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ANOTACE

Tato bakalaiska prace se zabyva studiem zékladniho voltametrického chovéani 1éc¢iva
allopurinolu a zejména vyvojem analytické metody pro jeho kvantifikaci pomoci elektrody z
borem dopovaného diamantu (BDDE). Teoreticka ¢ast prace se vénuje charakteristice ALLO,
metoddm jeho stanoveni, zdkladim voltametrie, BDDE a jejimu vyuziti v analyze 1€Civ.
Experimentalni ¢ast je zaméfena na voltametrické chovani ALLO v zavislosti na pH zékladniho
elektrolytu a rychlosti polarizace. Nasledné byla vypracovana voltametrickd metoda s vyuzitim
diferencni pulzni voltametrie, kterd byla uspésné testovana na modelovych roztocich a

komeréné dostupném Ié¢ivu.

KLICOVA SLOVA

Allopurinol, voltametrie, borem dopovand diamantova elektroda, antiuratika

TITLE

Development of voltammetric method for determination of antiuratic drug allopurinol

ANNOTATION

This bachelor's thesis focuses on the study of the basic voltammetric behaviour of the anti-gout
drug allopurinol, and the development of an analytical method for it is quantification using a
boron-doped diamond electrode (BDDE). The theoretical part is dedicated to the characteristics
of ALLO, analytical methods for its determination, as well as the fundamentals of voltammetry,
and BDDE and its application in pharmaceutical analysis. The experimental part investigated
the electrochemical behaviour of ALLO depending on the pH of the used supporting electrolyte
and scan rate. A voltammetric method employing differential pulse voltammetry and BDDE
was developed, and it was successfully applied for analysis of a model sample and

commercially available drug preparation.
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SEZNAM ZKRATEK

Al
A

AA
AB
ACB
ADHD
ALLO
BDDE
BRB
CPE
Cv
CVD
DME
DPV
E

Ekon
Eobrat
Epoc

ERGO

oxide)
FIA

FIA-AMP

proudovy rozdil [A]

amplituda pulsu [V]

kyselina askorbova (ascorbic acid)

amonny pufr (ammonium buffer)

acetatovy pufr (acetate buffer)

porucha pozornosti s hyperaktivitou (attention deficit hyperactivity disorder)
allopurinol

borem, dopovana diamantova elektroda (boron doped diamond electrode)
Brittontiv-Robinsontv pufr (Britton-Robinson buffer)

pastova uhlikova elektroda (carbon paste electrode)

cyklicka voltametrie (cyclic voltammetry)

chemicka depozice z par (chemical vapour deposition)

kapajici rtut'ové elektroda (dropping mercury electrode)

diferen¢ni pulzni voltametrie (differential pulse voltammetry)

elektricky potencial [V]

kone¢ny potencial [V]

potencial obratu [V]

pocatecni potencidl [V]

elektrochemicky redukovany oxid grafenu (electrochemically reduced graphene

pritokova injekéni analyza (flow injection analysis)

pritokova injekcni analyza s amperometrickou detekci (flow injection analysis

with amperometric detection)

GCE

HPLC

elektroda ze skelné¢ho uhliku (glassy carbon electrode)

vysokou¢innd  kapalinova chromatografie (high performance liquid

chromatography)



1 elektricky proud [A]
LC kapalinova chromatografie (liquid chromatography)

LC-MS kapalinova chromatografie s hmotnostnim detektorem (liquid chromatography

with mass spectrometry)

LOD limit detekce (limit of detekce)

LOQ mez stanovitelnosti (limit of quantification)

OXP oxypurinol

PBS fosfatovy pufr (phosphate buffer)

PGE elektroda z pyrolytického grafitu (pyrolitic graphite electrode)

RSD relativni smérodatnd odchylka (relative standard deviation)

SD smérodatnd odchylka (standard deviation)

SDS dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate)

SMDE staticka rtutova kapkova elektroda (static mercury drop elektrode)

SNRI inhibitory zpétného vychytavani serotoninu a noradrenalinu (serotonin and

noradrenaline reuptake inhibitors)

SWCSV voltametrie s vkladanym pravouhlym napétim s katodickym strippingem

(square-wave cathodic stripping voltammetry)

SWvV voltametrie s vkladanym pravouhlym napétim (square wave voltammetry)
t modulacni Cas [s]
UA kyselina mocova (uric acid)

v rychlost polarizace [V s']



UvVOD

Allopurinol je kli¢ovym lé¢ivem pouzivanym k regulaci hladin kyseliny mocové v téle
a je Siroce piedepisovan pacientim trpicim hyperurikemii a dnovou artritidou. Piesnost
a efektivita stanoveni allopurinolu v biologickych vzorcich je nezbytna pro spravné davkovani
a monitorovani jeho terapeutické Uc¢innosti. Jeho Uc¢innost a bezpecnost zavisi na presném
a spolehlivém stanoveni jeho koncentrace ve farmaceutickych ptipravcich a biologickych
vzorcich. Voltametrické metody nabizeji potencial pro vyvoj rychlych, citlivych a selektivnich

analytickych postupt, které jsou zaroven ekonomicky vyhodné a Setrné k zivotnimu prostiedi.

Tato bakalatskéa prace se zaméfuje na vyvoj a optimalizaci voltametrické metody pro
stanoveni allopurinolu. Cilem je navrhnout metodu, ktera je nejen pfesnd a efektivni, ale také

dostate¢né robustni, aby byla aplikovatelna v riznych typech vzorkd.
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1 Teoreticka Cast

1.1 Voltametrie a polarografie

Voltametrické, resp. polarografické metody patii mezi elektroanalytické techniky a jsou
pouzivané jak ve fyzikalné-chemickém vyzkumu tak zejména v analyze elektroaktivnich latek.
Tyto techniky nasly uplatnéni v celé fadé obort od zakladniho vyzkumu az po aplikace
v analyze biologickych vzorkd nebo v nékterych prumyslovych odvétvich. Zminéné metody
jsou aplikovany z divodu jejich jednoduchosti, citlivosti, nizké ceny, rychlosti analyzy
a dostatecné selektivity [1]. Z historického hlediska je nutné zminit, ze polarografické metody,
za jejichz objevem stoji Cesky védec prof. Jaroslav Heyrovsky, ktery ziskal za sviij objev v roce
1959 jako zatim jediny Cech Nobelovu cenu za chemii, maji v Ceské republice dlouhou tradici.
Vzhledem k neustalému vyzkumu a vyvoji maji, zejména voltametrické techniky ale stale svoje

misto v celé Skale aplikaci [2].
1.1.1 Voltametricky ¢lanek

Voltametrické, resp. polarografické metody jsou zaloZeny na sledovani elektrického
proudu (/) protékajiciho ¢lankem pii zméné¢ vkladaného elektrického napéti (E). Jako pracovni
(indikac¢ni) elektrody se pouzivaji elektrody z riznych materidlt. Historicky prvni byla rtut’ ve
formé¢ tzv. kapajici rtutové elektrody, kterd je charakteristicka pro polarografické metody.
Stacionarni elektrody jako je napft. visici rtutova kapkova elektroda a pracovni elektrody pevné
¢i pastové z riznych materiali na bazi platiny, zlata, uhliku, amalgamu aj. jsou typické pro
metody voltametrické. Material pracovni elektrody hraje zésadni roli pro celou voltametrickou
analyzu. Obecné lze fict, Ze elektrody na bazi rtuti jsou vyhodné pro sledovani reakci
katodickych (reduk¢nich) a naopak elektrody na bazi uhliku, zlata nebo platiny jsou vhodné pro
zaznam reakci anodickych (oxida¢nich). Specifickych vlastnosti jednotlivych pracovnich
elektrod 1ze docilit modifikaci nebo piedupravou jejich pracovniho povrchu. Vzhledem
k rozsahu této prace bude pozornost vénovéana pouze materidlu pouzité pracovni elektrody, a to
borem dopovaného diamantu (vice v kapitole 1.1.3). Elektrochemické c¢lanek je kromeé
elektrody pracovni tvoren jesté¢ elektrodou referentni ve dvouelektrodovém uspotadani
(Obrazek 1A), ptipadné i1 elektrodou pomocnou v uspotfadani ttielektrodovém (Obrazek 1B)
[2]. Pomocné a referentni elektrody jsou dilezitou soucasti elektrochemického €lanku. Ve
ttielektrodovém zapojeni, které je v soucasnosti vyuzivano pro vétSinu analyz, protéka proud

mezi elektrodou pracovni a pomocnou, zatimco potencidl pracovni elektrody je méfen mezi
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elektrodou pracovni a referentni, mezi nimiz proud neprochédzi [2]. Diky konstantnimu
potencialu referentni elektrody se zména napéti projevi pouze na potencialu pracovni elektrody.
Hlavni funkci referentni elektrody je urceni elektrodového potencidlu pracovni elektrody.
Funkci pomocnych elektrod je pienos elektronti pii elektrochemickych reakcich, coz umoziuje
presngjsi méteni [2]. Pokud se jedné o zapojeni dvouelektrodové, prochazi proud mezi pracovni
a referentni elektrodou, ale piesny potencial pracovni elektrody neni zndm, protoze ¢ast napéti
se ztraci pii pruchodu proudu (abytek napéti je ptimo tmérny odporu roztoku). Z tohoto diivodu
je pouzivano tiielektrodového zapojeni, kde je piitomna i pomocna elektroda. Existuje n¢kolik
typtt pomocnych a referentnich elektrod. Je dulezit¢ vybrat spravné elektrody v souladu
s konkrétnimi pozadavky a méficimi technikami. Obvykle se jako referentni elektrody
pouzivaji elektrody 2. druhu. Nejc¢astéji se jedna o elektrodu argentchloridovou, kterd je tvofena
stiibrnym dratkem pokrytym vrstvou AgCl ponofené¢ho v roztoku NaCl o definované
koncentraci (nejéastéji 1 nebo 3 mol L™! nebo nasyceny). Od roztoku zakladniho elektrolytu je
oddélen fritou. Druhou pouzivanou elektrodou referentni je elektroda kalomelova, od jejihoz
pouziti se ale vzhledem k obsahu rtuti a jejich slou€enin upousti. Elektrody pomocné jsou
obvykle velkoplosné nejcastéji ve formé dratkli nebo plisku z platiny ¢i uhliku [2]. Schéma

aparatury pro voltametrickd méteni je uvedeno na obrazku 1.

