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ANOTACE 

Tato bakalářská práce se zabývá studiem základního voltametrického chování léčiva 

allopurinolu a zejména vývojem analytické metody pro jeho kvantifikaci pomocí elektrody z 

borem dopovaného diamantu (BDDE). Teoretická část práce se věnuje charakteristice ALLO, 

metodám jeho stanovení, základům voltametrie, BDDE a jejímu využití v analýze léčiv. 

Experimentální část je zaměřena na voltametrické chování ALLO v závislosti na pH základního 

elektrolytu a rychlosti polarizace. Následně byla vypracována voltametrická metoda s využitím 

diferenční pulzní voltametrie, která byla úspěšně testována na modelových roztocích a 

komerčně dostupném léčivu. 
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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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ÚVOD 

Allopurinol je klíčovým léčivem používaným k regulaci hladin kyseliny močové v těle 

a je široce předepisován pacientům trpícím hyperurikemií a dnovou artritidou. Přesnost 

a efektivita stanovení allopurinolu v biologických vzorcích je nezbytná pro správné dávkování 

a monitorování jeho terapeutické účinnosti. Jeho účinnost a bezpečnost závisí na přesném 

a spolehlivém stanovení jeho koncentrace ve farmaceutických přípravcích a biologických 

vzorcích. Voltametrické metody nabízejí potenciál pro vývoj rychlých, citlivých a selektivních 

analytických postupů, které jsou zároveň ekonomicky výhodné a šetrné k životnímu prostředí.  

Tato bakalářská práce se zaměřuje na vývoj a optimalizaci voltametrické metody pro 

stanovení allopurinolu. Cílem je navrhnout metodu, která je nejen přesná a efektivní, ale také 

dostatečně robustní, aby byla aplikovatelná v různých typech vzorků.   
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1 Teoretická část 

1.1 Voltametrie a polarografie 

Voltametrické, resp. polarografické metody patří mezi elektroanalytické techniky a jsou 

používané jak ve fyzikálně-chemickém výzkumu tak zejména v analýze elektroaktivních látek. 

Tyto techniky našly uplatnění v celé řadě oborů od základního výzkumu až po aplikace 

v analýze biologických vzorků nebo v některých průmyslových odvětvích. Zmíněné metody 

jsou aplikovány z důvodu jejich jednoduchosti, citlivosti, nízké ceny, rychlosti analýzy 

a dostatečné selektivity [1]. Z historického hlediska je nutné zmínit, že polarografické metody, 

za jejichž objevem stojí český vědec prof. Jaroslav Heyrovský, který získal za svůj objev v roce 

1959 jako zatím jediný Čech Nobelovu cenu za chemii, mají v České republice dlouhou tradici. 

Vzhledem k neustálému výzkumu a vývoji mají, zejména voltametrické techniky ale stále svoje 

místo v celé škále aplikací [2]. 

1.1.1 Voltametrický článek 

Voltametrické, resp. polarografické metody jsou založeny na sledování elektrického 

proudu (I) protékajícího článkem při změně vkládaného elektrického napětí (E). Jako pracovní 

(indikační) elektrody se používají elektrody z různých materiálů. Historicky první byla rtuť ve 

formě tzv. kapající rtuťové elektrody, která je charakteristická pro polarografické metody. 

Stacionární elektrody jako je např. visící rtuťová kapková elektroda a pracovní elektrody pevné 

či pastové z různých materiálů na bázi platiny, zlata, uhlíku, amalgámu aj. jsou typické pro 

metody voltametrické. Materiál pracovní elektrody hraje zásadní roli pro celou voltametrickou 

analýzu. Obecně lze říct, že elektrody na bázi rtuti jsou výhodné pro sledování reakcí 

katodických (redukčních) a naopak elektrody na bázi uhlíku, zlata nebo platiny jsou vhodné pro 

záznam reakcí anodických (oxidačních). Specifických vlastností jednotlivých pracovních 

elektrod lze docílit modifikací nebo předúpravou jejich pracovního povrchu. Vzhledem 

k rozsahu této práce bude pozornost věnována pouze materiálu použité pracovní elektrody, a to 

bórem dopovaného diamantu (více v kapitole 1.1.3). Elektrochemické článek je kromě 

elektrody pracovní tvořen ještě elektrodou referentní ve dvouelektrodovém uspořádání 

(Obrázek 1A), případně i elektrodou pomocnou v uspořádání tříelektrodovém (Obrázek 1B) 

[2]. Pomocné a referentní elektrody jsou důležitou součástí elektrochemického článku. Ve 

tříelektrodovém zapojení, které je v současnosti využíváno pro většinu analýz, protéká proud 

mezi elektrodou pracovní a pomocnou, zatímco potenciál pracovní elektrody je měřen mezi 
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elektrodou pracovní a referentní, mezi nimiž proud neprochází [2]. Díky konstantnímu 

potenciálu referentní elektrody se změna napětí projeví pouze na potenciálu pracovní elektrody. 

Hlavní funkcí referentní elektrody je určení elektrodového potenciálu pracovní elektrody. 

Funkcí pomocných elektrod je přenos elektronů při elektrochemických reakcích, což umožňuje 

přesnější měření [2]. Pokud se jedná o zapojení dvouelektrodové, prochází proud mezi pracovní 

a referentní elektrodou, ale přesný potenciál pracovní elektrody není znám, protože část napětí 

se ztrácí při průchodu proudu (úbytek napětí je přímo úměrný odporu roztoku). Z tohoto důvodu 

je používáno tříelektrodového zapojení, kde je přítomna i pomocná elektroda. Existuje několik 

typů pomocných a referentních elektrod. Je důležité vybrat správné elektrody v souladu 

s konkrétními požadavky a měřicími technikami. Obvykle se jako referentní elektrody 

používají elektrody 2. druhu. Nejčastěji se jedná o elektrodu argentchloridovou, která je tvořena 

stříbrným drátkem pokrytým vrstvou AgCl ponořeného v roztoku NaCl o definované 

koncentraci (nejčastěji 1 nebo 3 mol L−1 nebo nasycený). Od roztoku základního elektrolytu je 

oddělen fritou. Druhou používanou elektrodou referentní je elektroda kalomelová, od jejíhož 

použití se ale vzhledem k obsahu rtuti a jejich sloučenin upouští. Elektrody pomocné jsou 

obvykle velkoplošné nejčastěji ve formě drátků nebo plíšku z platiny či uhlíku [2]. Schéma 

aparatury pro voltametrická měření je uvedeno na obrázku 1.   

 

Obrázek 1 Dvouelektrodové (A) a tříelektrodové zapojení (B) elektrochemického článku, 

schéma aparatury používané ve voltametrii (C) [2]; r - referentní elektroda, w - pracovní 

elektroda, a - pomocná elektroda. 
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1.1.2 Voltametrické metody 

Voltametrické metody se liší v závislosti na způsobu vkládání napětí na pracovní 

elektrodu. Existuje celá řada voltametrických technik. V rámci této kapitoly budou stručně 

popsány tři nejběžněji využívané techniky, navíc cyklická voltametrie (CV) a diferenční pulzní 

voltametrie (DPV) byly využity v experimentální části této bakalářské práce. 

1.1.2.1 Cyklická voltametrie 

CV je široce využívána v mnoha oblastech elektrochemie pro základní studium 

elektrochemických procesů. Je to rychlá a relativně citlivá metoda, při které se na pracovní 

elektrodu vkládá potenciál trojúhelníkového tvaru. Záznam průběhu potenciálu s časem je 

znázorněn na obrázku 2A1. Potenciál se tedy v závislosti na čase mění od počátečního 

potenciálu (Ein) přes potenciál obrat (Eobrat) až po potenciál konečný (Efin), který je často shodný 

s Ein. Výhodou této techniky je možnost sledovat jak reakce katodické, tak anodické. Vkládaný 

potenciál tedy způsobuje nejdříve redukci a následně pak oxidaci analytu, nebo naopak 

a vynesením závislosti průběhu elektrického proudu na potenciálu (tzv. I-E křivky) lze získat 

záznam neboli voltamogram s tvořený katodicko-anodickou křivkou [3]. Typický voltamogram 

analytu poskytujícího jak redukční tak oxidační odezvu je znázorněn na obrázku 2A2. Na 

základě tvaru a charakteristik voltamogramů lze provést interpretaci a získat informace 

o zkoumané látce, jako je koncentrace, kinetika, termodynamika a adsorpční chování [1]. 

