diklofenaku se nabizeji jako
slibna alternativa vySe predstavenym separacnim a spektralnim meéfenim, protoze nabizeji
nékteré nesporné vyhody:

(1 zkraceni doby analyzy v porovnani s rutinnimi technikami,

(i)  nizsi naklady na analyzu,

(iii)  dobrou citlivost a selektivitu,

(iv) v nekterych pfipadech vzorek nevyzaduje piedbéznou upravu a neni tak nutna

jeho degradace a deformace [51].

V nasledujicich odstavcich bude predstaveno nekolik typickych elektroanalytickych metod

jako ptikladii pro mozné praktické vyuziti.

4.2.3. Elektrochemické biosenzory
Jednim z vyraznych trendi dneska je vyuzivani vysoce selektivnich biosenzori. Jeden takovy
predstavil 1 Shalauddin a kol. Amperometricky biosenzor vyuziva vicesténnych uhlikovych
nanotrubicek (MWCNT, z angl. Multiwalled Carbon Nanotubes) a film utvofeny z komplexu
chitosan-méd’ a pti pH 4,0 dosahuje detekce az 0,021 umol. L™ [52].

Atraktivni je také bez-enzymovy elektrochemicky imunosenzor zaloZzeny na upraveé
pracovni elektrody elektroimobilizaci dvou diazoniovych soli. Prvni stl umozni povrchu
afinitni interakce; druhd je pak schopna rozeznat spojeni ,hapten-protilatka“ a pokud je
Diklofenak ptitomen v roztoku, vede to k disociaci protilatky z povrchu elektrody, coz vyvola
zvySeni proudu (detekce '"signdl-on"). Tento imunosenzor dosahuje velmi nizkych mezi
detekce; az 20 fM Diklofenaku (tj. 6 pg. L™) a byl navrzen pro kontrolu obsahu DCF v pitné
vodé z vodovodniho fadu [53].

Jedna ze studii se vénuje tvorbé -elektrochemiluminiscenéniho imunosenzoru
s kovalentnim nitridem typu g-C3Ns a ve spojeni s oxidovanym grafenu (GO) pro zrychleni
pfenosu naboje na nanocasticich zlata a nanotrubickach (MWCNT). Na zékladé spole¢ného
pusobeni takto vytvofeného kompozitu, vykazovalo navrhované c¢idlo vysokou citlivost,
dobrou stabilitu a Siroky linedrni rozsah pro kvantifikaci DCF v rozmezi 0,005-1000 ng. mL™,
s mezi detekce az 1,7 pg. mL™ [54].

Posledni prace, zafazena do tohoto odstavce, popisuje pfipravu a charakterizacCi
nového potenciometrického senzoru pro stanoveni Diklofenaku na bazi chemicky upravenych

polypyrrolovych filmi. Mechanismus odezvy pro navrhovany snima¢ je zalozen
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na zabudovani DCF aniontu do polypyrrolové struktury béhem elektrochemické syntézy
cyklovanim potencidlu za ucelem vytvofeni membrany se selektivni potenciometrickou
odezvou pro ionty, které se podilely na chemické tupravé. Pti pouziti optimalnich
experimentalnich podminek byla mez detekce 1,9x10* mol. L a metoda mohla byt uspésné
pouzita pii stanoveni DCF ve farmaceutickych komer¢nich preparatech v dobré shodé

s vysledky stanoveni oficialni (referen¢ni) metodou [55].

4.2.4. Stanoveni na elektrodach z modifikovanych uhlikovych past

Své misto mezi elektrodami, pouZitelné k detekci a ke stanoveni DCF maji diky svym
cennym vlastnostem 1 uhlikové elektrody (nejCastéji GCE) a mezi nimi zejména uhlikové
pastové elektrody (CPE) v podobé¢ rozlicnych modifikovanych variant.

Jednu z mozZznych modifikaci elektrody ze skelného uhliku ptedstavil 1 Azadbakht
a kol., ktefi vyuzili nanocastic FesOs a nanocastic Au spolu s uhlikovymi nanotrubiCkami
k tvorbé vysoce vodivého filmu, aplikovatelného na povrch GCE. Metoda méla detek¢ni limit
3,4 fM a dv¢ linearni odezvy, které pokryvaji rozsahy koncentraci 0,01 az 1 pM a 10 az
1300 pM DCF [56]. Modifikaci GCE zlatymi nanocasticemi a MWCNT vyuziva i dalsi
skupina [57]. Praktické vyuziti zde bylo demonstrovano méfenim koncentrace sodné soli
Diklofenaku v moc¢i a ve vzorcich I&Civych piipravki, které odhalilo, Zze konfigurace

nAU/GCE vykazuje linearni odezvu v rozmezi 0,03-200 uM s mezi detekce 0,02 uM.

GCE MWCNT-GCE Au NPs-MWCNT-GCE

Obr. 9 — Piiprava a modifikace GCE [57]
Uhlikové nanotrubicky se pouzivaji napiiklad i v praci Goodarziana a kol., ktefi zvolili jako
pojivo uhlikové pasty iontovou kapalinu typu (1-butyl-3-methylimidazolium)hexafluorofosfat
a Vv rezimu SWV doséhli meze detekce az 0,09 pmol. L [58].
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Dalsi modifikaci CPE s MWCNT lze docilit ptidavkem nanocastic vinylferrocenu,
kdy pii SWV vykazovala linearni rozsah od 5 do 600 pumol. L™ a mez detekce 2 pmol. L2,
Pripravené modifikované CPE byly vyuzity pro méfeni DCF ve smési s morfinem a oba

poskytované piky byly dobie oddéleny a $lo je tak bezpe¢né vyhodnotit [59].

4.2.5.  Ostatni elektroanalytické metody pro detekci DCF

V loniském roce byla také poprvé predstavena metoda pro stanoveni stopového mnozstvi
Diklofenaku ve vzorku krve. To je umoznéno spojenim elektromembranové extrakce (EME)
arychlé rozpousStéci kontinudlni cyklické voltametrie s Fourierovou transformaci
(SFFTCCV). Za danych podminek se Diklofenak extrahoval (pii pH 5) do tenké vrstvy
oktanolu imobilizovaného v pérech membrany a poté se premistil do meticiho roztoku (pH 7),
kde doslo k detekci. Metoda vykazovala velmi Siroky interval linearity signalu s koncentraci
vrozmezi od 5 do 1000 ng. mL?, i vmodelovych vzorcich krve. Meze detekce
a stanovitelnosti byly 1,0 ng. mL™, resp. 5,0 ng. mL™ [60].

Prezentovana byla také selektivni membranova elektroda obsahujici B-cyclodextriny
[61]. Navrhovana elektroda miize snadno rozliSovat ionty Diklofenaku v pifitomnosti hned
n¢kolika anorganickych a organickych interferenti, vcetné nékterych béznych l€ékovych
excipientii. Doba odezvy je 10 s a miize byt pouzita v rozmezi pH 6,2-8,5; nevSedni byla
zkouska, Ze senzor vydrzel aktivni po dobu 10 mésicti, aniz by doSlo k viditelnému zhorSeni
jeho odezvy. Mezi vyhody ISE na Diklofenak pattila také vysoka citlivost a selektivita,
a zejména plnohodnotné vyuziti pti analyze 1éki a moci.

Kone¢né se mezi pracemi objevil 1 jeden piispévek, kde ke stanoveni DCF byla
zvolena neuhlikata pracovni elektroda. Slo o méfeni vrezimu DPV s Pt-elektrodou
v elektrolytu z acetonitrilu a TBACIO4. Analyt, tj. DCF, vykazoval dva jasné definované piky
pii 0,87 a 1,27 V, kalibraéni kiivky byly linearni v rozmezi 2 az 20 pg. mL™ [62].
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Chemikalie a roztoky

uhlikovy prasek ,,CR-5" (TESLA Lanskroun, CZ)

parafinovy olej (Merck)

Diklofenak — sodna stl; C14H10Cl2NNaO., M= 318,129 g/mol (Alfa Aesar, USA)

SDS — dodecylsiran sodny; NaCi12H25S04, M= 288,372 g/mol (Sigma-Aldrich)

CTAB — cetyltrimethylamonium-bromid; C19H42BrN, 364,45 g/mol (Sigma-Aldrich)
DBSK — 4-dodecylbenzensulfonova kyselina; C1sH3003S, M= 326,49 g/mol (Sigma-
Aldrich)

NONIDET ™ — 4-nonylfenyl-polyethylenglykol; (C2H40)x . C14H220, Mw= 680 g/mol
(Sigma-Aldrich)

PolyDADMAC — Polydiallyldimethylamonium-chlorid; (CgH1sCIN)n, Mw= 275 g/mol
(Sigma-Aldrich)

Hydrogenfosfore¢nan sodny — Na,HPO4.12H,0, M= 358,14 g/mol (PENTA, CZ)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny — NaH2PO4.2H.0 , M= 156,01 g/mol (PENTA, C2)
Hydroxid sodny — NaOH, M;= 40,00 g/mol (PENTA, CZ)

Kyselina borita — HsBOs, Mr= 61,83 g/mol (PENTA, CZ)

Tetraboritan sodny — Na2B20O7.10H20, M= g/mol (PENTA, CZ)

Kyselina chlorovodikova, konc. — HCI, M; = 36,46 g/mol (Sigma-Aldrich)

Kyselina octova, ledova — CH3COOH, M, = 60,05 g/mol (PENTA, CZ2)

Deionizovana voda — pfipravena v jednotce Milli-Q (Millipore, USA)

5.2. Pomiicky a pFistroje

Automatické pipety Eppendorf Research — 10 mL; 100-1000 pL; 100 uL (Eppendorf)
AUTOLAB (model "PGSTAT-128N; Autolab / Metrohm, NL / SUI)

pracovni elektroda — uhlikova pastova elektroda CPE

referentni elektroda — Ag/AgCI/KCI (nas.; Metrohm)

pomocna elektroda — Pt-pliSek (vlastni vyroby)

pH metr lonoLab pH 720
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Obr. 10 — M¢fici cela s tiielektrodovym zapojenim (foto autorky)

5.3. Priprava roztoki
1. 0,1 M Fosfatovy pufr (PBS)

Roztok A: 0,2 M NaH2PO4
=> Na 1L roztoku: 31,20 g NaH2PQO4.2H,0, doplnéno deionizovanou vodou po rysku

Roztok B: 0,2 M Na2HPO4
=> Na 1L roztoku: 71,63 g NazHPO4.12H.0, doplnéno deionizovanou vodou po rysku

Pro potiebné pH byl pak roztok A a B smichan v poméru dle tabulky.