L 2d

) napéti
A—meu*%v
V-metr Potenciostat a
%; meéfidlo proudu
r w A

r W |a

inertn( T
— zdg I
| napeti

5

A-metr
V-metr

Obrazek 1 Dvouelektrodové (A) a trielektrodové zapojeni (B) elektrochemického clanku,
schéma aparatury pouzivané ve voltametrii (C) [2]; r - referentni elektroda, w - pracovni
elektroda, a - pomocna elektroda.
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1.1.2 Voltametrické metody

Voltametrick¢ metody se liSi v zavislosti na zptisobu vkladani napéti na pracovni
elektrodu. Existuje celd fada voltametrickych technik. V ramci této kapitoly budou stru¢né
popsany tii nejbéznéji vyuzivané techniky, navic cyklicka voltametrie (CV) a diferen¢ni pulzni

voltametrie (DPV) byly vyuzity v experimentalni ¢asti této bakalatské prace.
1.1.2.1 Cyklicka voltametrie

CV je siroce vyuzivana v mnoha oblastech elektrochemie pro zédkladni studium
elektrochemickych procesi. Je to rychla a relativné citlivda metoda, pti které se na pracovni
elektrodu vklada potencidl trojuhelnikového tvaru. Zaznam pribéhu potencidlu s ¢asem je
znazornén na obrazku 2Al. Potencidl se tedy v zavislosti na ¢ase méni od pocatecniho
potencialu (Ein) pfes potencidl obrat (Eobrat) aZ po potencial konecny (Erin), ktery je asto shodny
s Ein. Vyhodou této techniky je moznost sledovat jak reakce katodické, tak anodické. Vkladany
potenciadl tedy zptsobuje nejdiive redukci a nésledn¢ pak oxidaci analytu, nebo naopak
a vynesenim zavislosti pribchu elektrického proudu na potencialu (tzv. I-E kiivky) lze ziskat
zaznam neboli voltamogram s tvofeny katodicko-anodickou kiivkou [3]. Typicky voltamogram
analytu poskytujiciho jak reduk¢ni tak oxidacni odezvu je zndzornén na obrazku 2A2. Na
zaklad¢ tvaru a charakteristik voltamogrami Ize provést interpretaci a ziskat informace
o zkoumané latce, jako je koncentrace, kinetika, termodynamika a adsorpcni chovani [1].
Hlavnim vyuZitim této metody je moznost hodnotit mechanismy elektrodovych reakci na
zakladé pribcéhu katodickych a anodickych kiivek a jejich reverzibilitu. Reverzibilni
elektrodova reakce je charakterizovéana tim, ze elektrony se pohybuji ve sméru od anody ke
katodé¢ a zpét v takovém rozsahu, Ze se Zadné vedlej$i reakce neobjevuji. Vysledny
voltamogram bude mit dva piky, které budou symetrické vzhledem k nule a odpovidaji
procestm oxidace a redukce. Kvazireverzibilni elektrodova reakce je charakterizovana tim, Ze
1 kdyz se elektrony pohybuji ve sméru od anody ke katod¢ a zpét, vedlejsi reakce mohou nastat,
coZ vede k malému posunu pikil od nuly a asymetrii voltamogramu. Piky tedy nejsou zcela
symetrické. Ireverzibilni elektrodova reakce je charakterizovana tim, Ze reakce se odviji pouze
ve sméru od anody k katod¢ nebo naopak, a nelze ji provadét opacnym smérem. Voltamogram

tak mize obsahovat pouze jeden pik [2].
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Obrazek 2 Priibeh potencialu vkladaného na elektrodu pri CV (A1). DPV (B1) a SWV (Cl) a
ziskané voltamogramy pvi vyuziti CV (A2), DPV (B2) a SWV (C2) (prevzato z [4], upraveno
autorkou)

1.1.2.2 Diferencni pulzni voltametrie

DPV se lisi od CV prubéhem potencialu v zavislosti na case. Potencial je vkladan ve
formé¢ pulzt s konstantni amplitudou na postupné rostouci potencidlovou rampu a proud je
méfen v Casovych intervalech pfed zacatkem a koncem pulzu, jak je znazornéno na obrazku
2B1. Rozdil mezi témito proudy (Al) se vynasi v zavislosti na vklddaném napéti, jak je
znazornéno na obrazku 2B2. Vysledny proudovy signal ma tvar piku. Potencidlové pulsy jsou
vkladany z divodu sniZeni vlivu kapacitniho proudu. Kapacitni proud je proud, ktery vznika
v disledku nabijeni a vybijeni elektrolytu na elektrodach, a mize byt ¢asto rusivy pro analyzu
elektrochemickych procesii. Vkladanim potencidlovych pulst, které rychle méni potencial

elektrody, lze minimalizovat vliv kapacitniho proudu a ziskat tak Cist§i a pfesncjsi data.
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Potencidlové pulsy umoznuji ziskat informace o reakénim prabéhu pii riznych potencialech
a pomahaji oddélit kapacitni proud od reakéniho proudu. To umoziuje lepsi charakterizaci
elektrochemickych procest a zlepSeni citlivosti a pfesnosti analyzy [5]. Pulzni metody také
umoziuji snadn€j$i kvantitativni vyhodnoceni naméienych piki. DPV se Casto pouziva
k uréeni koncentrace riznych elektroaktivnich latek, jako jsou kovy, organické slouceniny,

1éCiva a dalsi [1].
1.1.2.3 Voltametrie s vkladanym pravouhlym napétim

Voltametrie s vkladanym pravouhlym napétim (SWV z angl. square wave voltammetry)
je dalsi z pulznich voltametrickych technik. Pii této technice je na elektrodu aplikovan potencial
ve form¢ pravouhlych pulzi na linearné€ rostouci potencialovou rampu. Na kazdém stupni jsou
vlozeny dva stejné vysoké ale opacné sméfujici potencialové pulzy. Opét, podobné jako u DPV,
jsou zaznamenavany dvé hodnoty / — nejprve po aplikaci tzv. doptedného pulzu a poté po tzv.
zpétném pulzu (obrdzek 3A1). Vysledny voltamogram ma obdobny tvar jako kiivky ziskané
z méfeni s DPV (obrazek 3A2). Vyska pulzl a jejich frekvence jsou obvykle vys$si nez u DPV
a linedrné rostouci potencial je aplikovan rychleji. Tato technika je opét vyuzitelnd jak pro
studium elektrochemickych reakci (redoxni chovani analytu nebo piitomnost riznych reakci),

tak pro kvantifikaci sledovaného analytu, napt. v chemickych a biologickych vzorcich [1].
1.1.3 Bodrem dopovana diamantova elektroda (BDDE)

Jak jiz bylo uvedeno vyse, volba (materialu) pracovni elektrody je zdsadni pro celou
voltametrickou analyzu. Velmi perspektivni se jevi pouziti borem dopované diamantové
elektrody (BDDE), jejiz material je tvofen uméle vyrobenym diamantem, ktery byl v procesu
vyroby obohacen atomy boru, ktery slouZi jako vodi¢. Diamant jako material vykazuje vysokou
tvrdost a tepelnou vodivost a také je pfirozeny izolant a bez vhodné upravy ho nelze pouZit jako
elektrodovy material, protoze nevede elektricky proud. Dopovanim diamantu borem (pifipadné
jinymi prvky) se vytvareji defekty v krystalové struktufe, které umoziuji pohyb elektroni a tim
zlepSuji jeho elektrickou vodivost [6]. Nejvétsi vyhodou BDDE je Siroky vyuzitelny
potencidlovy rozsah (az 3,5 V v zavislosti na pouzitém zakladnim elektrolytu) v anodické
1 katodické oblasti, coZz umoznuje vyuzivat tuto elektrodu pro zaznam jak redukc¢nich, tak
oxidac¢nich déja. Dalsi vyhodou BDDE je omezené adsorpce latek na pracovni povrch, coz je
vyhodné zejména z hlediska pasivace a tuto elektrodu je obvykle mozné pouzivat opakované
bez nutnosti mechanického ¢isténi. Dalsi vyhodou BDDE je inertnost a stabilita pouzitého

materialu, coZ umoziuje provést analyzu v mediich o riiznych vlastnostech. V biochemické
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analyze se BDDE vyuZzivaji pro mnoho rtiznych aplikaci, naptiklad pro detekci a kvantifikaci
biologicky aktivnich latek, studium reakci enzymi nebo analyzu oxidace organickych
sloucenin a je mozné provadét analyzu v raznych typech biologickych vzorka [7]. Dalsi
vyhodou BDDE je jeji dlouhd Zivotnost a snadna tdrzba. Diamant je extrémné odolny vici

opotfebeni a chemickym reakcim, coz zajistuje dlouhou Zivotnost elektrody [6.7].

Ptiprava BDD filmu se provadi metodou chemické depozice par (CVD, z angl. chemical
vapour deposition) pii které je plyn obsahujici uhlik, nejcastéji methan, pfeveden na methylové
radikaly a atom vodiku a ty jsou navazany na vhodny substrat. Po pfidani diboranu nebo
trimethylboru v plynné fazi se plyny aktivuji za pouziti mikrovinnych plazmovych nebo
horkych vlaken. Aby byly substraty potaZzeny vrstvou diamantu, musi tloustka filmu odpovidat
pfiblizné€ 1 um [8]. Koncentrace boru v BDD filmech ovliviiuje jejich vysledné vlastnosti. Silné
dopované filmy s vysokou koncentraci boru maji vlastnosti podobné kovovym vodictim,
zatimco mén¢ dopované filmy jsou oznaovany jako polovodivé. Tato vlastnost je dilezita pro

ruzné aplikace BDD filmii, napiiklad v elektrochemii, senzorice nebo bioelektronice [9].