Hlavním využitím této metody je možnost hodnotit mechanismy elektrodových reakcí na 

základě průběhu katodických a anodických křivek a jejich reverzibilitu. Reverzibilní 

elektrodová reakce je charakterizována tím, že elektrony se pohybují ve směru od anody ke 

katodě a zpět v takovém rozsahu, že se žádné vedlejší reakce neobjevují. Výsledný 

voltamogram bude mít dva píky, které budou symetrické vzhledem k nule a odpovídají 

procesům oxidace a redukce. Kvazireverzibilní elektrodová reakce je charakterizována tím, že 

i když se elektrony pohybují ve směru od anody ke katodě a zpět, vedlejší reakce mohou nastat, 

což vede k malému posunu píků od nuly a asymetrii voltamogramu. Píky tedy nejsou zcela 

symetrické. Ireverzibilní elektrodová reakce je charakterizována tím, že reakce se odvíjí pouze 

ve směru od anody k katodě nebo naopak, a nelze ji provádět opačným směrem. Voltamogram 

tak může obsahovat pouze jeden pík [2]. 
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Obrázek 2 Průběh potenciálu vkládaného na elektrodu při CV (A1). DPV (B1) a SWV (C1) a 

získané voltamogramy při využití CV (A2), DPV (B2) a SWV (C2) (převzato z [4], upraveno 

autorkou) 

1.1.2.2 Diferenční pulzní voltametrie 

DPV se liší od CV průběhem potenciálu v závislosti na čase. Potenciál je vkládán ve 

formě pulzů s konstantní amplitudou na postupně rostoucí potenciálovou rampu a proud je 

měřen v časových intervalech před začátkem a koncem pulzu, jak je znázorněno na obrázku 

2B1. Rozdíl mezi těmito proudy (∆I) se vynáší v závislosti na vkládaném napětí, jak je 

znázorněno na obrázku 2B2. Výsledný proudový signál má tvar píku. Potenciálové pulsy jsou 

vkládány z důvodu snížení vlivu kapacitního proudu. Kapacitní proud je proud, který vzniká 

v důsledku nabíjení a vybíjení elektrolytu na elektrodách, a může být často rušivý pro analýzu 

elektrochemických procesů. Vkládáním potenciálových pulsů, které rychle mění potenciál 

elektrody, lze minimalizovat vliv kapacitního proudu a získat tak čistší a přesnější data. 
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Potenciálové pulsy umožňují získat informace o reakčním průběhu při různých potenciálech 

a pomáhají oddělit kapacitní proud od reakčního proudu. To umožňuje lepší charakterizaci 

elektrochemických procesů a zlepšení citlivosti a přesnosti analýzy [5]. Pulzní metody také 

umožňují snadnější kvantitativní vyhodnocení naměřených píků. DPV se často používá 

k určení koncentrace různých elektroaktivních látek, jako jsou kovy, organické sloučeniny, 

léčiva a další [1]. 

1.1.2.3 Voltametrie s vkládaným pravoúhlým napětím 

Voltametrie s vkládaným pravoúhlým napětím (SWV z angl. square wave voltammetry) 

je další z pulzních voltametrických technik. Při této technice je na elektrodu aplikován potenciál 

ve formě pravoúhlých pulzů na lineárně rostoucí potenciálovou rampu. Na každém stupni jsou 

vloženy dva stejně vysoké ale opačně směřující potenciálové pulzy. Opět, podobně jako u DPV, 

jsou zaznamenávány dvě hodnoty I – nejprve po aplikaci tzv. dopředného pulzu a poté po tzv. 

zpětném pulzu (obrázek 3A1). Výsledný voltamogram má obdobný tvar jako křivky získané 

z měření s DPV (obrázek 3A2). Výška pulzů a jejich frekvence jsou obvykle vyšší než u DPV 

a lineárně rostoucí potenciál je aplikován rychleji. Tato technika je opět využitelná jak pro 

studium elektrochemických reakcí (redoxní chování analytu nebo přítomnost různých reakcí), 

tak pro kvantifikaci sledovaného analytu, např. v chemických a biologických vzorcích [1]. 

1.1.3 Bórem dopovaná diamantová elektroda (BDDE) 

Jak již bylo uvedeno výše, volba (materiálu) pracovní elektrody je zásadní pro celou 

voltametrickou analýzu. Velmi perspektivní se jeví použití bórem dopované diamantové 

elektrody (BDDE), jejíž materiál je tvořen uměle vyrobeným diamantem, který byl v procesu 

výroby obohacen atomy bóru, který slouží jako vodič. Diamant jako materiál vykazuje vysokou 

tvrdost a tepelnou vodivost a také je přirozený izolant a bez vhodné úpravy ho nelze použít jako 

elektrodový materiál, protože nevede elektrický proud. Dopováním diamantu bórem (případně 

jinými prvky) se vytvářejí defekty v krystalové struktuře, které umožňují pohyb elektronů a tím 

zlepšují jeho elektrickou vodivost [6]. Největší výhodou BDDE je široký využitelný 

potenciálový rozsah (až 3,5 V v závislosti na použitém základním elektrolytu) v anodické 

i katodické oblasti, což umožňuje využívat tuto elektrodu pro záznam jak redukčních, tak 

oxidačních dějů. Další výhodou BDDE je omezená adsorpce látek na pracovní povrch, což je 

výhodné zejména z hlediska pasivace a tuto elektrodu je obvykle možné používat opakovaně 

bez nutnosti mechanického čištění. Další výhodou BDDE je inertnost a stabilita použitého 

materiálu, což umožňuje provést analýzu v mediích o různých vlastnostech. V biochemické 
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analýze se BDDE využívají pro mnoho různých aplikací, například pro detekci a kvantifikaci 

biologicky aktivních látek, studium reakcí enzymů nebo analýzu oxidace organických 

sloučenin a je možné provádět analýzu v různých typech biologických vzorků [7]. Další 

výhodou BDDE je její dlouhá životnost a snadná údržba. Diamant je extrémně odolný vůči 

opotřebení a chemickým reakcím, což zajišťuje dlouhou životnost elektrody [6.7]. 

Příprava BDD filmu se provádí metodou chemické depozice par (CVD, z angl. chemical 

vapour deposition) při které je plyn obsahující uhlík, nejčastěji methan, převeden na methylové 

radikály a atom vodíku a ty jsou navázány na vhodný substrát. Po přidání diboranu nebo 

trimethylboru v plynné fázi se plyny aktivují za použití mikrovlnných plazmových nebo 

horkých vláken. Aby byly substráty potaženy vrstvou diamantu, musí tloušťka filmu odpovídat 

přibližně 1 μm [8]. Koncentrace bóru v BDD filmech ovlivňuje jejich výsledné vlastnosti. Silně 

dopované filmy s vysokou koncentrací boru mají vlastnosti podobné kovovým vodičům, 

zatímco méně dopované filmy jsou označovány jako polovodivé. Tato vlastnost je důležitá pro 

různé aplikace BDD filmů, například v elektrochemii, senzorice nebo bioelektronice [9]. 

Diamantový povrch elektrody může být H-terminovaný díky katodické předúpravě 

nebo O-terminovaný, čehož lze docílit anodickou předúpravou. Udržování H-terminovaného 

povrchu elektrody je náročné kvůli jeho snadné oxidaci vzdušným kyslíkem. Proto je nezbytné 

pravidelně provádět rehydrogenaci oxidovaného povrchu před každým elektrochemickým 

experimentem. Katodická předúprava se provádí vkládáním negativního potenciálů na povrch 

elektrody. Deoxidace povrchu BDDE je možná pouze pomocí žíhání vodíkem a plamenem 

nebo ošetřením vodíkem a plazmou, což vyžaduje speciální vybavení. Správná údržba 

elektrody a pravidelné čištění jsou klíčové pro zajištění dlouhé životnosti a stabilních výsledků 

[10]. Anodická předúprava elektrody BDDE je proces, při kterém se elektroda vystavuje 

pozitivnímu potenciálu kolem +2,0 V. Tím dochází k elektrochemické oxidaci povrchu 

elektrody a vzniku OH radikálů. OH radikály jsou silnými oxidačními činidly, které mají 

významný vliv na voltametrický signál a odezvu analytu na elektrodě. Předúprava BDDE má 

vliv na elektrochemické vlastnosti a umožňuje např. citlivější detekci analytů nebo zajišťuje 

stabilitu a reprodukovatelnost voltametrických signálů [10]. 

1.1.4  BDDE ve farmaceutické analýze 

Farmaceutická analýza je disciplína, která se zabývá kvantitativním a kvalitativním 

stanovením účinných látek, pomocných látek a nečistot v léčivých přípravcích. Ve 

farmaceutické analýze se využívají různé metody pro stanovení složení, čistoty a koncentrace 
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látek v léčivech. Mezi nejčastěji používané techniky patří chromatografické metody, 

spektroskopické metody, elektroanalytické metody (např. elektroforéza) a další. Při výběru 

metody je důležité zvážit primárně citlivost a selektivitu. V analýze léčiv jsou často prováděny 

testy ke stanovení totožnosti (kvality), které určují, zda se skutečně jedná o danou léčivou látku, 

a také ke stanovení jejího množství (kvantity), případně množství více účinných složek 

(simultánní stanovení) [11]. BDDE, i díky výše uvedeným elektrochemickým vlastnostem, 

představuje zajímavý nástroj i pro farmaceutickou analýzu. Obvykle je využitelná pro analýzy 

nízkých koncentrací elektrochemicky aktivních látek, což je klíčové při zkoumání 

farmakokinetiky a farmakodynamiky léčiv [6]. Farmakokinetika se zabývá procesy, které 

ovlivňují cestu, kterou léčivo prochází v těle, od jeho podání až po jeho eliminaci. Zahrnuje 

absorpci, distribuci, metabolismus a exkreci léčiva. Farmakodynamika se na druhé straně 

zabývá účinky léčiva na tělo a mechanismy, kterými léčivo interaguje s biologickými cíli, jako 

jsou receptory, enzymy nebo iontové kanály. Vlastnosti BDDE umožňují vytvoření vysoce 

citlivých senzorů pro detekci analytů i v biologických materiálech. Navíc díky inertnosti 

materiálu je možné pracovat v různých typech prostředích [12]. Reprezentativní výběr léčiv, 

pro které byly navrženy metody voltametrického stanovení využívající BDDE jako pracovní 

elektrodu, přináší tabulka 1. 

Z tabulky 1 je zřejmé, že pracovní BDDE byla úspěšně využita pro stanovení širokého 

spektra léčivých látek [13-26] v různých i poměrně složitých matricích. Nejčastěji autoři 

úspěšně deklarovali, i přes obecně nižší selektivitu voltametrických metod, stanovení 

sledovaných analytů v moči [13, 15-18, 20, 25], séru [14-19, 24] nebo léčivých přípravcích 

s obsahem daného analytu [15-23, 26]. Dále je zřejmé z podmínek uvedených v tabulce 1, že 

ve většině případů stanovení bylo stanovení realizováno v kyselém prostředí s využitím BRB 

nebo anorganických kyselin [13, 15-17, 19-26] a aplikovanými metodami byla nejčastěji – 

SWV a DPV, kromě stanovení tramadolu a acetaminophenu, kdy bylo využito průtokové 

injekční analýzy s amperometrickou detekcí (FIA-AMP) [17]. Z uvedených příkladů lze 

konstatovat, že BDDE představuje využitelný nástroj pro stanovení léčivých látek z různých 

skupin, a proto je vhodné dále testovat její aplikační možnosti i pro další léčiva, čemuž se věnuje 

předkládaná bakalářská práce.  