2. 0,1 M Britton — Robinsontv pufr

Roztok A: 0,04 M H3PO4 + 0,04 M CH3COOH + 0,04 M H3BO3
= Na 1L roztoku: 3 mL HsPOs4 + 2,28 mL CH3:COOH + 2,47 g HsBOs, doplnéno

deionizovanou vodou po rysku

Roztok B: 0,2 M NaOH
=> Na 1L roztoku: 8 g NaOH, doplnéno deionizovanou vodou po rysku

Pro potiebné pH byl pak roztok A a B smichan v poméru dle tabulky.

32



3. Boratovy pufr

Roztok A: 0,2 M H3BO3
=> Na 250 mL roztoku: 3,1 g H3BOs3, dopInéno deionizovanou vodou po rysku

Roztok B: 0,05 M borax
= Na 250 mL roztoku: 4,76 g Na2B207.10H,0

Pro potiebné pH byl pak roztok A a B smichan v poméru dle tabulky.

4. HCI + NaOH

0,2 M HCI
= na 0,5 L: 8,35 mL konc. HCI pfidano do deionizované vody a poté doplnéno po rysku

0,2 M NaOH
= na 0,5 L: 4 g NaOH, doplnéno deionizovanou vodou po rysku
Pufr o potiebném pH byl ziskan titraci.

5. Zasobni roztok 0,01 M DCF
Na 100 mL zasobniho roztoku: 0,3181 g sodné soli DCF bylo rozpusténo
v 0,05 M NaOH a doplnéno po rysku

6. 0,001 M SDS
Na 100 mL: rozpusténo 0,0289g SDS a dopInéno deionizovanou vodou po rysku

7. 0,001 M CTAB
Na 100 mL: rozpusténo 0,0365 g CTAB a doplnéno deionizovanou vodou po rysku

8. 0,0001 M CTAB
Na 100 mL: rozpusténo 0,00365 g CTAB a doplnéno deionizovanou vodou po rysku

9. 0,001 M DBSK
Na 100 mL: navazeno 0,0385g DBSK a doplnéno deionizovanou vodou po rysku
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10. 0,001 M Nonidet

Na 50 mL: navazeno 0,034 g Nonidet a doplnéno deionizovanou vodou po rysku

11. 0,001 M PolyDADMAC
Na 50 mL: navazeno 0,0138 g PolyDADMAC a doplnéno deionizovanou vodou
po rysku

5.4. Priprava uhlikové pastové elektrody

20 % CPE: nejdtive byl navazen uhlikovy prasek, dle navazky bylo spo¢teno nutné mnozstvi
parafinového oleje.

Priklad: mcr-5) = 0,60 g; pro 20 % CPE odpovida mparat) = 0,12 g

Uhlik s parafinovym olejem byl homogenizovan v tfeci misce a poté napéchovan

do elektrodového pouzdra z teflonu.

5.5. Zpracovani vysledkii

Pro zpracovani vysledki byl pouzit program MS Excel a program NOVA 1.11
pro vyhodnocovani odezvy danych analyti; druhy jmenovany byl soucasti pouzitého

analyzatoru.

5.6. Priprava realnych vzorki

Piipravu realnych vzorkd provadéla Be. Barbora Kamenicka na pracovisti UEnviCHI, z &ehoz
vyplyva i jejich oznaCeni (datum; inicidly; cCislo vzorku). Pied nasimi konkrétnimi
elektrochemickymi analyzami doSlo pouze k fedéni vzorku, pokud bylo nutné.

Nize uvedeny postup piipravy je pievzat z diplomové prace Bc. Barbory Kamenické [66].

5.6.1.  Sorpce na granulované aktivni uhli

Tabulka 2 — Piiprava vzorkt: Sorpce na GAC I.

. . . Oznaceni GAC

Syceni ¢. SloZeni testovaciho roztoku syceného DCF
1 500 mL 25mM DCF + 10 g GAC Hydraffin CC 63BK
2 (223BK1) 200 mL 25mM DCF + 10 g GAC 63BK 63BK1
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Tabulka 3 — Piiprava vzorku: Sorpce na GAC Il.

Syceni ¢. SloZeni testovaciho roztoku
1 (1104BK) 500 mL 25mM Diklofenaku + 25 g GAC Hydraffin CC
2 (1104BK6) 25 g GAC Hydraffin + filtraty z 1.syceni + 4 g Diklofenaku

5.6.2.  Sorpce na biochar

Tabulka 4 — Piiprava vzorku: Sorpce na biochar

Exp.¢. SlozZeni testovaciho roztoku
223BK2 10 g biocharu Pyreg 400 °C + 200 mL 25mM Diklofenaku
223BK3 10 g biocharu Pyreg 500 °C + 200 mL 25mM Diklofenaku
223BK4 10 g biocharu NovoCarbo + 200 mL 25mM Diklofenaku
44BK?2 5 g biocharu Pyreg 400 °C + 100 mL 25mM Diklofenaku
44BK3 5 g biocharu Pyreg 500 °C + 100 mL 25mM Diklofenaku
44BK4 5 g biocharu NovoCarbo + 100 mL 25mM Diklofenaku

5.6.3.  Sorpce Diklofenaku na nasycené granulované aktivni uhli za

spolupiisobeni kationaktivnich tenzidi

CH
| .~ CH3(CH3)4pCH;
CH,COONa CH,COON’,
2 | “SCHy(CHa)1gCH3
cl NH H3C(H EC}WHEE CF “MNaC1 CH

3
HaC(H,C) oH2C— N -:H3_"’ G

Obr. 11 — Reaké¢ni schéma izolace Diklofenaku iontovou vyménou s dilauryldimethylamonium
chloridem za vzniku ve vodé nerozpustné srazeniny iontového paru
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Tabulka 5 — Piiprava vzorkt: Sorpce na nasycené GAC za spoluptisobeni tenzidu

Exp.¢ Nasada
2603BKdikIL 5 g GAC (63BK1) + (1 mmol) 0,85 g 50% benzalkonium chloridu + (2mmol)
0,42 g Aliguatu 336 + 100 mL 25mM Diklofenaku
2903BKdikl1 5,11 GAC (ze sorpce ¢. 1D) + (1 mmol) 0,86 g 50% benzalkonium chloridu +
(Immol) 0,41 g Aliquatu 336 + 100 mL 25mM Diklofenaku
6,99 g GAC (ze sorpce ¢. 2D) + 6,99 g GAC 63BK1 + (1 mmol) 0,86 g 50%
44BK1 benzalkonium chloridu + (Immol) 0,41 g Aliquatu 336 + 100 mL 25mM
Diklofenaku
104BK1 1 g impregnac¢niho roztoku 104BK (Aliquat 336 s BAC) + 3 g nas. GAC
(63BK1) + 100 mL 25mM Diklofenaku + 100 mL demi vody
104BK2 1 g impregnacéniho roztoku 104BK (Aliquat 336 s BAC) + 2 g GAC (Hydraffin
CC) + 100 ml 25mM Diklofenaku + 100 ml demi vody
104BK3 20 mL roztoku 75mM Aliquatu s 50mM Arquadem (610TW) + 3 g nas. GAC
(63BK1) + 100 mL 25mM Diklofenaku + 80 mL demi vody
104BK4 20 mL roztoku 75mM Aliquatu s 50mM Arquadem (610TW) + 2 g GAC
(Hydraffin CC) + 100 mL 25mM Diklofenaku + 80 mL demi vody
104BK5 2 g GAC (Hydraffin CC) + 100 mL 25mM Diklofenaku + 100 mL demi vody
124BK1 1 g impregnaéniho roztoku 104BK (Aliquat 336 s BAC) + 1 g GAC
z 104BK1+ 100 mL 25mM Diklofenaku + 100 mL demi vody
124BK?2 20 mL roztoku 75mM Aliquatu s 50mM Argquadem (610TW) + GAC
z 104BK3 + 100 mL 25mM Diklofenaku + 80 mL demi vody
124BK4 2 mL Luviquat FC 370 + 100 mL Diklofenaku + 98 mL demi vody + 3 g nas.
GAC (114BK1)
124BK5 2 mL poly(diallyldimethylamonium chlorid) + 100 mL 25mM Diklofenaku +
98 mL demi vody + 3 g nas. GAC (114BK1)

U vzorku 63BK2 a 63BK3 na ptani spolupracovnikii z UEnviCHI neni postup uveden; vyuzit
byl specidlni, nov€ navrzeny kationaktivni tenzid, jehoZ pfiprava a sloZeni je$té¢ nebyly

publikovany.
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6. Vysledky a diskuze

6.1. Zakladni elektrochemicka studie Diklofenaku

6.1.1. Cyklicka voltametrie
K charakterizaci zakladniho elektrochemického chovani Diklofenaku na uhlikové pastové
elektrodé bylo vyuzito cyklické voltametrie [63, 64, 65]. Ve souladu, sjiz popsanym
mechanismem oxidace (str. 27), 1ze z chybé&jicich pikd, resp. z ,,hladkého* pribéhu katodické
vétve, usuzovat, ze v piipadé CPE byl pozorovany d¢j irreversibilni. Na anodické vétvi jsou
opét zietelné dva oxidaéni piky, s maximy kolem +0,6 V a +1,1 V vs. ref., jejichz velikost

i poloha byla siln¢ zavisla na slozeni elektrolytu (viz tab. ¢. 2) a na po¢tu cykla (viz obr. 12).

25 1

'10 T T T T T T T T T 1
-0,5 0 0,5 1 15

E/V vs. Ag/AgCI

Obr. 12 — Cyklicky voltamogram pri pH = 8. Experimentalni podminky: CV; 0,1 M BRB;
Cocr = 500 uM; scan: -0,5 az 1,5 V vs. Ag/AgCl; 50 mV.s™; 5 cykl.
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6.1.2. Vliv pH na odezvu Diklofenaku

Ze zavislosti odezvy proudu na pH je patrné, ze pti pH = 7 jsou hodnoty pro prvni pik
zietelné vyssi a zaroven druhy pik, ktery odpovidal druhému kroku EC mechanismu (tedy
chemické oxidaci DCF) se postupné vytracel. Pfi zasaditéj$im pH jiz dochazelo k vyraznym

narastim vétve pii vy$$im vkladaném potencialu (cca 1,2 az 1,5 V), zatimco u kyselych pH

byl trend opacny.

Co se tyCe polohy maxima piku I., ten s rostoucim pH pozvolna klesal; pti pH = 7 byla

primérnd hodnota rovna Ep = 0,6421 V.