Diamantovy povrch elektrody mize byt H-terminovany diky katodické ptredupravé
nebo O-terminovany, ¢ehoz Ize docilit anodickou predipravou. Udrzovani H-terminovaného
povrchu elektrody je narocné kviili jeho snadné oxidaci vzdusnym kyslikem. Proto je nezbytné
pravidelné provadét rehydrogenaci oxidovaného povrchu pred kazdym elektrochemickym
experimentem. Katodicka preduprava se provadi vkladanim negativniho potencial na povrch
elektrody. Deoxidace povrchu BDDE je mozna pouze pomoci Zihani vodikem a plamenem
nebo oSetfenim vodikem a plazmou, coZ vyZaduje specidlni vybaveni. Spravna udrzba
elektrody a pravidelné ¢iSténi jsou kli€ové pro zajisténi dlouhé Zivotnosti a stabilnich vysledkt
[10]. Anodickéd preduprava elektrody BDDE je proces, pii kterém se elektroda vystavuje
pozitivnimu potencidlu kolem +2,0 V. Tim dochdzi k elektrochemické oxidaci povrchu
elektrody a vzniku OH radikald. OH radikély jsou silnymi oxida¢nimi ¢inidly, které mayji
vyznamny vliv na voltametricky signél a odezvu analytu na elektrodé. Pfediaprava BDDE ma
vliv na elektrochemické vlastnosti a umoziiuje napft. citlivéjsi detekci analytii nebo zajistuje

stabilitu a reprodukovatelnost voltametrickych signala [10].
1.1.4 BDDE ve farmaceutické analyze

Farmaceutickéd analyza je disciplina, ktera se zabyva kvantitativnim a kvalitativnim
stanovenim Uc¢innych latek, pomocnych latek a necistot v 1éCivych pfipraveich. Ve

farmaceutické analyze se vyuzivaji rizné metody pro stanoveni slozeni, Cistoty a koncentrace
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latek v 1écivech. Mezi nejcastéji pouzivané techniky patii chromatografické metody,
spektroskopické metody, elektroanalytické metody (napft. elektroforéza) a dalsi. Pti vybéru
metody je dilezité zvazit primarné citlivost a selektivitu. V analyze 1€¢iv jsou Casto provadény
testy ke stanoveni totoznosti (kvality), které urcuji, zda se skutecn¢ jedna o danou 1é¢ivou latku,
a také ke stanoveni jejiho mnozstvi (kvantity), pfipadné mnozstvi vice G€innych slozek
(simultanni stanoveni) [11]. BDDE, i diky vySe uvedenym elektrochemickym vlastnostem,
predstavuje zajimavy nastroj i pro farmaceutickou analyzu. Obvykle je vyuzitelna pro analyzy
nizkych koncentraci elektrochemicky aktivnich latek, coz je klicové pii zkoumdani
farmakokinetiky a farmakodynamiky 1é¢iv [6]. Farmakokinetika se zabyva procesy, které
ovliviuji cestu, kterou 1é¢ivo prochazi v téle, od jeho podani az po jeho eliminaci. Zahrnuje
absorpci, distribuci, metabolismus a exkreci 1é¢iva. Farmakodynamika se na druhé strané
zabyva UcCinky lé¢iva na télo a mechanismy, kterymi 1é€ivo interaguje s biologickymi cili, jako
jsou receptory, enzymy nebo iontové kandly. Vlastnosti BDDE umoziuji vytvoreni vysoce
citlivych senzorti pro detekci analytli i v biologickych materidlech. Navic diky inertnosti
materialu je mozné pracovat v riznych typech prostredich [12]. Reprezentativni vybér 1éCiv,
pro které byly navrzeny metody voltametrického stanoveni vyuzivajici BDDE jako pracovni

elektrodu, prinasi tabulka 1.

Z tabulky 1 je zfejmé, Ze pracovni BDDE byla tspésné vyuzita pro stanoveni Sirokého
spektra l1éCivych latek [13-26] v riznych i1 pomérné slozitych matricich. Nej€astéji autoti
uspesné deklarovali, 1 pfes obecné niz$i selektivitu voltametrickych metod, stanoveni
sledovanych analytl v moci [13, 15-18, 20, 25], séru [14-19, 24] nebo 1éCivych ptipravcich
s obsahem dané¢ho analytu [15-23, 26]. Déle je zfejmé z podminek uvedenych v tabulce 1, Ze
ve vétsiné piipadd stanoveni bylo stanoveni realizovano v kyselém prostiedi s vyuzitim BRB
nebo anorganickych kyselin [13, 15-17, 19-26] a aplikovanymi metodami byla nejcastéji —
SWV a DPV, krom¢ stanoveni tramadolu a acetaminophenu, kdy bylo vyuzito pritokové
injekéni analyzy s amperometrickou detekci (FIA-AMP) [17]. Z uvedenych piikladi Ize
konstatovat, Ze BDDE pfedstavuje vyuzitelny ndstroj pro stanoveni 1é¢ivych latek z riznych
skupin, a proto je vhodné dale testovat jeji aplikaéni moznosti 1 pro dalsi IéCiva, Cemuz se vénuje

pfedkladana bakalatska prace.
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Tabulka 1 Prehled vybranych aplikacnich moznosti BDDE ve farmaceutické analyze

. e Zakladni LOD Pfeduprava .
Latka Typ léCiv Metoda elektrolyt [mol I'] Typ vzorku BDDE Cit.
. o lidska moc¢ s ptidavk .
Amilorid diuretikum  SWCSV  BRB (pH2,0) 1,50x1077 idskd m;’;?y‘:;dav em katodickda  [13]
. selektivni ACB (pH4,7) 5,22x107% lidské sérum s pfidavkem
Tofacitinib . ) DPV - 14
otactimt imunosupresivum PBS (pH 8,0) 1,72x1077 analytu [14]
. leci idské sé :
Mefenoxalon anxiolytikum SWV  BRB (pH9,0) 5,50x10°® ecglo, lidske sérum anodicka [15]
s ptidavkem analytu
C 1é¢ivo, lidské sé .
Mefenoxalon anxiolytikum DPV BRB (pH 3,0)  9,0x1078 ec?/o, 1aske serum anodicka [15,16]
s piidavkem analytu
opioidni FIA- ¢ lécivo, biologické vzorky (mo¢ .
T dol ) BRB (pH 2,0)  3,00x10 k k 1
ramado analgetikum AMP P ) a sérum) s pridavkem analytu atodickd [17]
Acetaminophen antipyretikum FIA- BRB (pH 2,0) 3,00x107® Iécivo, biologicke vzorky (mo¢ katodicka [17]
P by AMP P2 ’ a sérum) s piidavkem analytu
i Tomické T
Dopamin neurotransmiter DPV  ACB(pHS8,3) 1,87x10°® biologické st)rky > prldravkem - [18]
analytu (mo¢, krev a sérum)
1é¢iva, biologické vzorky
Paracetamol antipyretikum SWV  ACB (pHS83) 1,35x1078 s ptfidavkem analytu (moc, katodicka [18]
krev a sérum)
. ) . . lécivo, mysi krevni sé )
Vortioxetin antidepresivum SWV  BRB (pH4.0) 2,35x107° ecwowmy51 CVINl SCIUM anodicka [19]
s pfidavkem analytu
. ti tikum, _ . . .
Hydroxychlorochin o MBI, gy 01 M H2S0s  6,00x10° 1é&ivo, syntetickd mo¢ katodicka  [20]

antimalarikum




Albendazol antiparazitikum DPV 0,5M HxSOs  6,25x1078 farmaceutické ptipravky katodicka [21]
Bezafibrat hypolipidemikum SWV  BRB (pH2,0) 9,8x10°% 1é¢ivo katodicka [22]
Rifaximin antibiotikum SWV 0,1 MHNO;  1,78x1077 1é¢ivo anodicka [23]

Cefepim antibiotikum ;)\1:]1// BRB (pH 3,0) tig i 182 lidské sérum anodicka [24]
Imiquimod protilréaél:;/inné SWCSV 0,1 MS]})IZSSO4 s 6.2 x 107 lidska m;)jaiy]iiidavkem k:;c;ciiiiccl;i a [25]
Atomoxetin Si%;}%é;ba DPV BRB (pH 2,0)  3,7x10°% farmaceutické pripravky anodicka [26]

AB — amonny pufr (ammonium buffer), ADHD — porucha pozornosti s hyperaktivitou (attention deficit hyperactivity disorder), ACB — acetatovy pufr (acetate
buffer), BRB — Brittoniiv-Robinsontiv pufr pufr (Britton-Robinson buffer), DPV — diferencni pulzni voltametrie, CV — cyklickéd voltametrie, FIA-AMP —
pritokova injekéni analyza s amperometrickou detekci (flow injection analysis with amperometric detection), SNRI — inhibitory zpétného vychytavani
serotoninu a noradrenalinu (serotonin and noradrenaline reuptake inhibitors), SWV — square wave voltametrie, SWCSV — square wave voltametrie s katodickym
zakoncentrovanim (square-wave cathodic stripping voltammetry), SDS — dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate), LOD — limit detekce (limit of detection),
PBS — fosfatovy pufr (phosphate buffer).



1.2 Allopurinol

Allopurinol (ALLO) patii do skupiny 1€kti oznacovanych jako antiuretika, coz jsou léky
uzivané ke snizeni tzv. urikémie neboli vysoké hladiny kyseliny mocové (UA z angl. uric acid)
v krvi. Mechanismus jejich u¢inku je bud’ snizeni tvorby nebo zvySené vyluCovani této
biomolekuly [27]. Pouzivaji se k 1écb¢ dny, ktera se projevuje edémy (otoky) kloubli. Dna
vznikéd v disledku pretrvavajici hyperurikémie zptsobené prostfedim a genetickymi faktory,
coz zpusobuje ukladani krystali sodné soli UA v tkdnich. Kontrola hyperurikémie se nejcastéji
dosahuje snizenim produkce UA inhibitorem xantinoxidazy (XO), coz je vyznamny enzym
ucastnici se katabolismu purind, hypoxantinu, pterint atd. UA je také zndma tim, Ze miize byt
antioxidantem a reaguje s tzv. ROS (reactive oxygen species) neboli reaktivnimi formami

kysliku, coz mtize vést k riznym zdravotnim problémiim [28].

ALLO, jehoz strukturni vzorec je uvedeny na obrazku 3, byl poprvé syntetizovan v roce
1956 R. C. Robinsem (1926-1992), beéhem jeho vyzkumu protinadorovych latek. Pozdéji byl
1€k registrovan pro 1é¢bu dny a od roku 1966 se zacal postupné prosazovat na farmaceuticky
trh. ALLO je latka velmi podobnd svou chemickou povahou hypoxantinu, je tedy
konkurenénim inhibitorem XO a tim potlacuje tvorbu UA. XO je dllezity enzym, ktery
katalyzuje oxidaci purinti, xantinu a hypoxantinu s tvorbou UA a peroxidu vodiku. Na obrazku
3 je zobrazeno schéma inhibice tohoto enzymu ALLO, coZ zabranuje pfeméné hypoxantinu na
xantin nebo UA [29]. Diky u¢innosti, dostupnosti a nizké cené se pouziva tato latka uz pul
[28]. Experimentalni studie ukazaly, ze ALLO lze vyuzit nejenom pro 1écbu dny. V nékolika
studiich byla identifikovana UA jako potencialni biomarker v progresi invalidity u roztrousené
skler6zy. Blokovani aktivace mikroglii pomoci této bioaktivni latky vyznamné sniZilo
poskozeni axonli a v mensi mife také demyelinizaci [30]. Terapeuticky potencidl ALLO byl
také zjiStén u pacientll s astmatem. Regulace acetylace a sekrece HMGBI1 purinovym
metabolismem, ktery je klicovy pro vznik astmatu [31]. ALLO je také modulator adenosinu,
proto byl navrZen, jako potencialni 1é€ba pro vazna duSevni onemocnéni, jako napt. bipolarni

poruchu [32].
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Obrazek 3 Inhibice xantinoxidazy allopurinolem [29]

1.2.1 Moznosti stanoveni allopurinolu

Tato kapitola pfedstavuje, vzhledem k rozsahu a zaméfeni této bakalarské prace, jen
struény ptehled nejvice vyuzivanych metod pro stanoveni studovaného analytu. V literatute 1ze
najit rizné metody pro stanoveni ALLO v biologickych ¢i farmaceutickych vzorcich, coz

demonstruje napt. prehledovy ¢lanek z roku 2021 [33].