 



 

Tabulka 1 Přehled vybraných aplikačních možností BDDE ve farmaceutické analýze 

Látka Typ léčiv Metoda 
Základní 

elektrolyt 

LOD 

[mol l−1] 
Typ vzorku 

Předúprava 

BDDE 
Cit. 

Amilorid diuretikum SWCSV BRB (pH 2,0) 1,50×10−7 
lidská moč s přídavkem 

analytu 
katodická [13] 

Tofacitinib 
selektivní 

imunosupresivum 
DPV 

ACB (pH 4,7) 

PBS (pH 8,0) 

5,22×10−8 

1,72×10−7 

lidské sérum s přídavkem 

analytu 
- [14] 

Mefenoxalon anxiolytikum SWV BRB (pH 9,0) 5,50×10−8 
léčivo, lidské sérum 

s přídavkem analytu 
anodická [15] 

Mefenoxalon anxiolytikum DPV BRB (pH 3,0) 9,0×10−8 
léčivo, lidské sérum 

s přídavkem analytu 
anodická [15,16] 

Tramadol 
opioidní 

analgetikum 

FIA-

AMP 
BRB (pH 2,0) 3,00×10−8 

léčivo, biologické vzorky (moč 

a sérum) s přídavkem analytu 
katodická [17] 

Acetaminophen antipyretikum 
FIA-

AMP 
BRB (pH 2,0) 3,00×10−8 

léčivo, biologické vzorky (moč 

a sérum) s přídavkem analytu 
katodická [17] 

Dopamin neurotransmiter DPV ACB (pH 8,3) 1,87×10−8 
biologické vzorky s přídavkem 

analytu (moč, krev a sérum) 
- [18] 

Paracetamol antipyretikum SWV ACB (pH 8,3) 1,35×10−8 

léčiva, biologické vzorky 

s přídavkem analytu (moč, 

krev a sérum) 

katodická [18] 

Vortioxetin antidepresivum SWV BRB (pH 4.0) 2,35×10−9 
léčivo, myší krevní sérum 

s přídavkem analytu 
anodická [19] 

Hydroxychlorochin 
antirevmatikum, 

antimalarikum 
SWV 0,1 M H2SO4 6,00×10−8 léčivo, syntetická moč katodická [20] 

 



 

Albendazol antiparazitikum DPV 0,5 M H2SO4 6,25×10−8 farmaceutické přípravky katodická [21] 

Bezafibrát hypolipidemikum SWV BRB (pH 2,0) 9,8×10−8 léčivo katodická [22] 

Rifaximin antibiotikum SWV 0,1 M HNO3 1,78×10−7 léčivo anodická [23] 

Cefepim antibiotikum 
DPV 

SWV 
BRB (pH 3,0) 

1,58 × 10−9 

1,10 × 10−8 
lidské sérum anodická [24] 

Imiquimod 
protirakovinné 

léčivo 
SWCSV 

0,1 M H2SO4 s 

SDS 
6,2 × 10−9 

lidská moč s přídavkem 

analytu 

katodická a 

anodická 
[25] 

Atomoxetin 
SNRI (léčba 

ADHD) 
DPV BRB (pH 2,0) 3,7×10−8 farmaceutické přípravky anodická [26] 

AB − amonný pufr (ammonium buffer), ADHD – porucha pozornosti s hyperaktivitou (attention deficit hyperactivity disorder),  ACB − acetátový pufr (acetate 

buffer), BRB − Brittonův-Robinsonův pufr pufr (Britton-Robinson buffer), DPV – diferenční pulzní voltametrie, CV – cyklická voltametrie, FIA-AMP – 

průtoková injekční analýza s amperometrickou detekcí (flow injection analysis with amperometric detection), SNRI – inhibitory zpětného vychytávání 

serotoninu a noradrenalinu (serotonin and noradrenaline reuptake inhibitors), SWV – square wave voltametrie, SWCSV −  square wave voltametrie s katodickým 

zakoncentrováním (square-wave cathodic stripping voltammetry), SDS – dodecylsíran sodný (sodium dodecyl sulfate), LOD – limit detekce (limit of detection), 

PBS – fosfátový pufr (phosphate buffer).                 
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1.2 Allopurinol 

Allopurinol (ALLO) patří do skupiny léků označovaných jako antiuretika, což jsou léky 

užívané ke snížení tzv. urikémie neboli vysoké hladiny kyseliny močové (UA z angl. uric acid) 

v krvi. Mechanismus jejich účinku je buď snížení tvorby nebo zvýšené vylučování této 

biomolekuly [27]. Používají se k léčbě dny, která se projevuje edémy (otoky) kloubů. Dna 

vzniká v důsledku přetrvávající hyperurikémie způsobené prostředím a genetickými faktory, 

což způsobuje ukládání krystalů sodné soli UA v tkáních. Kontrola hyperurikémie se nejčastěji 

dosahuje snížením produkce UA inhibitorem xantinoxidázy (XO), což je významný enzym 

účastnící se katabolismu purinů, hypoxantinu, pterinů atd.  UA je také známá tím, že může být 

antioxidantem a reaguje s tzv. ROS (reactive oxygen species) neboli reaktivními formami 

kyslíku, což může vést k různým zdravotním problémům [28].  

ALLO, jehož strukturní vzorec je uvedený na obrázku 3, byl poprvé syntetizován v roce 

1956 R. C. Robinsem (1926-1992), během jeho výzkumu protinádorových látek. Později byl 

lék registrován pro léčbu dny a od roku 1966 se začal postupně prosazovat na farmaceutický 

trh. ALLO je látka velmi podobná svou chemickou povahou hypoxantinu, je tedy 

konkurenčním inhibitorem XO a tím potlačuje tvorbu UA. XO je důležitý enzym, který 

katalyzuje oxidaci purinů, xantinu a hypoxantinu s tvorbou UA a peroxidu vodíku. Na obrázku 

3 je zobrazeno schéma inhibice tohoto enzymu ALLO, což zabraňuje přeměně hypoxantinu na 

xantin nebo UA [29]. Díky účinnosti, dostupnosti a nízké ceně se používá tato látka už půl 

století a stále zůstává jedním z nejúčinnějších látek pro léčbu dny a jeho využití se stále rozšiřují 

[28]. Experimentální studie ukázaly, že ALLO lze využít nejenom pro léčbu dny. V několika 

studiích byla identifikována UA jako potenciální biomarker v progresi invalidity u roztroušené 

sklerózy. Blokování aktivace mikroglií pomocí této bioaktivní látky významně snížilo 

poškození axonů a v menší míře také demyelinizaci [30]. Terapeutický potenciál ALLO byl 

také zjištěn u pacientů s astmatem. Regulace acetylace a sekrece HMGB1 purinovým 

metabolismem, který je klíčový pro vznik astmatu [31]. ALLO je také modulátor adenosinu, 

proto byl navržen, jako potenciální léčba pro vážná duševní onemocnění, jako např. bipolární 

poruchu [32]. 
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Obrázek 3 Inhibice xantinoxidázy allopurinolem [29] 

 

1.2.1 Možnosti stanovení allopurinolu 

Tato kapitola představuje, vzhledem k rozsahu a zaměření této bakalářské práce, jen 

stručný přehled nejvíce využívaných metod pro stanovení studovaného analytu. V literatuře lze 

najít různé metody pro stanovení ALLO v biologických či farmaceutických vzorcích, což 

demonstruje např. přehledový článek z roku 2021 [33].  

Kapalinová chromatografie (LC) je jednou z technik často používaných pro kvantifikaci 

ALLO a jeho metabolitů. Během chromatografické analýzy jsou složky směsi oddělovány na 

základě jejich rozdílné rozpustnosti v mobilní fázi a afinitě ke stacionární fázi. Ze studia 

literárních zdrojů vyplynulo, že pro stanovení ALLO pomocí LC je možné využít více typů 

detektorů. Podle studie [34] byla aplikována vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) 

s polarografickou a voltametrickou detekcí při analýze tělesných tekutin. Pro polarografickou 

detekci byla použita kapající rtuťová elektroda (DME, z angl. dropping mercury electrode) a při 

voltametrii autoři používali pracovní elektrodu ze skelného uhlíku (GCE, z angl. glassy carbon 

electrode) a referentní elektrodu argentochloridovou [34]. Tandemová hmotnostní 
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spektrometrie ve spojení s LC, známé jako LC-MS/MS, poskytovala také vysoce citlivou 

a specifickou metodu pro identifikaci a kvantifikaci ALLO v lidském séru. Navíc tato metoda 

umožnovala i simultánní stanovení ALLO a jeho metabolitu oxypurinolu (OXP) [35]. V práci 

autorů Khadera a kol. [36] byla představena metoda HPLC pro stanovení ALLO a lesinuradu 

ve farmaceutickém přípravku. Separace byla provedena s použitím 0,1% kyseliny 

trifluoroctové a metanolu jako mobilní fáze. Následovala detekce léčiva pomocí UV detektoru 

s maximem při 255 nm [36]. Kromě LC je možné pro stanovení využít i plynovou 

chromatografii, např. v práci [37] byla pro analýzu vzorků tablet s ALLO použita metoda 

plynové chromatografie s plameno-ionizačním detektorem s využitím fenantrenu jako interního 

standardu. Aplikační možnosti elektroforézy, další ze separačních technik, opět pro simultánní 

stanovení ALLO a jeho metabolitu OXP testovali autoři, např. ve studii [38]. Pro samotné 

stanovení bylo využito UV detektoru. V této práci autoři optimalizovali podmínky 

elektroforézy pro ALLO a OXP a také studovali efekt pH, typu pufru a jeho koncentrace, vliv 

napětí na mobilitu, rozlišení, citlivost a rychlost. Zjistili, že elektroforetická mobilita ALLO 

a OXP kontinuálně klesala s nárůstem pH pufru. Využitelnost této metody byla demonstrována 

správnými a přesnými výsledky získanými při stanovení ALLO a OXP v lidském séru [38].  

