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Anotace

Predmétem této bakalaiska prace je studium voltametrického chovani protizanétlivého 1éCiva
sulfamethoxazolu (SMX) a vyvoj metody jeho stanoveni s vyuzitim borem dopované
diamantové elektrody (BDDE). Teoreticka ¢ast je zamétena jednak na SMX, jeho vlastnosti a
metody stanoveni, a jednak na princip voltametrie a moznosti této metody pfi stanoveni
studovaného 1éCiva. V ramci experimentéalni ¢asti bylo studovano elektrochemické chovani
SMX v zavislosti na pH a rychlosti polarizace. Byla rovnéZ vyvinuta voltametrickd metoda
jeho stanoveni s vyuZitim diferencni pulzni voltametrie ve spojeni s BDDE, ktera byla
uspésné aplikovana pii analyze modelovych roztokli 1 komeréné dostupného farmaceutického

ptipravku.

Klicova slova

Sulfonamidova léciva, sulfamethoxazol, voltametrie, borem dopovana diamantova elektroda

Annotation

The subject of this bachelor thesis is the study of the voltammetric behavior of the anti-
inflammatory drug sulfamethoxazole (SMX) and the development of method for its
determination using boron doped diamond electrode (BDDE). The theoretical part is focused
on the SMX, its properties and methods of determination, and on the principle of voltammetry
and the possibilities of this method in the determination of the studied drug. In the
experimental part, the electrochemical behavior of SMX in dependence on pH and scan rate
was investigated. The voltammetric method for its determination was also developed using
differential pulse voltammetry in conjunction with BDDE. This method was successfully
applied in the analysis of model solutions and commercially available pharmaceutical

preparation.
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Uvod

Sulfonamidy patii mezi antibakteridlni chemoterapeutika. Mechanismus jejich uc¢inku spociva
v inhibici kyseliny listové. Do této skupiny I1é¢iv patii naptiklad sulfamethoxazol,
sulfisoxazol, sulfathiazol nebo sulfasalazin. Pouzivaji se k 1écbé bakteridlnich infekci
predev§im mocovych cest zplsobenych bakteriemi FEscherichia coli. Tato 1éCiva byla
postupné vytlacena antibiotiky, ale v poslednich letech se spole¢nost k sulfonamidim vraci
z diivodu rezistence fady bakterii na antibiotika. Nejrozsifen¢j$Sim Iékem pouzivanym k 1é¢bé
mocovych infekei je kotrimoxazol. Jednd se o kombinaci dvou léCiv sulfamethoxazolu a

trimethoprimu v poméru 5:1.

Stanoveni léCiv predstavuje velmi aktualni problematiku z n¢kolika divodi. Jednak je tfeba
mit k dispozici jednoduché a rychlé metody pro kontrolu kvality 1é¢iv, tedy obsahu u¢innych
latek ve vyradbénych, resp. komeréné dostupnych farmaceutickych ptipraveich. Dale je Casto
tfeba monitorovat hladinu 1é€iv a jejich metabolith v té€lnich tekutinach a jinych biologickych
vzorcich. V neposledni fad€ je tu také otdzka mozného znecisténi Zivotniho prostiedi 1éCivy,
kterd je zejména v poslednich letech hodné diskutovanad v souvislosti s naduzivanim 1¢é¢iv a
jejich nespravnou likvidaci. NejCastéji pouzivanou metodou pro stanoveni téchto latek ve
vSech druzich vzorki je metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie v kombinaci
s riznymi detek¢énimi systémy. Tato metoda je ale financné, instrumentalné i ¢asové velmi
naro¢na. Jako velmi vhodna alternativa se nabizi voltametrie, jejiz hlavni vyhody spocivaji
v jednoduchosti, rychlosti, nizké pofizovaci cené¢ a vysoké citlivosti. Dulezita je rovnéz
moznost miniaturizace a pouziti v pfenosnych analyzatorech. Voltametrie se postupem casu
vyvinula z polarografie, kterou v roce 1922 objevil Cesky védec Jaroslav Heyrovsky. Za tento

objev ziskal Nobelovu cenu za chemii v roce 1959.

Predmétem této bakalatské prace je studium voltametrického chovani sulfonamidového lé¢iva
sulfamethoxazolu. Cilem byl vyvoj voltametrické metody jeho stanoveni vyuzitelné pfti
analyze praktickych vzorkli komeréné dostupnych farmaceutickych ptipravkd. Vzhledem
ktomu, Ze se v lécich obvykle vyskytuje ve smési s trimethoprimem, pozornost byla

vénovana 1 této latce.

13



1. Teoreticka cast

1.1. Sulfamethoxazol

Sulfamethoxazol je sulfonamidové bakteriostatické Ié¢ivo, které blokuje pfeménu kyseliny p-
aminobenzoové, ktera je pro bakterie nepostradatelna k syntéze kyseliny listové. Pouziva se
k 1é¢bé mocovych cest. Je vhodny pii 1€cbé pacientii s bakteridlni infekei zptisobenou napf.
bakteriemi Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus, Haemophilus influenza a
oralnich anaerobtl. Sulfamethoxazol ma tedy fadu vyuziti, a to i jako alternativa amoxicilinu

k 1é¢be sinusitidy (zanétlivé onemocnéni vedlejSich dutin dychacich cest) [1].

1.1.1. Sulfonamidova léc¢iva

Sulfonamidova 1é¢iva jsou odvozena od sulfanilamidu (sulfonamidu), jehoZ strukturni vzorec
je uvedeny na obrazku 1 [2]. Sulfanilamid patii mezi viibec prvni sulfonamidy a byl vyvinut
vroce 1906. Sulfonamidy se fadi do skupiny syntetickych l1éCivych piipravkli a Casto jsou
nazyvany jako sulfa Iéky. Pod terminem sulfonamid se vétSin€ vybavi oznaceni antibiotikum,
ale do této skupiny se fadi i nékolik neantibiotik (napf.: dapson, sumatriptan atd.), které se

pouzivaji napt. k 1écbé cukrovky nebo pro ulevu od bolesti [3].

HoN s~

Obrazek 1 Strukturni vzorec sulfanilamidu (sulfonamidu)

Mechanismus u¢inku sulfonamidovych 1é¢iv spocivd v inhibici metabolismu bakteridlni
buiiky. Sulfonamidy jsou svoji strukturou velice podobné kyseliné p-aminobenzoové
(PABA), se kterou soutéZi o enzym dihydropteroatsyntetasu. Sulfonamidy zabranuji syntéze
bakteridlniho ristového faktoru kyseliny listové a tim dochazi ke vzniku nefunkénich analog
kyseliny listové [1]. Kyselina listova v bakteriich je velmi dilezitd pro tvorbu nukleovych
kyselin 1 DNA a RNA. Na rozdil od lidi si ji bakterie musi syntetizovat [4]. Pfebytek PABA

miZze zpusobit vytésnéni sulfonamidu a bakteriostaticky uc¢inek se naru$i. Sulfonamidy se
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vyuzivaji pouze na bakterie, které si svou kyselinu listovou syntetizuji, pro ostatni jsou
neucinné [1].

Mezi Casté nezadouci ucinky sulfonamidil patii gastrointestindlni potize (priijem, nevolnost,
zvraceni), zavrat, kandidoza (pfemnozeni kvasinky Candida), tinava, bolest hlavy, vyrazka,
svédici pokozka a nedostatek folatt [3]. Uzivani sulfonamida je zakdzano t¢hotnym a kojicim
zenam. Podavaji se perordln¢ s relativné vysokou biologickou dostupnosti okolo 70 %.

Vylucuji se ledvinami [1].

Sulfonamidy Ize IéCit fadu stavl, vedle jiz zminéné bakteridlni infekce mocovych cest, jde
také o diabetes, dnu, zadrzovani tekutin, revmatoidni artritidu, vysoky krevni tlak, ulcerozni
kolitidu, bolest a zanét [3]. Lécba sulfonamidy je cilend na mikroorganismy, mezi které patii
streptokoky, hemofily, chlamydie, Toxoplasma gondii, Actinomycetes spp., Nocardia spp. a
Neisseria meningitidis [1]. Z pavodné¢ velmi rozsahlé skupiny sulfonamidi, kterda se
v prubéhu let zuzovala, se v dneSni dobé vyuzivd jen par léCiv. Mezi nejpouzivané;si
antibiotickd léCiva patii napt. sulfisoxazol, sulfathiazol, sulfasalazin a sulfamethoxazol [1].
Nejcastéji se pouziva kombinace trimethoprimu se sulfamethoxazolem, kterd se nazyva co-

trimoxazol.

1.1.2. Sulfamethoxazol

Sulfamethoxazol (SMX) patii do skupiny sulfonamidovych 1éCiv a jeho strukturni vzorec je
uveden na obrazku 2. Nejvice je vyuzivan pii 1écbé onemocnéni zpusobenych bakteriemi,
piredevsim infekci mocového méchyte. Dalsi jeho vyuziti je pii malarii, otitis media (akutni

zéanét sttedniho ucha), trachomu a toxoplazmodze [4].

%—NH
HE‘N ‘O CHg

Obrazek 2 Strukturni vzorec sulfamethoxazolu [2]

Poprvé byl SMX patentovan v roce 1959 Japonci [5]. Vyroba zacala v roce 1961 pod ndzvem

Gantanol® spole¢nosti Roche sidlici v USA. V sou¢asné dobé je zndm pod obchodnimi nazvy
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Bactrim™ a Septra®. Vychozimi surovinami pro vyrobu SMX jsou hydroxid sodny,
acetylsulfanylchlorid a ethyl-5-methylisoxazol-3-karbamat [6]. SMX je bily az zlutobily
prasek bez zapachu, hotké chuti, ktery je stabilni na vzduchu. Zahiatim se z néj uvoliuji
toxické vypary sulfoxidl a nitridd. Stru¢ny ptehled zékladnich informaci o SMX je shrnut
v tabulce I [7].

Tabulka I Zakladni viastnosti SMX [7]

IUPAC nazev 4-amino-N-(5-methyl-1,2-o0xazol-3-yl)benzensulfonamid
Sumarni vzorec CioH11N30sS
CAS 723-46-6
Molekulova hmotnost 253,28 g/mol
Bod téani 167 °C
Disociac¢ni konstanty pKal - 1,6
pKa2 - 5,7

SMX se nejcastéji pouziva v kombinaci s trimethoprimem (TMP) v poméru 5:1. Tato smés se
nazyva kortimoxazol nebo co-trimoxazol (TMP-SMX) [1]. TMP-SMX ptisobi na fadu
patogenti jako je Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis,
Escherichia coli, Morganella morganii a druhy Enterobacter [8]. U¢inek této kombinace
1éciv spociva v synergetické inhibici dvou po sob¢ jdoucich stupnii syntézy kyseliny listové,
pusobi na fadu grampozitivnich a gramnegativnich mikrobt a také snizuje vznik rezistentnich
kmenti [1]. SMX ma dualezitou roli v inhibici dihydropteroatu syntetazy a kyseliny p-
aminobenzoové, u které blokuje v¢lenéni do kyseliny dihydrofolové (derivat kyseliny listoveé).
TMP pro zménu vaze dihydrofolatreduktdzu a zabranuje preméné kyseliny dihydrofolové na

kyselinu tetrahydrofolovou [8].