Kapalinova chromatografie (LC) je jednou z technik ¢asto pouZivanych pro kvantifikaci
ALLO a jeho metaboliti. Béhem chromatografické analyzy jsou slozky smési oddélovany na
zaklad¢ jejich rozdilné rozpustnosti v mobilni fazi a afinit€ ke staciondrni fazi. Ze studia
literarnich zdroji vyplynulo, Ze pro stanoveni ALLO pomoci LC je mozné vyuzit vice typt
detektorti. Podle studie [34] byla aplikovéana vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (HPLC)
s polarografickou a voltametrickou detekci pfi analyze télesnych tekutin. Pro polarografickou
detekci byla pouzita kapajici rtutova elektroda (DME, z angl. dropping mercury electrode) a pti
voltametrii autofi pouzivali pracovni elektrodu ze skelného uhliku (GCE, z angl. glassy carbon

electrode) a referentni elektrodu argentochloridovou [34]. Tandemov4d hmotnostni
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spektrometrie ve spojeni s LC, znamé jako LC-MS/MS, poskytovala také vysoce citlivou
a specifickou metodu pro identifikaci a kvantifikaci ALLO v lidském séru. Navic tato metoda
umoznovala i1 simultanni stanoveni ALLO a jeho metabolitu oxypurinolu (OXP) [35]. V praci
autorti Khadera a kol. [36] byla pfedstavena metoda HPLC pro stanoveni ALLO a lesinuradu
ve farmaceutickém piipravku. Separace byla provedena s pouzitim 0,1% kyseliny
trifluoroctové a metanolu jako mobilni faze. Nasledovala detekce 1é¢iva pomoci UV detektoru
s maximem pii 255 nm [36]. Kromé LC je mozné pro stanoveni vyuzit i plynovou
chromatografii, napi. v praci [37] byla pro analyzu vzorka tablet s ALLO pouzita metoda
plynové chromatografie s plameno-ionizacnim detektorem s vyuzitim fenantrenu jako interniho
standardu. Aplika¢ni moznosti elektroforézy, dalsi ze separacnich technik, opét pro simultanni
stanoveni ALLO a jeho metabolitu OXP testovali autofi, napt. ve studii [38]. Pro samotné
stanoveni bylo vyuzito UV detektoru. V této praci autofi optimalizovali podminky
elektroforézy pro ALLO a OXP a také studovali efekt pH, typu pufru a jeho koncentrace, vliv
napéti na mobilitu, rozliSeni, citlivost a rychlost. Zjistili, Ze elektroforeticka mobilita ALLO
a OXP kontinuéln¢ klesala s naristem pH pufru. Vyuzitelnost této metody byla demonstrovana

spravnymi a presnymi vysledky ziskanymi pfi stanoveni ALLO a OXP v lidském séru [38].

Dale se pro stanoveni ALLO v télnich tekutinach Casto vyuziva i spektrofotometrickych
metod, které jsou zaloZeny na schopnosti ALLO absorbovat UV zéteni pfi urcité vinové délce
(maximum konkrétné pii 254 nm), coz umoziuje jeho detekci a kvantifikaci [39]. Dalsi
moznosti, €asto vyuzivanou ve spektrofotometrii, je stanoveni produktu reakce analytu
s reak¢énim c¢inidlem. Toho vyuzili autofi napt. ve studii [40], kde byl jako reakcni €inidlo
zvolen katechol a Fe(Ill) a byla méfena absorbance vzniklého rozpustného komplexu pfi
580 nm. Tyto techniky se casto pouZzivaji ve farmaceutickém primyslu, biochemii
a environmentalnich védach pro analyzu slozitych smési, kde je potfeba vysoka piesnost
a citlivost. OvSem, kvuli pfitomnosti jinych purint, jako jsou xanthiny, které¢ absorbuji UV

o4

zalozené na vyse uvedenych chromatografickych technikach.

Zavérem lze fici, Ze nevyhodami vySe uvedenych metod, specificky téch
chromatografickych, je naro€nost a draha instrumentaci, komplikovana uprava vzorku pied
analyzou a ¢asova naro¢nost. Naopak vyhodami je vysoka selektivita a citlivost pro stanoveni
sledovaného analytu. Vhodnou alternativou mohou byt metody elektroanalytické specificky

voltametrické, které jsou citlivé, jednoduché jak na obsluhu, tak instrumentaci, rychlé a obvykle

24



1 méné narocné na pripravu vzorku. Pfehled jiz vyvinutych metod pro stanoveni ALLO pfinasi

nasledujici kapitola.

1.2.2 MoZnosti voltametrického stanoveni allopurinolu

Cilem této kapitoly je pfinést pirehled jiz vyvinutych elektroanalytickych metod
stanoveni ALLO s vyuzitim riznych pracovnich elektrod. Pro studium voltametrického
chovani byly testovany pracovni elektrody rtutové [41-43], na bazi uhliku [41, 43-46] nebo

elektrochemicky sensor modifikovany magnetickymi nanocasticemi [47].

V préci [41] byl popsan mechanismus elektrochemické redukce ALLO na DME a na
elektrodé z pyrolytického grafitu (PGE, zangl. pyrolitic graphite electrode). Na DME
sledovany analyt vykazoval jednu dobte definovanou difuzné kontrolovanou polarografickou
vlnu odpovidajici 2¢/2H" redukci na 6,7-dihydroallopurinol (v prostiedich o pH 2-8), resp.
4e /4H" redukei na 2,3,6,7-tetrahydroallopurinol (v prostiedich o pH < 2,0). Na PGE byl také
pozorovan jeden stabilni redukéni signél v prostfedich o pH 0-6. Tato odezva, kterd méla
potencial okolo —1,5 V, byla velmi Spatn¢ vyhodnotitelna vzhledem k $ifce potencidlového
okna uvedené pracovni elektrody [41]. Stejni autofi se vénovali i moznosti simultanniho
stanoveni UA a ALLO na PGE v préci [42]. Bylo zjisténo, Ze obé& latky poskytuji oxidacni
odezvu detekovatelnou na PGE, ale ALLO vykazoval voltametricky oxidac¢ni pik pfi mnohem
pozitivnéjSim potencialu, nez je tomu u UA, takZe nedochazelo k Zadné¢ interferenci. Navic bylo
potvrzeno, Ze UA neni, na rozdil od ALLO, elektrochemicky redukovatelnd na DME. Tato
metoda byla aplikovatelnd pro stanoveni ALLO o koncentracich 1,0-10x10* mol L™! [42].
V praci [43] je popsana metoda zaloZena na pritokové injekci s anodickou polarografickou
detekci (FI-ADP z angl. flow injection with anodic polarographic detection), kterd umoZiiovala
rychlou a spolehlivou kvantifikaci ALLO v tabletdch. Vysoka selektivita, snadno obnovitelny
povrch elektrody a nepotiebnost deoxygenace nosné¢ho proudu byly charakterizovany jako
hlavni vyhody tohoto pfistupu. Samotnd polarograficka detekce byla zalozena na tvorbé malo
rozpustné slouceniny s materidlem pracovni elektrody, kdy pro méteni byla pouzita staticka
rtutova kapkova elektroda (SMDE z angl. static mercury drop elektrode) a referencni elektroda
argentochloridova. V uvedené studii byla vyuzita jak CV, tak i amperometrie pti aplikovaném
potencidlu +150 mV vici Ag/AgCl. Na obrazku 4 je cyklicky voltammogram, ktery zobrazuje

odezvy ALLO zaznamenané v prostiedi 0,05 M boratovém pufru o pH 9,2 pfi zménach
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pocateniho potencidlu (+0,04 resp. —0,02 V). Metoda FI-APD poskytla presné a citlivé

stanoveni ALLO v 1é&ivu s detekénim limitem 1,8 umol L' [43].

Current —

Potential/\' versus Ag - AgCl
Obrazek 4 Cyklicky voltammogram 0,15 mmol L' ALLO naméieny na SMDE v prostiedi
0,05 M boratovém pufru pH 9,2 pri zmendach pocdtecniho potencialu [43]