Dále se pro stanovení ALLO v tělních tekutinách často využívá i spektrofotometrických 

metod, které jsou založeny na schopnosti ALLO absorbovat UV záření při určité vlnové délce 

(maximum konkrétně při 254 nm), což umožňuje jeho detekci a kvantifikaci [39]. Další 

možností, často využívanou ve spektrofotometrii, je stanovení produktu reakce analytu 

s reakčním činidlem. Toho využili autoři např. ve studii [40], kde byl jako reakční činidlo 

zvolen katechol a Fe(III) a byla měřena absorbance vzniklého rozpustného komplexu při 

580 nm. Tyto techniky se často používají ve farmaceutickém průmyslu, biochemii 

a environmentálních vědách pro analýzu složitých směsí, kde je potřeba vysoká přesnost 

a citlivost. Ovšem, kvůli přítomnosti jiných purinů, jako jsou xanthiny, které absorbují UV 

záření ve stejných spektrálních oblastech, se obvykle provádějí specifičtější klinické metody 

založené na výše uvedených chromatografických technikách.  

Závěrem lze říci, že nevýhodami výše uvedených metod, specificky těch 

chromatografických, je náročnost a drahá instrumentaci, komplikovaná úprava vzorku před 

analýzou a časová náročnost. Naopak výhodami je vysoká selektivita a citlivost pro stanovení 

sledovaného analytu. Vhodnou alternativou mohou být metody elektroanalytické specificky 

voltametrické, které jsou citlivé, jednoduché jak na obsluhu, tak instrumentaci, rychlé a obvykle 
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i méně náročné na přípravu vzorku. Přehled již vyvinutých metod pro stanovení ALLO přináší 

následující kapitola. 

 

1.2.2 Možnosti voltametrického stanovení allopurinolu  

Cílem této kapitoly je přinést přehled již vyvinutých elektroanalytických metod 

stanovení ALLO s využitím různých pracovních elektrod. Pro studium voltametrického 

chování byly testovány pracovní elektrody rtuťové [41-43], na bázi uhlíku [41, 43-46] nebo 

elektrochemický sensor modifikovaný magnetickými nanočásticemi [47].   

V práci [41] byl popsán mechanismus elektrochemické redukce ALLO na DME a na 

elektrodě z pyrolytického grafitu (PGE, z angl. pyrolitic graphite electrode). Na DME 

sledovaný analyt vykazoval jednu dobře definovanou difúzně kontrolovanou polarografickou 

vlnu odpovídající 2e−/2H+ redukci na 6,7-dihydroallopurinol (v prostředích o pH 2-8), resp. 

4e−/4H+ redukci na 2,3,6,7-tetrahydroallopurinol (v prostředích o pH < 2,0). Na PGE byl také 

pozorován jeden stabilní redukční signál v prostředích o pH 0-6. Tato odezva, která měla 

potenciál okolo −1,5 V, byla velmi špatně vyhodnotitelná vzhledem k šířce potenciálového 

okna uvedené pracovní elektrody [41]. Stejní autoři se věnovali i možnosti simultánního 

stanovení UA a ALLO na PGE v práci [42]. Bylo zjištěno, že obě látky poskytují oxidační 

odezvu detekovatelnou na PGE, ale ALLO vykazoval voltametrický oxidační pík při mnohem 

pozitivnějším potenciálu, než je tomu u UA, takže nedocházelo k žádné interferenci. Navíc bylo 

potvrzeno, že UA není, na rozdíl od ALLO, elektrochemicky redukovatelná na DME. Tato 

metoda byla aplikovatelná pro stanovení ALLO o koncentracích 1,0-10×10−4 mol L−1 [42].  

V práci [43] je popsána metoda založená na průtokové injekci s anodickou polarografickou 

detekcí (FI-ADP z angl. flow injection with anodic polarographic detection), která umožňovala 

rychlou a spolehlivou kvantifikaci ALLO v tabletách.  Vysoká selektivita, snadno obnovitelný 

povrch elektrody a nepotřebnost deoxygenace nosného proudu byly charakterizovány jako 

hlavní výhody tohoto přístupu. Samotná polarografická detekce byla založena na tvorbě málo 

rozpustné sloučeniny s materiálem pracovní elektrody, kdy pro měření byla použita statická 

rtuťová kapková elektroda (SMDE z angl. static mercury drop elektrode) a referenční elektroda 

argentochloridová. V uvedené studii byla využita jak CV, tak i amperometrie při aplikovaném 

potenciálu +150 mV vůči Ag/AgCl. Na obrázku 4 je cyklický voltammogram, který zobrazuje 

odezvy ALLO zaznamenané v prostředí 0,05 M borátovém pufru o pH 9,2 při změnách 
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počátečního potenciálu (+0,04 resp. −0,02 V). Metoda FI-APD poskytla přesné a citlivé 

stanovení ALLO v léčivu s detekčním limitem 1,8 µmol L−1 [43]. 

 

Obrázek 4 Cyklický voltammogram 0,15 mmol L−1 ALLO naměřený na SMDE v prostředí 

0,05 M borátovém pufru pH 9,2 při změnách počátečního potenciálu [43] 

 

Průtoková injekční analýza (FIA, z angl. flow injection analysis) s voltametrickou 

detekcí byla aplikována i v práci [44]. Kyselina askorbová (AA, z angl. ascorbic acid) byla 

využita jako mobilní fáze k vývoji citlivého detekčního schématu pro ALLO. Byla použita 

tříelektrodová elektrochemická cela, která se skládala z pracovní GCE, referenční elektrody 

Ag/AgCl a pomocné elektrody z platinového drátu. Opět bylo využíváno jak měření v režimu 

CV, tak amperometrie. Bylo zjištěno, že ALLO neposkytuje žádný detekovatelný oxidační 

signál na PGE, ale byl pozorován jeden irreverzibilní anodický pík odpovídající oxidaci 

kyseliny AA na dehydroaskorbovou kyselinu (v prostředí 0,1 mol L−1 PBS o pH 8), který se 

snižoval v důsledku inhibičního působení ALLO. Při použití AA jako mobilní fáze byla výše 

uvedená vlastnost využita k vývoji citlivého detekčního schématu pro ALLO. Za 

optimalizovaných podmínek byl naměřen lineární rozsah až do 150 mol L−1 s detekcí 

0,5 µmol L−1. Byla potvrzena i vysoká přesnost a opakovatelnost výsledků stanovení. Navržená 

metoda byla využita pro stanovení ALLO v komerčně dostupném léčivém přípravku, aby se 
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potvrdilo její potenciální využití v reálných aplikacích [44]. V další práci [45], využívající 

uhlíkové elektrody (konkrétně leštěné a následně elektrochemicky aktivované GCE a PGE), byl 

navržen jednoduchý a efektivní nástroj pro monitorování transformace purinových katabolitů 

katalyzované XO. Voltametrická měření byla prováděna v tříelektrodovému systému 

zahrnujícímu různé uhlíkové/grafitové pracovní elektrody, referenční elektrodu Ag/AgCl/3M 

KCl a pomocnou elektrodu z platinového drátu.  Tato elektrochemická technika byla použita 

pro simultánní detekci xanthinu (XAN), hypoxanthinu (HYP), UA, ALLO a OXY 

v nanomolárních koncentracích.  Detekce purinových metabolitů byla založena na přímém 

elektrochemickém měření oxidačních signálů pro každou sledovanou látku v jediném 

detekčním kroku stejným elektrodovým systémem. Všechny tyto látky poskytovaly dobře 

vyvinuté voltametrické signály, což ilustruje obrázek 5. Jednotlivé signály bylo možné snadno 

identifikovat, i v případě směsi. Oxidační píky sledovaných látek byly měřeny pomocí 

anodického rozpouštěcí DPV v prostředí 0,1 mol L−1 acetátovém pufru (pH 4,8) a za 

navržených podmínek bylo možné jednotlivé analyty detekovat řádově v desítkách nmol L−1. 

Metoda byla úspěšně aplikována pro stanovení látek v moči pacientů užívajících lék s obsahem 

ALLO [45].  

 

 

Obrázek 5 Voltametrické signály směsi jednotlivých metabolitů souvisejících s reakcemi 

katalyzovanými XO naměřené na leštěné PGE [45] 

 

Dále bylo zkoumáno elektrochemické chování ALLO s využitím pracovní GCE 

modifikované elektrochemicky redukovaným oxidem grafenu (ERGO z angl. 

electrochemically reduced graphene oxide) v přítomnosti AA a UA s pomocí DPV 

a amperometrie. Zjistilo se, že díky uvedené modifikaci byly pozorovány výraznější 

a stabilnější oxidační proudové odezvy ALLO, AA a UA. Tato modifikovaná elektroda byla 

úspěšně použita k současnému voltametrickému stanovení uvedených analytů ve směsi a bylo 
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potvrzeno, že je možné stanovit ALLO i při přítomnosti AA a UA ve vysokých koncentracích, 

což je důležité zejména při analýze moči. Tuto skutečnost demonstruje obrázek 6 se záznamem 

DP voltamogramů ALLO v rozmezí koncentrací 20-140 μmol L−1 v přítomnosti 1 mmol L−1 

AA a 0,5 mmol L−1 UA v prostředí 0,2 mol L−1 fosfátového pufru. Pomocí navržené 

amperometrické metody bylo dosaženo detekčního limitu pro ALLO 1,1 × 10−7 mol L−1. Dále 

byla praktická aplikace tohoto přístupu demonstrována při stanovení ALLO v léčivých 

přípravcích a při simultánním stanovením AA, UA a AP v lidském krevním séru a vzorcích 

moči [46]. 

