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Abstrakt

Predmétem predkladané diplomové prace bylo studium komercné dostupné pevné
bismutové kapkové elektrody (SBiDE) a jeji vyuziti pro optimalizaci podminek pro
voltametrické stanoveni 1éCiva nifedipinu za pouziti techniky diferen¢ni pulzni
voltametrie (DPV) a ,,direct current™ voltametrie (DCV).

Studium voltametrického chovani 1é¢iva nifedipinu bylo provedeno v zévislosti na pH
roztoku Brittonova-Robinsonova pufru s ptidavkem ethanolu (BR pufr—EtOH) v objemovém
poméru 9:1. Pro stanoveni léCiva nifedipinu na SBiDE bylo vybrano optimalni prostiedi
roztoku BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 9, ve kterém byly proméfeny koncentra¢ni
zavislosti nifedipinu v rozmezi 2:10°° — 1-10™* mol 1"'. Pro DPV mez stanovitelnosti
(LOQ) ¢inila 0,47 umol 1! a mez detekce (LOD) ¢inila 0,14 pmol 1"!. Metodou DCV
byla zjigténa hodnota LOQ 1,1 pmol 1! a LOD 0,33 pmol 1.

Nové vyvinuté voltametrické metody byly pomoci metody ptidavku standardu pouzity
pro stanoveni mnozstvi léCiva nifedipinu v Iékové formé Cordipin XL. Zvolené
voltametrické metody byly porovnany se srovnavaci analytickou metodou UV-VIS
absorp¢ni spektrofotometrii v prosttedi BR pufr—-EtOH v poméru 9:1 o pH 9. Nové
vyvinuté voltametrické metody byly rovnéz pouzity pifi stanoveni lé¢iva nifedipinu
v autentickych vzorcich pitné a fi¢ni vody.

K charakterizaci elektrodového déje IéCiva nifedipinu byla pouzita cyklicka
voltametrie. Aplikovatelnost diferencni pulzni adsorpéni rozpoustéci voltametrie
(1 — 10 umol 1""). M&feni nejprve probihalo s p¥idavkem ethanolu, kdy hodnota LOQ
¢inila 0,80 umol I"! a LOD ¢&inila 0,24 pmol 1"!. Nasledné mé&feni probihalo bez piidavku
ethanolu, kdy hodnota LOQ ¢&inila 0,52 pmol 1! a LOD ¢inila 0,16 pmol 171,

Aplikovatelnost roztoku sifi¢itanu sodného (Na2SOs) jako redukcniho cinidla pro
odstranéni kysliku za diive ziskanych optimalnich podminek byla ovéfena metodou DPV
pii opétovném proméieni kalibracnich zavislosti, pfi stanoveni 1é¢iva nifedipinu v 1ekové
formé Cordipin XL, pfi stanoveni lé¢iva nifedipinu v autentickych vzorcich pitné a fi¢ni

vody a pfi stanoveni nifedipinu pomoci DPAdSV.



Abstract

The subject of the present Thesis was the study of a commercially available solid
bismuth drop electrode (SBiDE) and its use to optimize the conditions for the
voltammetric determination of the drug nifedipine using differential pulse voltammetry
(DPV) and direct current voltammetry (DCV) techniques.

The voltammetric behaviour of the drug nifedipine was studied as a function of pH of
Britton-Robinson buffer solution with the addition of ethanol (BR buffer—EtOH) in the
volume ratio of 9:1. For the determination of the drug nifedipine on SBiDE, the optimum
medium of BR buffer—EtOH solution was selected at pH 9:1, in which the concentration
dependence of nifedipine was measured in the range of 2x107¢ — 1x10™* mol L™!. For
DPV, the limit of quantification (LOQ) was 0.47 pmol L™! and the limit of detection
(LOD) was 0.14 umol L™!. The DCV method showed LOQ values of 1.1 pmol L™! and
LOD values of 0.33 pmol L.

The newly developed voltammetric methods were applied to the quantification of
nifedipine in the pharmaceutical form Cordipine XL using the standard addition method.
The selected voltammetric methods were compared with a comparative analytical method
by UV-VIS absorption spectrophotometry in BR buffer-EtOH medium at pH 9:1. The
newly developed voltammetric methods were also applied to the determination of the
drug nifedipine in authentic drinking and river water samples.

Cyclic voltammetry was used to characterize the electrode process of the drug
nifedipine. The applicability of differential pulse adsorption stripping voltammetry
(DPAdSV) was verified in the determination of nifedipine in the lowest concentration
range (1 — 10 umol L™!). The measurement was first carried out with the addition of
ethanol, where the LOQ was 0.80 pmol L ™! and the LOD was 0.24 umol L™!. Subsequently,
the measurement was carried out without the addition of ethanol, where the LOQ was
0.52 umol L™! and the LOD was 0.16 pmol L.

The applicability of sodium sulphite solution (Na>SO3) as a reducing agent for oxygen
removal was verified under previously obtained optimum conditions by DPV in the re-
measurement of calibration dependences, in the determination of nifedipine in the dosage
form Cordipine XL, in the determination of nifedipine in authentic drinking and river

water samples, and in the determination of nifedipine by DPAdSV.
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1. Teoreticka cast

Tato diplomova prace navazuje na bakalatrskou praci Vyuziti pevné bismutové kapkové
elektrody pfi stanoveni lé¢iva metronidazolu (Katedra analytické chemie, Pirodovédecka
fakulta, Univerzita Karlova, Praha 2023). Bakalaiska prace se zabyvala studiem nové
pevné kapkové bismutové elektrody (SBiDE) a jejim vyuzitim k optimalizaci podminek
pro stanoveni lé¢iva metronidazolu pomoci techniky diferencni pulzni voltametrie (DPV).

Voltametrické chovani 1é¢iva metronidazolu bylo zkoumano v roztoku Brittonova-
Robinsonova pufru (BR pufr) o rizném pH. Jako optimalni prostiedi pro stanoveni léCiva
metronidazolu pomoci SBiDE byl zvolen BR pufr o pH 12, vnémz byly méfeny
koncentra¢ni zavislosti metronidazolu v rozmezi 1:107® — 6:10™* mol I"!. Technikou DPV
byla zjisténa hodnota LOQ 1,4-10 *mol 1! a LOD 4,4-107 " mol 1!

Vyvinutd voltametrickd metoda byla aplikovdna na stanoveni metronidazolu v
infuznim roztoku Efloran 500 mg/100 ml, tablet¢ Entizol 250 mg, vaginalni tableté
Entizol 500 mg a v infuznim roztoku Noridem 500 mg/100 ml. Namétené vysledky byly
porovnany s hodnotami ziskanymi pomoci srovnavaci analytické metody UV-VIS

absorpéni spektrofotometrie v prostiedi BR pufru o pH 12 (cit. ).

1.1 Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo vyuziti nové komercéni pevné bismutové kapkové
elektrody (SBiDE) pro stanoveni lé¢iva nifedipinu.

DalSim cilem byla aplikace nové vyvinutych metod (DPV, DCV) pii stanoveni
nifedipinu v lékové formé Cordipin XL a nasledné srovnani ziskanych vysledkl téchto
stanoveni se srovnavaci analytickou metodou, v tomto piipadé¢ s UV-VIS absorp¢ni
spektrofotometrii.

DalSimi cili bylo stanovit 1é¢ivo nifedipin v autentickych vzorcich pitné a fi¢ni vody,
aplikovat adsorpéni rozpoustéci voltametrii pro nahromadéni nifedipinu na povrch
elektrody pred samotnou analyzou pro ziskani vy$$i proudové odezvy, zkoumat
mechanismus redukce nifedipinu pomoci cyklické voltametrie a pouzit roztok sifi¢itanu

sodného jako redukéni €inidlo pro odstranéni kysliku z analyzovanych vzork.
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1.2 Pevnad bismutova elektroda a jeji vyuziti v organické analyze

Pevna bismutova elektroda (BiBE) je nejjednodussi bismutovou elektrodou pro
organickou analyzu®. Nejéast&ji je vyrobena z bismutového dratku obaleného vhodnym
izolantem®, p¥ipadné nasatim roztaveného bismutu do hrotu Pasteurovy pipety, ¢imz
vznikne po vylesténi pevny bismutovy disk*>°. Pomoci BiBE bylo stanoveno nékolik
organickych latek jako napf. nitrofenol, nitrobenzaldehyd, nitrobenzoova kyselina,
parathion®, daunomycin’, 5-nitroindazol®, 2-methyl-4,6-dinitrofenol’, clothianidin'® a
2,4,6-trinitrofenol'!.

Prestoze je bismut velmi vhodnym materidlem pro stanoveni redukovatelnych
organickych latek, v této oblasti zatim existuje pomérné malo aplikaci a ¢asto se uplatiuji
elektrody z jinych materialt. V tabulce 1.1 jsou vypsany ptiklady stanovenych organickych

sloucenin pomoci pevnych elektrod z riznych materidl.

Tabulka 1.1

Ptiklady stanoveni organickych latek pomoci pevnych elektrod z riznych materiald.

Elektroda Latka Lit.

AgE ) 12
metronidazol

SBiDE 13

GCE, AuE duloxetin hydrochlorid 14

AuE ticaglerol 15
L-cystein/AuE .

) askorbova kyselina 16

L-cystein/GCE

m-AgSAE methylova modf 17

4-nitroanilin 18

p-AgSAE trifluralin 19

listova kyselina 5
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1.2.1 Pevna bismutova kapkova elektroda

Pevna bismutovéa kapkova elektroda (SBiDE, z anglického vyrazu ,,solid bismuth drop
electrode®, obr. 1.1) je nova pracovni elektroda, ktera je vhodnou ekologickou alternativou
k tradi¢nim rtutovym elektrodam. Od roku 2020 je tato elektroda doddvana na ¢esky trh
spole¢nosti Metrohm CR. SBiDE tvoii 2mm kapka bismutu na konci zizené sklenéné
kapilary, jejiz povrch slouzi jako aktivni elektrodova plocha pro elektrochemicka méieni.
Diky pevné kapce bismutu je tato elektroda stabilni a umoznuje opakované pouziti. Dle
vyrobce je vhodnd pro pfimé stanoveni tézkych kovl v jezerech, fekach, vodonosnych
vrstvach, podzemnich vodich a zejména v kontaminované pitné vodé. Méfeni lze
provadét v rozsahu nizkych koncentraci od pg 17!, nékdy az od koncentrace ng 1.
Z diivodu ochrany elektrody pfed mechanickym poskozenim se jeji aktivace a ¢iSténi

provadi vyhradné elektrochemicky?*2!.

A,

Biorop.

L2 Metrohm

i

Obr. 1.1 Pevna bismutova kapkova elektroda (SBiDE) vyrobena spole¢nosti Metrohm (pfevzato z cit.??).

1.3 Kapalna bismutova elektroda

Kapalné kovy jsou ¢im dal vice vyuzivany jako pracovni elektrody v oblasti jaderné
chemie. Je to hlavné diky konstantni ploSe elektrody a uplné fyzické separaci mezi
elektrolytem a produkovanym kovem. Pomoci elektrochemického vyzkumu provadéného
technikou linearni voltametrie byly elektrody z kapalného kovu setazeny podle reaktivity
(Sb > Bi > Pb > Sn > Ga > Mo) a podle uslechtilosti (Ga < Sn < Pb < Sb < Bi < Mo)*.

Kapalna bismutova elektroda je vyrabéna roztavenim pevného bismutu v alundovém
kelimku®*?*, v kelimku z nitridu hliniku?, nebo miiZe byt vytvotena roztavenim pevného

bismutu v Pyrexové trubici ve tvaru J (cit.2*?”). Elektricky kontakt je zajistén zavedenim
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vodivého dratku piimo do roztaveného bismutu?® (napf. pomoci wolframového®S,

2524 pnebo st¥ibrného?’ dratku). Takto piipravena elektroda je vyuZivana

molybdenového
pfi vysokoteplotni elektrochemii nebo pfi méfeni v prostfedich s roztavenymi solemi.
Jako elektrolyt pfi vysokych teplotach se nejcastéji vyuziva eutektickd smés LiClI-KCI.
Pro ochranu povrchu pracovni elektrody se méieni provadéji v atmosféie inertniho plynu,
obvykle v argonu*~?’. Pomoci kapalné bismutové elektrody bylo zkouméano chovéni

napt. Th*" (cit.2?), La** (cit.?%), Np** (cit. 2°), Pu®* (cit. 2*) nebo Pr** (cit. ?7).

1.4 Vyuziti bismutovych elektrod pfi méreni pH

Pro méfeni pH se nejcastéji pouzivaji konvencni sklenéné elektrody z diivodu jejich
vysoké citlivosti, selektivity a dlouhodobé stability. Pfestoze maji né€kolik vyhod, existuji
tu 1 nékteré nevyhody jako napt. mechanické kiehkost, potfeba vnitinich roztoki, vysoka
cena nebo zplsob skladovani. Pro odstranéni téchto nevyhod byly v elektrodach pro
snimani pH pouzity rtizné oxidy kovi?® jako napf. TiO, (cit.??), TaxOs (cit.’®), PbO,
(cit.?1), WO; (cit.*?) nebo IrOz (cit.*?). A to z diivodu jejich jedine&nych elektrochemickych
vlastnosti, zahrnujicich mimoiadnou stabilitu a rozsahly povrch**, diky nimZ se pH
elektrody staly vice citlivé, doslo ke zvyseni katalytické aktivity a selektivity®. Tyto
oxidy kovu se ptipravuji jako pracovni elektrodovy substrat pomoci riznych technik, jako

33 sitotisk®® nebo sol-gelové

jsou napt. dynamickd oxidacni elektrodova depozice
techniky?.

Déle byl pro snimani pH pouzit oxid bismutity (Bi2O3), jehoz tenkd vrstva byla
nanasena technikou sprejové pyrolyzy pii 55 °C po dobu 10 minut na sklenény substrat
dopovany fluorem a oxidem cinu (FTO). Membrana na bazi BioO3/FTO byla vyrobena a
pouzita pro vyvoj miniaturni selektivni a citlivé elektrody pro méfeni pH v rozsahu pH
2 — 12. Tato nov¢ vyrobena elektroda byla tispé$né pouzita pro hodnoceni pH riznych
prirodnich vzorkd a dosahla téméf shodnych vysledk s vysledky ziskanych standardni
sklenénou elektrodou®’.