Pritokova injekéni analyza (FIA, zangl. flow injection analysis) s voltametrickou
detekci byla aplikovana i v praci [44]. Kyselina askorbova (AA, z angl. ascorbic acid) byla
vyuZzita jako mobilni faze k vyvoji citlivého detekéniho schématu pro ALLO. Byla pouzita
tiielektrodova elektrochemicka cela, ktera se skladala z pracovni GCE, referen¢ni elektrody
Ag/AgCl a pomocné elektrody z platinového dratu. Opét bylo vyuzivano jak méfeni v reZimu
CV, tak amperometrie. Bylo zjisténo, ze ALLO neposkytuje Zadny detekovatelny oxidacni
signdl na PGE, ale byl pozorovan jeden irreverzibilni anodicky pik odpovidajici oxidaci
kyseliny AA na dehydroaskorbovou kyselinu (v prostfedi 0,1 mol L™! PBS o pH 8), ktery se
sniZzoval v disledku inhibi¢niho pisobeni ALLO. Pti pouziti AA jako mobilni faze byla vyse
uvedend vlastnost vyuzita k vyvoji citlivého detekéniho schématu pro ALLO. Za
optimalizovanych podminek byl naméfen linearni rozsah az do 150 mol L™! s detekci
0,5 umol L™!. Byla potvrzena i vysoka piesnost a opakovatelnost vysledki stanoveni. Navrzena

metoda byla vyuzita pro stanoveni ALLO v komer¢éné dostupném lé¢ivém piipravku, aby se
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potvrdilo jeji potencialni vyuziti v redlnych aplikacich [44]. V dalsi praci [45], vyuZivajici
uhlikové elektrody (konkrétn¢ lesténé a nasledné elektrochemicky aktivované GCE a PGE), byl
navrzen jednoduchy a efektivni nastroj pro monitorovani transformace purinovych katabolita
katalyzované¢ XO. Voltametrickd méfeni byla provadéna v tiielektrodovému systému
zahrnujicimu rizné uhlikové/grafitové pracovni elektrody, referencni elektrodu Ag/AgCl/3M
KCI a pomocnou elektrodu z platinového dratu. Tato elektrochemickd technika byla pouzita
pro simultdnni detekci xanthinu (XAN), hypoxanthinu (HYP), UA, ALLO a OXY
v nanomolarnich koncentracich. Detekce purinovych metabolitii byla zaloZzena na pfimém
elektrochemickém meétfeni oxidacnich signali pro kazdou sledovanou latku v jediném
detekénim kroku stejnym elektrodovym systémem. VSechny tyto latky poskytovaly dobie
vyvinuté voltametrické signaly, coz ilustruje obrazek 5. Jednotlivé signély bylo moZné snadno
identifikovat, 1 v pfipadé¢ smési. Oxidacni piky sledovanych latek byly méfeny pomoci
anodického rozpoustéci DPV v prostiedi 0,1 mol L™ acetatovém pufru (pH 4.8) a za
navrzenych podminek bylo mozné jednotlivé analyty detekovat fadové v desitkach nmol L.
Metoda byla Gispésné aplikovana pro stanoveni latek v moci pacientli uzivajicich 1ék s obsahem

ALLO [45].

jlpAem? R

1
-k

Obrazek 5 Voltametrické signaly smési jednotlivych metabolitii souvisejicich s reakcemi

katalyzovanymi XO namérené na lesténé PGE [45]

Déale bylo zkouméno elektrochemické chovani ALLO s vyuzitim pracovni GCE
modifikované elektrochemicky redukovanym oxidem grafenu (ERGO zangl.
electrochemically reduced graphene oxide) v pfitomnosti AA a UA spomoci DPV
a amperometrie. Zjistilo se, Ze diky uvedené modifikaci byly pozorovany vyrazné;si
a stabilngj$i oxidacni proudové odezvy ALLO, AA a UA. Tato modifikovana elektroda byla

uspésné pouzita k sou¢asnému voltametrickému stanoveni uvedenych analytl ve smési a bylo
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potvrzeno, ze je mozné stanovit ALLO i pii pfitomnosti AA a UA ve vysokych koncentracich,
coz je dulezité zejména pii analyze moci. Tuto skute¢nost demonstruje obrazek 6 se zdznamem
DP voltamogramiéi ALLO v rozmezi koncentraci 20-140 pmol L™ v pfitomnosti 1 mmol L™
AA a 0,5 mmol L' UA v prostiedi 0,2 mol L™! fosfatového pufru. Pomoci navrzené
amperometrické metody bylo dosazeno detekéniho limitu pro ALLO 1,1 x 107" mol L™". Déle
byla praktickd aplikace tohoto pfistupu demonstrovana pii stanoveni ALLO v léCivych
pripravcich a pii simultdnnim stanovenim AA, UA a AP v lidském krevnim séru a vzorcich

moci [46].
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E vs. (Ag/AgCl/satd NaCl)/V
Obrazek 6 DP voltamogramy namérené na GCE modifikované ERGO v prostredi fosfatového
pufiru v pritomnosti 1,0 mmol L' A4 a 0,5 mmol L' UA s pridavky ALLO (20-140 umol L")
[46]

Kromé¢ klasickych elektrodovych materiali uvedenych v predchozich odstavcich byl
pro stanoveni ALLO vyvinut i novy elektrochemicky senzor na bazi modifikované pastové
uhlikové elektrody (CPE, zangl. carbon paste electrode) smési magnetitového oxidu
grafenu/mezoporézniho uhliku (Fe3;O4@GO/OMC-CPE). Vyhody tohoto senzoru jsou mozZnost
regenerace povrchu senzoru, jeho rychld a snadna vyroba. Byl pouzit tfielektrodovy c¢lanek,
sestavajici z referencni elektrody AglAgCIKCl, pomocné elektrody z platinového dratu
a pracovnich elektrod CPE a Fe;04@GO/OMC-CPE. Jako metoda byla vyuzita DPV.

Stanoveni ALLO bylo testovano v prostfedi 0,1 mol L™ fosfatového pufru (pH 7,0) a bylo
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provedeno za Uc¢elem posouzeni, zda elektroda miize byt vyuZzita pro kvantitativni analyzu
ALLO v tabletach a vzorcich lidského séra. V této praci byl navrZzen i mechanismus oxidace
ALLO uvedeny na obrazku 7. Uvedena modifikace CPE umoznila velmi citlivou a selektivni
detekci ALLO pii oxidaénim potencialu +1,05 V s limitem detekce 47 nmol L™'. Ve srovnani
s jinymi elektrodami vykazuje Fe;O4@GO/OMC-CPE nizs§i LOD. Snadnost a jednokrokovy
postup vyroby elektrody Fe;Os@GO/OMC-CPE, jak je ukazéno, miize byt také vyhodou pfti

detekci v klinickych vzorcich, s koncentracemi ALLO v oblasti nizkych koncentraci [47].

O O 0
N = -le-, -1HH N St -le-,-1H+ N —
N N N~ N N7 N

Obrazek 7 Schéma elektrochemické oxidace ALLO na Fe304@GO/OMC-CPE navrzené autory
v publikaci [47]

Z uvedeného ptehledu je ziejmé, ze ALLO je elektrochemicky aktivni latkou a pro jeho
stanoveni bylo vyvinuto n¢kolik elektrochemickych metod, jak pro zaznam jeho oxidac¢nich,
tak redukénich elektrodovych reakci. I vzhledem k tomu, Ze je tato latka bézné vyuzivana pro
1éEbu relativné ¢astého onemocnéni dna, je vhodné mit k dispozici jednoduchy a G¢inny nastroj
pro stanoveni ALLO v riznych typech vzorkli. V soucasné dobé¢ je nutné zohlednit
1 environmentalni hledisko pouZivanych materidlli v analyze, a proto rtut'ové elektrody, ac jsou
casto velmi citlivym nastroje pro analyzu celé fady bioaktivnich latek, stoji na okraji z4jmu
analytickych chemikt. Je proto nutné hledat a testovat mozné alternativni elektrodové
materidly. Jeden znich pfedstavuje 1 BDD, ktery jiz byl UspéSné vyuzit pro vyvoj
voltametrickych metod stanoveni celé fady bioaktivnich latek, coz castecné demonstruje
itabulka 1. Vzhledem kuvedenym okolnostem, je cilem této bakalarské prace otestovat
moznosti pracovni elektrody na bazi BDD pro voltametrickou analyzu antiuratika allopurinolu

a vyvinout metodu jeho stanoveni.
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2 Experimentalni ¢ast
2.1 Pouzité chemikalie

Voltametrickda méfeni v experimentalni Céasti bakalaiské prace byla provadéna za
laboratorni teploty. VSechny standardni roztoky a testované vzorky byly uchovavany v lednici
a chranény pied svétlem. Standardni roztok ALLO o koncentraci 1,0x107> mol L™! byl
pfipravovan rozpu§ténim pevného standardu (Sigma Aldrich, Ceské republika), odpovidajici
navazky ve 100 mL destilované vody s piidavkem 100 pL H>SO4 o koncentraci 96 % (Ing. Svec
— Penta, Praha) s vyuzitim ultrazvukové lazné. Jako zakladni elektrolyt byla pouzivana
CH3;COOH. Pro vétSinu meéfeni byl pouzit zadkladni elektrolyt o molarni koncentraci
0,1 mol L', ktery byl pfipraven fedénim 1,0 mol L' roztoku CH3COOH ptipraveného ze
zésobniho roztoku 99% CH3COOH (Ing. Svec — Penta, Praha). Pro uréeni nejlepsiho prostiedi
pro sledovani voltametrické odezvy byl testovan vliv pH zdkladniho elektrolytu s vyuzitim
Brittonova-Robinsonova pufru (BRB) o pH 2,0-12. Pouzity BRB byl pfipraven smichanim
kyselé a alkalické komponenty (0,2 mol L™! NaOH) na poZadovanou hodnotu pH. Kysela ¢4st
obsahovala smés kyselin o stejné koncentraci (0,04 mol L™!) ptipravené bud’ naiedénim
koncentrovanych kyseliny (octova, fosforecnd) nebo rozpusténim pevné latky (kyselina boritd)
v destilované vodé. Déle byly jako zdkladni elektrolyty testovany roztoky nasledujicich kyselin
o koncentraci 0,1 mol L!: sirové, chloristé, dusi¢né, citronové, monochloroctové, octové
a fosforecné piipravené opét bud’ rozpusténim pevné latky v destilované vodé nebo nafedénim
koncentrované kyseliny. Dale byly testovany roztoky o koncentraci 1,0 mol L™! a jednalo se
o nasledujici kyseliny: chlorovodikovou, fosfore¢nou a octovou. VSechny pouZité pevné latky

i koncentrované kyseliny pochazely od firmy Ing. Petr Svec-Penta, Praha.