 

 

Obrázek 6 DP voltamogramy naměřené na GCE modifikované ERGO v prostředí fosfátového 

pufru v přítomnosti 1,0 mmol L−1 AA a 0,5 mmol L−1 UA s přídavky ALLO (20-140 μmol L−1) 

[46]   

 

Kromě klasických elektrodových materiálů uvedených v předchozích odstavcích byl 

pro stanovení ALLO vyvinut i nový elektrochemický senzor na bázi modifikované pastové 

uhlíkové elektrody (CPE, z angl. carbon paste electrode) směsí magnetitového oxidu 

grafenu/mezoporézního uhlíku (Fe3O4@GO/OMC-CPE). Výhody tohoto senzoru jsou možnost 

regenerace povrchu senzoru, jeho rychlá a snadná výroba. Byl použit tříelektrodový článek, 

sestávající z referenční elektrody Ag|AgCl|KCl, pomocné elektrody z platinového drátu 

a pracovních elektrod CPE a Fe3O4@GO/OMC-CPE. Jako metoda byla využita DPV. 

Stanovení ALLO bylo testováno v prostředí 0,1 mol L−1 fosfátového pufru (pH 7,0) a bylo 
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provedeno za účelem posouzení, zda elektroda může být využita pro kvantitativní analýzu 

ALLO v tabletách a vzorcích lidského séra. V této práci byl navržen i mechanismus oxidace 

ALLO uvedený na obrázku 7. Uvedená modifikace CPE umožnila velmi citlivou a selektivní 

detekci ALLO při oxidačním potenciálu +1,05 V s limitem detekce 47 nmol L−1. Ve srovnání 

s jinými elektrodami vykazuje Fe3O4@GO/OMC-CPE nižší LOD. Snadnost a jednokrokový 

postup výroby elektrody Fe3O4@GO/OMC-CPE, jak je ukázáno, může být také výhodou při 

detekci v klinických vzorcích, s koncentracemi ALLO v oblasti nízkých koncentrací [47]. 

 

 

Obrázek 7 Schéma elektrochemické oxidace ALLO na Fe3O4@GO/OMC-CPE navržené autory 

v publikaci [47] 

 

Z uvedeného přehledu je zřejmé, že ALLO je elektrochemicky aktivní látkou a pro jeho 

stanovení bylo vyvinuto několik elektrochemických metod, jak pro záznam jeho oxidačních, 

tak redukčních elektrodových reakcí. I vzhledem k tomu, že je tato látka běžně využívána pro 

léčbu relativně častého onemocnění dna, je vhodné mít k dispozici jednoduchý a účinný nástroj 

pro stanovení ALLO v různých typech vzorků. V současné době je nutné zohlednit 

i environmentální hledisko používaných materiálů v analýze, a proto rtuťové elektrody, ač jsou 

často velmi citlivým nástroje pro analýzu celé řady bioaktivních látek, stojí na okraji zájmu 

analytických chemiků. Je proto nutné hledat a testovat možné alternativní elektrodové 

materiály. Jeden z nich představuje i BDD, který již byl úspěšně využit pro vývoj 

voltametrických metod stanovení celé řady bioaktivních látek, což částečně demonstruje 

i tabulka 1. Vzhledem k uvedeným okolnostem, je cílem této bakalářské práce otestovat 

možnosti pracovní elektrody na bázi BDD pro voltametrickou analýzu antiuratika allopurinolu 

a vyvinout metodu jeho stanovení.  
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2 Experimentální část 

2.1 Použité chemikálie 

Voltametrická měření v experimentální části bakalářské práce byla prováděna za 

laboratorní teploty. Všechny standardní roztoky a testované vzorky byly uchovávány v lednici 

a chráněny před světlem. Standardní roztok ALLO o koncentraci 1,0×10−3 mol L−1 byl 

připravován rozpuštěním pevného standardu (Sigma Aldrich, Česká republika), odpovídající 

navážky ve 100 mL destilované vody s přídavkem 100 μL H2SO4 o koncentraci 96 % (Ing. Švec 

– Penta, Praha) s využitím ultrazvukové lázně. Jako základní elektrolyt byla používána 

CH3COOH. Pro většinu měření byl použit základní elektrolyt o molární koncentraci 

0,1 mol L−1, který byl připraven ředěním 1,0 mol L−1 roztoku CH3COOH připraveného ze 

zásobního roztoku 99% CH3COOH (Ing. Švec – Penta, Praha). Pro určení nejlepšího prostředí 

pro sledování voltametrické odezvy byl testován vliv pH základního elektrolytu s využitím 

Brittonova-Robinsonova pufru (BRB) o pH 2,0-12. Použitý BRB byl připraven smícháním 

kyselé a alkalické komponenty (0,2 mol L−1 NaOH) na požadovanou hodnotu pH. Kyselá část 

obsahovala směs kyselin o stejné koncentraci (0,04 mol L−1) připravené buď naředěním 

koncentrovaných kyseliny (octová, fosforečná) nebo rozpuštěním pevné látky (kyselina boritá) 

v destilované vodě. Dále byly jako základní elektrolyty testovány roztoky následujících kyselin 

o koncentraci 0,1 mol L−1: sírové, chloristé, dusičné, citronové, monochloroctové, octové 

a fosforečné připravené opět buď rozpuštěním pevné látky v destilované vodě nebo naředěním 

koncentrované kyseliny. Dále byly testovány roztoky o koncentraci 1,0 mol L−1 a jednalo se 

o následující kyseliny: chlorovodíkovou, fosforečnou a octovou. Všechny použité pevné látky 

i koncentrované kyseliny pocházely od firmy Ing. Petr Švec-Penta, Praha. 

Pro interferenční studii byly využity roztoky o stejné koncentraci (0,01 mol L−1) 11 

biomolekul či solí, jejichž výskyt je pravděpodobný v biologických vzorcích. Jednalo se 

o močovinu (Sigma Aldrich, Česká republika), UA (Sigma Aldrich, Česká republika), kyselinu 

listovou (Sigma Aldrich, Česká republika), sacharózu (Sigma Aldrich, Česká republika), AA 

(Ing. Petr Švec-Penta, Praha), kyselinu barbiturovou (Sigma Aldrich, Česká republika), 

kreatinin (Sigma Aldrich, Česká republika), glukózu (Sigma Aldrich, Česká republika), NaCl 

(Sigma Aldrich, Česká republika), KCl (Lach-ner, Neratovice) a MgCl2 (Lach-ner, Neratovice). 

Roztoky byly připraveny rozpuštěním navážky pevné látky v destilované vodě, případně byla 

ještě přidána „pecka“ NaOH (Ing. Petr Švec-Penta, Praha) v případě UA a kyseliny listové 

z důvodů zvýšení rozpustnosti. 
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2.2  Přístrojové vybavení 

Pro voltametrická měření byl použit galvanostat/potenciostat Autolab PGSTAT204 od 

společnosti Metrohm, Nizozemsko, který byl ovládán pomocí počítače se softwarem Nova 

2.1.5. Na obrázku 8 je zobrazen detail použitého tříelektrodový elektrochemického článku, jež 

se skládal z BDDE jako pracovní elektrody (BioLogic, Francie), nasycené argentchloridové 

referentní elektrody (Ag/AgCl/KCl (sat.)) a pomocné elektrody ve formě platinového drátku 

(obě elektrody z Monokrystaly s.r.o., Turnov, Česká republika). Voltametrická měření byla 

prováděno v polarografické nádobce opatřené elektromagnetickým míchadlem. Pro měření pH 

byl použit stolní pH-metr značky Fisher Scientific AB 150 (Fisher Scientific, Česká republika). 

Přesné vážení chemikálií bylo prováděno pomocí analytických vah KERN ALS 120-4N 

(KERN & SOHN, Německo) a pro dávkování roztoků byly využity automatické mikropipety 

značek Finnpipette o různých objemech (ThermoFisher Scientific, Česká republika). Pro 

přípravu roztoku ALLO byla použita také ultrazvuková lázeň Bandelin Sonorex RK31 

(Bandelin Electronic, Německo). 

 

 

  

Obrázek 8 Použitý potenciostat s připojeným elektrodovým systémem a pracovní BDDE 

 



32 

 

2.3 Pracovní postupy 

2.3.1 Voltametrická měření 

Používaná pracovní BDDE byla aktivovaná denně před provedením měření pomocí 20 

voltametrických cyklů v 10 mL 1,0 mol L−1 H2SO4 mezi potenciály −1500 mV a +2500 mV 

a zpět k potenciálu −1500 mV. Pro každou další analýzu bylo použito 10 mL zvoleného 

základního elektrolytu. Měření se opakovala až do dosažení stabilní křivky, obvykle 

minimálně třikrát. 

K analýze vlivu pH základního elektrolytu na elektrochemické vlastnosti ALLO byly 

použity metody CV a DPV. Byly používané následující parametry pro CV: počáteční potenciál 

(Epoč) = −2000 mV, potenciál obratu (Eobrat) = +2300 mV, konečný potenciál (Ekon) = −2000 mV 

a rychlost polarizace (v) = 100 mV s−1. Pro DPV byly používané parametry: Epoč = −2000 mV, 

Ekon = +2300mV, v = 50 mV s−1, amplituda pulsu (A) = 50 mV, modulační čas (t) = 50 ms. 