Pro sniméni pH v siln¢ alkalickych roztocich KOH o pH 14 — 16 byly vyvinuty
platinové elektrody Bi/Pt a BiOx/Bi/Pt. Obé vyvinuté elektrody jsou vhodné pro
kratkodobé meéteni pH (15 — 30 min) v koncentrovanych roztocich KOH, po této dobé
dochdzi k pozorovatelnému driftu napéti. Elektrody je proto nutné pied kazdym

experimentem kalibrovat?®,
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Dalsim typem elektrody pro méfeni pH je BiBE. Kulicky pevného bismutu byly
piipraveny zahtfivanim bismutového prasku v elektrické peci, kterou prochazel proud
CO,, aby nedoslo k oxidaci. Néasledné roztavenim kuli¢ek byly vyrobeny pevné
bismutové elektrody. Takto vzniklé elektrody mély vysoce lestény vzhled a jejich povrch
byl bez oxidli. Pro dosazeni reprodukovatelnych vysledki byla nezbytnd piitomnost
vrstvy oxidu bismutitého na povrchu elektrody. Vrstva oxidu byla ziskana ponechanim
elektrody na vzduchu po dobu nékolika dni, nebo ponoifenim elektrody do roztoku
dusi¢nanu bismutit¢ho a néaslednym jemnym zahtfatim v Bunsenové plameni. Takto

vyrobené BiBE jsou vhodné pro méfeni pH v rozmezi pH 5 — 8 (cit.>).

16



1.5 Nifedipin

Nifedipin, neboli 3,5-dimethyl-2,6-dimethyl-4-(2-nitrofenyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-
dikarboxylat, je zluty krystalicky prasek tézko rozpustitelny ve vodé¢ a snadno
rozpustitelny v ethanolu*’. Jedna se o blokator kalciovych kanald patiici do skupiny
dihydropyriding*'. Nifedipin byl ptivodné vyvinut a uveden na trh v poloving 70. let 20.
stoleti jako profylaktické opatfeni proti pfiznakiim anginy pectoris. Pozdé&ji se zacal
vyuzivat jako antihypertenzivum — farmakum pro 1é¢bu vysokého krevniho tlaku***
nebo pro 1é¢bu Raynaudovy choroby a dalsich kardiovaskularnich poruch**. Primarnim
farmakodynamickym uc¢inkem je rozsifeni velkych a malych tepen, a to snizenim napéti
hladkého svalstva v jejich sténach?>43:46,

Tableta nifedipin je tvofena dvoukomorovym jadrem, obsahujicim osmotické jadro
s 1écivem a polymerovou vrstvou s osmoticky aktivnim polymerem, ktery pii kontaktu
s vodou bobtnd. Dale tableta obsahuje polopropustnou membranu, kterd obklopuje
tabletu, a laserem vytvofeny otvor, ktery umoznuje fizené uvoliiovani suspenze 1éCiva,
tzv. osmoticky systém ,,push-pull®. Ten spociva v tom, Ze voda nejprve pronika ptes
polopropustnou membranu do osmotického jadra obsahujiciho nifedipin, kde dochazi
k vytvofeni suspenze. Soucasné¢ dochédzi k rozpinani polymerové vrstvy, jejiz tlak
nasledné vytlacuje 1éCivo skrz laserem vytvotreny otvor do traviciho traktu, kde je zcela
vstiebano*®.

Nifedipin je vysoce nepolarni sloucenina a v jatrech prochézi tzv. first-pass efektem,

kde je metabolizovan pomoci cytochromu P450 na polarngjsi sloudeniny?!#44748,

Dochézi tak k oxidativni biotransformaci na farmakologicky neaktivni metabolity*!**,
Vzniklé slou¢eniny jsou primarné vylouceny mog&i**.

V literatufe jsou jako nej€astéj$i metody pro stanoveni nifedipinu uvadény separacni
metody HPLC-MS/MS*, LC-MS/MS*°, (U)HPLC-UV>!*2, GC-MS> a spektrometricka
metoda UV-VIS spektrofotometrie®®. Piiklady voltametrickych stanoveni nifedipinu jsou
uvedeny v tabulce 1.2.

Ptitomnost nifedipinu lze ovétit Iékopisnou metodou, kterd se skladé ze Ctyt hlavnich
krokti. Prvnim krokem je detekce pomoci teploty tani, ktera se pohybuje v rozmezi
171 — 175 °C. Druhym krokem je detekce pomoci infracervené¢ho absorpéniho spektra,

kde se zkouSené latky shoduji se spektrem nifedipinu (standard). Pevné latky se pro

infracervenou absorpcni spektrometrii ptipravuji jako suspenze ve vhodné kapaliné nebo
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ve form¢ halogenidové tablety. Tretim krokem je detekce pomoci tenkovrstvé
chromatografie. Pouziva se zde vrstva vhodného silikagelu s fluorescen¢nim indikatorem
pfi detekci pfi 254 nm. Pro detekci tenkovrstvou chromatografii se pfipravuje zkouSeny
roztok (10 mg latky se kvantitativné pievede do 10ml odmérné banky, kterd je
methanolem doplnéna po rysku) a porovnavaci vzorek (10 mg nifedipinu (standard) se
kvantitativné ptrevede do 10ml odmérné banky, ktera je methanolem doplnéna po rysku).
Na vrstvu vhodného silikagelu se nanese 5 pl ze zkouseného a porovnavaciho roztoku.
Takto pfipravend chromatograficka vrstva se nasledné vyviji v chromatografické cele za
pouziti nenasycené smesi ethylacetatu a cyklohexanu v poméru 40:60 (V/V), a to po draze
15 cm. Chromatografickd deska se nasledné na vzduchu ususi a poté se pozoruje v UV
svétle pii 254 nm. Ctvrtym krokem lze provést ditkazovou reakci. Do zkumavky se
kvantitativné ptevede 25 mg latky, 1,5 ml kyseliny chlorovodikové (10%), 3,5 ml
deionizované vody, 5 ml ethanolu a mirnym zahfatim se smés rozpusti. Nasledné se do
rozpusténé smési piida 0,5 g granulovaného zinku a za obcasného michéni se smés necha
stat po dobu 5 minut. Odstaty roztok se ptefiltruje do dalsi zkumavky a k vzniklému
filtratu se ptidd 5 ml dusitanu sodného (10 g 1™!). Roztok se necha stat po dobu 2 minut.
Poté se k nému pridaji 2 ml hydrogenuhli¢itanu amonného (50 g 1'') a po silném
protfepani se k roztoku piidaji jesté 2 ml naftylethylendiamonium dichloridu (5 g 1'').
Vznik intenzivné ¢erveného zbarveni, které pietrvava po dobu alesponi 5 minut, svéd¢i o
pfitomnosti nifedipinu ve zkoumané latce. Stanoveni obsahu nifedipinu Iékopisnou
formou spociva v rozpusténi 0,13 g latky ve smési tvofené 25 ml tercidlniho buthanolu a
25 ml kyseliny chloristé (8,5 ml kyseliny chloristé (70 —73%) je zfedéno vodou na
100 ml). Do takto pfipraveného roztoku se ptida 0,1 ml feroinu (indikator). Roztok je
néasledné titrovan tetrasulfatoceri¢itanem amonnym (0,1 mol I"!) do odbarveni riizového
zabarveni. Pro vypocet mnozstvi nifedipinu ve vzorku odpovida 1 ml tetrasulfatoceri¢itanu

amonného (0,1 mol I'!) 17,32 g nifedipinu*.
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Tabulka 1.2

Ptiklady stanoveni nifedipinu pomoci voltametrickych metod.

Linearni LOD Matrioe
Elektroda Metoda rozsah (idealni matrice) Lit.

- - vzorku

[umol 1] [umol 1]

BDDE DPV 3,98 — 107 0,61 tableta 55
CMCPE DPASV  0,00046—20  0,00039  ebletd, moc, ¢

serum
AgNPs/GCE DPV 0,8 — 60 0,72 t"‘blefl’olgdSka 57
m-AgSAE DPV 0,220 0,36 pitnd voda, - sg

fi¢ni voda
MWCNT/GCE DPV 0,1 — 100 0,017 mot, tableta 59
B-CD-CNT-PE DPAASV 0,048 — 20 0,015 mog, sérum 60
HMDE SWAdSV ~ 0,002-20  0,00034 tableta 61
HMDE DPAASV 0,002 — 0,1 0,012 krevni sérum 62
HMDE SWAdASV  0,0029 — 0,36 0,0012 plazma 63
HMDmE DPV 0.2-20 0,036 pitnd voda, - 5
fi¢ni voda

MgO-SPEs DPV 02— 1044 0,032 table:ﬁ;gdSka 64
MWCNTs /B-CD/PE  DPV 0,07 - 15 0025 ~ ‘ableta krevai g

serum
PFF/GCE DPAdSV 0,017 0,005 lidskd mo€, - ¢

tableta
PVP/CPE DPV 0,075 — 50 0,02 tableta 67
ZnONPS/CNTS/GCE ~ SWV  0001-40 000049 ~ldskamod, =g

krevni sérum
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2. Experimentalni cast
2.1 Reagencie

Zasobni roztok nifedipinu (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Némecko) o koncentraci
1:107% mol 1! byl piipraven rozpusténim 8,66 mg ve 25 ml absolutniho ethanolu (p.a.,
Penta, Praha, CR) a uchovavan ve tmé a chladu.

Brittonovy-Robinsonovy (BR) pufry byly pfipraveny smichanim roztoku pevného
hydroxidu sodného (zasadita slozka) o koncentraci 0,2 mol I"! (p.a. Penta, Praha, CR)
s kyselou slozkou o koncentraci viech kyselin 0,04 mol 1"}, ktera obsahovala nafedénou
85% kyselinu trihydrogenfosfore¢nou (p.a., Lach:Ner, Neratovice, CR), rozpusténou
pevnou kyselinu boritou (p.a., Lach:Ner, Neratovice, CR) a nafedénou 99,8% octovou
kyselinu (p.a., Penta, Praha, CR). Pro pfipravu pufrii a dal§ich vodnych roztoki byla
pouzita deionizovana voda produkovana systémem Milli-Q Plus (Millipore, Billerica,
MA, USA).

Lécivo Cordipin XL (KRKA, Novo Mesto, Slovinsko) bylo pouzito pro voltametrické
a spektrofotometrické stanoveni obsahu nifedipinu v 1ékové formé.

Pro optimalizaci stanoveni nifedipinu v modelovém prosttedi vzork pitné a ¥icni vody
byl piipraven roztok dihydratu disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny
(Na;EDTA, popt. chelaton IIT) o koncentraci 0,1 mol 1! (p.a., Penta, Praha, CR).

Nasyceny roztok sifi¢itanu sodného (p.a., Lach:Ner, Neratovice, CR) byl pfipraven
rozpu$ténim 2,53 g v 10 ml deonizované vody.

Cistici roztok byl pfipraven kvantitativnim pfevedenim 10 ml hydroxidu sodného (p.a.
Penta, Praha, CR) o koncentraci ¢ =1 mol 1!, 1,32 ml triethanolaminu (p.a., Avondale
Laboratories, Banbury, Velka Britdnie) a 6,7 g bromi¢nanu draselného (p.a., Reanal,
Mad’arsko) do 100ml odmérné banky, ktera byla doplnéna deionizovanou vodou po

rysku. Dale byla k &i§téni pouzita 65% kyselina dusi¢na (p.a., Lach:Ner, Neratovice, CR).

2.2 Aparatura

Voltametrickd méfeni byla uskute¢néna pomoci analyzatoru Eco-Tribo Polarograf
(v Microsoft Windows XP Professional, verze 2002), ktery byl fizen programem Polar
Pro verze 5.1 (Eco-Trend Plus, Praha, CR). Bylo pouzito tiielektrodové zapojeni
s pracovni elektrodou SBiDE (primér kapky 2 mm, typ 6.0346.000, Metrohm, Praha,
CR), referentni argentchloridovou elektrodou (typ 10-20+polaro Ag 10 10-2014-3,
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3mol I KCI, Elektrochemické Detektory, Turnov, CR) a pomocnou platinovou
elektrodou (ETP CZ P01306, Elektrochemické Detektory, Turnov, CR).

Pti méfeni technikou DPV byly na pracovni elektrodu vkladany pulzy o Sifce 100 ms
(proud vzorkovan poslednich 20 ms), s periodou pulzu 150 ms a vySkou pulzu =50 mV.
Rychlost polarizace ¢inila 20 mV s™! a potencidlovy krok byl 3 mV. Pii méfeni technikou
DCV rychlost polarizace ¢inila 20 mV s™! a potencialovy krok byl 3 mV.

Spektrofotometrickd méteni byla uskuteénéna prostfednictvim piistroje Agilent 8453
v programu UV-Visible ChemStation verze 9.01 (oboji Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA).

Vodné roztoky BR pufru o rizném pH byly piipraveny prostfednictvim pH metru

Jenway 3510 (Jenway, Essen, Velka Britanie) s kombinovanou sklenénou elektrodou.

2.3 Pracovni postupy
2.3.1 Voltametrie

Pti zkoumani vlivu pH, méfeni kalibracnich zavislosti, voltametrickém stanoveni
mnozstvi nifedipinu v 1ékové formé Cordipin XL, cyklické voltametrii a pfi odstraniovani
kysliku pomoci sifi¢itanu sodného byly pfipraveny roztoky vodného roztoku BR pufru
s ethanolem v objemovém poméru 9:1 (pfevzato z bakalafské prace: Voltametrické
stanoveni 1é¢iva nifedipin na grafitové kompozitni elektrod&®).

Pfi zkoumani vlivu pH byly pfipraveny 10ml roztoky (9 ml vodného roztoku BR pufru
o prislusném pH a 1 ml zadsobniho roztoku nifedipinu), které byly nasledné kvantitativné
prevedeny do voltametrické nddobky a probublany dusikem (z centralniho rozvodu
v budové Chemického ustavu PfF UK Praha, Linde Gas, Praha) po dobu 3 minut. Dusik
byl pfivadén pies promyvacku s deonizovanou vodou a ethanolem v objemovém poméru
9:1. Zakladni elektrolyt byl tvotfen 9 ml vodného roztoku BR pufru o ptislusném pH s 1 ml
ethanolu (objemovy pomér 9:1).

Kalibra¢ni zavislosti byly méfeny s 10ml roztoky vodného roztoku BR pufru o optimalni
hodnoté pH s ethanolem (9:1) a ptisluSnym mnoZstvim zasobniho roztoku nifedipinu.
Tyto roztoky byly kvantitativné pievedeny do voltametrické naddobky a probublany
dusikem po dobu 3 minut.