Pro interferen¢ni studii byly vyuzity roztoky o stejné koncentraci (0,01 mol L") 11
biomolekul ¢i soli, jejichz vyskyt je pravdépodobny v biologickych vzorcich. Jednalo se
o mo&ovinu (Sigma Aldrich, Ceska republika), UA (Sigma Aldrich, Ceska republika), kyselinu
listovou (Sigma Aldrich, Ceska republika), sacharézu (Sigma Aldrich, Ceska republika), AA
(Ing. Petr Svec-Penta, Praha), kyselinu barbiturovou (Sigma Aldrich, Ceska republika),
kreatinin (Sigma Aldrich, Ceska republika), glukozu (Sigma Aldrich, Ceska republika), NaCl
(Sigma Aldrich, Ceska republika), KCI (Lach-ner, Neratovice) a MgCla (Lach-ner, Neratovice).
Roztoky byly pfipraveny rozpusténim navazky pevné latky v destilované vodé, piipadné byla
jesté pridana ,,pecka“ NaOH (Ing. Petr Svec-Penta, Praha) v pfipadé UA a kyseliny listové

z dlivodl zvySeni rozpustnosti.
30



2.2 Pristrojové vybaveni

Pro voltametrickd méteni byl pouzit galvanostat/potenciostat Autolab PGSTAT204 od
spole¢nosti Metrohm, Nizozemsko, ktery byl ovladan pomoci pocitace se softwarem Nova
2.1.5. Na obréazku 8 je zobrazen detail pouzitého tfielektrodovy elektrochemického ¢lanku, jez
se skladal z BDDE jako pracovni elektrody (BioLogic, Francie), nasycené argentchloridové
referentni elektrody (Ag/AgCl/KCI (sat.)) a pomocné elektrody ve formé platinového dratku
(obé elektrody z Monokrystaly s.r.o., Turnov, Ceska republika). Voltametricka méfeni byla
provadéno v polarografické nddobce opatfené elektromagnetickym michadlem. Pro méfeni pH
byl pouzit stolni pH-metr znagky Fisher Scientific AB 150 (Fisher Scientific, Ceska republika).
Presné véazeni chemikalii bylo provadéno pomoci analytickych vah KERN ALS 120-4N
(KERN & SOHN, Némecko) a pro davkovani roztokd byly vyuzity automatické mikropipety
znatek Finnpipette o riiznych objemech (ThermoFisher Scientific, Ceska republika). Pro
ptipravu roztoku ALLO byla pouzita také ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex RK3l1

(Bandelin Electronic, Némecko).

Obrazek 8 Pouzity potenciostat s pripojenym elektrodovym systémem a pracovni BDDE

31



2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Voltametricka méreni

Pouzivana pracovni BDDE byla aktivovana denn¢ pted provedenim méteni pomoci 20
voltametrickych cyklt v 10 mL 1,0 mol L' H2SO4 mezi potencialy —1500 mV a +2500 mV
a zpét k potencidlu —1500 mV. Pro kazdou dal$i analyzu bylo pouzito 10 mL zvoleného
zakladniho elektrolytu. M¢éfeni se opakovala az do dosazeni stabilni kiivky, obvykle

minimalné tfikrat.

K analyze vlivu pH zakladniho elektrolytu na elektrochemické vlastnosti ALLO byly
pouzity metody CV a DPV. Byly pouZzivané nésledujici parametry pro CV: pocatecni potencial
(Epoc) =—2000 mV, potencial obratu (Eobrar) =+2300 mV, kone¢ny potencial (Ekon) =—2000 mV
a rychlost polarizace (v) = 100 mV s~ !. Pro DPV byly pouZivané parametry: Epo: = —2000 mV,
Exon =+2300mV, v =50 mV s~!, amplituda pulsu (4) = 50 mV, modulaéni ¢as (#) = 50 ms.

Nasledujici faze zahrnovala zjiSténi optimélnich parametri pro metodu stanoveni
ALLO, a proto byly testovany nasledujici parametry DPV: v, 4, t a Epoc. Testované rozmezi
a ziskané hodnoty jsou zobrazeny v tabulce Cislo 2. Byla také ovéfovana moznost akumulace
latky na povrchu elektrody prodluzovani akumulaéniho Casu (facc) v rozmezi 0-30s. Pro
vSechna méfeni byla néasledné zvolena hodnota 5 s. Hodnota Exon byla pro vSechna méteni

nastavena na +2300 mV.

Tabulka 2: Optimalizované parametry metody DPV.

Epoé 14 A t
[mV] [mVs!] [mV] [ms]

testované rozmezi —-2000-0 10-100 10-100 10-40

optimalni hodnota —2000 40 50 20

Voltametricka méteni byla provadéna s pouzitim softwaru Nova 2.1.5, ktery zaroven
slouzil k analyze ziskanych dat. Pro identifikaci a vyhodnoceni piki byla v softwaru nastavena
nebo manuélné urcena zakladni ¢ara. K vyhodnoceni dat pro odecet zakladniho elektrolytu byl

pouzit software Origin 9.0. Grafické zavislosti dat byly vytvofeny pomoci MS Excel.

V ramci studie byl také zkouman mozny vliv 11 specifickych latek na voltametricky

signal ALLO. Tyto latky byly ptidavany postupné ve vzristajicich pomérech 0,1:1, 0,5:1 a 1:1
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ve vztahu kmnozstvi ALLO 0,1:1, 0,5:1 a 1:1 vaéi obsahu ALLO (caLLo) =
10x107° mol L', coz znamend, Ze koncentrace interferujicich latek byly 1,0x107®mol L7,

5,010 °mol L' a 10x10 % mol L ™).
2.3.2 Analyza vzorku léciva

Jako prakticky vzorek pro analyzu byl zvolen 1ék Purinol 100 mg distribuovany ve formé
tablet od spole¢nosti Teva Pharmaceuticals CR (drzitel rozhodnuti o registracich spole¢nost
Merckle, Ulm, Némecko; obrazek 9). Vyrobcem byl deklarovan obsah 100 mg ALLO v jedné
tableté. Pro pfipravu vzorku byla tableta 1é¢iva rozdrcena v tieci misce, nasledné byl vznikly
prasek kvantitativné pfeveden do odmérné banky o objemu 1000 mL s destilovanou vodou
s ptidavkem 1 mL H>SO4 o koncentraci 96 %. Nasledné byl vznikly roztok umistén do
ultrazvukové 1azné na 15 minut. Po doplnéni po rysku byl vznikly roztok nasledné analyzovan.
Piedpoklddané koncentrace ALLO byla 0,0073 mol L™!. Do polarografické nadobky s 10 mL
zakladniho elektrolytu bylo pfidano 13,7 pL uvedeného roztoku vzorku. Stanoveni probihalo
metodou standardniho ptidavku a byly pfidany vzdy nejméné 3 ptidavky standardu
o koncentraci 1,0x10° mol L' a objemu ¥ = 100 pL. Bylo provedeno 5 opakovanych
stanoveni. Z 5 stanovenych hodnot koncentraci byly urceny nasledujici statistické parametry:
primér, smérodatna odchylka (SD) a relativni smérodatné odchylka z 5 opakovanych stanoveni

(RSD).

Purinol 100 mg
tablety

allopurinolum

Obrazek 9 Analyzované lécivo Purinol 100 mg
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Voltametrické chovani ALLO v zavislosti na pH zakladniho elektrolytu

Slozeni elektrolytu, a ptedevsim jeho pH, ma zasadni vliv na elektrochemické chovani
analyzovanych latek a vybér vhodného prostiedi pro analyzu je jednim z klicovych krokt
vyvoje metody pro stanoveni sledovaného analytu. Z tohoto divodu byl zkouman vliv pH
prostiedi na voltametrické odezvy ALLO s cilem nalézt takové podminky, za kterych by ALLO
poskytoval dobfe vyvinuty/vyhodnotitelny signal vhodny pro analytické tcely. K dosazeni
tohoto cile byl pouzit BRB v rozsahu pH 2,0-12. VSechna méteni byla realizovana s pomoci
CV (v = 100 mVs!), a pro srovnani byla také provedena piislusna méfeni pomoci DPV.
Sledovana koncentrace analytu byla pro v§echna méfeni stejnd a to 1,0x10™*mol L™!. Z mé&feni
bylo zjisténo, ze ALLO poskytuje dva anodické (oxidacni) signaly v kyselych prostiedich, coz
ilustruji kiivky na obrazku 10A (CV), resp. B (DPV) pro BRB o pH 2, 5 a 8. Jednalo se o
ireverzibilni elektrodovou reakci, protoze nebyla pozorovéana zadna proudovd odezva
odpovidajici redukci ALLO. V prostfedich alkalickych nebylo mozné detekovat zadny
oxidac¢ni signal ALLO za danych experimentalnich podminek, coz ilustruji i kiivky namétené
v prostiedi o pH 8,0 (obrazek 10). Z obrazku 11 A je zfejmé, Ze s rostouci hodnotou pH vyska
obou signalli postupné klesala, coz svéd¢i o nutnosti protonli Ucastnicich se sledované
elektrodové reakce. Naopak poloha obou signali se s rostouci hodnotu pH vyraznéji nemenila
(obrazek 11B). Vzhledem k uvedenym skute¢nost byly déale otestovany vybrané anorganické a
organické kyseliny. Porovnani ziskanych vySek poskytovanych signalii je na obrazku 12. Ve
vSech testovanych prostiedich byly opét pozorovany dvé anodické odezvy, signal 1 okolo
potencidlu +1112 mV a signal 2 pfi potencidlu +1990 mV. Nejvyssi signdly, jak je patrné 1
z obrazku 12, byly pozorovéany v prostedi 0,1 mol L™! kyseliny fosforeéné, chloristé a octové.
Nasledné byla porovnana zejména stabilita a tvar sledovanych signald. Z tohoto srovnani
vyplynulo, Ze v prostiedi 0,1 mol L™! CH3COOH (pfislugné cyklické voltamogramy na obrazku
13) byly pozorované signaly nejlépe vyvinuté a nejsnaze vyhodnotitelné. Pro dalsi experimenty
byla vybrana jako zikladni elektrolyt 0,1 mol L™ CH3COOH, protoZe pravé v téchto

podminkach bylo dosaZeno nejvyrazngjsich a nejsnadnéji interpretovatelnych signali.
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Obrazek 10 Cyklické (4) a DP (B) voltamogramy 1,0x10~* mol L™! ALLO zaznamenané v
prostiedi BRB o pH 2,0, 5,0 a 8,0 na BDDE. Parametry metody: Epoc = —2000 mV, Eoprar =

+2300 mV, Exon = —2000 mV, v =100 mV s .
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Obrazek 11 Zavislost vysek (4) a poloh (B) signalii poskytovanych ALLO na pH zdkladniho

elektrolytu (BRR o pH 2-6) nameérené pomoci CV. Parametry metody: Epoc =
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Obrazek 12 Porovndni vySek sledovanych signalii v pouzitych zdakladnich elektrolytech na bazi

riiznych kyselin. Metoda: CV. Parametry metody: Epos =

=2000 mV, v=100mV s !
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Obrazek 13 Cyklické voltamogramy zaznamenané v prostiedi 0,1 mol ™! CH;COOH bez
pridavku a po pridavku 1,0x10~* mol L™! ALLO s vyznacenim sledovanych oxidacnich signdlii.

Parametry metody: Epoc = —2000 mV, Egorat = +2300 mV, Exon = —2000 mV, v = 100 mVs !