Následující fáze zahrnovala zjištění optimálních parametrů pro metodu stanovení 

ALLO, a proto byly testovány následující parametry DPV: ν, A, t a Epoč. Testované rozmezí 

a získané hodnoty jsou zobrazeny v tabulce číslo 2. Byla také ověřována možnost akumulace 

látky na povrchu elektrody prodlužování akumulačního času (tacc) v rozmezí 0-30 s. Pro 

všechna měření byla následně zvolena hodnota 5 s. Hodnota Ekon byla pro všechna měření 

nastavena na +2300 mV. 

Tabulka 2: Optimalizované parametry metody DPV. 

 Epoč 

[mV] 

ν 

[mV s−1] 

A 

[mV] 

t 

[ms] 

testované rozmezí −2000-0 10-100 10-100 10-40 

optimální hodnota −2000 40 50 20 

 

Voltametrická měření byla prováděna s použitím softwaru Nova 2.1.5, který zároveň 

sloužil k analýze získaných dat. Pro identifikaci a vyhodnocení píků byla v softwaru nastavena 

nebo manuálně určena základní čára. K vyhodnocení dat pro odečet základního elektrolytu byl 

použit software Origin 9.0. Grafické závislosti dat byly vytvořeny pomocí MS Excel. 

V rámci studie byl také zkoumán možný vliv 11 specifických látek na voltametrický 

signál ALLO. Tyto látky byly přidávány postupně ve vzrůstajících poměrech 0,1:1, 0,5:1 a 1:1 



33 

 

ve vztahu k množství ALLO 0,1:1, 0,5:1 a 1:1 vůči obsahu ALLO (c(ALLO) = 

10×10−6 mol L−1, což znamená, že koncentrace interferujících látek byly 1,0×10−6 mol L−1, 

5,0×10−6 mol L−1 a 10×10−6 mol L−1). 

2.3.2 Analýza vzorku léčiva 

Jako praktický vzorek pro analýzu byl zvolen lék Purinol 100 mg distribuovaný ve formě 

tablet od společnosti Teva Pharmaceuticals CR (držitel rozhodnutí o registracích společnost 

Merckle, Ulm, Německo; obrázek 9). Výrobcem byl deklarován obsah 100 mg ALLO v jedné 

tabletě. Pro přípravu vzorku byla tableta léčiva rozdrcena v třecí misce, následně byl vzniklý 

prášek kvantitativně převeden do odměrné baňky o objemu 1000 mL s destilovanou vodou 

s přídavkem 1 mL H2SO4 o koncentraci 96 %. Následně byl vzniklý roztok umístěn do 

ultrazvukové lázně na 15 minut. Po doplnění po rysku byl vzniklý roztok následně analyzován. 

Předpokládané koncentrace ALLO byla 0,0073 mol L−1. Do polarografické nádobky s 10 mL 

základního elektrolytu bylo přidáno 13,7 μL uvedeného roztoku vzorku. Stanovení probíhalo 

metodou standardního přídavku a byly přidány vždy nejméně 3 přídavky standardu 

o koncentraci 1,0×10−3 mol L−1 a objemu V = 100 μL. Bylo provedeno 5 opakovaných 

stanovení. Z 5 stanovených hodnot koncentrací byly určeny následující statistické parametry: 

průměr, směrodatná odchylka (SD) a relativní směrodatná odchylka z 5 opakovaných stanovení 

(RSD). 

 

 

Obrázek 9  Analyzované léčivo Purinol 100 mg 
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3 Výsledky a diskuze 

3.1 Voltametrické chování ALLO v závislosti na pH základního elektrolytu  

Složení elektrolytu, a především jeho pH, má zásadní vliv na elektrochemické chování 

analyzovaných látek a výběr vhodného prostředí pro analýzu je jedním z klíčových kroků 

vývoje metody pro stanovení sledovaného analytu. Z tohoto důvodu byl zkoumán vliv pH 

prostředí na voltametrické odezvy ALLO s cílem nalézt takové podmínky, za kterých by ALLO 

poskytoval dobře vyvinutý/vyhodnotitelný signál vhodný pro analytické účely. K dosažení 

tohoto cíle byl použit BRB v rozsahu pH 2,0-12. Všechna měření byla realizována s pomocí 

CV (v = 100 mVs−1), a pro srovnání byla také provedena příslušná měření pomocí DPV. 

Sledovaná koncentrace analytu byla pro všechna měření stejná a to 1,0×10−4 mol L−1. Z měření 

bylo zjištěno, že ALLO poskytuje dva anodické (oxidační) signály v kyselých prostředích, což 

ilustrují křivky na obrázku 10A (CV), resp. B (DPV) pro BRB o pH 2, 5 a 8. Jednalo se o 

ireverzibilní elektrodovou reakci, protože nebyla pozorována žádná proudová odezva 

odpovídající redukci ALLO.  V prostředích alkalických nebylo možné detekovat žádný 

oxidační signál ALLO za daných experimentálních podmínek, což ilustrují i křivky naměřené 

v prostředí o pH 8,0 (obrázek 10). Z obrázku 11 A je zřejmé, že s rostoucí hodnotou pH výška 

obou signálů postupně klesala, což svědčí o nutnosti protonů účastnících se sledované 

elektrodové reakce. Naopak poloha obou signálů se s rostoucí hodnotu pH výrazněji neměnila 

(obrázek 11B). Vzhledem k uvedeným skutečnost byly dále otestovány vybrané anorganické a 

organické kyseliny. Porovnání získaných výšek poskytovaných signálů je na obrázku 12. Ve 

všech testovaných prostředích byly opět pozorovány dvě anodické odezvy, signál 1 okolo 

potenciálu +1112 mV a signál 2 při potenciálu +1990 mV. Nejvyšší signály, jak je patrné i 

z obrázku 12, byly pozorovány v prostředí 0,1 mol L−1 kyseliny fosforečné, chloristé a octové. 

Následně byla porovnána zejména stabilita a tvar sledovaných signálů. Z tohoto srovnání 

vyplynulo, že v prostředí 0,1 mol L−1 CH3COOH (příslušné cyklické voltamogramy na obrázku 

13) byly pozorované signály nejlépe vyvinuté a nejsnáze vyhodnotitelné. Pro další experimenty 

byla vybrána jako základní elektrolyt 0,1 mol L−1 CH3COOH, protože právě v těchto 

podmínkách bylo dosaženo nejvýraznějších a nejsnadněji interpretovatelných signálů. 
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Obrázek 10 Cyklické (A) a DP (B) voltamogramy 1,0×10−4 mol L−1 ALLO zaznamenané v 

prostředí BRB o pH 2,0, 5,0 a 8,0 na BDDE. Parametry metody: Epoč = −2000 mV, Eobrat = 

+2300 mV, Ekon = −2000 mV, v = 100 mV s−1. 
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Obrázek 11 Závislost výšek (A) a poloh (B) signálů poskytovaných ALLO na pH základního 

elektrolytu (BRR o pH 2-6) naměřené pomocí CV. Parametry metody: Epoč = −2000 mV, Eobrat 

= +2300 mV, Ekon = −2000 mV, v = 100 mV s−1. 

 

 

Obrázek 12 Porovnání výšek sledovaných signálů v použitých základních elektrolytech na bázi 

různých kyselin. Metoda: CV. Parametry metody: Epoč = −2000 mV, Eobrat = +2300 mV, Ekon = 

−2000 mV, v = 100 mV s−1 
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Obrázek 13 Cyklické voltamogramy zaznamenané v prostředí 0,1 mol L−1 CH3COOH bez 

přídavku a po přídavku 1,0×10−4 mol L−1 ALLO s vyznačením sledovaných oxidačních signálů. 

Parametry metody: Epoč = −2000 mV, Eobrat = +2300 mV, Ekon = −2000 mV, v = 100 mV s−1. 

 

3.2 Vliv rychlosti polarizace na voltametrické chování ALLO 

Další část experimentální práce se soustředila na identifikaci dominantního děje řídícího 

sledovanou elektrodou reakci ALLO. Tento úkol byl realizován prostřednictvím analýzy 

voltametrických odezev ALLO a jejich změn při různých rychlostech polarizace. V rámci 

experimentu byla opět využita metoda CV. Rozsah potenciálů byl nastaven od −2000 mV do 

+2500 mV. Rychlost polarizace byla upravována v intervalu od 10 do 150 mV s−1. Na obrázku 

14 jsou prezentovány cyklické voltamogramy, které ukazují, že při zvyšování rychlosti 

polarizace se zvyšují i proudové odezvy 1,0×10−4 mol L−1 ALLO. Zároveň dochází k posunu 

vrcholu signálu směrem k pozitivnějším potenciálům, což naznačuje nevratný charakter 

elektrochemické reakce.  
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Obrázek 14  Cyklické voltamogramy 1,0×10−4 mol L−1 ALLO (A) a detail pro oblast signálu 1 

(B) při změnách rychlosti polarizace zaznamenané na BDDE. Parametry metody: Epoč = 

−2000 mV, Eobrat = +2500 mV, Ekon = −2000 mV, v = 10-150 mV s−1. 