Farmakokinetika SMX spociva v Gplném vstifebani a dosazeni maximalni koncentrace v krvi
do dvou hodin od peroralniho podani. VazZe se na plazmatické bilkoviny asi z 65 %. Vylucuje
se moci, glomerularni filtraci i tubularni sekreci do 48 hodin. Pfi normalni funkci ledvin je
biologicky polocas eliminace 10-15 hodin, pfi chronickém onemocnéni ledvin i 50 hodin [1].
TMP dosahuje maximalni koncentrace v krvi po peroralnim podani béhem 1-4 hodin a témét
uplné se vstfebava. Na plazmatické bilkoviny se vaze ze 40-70 %, dobie pronikd do tkéni

ledvin, plic a tekutin. TMP se z 20 % metabolizuje primarné v jatrech, vyluCuje se moci a
16



stolici (4 %). Biologicky polocas pii normalni funkci ledvin ¢ini 8-15 hodin, pfi chronickém
onemocnéni ledvin 24 hodin [1]. Hodnoty farmakokinetickych udaji jsou uvedeny v tabulce
IL.TMP-SMX snadno prochdzi placentarni bariérou do mléka kojicich matek. Hemodialyza

odstrani vyznamné mnozstvi TMP-SMX [1].

Tabulka IlI Farmakokineticke viastnosti TMP-SMX [1]

Vazba na Distribuéni Frakce vyloucena Biologicky
bilkoviny (%) objem V4 [I/kg]  do moci[%/24 h]  polocas t12 [h]
trimethoprim 45 1,2 20-40 11,0
sulfamethoxazol 68 0,21 14 10,1

TMP-SMX inhibuje enzym CYP2C9 cytochromu P450, ¢imz zvySuje hladiny nékterych 1k,
které jsou timto enzymem inhibovany. Mezi zavazné patii interakce TMP-SMX s fenytoinem
kromé¢ zvySené hladiny 1 toxicita (ataxie, ztrata rovnovahy) po zahajeni 1écby TMP-SMX. U
pacientll uzivajici warfarin se kromé zvysSené hladiny projevi 1 krvacivé piihody [9]. Mezi
nezadouci ucinky patii gastrointestinalni obtize (nauzea, zvraceni), zavraté, bolesti hlavy,
kozni alergické reakce a zmény krevniho obrazu [1]. Mezi vazné nezadouci UCinky patii
Stevens-Johnsoniv syndrom (imunopatologickd reakce v kuzi, pfi niz dochazi k edému,
nekroze epidermis a zanétlivé infiltraci cév) nebo krevni dyskrazie, zejm. Gtlum kostni diené
(stavy, pti nichz jsou kmenové krvetvorné buiky poskozeny a prestavaji dostatecné plnit svoji

funkci) [9-11].

Kombinace TMP-SMX se doporucuje pouzivat pii 1é¢bé Pneumocystis Jiroveci pneumonie,

toxoplazmdzy, chronické bronchitidy a infekcich mocovych cest [9].

1.1.3. Moznosti stanoveni sulfamethoxazolu

V odborné literatuie lze najit rtizné metody pro stanoveni SMX. Casto je zmifiovano
spektrofotometrické stanoveni [12]. Tomu obvykle piedchazi extrakce analytu [13] nebo
komplexace napt. s kyselinou chloranilovou [14] nebo beta-cyklodextrinem [15]. V praci [16]
je popsan postup spektrofotometrického stanoveni sulfonamidovych 1é¢iv po reakei s 7,7,8,8-

tetrakyanochinondimetanem, 2,3-dichloro-5,6-dikyano-1,4-benzochinone, a 2,5-dichloro-3,6-
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dihydroxy-1,4-benzochinonem, kdy vznikaji barevné produkty absorbujici zateni ve viditelné
oblasti. Spektrofotometrie v ultrafialové (UV) a viditelné (VIS) oblasti byla aplikovana jak
pro stanoveni SMX ve farmaceutickych ptipravcich [13, 14, 17] tak v odpadnich vodach [18]
a lze ji rovnéz vyuzit pro simultdnni stanoveni SMX a TMP [14, 17, 18]. Dalsi moznosti je
vyuziti infracervené (FTIR) spektroskopie [19, 20] nebo fluorescencni spektroskopie, napt. po
fotochemické indukcei fluorescence UV zatenim [21]. V praci [22] je popsano stanoveni SMX

pomoci Ramanovy spektroskopie.

Rada odbornych ¢lankd se vénuje rovnéz stanoveni SMX, resp. sulfonamidi, s vyuzitim
chromatografickych metod. Nejcastéji se pouziva vysokoucinna kapalinova chromatografie ve
spojeni s riznymi detektory, napt. s detektorem s diodovym polem (DAD) [23, 24], UV [25-
27] nebo fluorescencnim detektorem [28, 29] a hmotnostnim (MS) [30] detektorem. Tyto
metody umoziuji stanoveni SMX a TMP vedle sebe [24, 27, 31] nebo i1 simultanni stanoveni
fady sulfonamidovych léc¢iv [25, 26, 29, 30]. Byly aplikovany pii analyze I€ka [27],
potravinovych [24, 28-30, 32] 1 biologickych [31] vzorkd. Nevyhodou téchto metod je
matrice s vyuzitim extrakénich technik [26, 31]. Casto pouZivanou metodou upravy vzorku je
derivatizace [26, 29], tedy prevedeni analytu chemickou reakci na produkt, jenz miize byt
nasledn¢ stanoven. Ptikladem pro stanoveni SMX a sulfonamidi obecné miize byt vyuziti

diazotace a kopulace, a tedy vznik azobarviv [31].

Z dalSich analytickych metod byly pro stanoveni SMX vyuzity 1 kapildrni zénova

elektroforéza [33] a potenciometrie [34], ale v mnohem mensi mite.

Uvedené metody piedstavuji citlivy a selektivni nastroje pro stanoveni SMX, ovSem obvykle
vyzaduji naro¢nou a drahou instrumentaci, komplikovanou upravu vzorku pfed analyzou a
mohou tedy byt ¢asové naro¢né. Vhodnou alternativou mohou byt voltametrické metody, jez
jsou citlivé, jednoduché, rychlé a obvykle i méné ndro¢né na vybaveni i1 pfipravu vzorku.

Teorii voltametrie a jejimu vyuZiti pro stanoveni SMX jsou vénovany nasledujici kapitoly.
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1.2. Voltametrie

V roce 1922 publikoval Jaroslav Heyrovsky objev vyuziti elektrolyzy s rtutovou elektrodou
[35]. V té dobé jeste nikdo netusil o jak vyznamnou kapitolu v moderni analytické chemii se
bude jednat. O dva roky pozdé¢ji sestrojil se svym zakem M. Shikatou pfistroj zvany
polarograf (obrazek 3). Jedna se o pfistroj, ktery pfi elektrolyze roztoku vzorku zaznamenava
ktivky proudu v zavislosti na napéti. Tento vynalez zkratil postupy méfeni z nékolika hodin
na minuty [36]. Profesor Heyrovsky ziskal v roce 1959 za metodu polarografické analyzy

Nobelovu cenu za chemii.

Obrazek 3 Model polarografu (1924) [36]

V tomto obdobi se polarografie stala velmi oblibenou metodou v instrumentalni analytické
chemii. Ve 40. a 50. letech 20. stoleti se polarografie Siroce pouzivala ke stanoveni
anorganickych i organickych latek. Upadek klasické polarografie nastal v Sedesatych letech,
nebot’ vznikaly nové spektrometrické a chromatografické metody, které byly citlivéjsi a
selektivnéjSi vzhledem k vzristajicim poZzadavkiim v praxi. Sedmdesata a osmdesatd léta
pfinesla renesanci v polarografické analyze. Vzniklo mnoho praci, které vyuzivaly
polarografické a voltametrické metody. Klasicka rtutova kapajici elektroda byla nahrazena
statickou ¢i visici rtutovou kapkovou elektrodou, a i klasicka polarografie byla nahrazena
moderngj$imi variantami voltametrickych metod. Jednalo se o normalni a diferen¢né pulzni
voltametrii nebo anodickou, resp. adsorpéni rozpoustéci voltametrii s vyuzitim ve stopové

analyze [37].
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1.2.1. Uvod do polarografie, voltametrie

Voltametricka, resp. polarografickd méfeni zahrnuji aplikaci potencidlu (E£) na elektrodu a
nasledné monitorovani proudu (/) protékajiciho elektrochemickym ¢lankem. Vkladany
potencial se méni v zavislosti na ¢ase [38]. Metoda, kterd pouziva kapajici rtutovou elektrodu
(DME) jako indikac¢ni v elektrochemickém provedeni ¢lanku se nazyvé polarografie [39].
Nazev je odvozen od polarizované elektrody tzn. Ze ji neprochazi zadny proud. Voltametrické
metody se vyvinuly z polarografie a pracuji se stacionarnimi indika¢nimi elektrodami, které
mohou byt jak rtutové (napf. visici rtutovd kapkova elektroda nebo rtutové filmoveé

elektrody), tak z pevnych materiali (napt. kovové nebo uhlikové) [38].

Celkovy proud pii polarografickych, resp. voltametrickych metodach je urcen i dal§imi

proudy, které se nazyvaji podle pti€iny jejich vzniku. Patii sem:

- difuzni (faradicky) proud — je limitovan rychlosti diftize elektroaktivnich ¢astic. Proud
je pfimo umérny koncentraci elektroaktivni latky, zavisi na teploté a neni zavisly na

koncentraci zakladniho elektrolytu [40];

- nabijeci (kapacitni) proud — odpovida nabijeni elektrické dvojvrstvy na rozhrani
elektrody a roztoku a zavisi na slozeni a koncentraci zédkladniho elektrolytu. V ptipadé
kapajici rtutové elektrody je pifimo umérny vysce rtutového zasobniku. Velikost
tohoto proudu fadové odpovidd koncentraci analytu v roztoku 10 mol/l a je
srovnatelny s faradickym proudem. Neptiznivy vliv tohoto proudu lze snizit pouzitim
elektronicky fizené SMDE, technikou vzorkovani proudu nebo nestaciondrni pulzni

technikou (napt. DPP nebo DPV) [40];

- kineticky proud — vytvari se v blizkosti elektrody béhem chemické reakce. Limitni
proud v kinetickych proudech je urcen rychlosti chemické reakce. Pro hodnoceni
kinetickych u¢inkil je vhodna metoda cyklické voltametrie [39]. Kineticky proud je
zavisly na pH zakladniho elektrolytu a ¢asto také na teploté [40];

- katalyticky proud — vzniké, pokud je v roztoku depolarizatoru pfitomny katalyzator
[40]. Proud zavisi na koncentraci katalyzatoru, teploté, sloZeni roztoku, iontové sile a

rychlostni konstanté [39, 40];

- adsorpcni proud — vznika, pokud je analyt absorbovan na pracovni elektrodé

v ptvodni formé nebo po elektrochemické ¢i chemické konverzi [39, 40].