Voltametrické stanoveni mnozstvi nifedipinu bylo provadéno v tableté Cordipin XL.
Tableta byla zvdZena a v tfeci misce rozetfena. Zasobni roztok 1ékové formy Cordipin XL

byl pfipraven kvantitativnim pfevedenim 13,69 mg rozetfené tablety do 25ml odmérné
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banky, ktera byla doplnéna ethanolem po rysku. Takto pfipraveny zasobni roztok byl
prefiltrovan pfes filtraCni nastavec na injek¢ni stiikacku (FP 030/2, 0,45 um, Schleicher
& Schuell, Einbeck, Némecko). Voltametrick¢é méfeni bylo provadéno s 10ml vzorky
vodného roztoku BR pufru o optimalni hodnoté¢ pH s ethanolem (9:1), pfislusSnym
mnozstvim zasobniho roztoku 1é¢iva a standardu nifedipinu. Vzorky byly kvantitativné
prevedeny do voltametrické nadobky a probublany dusikem po dobu 3 minut.

Pro stanoveni nifedipinu v modelovém prostfedi vzorkd pitné a ficni vody byly
pfipraveny 10ml roztoky (I ml vodného roztoku BR pufru o optimalni hodnoté pH,
piislusné mnoZstvim zasobniho roztoku nifedipinu, 100 ul roztoku 0,1mol I"! Na,EDTA
a vzorek pitné nebo ficni vody). Vzorky byly kvantitativné pfevedeny do voltametrické
nadobky a probublany dusikem po dobu 3 minut.

Cyklicka a adsorpéni rozpoustéci voltametrie byla méfena s 10ml roztoky vodného
roztoku BR pufru o daném pH s odpovidajicim mnozstvim zasobniho roztoku nifedipinu.
Cyklicka voltametrie byla métena s pfidavkem ethanolu, jehoZ celkovy objem v roztoku
byl roven 1 ml. Adsorp¢ni rozpoustéci voltametrie byla méfena s ptidavkem ethanolu
(celkovy objem v roztoku roven 1 ml) a bez ptidavku ethanolu. Vzorky byly kvantitativné
prevedeny do voltametrické nddobky a probublany dusikem po dobu 3 minut.

Pii odstratiovani kysliku pomoci sifi¢itanu sodného byly pfipraveny 10ml roztoky
vodného roztoku BR pufru o optiméalni hodnoté pH s ethanolem (9:1), pfislusSnym
mnozstvim zasobniho roztoku nifedipinu a 100 pl nasyceného roztoku sifi¢itanu sodného.

V programu Polar Pro 5.1 byly nasledné 10 — 15 krat prométeny voltametrické kiivky.
Po ustaleni signalu bylo poslednich 5 kiivek vyhodnoceno a ziskané vysledky byly

statisticky zpracovany.

2.3.2 Spektrofotometrie

Jako analytickd srovnavaci metoda pro voltametrické stanoveni nifedipinu v 1€kové
formé¢ Cordipin XL zde byla pouzita UV-VIS absorpcni spektrofotometrie. Pro
spektrofotometrickd stanoveni nifedipinu byly pfipraveny 10ml vzorky vodného roztoku
BR pufru o optimalni hodnoté pH s ethanolem (9:1) a ptisluSnym mnozstvim zasobniho
roztoku léciva a standardu nifedipinu. Méteni probihalo v kfemennych kyvetach o mérné
tloust'ce 1,0 cm proti vodnému roztoku BR pufru o optimélni hodnoté pH s ethanolem
(9:1). Absorbance ptipravenych roztoku byla méfena v rozmezi vinovych délek 200 —

1100 nm.
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Kiivky absorp¢nich spekter byly 3krat méfeny v programu UV—Visible ChemStation
9.01, vyhodnoceny a ziskané vysledky byly statisticky zpracovany.

2.3.3 Cisténi a aktivace SBiDE

Pti uchovavani SBiDE na vzduchu, v samotné deonizované vod¢ ¢i jiném bézném
uchovavacim roztoku (napf. nasyceny roztok KCl) dochazi ke z€erndni jejiho povrchu
(pokryti oxidem bismutitym). Pokud elektroda zCernd, je zapotiebi ji zaktivovat, tedy
vycistit. SBiDE je citliva na mechanické zachdzeni, proto se musi Cistit pouze
elektrochemicky pomoci Cisticiho roztoku. Pokud je ¢isténi elektrody pomoci tohoto
roztoku neuspésné, musi se elektroda vycistit pomoci koncentrované kyseliny dusi¢né.
V nasem piipadé¢ byla SBiDE ptfed Uplné¢ prvnim pouzitim zcernald, protoZe byla
ponechana neaktivni po dobu n¢kolika mésicii.

Cistici roztok byl piipraven kvantitativnim pfevedenim 10 ml hydroxidu sodného
(c=1mol1™"), 1,32 ml triethanolaminu a 6,7 g bromi¢nanu draselného do 100ml
odmérné baiiky, ktera byla doplnéna deionizovanou vodou po rysku. Ci§téni probihalo
pomoci metody cyklické voltametrie s parametry: Ei, = 200 mV, Egf, = —1000 mV a
rychlost polarizace 100 mV s™! (cit.”®). Méfeni bylo provadéno v cyklech po 20 kiivkach.

Protoze jsme méli obavu, aby nedoslo k poSkozeni elektrody, zah4jili jsme nejprve
Gisténi pomoci istictho elektrolytu. Cisténi probihalo po podtech cykld, které jsme
postupné navySovali (1 — 10 cykld). Rlizné kombinace cykld byly testovany po dobu dvou
dnti. Pro kontrolu, zda doslo k vy¢isténi elektrody, byly zaznamenavany DP voltamogramy
lé¢iva metronidazol (¢ = 1-107° molI™") ve vodném roztoku BR pufru o pH 12 a
porovnavany s vysledky ziskanymi v predchozi bakalatské praci (viz bakalaiska prace').
Po dvou dnech, kdy nedoslo k jeji dostatecné aktivaci, byla elektroda ponotena do roztoku
koncentrované kyseliny dusi¢né po dobu 5s. Po vyjmuti byla elektroda jest¢ jednou
¢isténa pomoci Cisticiho roztoku. Diky tomuto kroku se elektrodu podatilo dostate¢né
zaktivovat.

Povrch elektrody je velmi citlivy na styk se vzdusnym kyslikem a stile opakované
dochazelo k zbarvovani jejiho povrchu na Sedou, zlatou ¢i fialovou barvu. Z tohoto
divodu byla elektroda na zacatku kazdého dne méfeni ve dvou cyklech ¢iSténa pomoci

¢isticiho roztoku.
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2.3.4 Vyhodnoceni vysledki a statistické zpracovani dat

Pted samotnym zkoumanim vlivu pH byl nejprve urcen pocatek potencialového okna
tak, aby voltamogram zékladniho elektrolytu vykazoval co nejnizsi proud pozadi. Abychom
zhodnotili chovéni elektrody, stanovili jsme nejprve Sifi potencialového okna v neutralnim
prostiedi (pH 7), nasledné jsme pokracovali v nalezeni potencialovych oken pro pH 8 — 12,
poté pro pH 2 — 6. Na obr. 2.1 (a) je znazornén priklad urceni pocatku potencialového
okna pomoci techniky DPV v roztoku BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 9. Hodnota
pocatku potencidlové okna byla stanovena na —450 mV. Na obr. 2.2 (a) je znazornén
priklad urCeni pocatku potencialového okna pomoci DCV v roztoku BR pufr—EtOH
v poméru 9:1 o pH 9. Hodnota pocatku potencidlové okna byla stanovena na =500 mV.
V tabulce 2.1 jsou uvedeny hodnoty Sife potencidlovych oken pro jednotliva prostiedi o
danych pH. Na obr. 2.1 (b) je zobrazen ptiklad prvniho DPV méfeni na SBiDE. Na
obr. 2.2 (b) je zobrazen piiklad prvniho DCV méfeni na SBiDE. Pro techniku DPV i DCV
plati, ze pokud ponechdme SBiDE v pufru po dobu 5 s a vice pii potencialu otevieného
obvodu nebo na vzduchu, dojde k oxidaci bismutu samotného a vzniklé oxidy jsou
nasledné¢ pifi prvnim voltametrickém méteni redukovany za vzniku signdlii s velkou
vyskou.

Na obr. 2.3 (a) je zndzornéno vyhodnoceni DP voltamogrami analytu, na obr. 2.3 (b)
je zndzornéno vyhodnoceni DC voltamogramt analytu. Po vyhodnoceni voltamogrami
byl ziskéan potencial piku E; a proud piku Zp.

VSsechny ptedkladané grafy v diplomové praci byly vytvoreny v programu Origin
2022 (Origin Lab Corporation, USA), ktery byl rovnéz pouzit pii statistickém zpracovani
ziskanych dat. Vypocty a statistickd hodnoceni dat byly realizovany také v programu MS
Excel 2016 (Microsoft Corporation).
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Obr. 2.1 (a) Urceni pocatku potencialového okna roztoku BR pufi—EtOH (9:1) o pH 9 na SBiDE technikou DPV. (b)

Ptiklad prvniho (1) a druhého (2) méfeni v roztoku BR pufr—EtOH (9:1) o pH 9 na SBiDE technikou DPV, méfeno pfi
Ein=-450 mV.
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Obr. 2.2 (a) Urceni pocatku potencidlového okna roztoku BR pufi—EtOH (9:1) o pH 9 na SBiDE technikou DCV. (b)
Priklad prvniho (1) a druhého (2) méfeni v roztoku BR pufi—EtOH (9:1) o pH 9 na SBiDE technikou DCV (1), méfeno
pti Ein =—500 mV.
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Tabulka 2.1

Hodnoty $ife potencidlovych oken pfi DPV a DCV stanoveni nifedipinu (¢ = 1-107* mol 1I'!). Ein znadi pocateéni
potencial a Esn znali koncovy potencial. Méfeno na SBiDE (vs. Ag/AgCl, 3mol 17! KCI) v prostiedi BR pufi—-EtOH
(9:1) pfi rznych pH pouzitého BR pufru.

DPV DCV

pH Ein [mV] Efin [mV] Ein [mV] Efin [mV]
2,0 —250 —1000 —370 -900
3,0 —290 —1050 —340 —1050
4,0 —320 —1050 —370 —1100
5,0 —350 —1200 —400 —1150
6,0 —380 —1200 —460 —1250
7,0 —400 —1250 —430 —1300
8,0 —420 —1300 —450 —1350
9,0 —450 —1350 —500 —1300
10,0 —480 —1400 —550 —1400
11,0 —510 —1450 =570 —1450
12,0 —540 —1450 —590 —1500

2500 a . 2500 0 ‘

o000 - ! ool L

R— 700 Efm\-ﬁ‘oo s 1000 e cw wwE [r;é?o T

Obr. 2.3 (a) Ukazka zplisobu vyhodnoceni DP voltamogramu nifedipinu o koncentraci 1:10* mol 1! v prostiedi BR
pufr—EtOH (9:1) o pH 9. Proud piku je znacen jako Ip, potencial piku je znacen jako Ep. (b) Ukazka zplsobu
vyhodnoceni DC voltamogramu nifedipinu o koncentraci 1-10™ mol 1! v prostfedi BR pufr—EtOH (9:1) o pH 9. Proud

piku je znacen jako Ip, potencial piku je znacen jako Ep.
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3. Vysledky a diskuse
3.1 Diferencni pulzni voltametrie
3.1.1 VlivpH

Chovani nifedipinu (¢ = 1-10# mol I"!) bylo zkoumano technikou DPV v prostfedi
roztoku BR pufr—EtOH v poméru 9:1 v rozmezi pH 2 — 12. Nifedipin v tomto rozmezi
pH poskytuje jeden dobte vyvinuty pik odpovidajici ¢tyfelektronové ireverzibilni redukci
nitroskupiny na odpovidajici hydroxylamin’!. Na obr 3.1 jsou znazornény DP voltamogramy
nifedipinu zaznamenané na SBiDE v roztocich BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o razném pH.

Vyska piku nifedipinu v roztoku BR pufr—EtOH v poméru 9:1 v rozmezi pH 2 — 5
postupné stoupd. Poté u pH 6 dochazi k poklesu signdlu, ale zdroven v rozmezi pH 6 — 8
a pH 10 — 11 vyska piku postupné stoupa. Za povsSimnuti stoji vyska piku nifedipinu
v roztoku BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 9, kdy dochazi k nejvy$Simu vzristu
signdlu, a také vySka piku nifedipinu v roztoku BR pufr—-EtOH v poméru 9:1 o pH 12,
kde dochézi k znaénému poklesu signalu, a odpovida tak vysce piku nifedipinu v roztoku
BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 10. Na obr 3.2 (a) je vyznacena zavislost vysky piku
nifedipinu na ménicim se pH pouzitého BR pufru.

Na obr. 3.2 (b) je vyznacena zavislosti potencialu piku nifedipinu na rdzném pH. Pii
zméné pH prostiedi by se potencidl piku nifedipinu mél idealné posouvat 0 59 mV se zménou
pH o jednotku. Se snizujicim se pH by se potencidly piku nifedipinu mély posouvat smérem
k pozitivngj$im hodnotdm potenciall a se zvySujicim se pH by se potencialy pikli mély
posouvat smérem k negativnéjSim hodnotam potencialtl. Tento trend vSak u této elektrody
ne vzdy zcela plati. V oblasti pH 2 — 12 byla nalezena smérnice —31,2 [mV/pH]. Pokud tuto
hodnotu vlozime do poméru m/n (kdy m znaci pocet protonii a n zna¢i pocet neutrontl),
ziskdme hodnotu 0,53. Tato hodnota ukazuje, Ze v této oblasti pH dochézi pti redukci
nifedipinu k pfenosu jednoho elektronu a 0,53 protonu (spiSe tedy nasobku ¢isla Ctyfi).
Jelikoz je u redukce nitroskupiny ve vodnych prosttedich znamo, ze pii ni obecné dochazi
k vyméné &tyt elektronii a Styfi H iontdi’!, jednd se u ziskané hodnoty smérnice spise
opotvrzeni, ze SBIiDE nevykazuje zcela spolehlivou a opakovatelnou hodnotu
elektrodového potencidlu pii dlouhodobéjsim opakovaném pouzivani. Odchylky od
linearity jsou pravdépodobné také zplisobené Spatnou opakovatelnosti pifi métenich

v prostiedich o rtiznych pH.
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Jako optimalni prosttedi byl vybran roztok BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 9, pro

dobfe vyvinuty pik a nejvyssi proudovou odezvu.
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Obr. 3.1 DP voltamogramy nifedipinu (¢ = 1-10* mol I"!) zaznamenané na SBiDE v roztocich BR pufr—EtOH (9:1)
o rizném pH, (a) rozmezi pH 2 — 6, (b) rozmezi pH 7 — 12.