Tabulka 6 - CV: Odezva 500 uM DCF pfi riiznych pH

Pik 1. Pik II.
pH Ep/V lp / A Eo/V I,/ pA
6 0,686 4,311 1,153 2,087
7 0,642 7,233 0,974 0,079
8 0,581 5,840 1,033 1,332
9 0,576 4,110 1,023 1,452
10 0,544 3,088 1,003 0,563
11 0,547 3,659 1,003 1,653
12 0,540 4,765 0,998 2,038
13 0,544 3,105 1,003 1,645

-0,5

0

0,5
E/V vs. Ag/AgCI
Obr. 13 — Cyklické voltamogramy pri pH 6 az 13. Experimentalni podminky: CV; 0,1 M BRB;

15

Cocr = 500 pM; scan: -0,5 az 1,5 V vs. Ag/AgCI; 50 mV.s™; 5 cykli (zobrazen 1).
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Obr. 14 — Zavislost odezvy proudu pro 500 uM DCF v rezimu CV pro pH 6 az 13. Experimentalni
podminky: CV; 0,1 M BRB; ¢(pcr) = 500 puM; scan: -0,5 az 1,5 V vs. Ag/AgCIl; 50 mV.s™; 5 cykl.
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Obr. 15 — Zavislost odezvy potencidalu pro 500 uM DCF v rezimu CV pro pH 6 az 13. Experimentalni
podminky: CV; 0,1 M BRB; ¢(pcr) = 500 pM; scan: -0,5 az 1,5 V vs. Ag/AgCl; 50 mV.s™; 5 cykli.
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6.2. Vyvoj voltametrické metody ke stanoveni Diklofenaku:

Optimalizace klicovych experimentalnich parametri

6.2.1. Méfeni v linearnim médu
Linearni voltametrie (LSV) je vhodnad technika pro studium zakladnich pftistrojovych

parametri pro svou jednoduchost analytické odezvy a jednoduchou modulaci potencialové
rampy [63,64,65].

Studium zavislosti rychlosti zmény potencialu (,,scan*)

Jednim z klicovych parametric LSV je rychlost zmény naristu/poklesu potencialu,
a proto mu byla vénovana nalezita pozornost. A¢koli se zvySujici se rychlosti se zvySovala
i odezva, neni vhodné vysSich hodnot vyuzivat, jelikoZz dochazelo také ke zvySeni odezvy
druhého oxidaéniho piku a snizeni ,,vySky* piku (viz obr. 17). S rostoucim v dochazelo také
k posunu hodnot maxima vySky piku Ep. Jako optimalni rychlost scanu byla tedy vzata
v=40 mV.st

Parametry optimalizace: rozsah 0 az 1,4 V; Esep = 2,5 mV; méfeno pro koncentraci

500 M DCF.
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Obr. 16 — Zavislost I, pro 500 uM na odmocniné rychlosti ndriistu potencialu. Experimentalni
podminky: LSV; 0,1 M PBS; pH= 7; cocr) = 500 pM; scan: 0 az 1,4 V vs. Ag/AgCl; 50 mV.s™?;
Estep: 2,5 mV
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Obr. 17— Zavislost Ep na rychlosti nariistu potencialu pro 500 uM. Experimentalni podminky: LSV;
0,1 M PBS; pH=7; ¢(pcr) = 500 uM; scan: 0 az 1,4 V vs. Ag/AgCl; 50 mV.s™; Esep= 2,5 mV.
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Obr. 18 — Zavislost I, pro 500 uM pii ruznych rychlostech naristu potencidlu. Experimentalni
podminky: LSV; 0,1 M PBS; pH= 7; c(ocr) = 500 uM; scan: 0 az 1,4 V vs. Ag/AgCl; 20 az 100 mV.s™;
Estep: 2,5 mV

Kontrola opakovatelnosti signalu v reZimu LSV byla provedena pii optimalni rychlosti
scanu (40 mV.s™) pro 500 uM DCF. Z relativni smérodatné odchylky (RSD, z angl. Relative

Standard Deviation), ktera byla 1,5 % se potvrdilo, Ze metoda byla vhodné nastavena.

Tabulka 7 - Kontrola opakovatelnosti pro LSV

n Ep/V Ip / uA
1 0,640 6,903
2 0,640 6,936
3 0,637 7,239
4 0,640 6,933
5 0,637 6,862
X 0,639 6,975
) 0,001 0,106
RSD 0,199 1,518
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6.2.2. Méreni v diferen¢né pulznim reZimu
Diferencné pulzni voltametrie (DPV), je technika vyuzivand pro svou zvysenou citlivost
a analytickou odezvu, a to predevsim diky specidlni modulaci vkladaného potencialu, a proto

nemuze chybét ve studii pfi hledani vhodné techniky pro praktické elektroanalytické méteni
[63, 64, 65].

Amplituda

Mezi hlavni z parametrti techniky patfi amplituda, na jejiz velikosti mimo jiné zavisi také
odezva, resp. vyska piku. Ze zéavislosti Ip na amplitudé bylo mozno posoudit ze vyssi odezvy
nastavaly pii amplitudé nad 50 mV, avSak pak rostla i odchylka méteni, proto bylo 50 mV

vzato jako optimalnich.

Parametry optimalizace: v = 50 mV.s}; rozsah 0-1,4 V; Esep = 5 mV, Interval time = 0,1 s;

Modulation time = 0,05 s; méfeno pro koncentraci 50 uM DCF.

Tabulka 8 - DPV: Optimalizace amplitudy

A”/‘pn'r']t\‘/*da VuA UuA VuA VpA VpA x/pA o RSD%
5 0158 0162 0162 0175 0150 0,161 0006 3,779

10 0,376 0,381 0,391 0,366 0,379 0,379 0,006 1,575
15 0,599 0,584 0,584 0,563 0,550 0,576 0,016 2,722
20 0,864 0,865 0,774 0804 0,798 0,821 0,035 4,231
25 0,992 0,974 1,013 0,998 0,930 0,981 0,024 2,408
30 1,126 1,172 1,211 1,061 1,145 1,143 0,040 3,462
35 1,184 1,260 1,278 1,235 1,272 1,246 0,029 2,335
40 1471 1,388 1,385 1,305 1,445 1,399 0,048 3,407
50 1677 1611 1538 1,604 1,592 1,604 0,032 1,972
60 1,609 1536 1,643 1,622 1,575 1,597 0,033 2,076
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Obr. 19 — Optimalizace amplitudy v rezimu DPV pro 50 uM DCF. Experimentalni podminky: DPV;
0,1 M PBS; cocr) = 50 uM; scan: 0 az 1,4 V vs. Ag/AgCI; 50 mV.s™; Egep= 5 mV

Rychlost naristu potencialu

Dalsi diilezity parametr métici techniky ve voltametrickém modu je rychlost nartstu
potencialu. Podle obrazku 20 vidime, ze jasné nejvyssi odezvu a zaroven i nizkou odchylku

méla v =20 mV.st.

Parametry optimalizace: amplituda 50 mV; rozsah 0 az 1,4 V; Esep = 5 mV; Modulation
time = 0,05 s; Interval Time = 0,5 s

Tabulka 9 - DPV: Optimalizace rychlosti nartstu potencialu.
VIMVS LA VWA UpA  UpA  UpA  x/pA o RSD%

10 1,502 1,574 1645 1,618 1,621 1,592 0,043 2,720
20 1,854 1,776 1,834 1925 183 1,845 0,036 1,931
30 1,764 1,755 1,599 1,745 1,800 1,733 0,054 3,091
40 1,827 1,730 1,723 1,644 1,755 1,736 0,044 2,556
50 2086 1673 1631 1629 1,724 1,749 0,135 7,721
60 1676 1615 1619 1511 1583 1,601 0,043 2,680

44



2,0 -

1,9 -

I,/ uA

1,6

1,5 -

1,3 r T r T r T r T r T r T r 1
0 10 20 30 40 50 60 70

v /mV.s-1
Obr. 20 — Optimalizace rychlosti ndristu potencidlu v rezimu DPV pro 50 uM DCF.
Experimentalni podminky: DPV; 0,1 M PBS; c(pcr) = 50 uM; scan: 0 az 1,4 V vs. Ag/AgCl; amplituda
50 mV; Esep= 5 mV.

Kontrola opakovatelnosti DPV byla provedena pii optimalni amplitudé (50 mV) a rychlosti
scanu (20 mV.s™) pro 50 uM DCF. RSD byla 1,35 % a z hodnoty Ize opét usoudit vhodné

nastaveni metody.

Tabulka 10 - Kontrola opakovatelnosti pro DPV

n Ep/V Ip/ pA
1 0,579 0,911
2 0,579 0,922
3 0,579 0,931
4 0,574 0,932
5 0,569 0,963
X 0,576 0,932
o 0,004 0,013
RSD 0,629 1,348
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Kalibraéni rada
Dalsi dulezita véc je zjisténi, jak se bude chovat pracovni elektroda za podminek méfeni
Vv roztocich, obsahujicich rizné koncentrace analytu. Metodou standardniho ptfidavku bylo

toto chovani ovétfeno a na obr. 21 Ize vidét priabéh.

Parametry metody: Standardni ptidavek 10 uL zasobniho roztoku, 0,1 M PBS pH = 7; rozsah
0,2 az 1 V, amplituda 50 mV; v=20 mV.s*

Tabulka 11 - DPV: metoda standardniho pfidavku

c/uM I/ A I/ A I/ pA  x/pPA o RSD %
10 0,426 0,400 0473 0,433 0,027 6,192
20 0,781 0,723 0,810 0,772 0,032 4,189
30 1,198 1,084 1,217 1,166 0,055 4,704
40 1,436 1,465 1542 1,481 0,041 2,735
50 1953 1,845 1,796 1,865 0,059 3,165
60 2,241 2,276 2,017 2,178 0,107 4,922
70 2,241 2,287 2,371 2,300 0,048 2,066
80 2,38 2,650 2,375 2,470 0,120 4,852
90 2,763 2,811 2,721 2,765 0,031 1,108
100 3,141 3,145 2,800 3,029 0,152 5,031
200 4625 4306 4,456 4,462 0,108 2,430

4,0 -
30 -
J <T
<20 - 32
~ =0,0282x+ 0,2925 -
-] R? = 0,983
1,0
e
0,0 T T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
c/uM E/V vs. Ag/AgCl

Obr. 21 — Kalibracni rada v reZimu DPV. Vlevo: kalibra¢ni ki'ivka, prolozena liearni regresi vpravo:
voltamogramy ziskané analyzou roztoki. Experimentalni podminky: DPV; 0,1 M PBS pH=7;
SPocr) = 10 uM; scan: 0,2 az 1 V vs. Ag/AgCI; amplituda 50 mV; v = 20 mV.s™; Egep=5 mV.
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6.2.3. Méreni v rezimu SWV
Druhou prakticky vyuzivanou technikou s modulovanou rampu je Square-Wave Voltametrie
(SWV), jejichz vykonnost tak byla testovana rovnéz [63, 64, 65].