Okamzity proud lze vypocitat z llkovicovy rovnice (1) pro kapajici rtutovou elektrodu:
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1=0,732-n-F D" -m* "¢ (1)

kdy 7 je diftizni proud, # je pocet vyménénych elektronti, F' je Faradayova konstanta, D je
diftzni koeficient, m je hmotnost Hg kapky, ¢ je doba kapky a ¢ je koncentrace latky.

Pro stfedni proud odvodil Ilkovi¢ rovnici (2) ve tvaru [40]:

1=0,627 -n-F- D" -m* - ¢ (2)

1.2.1.1 Usporadani elektrochemického ¢lanku

Zakladni prvky tvofici moderni elektroanalyticky systém jsou potenciostat, pocita¢ a
elektrochemicky c¢lanek [38]. Dfivejsi metody vyuzivaly pouze dvé elektrody, pracovni a
referentni (srovnavaci) elektrodu. Dvouelektrodové uspotadani obsahuje pracovni elektrodu
ponofenou do analyzovaného roztoku a referentni elektrodu spojenou s analyzovanym
roztokem pomoci solného mistku. Schéma zapojeni je uvedeno na obrazku 4A. Tato varianta
je vhodna pro mikroelektrody s nizkym odporem. Nevyhoda tohoto uspotadani je v tom, ze
neni presné zndm potencidl pracovni elektrody, protoze se pii prichodu proudu ¢ast vlozného

napéti ztrati na odporu roztoku, ktery je analyzovan [40].
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Obrazek 4 Usporadani elektrochemického clanku pro dvouelektrodove (4) a tiielektrodové (B)
zapojeni obvodu, realizace zapojeni trielektrodového clanku (C), a — pomocna elektroda, r —

referentni elektroda, w — pracovni elektroda [40]
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Mezi pomocnou a pracovni elektrodou prochédzi proud. Mezi pracovni a referentni elektrodou
se méti skutecny potencial pracovni elektrody v bezproudém stavu. Jako zdroj napéti se
vyuziva potenciostat, ktery udrzuje potencidl pracovni elektrody na pozadované hodnoté.

Pocitac s vhodnym softwarem tidi méteni proudu a ¢asovy pribeh potencialu [40].

Pracovni polarizovatelna elektroda miize byt z pevného materidlu (zlato, stfibro, platina,
uhlik) nebo rtuti. Pomocnou elektrodu nejCastéji tvoii platinovy dratek [41]. Pomocné
elektrody maji podstatn€ vétsi povrch ve srovndni s pracovnimi elektrodami a jsou
nepolarizovatelné. Obvykle byva pomocna elektroda od analyzovaného roztoku oddélena
sklenénou fritou, aby nedoslo ke kontaminaci roztoku pfipadnymi produkty reakci, které na ni
probihaji. Jako referentni elektroda se pouziva nejcastéji argentchloridova nebo kalomelova
elektroda, které patfi mezi elektrody II. druhu. Referentni elektroda je rovnéz

nepolarizovatelna, ma konstantni potencial [42].

1.2.1.2 Polarizaéni kfivka

Polariza¢ni kiivka je vystupem polarografickych, resp. voltametrickych méfeni a predstavuje
zavislost proudu, ktery protéka pracovni elektrodou na jejim potencidlu [42]. Schéma

polariza¢ni kiivky ziskané v roztoku zakladniho elektrolytu je uvedeno na obrazku 5.
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o ; Depolarizace

o napf. 2H+2e ->H,
g _ vyuZitelny potencialovy rozsah

o potencial, -E
©  /Depolarizace

2 [ napt. HO ->1/20,+2H*+2e

'8 :

c

v

Obrazek 5 Polarizacni kiivka zaznamenana v zakladnim elektrolytu [42]

Pfi volbé zdkladniho elektrolytu je tfeba dbat na to, aby obsahoval pouze latky, které se
oxiduji nebo redukuji na pracovni elektrodé pii vysokych hodnotach potencialt. Elektroda je
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tak polarizovand v Siroké oblasti potencidli a protéka ji maly nabijeci proud. Pro
voltametrickou analyzu je vyuZzitelny rozsah potenciadlii, vramci n¢hoz je elektroda
v zakladnim elektrolytu zpolarizovana. Toto tzv. pracovni okno elektrody zavisi na materidlu

pracovni elektrody, zakladnim elektrolytu a pouzitém rozpoustédle [42].

Pokud se na pracovni elektrodé oxiduje analyt, je elektroda anodou. Pfi redukei analytu na
pracovni elektrodé je tato katodou. Elektrochemické reakce, které probihaji pii prichodu
proudu na pomocné elektrod¢, se nesleduji. Byva to oxidace vody nebo redukce vodikového
iontu. Proud spojeny s elektrochemickou pfeménou analytu se nazyva faradicky proud. Pokud
faradicky proud odpovidd redukci analytu, m4 zaporné znaménko a jedna se o katodicky
proud. Naopak anodicky proud odpovidd oxidaci na pracovni elektrodé a ma kladné
znaménko. Velikost proudové odezvy je pfimo imeérnd koncentraci analytu v analyzovaném

vzorku [41].

1.2.2. Voltametrické metody

V minulosti byla postupné vyvinuta fada voltametrickych metod, které se li§i zejména
prubéhem potencialu v zavislosti na Case, ktery se vklada na pracovni elektrodu. Nasledujici
kapitoly budou vénovany zejména metodam, které¢ byly v ramci experimentalni ¢asti vyuzity

v této praci.

1.2.2.1 Stejnosmérna voltametrie

Stejnosmérnd voltametrie (direct current voltammery, DCV) zaznamenava proud, ktery
protéka Clankem obsahujicim analyt a elektrolyt, pfiCemz potencial pracovni elektrody se
linearné meéni s Casem, roste nebo klesa [39, 42]. Tvar ziskané polarografické, resp.
voltametrické kiivky je uveden na obradzku 6A a B. Oscilace na kiivce na obrazku A jsou
zpusobeny rostouci velikosti kapky v prubéhu analyzy pii pouziti DME jako pracovni
elektrody. Voltametrickou kiivku charakterizuji veli¢iny difuzni proud (lg) a pilvinovy
potencial E1,. Pllvlnovy potencial je kvalitativnim udajem a difuzni proud kvantitativnim. Pti
stanoveni n€kolika analytli souc¢asné se musi ptlvlnové potencialy liSit o 100 mV, aby bylo
mozné latky od sebe odlisit. Metodou DCV lze analyzovat anorganické a organické analyty

s mezemi stanovitelnosti kolem 10~> mol/l [39].
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Obrazek 6 DCV polarograficka (A) a voltametricka (B) kiivka [39]

1.2.2.2 Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie (cyclic voltammetry, CV) je metoda, pii které se na elektrodu vklada
napéti trojuhelnikového prabehu. Nejprve linedrné roste (klesa) a poté se pribéh obrati a
napéti opét klesa (roste) k pocatecni hodnoté€. Sleduje se tedy nejprve redukce latky a po
obraceni potencidlu ptipadna oxidace at’” uz analytu nebo jeho redukc¢nich produktti, nebo
naopak nejprve oxidace a pti zpétném skenu redukce. Prabeh potencidlu pii CV je zndzornén
na obrazku 7 spolu s piikladem vysledného cyklického voltamogramu. CV se pouziva pro
studium redoxnich dé&jii, reversibility systémli nebo posouzeni stability produktti redoxnich

reakci. Velmi malo se pouziva pro kvantitativni stanoveni latek [38].

(®)

Potential, V

Time

I
o
]

Potential, V Pox

Obrdzek 7 Priibeh potencialu pri CV (4) a vysledny cyklicky voltamogram (B) [39]
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1.2.2.3 Diferenc¢ni pulzni voltametrie

Diferencni pulzni voltametrie (differential pulse voltammetry, DPV) je technika, pti které se
na elektrodu vklada linearné rostouci nebo klesajici potencial, ktery se pieklada konstantnimi
napétovymi pulzy. Priabéh vkladaného potencidlu je znazornén na obrazku 8A. Proud se méii
tésné pied aplikaci a na konci pulzu a rozdil téchto hodnot se vynasi v zavislosti na potencialu
[38]. Kiivka ma tvar piku (obrazek 8B) a jeho vyska je zavisla na koncentraci analytu. Tato
metoda je vhodnd pro stanoveni niz$i koncentrace latek odpovidajici 10~® mol/l. Metoda je
vhodna pro stanoveni latek, které maji podobny ptlvlnovy potencial. Rozdil Ei» dvou latek

stanovovanych vedle sebe musi byt vétsi nez 50 mV [42].
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Obrazek 8 Pritbeh potencidalu (A) a vysledna proudova odezva (B) pri DPV [40]

1.2.2.4 Rozpoustéci metody

Rozpoustéci voltametrie (stripping voltammetry, SV) zahrnuje tfi metody, konkrétné
anodickou rozpoustéci voltametrii (anodic stripping voltammetry, ASV), katodickou
rozpoustéci voltametrii (cathodic stripping voltammetry, CSV) a adsorpéni rozpoustéci
voltametrii (adsorptive stripping voltammetry, AdSV). ASV patifi mezi nejrozsirené;si
voltametrické metody v praxi [41]. VSechny tyto metody maji spole¢né dva kroky. V prvnim
kroku se latka pfi konstantni hodnoté vkladaného potencidlu ze vzorku koncentruje na nebo

do pracovni elektrody. V pribéhu druhého kroku se méti proudova odezva analytu pii jeho
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rozpousténi zpét do roztoku [38]. SV se pouziva napft. pro stanoveni stopovych koncentraci
tézkych kovi na rtutové elektrod¢, kde se vyuziva tvorby amalgamu [42]. Pribéh potencialu
v zavislosti na Case a vysledny voltamogram pfii stanoveni kadmia a olova ve vzorku metodou
ASV jsou uvedeny na obrazku 9. CSV se pouziva ke stanoveni latek, které tvoii nerozpustné
soli s Hg**. AdSV je zaloZena na adsorpci analytu na povrchu elektrody a vyuzivéa se zejména

pti analyze organickych latek [38, 41].
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Obrazek 9 Pribeh potencidalu (A) a vyslednd proudova odezva (B) pri stanoveni kadmia a olova

metodou ASV [40]

1.2.3. Pracovni elektrody ve voltametrii

Pracovni elektroda je elektroda s malym pracovnim povrchem pouzivand k monitorovani
reakce analytu. Mald aktivni plocha zajistuje, ze se na povrchu elektrody vytvoii vysoka
hustota proudu. Pracovni elektrody se vyrabi zrozsdhlé skaly vodivych material [39].
Nejcastéji ze rtuti, zlata, stiibra, platiny nebo uhliku [41]. Obvykle jsou elektrody
pojmenovany po materidlu, z néhoz jsou vyrobeny [39]. Mohou mit rizny tvar (obrazek 10) a

pouzivaji se v klidném nebo michaném roztoku, nékteré mohou rotovat nebo vibrovat [42].
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1.2.3.1 Rtutové elektrody

Rtut’ patii od zacatkli polarografie mezi zakladni materialy elektrod. Ma relativné Siroky
rozsah potencidlu vyuzitelny pro voltametrické stanoveni raznych latek [42], a to zejména
v katodické oblasti. Vhodna je tedy zejména pro sledovani redukcnich reakei. Rtut’ je Casto

zavéSena jako kapka na konci kapilarni trubice.