1600 F 1000 ——————
a, | b
~1400 | _e00 L |
™ L]
-1200 | 1
-800 |- 1
-1000 | )
z ' s
= . . £
—a -800 . b & =700 - k
L]
-600 | 1
¢ -600 | -
-400 - 7 .
-500 |- J
-200 | g
0 1 1 L 1 L 1 1 1 1 1 1 _400 1 1 1 1 L 1 1 1 L 1 L
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 12 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13
pH pH

Obr. 3.2 (a) Zavislost proudové odezvy nifedipinu (¢ = 1:10™* mol 1"!) na riizném pH roztoku BR pufr—EtOH (9:1),
méfeno na SBiDE. (b) Zavislost potencidlu piku nifedipinu (¢ = 1-10™*mol 1"!) na rtizném pH roztoku BR pufr—EtOH
(9:1), méteno na SBiDE.
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3.1.2 Vliv regenerace povrchu SBiDE

Bylo zkouméno, zda je nutné zakomponovat elektrochemickou regeneraci povrchu
pracovni elektrody pii opakovanych DPV stanovenich nifedipinu na SBiDE. Vliv
elektrochemické regenerace byl zkoumén za Ucelem zajisténi dobré opakovatelnosti
stanoveni, a také aby pracovni elektroda nepodléhala pasivaci. Proudova odezva byla
pozorovana pii 20 po sobé nasledujicich stanovenich nifedipinu. Méfeni probihalo
v optimalnim prostfedi roztoku BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 9 (viz kapitola 3.1.1).
Bylo zkoumano vyuziti Ctyt dvojic regeneracnich potenciald, které byly vkladany po dobu
30 s pred kazdym métenim (kazdy z nich stfidavé vzdy po dobu 100 ms v celkem 150
cyklech).

Prvni dvojice regeneracnich potenciali Ei, r = =500 mV a Egn = —1300 mV byla
zvolena na zaklad¢ Sitky stanoveného potencidlového okna (viz tabulka 2.1). Aby se
predeslo nechténé degradaci povrchu pracovni elektrody, byl Ein r zvolen o 50 mV
negativnéjsi nez Ein a Efin byl zvolen 0 50 mV pozitivnéjsi nez Efn. Relativni smérodatna
odchylka pro toto méfeni ¢inila 1,21 %. Druhd dvojice regeneracnich potenciald
Einr=—500 mV a Efn r= —920 mV byla stanovena tak, Ze Ei, r byl zvolen o 50 mV
negativnéjsi nez Ei, (kvili nechténé degradaci povrchu elektrody) a Efin r byl zvolen jako
nejblizsi hodnota potencialu za pikem nifedipinu. Relativni smérodatna odchylka pro toto
méteni Cinila 0,55 %. Dalsi dvojice regeneracnich potencidl Ein r = —600 mV a
Efin r=—920 mV byla zvolena jako nejblizsi hodnoty potencidlll pied pikem a za pikem
nifedipinu. Relativni smérodatnd odchylka pro toto méfeni Cinila 0,28 %. Posledni
dvojice regeneracnich potencialll Ein r=—600 mV a Efin r=—1300 mV byla stanovena tak,
ze Ein r odpovidal nejblizsi hodnoté potencidlu pfed pikem a Efin r byl zvolen o 50 mV
pozitivn€j$i nez Ern (kvlli nechténé degradaci povrchu elektrody). Relativni smérodatna
odchylka pro toto méfeni Cinila 0,85 %. Relativni smérodatnd odchylka pro méfeni bez
zakomponovani elektrochemickych regeneracnich potencialii ¢inila 3,04 %. Na obr.
3.3 (a) je znazornéno sestaveni elektrochemickych regenerac¢nich potencialii. Na obr. 3.3
(b) jsou znazornény velikosti proudti piku nifedipinu na po¢tu opakovanych stanoveni
bez zatazené elektrochemické regenerace a se zatazenou elektrochemickou regeneraci.

Aplikované regeneratni potencialy sice snizily proudovou odezvu nifedipinu, ale
zlepsily opakovatelnost stanoveni. Pro dal§i méfeni technikou DPV byly vybrany

elektrochemické regeneracni potencidly Ein r=—600 mV a Efin r= =920 mV pro nejlepsi
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opakovatelnost stanoveni. Pro ustaleni signalu bylo kazdé méteni 10krat opakovéano a

poslednich 5 naméienych kiivek bylo vyhodnoceno a statisticky zpracovano.

b b ]
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=
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Obr. 3.3 (a) Sestaveni pouzitych dvojic elektrochemickych regenera¢nich potenciali. Ukazano na DP voltamogramu
nifedipinu (¢ = 1:107* mol 1"') na SBiDE v roztoku BR pufr-EtOH (9:1) o pH9. (b) Zavislost proudové odezvy
nifedipinu (¢ = 1-10"*mol I"") na pofadovém ¢isle m&feni N (n = 20), méfeno na SBiDE v roztoku BR pufr—EtOH (9:1)
o pH 9 technikou DPV. AD znaci Ein r = =500 mV a Efin r =—1300 mV, AC znaci Ein » = =500 mV a Efin r = 920 mV,
BC znati Ein r = —600 mV a Efin r = —920 mV, BD znadi Ein r = =600 mV a Efin r = —1300 mV.
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3.1.3 Kalibracni zavislost

Kalibracni zévislosti nifedipinu byly méteny technikou DPV v koncentraénim rozsahu
1 — 100 umol 1! v optimalnim prostfedi BR pufr-EtOH v poméru 9:1 o pH 9 (viz kapitola
3.1.1) za pouziti elektrochemickych regeneracnich potencidli Ein ; = —600 mV a
Efin r =-920 mV (viz kapitola 3.1.2).

Na obr. 3.4 (a) jsou znazornény voltamogramy nifedipinu o koncentraci
2 — 10 pmol I'!, na obr 3.5 (a) jsou znazornény voltamogramy nifedipinu o koncentraci
10 — 100 pmoll™! a na obr 3.6 (a) jsou znizornény voltamogramy nifedipinu
o koncentraci 2 — 100 pmol 1!,

Kalibracni zévislosti vysky piku na koncentraci nifedipinu jsou znazornény na obr. 3.4
(b) pro nifedipin o koncentraci 2 — 10 pmol 1!, na obr 3.5 (b) pro nifedipin o koncentraci
vyhodnotitelnd koncentrace nifedipinu v optimalnim prostiedi roztoku BR pufr—EtOH
v poméru 9:1 o pH 9 &inila 2 umol 17!, Z grafu vyplyva, Ze ziskana zavislost je linearni
v koncentraénim rozsahu nifedipinu 2 — 100 pmol 1.

V tabulce 3.1 jsou uvedeny jednotlivé parametry kalibra¢nich pifimek. Mez
stanovitelnosti (LOQ) byla vypoctena jako koncentrace odpovidajici desetindsobku
smérodatné odchylky (10a; pro pocet méfeni n = 5) proudové odezvy studované latky
o koncentraci odpovidajici nejniz§imu bodu ptislusné kalibra¢ni ptimky. Mez detekce
(LOD) byla vypoctena jako koncentrace odpovidajici trojnasobku smérodatné odchylky

(30; pro pocet méteni n = 5) proudové odezvy studované latky o koncentraci odpovidajici

v

v

mozné nizsi koncentrace spolehlivé vyhodnotit.
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Obr. 3.4 (a) DP voltamogramy nifedipinu (¢ =2 — 10 pmol 1) zaznamenané na SBiDE v roztoku BR pufr-EtOH (9:1)
o pHO9. Cerna barva zna&i zakladni elektrolyt. (b) Kalibraéni zavislost vysky piku na koncentraci nifedipinu
(¢ = 2 — 10 umol I'"); chybové Gisecky pro n = 5; rovnice regrese: I, [uA] = —0,0116¢ [umol 17'] + 0,0118;
2 =0,9944.
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Obr. 3.5 (a) DP voltamogramy nifedipinu (¢ = 10 — 100 umol I"!) zaznamenané na SBiDE ve roztoku BR pufr—EtOH
(9:1) o pH9. Cerna barva znadi zékladni elektrolyt. (b) Kalibraéni zavislost vysky piku na koncentraci nifedipinu
(¢ = 10 — 100 umol I'Y); chybové usecky pro n = 5; rovnice regrese: I [uA] = —0,0133¢ [umol 1"'] + 0,0462;
2 =0,9987.
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Obr. 3.6 (a) DP voltamogramy nifedipinu (¢ =2 — 100 umol 1™') zaznamenané na SBiDE v roztoku BR pufr-EtOH
(9:1) o pH9. Cerna barva znaéi zékladni elektrolyt. (b) Kalibraéni zévislost vysky piku na koncentraci nifedipinu
(¢ =2 — 100 pmol 1"); chybové tsecky pro n = 5; rovnice regrese: I [uA] = —0,0130¢ [pumol 171 + 0,0278;
2 =0,9988.

Tabulka 3.1
Parametry kalibrac¢nich piimek nifedipinu ziskané technikou DPV v prostiedi roztoku BR pufi—EtOH (9:1) o pH 9,

méfeno na SBiDE.

¢ [umol 171 [irrllemn:)llc_el:] Usek [nA] r [m];ngl_l] [Hangﬁ_l]
2-10 —-0,0116 0,0188 0,9944 0,47 0,14
10-100 —0,0133 0,0462 0,9987
2-100 —-0,0130 0,0278 0,9988
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3.2 DC voltametrie
3.2.1 Vliv pH

Nejprve bylo zkoumano chovani nifedipinu (¢ = 1:10™* mol I'!) technikou DCV
v prostiedi roztoku BR pufr—EtOH v poméru 9:1 v rozmezi pH 2 — 12. Nifedipin v rozmezi
pH 3 — 12 poskytuje jeden dobte vyvinuty pik odpovidajici Ctyfelektronové ireverzibilni
redukci nitroskupiny na odpovidajici hydroxylamin’'. Na obr 3.7 jsou znizornény DC
voltamogramy nifedipinu zaznamenan¢ na SBiDE v roztocich BR pufr—EtOH v poméru
9:1 o riiznym pH.

Proudova odezva piku v roztoku BR pufr—EtOH v poméru 9:1 v rozmezi pH 3 — 7 a
10 — 12 se pohybuje kolem 210 + 60 nA a v prostiedi o pH 8 se vyska piku nifedipinu
rovna 500 nA. Za povSimnuti stoji vySka piku nifedipinu v roztoku BR pufr-EtOH
v poméru 9:1 o pH 9, kdy dochdzi k nejvy$§imu vzristu signalu. Na obr 3.8 (a) je
vyznacena zavislost vysky piku nifedipinu na ménicim se pH pouzitého BR pufru.

Na obr 3.8 (b) je vyznacena zavislosti potencidlu piku nifedipinu na rizném pH.
Potencidly piku nifedipinu se v roztoku BR pufr—EtOH v poméru 9:1 v rozmezi BR pufr—
EtOH v poméru 9:1 pH 3 — 5 posouvaji o 100 mV smérem k negativnéj§im hodnotdm
potencidlii. Nasledné se potencialy piku nifedipinu v roztoku BR pufr—EtOH v poméru
9:1 v rozmezi pH 6 — 8 pohybuji okolo 870 £ 10 mV. Poté v prostfedi o pH 9 dochazi
k posunuti potencialu piku nifedipinu smérem k pozitivnéjSim hodnotdm potenciali a
zaroven se potencialy piku nifedipinu v roztoku BR pufr—EtOH v poméru 9:1 v rozmezi
pH 9 — 12 posouvaji 0 20 mV smérem k negativnéjSim hodnotam potencialii. Pfi zméné
pH prosttedi by se potencial piku nifedipinu mél idedln€ posouvat o 59 mV pii zméné pH
o jednotku. Tento trend vSak u této elektrody ne vzdy zcela plati. V oblasti pH 3 — 6 byla
nalezena smérnice —99,1 [mV/pH]. Pokud tuto hodnotu vlozime do poméru m/n (kdy m
znadi pocet protonli a n znaci pocet neutronll), ziskdme hodnotu 1,68. Tato hodnota
ukazuje, Ze v této oblasti pH dochazi pti redukei nifedipinu k pfenosu jednoho elektronu
a témét dvou protont (spise tedy nasobku Cisla ¢tyti). V oblasti pH 9 — 12 byla nalezena
smérnice —23,4 [mV/pH]. VloZenim této hodnoty do poméru ziskdme hodnotu 0,40. Tato
hodnota ukazuje, Ze v této oblasti pH dochazi pfi redukci nifedipinu k pienosu jednoho
elektronu a méné nez jednoho protonu (resp. nasobkii Cisla Ctyti). I zde se tedy potvrzuje,
ze SBiDE nevykazuje zcela spolehlivou a opakovatelnou hodnotu elektrodového potencialu

pfi jejim dlouhodobé&jsim opakovaném pouZzivani.
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Jako optimalni prosttedi byl vybran roztok BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 9, pro

dobfe vyvinuty pik a nejvyssi proudovou odezvu.
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Obr. 3.7 DC voltamogramy nifedipinu (¢ = 1-10"#mol I"") mé&fené na SBiDE v roztocich BR pufr—EtOH (9:1) o rlizném
pH, (a) rozmezi pH 2 — 6, (b) rozmezi pH 7 — 12.
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Obr. 3.8 (a) Zavislost proudové odezvy nifedipinu (¢ = 1:107* mol I"!) na rizném pH roztoku BR pufr—EtOH (9:1),
méfeno na SBiDE. (b) Zavislost potencialu piku nifedipinu (¢ = 1:10~*mol 1"!) na réizném pH roztoku BR pufr-EtOH
(9:1). Zaznamenano na SBiDE.
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3.2.2 Vliv regenerace povrchu SBiDE

Dalsim krokem bylo zjistit, zda je nutné zakomponovat elektrochemickou regeneraci
povrchu pracovni elektrody pfi opakovanych DPV stanovenich nifedipinu na SBiDE.
Proudova odezva byla pozorovana pii 20 po sob¢ nasledujicich stanovenich nifedipinu.
Mg¢teni probihalo v optimdlnim prostfedi roztoku BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 9
(viz kapitola 3.1.1). K pozorovani byly sestaveny Ctyfi dvojice regeneracnich potenciali,
které byly vkladany po dobu 30 s pfed kazdym méfenim (kazdy z nich sttidaveé vzdy po
dobu 100 ms v celkem 150 cyklech).