Amplituda
Ze zavislosti Ip na amplitudé a RSD lze fici, ze jako optimalni hodnotu amplitudy lze

povazovat 40 mV.

Parametry optimalizace: v = 50 mV.s?; rozsah 0-1,4 V; Esep = 5 mV; Inter. time = 0,1 s;

f = 10 Hz; méteno pro koncentraci 50 uM DCF.

Tabulka 12 — SWV: Optimalizace amplitudy
Amplituda / mv I/ pA I/ pA I/ A x/ hA o RSD %

5 0,534 0,597 0,555 0,562 0,023 4,178
10 0,866 0,948 0,947 0,920 0,036 3,942
15 1,278 1,165 1,140 1,194 0,056 4,701
20 1,474 1,468 1,527 1,490 0,025 1,645
25 1,784 1,631 1,742 1,719 0,059 3,424
30 1,872 1,959 2,069 1,967 0,068 3,462
35 2,113 2,192 2,053 2,119 0,048 2,286
40 2,178 2,168 2,151 2,166 0,010 0,463
3,0 -
2,6 -
2,2 -
1,8 4
<
3_1,4 A
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Obr. 22 — Optimalizace amplitudy v rezimu SWV pro 50 uM DCF. Experimentalni podminky: SWV;
0,1 M PBS; cocr) = 50 uM; scan: 0 az 1,4 V vs. Ag/AgCI; 50 mV.s™; Egep=5 mV.
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Rychlost naristu potencialu

Druhy hlavni parametr metody je opét rychlost nardstu potencialu. Podle tabulky 9 lze

A4

scanu byly vyssi odezvy, nicméné s hor§imi odchylkami. Jako optimum byla vzata hodnota
mezi 90 a 110, tedy v = 100 mV.s™.

Parametry optimalizace: amplituda 40 mV; rozsah 0 az 1,4 V; Esep = 5 mV; méfeno

pro koncentraci 50 uM DCF.

Tabulka 13 - SWV: Optimalizace rychlosti nariistu potencialu

v/mVst I/ uA I/ uA I/ A x/pA o RSD %
10 1,046 1,013 0,951 1,003 0,035 3,457
20 1,273 1,201 1,378 1,284 0,063 4,881
30 1,571 1,459 1,507 1,512 0,039 2,589
40 1,618 1,816 1,811 1,748 0,087 4,971
50 2,041 1903 2,070 2,005 0,068 3,374
60 2,239 2,245 2,348 2,277 0,047 2,057
70 2,472 2,603 2,514 2,529 0,049 1,928
90 2,857 2,847 2,805 2,837 0,021 0,741
110 3,331 3,334 3,271 3,312 0,027 0,821
130 3,773 3,442 3,703 3,639 0,131 3,612
180 4,105 4,324 4,009 4,146 0,119 2,867
250 4,457 4,608 4,744 4,603 0,097 2,112
300 5,058 5,037 4,906 5,000 0,063 1,255
350 4,990 5,096 5,141 5,076 0,057 1,124
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Obr. 23 — Optimalizace rychlosti ndristu potencidlu v rezimu SWV pro 50 uM DCF.
Experimentalni podminky: SWV; 0,1 M PBS; cppcr) = 50 uM; scan: 0 az 1,4 V vs. Ag/AgCI;
amplituda 40 mV; Esep= 5 mV.

Kontrola opakovatelnosti DPV byla provedena pii zvolené amplitudé (40 mV) a rychlosti
scanu (100 mV.s™) pro 50 uM DCF. Z RSD kter4 je rovna 1,7 % je potvrzeno, Ze metoda byla

vhodné€ nastavena.

Tabulka 14 - SWV: Kontrola opakovatelnosti

n Ep/V Ip/ pA
1 0,5992 1,4175
2 0,5891 1,4876
3 0,5891 1,4608
4 0,5891 1,4279
5 0,5942 1,4239
X 0,5922 1,4435
o 0,0036 0,0245
RSD 0,6124 1,6992
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Kalibraéni rada
Opét jako u DPV tak i pfi této technice bylo ovétovano chovani elektrody a pouzité techniky

ptiruznych koncentracich Diklofenaku. Pribéh Ize vidét na obr. €. 24.

Parametry metody: Standardni pfidavek 10 pL zasobniho roztoku, 0,1 M PBS pH = 7; rozsah
0,2 az 1 V, amplituda 40 mV; v=100 mV.s*

Tabulka 15 - SWV: metoda standardniho ptidavku

c/uM I/ pA I/ A I/ pA  x/pPA o RSD %
10 1,268 1,289 1,286 1,281 0,008 0,659
20 2,340 2,093 2,254 2,229 0,090 4,054
30 3,387 3,222 3,145 3,252 0,090 2,775
40 4,302 4,340 4,777 4,473 0,203 4,533
50 5585 5,339 5,749 5558 0,146 2,627
60 6,616 6,325 6,292 6,411 0,137 2,132
70 7,099 7,722 7,244 7,355 0,245 3,329
80 8,754 7,843 8,352 8,316 0,315 3,793
90 8,998 9,466 8,786 9,083 0,255 2,807
100 9,983 9,126 9,188 9,433 0,367 3,893
150 12,625 12,345 12,815 12,595 0,167 1,323
200 15431 15,533 14,760 15,241 0,321 2,105

10,0
9.0
80

70

< 60 y=0,0946x+ 0,5335
= R?=0,9913
250

40

3,0

2,0

1,0 e

0,0 4 T T T T T )

0 20 40 60 80 100 120 ; :
c/uM E /Vvs. Ag/AgCI

Obr. 24 — Kalibracni Fada v rezimu SWV. Vlevo: kalibraéni ki'ivka, prolozena liearni regresi vpravo:
voltamogramy ziskané analyzou roztoki. Experimentalni podminky: SWV; 0,1 M PBS pH =7;
SPocr) = 10 uM; scan: 0,2 az 1 V vs. Ag/AgCI; amplituda 40 mV; v = 100 mV.s™%; f = 60 Hz;

Este;= 5 mV.
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6.2.4. Porovnani SWV vs. DPV
Rozhodneme-li se porovnat obé¢ tyto techniky pfi stejnych podminkach a pro stejnou relativné
nizkou koncentra¢ni uroven Diklofenaku, vychazi ve vysledku lepsi odezva pro SWV, jak je
vidét na obr. 25. U organickych latek je takova relace pomérné neobvykla — Casto vychazi
Iépe méteni s modulaci DPV — a v ptipadé DFC to miize svéd¢it o rychlém prubéhu prvni

(a hlavni) elektrodové reakce béhem oxidace molekuly.

1,8 -

1,6 ]

1,2 1

o 02 04 06 08 1
E/V vs. Ag/AgCI

Obr. 25 — Porovnani odezvy DPV vs. SWV pro 50 uM DCF. Experimentalni podminky: 0,1 M PBS
pH = 7; cocr = 50 puM; scan: 0,2 az 1 V vs. Ag/AgCl; amplituda 25 mV; v = 50 mV.s™; Egep= 5 mV.

6.2.5. Vliv pridavku tenzidi na odezvu

Tenzidy neboli povrchové aktivni latky (PAL), jsou latky, které ovliviiuji povrchové napéti
roztokd, snizuji ho a mohou také zvySovat rozpustnost latek jinak Spatn€ rozpustnych. Existuji
dvé velké skupiny PAL: ionogenni a neionogenni. lonogenni PAL lze jes§té¢ rozdélit
na kationaktivni — maji ve vodném roztoku kladny ndboj; a anionaktivni — ve vodném roztoku
naboj zaporny [67]. PAL tvofi také s nckterymi organickymi molekulami iontové pary,
a prave tohoto se vyuZziva pii jejich ptipadném odstranovani.

V ptipadé elektrod typu CPE se pfitomnost tenzidu v roztoku projevi jesté jednim,
specifickym zplsobem — lipofilni ¢asti molekul dané PAL silné ptilnou na povrch uhlikové

pasty, ktery je z podstaty hydrofobni (tj. také lipofilni) a nasledné¢ odpuzuji molekuly pojiva
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stejného charakteru. Vysledkem je potom zvlastni typ modifikace, tzv. eroze povrchu CPE
[68], kdy se vice obnazi uhlikové Castice a takto upravena povrchova vrstva vykazuje vyssi
afinitu Kk hydrofilnim latkam a celkové ptiznivéjsi reakéni kinetiku, nez pivodni pasta
(pted stykem s PAL).
V nasem ptipad¢ byla zkousSena ptitomnost vSech tii typy tenzidi a jejich Gcinek na odezvu:

» CTAB - cetyltrimethylamonium-bromid; kationaktivni

» SDS - dodecylsiran sodny; anionaktivni

= NONIDET ™ - 4-nonylfenyl-polyethylenglykol; neionogenni

» PolyDADMAC - Polydiallyldimethylamonium-chlorid; kationaktivni

» DBSK - 4-dodecylbenzensulfonova kyselina; anionaktivni

CH,)45CH
cH,a_%_) 2)15CH3

B

CH,COONa CH,COO N
" JCH15CHs - Napy ‘ \CH
\N+ NH J

NH Br- f.:|'|_J

cl * / \ cl
HaC CH,
cl Cl

Obr. 26 — Reakéni schéma tvorby iontového paru DCF-CTAB.

Zkouseny byly dva postupy meéfeni — pii prvnim byl nejdiive dan k zadkladnimu pufru
ptidavek zasobniho roztoku DCF a poté ptidavek tenzidu, pii druhém se nejdiive pridal
tenzid, jez modifikoval povrch elektrody a az poté piidavek DCF. Druhy zptisob mél lepsi

odezvy, a proto se jiz dale prvni zplisob nevyuzival.