3.2 Vliv rychlosti polarizace na voltametrické chovani ALLO

Dalsi ¢ast experimentalni prace se sousttedila na identifikaci dominantniho d&je fidiciho
sledovanou elektrodou reakci ALLO. Tento tkol byl realizovan prostiednictvim analyzy
voltametrickych odezev ALLO a jejich zmén pfi rtiznych rychlostech polarizace. V ramci
experimentu byla opét vyuzZita metoda CV. Rozsah potencidli byl nastaven od —2000 mV do
+2500 mV. Rychlost polarizace byla upravovéna v intervalu od 10 do 150 mV s~!. Na obrazku
14 jsou prezentovany cyklické voltamogramy, které ukazuji, Ze pifi zvySovani rychlosti
polarizace se zvysuji i proudové odezvy 1,0x107* mol L' ALLO. Zarovei dochazi k posunu
vrcholu signalu smérem k pozitivnéj$Sim potencialim, coZ naznafuje nevratny charakter

elektrochemické reakce.
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Obrazek 14 Cyklické voltamogramy 1,0x10~* mol L~! ALLO (A4) a detail pro oblast signdlu 1

(B) pri zménach rychlosti polarizace zaznamenané na BDDE. Parametry metody: Epo: =

=2000 mV, Eopras = +2500 mV, Exon = —=2000 mV, v = 10-150 mV s .

Nisledné byly vyneseny nasledujici zavislosti: I, na v (obrazek 15A), resp. v’ (obrazek
15B) a log(lp) na log(v) (obrazek 15C). Ze zavislosti I, na v je ziejmé, Ze I, ani jednoho ze
sledovanych signalli se nezvySuje linearné se zménou rychlosti polarizace. Z ¢ehoz lze
usuzovat, ze fidicim déjem sledovanych elektrodovych reakci bude difuze, coz je typické pro
pracovni elektrody z BDD. Na druhou stranu, vztah mezi I, a v'’? pro sledované odezvy je
linearni a 1ze ho popsat rovnicemi (1) pro pik 1 a (2) pro pik 2 s odpovidajicimi korela¢nimi
koeficienty. Tento vysledek potvrzuje difuzi jako fidici d&j sledovanych reakci. Dale byla
vynesena logaritmicka zavislost log(/p) na log(v) (obrazek 15C), ktera také vykazovala linearni
prabeh pro obé sledované odezvy a lze ho popsat rovnicemi (3) pro signal 1 a (4) pro odezvu

2. Ani jedna z uvedenych rovnic neobsahuje smérnici blizici se teoretické hodné 0,5, ktera je
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charakteristickd pro elektrodové déje tizené difuzi. Naopak smérnice rovnice (3) (signal 1) se
blizi hodnot¢ 1, ktera je charakteristicka pro adsorpci. Smérnice rovnice (4) (signal 2) je vyrazné
nizsi nez 0,5, coz svéd¢i o ovlivnéni dané reakce jak difuzi, tak jeji kinetikou. Ze ziskanych
vysledki je ziejmé, Ze sledované elektrodové déje a jejich fidici déje jsou pomeérné slozité
a jejich dalsi studium piekracuje ramec predkladané bakalarské prace.
I,[uA] = (0,0798 + 0,0058)v /2 [(mV 5_1)1/2] — (0,2316 + 0,0443); R = 0,982 (1)
I,[1A] = (0,1618 + 0,0079)v /2 [(mV 5-1)1/2] +(0,5330 + 0,0606); R = 0,992 (2)
log (Ip [uA]) = (0,9262 + 0,0456)log (v [mV s™1]) — (2,099 + 0,0767); R = 0,992  (3)

log (Ip [n4]) = (0,3232 + 0,0198)log (v [mV s~1]) — (0,3173 + 0,0334);R = 0,987 (4)
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Obrazek 15 Zavislost Iy na v (4), Ip na v (B) a logaritmicka zavislost log(Ip) na log(v) (C) . Metoda:
CV. Parametry metody: Epoc = —2000 mV, Eopras = +2500 mV, Exon = —2000 mV, v = 10-

150 mV s,
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3.3 Optimalizace parametra DPV

Pro vyvoj metody stanoveni ALLO byla zvolena metoda DPV. Tato technika je
preferovana pro sledovéani analyti v nizS§ich koncentracich oproti CV nebo klasické DC
voltametrii, diky své obecn¢ vyssi citlivosti v disledku eliminace kapacitniho proudu. Urceni
optimalnich podminek pro tuto metodu je zasadnim krokem, ktery umoznuje dosahnout
ptesnych a spolehlivych vysledk méteni. Béhem optimalizace metody DPV byly hodnoceny
nasledujici parametry: Epoc, v @ dimenze pulzu, coz zahrnuje jeho Sitku (f) a amplitudu (A4).
Méfeni probihalo vzdy v prosttedi CH;COOH o koncentraci 0,1 mol L™! s vyuzitim
1,0x10~* mol L' ALLO. Na obrazcich 16-19 jsou znazornény prib&hy voltametrickych kiivek
a zéavislosti mezi vySkou detekovanych piki a zménami zkoumanych parametrd. Vliv zmény
pocatecniho potencidlu byl sledovan v rozmezi hodnot —2000 az 0 mV (obrazek 16), rychlost
polarizace byla ménéna po 10 mV s ! v rozmezi od 10 do 100 mV s™! (obrazek 17), vyska pulzu

od +10 do +100 mV (obrazek 18) a sitka pulzu od 10 do 100 ms (obrazek 19).

Z obrazku 16 je patrné, zZe pti zménach pocate¢niho potencialu smérem k pozitivnéj$im
hodnotdm dochézelo k vyraznému poklesu piku 1 a od hodnoty —1400 mV ho nebylo mozZné
pozorovat vilbec. Lze tedy predpokladat, ze sledovand anodickd reakce je oxidace
redukovaného analytu. Ke zminované redukci dochazi pti vlozeni dostatecné negativniho
pocate¢niho potencidlu, ktery je nastaven na dobu 5 s pied zapoCetim analyzy jako tzv. klidova
doba. Naopak pik 2 nebyl zménou tohoto parametru téméf ovlivnén, jak je vidét z vlozené

zavislosti v obrazku 16. Hodnota —2000 mV byla zvolena pro vSechna dals$i méteni.

Nasledné byl testovan 1 vliv doby akumulace, resp. klidové doby, kdy je vkladan
potencidl pfed zapocetim samotné analyzy. Tato faze je klicova, protoZze umozZiuje
analyzovanym latkdm akumulovat se na povrchu elektrody, coZ miiZe vyrazné¢ ovlivnit intenzitu
a tvar oxidacnich a reduk¢nich piki. Optimalizace doby akumulace je tedy dulezita pro zvySeni
citlivosti elektrochemického méteni. Byla testovdna doba akumulace od 0 do 30 s a bylo
zjisténo, Ze pro testovanou koncentraci nedochdzi k Zddnym zménam pii prodluzovéni této

doby nad 5 s a proto byla pro dal$i méfeni zvolena tato hodnota.

Déle byla optimalizovdna hodnota rychlosti polarizace. Z obrazku 17 je patrné, ze pfi
zvy$ovani polarizaéni rychlosti dochézelo k nartistu vysky obou pikii az do rychlosti 40 mV s
Po dosazeni této hodnoty se vySka piki jiz dale vyraznéji nezvySovala. Tato hodnota byla

zvolena pro vSechna dal$i méfeni. Vyska pikti se také zvySovala s nartstajici vySkou pulzu
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(obrazek 18) a to v celém testovaném rozsahu. Od hodnoty 50 mV byl nérGst pozvolnéjsi, ai z

tohoto dlivodu byla pro nasledujici experimenty zvolena prave tato hodnota.

Dalsim zkoumanym parametrem metody DPV, ktery mél vliv na voltametrické odezvy
ALLO, byla sitka pulzu. Na obrazku 19 je vidét, ze nejvyssi piky byly zaznamenany pii hodnoté
20 ms a poté se proudové odezvy snizovaly. Pro dal§i méfeni byla vybrana jako optimalniho

hodnota Sitky pulzu 20 ms.

Po optimalizaci bylo provedeno opakované meéfeni roztoku o koncentraci
1,0x10~* mol L' ALLO s vyuzitim navrzené metody. Byly také vypocteny hodnoty RSD z 11
opakovanych méfeni pro oba piky. Pro pik 1 bylo dosaZzeno hodnoty 2,38 % a pro pik 2 byla
RSD 1,15 %. Ziskané hodnoty potvrzuji, Ze navrzend metoda vykazuje vysokou miru

opakovatelnosti méteni.
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Obrazek 16 DP voltamogramy 1,0x10~* mol L™ ALLO zaznamenané na BDDE pii riiznych
hodnotach pocatecniho potencial a vilozena zavislost 1, na Epoc. Parametry metody: Epoc =

—2000-0 mV, v = 50 mV s~!, vska pulzu = 50 mV, §irka pulzu = 50 ms, tacc = 5 s.
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Obrazek 17 DP voltamogramy 1,0x10™? mol L™! ALLO zaznamenané na BDDE pri riiznych
rychlostech polarizace a viozena zavislost I, na v. Parametry metody: Epoc = —2000 mV, v =

10-100 mV s~ !, vska pulzu = 50 mV, $itka pulzu = 50 ms, tacc = 5 s.
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Obrizek 18 DP voltamogramy 1,0x10~* mol L™' ALLO zaznamenané na BDDE pii riiznych

hodnotach amplitudy vkladanych pulzii a vlozena zavislost I, na A. Parametry metody: Epo: =

~2000 mV, v = 40 mV s~ !, vyska pulzu =10-100 mV, §irka pulzu = 50 ms, tic = 5 5.
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Obrdzek 19 DPV voltamogramy 1,0x10~* mol L™! ALLO zaznamenané na BDDE pii riznych
hodnotach sirky vkladanych pulzii a viozena zavislost I, na t. Parametry metody: Epoz =

—2000 mV, v =40 mV s~ !, vyska pulzu = 50 mV, §irka pulzu = 10-100 ms, tacc = 5 s.

3.4 Analyza modelovych roztoku

Déle byla proméfena sada koncentracnich zavislosti. Pik 1 rostl linearné v oblasti
koncentraci 5-150 pmol L™, pik 2 v oblasti koncentraci 2,5-10 umol L™ a 10-100 pmol L™
(obrazek 20). Vtah mezi I, a ¢ pro sledované odezvy byl linearni a 1ze ho popsat rovnici (5) pro
pik 1 a rovnicemi (6) pro pik 2 a rozsah koncentraci 2,5-10 umol L™!, resp. (7) pro pik 2 a

koncentraéni rozsah 10-100 umol L™ s odpovidajicimi korela¢nimi koeficienty.