Prvni dvojice regeneracnich potencidlll Ein r = =550 mV a Efn = —1250 mV byla
sestavena na zaklad¢ stanovené Sitky potencidlového okna (viz tabulka 2.1). Ei r byl
zvolen o 50 mV negativnéjsi neZ Ein a Efin byl zvolen o 50 mV pozitivngj$i nez Esn (aby
nedochézelo k nechténé degradaci povrchu pracovni elektrody). Relativni smérodatna
odchylka pro toto méfeni ¢inila 1,76 %. Druha dvojice regeneracnich potenciall
Ein =550 mV a Efy r= —1060 mV byla sestavena tak, ze Ei, byl zvolen o 50 mV
negativnéjsi nez Ein (kvili nechténé degradaci povrchu pracovni elektrody) a Efin r byl
zvolen jako nejbliz§i hodnota potencidlu za pikem nifedipinu. Relativni smérodatna
odchylka pro toto méteni cCinila 1,47 %. Treti dvojice regeneracnich potencidlii
Ein r=—690 mV a Efn r=—1060 mV byla zvolena jako dvé nejblizsi hodnoty potencialti
pted pikem a za pikem nifedipinu. Relativni smérodatna odchylka pro toto méteni €inila
1,92 %. Posledni dvojice regeneracnich potencialit Ein r= =550 mV a Efin r=—1250 mV
byla sestavena tak, Ze Ein r je hodnota nejblizSiho potencialu pted pikem nifedipinu a Efin
byl zvolen o 50 mV pozitivnéj$i nez Enn (kvili nechténé degradaci povrchu pracovni
elektrody). Relativni smérodatnd odchylka pro toto méfeni ¢inila 2,63 %. Relativni
smérodatnd odchylka pro méteni bez zakomponovani elektrochemickych regeneracnich
potencial Cinila 1,07 %. Na obr. 3.9 (a) je ukazadno sestaveni pouzitych
elektrochemickych regenerac¢nich potenciali. Na obr. 3.9 (b) jsou znazornény velikosti
proudil piku nifedipinu na poc¢tu opakovanych stanoveni bez zatfazené elektrochemické
regenerace a se zafazenou elektrochemickou regeneraci.

Aplikované regeneracni potencidly sniZily proudovou odezvu nifedipinu a zhorSily
opakovatelnost stanoveni. Pro dal§i méfeni technikou DCV nebyly pouZity Zadné

elektrochemické regeneracni potencidly. Pro ustdleni signalu bylo kazdé métfeni 10krat
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opakovano a poslednich 5 naméfenych kiivek bylo vyhodnoceno a statisticky
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Obr. 3.9 (a) Sestaveni pouzitych dvojic elektrochemickych regeneraénich potencialti. Ukdzano na DC voltamogramu
nifedipinu (¢ = 1:107* mol 1"!) na SBiDE v roztoku BR pufr—EtOH (9:1) o pH 9. (b) Zavislost proudové odezvy
nifedipinu (¢ = 1-10™* mol I'!) na pofadovém ¢isle mé&feni N (n = 20), m&feno na SBiDE v roztoku BR pufr-EtOH v
(9:1) o pH9 technikou DCV. AD zna¢i Ein:r= —550 mV a Efinr = —1250 mV, AC znai Ein:= —550 mV a
Efin r=-1060 mV, BC zna¢i Ein r=—690 mV a Efin_r=—1060 mV, BD znac¢i Ein r=—-690 mV a Efin r=—1250 mV.
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3.2.3 Kalibracni zavislost

Kalibra¢ni zavislosti nifedipinu byly méfeny technikou DCV v koncentra¢nim rozsahu
1 —100 umol I"! v optimalnim prostiedi BR puft—EtOH v poméru 9:1 o pH 9 (viz kapitola
3.1.1).

Na obr. 3.10 (a) jsou znazornény voltamogramy nifedipinu o koncentraci
2 —10 umol I'!, na obr 3.11 (a) jsou zndzornény voltamogramy nifedipinu o koncentraci
10 — 100 pmol I"!, na obr 3.12 (a) jsou znazornény voltamogramy nifedipinu o
koncentraci 2 — 100 pmol 17,

Kalibra¢ni zavislosti vySky piku na koncentraci nifedipinu jsou znédzornény na obr.
3.10 (b) pro nifedipin o koncentraci 2 — 10 umol 1!, na obr 3.11 (b) pro nifedipin o
koncentraci 10 — 100 pmol 1! a na obr 3.12 (b) pro nifedipin o koncentraci
2 — 100 pmol 1!, Nejnizsi vyhodnotitelna koncentrace nifedipinu v optimalnim prostiedi
roztoku BR pufr-EtOH v poméru 9:1 o pH 9 ¢inila 2 umol I"!. Z grafu vyplyva, Ze ziskan
zévislost je linearni v koncentraénim rozsahu nifedipinu 2 — 100 pmol I,

V tabulce 3.2 jsou uvedeny jednotlivé parametry kalibra¢nich piimek. Mez
stanovitelnosti (LOQ) byla vypoctena jako koncentrace odpovidajici desetindsobku
smérodatné odchylky (10c; pro pocet méteni n = 5) proudové odezvy studované latky o
(LOD) byla vypoctena jako koncentrace odpovidajici trojnasobku smérodatné odchylky
(30; pro pocet méfeni n = 5) proudové odezvy studované latky o koncentraci odpovidajici
nejniz§imu bodu pfislusné kalibra¢ni ptimky’?. Hodnoty LOQ a LOD jsou niZsi, nez
nejnizsi vyhodnotitelna koncentrace, a to z diivodu vysokého Sumu, kvtli kterému nebylo

mozné nizsi koncentrace spolehlivé vyhodnotit.
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Obr. 3.10 (a) DP voltamogramy nifedipinu (¢ = 2 — 10 umol 1™") zaznamenané na SBiDE v roztoku BR pufr-EtOH
(9:1) o pH 9. Cerna barva zna&i zakladni elektrolyt. (b) Kalibra¢ni zavislost vysky piku na koncentraci nifedipinu
(¢ = 2 — 10 umol I'"); chybové tsecky pro n = 5; rovnice regrese: I, [uA] = —0,0120¢ [pumol 17'] + 0,0102;
2 =0,9932.
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Obr. 3.11 (a) DP voltamogramy nifedipinu (¢ = 10 — 100 pmol I"!) zaznamenané na SBiDE v roztoku BR pufr—EtOH
(9:1) o pH9. Cerna barva znaéi zékladni elektrolyt. (b) Kalibraéni zavislost vysky piku na koncentraci nifedipinu
(¢ = 10 — 100 umol I'Y); chybové usecky pro n = 5; rovnice regrese: Ip [uA] = —0,0115¢ [pmol 1] + 0,0117;
2 =0,9987.
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Obr. 3.12 (a) DP voltamogramy nifedipinu (¢ = 2 — 100 pmol 1"!) zaznamenané na SBiDE v roztoku BR pufr-EtOH
(9:1) o pH 9. Cerna barva zna&i zakladni elektrolyt. (b) Kalibra¢ni zavislost vysky piku na koncentraci nifedipinu
(¢ =2 — 100 pmol 1"); chybové tsecky pro n = 5; rovnice regrese: I [uA] = —0,0115¢ [pumol 1717 + 0,0278;
2 =0,9988.

Tabulka 3.2
Parametry kalibrac¢nich piimek nifedipinu ziskané technikou DPV v prostiedi roztoku BR pufr—EtOH (9:1) o pH 9,

zaznamenano na SBiDE.

¢ [umol 1] [ir?in“gf_?] Usek [uA] 2 [urflgl%l] [Migﬁ_l]
2-10 20,0120 00102 0,9932 Il 0,33
10-100  -0,0115 00117 0,999
2- 100 00115 0,008  0,9999
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3.3 Voltametrické stanoveni nifedipinu v Iékové formé

Voltametrické stanoveni mnozstvi nifedipinu v 1é¢ivu bylo provadéno metodami DPV
a DCV pomoci metody pifidavku standardu za dfive ziskanych optimalnich podminek
v Iékové formé Cordipin XL.

Tableta Cordipin XL byla zvdZena a rozetiena v tieci misce (mcordipin xL = 0,1581 g).
Zasobni roztok 1ékové formy Cordipin XL o koncentraci 1:107> mol 1! byl piipraven
kvantitativnim pfevedenim 13,69 mg tablety do 10ml odmérné banky, ktera byla
doplnéna ethanolem po rysku. ProtoZe se v tablet¢ vyskytuje velké mnozstvi pomocnych
latek, které ovliviiovaly pribéh méteni, musel byt ptipraveny zasobni roztok prefiltrovan
pres filtracni nastavec na injek¢ni stiikacku (Schleicher & Schuell, FP 030/2; 0,45 um).

Pro méfeni metodami DPV a DCV byly pfipraveny 10ml roztoky BR pufr—EtOH
v poméru 9:1 o pH 9, které obsahovaly vzdy 400 pl prefiltrovaného zasobniho roztoku
1é¢iva Cordipin XL o koncentraci 1:107° mol I"!. Prvni roztok byl zméfen bez piidavku
zasobniho roztoku standardu analytu (¢ = 1-10* mol I'!). Ostatni roztoky byly zméfeny
se 100ul ptidavkem standardu, jehoZ objem se v nésledujicim vzorku zvysil vzdy o 100 pl.
Vzorky byly kvantitativné ptevedeny do voltametrické nddobky a probublany dusikem
po dobu 3 minut. Pro ustdleni signalu bylo kazd¢ stanoveni 10krat opakovano a
poslednich 5 namétenych kiivek bylo vyhodnoceno.

Stanoveni nifedipinu v 1ékové formé Cordipin XL probihalo v koncentra¢nim rozmezi
piidaného standardu 10 — 60 umol I

Na obr. 3.13 (a) jsou znazornény DP voltamogramy nifedipinu v I€kové formé
Cordipin XL, na obr. 3.13 (b) je znazorné€na zavislost vysky piku na koncentraci
pfidaného standardu nifedipinu. Na obr. 3.14 (a) jsou znazornény DC voltamogramy
nifedipinu v Iékové formeé Cordipin XL, na obr. 3.14 (b) je zndzornéna zavislost vysky
piku na koncentraci piidan¢ho standardu nifedipinu. V tabulce 3.3 jsou uvedeny parametry
linearnich koncentracnich zavislosti pfidaného standardu nifedipinu v Iékové formé
Cordipin XL. V tabulce 3.4 jsou uvedeny hodnoty spocteného mnoZstvi nifedipinu
v 1€kové formé Cordipin XL. Po vyhodnoceni a srovnani vysledka (viz tabulka 3.7) je
ziejmé, Ze voltametrické stanoveni nifedipinu v 1ékové formé Cordipin XL je do znac¢né
miry spolehlivé. Metodou DPV jsme ziskali obsah 78,8 % nifedipinu (uvadéné jako hodnoty
vytéznosti v procentech) a metodou DCV jsme ziskali obsah 87,6 %. Vysledek metody
DCV je téméf shodny se ziskanym vysledkem spektrofotometrie (viz kapitola 3.4), tedy
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obsah 90,0 %. Niz§i vytéznost u DPV mohla byt zptisobena vétsi citlivosti této techniky

na pritomné interferujici latky.
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Obr. 3.13 (a) DP voltamogramy nifedipinu ve vzorcich tvofenych podilem lékové formy Cordipin XL a pfidanym
standardem analytu (¢ = 0 — 60 pumol 1"!). Mé&feno na SBiDE metodou piidavku standardu v roztoku BR pufr-EtOH
(9:1) o pH9. Cerna barva znagi zakladni elektrolyt. (b) Zavislost vysky piku na koncentraci pfidaného standardu
nifedipinu v tableté Cordipin XL (¢ = 0 — 60 pmol I"!); chybové tise¢ky pro n = 5.
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Obr. 3.14 (a) DC voltamogramy nifedipinu ve vzorcich tvofenych podilem Iékové formy Cordipin XL a pfidanym
standardem analytu (¢ = 0 — 60 pmol 1I"'). Mé&feno na SBiDE metodou piidavku standardu v roztoku BR pufr-EtOH
(9:1) o pH9. Cerna barva znadi zakladni elektrolyt. (b) Zavislost vysky piku na koncentraci piidaného standardu
nifedipinu v tablet& Cordipin XL (¢ = 0 — 60 pmol I"!); chybové tise¢ky pro n = 5.

Tabulka 3.3
Parametry linedrnich koncentracnich zavislosti pro pfidany standard nifedipinu v 1ékové formé Cordipin XL ziskané

pomoci metod DPV a DCV v prostiedi roztoku BR pufr—EtOH (9:1) o pH 9. Zaznamenano na SBiDE.

.. Cstandard nifedipin N -1 4 2

Tableta Cordipin XL [umol 1] Smérnice [mA I mol™'] Usek [nA] r
DPV 0-60 -15,2 —480 0,9945
DCV 0-60 -16,8 —588 0,9997
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Tabulka 3.4

Spoctené mnozstvi nifedipinu v 1ékové formé Cordipin XL vztahujici se k deklarovanému mnozstvi nifedipinu na obalu
ptipravku. Méfeno pomoci metod DPV a DCV v prostfedi roztoku BR pufr—EtOH (9:1) o pH 9. Zaznamenano na
SBiDE.

Tableta Cordipin XL Csﬁﬁzdof ilfi(ii]pm Mdeklarovans [ME] Myypostens [Mg] W [%]
DPV 0-60 40 31,6 78,8
DCV 0-60 40 35,2 87,6
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3.4 Spektrofotometrické stanoveni nifedipinu v Iékové formé

UV-VIS absorp¢ni spektrofotometrie byla pouzita jako analyticka srovnavaci metoda
k voltametrickému stanoveni mnozstvi nifedipinu v 1¢kové formé Cordipin XL. Méfeni
probihalo metodou pifidavku standardu za diive ziskanych optimélnich podminek.

Pro méfeni metodou piidavku standardu UV-VIS absorpcni spektrofotometrii byly
piipraveny 10ml vzorky roztoku BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 9, které obsahovaly
vzdy 400 pl prefiltrovaného zasobniho roztoku léc¢iva Cordipin XL o koncentraci
1:1073 mol 17! (viz kapitola 3.3). Prvni roztok byl zmé&fen bez piidavku zasobniho roztoku
standardu nifedipinu (¢ = 1-107 mol I'!). K dal§imu roztoku bylo pfidano 100 pl
z4sobniho roztoku standardu analytu (¢ = 1-107° mol I'!). Objem piidaného roztoku
standardu se v nasledujicim vzorku zvysil vzdy o 100 pl.

Roztoky byly prométovany v kiemennych kyvetach o mémé tloust’ce 1,0 cm v rozsahu
vinovych délek 200 — 1100 nm na pfistroji Agilent 8453 (Agilent Technologies, USA)
proti roztoku BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 9. Kfivky absorpénich spekter byly 3krat
zméteny a poté vyhodnoceny.