Mezi vyhody rtuti patii hlavné vysoké prepéti vodiku a schopnost rozpoustét kovy, coz vede
k tvorbé amalgamu [41]. Pouzitim kapilarni elektrody s kapkou rtuti se d4 velmi snadno a
reprodukovatelné obnovit povrch elektrody, ¢imz jsou eliminovany problémy s pasivaci.
Rtutova kapka je dokonale hladké, jeji geometricky povrch odpovida skute€nému [39].
Naopak nevyhodou miize byt rozpousténi rtuti pii relativné nizkych hodnotach pozitivniho
potencialu, takze rtutové elektrody nejsou piili§ vhodné pro sledovani oxidac¢nich reakci.

Nejsou pouzitelné v oblasti pozitivnich potencialt.
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Obrazek 10 Dratkova elektroda (A), viaknova elektroda (B), rotujici diskova elektroda (C),
elektronicky vizenad rtutova kapkova elektroda (D) [42]

Existuje n¢kolik variant rtutovych elektrod:

- Kapajici rtutova elektroda (dropping mercury electrode, DME, obrazek 11B) se

sklada ze sklenéné kapilary dlouhé 10-20 cm s vnitinim primérem 0,04-0,01 mm
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ptipojené trubici k zdsobni nadob¢ rtuti. Vlivem gravitace se tvoii na konci kapilarni
trubice kapky rtuti. Kapka ma Zivotnost n€kolik sekund, nasledné je kapka uvolnéna a

nahrazena novou [41].

Visici rtutova kapkova elektroda (hanging mercury drop electrode, HDME, obrazek
11A) je opét tvotena sklenénou kapilarou s malym zasobnikem rtuti. Kapka rtuti se
vytlatuje ze zasobniku kapilarni trubici otoCenim mikrometrického Sroubu [41].
Povrch Hg neni v pribéhu méfeni obnovovan. Pred dalsi analyzou se odklepe a
vytvoii se nova kapka. Mezi vyhody patii mensi spotieba rtuti a mensi nabijeci proud

[40].

Staticka rtutova kapkova elektroda (static mercury drop electrode, SMDE, obrazek
11C) pouziva elektromagneticky pohanény pist k ovladani toku rtuti. Aktivace
solenoidu zvedne pist a necha rtut’ téct kapilarou za vzniku visici kapky Hg. Opakuyjici
se aktivace solenoidu produkuje fadu kapek [41]. Na rozdil od DME lze kapky
obnovovat fizené¢ v konkrétnich ¢asovych intervalech. Nejvétsi vyhodu SMDE je

schopnost fungovat jako staciondrni i nestacionarni rtut'ova elektroda.

Rtutova filmova elektroda (mercury film electrode, MFE) se pouziva pro stopovou
rozpoustéci analyzu [39]. Elektroda je obvykle tvofena pevnym substratem z uhliku,
platiny nebo zlata a na jejim povrchu je elektrolyticky vyloucen film rtuti z roztoku
rtutnaté soli pii vhodném potencidlu [41]. Nejcastéji se jako substrat pouziva skelny

uhlik [39]. Voltametricka stanoveni mohou byt citlivéjsi nez s vyuzitim HDME [39].

1.2.3.2 Pevné elektrody

Pevné elektrody jsou obvykle zhotovené z platiny, stiibra, zlata nebo uhliku. Lze je vyuZzit
k méfeni jak v oblasti pozitivnich, tak negativnich potenciald. Obvykle jsou vyuZivany spiSe
pti stanoveni latek na zaklad¢ jejich oxidace, protoZze umoziuji mefeni pti znaéné pozitivnich
potencidlech na rozdil od rtutovych elektrod. Naopak v oblasti negativnich potencialt
vykazuji ¢asto niz8i prepéti vodiku nez rtut’ a jsou tedy méné vhodné. Pevna elektroda ma
obvykle konstantni tvar. Vyjimku tvoii uhlikova pastova elektroda, kterd se vyrabi naplnénim
dutiny na konci inertniho nosice pastou piipravenou z uhlikovych ¢astic a oleje. Jeji povrch
tak mize byt obnovovan podobné, jako povrch rtutovych kapkovych elektrod vytlacenim a
otfenim pouzité pasty filtracnim papirem [41]. Velkou nevyhodou pevnych elektrod jsou

pravé omezené moznosti regenerace povrchu a s tim spojené riziko pasivace.
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Obrazek 11 Rtutové elektrody: a) HDME, b) DME, c) SMDE [41]

Uhlikoveé a grafitové elektrody se nejCastéji pouzivaji v rozsahu anodickych potenciali. Mezi
nejvice pouzivané elektrody patii elektroda ze skelného uhliku (GCE) a uhlikova pastova
elektroda (CPE), které se pouzivaji jako staciondrni nebo rotujici elektrody. GCE se sklada
z kolikli nebo ty¢i, které jsou vlepené nebo vlisované do sklenéné¢ho nebo plastového drzaku.
CPE je tvotena smési spektroskopicky Cistého uhlikového nebo grafitového prasku a ve vodé
viskdznich, nerozpustnych organickych kapalin (nujol, derivaty naftalenu, silikonovy olej).
Tato smes je natlacend ve sklenéném nebo teflonovém elektrodovém téle a vytlacuje se z tuby

pistem [39].

Elektrody z uslechtilého kovu se vyuzivaji pro stanoveni prvkil, které nelze stanovit s
vyuzitim Hg elektrod, pfikladem je stanoveni Hg na Au elektrodé. Pro voltametrickou
analyzu maji druhotny vyznam [39]. V praxi tyto elektrody vyZaduji castou rekondici, coz je
zpusobeno vlivem roztoku nebo tvorbou oxidové vrstvy na povrchu elektrody. Rekondice

(regenerace) se provadi bud’ pouZzitim vhodného potencidlu nebo lesténim [41].
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1.2.3.3 Modifikované elektrody

Pod pojmem modifikovand elektroda se rozumi povrch pracovni elektrody, ktery byl
chemicky pozménén nebo zpracovan za ucelem zmény vlastnosti, nejcastéji zlepSeni jeji
selektivity nebo citlivosti. K uprave, modifikaci, povrchu se pouziva Cinidlo, které se nazyva
modifikator. Ten mize napt. zlepsit selektivitu elektrody tim, ze bude vazat analyt na povrch
elektrody. Modifikaci povrchu lze provadét vyloucenim kovovych nanocastic na povrchu
elektrody, pouzivaji se ruzné uhlikové nanocéstice/nanotrubicky pro zvétSeni povrchu

elektrody 1 rtizné polymerni latky nebo biopolymery [39].

1.2.3.4 Mikroelektrody

Elektrody s malymi rozméry v fadu pm se nazyvaji mikroelektrody. Tyto elektrody jsou
velmi rozsifené jako pracovni elektrody ve stopové voltametrické analyze. Velikost elektrody

zvySuje proudovou hustotu na povrchu elektrody [39].

1.2.4. Borem dopovana diamantova elektroda (BDDE)

Samotny ptirodni diamant nemuze byt pouzit jako elektrodovy materidl, protoze ma vlastnosti
izolatoru. Proto se pro elektrochemické ucely dopuje riznymi prvky. Tim se z diamantu stane
vodivy materidl. Nejcastéji se provadi dopovani diamantu borem a vyuziva se tedy borem
dopovana diamantova elektroda (BDDE) [43]. Ta byla pro elektroanalytické ucely vyuzivana
od pocatku devadesatych let [44]. Diamant v hybridizaci uhliku sp® s ¢tyfbokou vazbou se
vyznacuje vlastnostmi jako je extrémni tvrdost, tepelnd vodivost, nizky koeficient tfeni a
chemicka inertnost [43]. Pfitomnost sp? nediamantovych uhlik®, které ptedstavuji necistoty
v materialu elektrody, zptisobuje zuzeni potencidlového okna nebo zvySeni proudu, coz vede

ke zhorSeni elektrochemickych vlastnosti [45].

Diamantova elektroda mtize byt polykrystalickd, nanokrystalick4, mikrokrystalické nebo ultra
nanokrystalickd. Lze vyrobit celkem ¢tyfi druhy diamantovych elektrod mezi které patii
elektroda s dopovanym diamantovym filmem uloZenym piimo na vodivém substratu,
dopovand diamantova ¢asticova elektroda, elektroda s diamantovymi ¢asticemi znehybnénymi
v izolacni vrstvé a elektroda s mezivrstvou mezi diamantovou folii a substratem [43]. BDDE
lze povazovat za velmi vhodny elektrodovych material pro elektroanalyzu. Mezi jeji
jedine¢né elektrochemické vlastnosti, patii vysoka stabilita, nizké proudy pozadi, Siroky

vyuzitelny rozsah potenciald, vysoka citlivost, elektrolyza s vysokou hustotou proudu a nizké
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detek¢ni limity. Materidl elektrody je biokompatibilni a je mozné povrch elektrody rovnéz

modifikovat riznymi modifikatory [46-48].

Vzhledem k vynikajicim elektrochemickym vlastnostem nasla BDDE své uplatnéni v mnoha
oblastech elektroanalytické chemie. Mnoho ¢lankli bylo zaméfeno na stanoveni celé tady
zejména organickych latek, konkrétn¢ 1éCiv, pesticidl, biomarkerti riznych onemocnéni,
kontaminanti zivotniho prostiedi, karcinogennich i jinych latek ohrozujicich zdravi lidi.
Publikované poznatky byly shrnuty vitadé piehledovych praci [49-54]. Vedle
elektroanalytické chemie se BDDE vyuziva rovnéz pti tpravach odpadnich vod znecisténych

napt.: pesticidy, farmaceutiky nebo barvivy [55].