I,[uA] = (0,00336 + 7,268 x 10~%) ¢ [umol L] — (0,0255 + 0,006); R = 0,995 (5)
I,[1A] = (0,09043 + 0,00827) ¢ [umol L] — (0,20622 + 0,05664); R = 0,975 (6)
I,[1A] = (0,02889 + 3,4005 x 10™*) ¢ [umol L] + (0,48204 + 0,03135);R = 0,999  (7)

Z kalibrac¢nich zavislosti bylo vypocteny pomoci nasledujicich matematickych rovnic

(8) a (9) hodnoty limitu detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) pro jednotlivé piky a bylo
dosazeno nasledujicich hodnot: pro pik 1 LOD = 5,4 pmol L' a LOQ = 17,9 umol L' a pro
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pik 2 LOD = 1,9 pmol L™! a LOQ = 6,3 pmol L!. Vzhledem k moZnostem stanovit nizsi

koncentrace ALLO a obecné niz§Simu LOD byl pro dalsi analytické vyuziti zvolen pik 2.

LoD = 2X3B

(8)

10XSp

LOQ =

Sg — smérodatna odchylka Gseku k& — smérnice ptimky
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Obrdzek 20 DP voltamogramy ALLO v rozmezi koncentraci 2,5-150 umol L™! namérené na
BDDE v prostiedi 0,1mol L~! CH;COOH a viozené koncentracni zavislosti pro obé sledované
odezvy. Krivky po odecteni zdakladniho elektrolytu. Parametry metody: Epoc = —2000 mV, v =
40 mV s, vyska pulzu = 50 mV, Sirka pulzu = 20 ms, tace = 5 s.

Aplikovatelnost navrzené metody byla ovéfena na analyze modelovych vzorka se
zndmym obsahem analytu. Roztok o koncentraci 10 umol L™! byl 5x analyzovéan navrzenou
metodou. Byla vyuzita metoda standardniho ptidavku a ptfiklad stanoveni, véetné grafického
vyhodnoceni, je na obrazku 21. Bylo dosazeno vysledkii stanoveni, které jsou shrnuty v

tabulce 3. Ziskané vysledky jsou spravné a piesné, proto je mozné fici, ze navrZzena metoda je
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aplikovatelna pro analyzu vzorkli s obsahem ALLO ahodnota RSD svéd¢i o dobré

opakovatelnosti stanoveni.

Tabulka 3: Opakovana stanoveni ALLO v modelovém vzorku.

Piidano Stanoveno Vytéinost RSD;s
[pmol L] [pmol L] [Yo] [Yo]
Modelovy vzorek 10,00 9,97+0,30 96,3-105,0 3,0
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0 e
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Obrazek 21 Stanoveni ALLO v modelovém roztoku s vyuzitim DPV ve spojeni s BDDE metodou
standardniho pridavku. Viozené grafické vyhodnoceni stanoveni. Krivky po odecteni

zdakladniho elektrolytu. Parametry: Epoc = —2000 mV, v = 40 mV s, vwska pulzu = 50 mV,

Sirka pulzu = 20 ms, tacc = 3 5.
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3.5 Interferencni studie

Vzhledem k moznému vyuziti navrzené metody i pro analyzu redlnych biologickych
vzorki bylo provedeno zkoumani vlivu interferujicich latek. Vzdy byl nejprve prométen roztok
elektrolytu, do kterého byl nasledné pipetovan piidavek ALLO o koncentraci 0,001 mol L.
Ziskany roztok o koncentraci 10x107® mol L™' ALLO byl proméfen a nasledné byly k nému
ptidavany postupné pfidavky mozného interferentu. V prvni fazi byl zkouman vliv potencionalniho
interferentu o desetkrat nizsi koncentraci, nez byla koncentrace analyzované latky (pomér 0,1:1),
nasledné byl sledovan vliv polovi¢ni koncentrace latky oproti analytu (pomér 0,5:1) a nakonec byla
testovana stejna koncentrace interferentu jako analytu (pomér 1:1). Po kazdém ptidavku byl
zaznamenan piislusny DP voltamogram. Bylo analyzovano 11 riznych potencialnich interferent,
jejichz seznam a ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce 3. Tato tabulka prezentuje procentualni
zmény vysky piku ALLO v reakci na pfitomnost jednotlivych interferujicich latek. Pokud zména

vysky piku ptekrocila 5 %, byla latka klasifikovana jako interferujici.

Tabulka 4: Vysledky interferencniho testovani pro stanoveni ALLO v pritomnosti vybranych

latek
Interferent Cinterferent:CALLO
0,1:1 0,5:1 1:1
Mocovina +3,37 -3,47 -8,9
Kyselina mocova -1,25 -1,67 -0,81
Kyselina listova +6,64 +58,38 +112,25
Sacharoza -1,43 -0,38 +1,33
Kyselina askorbova +1,71 +1,26 +0,65
Kreatinin +1,60 +2,75 +8,10
Kyselina barbiturova +0,44 -0,46 +2,46
Glukéza +2,20 -1,14 +1,05
NaCl +1,05 -1,14 +1,05
KCl +6,83 +7,03 +8,03
MgCl -5,89 -3,27 -5,87

Je zfeymé, ze dochazi k vyraznému ovlivnéni sledovaného piku ALLO pfitomnosti kyseliny
listové, a to jiz pti poméru 0,5:1. Dalsi testované interferencni latky nemély zdsadni vliv na signal

ALLO pii sledovanych podmink4ch a maximalni ovlivnéni sledovaného piku se pohybovalo okolo
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8 %. Dilezitym vystupem uvedeného experimentu bylo i to, Ze UA nerusi stanoveni ALLO,
ackoliv je sama elektrochemicky aktivni. UA poskytovala za danych podminek jeden anodicky

pik okolo potencialu +1000 mV, ktery ovSem neovliviioval sledovanou odezvu.

3.6 Analyza léciva

V zavérecné Casti této bakalaiské prace byla pozornost vénovana vyuziti navrzené
metody pro analyzu redlnych farmaceutickych vzorkt. Byl zkouman 1ék Purinol 100 mg, kde
jedna tableta podle informaci od vyrobce, obsahovala 100 mg ALLO. Stanoveni probé&halo
navrzenou DPV metodou pomoci metody standardniho pfidavku s pouzitim standardniho
roztoku ALLO o koncentraci 0,001 mol L™!. Samotné stanoveni bylo pétkrat opakovéno. Do
10 mL zakladniho elektrolytu bylo ptidan 13,7 uL roztoku ptipraveného dle postupu uvedeného
v kapitole 2.2.2. Nasledné byly ptidany 3 standardni ptidavky roztoku ALLO, kazdy o objemu
100 pL. Priklad stanoveni je na obrazku 22 a vysledky jsou shrnuté v tabulce 5. Je patrné, Ze
méteni obsahu ALLO odpovidd hodnotdm udévanym vyrobcem, coZ dokazuje spravnost
vysledkli. Navic ze ziskané hodnoty RSD (2,4 %) je zifejmé, Ze vysledky jsou i dobie
opakovatelné. Timto bylo dosazeno hlavniho zdméru bakalaifské prace, kterym byl vyvoj

metody umoznujici efektivni detekci ALLO aplikovatelné v analyze 1é¢iv.

Tabulka 5: Vysledky opakovaného stanoveni ALLO ve farmaceutickém pripravku

Deklarovano Stanoveno Vytéinost RSD;s
[mg/tableta] [mg/tableta] [%o] [%o]
Purinol 100 mg 100,0 99,7+0,20 96,2-103,3 2,4
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Obrazek 22 Analyza léciva Purinol 100 mg s vyuZitim navrzené metody DPV ve spojeni s BDDE
metodou standardniho pridavku. Viozené grafické vyhodnoceni. Krivky po odectu zakladniho
elektrolytu. Parametry: Epoc = —2000 mV, v = 40 mV s, vyska pulzu = 50 mV, Sirka pulzu =

20 ms, tgee = 35 5.
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Z.avér

Cilem bakalatfské prace byl vyvoj rychlé a jednoduché voltametrické metody pro
stanoveni ALLO ve farmaceutickych piipravcich. Vyzkum se zaméiil na pouziti borem
dopované diamantové elektrody pro jeji vynikajici elektrochemické vlastnosti. Pro zjiSténi
koncentrace ALLO byla vyuzita metoda diferen¢né pulzni voltametrie, kterd je obzvlasté
vhodnd pro detekci nizkych koncentraci latek. Vyzkum se zaméfil na popis zékladniho
voltametrického chovani ALLO za riznych experimentalnich podminek. Ze studie vlivu
slozeni zakladniho elektrolytu na odezvu ALLO bylo zjisténo, Ze analyt poskytuje 2 anodické
signaly v kyselém prostiedi a nejvyssi nejstabilnéjsi odezvy byly pozorovany v prostiedi
0,1 M CH3COOH, kterd byla pouzita ve vSech dal§ich méfeni jako zékladni elektrolyt.
Optimalizace parametri diferencné pulzni voltametrie, jako jsou rychlost polarizace, vyska a
Sitka pulzu, byla klicova pro zvySeni citlivosti méfeni. Metoda s optimalizovanymi parametry
vykazovala vysokou opakovatelnost méfeni i stanoveni. Navic stanovené hodnoty ALLO
v modelovém vzorku i v 1é¢ivu byly pfesné a spravné, resp. odpovidalyobsahu deklarovanému

vyrobcem.

V prubéhu této bakalaiské prace byla GspéSné vyvinuta a aplikovana voltametricka
metoda pro stanoveni 1é¢iva allopurinolu. Experimentalni ¢ast potvrdila, Ze navrzena metoda je
schopna poskytnout piesné a spolehlivé vysledky. Optimalizace experimentalnich podminek
vedla k vyznamnému zlepSeni citlivosti metody. Diky tomu je moZzné allopurinol stanovit i v
pritomnosti riznych interferujicich latek, coz je zasadni pro aplikaci v redlnych biologickych

vzorcich.

Vysledky této prace maji potencial pro zlepSeni klinické praxe v oblasti monitorovani
hladin allopurinolu u pacienti a mohou pfispét k lepSimu pochopeni farmakokinetiky
a farmakodynamiky této latky. Navic, vyvinuta metoda miiZze najit uplatnéni v priimyslu pro
kontrolu kvality 1é¢ivych piipravkli obsahujicich tento analyt. Tato prace tak ptedstavuje
vyznamny piinos pro oblast analytické chemie a otevird dvete pro dalsi vyzkum v oblasti

voltametrickych metod stanoveni 1é¢ivych latek.
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