 

Následně byly vyneseny následující závislosti: Ip na v (obrázek 15A), resp. v1/2 (obrázek 

15B) a log(Ip) na log(v) (obrázek 15C).  Ze závislosti Ip na v je zřejmé, že Ip ani jednoho ze 

sledovaných signálů se nezvyšuje lineárně se změnou rychlosti polarizace. Z čehož lze 

usuzovat, že řídícím dějem sledovaných elektrodových reakcí bude difuze, což je typické pro 

pracovní elektrody z BDD. Na druhou stranu, vztah mezi Ip a v1/2 pro sledované odezvy je 

lineární a lze ho popsat rovnicemi (1) pro pík 1 a (2) pro pík 2 s odpovídajícími korelačními 

koeficienty. Tento výsledek potvrzuje difuzi jako řídící děj sledovaných reakcí. Dále byla 

vynesena logaritmická závislost log(Ip) na log(v) (obrázek 15C), která také vykazovala lineární 

průběh pro obě sledované odezvy a lze ho popsat rovnicemi (3) pro signál 1 a (4) pro odezvu 

2. Ani jedna z uvedených rovnic neobsahuje směrnici blížící se teoretické hodně 0,5, která je 
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charakteristická pro elektrodové děje řízené difuzí. Naopak směrnice rovnice (3) (signál 1) se 

blíží hodnotě 1, která je charakteristická pro adsorpci. Směrnice rovnice (4) (signál 2) je výrazně 

nižší než 0,5, což svědčí o ovlivnění dané reakce jak difuzí, tak její kinetikou. Ze získaných 

výsledků je zřejmé, že sledované elektrodové děje a jejich řídící děje jsou poměrně složité 

a jejich další studium překračuje rámec předkládané bakalářské práce. 

𝐼𝑝[𝜇𝐴] = (0,0798 ± 0,0058)𝑣
1

2⁄ [(𝑚𝑉 𝑠−1)
1

2⁄ ] − (0,2316 ± 0,0443); 𝑅 = 0,982 (1) 

𝐼𝑝[𝜇𝐴] = (0,1618 ± 0,0079)𝑣
1

2⁄ [(𝑚𝑉 𝑠−1)
1

2⁄ ] + (0,5330 ± 0,0606); 𝑅 = 0,992 (2) 

𝑙𝑜𝑔 (𝐼𝑝 [𝜇𝐴]) =  (0,9262 ±  0,0456)𝑙𝑜𝑔 (𝑣 [𝑚𝑉 𝑠−1]) − (2,099 ±  0,0767);  𝑅 =  0,992 (3) 

𝑙𝑜𝑔 (𝐼𝑝 [𝑛𝐴]) =  (0,3232 ±  0,0198)𝑙𝑜𝑔 (𝑣 [𝑚𝑉 𝑠−1]) −  (0,3173 ±  0,0334); 𝑅 =  0,987 (4) 

 

  

 

Obrázek 15  Závislost Ip na v (A), Ip na v1/2 (B) a logaritmická závislost log(Ip) na log(v) (C) . Metoda: 

CV. Parametry metody: Epoč = −2000 mV, Eobrat = +2500 mV, Ekon = −2000 mV, v = 10-

150 mV s−1. 
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3.3 Optimalizace parametrů DPV  

Pro vývoj metody stanovení ALLO byla zvolena metoda DPV. Tato technika je 

preferována pro sledování analytů v nižších koncentracích oproti CV nebo klasické DC 

voltametrii, díky své obecně vyšší citlivosti v důsledku eliminace kapacitního proudu. Určení 

optimálních podmínek pro tuto metodu je zásadním krokem, který umožňuje dosáhnout 

přesných a spolehlivých výsledků měření. Během optimalizace metody DPV byly hodnoceny 

následující parametry: Epoč, v a dimenze pulzu, což zahrnuje jeho šířku (t) a amplitudu (A). 

Měření probíhalo vždy v prostředí CH3COOH o koncentraci 0,1 mol L−1 s využitím 

1,0×10−4 mol L−1 ALLO. Na obrázcích 16-19 jsou znázorněny průběhy voltametrických křivek 

a závislosti mezi výškou detekovaných píků a změnami zkoumaných parametrů. Vliv změny 

počátečního potenciálu byl sledován v rozmezí hodnot −2000 až 0 mV (obrázek 16), rychlost 

polarizace byla měněna po 10 mV s−1 v rozmezí od 10 do 100 mV s−1 (obrázek 17), výška pulzu 

od +10 do +100 mV (obrázek 18) a šířka pulzu od 10 do 100 ms (obrázek 19).  

Z obrázku 16 je patrné, že při změnách počátečního potenciálu směrem k pozitivnějším 

hodnotám docházelo k výraznému poklesu píku 1 a od hodnoty −1400 mV ho nebylo možné 

pozorovat vůbec. Lze tedy předpokládat, že sledovaná anodická reakce je oxidace 

redukovaného analytu. Ke zmiňované redukci dochází při vložení dostatečně negativního 

počátečního potenciálu, který je nastaven na dobu 5 s před započetím analýzy jako tzv. klidová 

doba. Naopak pík 2 nebyl změnou tohoto parametru téměř ovlivněn, jak je vidět z vložené 

závislosti v obrázku 16. Hodnota −2000 mV byla zvolena pro všechna další měření.  

Následně byl testován i vliv doby akumulace, resp. klidové doby, kdy je vkládán 

potenciál před započetím samotné analýzy. Tato fáze je klíčová, protože umožňuje 

analyzovaným látkám akumulovat se na povrchu elektrody, což může výrazně ovlivnit intenzitu 

a tvar oxidačních a redukčních píků. Optimalizace doby akumulace je tedy důležitá pro zvýšení 

citlivosti elektrochemického měření. Byla testována doba akumulace od 0 do 30 s a bylo 

zjištěno, že pro testovanou koncentraci nedochází k žádným změnám při prodlužování této 

doby nad 5 s a proto byla pro další měření zvolena tato hodnota.  

Dále byla optimalizována hodnota rychlosti polarizace. Z obrázku 17 je patrné, že při 

zvyšování polarizační rychlosti docházelo k nárůstu výšky obou píků až do rychlosti 40 mV s−1. 

Po dosažení této hodnoty se výška píků již dále výrazněji nezvyšovala. Tato hodnota byla 

zvolena pro všechna další měření. Výška píků se také zvyšovala s narůstající výškou pulzu 
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(obrázek 18) a to v celém testovaném rozsahu. Od hodnoty 50 mV byl nárůst pozvolnější, a i z 

tohoto důvodu byla pro následující experimenty zvolena právě tato hodnota.  

Dalším zkoumaným parametrem metody DPV, který měl vliv na voltametrické odezvy 

ALLO, byla šířka pulzu. Na obrázku 19 je vidět, že nejvyšší píky byly zaznamenány při hodnotě 

20 ms a poté se proudové odezvy snižovaly. Pro další měření byla vybrána jako optimálního 

hodnota šířky pulzu 20 ms. 

Po optimalizaci bylo provedeno opakované měření roztoku o koncentraci 

1,0×10−4 mol L−1 ALLO s využitím navržené metody. Byly také vypočteny hodnoty RSD z 11 

opakovaných měření pro oba píky. Pro pík 1 bylo dosaženo hodnoty 2,38 % a pro pík 2 byla 

RSD 1,15 %.  Získané hodnoty potvrzují, že navržená metoda vykazuje vysokou míru 

opakovatelnosti měření. 

 

 

Obrázek 16 DP voltamogramy 1,0×10−4 mol L−1 ALLO zaznamenané na BDDE při různých 

hodnotách počátečního potenciál a vložená závislost Ip na Epoč. Parametry metody: Epoč = 

−2000-0 mV, v = 50 mV s−1, výška pulzu = 50 mV, šířka pulzu = 50 ms, tacc = 5 s. 
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Obrázek 17 DP voltamogramy 1,0×10−4 mol L−1 ALLO zaznamenané na BDDE při různých 

rychlostech polarizace a vložená závislost Ip na v. Parametry metody: Epoč = −2000 mV, v = 

10-100 mV s−1, výška pulzu = 50 mV, šířka pulzu = 50 ms, tacc = 5 s. 

 

Obrázek 18 DP voltamogramy 1,0×10−4 mol L−1 ALLO zaznamenané na BDDE při různých 

hodnotách amplitudy vkládaných pulzů a vložená závislost Ip na A. Parametry metody: Epoč = 

‒2000 mV, v = 40 mV s−1, výška pulzu =10-100 mV, šířka pulzu = 50 ms, tacc = 5 s. 



43 

 

 

Obrázek 19 DPV voltamogramy 1,0×10−4 mol L−1 ALLO zaznamenané na BDDE při různých 

hodnotách šířky vkládaných pulzů a vložená závislost Ip na t. Parametry metody: Epoč = 

−2000 mV, v = 40 mV s−1, výška pulzu = 50 mV, šířka pulzu = 10-100 ms, tacc = 5 s. 

 

3.4 Analýza modelových roztoku 

Dále byla proměřena sada koncentračních závislostí. Pík 1 rostl lineárně v oblasti 

koncentrací 5-150 µmol L−1, pík 2 v oblasti koncentrací 2,5-10 µmol L−1 a 10-100 µmol L−1 

(obrázek 20). Vtah mezi Ip a c pro sledované odezvy byl lineární a lze ho popsat rovnicí (5) pro 

pík 1 a rovnicemi (6) pro pík 2 a rozsah koncentrací 2,5-10 µmol L−1, resp. (7) pro pík 2 a 

koncentrační rozsah 10-100 µmol L−1 s odpovídajícími korelačními koeficienty.  

𝐼𝑝[𝜇𝐴] = (0,00336 ± 7,268 × 10−5) 𝑐 [μmol L−1] − (0,0255 ± 0,006); R = 0,995  (5) 

𝐼𝑝[𝜇𝐴] = (0,09043 ± 0,00827) 𝑐 [μmol L−1] − (0,20622 ± 0,05664); R = 0,975  (6)  

𝐼𝑝[𝜇𝐴] = (0,02889 ± 3,4005 × 10−4) 𝑐 [μmol L−1] + (0,48204 ± 0,03135); R = 0,999 (7) 

 

Z kalibračních závislostí bylo vypočteny pomocí následujících matematických rovnic 

(8) a (9) hodnoty limitu detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) pro jednotlivé píky a bylo 

dosaženo následujících hodnot: pro pík 1 LOD = 5,4 μmol L−1 a LOQ = 17,9 μmol L−1 a pro 
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pík 2 LOD = 1,9 μmol L−1 a LOQ = 6,3 μmol L−1. Vzhledem k možnostem stanovit nižší 

koncentrace ALLO a obecně nižšímu LOD byl pro další analytické využití zvolen pík 2.   