1.2.5. Voltametrické stanoveni SMX

Elektrochemické metody jsou oblibené vzhledem k jejich vysoké citlivosti, selektivité,
nizkym ndkladim a casto velice jednoduché piipravé vzorku k analyze. Voltametrické
stanoveni SMX popsané v literatufe bylo zaloZeno na jeho oxidaci s vyuZzitim riznym
zpusobem modifikovanych vétSinou uhlikovych pracovnich elektrod. Piehledné jsou tyto

metody shrnuty v Tabulce 3, a to véetné dosazenych detek¢nich limitt.

NejCastéji se pro stanoveni SMX vyuzivaji elektrody modifikované uhlikovymi
nanomateridly. NejjednodusS$imi popsanymi senzory byly uhlikova pastovd elektroda
piipravena piimo z uhlikovych nanotrubicek (MWCN/PE) [56] nebo elektroda ze skelného
uhliku modifikovand uhlikovymi nanotrubickami (MWCN/GCE) [57]. Dalsi variantou bylo
pouziti tisténé elektrody (SPE) modifikované oxidem grafenu redukovanym kyselinou
askorbovou (AArGO/SPE) [58]. Velice perspektivnim zpiisobem modifikace elektrod je
aplikace nanokompozitnich materiali. V piipadé¢ stanoveni SMX byly pouzity kompozity
tvofené stiibrnymi nanocasticemi a uhlikovymi nanotrubickami (Ag-MWCNT/GCE) [59],
antimonovymi nanocasticemi s MWCNT a parafinem (Sb-MWCNT/parafin) [60] nebo
nanocasticemi oxidu ceri¢it¢ho a chitosanem (CeO./CHIT/GC) [61]. Autofi dalSich praci
pouzily pro stanoveni SMX GCE modifikovanou poly-1,5-diaminonaftalenem (p-DAN/GCE)
[62]. Dal$im, jiz pomérné komplikovanym senzorem popsanym v literatufe byla CPE
modifikovand komplexem [5,10,15,20-tetrakis (3-methoxy-4-hydroxy fenyl) porfyrinato]
méd’natym (TMHPP Cu (II)/CPE) [63]. V neposledni fad€ byl pro stanoveni SMX vyvinut
také jednorazovy amperometricky biosenzor, kdy byl na povrch tisténé uhlikové elektrody

pfedem modifikované nanocasticemi zlata navazan enzym Tyrosindza (TYR-Au/SPE) [64].
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Nekteti autofi se zabyvali rovnézZ mechanismem oxidace SMX a uvadéji, ze dochdzi k oxidaci

aminoskupiny za vzniku iminobenzochinonu [63]. Schéma oxidace je uvedeno na obrazku 12.

4 o ;
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—|—'i| S—NH — = O NH + g
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4 0 =N H
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- + H,S0,

Obrazek 12 Mechanismus oxidace aminoskupiny v sulfamethoxazolu na iminobenzochinon [63].

Tabulka 3 Prehled metod publikovanych v odborné literature pro stanoveni SMX

elektroda metoda elektrolyt LOD [mol/1] vzorek citace
MWCN/PE DPV  AcB (0,1 mol/l, pH = 6) 3,9x1077 léky [56]
MWCN/GCE DPV PB (0,1 mol/l, pH = 8) 1,0x107° moc¢, Iéky  [57]
AArGO/SPE DPV PB (0,1 mol/l, pH = 6) 4,0x10®  mo¢, pitnaa [58]
jezerni voda
Ag-MWCNT/GCE  DPV PB (0,1 mol/l, pH = 6) 1,0x10°% moc¢, Iéky  [59]
Sb-MWCNT/parafin DPV ~ BRB (0,2 mol/l, pH = 7) 2.4x10®  ptirodni voda [60]
CeOo/CHIT/GC DPV Thionin acetat (0,002 mol/l)  1,2x10~° potraviny  [61]
p-DAN/GCE SWV  PB(1,0moll,pH=72)  5,0x107"! mo¢, léky  [62]
TMHPP Cu (II))CPE DPV PB (0,1 mol/l, pH = 6) 1,5x107° moc¢, Iéky  [63]
TYR-Au/SPE A PB (pH = 8) 22x10°  riznévody [64]

Zkratky: A — amperometrie, AcB — acetatovy pufr, AArGO/SPE — tisténa elektroda modifikovana oxidem
grafenu redukovanym kyselinou askorbovou, Ag-MWCNT/GCE - stfibrnymi nanocasticemi a uhlikovymi
nanotrubickami modifikovana elektroda ze skelného uhliku, BRB — Brittontitv—Robinsontv pufr, CeO,/CHIT/GC
— elektroda ze skelného uhliku modifikovana nanokompozitem oxidu ceri¢itého a chitosanu, MWCN/GCE —
elektroda ze skelného uhliku modifikovana uhlikovymi nanotrubickami, MWCN/PE — uhlikova pastova
elektroda pripravend zuhlikovych nanotrubi¢ek, p-DAN/GCE - poly-1,5-diaminonaftalen modifikovana
elektroda ze skelného uhliku, Sb-MWCNT/parafin — kompozit antimonovych nanocastic s MWCNT a
parafinem, TMHPP Cu (II)/CPE — uhlikova pastova elektroda modifikovana komplexem [5,10,15,20-tetrakis(3-
methoxy-4-hydroxyfenyl) porfyrinato] médnatym, TYR-Au/SPE — tisténa uhlikova elektroda modifikovana

nanocasticemi zlata s navdzanym enzymem Tyrosinéaza.
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2. Experimentalni ¢ast

2.3. Pristrojové vybaveni

Pro voltametrickd méfeni byl pouzit ptistroj Eco-Tribo Polarograph (Polaro-Sensors, Praha)
vybaveny softwarem POLAR.PRO 5.1. Uspotfadani elektrochemického c¢lanku bylo
ttielektrodové, kdy jako pracovni elektroda slouzila borem dopovana diamantova elektroda
(BDDE) s pomérem B/C béhem depozice 1000 ppm (Windsor Scientific, Velka Britanie).
Referentni byla nasycena argentchloridova elektroda a pomocnou elektrodu tvofil platinovy
dratek (obé Monokrystaly, Turnov). Hodnoty pH byly métfeny s vyuzitim pH-metru Fisher
Scientific AB 150 (Fisher Scientific, Pardubice), pfi pfipravé roztokd byly pouzivany
analytické vahy (Denver Instrument, New York) a ultrazvukova lazen Bandelin SONOREX
(Schalltec GmbH, Némecko). Pfesné objemy roztokli byly davkovany pomoci mikropipet
Eppendorf (Eppendorf Research, Némecko).

Obrazek 13 polarograficky analyzator Eco-Tribo Polarograph (Polaro-Sensors, Praha) [65]

2.4. Pouzité chemikalie

Brittonliv-Robinsontiv pufr (BRB, pH 2-12) byl pfipraven smichanim kyselé¢ a alkalické

slozky s vyuzitim pH-metru. Kyselou slozkou byl 0,04mol/l roztok H3POs, H3BOs; a

CH;COOH a alkalickou tvofil 0,2mol/l NaOH. Roztok 0,1mol/l HNO3 byl pfipraven fedénim

z koncentrované 65% kyseliny (Ing. Petr Svec - PENTA s.r.0., Praha). Déle byly testovany

elektrolyty 0,1 mol/l KCI, 0,1 mol/l acetatovy pufr (AcB) 0,1 mol/l fosfatovy pufr (PB), 0,1

mol/l KSCN, 1 mol/l boratovy pufr (BB), 1 mol/l amoniakélni pufr (AB) a 0,1 mol/l NaOH
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(viechny chemikalie pouzité k pripravé pochézely od firmy Ing. Petr Svec - PENTA s.r.o.,
Praha). Standardni roztok SMX o koncentraci 1x10~ mol/l (Sigma-Aldrich) byl pfipraven
rozpusténim piislu§né navazky v acetonitrilu (Ing. Petr Svec - PENTA s.r.o., Praha) a
uchovavan v lednici bez ptistupu svétla. Roztoky s nizsi koncentraci byly pfipravovany denné
cerstvé fedénim tohoto zasobniho roztoku zakladnim elektrolytem. Standardni roztok TMP o
koncentraci 1x10~> mol/l (Sigma-Aldrich) byl pfipraven opét rozpusténim pevné latky
v acetonitrilu a uchovavan v lednici. Jako realny vzorek byl analyzovan farmaceuticky

ptipravek Biseptol, jehoZ vyrobcem je Adamed Praha.
2.5. Pracovni postupy

2.5.1. Voltametricka méreni

Na zacatku prace byla BDDE vyleSténa pomoci aluminy a nédsledn€ na 5 min. umisténa do
ultrazvuku. Aktivace elektrody probihala vzdy na zacatku pracovniho dne zatfazenim 20
cyklickych voltamogramii v roztoku aktualné pouzivaného zékladniho elektrolytu. Parametry
cyklické voltametrie (CV) pfi aktivaci byly nésledujici: pocatecni potencial (Epoc) —1000 mV,
potencial obratu (Eobrarn) 72000 mV, konecny potencidl (Exon) +2000 mV, rychlost polarizace
(v) 100 mV/s. Mezi jednotlivymi sériemi meéfeni byla BDDE regenerovana/aktivovana

zatfazenim 20 cykll za stejnych podminek.

Pti studiu voltametrického chovani SMX byla pouzita metoda CV a byl sledovan vliv pH
prostiedi, resp. slozeni zakladniho elektrolytu, a rychlosti polarizace na oxidacni signal.
Parametry CV byly nésledujici: Epoc —1000 mV, Eopraw 72000 mV, Exon —1000 mV,
v 100 mV/s pro studii vlivu pH a 50-500 mV/s pro studii vlivu rychlosti polarizace. Pro vyvoj
metody stanoveni SMX byla vzhledem k vys$i citlivosti pouzita diferen¢ni pulzni voltametrie
(DPV) a byly navrZeny nasledujici optimalni parametry: v = 40 mV/s, vwska pulzu = +50 mV

a Strka pulzu = 20 ms.

Vsechna métfeni probihala za laboratorni teploty (2342 °C). Vysky pikd (f,) byly

vyhodnocované od zékladni linie tvofené pifimkou spojujici minima pifed a za pikem.

2.5.2. Analyza farmaceutického pfipravku metodou DPV

Pro analyzu byl jako prakticky vzorek pouZit 1€k Biseptol s obsahem 400 mg SMX a 80 mg
TMP, ktery je uveden na obrazku 14. Vzorek byl pfipraven rozdrcenim jedné tablety

Biseptolu v tfeci misce. Vznikly praSek byl kvantitativné pfeveden do 100ml odmeérné banky
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a rozpustén v acetonitrilu. Pro podporu rozpousténi vzorku byla pouzita ultrazvukova lazen.

Vzorek byl skladovan v lednici bez ptistupu svétla.