Experimentalni podminky: LSV; v = 40 mV.s?; rozsah 0 az 1,7 V, 0,1 M PBS, Esep = 2,5

mV; méfeno pro koncentraci 50 uM DCF, vysledna koncentrace tenzidu 50 uM.
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Vliv pridavku kationaktivniho tenzidu Cetyltrimethylamonium-bromid (CTAB)

24,5 -
1 -=e-- DCF
----- PUFR
19,5 1 PUFR + CTAB
] DCF + PUFR

0,5
E/V vs. Ag/AgCI
Obr. 27 — Porovnani odezvy pro 50 uM DCF bez a v pritomnosti CTAB. Experimentalni podminky:
LSV; 0,1 M PBS pH= 7; cocp =50 uM; ccras) =50 puM; scan: 0 az 1,7 Vvs. Ag/AgCI,
v =40 mV.sY Egep= 2,5 mV.

Vliv pridavku anionaktivniho tenzidu Dodecylsulfatu sodného (SDS)

1351 "~ DCF
----- PUFR
11,5 1 PUFR + SDS
DCF + SDS
9,5 1
<
:5.7,5 ]
~ ]
5,5 1
354  F e
15 1
'0,5 T T T T T T T T T T
0 0,5 1

E/V vs. Ag/AgCI

Obr. 28 — Porovnani odezvy pro 50 uM DCF bez a v pritomnosti SDS. Experimentalni podminky:
LSV; 0,1 M PBS pH =7; ciocr) = 50 uM; ccras) = 50 uM; scan: 0 az 1,7 V vs. Ag/AgCI,
V=40 mV.s" Egep= 2,5 mV.
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Vliv pridavku neionogenniho tenzidu NONIDET

29 A
24 4 ----- DCF
----- PUFR
19 1 PUFR + NONIDET
< DCF + NONIDET
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-
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e b

0,5
E/V vs. Ag/AgCI
Obr. 29 — Porovndni odezvy pro 50 uM DCF bez a v pritomnosti NONIDET. Experimentalni

podminky: LSV; 0,1 M PBS pH = 7; Cocr) = 50 uM; ccrap) = 50 uM; scan: 0 az 1,7 V vs. Ag/AQCI;
v =40 mV.s¥ Egep= 2,5 mV

Vliv pridavku kationaktivniho tenzidu PolyDADMAC

1371 —---. DCF
1 ----- PUFR
11 1
] PUFR + PolyDADMAC
g ] DCF + PolyDADMAC
37
S~
5
3 1
1]
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0 0,5 15

1
E/V vs. Ag/AgCI

Obr. 30 — Porovnani odezvy pro 50 uM DCF bez a v pritomnosti PolyDADMAC. Experimentalni
podminky: LSV; 0,1 M PBS pH = 7; cocr) = 50 uM; cctas) = 50 uM; scan: 0 az 1,7 V vs. Ag/AgCI;
V=40 mV.s" Egep= 2,5 mV.
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Vliv pridavku anionaktivniho tenzidu Dodecylbenzensulfonové kyseliny (DBSK)

19 -
----- DCF
----- PUFR
14 - PUFR + DBSK
DCF + DBSK
<
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~ 9 A
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_1 T T
0 0,5 1

E/V vs. Ag/AgCI

Obr. 31 — Porovndni odezvy pro 50 uM DCF bez a v pritomnosti DBSK. Experimentalni podminky:
LSV; 0,1 M PBS pH= 7; cpcr =50 uM; ccrag) =50 puM; scan: 0 az 1,7 Vvs. Ag/AgCl;
v =40 mV.sY Egep= 2,5 mV.

Z danych méfeni je zietelné, ze nejveétsi vliv na odezvu mél ptidavek kationaktivniho
CTAB, oproti zdznamu v roztoku, kde byl pfitomen pouze Diklofenak, se zvysila odezva
prakticky tiikrat (Imaxocr) = 7 pA; Imaxpcr+cTaB) = 23 pA). Podobny efekt by mohl vykazovat
i neionogenni Nonidet, ale u néj zaroven se zvySenim prvniho piku doslo k vyraznému
zvyseni 1 piku druhého, coz nebylo zddouci. Ostatni tfi tenzidy nejevily tak vyrazné zvyseni,

tak jejich dal$i vyuziti nebylo vzato v Givahu.
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6.2.6. Zavislost odezvy na pH za pritomnosti CTAB

V poptedi naseho zajmu zistalo dikladné prozkoumani chovani a piisobeni CTAB na odezvy

Diklofenaku. Logicky se tedy musel pfemétit i vliv sloZeni zakladniho elektrolytu, konkrétné

tedy najit a potvrdit optimalni pH k co nejptesnéjsi detekcei.

Meéteni probéhlo v linedrnim médu LSV pro tfi koncentrace Diklofenaku - 500 uM; 50 uM

a 10 puM, vysledna koncentrace tenzidu byla v prvnich dvou piipadech 50 puM, ve tfetim

5 uM.

Experimentalni podminky:

Prvni dvé série méfeni:

LSV - 0,1 M BRB, pH =7; 7,5; 8; 8,5; 9; rozsah 0 az 1,1 V; v =40 mV.s™; Esep = 2,5 mV;

cccocr) = 500 uM resp. 50 uM; cctas)= 50 uM.

Tteti série méfeni:

LSV - 0,1 M BRB, pH =7; 7,5; 8; 8,5; 9; rozsah 0 az 1,1 V; v =100 mV.s™; Esep = 2,5 mV;

Ccocr) = 10 uM; ¢cctag)= 5 uM.

Tabulka 16 - LSV: Vliv pH na odezvu za piitomnosti CTAB pro 500 uM DCF

(BplgB) Ep/V Ip/pA Ep/V /uA Ep/V Ip/pyA x/pA o RSD %
7,0 0,623 15,586 0,623 15,326 0,639 14,596 15,169 0,382 2,520
75 0,599 16,100 0,598 17,960 0,608 17,676 17,245 0,764 4,428
8,0 0,576 20,780 0,564 19,587 0,569 22,377 20,915 0,975 4,661
8,5 0,557 24,208 0,549 20,917 0,554 24,979 23,368 1,634 6,992
9,0 0,532 19,425 0,542 22,038 0,537 18,538 20,000 1,358 6,792

Tabulka 17 - LSV: Vliv pH na odezvu za pfitomnosti CTAB pro 50 uM DCF

(BpISB) Ep/V I/ pA Ep/V 1p/pyA Ep/V Ip/pA  x/PA o RSD %
7,0 0,652 13,144 0,652 13,369 0,652 12,812 13,1083 0,19756 1,507099
75 0,632 15,396 0,632 16,027 0,632 15,865 15,7625 0,24433 1,550093
8,0 0,625 12,587 0,625 12,012 0,625 12,886 12,4951 0,32187 2,575943
8,5 0,613 13,645 0,602 13,002 0,613 13,865 13,504 0,33467 2,478278
9,0 0,601 15,259 0,608 14,279 0,611 15,706 15,0813 0,53489 3,546695
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Tabulka 18 - LSV: Vliv pH na odezvu za pfitomnosti CTAB pro 10 uM DCF

(Bp:B) Eo/V Ip/pA Ep/V Ip/pA Ep/V  I,/uA x/pA o RSD%
70 0642 4282 0642 4,429 0,640 4,389 4,367 0,057 1,296
75 0632 3,688 0625 3501 0,623 4,084 3758 0,217 5,786
80 0,623 2,869 0,618 3,355 0,610 2,906 3,043 0,208 6,822
85 0593 2521 0,615 2,155 0,608 2,173 2,283 0,159 6,945
90 0613 4560 0,605 4,292 0,610 4,235 4362 0,132 3,020

<

a3

~

0,6
E /V vs. Ag/AgCI
Obr. 32 — Provnani pikit Diklofenaku v pritomnosti CTAB pri riiznych pH.
Experimentélni podminky: LSV; 0,1 M BRB pH =7; 7.5; 8; 8.,5; 9; ciocr) = 10 uM; ccTa) = 5 uM
scan: 0 az 1,1 V vs. Ag/AgCI; 100 mV.s™; Esep =2,5 mV.

0,8

Z provedenych méfeni pfi vSech koncentracich byly vzdy znatelné¢ nejmensi hodnoty RSD

v v

pH nejvétsi odezvy a nejlépe tvarované piky (viz obr. 32), coz jen potvrdilo piedchozi

vysledky, Ze neutralni pH bylo moZno povaZovat jako optimalni.
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6.2.7. Vybér ziakladniho elektrolytu / pufru pfi optimalnim pH
Kromé hodnoty pH zakladniho elektrolytu je také nutné zjistit jeho optimalni slozeni
a jeho vliv na odezvu. Bylo tedy proméfeno nékolik médii, vétSinou pufrd, které bylo mozno
ptipravit, aby vykazovaly neutrdlni pH, jmenovité: pufr fosfatovy, Britton-Robinsoniv,

boratovy a smésny pufr HC1 + NaOH.

Podminky optimalizace:
LSV — pH = 7; rozsah 0 az 1,1 V; v = 100 mV.s?; Egep = 2,5 mMV; Ccocr = 10 uM;

CctaB) = 50 pM.

Tabulka 19 - Odezvy pro rizné typy pufru v pfitomnosti CTAB pro 10 uM DCF
pufr Ep/V Ip/uyA Ep/V Ip/pA Ep/V Ip/pA x/pA o RSD %
PBS 0,625 1,785 0,598 1,659 0,593 1,571 1,672 0,076 4,520
BRB 0,631 1,236 0,606 1,168 0,598 1,095 1,166 0,048 4,077
Borat 0,662 0,721 0,647 1,025 0,639 1,039 0,928 0,138 14,889
HCI+NaOH 0,654 0,315 0,688 0,537 0,688 0,623 0,492 0,118 23,955

— - - NaOH+HCI

]
I
]
PBS !
......... A |
. I
)
[
[

0,2 0,4

0,6 0,8
E/V vs. Ag/AgCI
Obr. 33 — Provnani pikii riznych druhii pufiii pii optimdalnim pH . Experimentalni podminky: LSV;
Cocr = 10 pM; cctag) = 500 pM; scan: 0 az 1,1 V vs. Ag/AgCl; v =100 mV.s*; 0,1 M PBS; 0,1 M
BRB; 0,1 M Boratovy pufr; 0,1 M NaOH+HCI.

Nejlépe vyvinuté odezvy s Uspokojivou urovni pozadi byly ziskdny ve fosfatovém pufru,

ktery byl zvolen jako optimalni, uZ jen z divodu mensich naroki na piipravu a chemikalie.
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6.2.8. Optimalizace koncentrace CTAB pro riizné koncentra¢ni irovné
Diklofenaku
Dalsi v fadé bylo nutné zjistit, jakd koncentrace tenzidu se jevi jako optimalni pro rtzné
koncentracni urovné Diklofenaku. Vybrany byly tfi rizné koncentrace zdsobniho roztoku
CTAB (1; 0,1 a 0,01 mM) pro tfi rizné urovné DCF (5; 50 a 500 uM). Méteni prob¢hla

klasicky v linearnim moédu LSV a poté i ve SWV.