𝐿𝑂𝐷 =
3×𝑆𝐵

𝑘
    (8) 

                                        𝐿𝑂𝑄 =
10×𝑆𝐵

𝑘
  (9)  

SB – směrodatná odchylka úseku k – směrnice přímky 

 

 

Obrázek 20  DP voltamogramy ALLO v rozmezí koncentrací 2,5-150 µmol L−1 naměřené na 

BDDE v prostředí 0,1mol L−1 CH3COOH a vložené koncentrační závislosti pro obě sledované 

odezvy. Křivky po odečtení základního elektrolytu. Parametry metody: Epoč = −2000 mV, v = 

40 mV s−1, výška pulzu = 50 mV, šířka pulzu = 20 ms, tacc = 5 s. 

 

 Aplikovatelnost navržené metody byla ověřena na analýze modelových vzorků se 

známým obsahem analytu. Roztok o koncentraci 10 µmol L−1 byl 5× analyzován navrženou 

metodou. Byla využita metoda standardního přídavku a příklad stanovení, včetně grafického 

vyhodnocení, je na obrázku 21. Bylo dosaženo výsledků stanovení, které jsou shrnuty v 

tabulce 3. Získané výsledky jsou správné a přesné, proto je možné říci, že navržená metoda je 
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aplikovatelná pro analýzu vzorků s obsahem ALLO a hodnota RSD svědčí o dobré 

opakovatelnosti stanovení.  

 

Tabulka 3: Opakovaná stanovení ALLO v modelovém vzorku. 

 Přidáno 

[µmol L−1] 

Stanoveno  

[µmol L−1] 

Výtěžnost  

[%] 

RSD5 

[%] 

Modelový vzorek 10,00 9,97±0,30 96,3-105,0 3,0 

 

 

Obrázek 21  Stanovení ALLO v modelovém roztoku s využitím DPV ve spojení s BDDE metodou 

standardního přídavku. Vložené grafické vyhodnocení stanovení. Křivky po odečtení 

základního elektrolytu.  Parametry: Epoč = −2000 mV, v = 40 mV s−1, výška pulzu = 50 mV, 

šířka pulzu = 20 ms, tacc = 5 s. 
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3.5 Interferenční studie 

Vzhledem k možnému využití navržené metody i pro analýzu reálných biologických 

vzorků bylo provedeno zkoumání vlivu interferujících látek. Vždy byl nejprve proměřen roztok 

elektrolytu, do kterého byl následně pipetován přídavek ALLO o koncentraci 0,001 mol L−1. 

Získaný roztok o koncentraci 10×10−6 mol L−1 ALLO byl proměřen a následně byly k němu 

přidávány postupně přídavky možného interferentu. V první fázi byl zkoumán vliv potencionálního 

interferentu o desetkrát nižší koncentraci, než byla koncentrace analyzované látky (poměr 0,1:1), 

následně byl sledován vliv poloviční koncentrace látky oproti analytu (poměr 0,5:1) a nakonec byla 

testována stejná koncentrace interferentu jako analytu (poměr 1:1). Po každém přídavku byl 

zaznamenán příslušný DP voltamogram. Bylo analyzováno 11 různých potenciálních interferentů, 

jejichž seznam a získané výsledky jsou uvedeny v tabulce 3. Tato tabulka prezentuje procentuální 

změny výšky píku ALLO v reakci na přítomnost jednotlivých interferujících látek. Pokud změna 

výšky píku překročila 5 %, byla látka klasifikována jako interferující. 

Tabulka 4: Výsledky interferenčního testování pro stanovení ALLO v přítomnosti vybraných 

látek 

Interferent cinterferent:сALLO 

 0,1:1 0,5:1 1:1 

Močovina +3,37 −3,47 −8,9 

Kyselina močová −1,25 −1,67 −0,81 

Kyselina listová +6,64 +58,38 +112,25 

Sacharóza −1,43 −0,38 +1,33 

Kyselina askorbová +1,71 +1,26 +0,65 

Kreatinin +1,60 +2,75 +8,10 

Kyselina barbiturová +0,44 −0,46 +2,46 

Glukóza +2,20 −1,14 +1,05 

NaCl +1,05 −1,14 +1,05 

KCl +6,83 +7,03 +8,03 

MgCl2 −5,89 −3,27 −5,87 

 

Je zřejmé, že dochází k výraznému ovlivnění sledovaného píku ALLO přítomností kyseliny 

listové, a to již při poměru 0,5:1. Další testované interferenční látky neměly zásadní vliv na signál 

ALLO při sledovaných podmínkách a maximální ovlivnění sledovaného píku se pohybovalo okolo 
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8 %. Důležitým výstupem uvedeného experimentu bylo i to, že UA neruší stanovení ALLO, 

ačkoliv je sama elektrochemicky aktivní. UA poskytovala za daných podmínek jeden anodický 

pík okolo potenciálu +1000 mV, který ovšem neovlivňoval sledovanou odezvu. 

  

3.6 Analýza léčiva 

V závěrečné části této bakalářské práce byla pozornost věnována využití navržené 

metody pro analýzu reálných farmaceutických vzorků. Byl zkoumán lék Purinol 100 mg, kde 

jedna tableta podle informací od výrobce, obsahovala 100 mg ALLO. Stanovení proběhalo 

navrženou DPV metodou pomocí metody standardního přídavku s použitím standardního 

roztoku ALLO o koncentraci 0,001 mol L−1. Samotné stanovení bylo pětkrát opakováno. Do 

10 mL základního elektrolytu bylo přidán 13,7 μL roztoku připraveného dle postupu uvedeného 

v kapitole 2.2.2. Následně byly přidány 3 standardní přídavky roztoku ALLO, každý o objemu 

100 μL. Příklad stanovení je na obrázku 22 a výsledky jsou shrnuté v tabulce 5. Je patrné, že 

měření obsahu ALLO odpovídá hodnotám udávaným výrobcem, což dokazuje správnost 

výsledků. Navíc ze získané hodnoty RSD (2,4 %) je zřejmé, že výsledky jsou i dobře 

opakovatelné. Tímto bylo dosaženo hlavního záměru bakalářské práce, kterým byl vývoj 

metody umožňující efektivní detekci ALLO aplikovatelné v analýze léčiv. 

Tabulka 5: Výsledky opakovaného stanovení ALLO ve farmaceutickém přípravku 

 Deklarováno  

[mg/tableta] 

Stanoveno  

[mg/tableta] 

Výtěžnost  

[%] 

RSD5 

[%] 

Purinol 100 mg 100,0 99,7±0,20 96,2-103,3 2,4 
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Obrázek 22 Analýza léčiva Purinol 100 mg s využitím navržené metody DPV ve spojení s BDDE 

metodou standardního přídavku. Vložené grafické vyhodnocení. Křivky po odečtu základního 

elektrolytu. Parametry: Epoč = −2000 mV, v = 40 mV s−1, výška pulzu = 50 mV, šířka pulzu = 

20 ms, tacc = 5 s. 
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Závěr  

Cílem bakalářské práce byl vývoj rychlé a jednoduché voltametrické metody pro 

stanovení ALLO ve farmaceutických přípravcích. Výzkum se zaměřil na použití borem 

dopované diamantové elektrody pro její vynikající elektrochemické vlastnosti. Pro zjištění 

koncentrace ALLO byla využita metoda diferenčně pulzní voltametrie, která je obzvláště 

vhodná pro detekci nízkých koncentrací látek. Výzkum se zaměřil na popis základního 

voltametrického chování ALLO za různých experimentálních podmínek. Ze studie vlivu 

složení základního elektrolytu na odezvu ALLO bylo zjištěno, že analyt poskytuje 2 anodické 

signály v kyselém prostředí a nejvyšší nejstabilnější odezvy byly pozorovány v prostředí 

0,1 M CH3COOH, která byla použita ve všech dalších měření jako základní elektrolyt. 

Optimalizace parametrů diferenčně pulzní voltametrie, jako jsou rychlost polarizace, výška a 

šířka pulzu, byla klíčová pro zvýšení citlivosti měření. Metoda s optimalizovanými parametry 

vykazovala vysokou opakovatelnost měření i stanovení. Navíc stanovené hodnoty ALLO 

v modelovém vzorku i v léčivu byly přesné a správné, resp. odpovídalyobsahu deklarovanému 

výrobcem. 

V průběhu této bakalářské práce byla úspěšně vyvinuta a aplikována voltametrická 

metoda pro stanovení léčiva allopurinolu. Experimentální část potvrdila, že navržená metoda je 

schopna poskytnout přesné a spolehlivé výsledky. Optimalizace experimentálních podmínek 

vedla k významnému zlepšení citlivosti metody. Díky tomu je možné allopurinol stanovit i v 

přítomnosti různých interferujících látek, což je zásadní pro aplikaci v reálných biologických 

vzorcích.  

Výsledky této práce mají potenciál pro zlepšení klinické praxe v oblasti monitorování 

hladin allopurinolu u pacientů a mohou přispět k lepšímu pochopení farmakokinetiky 

a farmakodynamiky této látky. Navíc, vyvinutá metoda může najít uplatnění v průmyslu pro 

kontrolu kvality léčivých přípravků obsahujících tento analyt. Tato práce tak představuje 

významný přínos pro oblast analytické chemie a otevírá dveře pro další výzkum v oblasti 

voltametrických metod stanovení léčivých látek.  
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