Stanoveni nifedipinu v 1ékové formé Cordipin XL probihalo v koncentracnim rozmezi
piidaného standardu 10 — 60 umol I"!. Na obr. 3.15 (a) jsou zndzornény absorpéni spektra
nifedipinu v tablet¢ Cordipin XL. Na obr. 3.15 (b) je zndzornéna zdvislost absorbance na
koncentraci pfidaného standardu nifedipinu v tablet¢ Cordipin XL. V tabulce 3.5 jsou
uvedeny parametry linearnich koncentracnich zavislosti pfidaného standardu nifedipinu
v 1€ékové formé Cordipin XL. V tabulce 3.6 jsou uvedeny hodnoty spocteného mnoZstvi
nifedipinu v 1ékové formé Cordipin XL. V tabulce 3.7 je zobrazeno porovnani voltametrického

a spektrofotometrického stanoveného mnoZstvi nifedipinu v 1ékové formé Cordipin XL.
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Obr. 3.15 (a) Absorp¢ni spektra nifedipinu ve vzorcich tvofenych podilem lékové formy Cordipin XL a pfidanym
standardem analytu (¢ = 0 — 60 umol I"!). Mé&feno metodou piidavku standardu v roztoku BR pufr—EtOH (9:1) o pH 9
v kfemennych kyvetach o mémé tloustce 1,0 cm v rozsahu vinovych délek 200 — 1100 nm. (b) Zavislost absorbance

na koncentraci ptidaného standardu nifedipinu v tableté Cordipin XL (¢ = 0 — 60 umol 1"!); chybové usecky pro n = 5.

Tabulka 3.5
Parametry linearnich koncentracnich zavislosti pro pfidany standard nifedipinu v 1ékové formé Cordipin XL ziskané
pomoci metody UV-VIS absorpéni spektrofotometrie v prosttedi roztoku BR pufi—EtOH (9:1) o pH 9. Zaznamenédno

v kiemennych kyvetach o mérné tloust’ce 1,0 cm v rozsahu vinovych délek 200 — 1100 nm.

/e Cstandard nifedipin o -1 ‘ >
Lécivo [mol 1"'] Smérnice [ pmol '] Usek r
Tableta Cordipin XL 0-60 5,54:1073 0,199 0,9989
Tabulka 3.6

Spoctené mnozstvi nifedipinu v 1ékové formé Cordipin XL vztahujici se k deklarovanému mnozstvi nifedipinu na obalu
ptipravku. Méteno pomoci metody UV-VIS absorpéni spektrofotometrie v prostfedi roztoku BR pufi—EtOH (9:1) o

pH 9. Zaznamenano v kiemennych kyvetach o mérné tloust’ce 1,0 cm v rozsahu vinovych délek 200 — 1100 nm.

Cstandard nifedipin

Lécivo [].ll’IlOl 171] Mdeklarovana [mg] Myypoctena [mg] w [%]
Tableta Cordipin XL 0-60 40 36 90
Tabulka 3.7

Hodnoty spocteného mnozstvi nifedipinu v 1ékové formé Cordipin XL vztahujici se k deklarovanému mnozstvi
nifedipinu na obalu pfipravku. Ziskdno pomoci nové vyvinutych elektrochemickych metod (wppv, wpcv) a srovnavaci
analytické metod€ (Wspektrometrie). Pomér uvedenych hodnot wppv, wpcy / wspektrometrie piedstavuje skuteénou vytéznost

metod DPV a DCV na SBiDE v porovnani s analytickou srovnavaci metodou.

s wppv / wpey /
L V. 9 spektrometrie 9
eevo wopy [A)] wbev [/0] Wepekt ' [A)] Wspektrometrie [%] Wspektrometrie [%]
Tableta
Cordipin XL 78,8 87,6 90,0 87,6 97,3
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3.5 Stanoveni nifedipinu v autentickych vzorcich pitné a ficni vody

Chovani nifedipinu bylo zkoumano nové vyvinutymi metodami DCV a DPV za dfive
ziskanych optimalnich podminek v autentickych vzorcich pitné a fi¢ni vody. Pitné voda
byla odebrana z vodovodni sit¢ v budové Chemického ustavu Piirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy v Praze. Riéni voda byla odebrana u sportovniho arealu Hamr v ficce
Boti¢. Autentické vzorky o celkovém objemu 10 ml byly tvofeny 9 ml pitné ¢i #i¢ni vody,
prislusnym mnozZstvim standardu nifedipinu (¢ = 1-10>mol 1"") a 1 ml BR pufru o pH 9.

Na obr. 3.16 (a) je znazornéna zavislost vysky piku na koncentraci nifedipinu; méteno
metodou DPV v autentickém vzorku pitné vody. Na obr. 3.16 (b) je zndzornéna zavislost
vysky piku na koncentraci nifedipinu; méfeno metodou DCV v autentickém vzorku pitné
vody. Z grafii je vidét, ze signal byl nékolikandsobné potlacen vlivem interferujicich ionti
a povrchove¢ aktivnich latek, které jsou pfitomny v pitné vodé. U metody DCV navic ani
nebylo mozné zkonstruovat rostouci kalibra¢ni zévislost. Pro vyvazani iontd kovt
tvoticich komplexy bylo nutné ke vzorkiim piidat 100 pl 0,1mol 1! chelatonu III. Na obr.
3.17 (a) jsou znazornény DP voltamogramy nifedipinu v autentickém vzorku pitné vody
s ptidavkem chelatonu III. Na obr 3.17 (b) je znazornéna zavislost vysky DPV piku na
koncentraci nifedipinu v autentickém vzorku pitné vody s ptidavkem chelatonu III. Na
obr 3.18 (a) jsou zndzornény DC voltamogramy nifedipinu v autentickém vzorku pitné
vody s pfidavkem chelatonu III. Na obr. 3.18 (b) je znazornéna zavislost vysky DCV piku
na koncentraci nifedipinu v autentickém vzorku pitné vody s ptidavkem chelatonu III.
Kalibraéni zavislosti byly méfeny v rozsahu koncentraci 1 — 10 pmol 17!, Nejnizsi
vyhodnotitelna koncentrace nifedipinu ve vzorcich pitné vody u obou metod ¢inila
2 umol 1”1, Parametry kalibra¢nich piimek metod DPV a DCV jsou uvedeny v tabulce
3.8. Ze ziskanych nizs$ich hodnot smérnice je zfejmé, ze pitna voda snizuje citlivost
stanoveni. Tento fakt miize jest¢ podpofit natedéni vzorkil zakladnim elektrolytem.

Na obr. 3.19 jsou znadzornény vybrané DP voltamogramy nifedipinu v autentickych
vzorcich ficni vody s pfidavkem chelatonu III. Kalibra¢ni zavislosti byly méfeny
v rozsahu koncentraci 1 — 10 umol 1I"!. Z grafu, na kterém nelze pozorovat zadné
vyhodnotitelné voltametrické piky, je patrné, Ze fi€ni voda obsahuje latky, které bud’

interaguji se stanovovanou latkou, nebo se béhem méteni adsorbuji na povrch elektrody.
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Obr. 3.16 (a) Zavislost vysky DPV piku na koncentraci nifedipinu (¢ = 2 — 10 pmol I'!) v autentickych vzorcich pitné
vody bez pritomnosti chelatonu III. Zakladni elektrolyt obsahoval 9 ml autentického vzorku pitné vody a 1 ml BR pufru o
pH 9. Chybové tsecky pro n = 5. (b) Zavislost vysky DCV piku na koncentraci nifedipinu (¢ = 1 — 10 pumol 1)
v autentickych vzorcich pitné vody bez pfitomnosti chelatonu III. Zakladni elektrolyt obsahoval 9 ml autentického

vzorku pitné vody a 1 ml BR pufru o pH 9. Chybové usecky pro n =5.
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Obr. 3.17 (a) DP voltamogramy nifedipinu (¢ =2 — 10 umol I"!) zaznamenané na SBiDE v autentickych vzorcich pitné
vody s piidavkem 100 ul 0,1mol I"! chelatonu III. Cerna barva znaéi zékladni elektrolyt, ktery obsahoval 9 ml
autentického vzorku pitné vody a 1 ml BR pufru o pH 9. (b) Zavislost vysky piku na koncentraci nifedipinu
(¢ =2—10 umol I""). Chybové usecky pro n = 5.
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Obr. 3.18 (a) DC voltamogramy nifedipinu (¢ =2 — 10 pmol I"') zaznamenané na SBiDE v autentickych vzorcich pitné

vody s piidavkem 100 pl 0,1mol I"! chelatonu III. Cernd barva znaéi zékladni elektrolyt, ktery obsahoval 9 ml

autentického vzorku pitné vody a 1 ml BR pufru o pH 9. (b) Zavislost vysky piku na koncentraci nifedipinu

(¢ =2—10 umol I'"). Chybové usecky pro n = 5.
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Obr. 3.19 DP voltamogramy nifedipinu (¢ = 1 — 10 umol 1"!) zaznamenané na SBiDE v autentickych vzorcich Fiéni

vody s piidavkem 100 ul 0,1mol I"! chelatonu III. Cerné barva zna¢i zakladni elektrolyt, ktery obsahoval 9 ml

autentického vzorku fi¢ni vody a 1 ml BR pufru o pH 9.

Tabulka 3.8

Parametry linearnich koncentraénich zavislosti nifedipinu (c = 1 — 10 pmol 1"!) zaznamenané na SBiDE v autentickych

vzorcich pitné vody s pfidavkem 100 pl 0,1mol I"! chelatonu III a bez piidavku chelatonu III. Zakladni elektrolyt

obsahoval 9 ml autentického vzorku pitné/fi¢ni vody a 1 ml BR pufru o pH 9.

¢ [umol I"'] Smérnice [mA 1 mol™'] Usek [nA] r?

DPV bez EDTA 2-10 —0,451 —4,34 0,8998
EDTA 2-10 -16,2 7,71 0,9993

DCV  bez EDTA 1-10 — — —
EDTA 2-10 -12,9 17,0 0,9995
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3.6 Cyklicka voltametrie

Elektrochemické chovani nifedipinu (¢ = 1:10* mol 1"!) bylo zkoumano také pomoci
cyklické voltametrie v prostiedi BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 3, 5, 7, 9 a 11. Pti
téchto pH byly prométeny cyklické voltamogramy s rychlosti polarizace 10, 20, 50, 100,
200, 500 a 1000 mV s !. Cyklickou voltametrii dok4dZeme bliZe prozkoumat elektrochemické
premény nifedipinu a fidici déje.

Nitroskupina studované latky se redukuje za piijmuti Ctyi elektronti na odpovidajici
hydroxylamin. V kyselém, neutralnim a slabé alkalickém prostfedi dochazi k redukci na
hydroxylamin v jednom kroku, pti¢emz v kyselém prostiedi byva mozné pozorovat i pik
nasledné redukce hydroxylaminu na odpovidajici amin prostiednictvim vymény dvou
elektronil a dvou vodikovych iontd. V silné alkalickém prosttedi dojde nejprve k preméné
pomoci jednoho elektronu na anion nitroradikal a nasledné zbylé tfi elektrony se podili
na pfeméné na hydroxylamin. Cyklické voltamogramy nifedipinu pfi raznych rychlostech
polarizace jsou zobrazeny na obr. 3.20 (a) pro BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 3 (je
mozné pozorovat dva vySe zminované voltametrické piky popisované pro siln¢ kysela
prostiedi), na obr. 3.21 (a) pro BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 5, na obr. 3.22 (a) pro
BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 7, na obr. 3.23 (a) pro BR pufr-EtOH v poméru 9:1
o pH 9 a na obr. 3.24 (a) pro BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 11 (je mozné pozorovat
dva vySe zminované voltametrické piky popisované pro silné¢ zasadita prostiedi).

Pro vSechny zobrazené cyklické voltamogramy plati, Ze s rostouci rychlosti polarizace
systém vice Casu na dosaZeni rovnovahy elektrodové reakce. Se zvySujici se rychlosti
polarizace dochézi u pH 3 a 7 k deformaci (potlaceni piku) nifedipinu a u pH 5 dochazi
ke ztraté piku nifedipinu (proto bylo mozné vyhodnotit pouze cyklické voltamogramy
naméfené pii nizsich rychlostech polarizace). Diivodem je pomald elektrodova reakce,
ktera pii vysoké rychlosti nesta¢i probéhnout (kinetické omezeni). U pH 3, 5 a 7 se pfi
vSech rychlostech polarizace jedna o ireverzibilni déje. U pH 9 nedochézi pti vySSich
rychlostech polarizace k deformaci piku nifedipinu. Pfi niz$ich rychlostech polarizace se
jedna o ireverzibilni d¢j a se zvySujici se rychlosti polarizace dochazi k ptfechodu na
kvazireverzibilni déj. U pH 11 také nedochdzi se zvySujici se rychlosti polarizace

k deformaci piku nifedipinu a 1ze zde vidét naznak druhého piku. Pfi niz§ich rychlostech
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polarizace se jedna o ireverzibilni d€j a se zvySujici se rychlosti polarizace dochazi
k ptechodu na kvazireverzibilni d¢;.