Rezim LSV
Podminky optimalizace: LSV; 0,1 M PBS, pH = 7; rozsah 0 az 1,1 V; v = 100 mVs?,
Estep = 2,5 mV

Tabulka 20 - LSV: odezvy rtiznych koncentraci DCF pro 50 uM CTAB

Coce Ep/V Ip/uA Ep/V Ip/pA Ep/V Ib/uA x/uyA o RSD%
(mol/l)

5E-04 0,613 30,920 0,613 22,630 0,613 26,190 26,580 2,893 10,89
5E-05 0,627 17,303 0,627 17,109 0,627 19,593 18,002 1,061 5,89
5E-06 0,662 1,845 0,662 1,968 0,662 1,327 1,713 0,258 15,03

Tabulka 21 - LSV: odezvy riznych koncentraci DCF pro 5 uM CTAB

Cocr Ep/V Ip/PA Ep/V Ih/pA Ep/V Ib/uyA x/pA o RSD%
(mol/l)

5E-04 0,654 11,064 0,654 11,391 0,654 11,192 11,216 0,117 1,04
5E-05 0,635 4,320 0,640 4,245 0,642 4,295 4,287 0,028 0,65
5E-06 0,673 1,790 0,669 1,734 0,675 1,706 1,743 0,031 1,78

Tabulka 22 -LSV: odezvy ruznych koncentraci DCF pro 0,5 uM CTAB

(S‘zf/ﬁ) Ep/V Ip/pA Ep/V lp/pA Ep/V 1b/uA x/pA o RSD%
5E-04 0,674 8,063 0,645 9,170 0,647 9,170 8,801 0,492 5,59
5E-05 0,598 1,586 0,601 1,651 0591 1,615 1,617 0,022 1,39
5E-06 0,606 0,227 0,613 0,175 0,603 0,234 0,212 0,025 11,64
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Rezim SWV
Podminky optimalizace: SWV; 0,1 M PBS, pH = 7; rozsah 0 az 1,4 V; amplituda 40 mV; f =
60 HZ, v =100 mVS-l, Estep =5mV.

Tabulka 23 - SWV: Odezvy riznych koncentraci DCF pro 50 uM CTAB

Cobcr

(mol/l)

5E-04 0,645 66,460 0,635 68,930 0,640 74,006 69,799 2,805 4,02
5E-05 0,665 68,940 0,660 65,080 0,675 69,570 67,863 1,856 2,73
5E-06 0,690 17,850 0,694 21,620 0,694 19,580 19,683 1,291 6,56

Ep/V Ip/uA Ep/V I/ pA Ep/V 1o/ pA x/pA 0 RSD%

Tabulka 24 - SWV: Odezvy riznych koncentraci DCF pro 5 uM CTAB

Cbcr

(mol/l)

5E-04 0,628 38,240 0,623 36,500 0,628 38,650 37,797 0,864 2,29
5E-05 0,628 20,360 0,633 22,503 0,633 20,850 21,238 0,844 3,97
5E-06 0,653 9,753 0,645 10,170 0,653 10,330 10,084 0,221 2,19

Ep/V Ip/uA Ep/V Ip/uA Ep/V Ip/pyA x/yA o0 RSD%

Tabulka 25 - SWV: Odezvy ruznych koncentraci DCF pro 0,5 uM CTAB

Cocr

(mol/l)

5E-04 0,630 24,720 0,624 24,090 0,642 24,100 24,303 0,278 1,14
5E-05 0,588 3,913 0,578 4,910 0,568 5,330 4,718 0,536 11,37
5E-06 0,583 0,711 0,583 0,906 0,587 0,719 0,779 0,085 10,90

Eo/V Ih/PA Ep/V I/pA Ep/V Ip/pyA x/pyA o RSD%

U obou zvolenych metod poskytl nejlepsi vysledky ptidavek 5 uM CTAB (zasobni roztok
0 ¢ = 0,1 mM), konkrétné€ pro vSechny tfi koncentracni urovné hodnoty RSD od 0,6 do 3,9 %,
ostatni koncentrace CTAB — tedy 50 uM a 0,5 uM mély odezvy s vysokymi odchylkami a

znacn¢ promeénné hodnoty vysek piku.
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6.3. Analyza modelovych vzorkii / roztoki

6.3.1. Kalibraéni zavislosti v SWV modu

V optimalizovaném rezimu SWV byla pfed testovacimi méfenimi redlnych vzorki také

potvrzena spravnost vybranych parametri na kalibra¢nich fadach pro tii rizné koncentracni

urovné Diklofenaku.

Kalibra¢ni rada 1. — 0,1 az 1 mM DCF
Parametry méfeni: SWV; 0,1 M PBS, pH = 7; rozsah 0 az 1,4 V; amplituda 40 mV; f= 60
Hz; v =100 mVs?, Esep =5 mV; ccTag) = 5 uM.

Tabulka 26 - SWV: Kalibraéni fada 1.

Cocr

Vbcr

(mM) (mi) Ep/V Ih/pPdA Ep/V Ip/uA Ep/V Ip/pyA x/yA o RSD%
0,1 0,10 0,643 13,560 0,653 14,996 0,638 14,366 14,307 0,498 3,482
0,3 0,30 0,583 20,819 0,613 19,322 0,588 19,612 19,918 0,601 3,017
0,5 0,50 0,587 25,116 0,608 26,077 0,587 24,525 25,239 0,558 2,213
0,7 0,70 0,567 28,826 0,623 30,668 0,559 29,326 29,607 0,708 2,390
1,0 1,00 0,618 40,503 0,613 38,380 0,613 41,380 40,088 1,138 2,840
45
40
35
30
< 25
3
~ y = 28,024x + 11,259
= 20 R*=0,9938
15
10
5
o +—r—r—r—r—"—"—"—rrrrrrrrrrrrr—rrr——m—
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
c/ mM

Obr. 34 — Kalibracni Fada v koncentracnim radu 0,1 az 1 mM. Experimentalni podminky: SWV;
0,1 MPBS pH =7; cocr) = 0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 1 mM; Ccras) = 5 uM; scan: 0 az 1,4 V vs. Ag/AgCI,
amplituda 40 mV; f = 60 Hz; v =100 mV.st: Estep = 5 MV.
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Kalibracni rada II. — 10 az 100 pM DCF
Parametry mefeni: SWV; 0,1 M PBS, pH = 7; rozsah 0 az 1,4 V; amplituda 40 mV; f = 60
HZ; v =100 mVS-l, Estep =5 mV, C(CTAB) =5 H.M

Tabulka 27 - SWV: Kalibraéni fada I1.

Coce  Vbcr
vy (my  E/V /WA E/V LA E/V lh/pA x/pA o RSD%

10 0,01 0,603 6,2453 0,608 5,704 0,593 6,081 6,010 0,204 3,395
30 0,03 0,596 6,9873 0,603 7,425 0,603 7,1685 7,193 0,154 2,142
50 0,05 0,587 8,6556 0,568 9,424 0,589 9,0113 9,030 0,304 3,362
70 0,07 0,578 11,086 0,593 10,42 0,593 10,383 10,631 0,393 3,701
100 0,10 0,563 13,383 0,597 13,56 0,587 14,3569 13,767 0,393 2,858

16:

12

10 -

I,/ pA

y =0,0868x + 4,8145
R?=0,9915

0 ] T T T T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150

c/ uM

Obr. 35 — Kalibracni Fada v koncentracnim radu 10 az 100 uM. Experimentalni podminky: SWV; 0,1
M PBS pH = 7; cocr) = 10; 30; 50; 70; 100 uM; cctag) = 5 uM; scan: 0 az 1,4 V vs. Ag/AgCl,
amplituda 40 mV; f = 60 Hz; v =100 mV.s™; Egep = 5 mV.
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Kalibracni iFada I1I. — 1 az 10 pM DCF

Parametry méfeni: SWV; 0,1 M PBS, pH = 7; rozsah 0 az 1,4 V; amplituda 40 mV; f = 60
HZ; v =100 mVS-l, Estep =5 mV, C(CTAB) =5 H.M

Tabulka 28 — SWV: Kalibrac¢ni tada Il1.

Cocr  Vbcr

I/

0,
(M) (mi) Ep/V uA Eo/V Ip/MA Ep/V Ih/pA x/pA o RSD %
1 0,01 0,613 0,663 0,621 0,595 0,593 0,660 0,639 0,030 4,624
3 0,03 0,618 1,602 0,611 1,684 0,622 1,702 1,663 0,040 2,419
5 0,05 0,598 2,607 0,586 2,789 0,593 2,923 2,773 0,111 3,991
7 0,07 0,593 4,496 0,598 4,485 0,587 4,861 4,614 0,165 3,569
10 0,10 0,583 6,341 0,587 6,202 0,587 6,681 6,408 0,182 2,839
[
6 ]
5 ]
<4 |
1 -
~ ]
] y = 0,6592x - 0,2082
] R?=0,9911
2 ]
1]
0 - . — .
0 5 10 15
c/uM

Obr. 36 — Kalibracni rada v koncentracnim vadu 1 az 10 uM. Experimentalni podminky: SWV;

0,1 MPBS; pH=7; cocr = 1; 3; 5; 7; 10 uM; cctag) = 5 uM; scan: 0 az 1,4 V vs. Ag/AgCI,

amplituda 40 mV; f = 60 Hz; v =100 mV.s™; Esep = 5 mV.
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I/ uA

0,3 0,5 0,7 0,9

E /V vs. Ag/AgCI
Obr. 37 — Voltamogramy kalibracni vady 1 az 10 uM. Experimentalni podminky: SWV; 0,1 M PBS
pH = 7; ciocr = 10; 30; 50; 70; 100 uM; cctas) = 5 uM; scan: 0 az 1,4 V vs. Ag/AgCIl; amplituda
40 mV; f = 60 Hz; v =100 mV.s™; Esep = 5 mV.