Vzorek byl analyzovan s vyuzitim metody standardniho piidavku, stanoveni bylo 5x
zopakovano a z vysledkii byly vypocteny statistické parametry jako primérna koncentrace
s prislusnym intervalem spolehlivosti, vytéznost a relativni smérodatna odchylka (RSDs).
Stanoveni probihalo v prostiedi KCl o koncentraci 0,1 mol/l a fosfatového pufru o pH 7
metodou DPV ve spojeni s BDDE. Do polarografické nadobky s 10 ml BRB byl piidan 1 pl
pripraveného roztoku Biseptolu a byla provedena analyza. Poté byly pridany 2-3 ptidavky
standardniho roztoku SMX (¥ =10 ul, csmx = 1x107% mol/l).

Obrazek 14 Obal léku Biseptolu predstavujiciho prakticky vzorek [66]
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3. Vysledky a diskuse

3.1. Studium voltametrického chovani sulfamethoxazolu

Na uvod experimentalni ¢asti prace bylo studovano voltametrické chovani SMX. Byl zméfen
jeho cyklicky voltamogram na BDDE. M¢teni probihalo v prostiedi 0,1 mol/l HNO3; od
pocateéniho potencialu —1000 mV do potencialu obratu +2000 mV rychlosti polarizace
100 mV/s. V prvnim kroku byl zméfen cyklicky voltamogram pouze v rotoku zakladniho
elektrolytu a poté byly ptfidany dva ptidavky SMX. Koncentrace v roztoku v polarografické
nadobce byla 5x107° a 1x10~* mol/l. Byly detekovany dva oxida¢ni signaly a to pii potencialu

+1300 mV a +1500 mV. Ziskané cyklické voltamogramy jsou uvedeny na obrazku 14.
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Obrazek 15 Cyklické voltamogramy SMX zaznamenané na BDDE v prostiedi 0, Imol/l HNO:;.
Parametry: Epoc = —1000 mV, Eoprane = +2000 mV, v = 100 mV/s, csux = 5107 a 1x107* mol/.

Odpovidajici redukéni signal nebyl za danych podminek pozorovan, coz svédéi o

ireverzibilnim prabehu elektrodové reakce. Tento zavér byl potvrzen i po zméné potencidlu
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obratu, ktery byl posunut tésné¢ za prvni oxidacni pik SMX. Tim bylo zamezeno déaslednym
reakcim, jez by znemoznovaly zpétnou redukci oxidac¢nich produkti. Ani v tomto piipadé
nebyl pozorovan zadny redukéni signal. Vzhledem k poloze, tvaru a lepsi vyhodnotitelnosti

byl pro analytické ucely v dal$i praci vyuzivan prvni oxidaéni pik SMX.

3.1.1. Zavislost na pH zakladniho elektrolytu

Slozeni zékladniho elektrolytu, zejména pak jeho pH, vyznamné ovlivituje voltametrické
chovani latek. Proto byla sledovana také zavislost voltametrického chovani SMX na pH.
Pouzita byla opét CV. Jako zdkladni elektrolyt slouzil roztok HNOs o koncentraci 0,1 mol/l
(pH ~ 1) a BRB v rozsahu pH 2-12. Koncentrace SMX v polarografické nadobce byla pro tato
méfeni 1x10~* mol/l. Pro lepsi piehlednost jsou na obrazku 16A uvedeny pouze anodické &asti
zaznamenanych cyklickych voltamogramil. Méfeni probihalo v rozsahu potencialu —1000 az

+2000 mV pfti rychlosti polarizace 100 mV/s.

Z obrazku je ziejmé, ze 2 piky byly pozorovany pouze v siln¢ kyselém prosttedi. Pfi vySSim
pH byl zaznamenan jiz jen jeden anodicky signal, ktery byl patrny v celém studovaném
rozsahu pH. S rostouci hodnotou pH dochazelo k posunu tohoto piku smérem k méné
pozitivnim potencidliim. Tento trend je dokumentovan i zavislosti potencialu piku (£p) na pH
uvedenou na obrazku 16B. Soucasné je z obrazku vidét, Ze s rostouci hodnotou pH dochézi ke
snizeni vysky piku (/) SMX. Vyjimkou je prostiedi kyseliny dusi¢né, které se ovSem 1isi od
ostatnich prostfedi nejen hodnotou pH, ale i iontovou silou. Pro nasledujici méfeni byl vybran
jako zakladni elektrolyt BRB o pH 2 vzhledem k tomu, Ze v uvedeném prostiedi byl ziskan

nejvyssi a nejlépe vyhodnotitelny pik.

3.1.2. Zavislost na rychlosti polarizace

Dalsi experiment byl zaméfen na urceni fidicitho dé&je sledované elektrodové reakce na
zaklad¢ studia voltametrického chovani SMX v zavislosti na rychlosti polarizace. Méfeni
probihalo opét metodou CV v prosttedi BRB o pH 2 vrozsahu potenciali —1000 az
+2000 mV. Koncentrace SMX v polarografické nadobce byla 5x10~> mol/l. Rychlost
polarizace se ménila v rozsahu od 25 do 500 mV/s a byla navySovana vzdy po 25 mV/s.
Zaznamenané cyklické voltamogramy jsou zobrazeny na obrazku 17. Je vidét, Ze s rostouci
rychlosti polarizace dochazelo k nartstu proudové odezvy SMX a soucasné se pik posouval

k pozitivné€j§im hodnotam potencialu, coz odpovida ireverzibilnimu prib&hu reakce.
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Obrazek 16 A — Anodicke casti cyklickych voltamogramii SMX zaznamenané na BDDE v zavislosti na
pH. Parametry: elektrolyt: 0,1mol/l HNO3 (pH ~ 1), BRB (pH 2-12), Epoc = —1000 mV, Eopran =
+2000 mV, v =100 mV/s, csux = 1 %107 mol/l; B — Graf zavislosti I, a E, SMX na pH.
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Obrazek 17 Cyklické voltamogramy SMX zaznamenané na BDDE v zavislosti na rychlosti polarizace.
Parametry: elektrolyt BRB (pH 2), Epoc = —1000 mV, Eoprane = +2000 mV, v = 25-500 mV/s, csux =
5x107 mol/l.

Na obrazku 18 jsou vyneseny jednotlivé zavislosti /, na v, resp. v'’? a logaritmicka zavislost
log(Z,) na log(v). Z obrdzku 18A je patrné, ze I, neroste linedrné s vySkou piku a nejednd se
tedy o adsorpci fizenou reakci. Naopak zavislost I, na v'’? (obrazek 18B) vykazuje linearni
pribéh a je charakterizovana na rovnici (3) s pfisluSnym korela¢nim koeficientem. Jedna se
tedy s nejvétsi pravdépodobnosti o difuzné tizenou reakci. Pro potvrzeni tohoto zavéru byla
vynesena jesté logaritmické zavislost (obrazek 18C), kterou popisuje rovnice (4). Pro urceni
fidiciho déje je dulezita hodnota smérnice této zavislosti, ktera se blizi teoretické hodnoté 0,5
(0,4290+0,0041) pro difuzné fizenou reakci. Tento zavér je typicky pro reakce probihajici na
povrchu pouzité BDDE.

I,[nA] = (142,3 + 1,19) v [(mV/s)'?] + (269,95 % 19,4), r = 0,9994 3)

log (I, [nA]) = (0,429 + 0,0041) log (v [mV/s]) + (2,375 % 0,009), » = 0,9992  (4)
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Obrdzek 18 A — Zavislost I, na v, B — zavislost I, na v'”’, C — zavislost log (I,) na log (v). Parametry

stejné jako u obrazku 17.

3.2. Vyvoj metody stanoveni SMX

3.2.1. Stanoveni optimalnich podminek DPV

Jako metoda vhodna pro stanoveni SMX byla zvolena DPV, protoze obvykle umoziuje
stanoveni mnohem nizSich koncentraci nez CV, resp. DCV. Velmi dllezitym krokem je
urceni optimalnich parametrt této metody. VSechny nasledujici experimenty byly provedeny

v prostiedi BRB o pH 2 a koncentrace studované latky byla 2,5%107% mol/l.

Nejprve byl studovan vliv po¢ate¢niho potencidlu na pik SMX z diivodu mozného zkraceni
doby analyzy. Na obrazku 19 jsou uvedeny DP voltamogramy SMX pfi zatazeni Epoc od 0 do
+700 mV. Dalsi parametry byly nastaveny nasledovné: v = 20 mV/s, vyska pulzu = +50 mV,
Sitka pulzu = 50 ms a Exon = +1800 mV. Z obrazku i vloZené zavislosti I, na Epoc je evidentni,
ze pocatecni potencidl nastaveny v rozumném rozsahu nemél zZadny vliv na tvar ani vysku

piku SMX. Vzhledem k ¢asové uspote byl pro dal§i méteni nastaven Epo: +500 mV.
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Obrazek 19 A — DP voltamogramy SMX (2,5*1079 mol/l) zaznamenané na BDDE v zavislosti na Ej.
Parametry: elektrolyt: BRB (pH 2), Epoc = 0-+700 mV, Exon = +1800 mV, v = 20 mV/s, vyska pulzu =

+50 mV, sirka pulzu = 50 ms; B — zavislost I, na Epc.