Cyklické voltamogramy byly vyhodnoceny a do grafu byly vyneseny zévislosti
dekadického logaritmu proudu piku (log|/y|) na dekadickém logaritmu rychlosti
polarizace (log v). Nasledn¢, podle absolutni hodnoty jejich smémice (k), bylo mozné
urcit, jakym krokem byly elektrodové déje na SBiDE kontrolovany. Pokud se k| = 0,5,
pak je elektrodovy d¢j tizen difuzi analytu, pokud je |k| = 1, pak je elektrodovy d¢j
kontrolovan adsorpci analytu na povrch elektrody, a pokud plati 0 < k] < 0,5, pak je
nejpomalejsim krokem elektrodového déje elektrodova reakce vykazujici nizkou rychlost
(elektrodovy dg&j fizen kinetikou elektrodové reakce)’®. V prostiedich o pH 5 a 7 byl
elektrodovy dé&j ovlivnén Cisté kinetikou (nizkou rychlosti). V prostiedich o pH 3,9 a 11
byl elektrodovy d¢j ovlivnén prevazné difuzi analytu. Zavislost logaritmu vysky piku na
logaritmu rychlosti polarizace jsou zobrazeny na na obr. 3.20 (b) pro BR pufr—EtOH
v poméru 9:1 o pH 3, na obr. 3.21 (b) pro BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 5, na obr.
3.22 (b) pro BR pufr-EtOH v poméru 9:1 o pH 7, na obr. 3.23 (b) pro BR pufr—EtOH
v poméru 9:1 o pH 9 a na obr. 3.24 (b) pro BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 11.
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Obr. 3.20 (a) Cyklické voltamogramy nifedipinu (¢ = 1-10™* mol I"') zaznamenané na SBiDE pfi rychlostech polarizace
(v) 10, 20, 50, 100, 200, 500 a 1000 mV s ! v roztoku BR pufr—EtOH (9:1) o pH 3. (b) Zavislost log |Iy| nifedipinu
(¢c=1-10"*mol 1I"") na log v. Zméfeno pomoci cyklické voltametrie v rozmezi rychlosti polarizace 10 — 1000 mV s

v prostiedi BR pufr—EtOH (9:1) o pH 3. Rovnice regrese: y = 0,413x + 2,38; 7> = 0,9886.
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Obr. 3.21 (a) Cyklické voltamogramy nifedipinu (¢ = 1:10™* mol I"!) zaznamenané na SBiDE pfi rychlostech polarizace
(v) 10, 20, 50, 100, 200, 500 a 1000 mV s~ v roztoku BR pufi—EtOH (9:1) o pH 5. (b) Zavislost log |I| nifedipinu

(¢=1-10"*mol 1I"") na log v. Zmé&feno pomoci cyklické voltametrie v rozmezi rychlosti polarizace 10 — 1000 mV s~

v prostiedi BR pufr-EtOH (9:1) o pH 5. Rovnice regrese: y = 0,217x + 2,64; r> = 0,9739.
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Obr. 3.22 (a) Cyklické voltamogramy nifedipinu (¢ = 1-10™* mol I"') zaznamenané na SBiDE pfi rychlostech polarizace
(v) 10, 20, 50, 100, 200, 500 a 1000 mV s ' v roztoku BR pufr—EtOH (9:1) o pH 7. (b) Zavislost log |Iy| nifedipinu

(¢=1-10"*mol 1I"") na log v. Zméfeno pomoci cyklické voltametrie v rozmezi rychlosti polarizace 10 — 1000 mV s

v prostiedi BR pufr—EtOH (9:1) o pH 7. Rovnice regrese: y = 0,152x + 2,68; 1> = 0,9740.
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Obr. 3.23 (a) Cyklické voltamogramy nifedipinu (¢ = 1:10™* mol I"') zaznamenané na SBiDE pfi rychlostech polarizace

(v) 10, 20, 50, 100, 200, 500 a 1000 mV s~ v roztoku BR pufi—EtOH (9:1) o pH 9. (b) Zavislost log |I| nifedipinu

(¢=1-10"*mol 1I"") na log v. Zmé&feno pomoci cyklické voltametrie v rozmezi rychlosti polarizace 10 — 1000 mV s™!

v prostiedi BR pufr-EtOH (9:1) o pH 9. Rovnice regrese: y = 0,384x + 2,52; 12 =0,9727.
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Obr. 3.24 (a) Cyklické voltamogramy nifedipinu (¢ = 1-10™* mol I"') zaznamenané na SBiDE pfi rychlostech polarizace
(v) 10, 20, 50, 100, 200, 500 a 1000 mV s™' v roztoku BR pufr—EtOH (9:1) o pH 11. (b) Zavislost log |Ip| nifedipinu
(¢=1-10"* mol I'") na log v. Zmé&feno pomoci cyklické voltametrie v rozmezi rychlosti polarizace 10 — 1000 mV s

v prostiedi BR pufr-EtOH (9:1) o pH 11. Rovnice regrese: y = 0,390x + 2,21; 7> = 0,9752.
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3.7 Adsorpcni rozpoustéci voltametrie

Technikou diferencni pulzni adsorpcni rozpoustéci voltametrie (DPAdSV) bylo
zkouméano mozné nahromadéni nifedipinu na povrch elektrody pfed samotnou analyzou
pro ziskani vyssi proudové odezvy v prostfedi BR pufru o pH 5, 7, 9 a 11. Pro méfeni
byly pfipraveny 10 ml vzorky obsahujici roztok BR pufru o urcitém pH a pfislusné
mnozstvi zasobniho roztoku nifedipinu (¢ = 1-107 mol 1""). Méfeni bylo provadéno
nejprve s pridavkem ethanolu (jehoz celkovy objem v roztoku byl roven 1 ml) a bez
pfidavku ethanolu. Vzorky byly kvantitativné ptevedeny do voltametrické nadobky a
probublany dusikem po dobu 3 minut. Michani roztoku probihalo pouze b&¢hem faze
akumulace, ale béhem samotného méfeni kiivek k michani nedochazelo.

Prvnim krokem u DPAdSV bylo nalezeni optimalniho akumula¢niho potencialu, ¢asu
akumulace a prostfedi, ve kterém bylo méfeni provadéno. U kazdého zkoumaného pH
s ptidavkem ethanolu byly stanoveny podle jeho pocatku potencidlového okna tfi
akumulaéni potencidly. Prvni akumulaéni potencial odpovidal hodnoté potencialu pted
pikem nifedipinu (Eakumi Eron), druhy (Eakum2 eron) byl o 50 mV pozitivnéjsi a tieti
(Eakum3_eron) byl 0 100 mV pozitivnéjsi nez Eakum1_eon. V1iv akumulacnich potenciala byl
zkouman pfi akumula¢nim ¢ase (fakum) 60, 120 a 180 s. Hodnoty akumula¢nich potencialti
vprosttedi o pH 5 Cinily Eaumi gron = —650 mV, Eaum2 rron = —600 mV a
Eawms eron = —550 mV, vprosttedi o pH 7 ¢inily FEaumi o = —700 mV,
Eaum2 pron = —650 mV a Eujums pron = —600 mV, vprosttedi o pH 9 Ccinily
Eakum1_Eron = —600 mV, Eakum2 ko = =550 mV a Eakum3 Eron = —500 mV a v prostiedi o
pH 11 ¢inily Eakumi_gron = =800 mV, Eakum2 Eton = —750 mV a Eaxums Eron = —700 mV.

Nejprve byla zméfena vySka signalu bez zakomponované akumulace. Ta byla
nasledn¢ porovndna s naméefenou vyskou signalu se zakomponovanymi akumula¢nimi
potencialy a Casy. V prostiedi o pH 5 a 7 dochézelo s kazdym vlozenym akumulacnim
potencidlem k poklesu signalu, proto bylo méfeni provaddéno pouze pii 60 s
akumulac¢niho €asu. V prostiedi o pH 9 ziistal signal s kazdym vloZenym akumula¢nim
potencidlem stejné¢ vysoky, proto bylo méfeni provadéno také pouze pii 60 s
akumula¢niho Casu. Z téchto divoda nebyla prostiedi o pH 5, 7 a 9 vyhovujici pro
DPAdSV na SBIDE. V prostiedi o pH 11 dosSlo s pouzitim prvniho akumula¢niho
potencidlu (Eakum! Eton = —800 mV) pii faum = 60 s k znacnému zvyseni signalu. Proto

meéfeni s Eakum1_Eron = —800 mV bylo opakovéano s akumulaénim ¢asem 120 s a 180 s, ale
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vyska signalu se témét nezmenila. Pti vlozeni zbylych dvou akumulacnich potencidlii pii
60 s téz nedoslo ke zméné proudové odezvy.

Jako optimalni prostfedi pro DPAASV s ptidavkem ethanolu (DPAdSV-EtOH) byl
vybran roztok BR pufru o pH 11 s akumula¢nimi potencialy Eaum rron = =800 mV a
akumulaénim ¢asem fakum Eton = 60 s. Nasledné byl stejnym zplsobem v prostiedi o pH
11 bez ptidavku ethanolu (DPAdSV) stanoven akumulacni potencial Eawum =—700 mV a
akumulacni ¢as fakum = 60 s.

Druhym krokem bylo za ziskanych optiméalnich podminek naméfit kalibracni
zéavislosti v koncentraénim rozsahu nifedipinu 1 — 10 pmol 1! (viz obr. 3.25). Z grafu je
patrné, ze pomoci metody DPAdSV s pfidavkem i bez ptidavku ethanolu doslo
k zna¢nému zvyseni proudové odezvy nifedipinu oproti proudové odezveé ziskané
metodou DPV. LOQ u kalibra¢nich zévislosti ziskanych metodou DPV a DPAdSV-EtOH
jsou témét shodné. Dtivodem je nejspise velmi dobra opakovatelnost stanoveni nejnizsich
vyhodnotitelnych koncentraci analytu, ze kterych se hodnota LOQ pocita, u metody DPV.
Diky DPAdSV 1 DPAdSV-EtOH doslo k zvySeni citlivosti a nejniZz§i vyhodnotitelna
koncentrace nifedipinu tak ¢inila 1 umol 1"!. P#i mé&feni metodou DPAdSV-EtOH, byla
ziskana niz$i proudova odezva nifedipinu nez u méteni bez ethanolu. Pfidavek ethanolu
zpusobil potlaceni signalu. Nejlepsi vysledky méfeni tedy byly ziskany pomoci DPAdSV.
Parametry naméfenych kalibracnich zavislosti jsou ukazéany v tabulce 3.9. Dle této tabulky
by se na zakladé LOQ dalo naméfit nejméné % nizsiho koncentra¢niho fadu, ale kvali
vysokému Sumu by nebylo mozné signaly spolehlivé vyhodnotit.

Chovani nifedipinu bylo zkoumano metodou DPAdSV také v autentickém vzorku
pitné vody. Méfeni probihalo v prostfedi BR pufru o pH 11 bez pfidavku ethanolu, za
pritomnosti chelatonu III (viz kapitola 3.5), s akumula¢nim potencidlem Eaxum = —800 mV
a akumula¢nim ¢asem fakum = 60 s. AvSak bylo zjisténo, ze pfidan¢ akumulacni potencialy
mély negativni vliv na méfeni a i s navysujici se koncentraci pfidaného nifedipinu zlistal

signal neménny (data nejsou ukazana).
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Obr. 3.25 Porovnani zavislosti vyky piku na koncentraci nifedipinu (¢ = 1 — 10 umol I"!) zaznamenanych na SBiDE
v roztoku BR pufru o pH 11 metodou DPV, DPAdSV a DPAdSV-EtOH. Metoda DPAdSV-EtOH byla mérena

S Eakum EtoH = —800 mV, fakum Eton = 60 s (Cervena barva) a metoda DPAASV byla méfena s Eaum = —700 mV,
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Tabulka 3.9

Parametry kalibra¢nich pfimek nifedipinu pro metody DPV a DPAdSV v prostiedi roztoku BR pufr o pH 11. Méfeno
s pfidavkem ethanolu s akumula¢nim potencialem Eawm Eon = =800 mV a akumulacnim ¢asem fakum_Eton =60 s a bez

ptidavku ethanolu s akumula¢nim potencidlem Eakum = =700 mV a akumula¢nim ¢asem fakum = 60 s. Zaznamenano na

SBiDE.
Smérnice . ) LOQ LOD
[A 1mol ] Usel [pA] d [umol 1] [umol I"1]
DPV —0,0116 0,0118  0,9944 0,47 0,14
DPAdJSV-EtOH —0,0183 0,0022  0,9998 0,80 0,24
DPAdSV —0,0277 0,0136  0,9989 0,52 0,16
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3.8 Odstranéni kysliku pomoci nasyceného roztoku siri¢itanu sodného

Roztok sifi¢itanu sodného (Na;SO3) byl vtéto diplomové praci piidavan
k analyzovanému vzorku jako reduk¢ni ¢inidlo pro odstranéni kysliku, aby byla
vyzkousena moznost provadéni analyz bez nutnosti probublavani vzorki inertnim plynem,
coz je vyhodné predevsim pfi analyzach mimo vybavenou laboratof, napt. v terénu.

Chovani nifedipinu bylo zkoumano za dfive ziskanych optimalnich podminek
metodami DPV a DCV. Pred zaCatkem méfeni bylo nejprve nutné zjistit spravnou
koncentraci Na;SOs, abychom ziskali co nejlépe vyvinuty a vyhodnotitelny pik. Roztoky
Na,SO; byly ptipraveny v koncentraénim rozmezi 0,2 — 1,0 mol I"! spolu s nasycenym
roztokem. Ke kazdému pfipravenému roztoku bylo tésné pred métenim piidano vzdy
100 pl roztoku Na>SOs. Odstranéni neZadouciho kysliku pomoci roztoku sific¢itanu
sodného bylo uspésné pouze u metody DPV. Pii méfeni metodou DCV nedochazelo
k ustaleni signalu, pficemz proudova odezva piku nifedipinu se neustale ménila.

Na obr. 3.26 jsou znazornény DP voltamogramy nifedipinu (¢ = 1-10™* mol 1"!) pii
ptidavku 100 pl sifi¢itanu sodného o riznych koncentracich. Z grafu je patrné, ze se
snizujici se koncentraci Na;SO;3 dochézi ke snizeni proudové odezvy nifedipinu. Pro dalsi
méfeni byl proto vybran nasyceny roztok sifi¢itanu sodného.

Nasyceny roztok NaSOs byl aplikovan za pouziti metody DPV pii méfeni
kalibracnich zavislosti, stanoveni mnozstvi nifedipinu v 1ékové formé Cordipin XL, pfi

stanoveni nifedipinu v autentickém vzorku pitné vody a pii DPAdSV.
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Obr. 3.26 DP voltamogramy nifedipinu (¢ = 1-107* mol I"!) zaznamenané na SBiDE v roztoku BR pufr—-EtOH

v poméru 9:1 o pH 9 za pfitomnosti Na2SOs o rizné koncentraci.
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3.8.1 Kalibracni zavislosti

Kalibrac¢ni zavislosti nifedipinu byly méfeny metodou DPV v koncentracnim rozsahu
1 — 100 pmol I'! v roztoku BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 9 s piidavkem 100 pl
nasyceného roztoku Na>SOs.

Na obr. 3.27 (a) jsou znazornény voltamogramy nifedipinu o koncentraci
2 —10 pmol I"!, na obr 3.28 (a) jsou znazornény voltamogramy nifedipinu o koncentraci
10 — 100 pmol I"!, na obr 3.29 (a) jsou znazornény voltamogramy nifedipinu o
koncentraci 2 — 100 pmol 17!,

Kalibra¢ni zavislosti vysSky piku na koncentraci nifedipinu jsou znazornény na obr.
3.27 (b) pro nifedipin o koncentraci 2 — 10 pmol 1!, na obr 3.28 (b) pro nifedipin
o koncentraci 10 — 100 pmol 1! a na obr 3.29 (b) pro nifedipin o koncentraci
2 —100 pmol 1!, Nejnizsi vyhodnotitelna koncentrace nifedipinu v optiméalnim prostiedi
roztoku BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 9 s piidavkem nasyceného roztoku Na>SO3
¢inila 2 pmol 1!, Z grafu vyplyva, Ze ziskana zavislost je linearni v koncentra¢nim
rozsahu nifedipinu 2 — 100 pmol 1. V tabulce 3.9 jsou uvedeny jednotlivé parametry

kalibra¢nich ptimek.