Vsechny tii koncentra¢ni trovné se zvolenou SWV modulaci vykazovaly velmi ptijatelné
odchylky — vse pod +/- 5 %. Ale u kalibra¢ni fady I. a II., byl zaznamenan jisty trend,
se zvysujici se odezvou pozadi, aCkoliv pfi proméfeni zakladniho elektrolytu a zékladniho
elektrolytu s tenzidem nebyla zjevna Zadna zvySena odezva, ani zadny posun. Vysvétleni
tohoto jevu neni zcela jednoznacné, ale mohlo se jednat o zalinajici saturaci povrchu
modifikované CPE pii interakci s piili§ vysokymi koncentracemi analytu.

studovanou koncentracni Uroven, ¢imz se zaroven potvrdila znacna citlivost erodovaného
povrchu uhlikové pasty.

Pozn.: Praktickym disledkem u nasledujicich stanoveni Diklofenaku v modelovych vzorcich
pak bylo, Ze analyzované¢ vzorky bylo nutno fedit, aby méfeni neprobihala na Urovni

koncentraci pti kalibracich II a III.
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6.3.2. Mez detekce a mez stanovitelnosti
Dulezity parametr a ukazatel funkcnosti metody je také mez detekce (LOD) a mez
stanovitelnosti (LOQ). Metoda vyvinutd vramci této diplomové prace a vyuzivajici
ke stanoveni DCF piidavek tenzidu méla limit detekce roven 5,3x108 mol. L a mez

stanovitelnosti 1,8x107 mol. L, coz byly hodnoty vice nez uspokojivé.

Tabulka 29 - Mez detekce a stanovitelnosti

cmol. L? lp / WA ————— S

0,1346 =T |
0,1294
1,468.107 0,1144
0,0923 =0 1
0,1377

24E6 = |

X/ uA 0,1217
o 0,0147

1.8E6 [ =

LOD  5,31E-08
LOQ  1,77E-07

16E6

WWE ).6.Current (&)

14E6 -

12E6 - =

1E6 [ e

SET - -

1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1
0.54 0.56 0.58 0.6 0.62 0.64 0.66 0.68 07 0.72 0.74 0.76 0.78
Potential applied (V)

Obr. 38 — Vyhodnoceni piku pro LOD a LOQ (Obrdzek z programu NOVA).

Experimentalni podminky: SWV; 0,1 M PBS pH = 7; ciocr) = 0,1468 uM; Cctag) = 5 uM; scan: 0 az
1,4 V vs. Ag/AgCI; amplituda 40 mV; f = 60 Hz; v =100 mV.s™; Egep = 5 mV.
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6.3.3. Urceni vytéZnosti stanoveni
Pro pét vybranych modelovych koncentraci Diklofenaku byly zjistény nasledujici vytéznosti:
107,4; 94,7; 104,6; 97,0 a 92,0 %, z ¢ehoz prumérnd hodnota Cinila 99,2 %. Jiz z téchto
vysledkl lze tedy fici, ze tu nebyl patrny zadny trend, kdy by vysledky byly zatizeny

systematickou chybou (s vytéznosti ,,vedenou* jednim smérem).

Experimentalni podminky: SWV; 0,1 M PBS pH =7; ¢(ctaB) =5 uM; scan: 0 az 1,4 V vs.
Ag/AgCl; amplituda 40 mV; f = 60 Hz; v =100 mV.s?; Esep=5 mV.

Tabulka 30 - Urceni vytéZnosti stanoveni pro 5 riznych koncentraci Diklofenaku

VZ 1 I / A VZ 2 o/ MA VZ 3 o / A
OP1 2,327 OP1 3,846 OP1 2,940
OoP2 2,233 OoP2 3,940 OoP2 4,630
OP3 2,112 OP3 3,340 OP3 2,896
teoret 2,078 teoret 3,326 teoret 3,326
x/ pgA 2,224 x/ pA 3,709 x/ phA 3,489

csk (mol.LY)  6,980E-04  cek (mol.LY) 1,468E-03  csk (mol.Lt) 1,075E-03

Coxp (MOLLY)  7,499E-04  Cexp(mol.LY) 1,391E-03  Cexp(mol.LY) 1,124E-03

vytéznost % 107,4 vytéznost % 94,7 vytéznost % 104,6
VZ 4 lp / YA VZ5 lp / A
OP1 6,694 OP1 1,880
OP2 6,070 OoP2 2,120
OP3 6,580 OP3 2,565
teoret 6,655 teoret 2,399
x/ hA 6,448 x/ JA 2,188

Csk (Mol.LY)  2,081E-03  csk (Mol.LY) 7,950E-04

Cop (MOLLY)  2,018E-03  Cexp(mol.LY) 7,314E-04

vytéznost % 97,0 vytéznost % 92,0
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6.4. Stanoveni Diklofenaku v realnych vzorcich

6.4.1. Analyza jednotlivych typi vzorku

Experimentalni podminky pro analyzu vSech vzorku stejné:

SWV; 0,1 M PBS pH = 7; cctas) = 5 uM; scan: 0 az 1,4 V vs. Ag/AgCl; amplituda 40 mV;

f=60 Hz; v=100 mV.s; Esep =5 mV.

Tabulka 31 - Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 63BK1

OP1 OP 2 OP 3 I UA / L
X/ M c/mol L
63BK1 | E,/V | I,/ pA | Ep/V | 1,/uA | EQIV | 1,/ pA
0,668 4,640 0,668 3,990 0,668 4,340 4,323 1,38E-03
Tabulka 32 - Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 63BK2
OP1 OP 2 OP3 I UA } LA
X/ c/mol L
63BKZ2 | E_/V | 1,/uA | E,IV | 1,/pA | E,/V | 1,/ pA
0,678 2,680 0,683 2,090 0,678 1,950 2,240 7,47E-05
Tabulka 33 - Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 63BK3
OP1 OP 2 OP 3 I UA L
X/ c/mol L’
63BK3 | E,/V | I,/puA | E/V | 1, /pA | EL/V | 1,/pA
0,683 1,940 0,683 1,916 0,678 1,240 1,699 5,83E-04
Tabulka 34 - Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 223BK1
OP1 OP 2 OP 3 [ UA L
X/ c/mol L
223BK1| E,/V | I,/pA | EpIV | I, /pA | Ex/V | 1,/pA
0,663 3,010 0,668 3,260 0,668 2,750 3,007 9,79E-03
Tabulka 35 - Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 223BK2
OP1 OP 2 OP 3 [ UA L
X/ c/mol L
223BK2| E,/V | I,/pA | EpIV | 1, /pA | Ex/V | 1,/pA
0,663 5,801 0,668 6,670 0,668 4,730 5,734 1,80E-02
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Tabulka 36 - Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 223BK3

OP1 OP 2 OP3 A .
X/ c/mol L’
223BK3| E, /V | 1,/uA | EpIV | I,/pA | EgIV | 1,/pA
0,678 1,740 0,678 2,210 0,668 1,360 1,770 6,05E-03
Tabulka 37 - Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 223BK4
OP1 OoP2 OP3 A )
X/ c/mol L’
223BK4| E /V | 1,/pA | Ep/V | 1, /pA | Ep/V | 1,/pA
0,658 5,631 0,658 4,948 0,658 5,631 5,403 3,41E-02
Tabulka 38 - Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 2903BK 1
OP1 OP 2 OP 3 A .
X/ c/mol L’
2903BKYl E, /V | 1,/uA | Ep/V | 1,/ uA | EpIV | 1,/ pA
0,678 2,108 0,683 1,662 0,678 1,351 1,707 5,86E-04
Tabulka 39 - Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 2603BK 1
OP1 OoP 2 OP 3 A )
X/ c/mol L
2603BK1l E,/V | 1,/uA | Ep/V | 1,/ uA | EpIV | 1,/pA
0,678 3,462 0,678 3,397 0,673 2,907 3,255 1,05E-03
Tabulka 40 - Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 44BK 1
OP1 OP 2 OP 3 A .
X/ c/mol L’
44BK1 | E /V | 1,/ uA | EpIV | 1,/pA | EgIV | 1,/ pA
0,678 1,900 0,678 2,845 0,678 2,472 2,406 7,97E-04
Tabulka 41 - Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 44BK2
OP1 OoP 2 OP3 A .
X/ c/mol L’
44BK2 | E IV | 1, /pA | Ep IV | 1, /pA | Ep/V | 1,/ pA
0,678 2,257 0,673 3,468 0,668 3,209 2,978 9,70E-04
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Tabulka 42 - Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 44BK3

OP1 OP 2 OP 3 I UA L
X/ M c/mol L’
44BK3 | E IV | 1,/ uA | EpIV | 1,/ pA | EgIV | 1,/ pA
0,673 2,881 0,663 2,440 0,673 3,150 2,824 9,23E-04
Tabulka 43 - Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 44BK4
OP1 OP 2 OP 3 I UA L
X/ M c/mol L’
44BKA | E /V | 1, /pA | Ep IV | 1 /pA | Ep IV | 1,/ pA
0,673 1,888 0,678 2,391 0,673 2,794 2,358 7,83E-04
Tabulka 44 - Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 104BK 1
OP1 OP 2 OP3 I UA N
X/ M c/mol L’
104BK1 | E /V | 1,/pA | Ep/V | 1,/uA | EIV | 1,/ pA
0,673 2,498 0,668 2,271 0,678 2,265 2,345 7,79E-04
Tabulka 45 — Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 104BK2
OP1 OoP 2 OP 3 / uA N
X/ | c/mol L’
104BK2 | E,/V | I,/puA | EL/V | 1,/pA | Ep/V | 1,/ pA
0,673 3,243 0,673 2,768 0,668 2,986 2,999 9,76E-04
Tabulka 46 — Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 104BK3
OP1 OP2 OP 3 [ UA } LA
X/ c/molL
104BK3 | E_ /v | 1,/pA | Ep/V | 1,7pA | E,/V | 1,/pA
0,668 1,789 0,663 1,557 0,668 1,687 1,678 5,77E-04
Tabulka 47 — Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 104BK4
OP1 OP2 OP3 [ uA .
X )
1048K4 | E, /v | 1ipa | E,iv [ rpa [ Eyv | | YRR | e/molL
0,653 1,781 0,668 1,835 0,653 2,069 1,895 6,43E-04
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Tabulka 48 — Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 104BK5

OP1 OoP2 OP 3 [ UA L
X/ ¢/ mol L
104BKS | E,/V | I,/puA | EL/V | 1,/pA | Ep/V | 1,/ pA
0,653 2,002 0,668 1,835 0,658 1,963 1,933 6,54E-04
Tabulka 49 — Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 1104BK
OP1 OP2 OP 3 I UA L
X/ M c/mol L
1104BK | E /V | 1,/pA | Ep/V | 1,/pA | EIV | 1,/pA
0,658 2,906 0,648 3,314 0,658 2,986 3,069 9,97E-04
Tabulka 50 — Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 1104BK6
OP1 OP 2 OP 3 [ UA L
X/ M c/mol L’
1104BK6| E, /V | I,/pA | E,/V | 1,/pA | Ep/V | 1,/ pA
0,658 3,966 0,658 4,229 0,648 4,168 4,121 1,32E-03
Tabulka 51 — Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 1204BK 1
OP1 OP 2 OP3 [ UA L
X/ M c/mol L’
1204BK1l E /V | 1, /pA | Ep/V | 1,/pA | Ep/V | 1,/ pA
0,653 2,433 0,668 2,539 0,658 1,810 2,261 7,53E-04
Tabulka 52 — Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 1204BK2
OP1 OP 2 OP3 I UA N
X/ c/mol L’
1204BK2| E IV | I, /pA | Eu/V | 1,/pA | Ep/V | 1,/ pA
0,653 1,399 0,658 1,792 0,655 1,496 1,562 5,42E-04
Tabulka 53 — Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 1204BK3
OP1 OoP2 OP 3 I UA / LA
X/ c/mol L
1204BK3| E_/V | 1,/uA | E/V | 1,/uA | Ep/V | 1,/pA
0,663 0,561 0,648 0,443 0,663 0,556 0,520 2,27E-04
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Tabulka 54 — Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 1204BK4

OP1 OP2 OP3
1204BK41 E /V | 1,/pA | Ep/V | I,/uA | Ep/V | 1,/pA
0,653 | 2487 | 0648 | 2342 | 0658 | 2,268 | 2366 | 7,85E-04

x/PA | c/molL?