Jako dalsi byla optimalizovana rychlost polarizace, kterd byla testovana v rozsahu od 10 do
100 mV/s. Ostatni parametry byly udrzovany konstantni a konkrétni hodnoty jsou uvedeny u
obrazku 20A. Z néj je vidét, Ze velikost I, rostla vyznamné se zvysujici se rychlosti do
40 mV/s a pak jiz byl narlst pozvolngjsi do 70 mV/s. Poté zacala proudova odezva opét
klesat. Pro dal§i méfeni byla nastavena hodnota rychlosti polarizace 40 mV/s. Nasledovalo
testovani vlivu vysky pulzu, ktera byla ménéna od +10 do +100 mV. Zavislost /, na vySce
pulzu (obrazek 20B) rostla do hodnoty 70 mV, ale vyznamny byl nariist pouze do 50 mV.
Proto byla pro dal$i méfeni zvolena tato hodnota vysky pulzu. Poslednim parametrem DPV,
jehoz vliv na odezvu SMX byl studovan, byla Sitka pulzu. Ta byla ménéna od 10 do 100 ms.
Ze zavislosti I, na Sifce pulzu na obrazku 20C je vidét, Ze nejvyssi pik byl zaznamenan pii
20 ms a poté se proudova odezva sniZzovala. Pro dalsi méfeni byla vybrana jako optimalniho

hodnota $ifky pulzu 20 ms.
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Obrazek 20 Zavislosti I, na SMX v (A), vysce pulzu (B) a Sirce pulzu (C) zaznamenané na BDDE.
Parametry: elektrolyt: BRB (pH 2), Epoc = +500 mV, Ein = +1800 mV, v = 10-100 mV/s (4), 40 mV/s
(B, C), vyska pulzu = +50 mV (A, C), +10-+ 100 mV (B), Sirka pulzu = 50 ms (4, B), 10-100 ms (C),
Come = 2,5x107° mol/l

3.2.2. Preduprava BDDE

Preduprava elektrody se provadi pro zlepSeni elektrochemickych vlastnosti BDDE, zejména
kvili zvySeni citlivosti ke studovanému analytu. V rdmci této prace byly testovany Ctyfi
moznosti pfedipravy, mezi které patii katodickd preduprava (—=1000 mV, 300 s) za vzniku H-
terminovaného povrchu BDDE a anodickd pteduprava (+2000 mV, 300 s) za vzniku O-
terminovaného povrchu. Dalsi procedurou bylo cyklovani (20 cyklickych voltamogrami
v rozsahu potenciali —1000 az +2000 mV, v = 100 mV/s) a metoda lesténi pomoci aluminy.
Ziskané DP voltamogramy jsou uvedeny na obrazku 21A. Je zfejmé, Ze po zatazeni cyklovani
byl pozorovan nejlépe vyvinuty signal. Ze zéavislosti na obrazku 21B je patrné, Ze I, byla

rovnéz nejvetsi po cyklovani. Proto byl pro dal$i méfeni zvolen tento postup aktivace BDDE.
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Obrazek 21 A — DP voltamogramy SMX (2,5 *10% mol/l) zaznamenané na BDDE po zaiazeni
Jjednotlivych postupii predupravy. Parametry: elektrolyt: BRB (pH 2), Epoc = +500 mV, Eron = +1800
mV, v =40 mV/s, vwska pulzu = +50 mV, Sirka pulzu = 20 ms; B — zavislost I, na vlioZeném procesu

predupravy
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3.3. Analyza modelovych roztoki SMX

3.3.1. Koncentrac¢ni zavislost

Vyvinuta metoda voltametrického stanoveni SMX s vyuzitim DPV v kombinaci s BDDE byla
pouzita pfi méfeni fady koncentracnich zavislosti v modelovych roztocich analytu. Na
obrazku 22 je uveden piiklad pro koncentraci SMX v rozsahu 2,5x1077 az 2,5%107° mol/l.
Z vlozené zavislosti I, na c¢ je patrné, ze vySka piku s koncentraci roste linearné. Popisuje ji
rovnice (5) s prislusnym korelaénim koeficientem. Ze zméfenych koncentracnich zéavislosti
byl uren vyuzitelny koncentracni rozsah (LDR) pro stanoveni SMX novou metodou a
zrovnice (5) byly vypocteny parametry LOD a LOQ, které jsou shrnuty v tabulce 4.
Z vysledkti vyplyva, ze navrzena metoda umoziuje stanoveni SMX v pomérné Sirokém

koncentracnim rozsahu, a to s nizkou mezi detekce, resp. stanovitelnosti.

I,[nA] = (360,5 + 3,9) ¢ [umol/1] + (23,9 + 6,1), r = 0,9997 (5)
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Obrazek 22 DP voltamogramy SMX zmérené na BDDE v modelovém roztoku v zavislosti na
koncentraci. Parametry: elektrolyt: BRB (pH 2), Epoc = +500 mV, Eyon = +1800 mV, v = 40 mV/s,
vska pulzu = +50 mV, §iika pulzu = 20 ms, csyx = 2,5x107-2,5 x107° mol/l.
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Tabulka 4 Shrnuti statistickych parametrii pro stanoveni SMX

LOD [mol/1] LOQ [mol/1] LDR [mol/1]

5,1x1078 1,7x1077 1,5x1077-8,0x10°°

3.3.2. Opakované stanoveni SMX v modelovych roztocich

V dalsim kroku byla navrzend metoda ovéfena pii opakovaném stanoveni SMX
v modelovych roztocich. Méfeni probihala v prostfedi 10 ml BRB o pH 2 a zvoleny byly 2
koncentrace analytu v roztoku, konkrétng 1x107° a 2,5x10~7 mol/l. Pro vyhodnoceni byla
pouzita metoda standardniho ptfidavku, kdy byly do roztoku vzorku ptidany do polarografické
nadobky vzdy 3 piidavky standardniho roztoku SMX o koncentraci 1x10~° mol/l. B&hem
méteni se ukazalo, Ze stabilnéjsi signdly byly zaznamenany tehdy, pokud bylo mezi jednotlivé
analyzy vlozeno 5 cyklickych voltamogramt v zdkladnim elektrolytu za stejnych podminek,
jako pfi vySe popsané aktivaci elektrody. Stanoveni bylo pro kazdou koncentraci pétkrat
opakovéano. Na obrazku 23 jsou uvedeny piiklady zdznami téchto analyz pro ob¢ testované
koncentrace (1x10° mol/l obrazek 23A a 2,5x1077 mol/l obrazek 23B). Z vysledkt
opakovanych stanoveni byly vypocteny statistické parametry, jako primérna stanovena
koncentrace s odpovidajicim intervalem spolehlivosti, vytéZznost a relativni smérodatna
odchylka opakovaného stanoveni (RSDs), které jsou uvedeny v tabulce 5. Z vysledkt
vyplyva, ze pouzita metoda DPV s optimalizovanymi parametry ve spojeni s BDDE
umoziuje dosazeni spravnych a velmi dobife opakovatelnych vysledki (RSDs < 4 %).
V ptipad€ vyssSich koncentraci SMX v roztoku se objevuje druhy oxidacni signal (£, ~
+1450 mV), ktery rovnéz roste s koncentraci. Jeho vyhodnoceni je vSak komplikovano

pocinajicim rozkladem zakladniho elektrolytu.
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Obrazek 23 Stanoveni SMX v modelovych roztocich s vyuzitim DPV ve spojeni s BDDE metodou
standardniho pridavku. Parametry: elektrolyt: BRB (pH 2), Epoc = +500 mV, Ejon = +1800 mV, v =
40 mV/s, vySka pulzu = +50 mV, $irka pulzu = 20 ms, modelovy roztok: V =10 ml, csux = 1 %107 (4)
a 2,5x107 (B) mol/l, standardni pridavek: V =10 (4) a 2,5 (B) ul, csux = 1107 mol/l.
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Tabulka 5 Vysledky opakovaného stanoveni SMX v modelovych roztocich

Dano [mol/l] Stanoveno [mol/] Primér [mol/1] Vytéznost [%]  RSDs [%]

1x107 9,73x107 (1,006 + 0,022) x10~° 97,3-105 3,23
1,05x107¢
1,03x107¢
9,96x107
9,83x107

2,5x1077 2,49x1077 (2,542 +0,057) x107  98,8-105,6 3,35
2,47x1077
2,48x1077
2,64x1077
2,63x1077

3.4. Analyza farmaceutického pripravku

Posledni Cést bakalafské prace byla zaméfena na aplikaci vyvinuté metody pii analyze
praktickych vzorki farmaceutickych ptipravkli. Analyzovan byl ptipravek Biseptol od firmy
Adamed Praha. Jedna se o smésny piipravek, ktery obsahuje 400 mg SMX a 80 mg

trimethoprimu (TMP). Ptipravek obsahujici pouze SMX neni na ¢eském trhu dostupny.

3.4.1. Elektrochemické chovani trimethoprimu

Nejprve bylo tteba zjistit, jaké je elektrochemické chovani TMP pii podminkach navrzenych
pro stanoveni SMX. Na obrazku 24 jsou uvedeny DP voltamogramy obou analyzovanych
latek zaznamenané na BDDE v prostiedi BRB (pH 2). Koncentrace SMX je 5x10~° mol/l a
TMP 1x10~° mol/l, tedy 5x nizsi. Tento pomér koncentraci byl zvolen proto, Ze odpovida
zastoupeni obou latek v analyzovaném ptipravku. Bylo zjisténo, ze TMP poskytuje v daném
prostiedi vyznamny oxidaéni pik pfi stejném potencidlu (okolo +1100 mV) jako SMX.
NavrZzena metoda a zejména pouzity zakladni elektrolyt tedy neumoZiuje stanoveni SMX
v ptipravcich s obsahem obou uUcinnych latek. Dalsi experimenty byly proto zaméfeny na

moznost rozdéleni uvedené smési pomoci zmény zakladniho elektrolytu, resp. pH prostiedi.
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Obrazek 24 DP voltamogramy SMX a TMP v prostiedi BRB zaznamenané na BDDE. Parametry:
elektrolyt: BRB (pH 2), Epoc = +500 mV, Eron = +1800 mV, v = 40 mV/s, vyska pulzu = +50 mV, Sivka

pulzu = 20 ms, csux = 5x107 mol/l, crmp = 1x107 mol/l.

3.4.2. Analyza smési sulfamethoxazolu a trimethoprimu

3.4.2.1 pH zakladniho elektrolytu
Dulezitym parametrem, ktery mize vyznamné ovlivnit polohu oxidacnich signali
analyzovanych latek je hodnota pH zdkladniho elektrolytu. Proto byly zméfeny DP
voltamogramy smési SMX (5x10~® mol/l) a TMP (2,5x10~° mol/l) v prostiedi 0,1 mol/l HNOs
a BRB v rozsahu pH 2-12. Vysledné kiivky jsou uvedeny na obrazku 25. V kyselém prostiedi
je viditelny pouze jeden ostry pik pro obé latky. Se zvysSujicim se pH se proudova odezva
roz§ifuje a postupné se objevuji 2 maxima, kterd jsou nejvyraznéjsi v neutradlnim prosttedi o
pH 6 a 7 (Cervend a modrd kiivka na obrazku 25). Bylo potvrzeno, Ze v ptipadé prvniho

maxima se jednd o oxidaci SMX (+1050 mV) a druhy vrchol odpovida oxidaci TMP
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(+1300 mV). V bazickém prostiedi se separace signalii opét zhorsila a proudova odezva SMX

vyznamn¢ klesala.
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Obrazek 25 DP voltamogramy SMX o koncentraci 5x107 mol/l zaznamenané na BDDE
v pritomnosti TMP o koncentraci 2,5%107 v zavislosti na pH. Parametry: elektrolyt: 0,1 mol/l
HNOs (pH 1), BRB (pH 2-12), Epoc = +500 mV, Eron = +1800 mV, v = 40 mV/s, vyska pulzu =
+50 mV, sirka pulzu = 50 ms.