Tabulka 55 — Stanoveni Diklofenaku ve vzorku 1204BK5

OP1 OP2 OP3
1204BKS| E /V | I,/pA | Ep/V | 1,/uA | Ep/V | 1,/pA
0633 | 2222 | 0628 | 2,149 | 0633 | 2286 | 2,219 | 7,41E-04

x/pPA | c¢/molL?

6.4.2. Zhodnoceni analyz realnych vzorki

Vsechna méteni vzorkl probéhla v optimalizované metodé SWV s vyuzitim ptidavku 5 pM
CTAB. Vysledné koncentrace odpovidaly ocekavanym, resp. deklarovanym (dle podkladt
od kolegti z UEnviCHI) a podle priibéhu analyz, véetné samotnych méfeni a celkového
charakteru mefenych signali, bylo mozno vyloucit negativni vlivy, které by vedly ke vzniku
systematické odchylky ¢i dokonce chyb jako takovych.

Co se tyce samotnych vzorkt, tak vyssi koncentrace jako napt. u vzorka 1104BK
a 1104BK6 které byly okolo 1,5x10° mol. L? Diklofenaku, svédéily o nepiili§ vhodném
vyuziti granulovaného aktivniho uhli pro samotné odstranovani 1éCiva z vodnych roztokd.
Naopak koncentrace odpovidajici hodnotdam okolo 5x10* mol. L, kde bylo vyuzito biochart
(44BK1 az 44BK4) hovotily ve prospéch dalSiho vyuzivani tohoto progresivniho a zaroven
ekologického materialu.

Nejlepsi  ucinnost odstranéni nakonec poskytlo aktivniho uhli v kombinaci
S pusobenim tenzidu. Pfislusné analyzy se vzorkem 63BK2, ktery obsahoval (blize
nespecifikovany) tenzid a rezidudlni koncentrace Diklofenaku byla stanovena na Grovni max.
desitek mikromolii, konkrétng: 7,5x10° mol. L™, coZ bylo vyrazné méné nez u piedchozich

dvou pfiipadu.
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7. 7.avér

Predlozend diplomova prace piindsi vysledky a pozorovani z Givodni studie -elektro-
chemického chovani Diklofenaku a jeho mozného stanoveni ve vodnych vzorcich
ze zivotniho prostiedi. Toto téma zapadd do problematiky, kterou se jiz nékolik let zabyva
skupina doc. Weidlicha z UEnviCHI na UPa. Jak je pro elektrochemickou skupinu na Fakulté
chemicko-technologické UPa charakteristické, jako pracovni elektroda byla zvolena uhlikova
pastova elektroda (CPE), jejiz naplh tvofila pastovd smés tradicniho sloZeni
(se silikonovym olejem jako pojivem).

JiZ v prvni fazi prace, pifi zakladni elektrochemické charakterizaci studii, se ukazalo,
ze vyrazné lepsi vykonnost méteni zajisti chemickd modifikace ptvodni pasty. K tomuto
ucelu byly vyzkouseny jiz mnohokrat osvédCené tenzidy, aplikované , in situ‘, tzn. jako
piidavek do métené¢ho roztoku (viz [3] a odkazy uvniti). Z testovanych tenzidi se nakonec
ukazal jako nejlep$i ziejmé nejpouzivangjsi zastupce povrchové aktivnich latek typu RsR'N™
znamy pod zkratkou CTAB. Tomuto zjiSténi vSak predchazela samotnd elektrochemicka
studie cilové latky, ktera byla provedena, jak soriginalni CPE, tak s modifikovanou
variantou. Zjistilo se, ze 1é¢ivo Diklofenak je elektrochemicky ,,vdény* analyt, nebot’ je
vysoce elektroaktivni a jeho chovani na CPE je velmi dobfe reprodukovatelné s nadéjnymi
vyhlidkami pro analytické ucely.

Takové konstatovani pak plné potvrdily i1 provedené experimenty, v neposledni fad¢
modelové kalibrace v nékolika koncentracnich rozsazich, kdy bylo ovéfeno, Ze interakce
modifikovaného povrchu CPE s analytem je velmi citlivda a umozni detekovat sledovanou
latku na urovni 1x10° mol. L? (s mezi detekce az 5,3x10® mol. L™?). Naproti tomu bylo také
oveéfeno vcelku typické chovani téchto modifikovanych past — a to, ze neni mozné analyt
méfit pti prili§ vysokych koncentracich (max. do 1x10° mol. L), aby nedoslo k nezadoucimu
zahlceni povrchu. Z toho vyplynulo, ze pfi praktickych zkouskach navrzené metody je dobré
alespoil ptfiblizné znat obsah latky ve vzorku, aby ten se mohl pfipadné natfedit. Tomuto
pozadavku odpovidaly jak modelové roztoky, tak realné vzorky z testovani odstrafiovani
rezidui a metabolithi 1é¢iva s vyuzitim vybranych fyzikalné-chemickych pochodi.

Na samotny zavér lze konstatovat, Ze diskutovand uvodni studie mozného stanoveni
Diklofenaku ve zneciSténych vodach splnila — a v n€kterych aspektech 1 pred¢ila — ocekavani,
coz je slibné z pohledu dalSiho pokracovani vySe zminéné spoluprace na tématu, které se

Vv soucasnosti dotyka vSech, kdo se zajima o aktualni stav Zivotniho prostiedi.
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9. PRILOHY

PRILOHA 1.

iDN ES.C p4 (vyslo dne: 15. dubna 2018; 5:00)

Chemie z 1éki znediSt'uje svétové ieky, jejich mnoZstvi kriticky roste...

Chemické latky z 1é€¢iv znec€ist'uji Fi¢ni systémy po celém svété. Pokud trend pretrva,
mnoZzstvi farmaceutického odpadu unikajiciho do vodstva by se do roku 2050 mohlo
zvySit az o dvé tretiny, tvrdi nizozemsti védci.

Obr.: Uhynula ryba na biehu reky
V cinském Wuhanu. llustracni foto

-, =

Podle védcti zbytky chemikélii z 1é¢iv ve vodnich systémech dosahly kritické Grovné
pro zivotni prostfedi. ,,Vysoké koncentrace lé¢iv potencidlné ohrozuji mnoho
sladkovodnich ekosystému,* uvedl na uterni konferenci Evropské unie pro geovédy ve Vidni
Francesco Bregoli z nizo-zemského Institutu Delft pro vodni vzdélavani. Pokud nebudou
piijata zmirnujici opatieni, vzroste podle védct znecisténi do roku 2050 o 65 %.

Pro svtij vyzkum pouzili béZny protizanétlivy 1ék Diclofenac. ,,Emise Diclofenacu jsou
podobné tisicim jinych 1é¢iv,” vysvétlil Bregoli vybér 1éku. Evropska unie a americka
Agentura pro ochranu Zivotniho prostiedi navic 1ék oznacily za hrozbu pro Zivotni prostiedi.
Jeho veterindrni uziti ptivedlo tfeba indicky poddruh supli na pokraj vyhynuti. Svétova
spotieba Diclofenacu nyni ro¢né piesahne 2400 tun; je to napf. skoro 25x vice nez pred deseti
lety. Nékolik set tun I€ku zlstane v lidském télesném odpadu - Cistirny z n€j vyfiltruji zhruba
7 %, dalSich 20 % absorbuji ekosystémy. Zbytek chemikalii putuje dale do oceant. Ve vice
nez deseti tisicich kilometrech svétovych fek tak koncentrace Diclofenacu ptesahla hranici
stanovenou Evropskou unii, jak uvedla renomované spole¢nost BBC.

Bregoli se svym tymem vyvinul po¢itaovy model, pomoci kterého tym odhadl soucasné
1 budouci zneciSténi chemikaliemi typu 1é¢iv na zakladé miry zalidnéni, odpadnich systému
a prodeje léciv. Vysledky pak védci porovnali s daty nasbiranymi na 1 400 stanicich méticimi
toxicitu Diclofenacu. Vétsina méficich stanic viak byla v Evropé a Severni Americe. Urovné
chemického znecisténi v Latinské Americe, Africe a Asii tak budou podle veédci jeste
mnohem vys§i - nékteré ze zemi upravuji méné nez Ctvrtinu vodniho odpadu a technologie
Casto neumi vyfiltrovat vétSinu chemikalii. Podle Bregoliho problém nedokédze vyftesit
samotnd technologie. ,,Potiebujeme vyrazné snizit spotiebu léki,” domniva se. Védci také
zjistili, Ze Groven fi¢niho zneCiSt€ni prudce zvySilo 1 rozSifeni kanalizacnich systému
Vv urbanizovanych oblastech - velka ¢ast odpadi neni nalezité oSetfovana. ,,Odpadni vody
byly v roce 2000 zdrojem zneci§téni u zhruba poloviny iek na svété,” uvedla Maryna
Strokalova z Univerzity ve Wageningenu. A dodala, ze o deset let pozdé&ji uz byly zdrojem
znecisténi témet vSech svétovych fek. (-liv-)
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