3.4.2.2 Slozeni zakladniho elektrolytu

Jak vyplyva z ptedchozi kapitoly, nejlepsi separace signali SMX a TMP byla zaznamenana
v neutralnim prostfedi. V dalSim kroku byl testovan vliv slozeni zakladniho elektrolytu na
tvar voltametrické kiivky roztoku farmaceutického piipravku Biseptolu. Vedle BRB byly
testovany nasledujici roztoky: KCI (0,1 mol/l), PB (0,1 mol/1, pH 7,05) a KSCN (0,1 mol/l)
pro neutrdlni prostfedi, AcB (pH 5) pro slabé kyselé prostiedi, BB (1 mol/l), NaOH
(0,1 mol/l), resp. AB (pH 10) pro alkalické prostiedi. Mefeni probihalo pifi dfive
optimalizovanych parametrech DPV. Méfeni probihalo vzdy v 10 ml zakladniho elektrolytu
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s piidavkem 1 pl roztoku Biseptolu a vyslednd koncentrace SMX v polarografické nadobce
tedy byla piiblizné 1,579x10°° mol/l (vypoteno na zékladé obsahu latky v tableté
deklarovaného vyrobcem). V nékterych testovanych prostiedich (NaOH, AB, KSCN) nebyla
zaznamenana zadna proudova odezva sledovanych latek a v nékterych byl signal jen velmi
Spatné¢ vyhodnotitelny. Nejlépe vyvinuty, resp. oddéleny pik SMX byl pozorovan opét
v neutralnim prostiedi KC1 a PB. Vysledné voltamogramy pro tyto dva elektrolyty jsou
zobrazeny na obrazku 26. Naopak dobfe vyhodnotitelny pik TMP byl pozorovan v prostiedi
BRB o pH 10, kde byl velmi potla¢en pik SMX.
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Obrazek 26 DP voltamogramy roztoku tablety Biseptolu (csux ~ 1,579%10°° mol/l)
zaznamenané na BDDE v prostredi 0,1 mol/l KCI (Cervena krivka) a PB (pH 7, cernd kiivka).
Parametry: Epoc = +500 mV, Eon = +1800 mV, v = 20 mV/s, vyska pulzu = +50 mV, Sirka pulzu

=50 ms.

V prostiedi dvou vybranych zadkladnich elektrolyti KCI (0,1 mol/l) a PB (pH 7) byly zméfeny

koncentraéni zavislosti pro SMX v pfitomnosti TMP (obrazek 27). Vychozi koncentrace

SMX v roztoku byla 1x107° mol/l (Servené kiivky v obrazku 27). K tomuto roztoku byl poté
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pridan standardni roztok TMP (modré kiivky) tak, ze jeho vyslednd koncentrace byla 5x
mensi, tedy 2x1077 mol/l (pomér odpovidajici obsahu obou latek ve farmaceutickém
ptipravku). Poté byla zvySovana koncentrace SMX v roztoku (Cerné kiivky). Z obrazku je
vidét, ze v obou prostiedich ziistal pik SMX dobfe vyhodnotitelny i po pfidavku TMP a jeho
vyska se nezménila. Proudovy signal SMX nartstal s koncentraci linearné, coz dokumentuji
zavislosti I, na csmx na obrazku 28. Tyto zavislosti mohou byt popsany nasledujicimi

rovnicemi (6) pro prostfedi KCl a (7) pro PB s odpovidajicimi korelacnimi koeficienty.
I,[nA] = (45,50+0,87) ¢ [umol/1] + (0,6+3,8), » = 0,9995 (6)
I,[nA] = (40,9+1,2) ¢ [umol/1] + (-1,2£7,3), r = 0,9987 (7)

Ze zavislosti 1 rovnic vyplyva, Ze vyssi hodnota smérnice (49,9+0,3) byla ziskdna v prostiedi
0,1 mol/l KCI. Soucasné jsou piky v tomto prostiedi vy$$i a pii praci v oblasti malych

koncentraci o néco 1épe vyhodnotitelné.
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Obrazek 27 DP voltamogramy SMX v pritomnosti TMP zaznamenané na BDDE v zavislosti
na koncentraci SMX. Parametry: elektrolyt: 0,1 mol/l KCI (A) a PB (pH 7) (B), Epoc =
+500 mV, Exon = +1800 mV, v = 20 mV/s, vyska pulzu = +50 mV, §irka pulzu = 50 ms, csux=
1x107%- 1x107 mol/l, crmp = 2x1077 mol/l.
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Obrazek 28 Zavislosti vysky piku SMX na koncentraci ziskané v prostiedi 0,1 mol/l KCl a PB (pH 7).

Parametry stejné jako na obrazku 27.

3.4.3. Analyza pripravku Biseptol

Na zéavér bakalarské prace byl analyzovan farmaceuticky ptipravek Biseptol. Jedna tableta
obsahuje dle vyrobce 400 mg SMX a 80 mg TMP. Na zaklad¢ vySe uvedenych vysledkt
probihalo stanoveni SMX v prostfedi neutralnich elektrolyti KCIl, PB. K vyhodnoceni byla
pouzita metoda pridavku standardniho roztoku SMX (1,010~ mol/l) a stanoveni bylo vzdy
5% zopakovano. Piiklady zdznamt z analyz, vcetn¢ grafického vyhodnoceni metody
standardniho ptidavku, jsou uvedeny na obrazku 29A a B. K 10 ml zakladniho elektrolytu byl
piidan 1 pl roztoku tablety Biseptolu a po provedeni analyzy 2-3 ptidavky standardniho
roztoku SMX o objemu 10 pl. Stanoveni TMP probihalo v prostiedi BRB o pH 10, postup byl
stejny jako vpiipadé SMX a objem standardniho pfidavku byl 2,5 npl roztoku
(1,0x1073 mol/1). Ptiklad zdznamu ze stanoveni TMP je uveden na obrazku 30. Vysledky pro
oba analyty i rGzné zakladni elektrolyty jsou shrnuty v tabulce 6. Je ziejmé, Ze obsah SMX
stanoveny v obou testovanych prostfedich byl stanoven spravné (odpovidd obsahu
deklarovanému vyrobci) a vysledky jsou velmi dobie opakovatelné. Vyssi proudové odezvy a
o néco lepsi statistické parametry byly ziskany v prostiedi 0,1 mol/l KCI. Rovnéz vysledky
stanoveni TMP v prostfedi BRB (pH 10) jsou spravné.

Byl tedy splnén cil této bakalaiské prace, byla vyvinuta metoda vhodna pro stanoveni SMX
pouZitelna pro analyzu farmaceutickych piipravki, které obsahuji smés uc¢innych latek SMX a
TMP.
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Obrazek 29 Stanoveni SMX v pripravku Biseptol s vyuzitim DPV ve spojeni s BDDE metodou
standardniho pridavku. Parametry: elektrolyt: 0,1 mol/l KCI (4) a PB (pH 7) (B), Epoc = +500 mV,
Eion = +1800 mV, v =40 mV/s, vyska pulzu = +50 mV, Sirka pulzu = 20 ms, vzorek: Veierror: = 10 ml,

Visorek = 1 ul, standardni pridavek: V = 10 ul, csux = 1x107 mol/l.
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Obrdazek 30 Stanoveni TMP v pripravku Biseptol s vyuzitim DPV ve spojeni s BDDE metodou
standardniho pridavku. Parametry: elektrolyt: BRB (pH 10), Epoc = +500 mV, Ejon = +1800 mV, v =
40 mV/s, vska pulzu = +50 mV, Sirka pulzu = 20 ms, vzorek: Veiekirot = 10 ml, Vizorex = 1 ul,
standardni pridavek: V = 2,5 ul, crup = 1x107 mol/l.
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Tabulka 6 Vysledky opakovaného stanoveni SMX a TMP ve farmaceutickém pripravku Biseptol

Analyt

Elektrolyt ~ Deklarovano
[mg/Thbl]

Stanoveno

[mg/Thbl]

Pramér Vytéznost  RSDs
[mg/Tbl] [%0] [70]

SMX

KCl 400
(0,1 mol/l)

415,2
395,1
405,2
377,4
390,0

396,649,6  94,4-103,8 3,64

SMX

PB 400
(pH 7)

371,7
387,5
402,7
395,1
415,3

394,5+10,8  92,9-103,8 4,14

TMP

BRB 80
(pH 10)

78,1
78,2
76,5
84,0
82,2

79,812,1 95,6-105,0 3,95
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Zaveér

Cilem prace bakalatské prace byl vyvoj rychlé a jednoduché voltametrické metody vhodné
pro stanoveni sulfamethoxazolu ve farmaceutickych ptipravcich. Jako pracovni elektroda byla
pouzita borem dopovana diamantova elektroda, a to pfedev§sim pro jeji skvelé
elektrochemické vlastnosti. S vyuzitim cyklické voltametrie bylo zjisténo, ze SMX poskytuje
dva oxida¢ni piky kolem potenciali +1300 mV a +1500 mV. Sledované reakce byly
ireverzibilni a fizené difuzi. Pro analytické ucely byl vybran 1 oxidacni pik, ktery byl vyssi a

lépe vyhodnotitelny.

Pro vlastni vyvoj metody stanoveni SMX byla pouZita diferenéné pulzni voltametrie,
umoznujici obvykle stanoveni nizSich koncentraci. Na zdklad€ studie zavislosti
voltametrického chovani SMX na pH byl vybran jako vhodny elektrolyt roztok BRB o pH 2.
Nasledné byly zjistény optimalni parametry DPV jako je rychlost polarizace, vyska a Sitka
pulzu. DalS§im krokem bylo studium moznosti piedipravy povrchu pracovni elektrody a jeji
vliv na signdl SMX. NejvhodnéjSim zplisobem aktivace se ukézalo vlozeni 20 cyklickych
voltamogramil v rozsahu potencidlit —1000-+2000 mV (v = 100 mV/s). Aktivace se provadéla
vzdy pouze na zacatku prace a béhem méteni jiz bylo cyklovani zatfazeno pouze pifi zhorSeni
odezvy elektrody, a to obvykle 5 cykli. Vyvinuta metoda byla uspésné aplikovana pii analyze

modelovych roztokl o rizné koncentraci SMX.

Analyzovany farmaceuticky ptipravek Biseptol obsahoval smés uéinnych latek — SMX a
trimethoprim. Navic bylo zjiSténo, Ze ob¢ latky poskytuji oxidac¢ni signal pti podobnych
hodnotach potencialu. Proto vyly testovany rizné elektrolyty o rtizném sloZeni, resp. pH a
bylo nalezeno prostiedi, v némz Ize stanovit SMX vedle TMP (0,1 mol/l KCI nebo PB (pH 7)
a naopak TMP v pfitomnosti SMX (BRB (pH 10). Na zavér byl analyzovan ptipravek

Biseptol a byly dosazeny spravné a dobfe opakovatelné vysledky pro obé& ti¢inné latky.

Na zavér je tedy mozné fici, Zze cil bakalafské prace byl splnén, protoze byla vyvinuta
jednoduché a rychla metoda umoZiiujici stanoveni SMX ve farmaceutickych ptipraveich, a to

1 v ptitomnosti TMP, s nimz tvoti smésné 1é¢ivo, tzv. kotrimoxazol.
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