=400 -60

-50 |
L]
-350
-40
p 4 _
- ju’ 10 pumol | Z
£,-300 / i :‘9_30 L
-20 F .
=250 |
2 umol I -10 } .
200 . . . . 0 L ! . L . ) . ) . .
-600 -800 -1000 -1200 0 1 2 3 4 5 ] 7 8 9 10
E [mV] ¢ [umol I"]

Obr. 3.27 (a) DP voltamogramy nifedipinu (¢ = 2 — 10 umol 1™") zaznamenané na SBiDE v roztoku BR pufr-EtOH
(9:1) o pH 9 s piidavkem nasyceného roztoku Na2SOs. Cerna barva znaéi zakladni elektrolyt. (b) Kalibraéni zavislost
vysky piku na koncentraci nifedipinu (¢ = 2 — 10 pmol 1'!); chybové usecky pro n = 5; rovnice regrese:

I, [pA] = —0,00460¢ [umol I1] — 0,0007; 72 = 0,9929.
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Obr. 3.28 (a) DP voltamogramy nifedipinu (¢ = 10 — 100 pmol I"") zaznamenané na SBiDE v roztoku BR pufr—-EtOH
(9:1) 0 pH 9 s piidavkem nasyceného roztoku NazSO3. Cerna barva znaéi zakladni elektrolyt. (b) Kalibraéni zavislost
vysky piku na koncentraci nifedipinu (¢ = 10 — 100 umol 1'); chybové use¢ky pro n = 5; rovnice regrese:

I, [nA] = —0,00583¢ [wmol I71] +0,0128; 12 = 0,9977.
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Obr. 3.29 (a) DP voltamogramy nifedipinu (¢ = 2 — 100 pmol I"!) zaznamenané na SBiDE v roztoku BR pufr—EtOH
(9:1) o pH 9 s piidavkem nasyceného roztoku Na2SO3. Cerna barva znaéi zakladni elektrolyt. (b) Kalibraéni zavislost
vysky piku na koncentraci nifedipinu (¢ = 2 — 100 umol 17!); chybové tse¢ky pro n = 5; rovnice regrese:

I, [RA] = —0,00576¢ [mol I71] + 0,0076; 12 = 0,9985.

Tabulka 3.10
Parametry kalibra¢nich pfimek nifedipinu pro metodu DPV v prostfedi roztoku BR pufi—EtOH (9:1) o pH 9

s ptidavkem nasyceného roztoku Na>SO3, méfeno na SBiDE.

¢ [umol 171 [irtllemn;llc?] Usek [nA] r [uriglgll] [prﬁgﬁl]
2-10 —0,00460 0,0007 0,9929 3,6 1,1
10-100 —0,00583 0,0128 0,9977
2-100 —0,00576 0,0076 0,9985
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Na obr. 3.30 je zndzornéna zavislost vySky piku na koncentraci nifedipinu. Tato
zavislost byla méfena v ten samy den a je tu ukdzana pro porovnani citlivosti méteni, kdy
byl kyslik odstranén probublanim dusiku anebo pfidanim nasyceného roztoku Na>SOs.
Z grafu mizeme vidét, ze pii odstranéni kysliku nasycenym roztokem Na;SOs byla
ziskdna vyssi proudova odezva. Smérnice (citlivost) méfeni v dany den je v obou
piipadech méieni témer shodnd, coz potvrzuje stabilitu metody. Proto i nadadle mizeme

pokracovat s méfenim za pouziti nasyceného roztoku Na>SOs.
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Obr. 3.30 Zavislost vysky piku na koncentraci nifedipinu (¢ = 4 — 100 pmol I"!) zaznamenan4 na SBiDE v roztoku BR
pufi-EtOH (9:1) o pH9. Cervena barva zna¢i piidavek nasyceného roztoku Na»SOs srovnici regrese:
I, [pA] = —0,0056 ¢ [umol I'] + 0,0062; 2 = 0,9998. Cerna barva zna&i pouziti dusiku s rovnici regrese:
I, [pA] = —0,0054¢ [umol 1717 +0,0027; 12 = 0,9966. Chybové tisecky pro n = 5.
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3.8.2 Voltametrické stanoveni nifedipinu v Iékové formé

Voltametrické stanoveni mnozstvi nifedipinu v Iékové formé¢ Cordipin XL bylo
provadéno pomoci metody pfidavku standardu za diive ziskanych optimalnich podminek
s ptidavkem 100 pl nasyceného roztoku Na;SOs. Piiprava zasobnich roztoki byla totozna
jako v kapitole 3.3. Stanoveni nifedipinu v lékové formé Cordipin XL probihalo
v koncentraénim rozmezi piidaného standardu 10 — 60 umol 17,

Na obr. 3.31 (a) jsou znazornény DP voltamogramy nifedipinu v I€kové formé
Cordipin XL. V oblasti potencialu 1050 mV doslo ke vzniku piku, ktery se s navysSujici
se koncentraci ztraci. Tento pik mohl byt zptsoben reakci urcité latky, ktera je pfitomna
v zasobnim roztoku lékové formy Cordipin XL, s nasycenym roztokem Na>SOs. Na obr.
3.31 (b) je znédzornéna zdvislost vySky piku na koncentraci pfidaného standardu
nifedipinu.

V tabulce 3.10 jsou uvedeny parametry linearnich koncentracnich zavislosti pfidaného
standardu nifedipinu v 1ékové formé Cordipin XL. V tabulce 3.11 jsou uvedeny hodnoty
spo¢teného mnozstvi nifedipinu v 1ékové formé Cordipin XL. V porovnani s vytéznosti
78,8 %, ktera byla ziskana pomoci metody DPV, kde byl pouzit pro odstranéni kysliku
dusik (viz kapitola 3.3), byla ziskana vytéznost metodou DPV za ptitomnosti nasyceného
roztoku NaxSO3 vyssi o témét 29 %, cinila tedy 108,1 %. V tabulce 3.12 je zobrazeno
porovnani voltametrického a spektrofotometrického stanoveného mnoZstvi nifedipinu
v 1ékové forme Cordipin XL. Po porovnani celkova vytéZznosti nifedipinu €inila 120,1 %,
coz o vice jak 30 % vice nez po porovnani vysledkt ziskanych metodou DPV s pouzitim
dusiku (viz tabulka 3.4). Metoda DPV za pouziti dusiku pro stanoveni mnoZstvi
nifedipinu v lékové formé& Cordipin XL je tedy spolehlivéjsi neZ metoda DPV
s ptfidavkem Na,SO3, coz do jist¢ miry mize souviset také s pfitomnosti vySe popsan¢ho

interferujiciho piku, jenz stanoveni ovliviioval.
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Obr. 3.31 (a) DP voltamogramy nifedipinu ve vzorcich tvofenych podilem 1ékové formy Cordipin XL a pfidanym
standardem analytu (¢ = 0 — 60 pmol 1"!). Mé&feno na SBiDE metodou pifidavku standardu v roztoku BR pufr—-EtOH
(9:1) 0 pH 9 s piidavkem nasyceného roztoku Na>SOs. Cerna barva znaéi zakladni elektrolyt. (b) Zavislost vyiky piku
na koncentraci piidaného standardu nifedipinu v tablet& Cordipin XL (¢ = 0 — 60 pmol 1!); chybové tsecky pro n = 5.

Zaznamenano na SBiDE.

Tabulka 3.10
Parametry linearnich koncentra¢nich zavislosti pro pfidany standard nifedipinu v Iékové form¢ Cordipin XL ziskané
pomoci metody DPV v prostfedi roztoku BR pufr—EtOH (9:1) o pH 9 s ptidavkem nasycené¢ho roztoku Na>SOs.

Zaznamenano na SBiDE.

Tableta Cordipin XL =~ “@ndard nifedivin g 5rnice [mA 1 mol '] Usek [nA] r?
[umol 1]
DPV 0-60 2,13 -92,2 0,9884

Tabulka 3.11
Spoctené mnozstvi nifedipinu v 1ékové formé Cordipin XL vztahujici se k deklarovanému mnozstvi nifedipinu na obalu
piipravku. Méfeno pomoci metody DPV v prostfedi roztoku BR pufr—EtOH (9:1) o pH 9 s ptidavkem nasyceného

roztoku Na>SOs3. Zaznamenano na SBiDE.

.. Cstandard nifedipin
Tableta Cordipin XL t[uinol lf_l]p Mdeklarovans [Mg] Myypoctens [Mg] W [%]
DPV 0-60 40 43,2 108,1

Tabulka 3.12

Hodnoty spocteného mnozstvi nifedipinu v Iékové formé Cordipin XL vztahujici se k deklarovanému mnozstvi
nifedipinu na obalu pfipravku. Ziskano pomoci nové vyvinuté elektrochemické metody (wppv) a srovnavaci analytické
metody (Wspektrometric). Pomér uvedenych hodnot wopv / wspektrometrie pfedstavuje skutecnou vytéznost metody DPV na

SBiDE v porovnani s analytickou srovnavaci metodou.

Lécivo WDPV [%] Wspektrometrie [%] wppy / Wspektrometrie [%]

Tableta Cordipin XL 108,1 90,0 120,1
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3.8.3 Stanoveni nifedipinu v autentickych vzorcich pitné vody

Chovani nifedipinu bylo zkoumano metodou DPV za diive ziskanych optimalnich
podminek v autentickém vzorku pitné vody s ptidavkem 100 ul 0,1mol 1! chelatonu III
(viz kapitola 3.5) a 100 pl nasyceného roztoku Na>SOs. Pitna voda byla odebrana
z vodovodni sit¢ v budové Chemického ustavu Pfirodovédecké fakulty Univerzity
Karlovy v Praze. Ptiprava roztokii byla totozna jako v kapitole 3.5.

Na obr 3.32 je znézornéna ziskana zavislost vysky piku na koncentraci nifedipinu
v autentickém vzorku pitné vody s ptidavkem chelatonu III a NaxSOs. Zavislost byla
méfena v rozsahu koncentraci 1 — 10 umol 1!, Z grafu je patrné, Ze ziskana zavislost neni
linedrni ani s pfidavkem chelatonu III, ktery ma za ukol navazat ionty kovi tvofici
komplexy. Divodem by mohla byt reakce mezi chelatonem III tvofici kovovy komplex
a nasycenym roztokem Na>SOs3, ktery komplex miize destabilizovat, a ovlivnit tak prubéh
méfeni.
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Obr. 3.32 Zavislost vysky piku na koncentraci nifedipinu (¢ = 2 — 10 umol I"!) zaznamenana na SBiDE v roztoku BR
pufru o pH 9 metodou DPV s piidavkem nasyceného roztoku Na>SOs. Chybové tsecky pro n = 5.
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3.8.4 Adsorpcni rozpoustéci voltametrie

Chovani nifedipinu bylo také zkoumano metodou DPAdSV v prostfedi BR pufru
opH 11 se 100 pl nasyceného roztoku Na>SOs3. Méfeni bylo provadéno s piidavkem
ethanolu (jehoz celkovy objem v roztoku ¢inil 1 ml) s akumulacnim potencidlem
Eakum Eion = —800 mV a akumula¢nim ¢asem fakum Eion = 60 s a bez ptidavku ethanolu
S Eakum = —700 mV a akumula¢nim casem fakum = 60 s (viz kapitola 3.7). Pfiprava vzorkt
byla totozna jako v kapitole 3.7. Pokud v roztoku nebyl pfitomen ethanol, nebylo mozné
name¢fit Cistou linii zdkladniho elektrolytu, a dal$i méfeni bylo s pfidanym nifedipinem
zkreslené (data nejsou ukazana).

Na obr. 3.33 je znazornéno porovnani zavislosti vysky piku na koncentraci nifedipinu
méfené metodou DPAASV s pfidavkem ethanolu (DPAdSV—-EtOH) (viz kapitola 3.7),
DPAASYV s pridavkem ethanolu a Na;SO3; (DPAdSV-EtOH + Na>SO3) a metodou DPV
(viz kapitola 3.1.3). Z grafu mizeme vidét, Ze proudovd odezva méfena metodou

DPAdSV-EtOH s ptfidavkem Na;SO3 je téméf srovnatelna s proudovou odezvou a

cvwr

Cv v

4 umol I"!. V tabulce 3.13 jsou uvedeny parametry kalibra¢nich pt¥imek jednotlivych

metod.
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Obr. 3.33 Porovnani zavislosti vy§ky piku na koncentraci nifedipinu (¢ = 1 — 10 umol 1"') zaznamenané za diive

ziskanych optimalnich podminek na SBiDE v roztoku BR pufru o pH 11 metodou DPV, DPAdSV-EtOH a DPAdSV-
EtOH s piidavekm Na>2SOs. Chybové usecky pro n = 5.
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Tabulka 3.13

Parametry kalibracnich pfimek nifedipinu pro porovnani metod DPV, DPAdSV-EtOH a DPAdSV-EtOH s pfidavkem
Naz2S0s v prostredi roztoku BR pufr o pH 11. Méfeno na SBiDE.

Smérnice Usek 2 LOQ LOD

[A 1mol ] [nA] [umol 1!l [umol 1]
DPV —0,0116 0,0118  0,9944 0,47 0,14
DPAdSV-EtOH —0,0183 0,0022  0,9998 0,80 0,24
DPAJSV=EIOH + —0,0169 0,0046  0,9949 0,43 0,13

NaS03
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3.9 Porovnani vysledkl prvniho a druhého méreni na SBiDE po ¢asovém
odstupu

Jak uz zde bylo zminéno, SBIiDE je velmi citlivd na vlivy z okolniho prosttedi,
predevsim na piitomnost vzdusného kysliku (viz kapitola 2.3.4). Jeji vlastnosti se tedy
postupem Casu mohou meénit. Prestoze byla elektroda uchovavana po celou dobu
vypracovavani diplomové prace pfi stejnych podminkach, vykazovala po n¢kolika tydnech
pii opakovanych méfenich odchylky v méfeni, zejména ve zméné vysky proudové odezvy
¢i citlivosti méfeni. Tyto zmény mohou souviset se zménou povrchovych vlastnosti nebo
jinymi faktory, které ovliviiuji stabilitu elektrody.

Tento fakt je ukazan na obr. 3.34, kde (a) zna¢i porovnani zavislosti vysky proudové
odezvy na koncentraci nifedipinu; méteno za diive ziskanych optimdlnich podminek
metodou DPV. Na obr. 3.34 (b) je zndzornéno porovnani zavislosti vysky proudové
odezvy na koncentraci pfidaného standardu nifedipinu pfi stanoveni v Iékové forme
Cordipin XL; méfeno metodou pifidavku standardu za diive ziskanych optimalnich
podminek pomoci metody DPV. Prvni méfeni zavislosti vySky proudové odezvy na
koncentraci nifedipinu bylo zaznamenano koncem srpna 2024. Druhé meéfeni bylo
zaznamenan¢ zacatkem ledna 2025. Prvni méfeni zavislosti vysky proudové odezvy na
koncentraci pfidaného standardu nifedipinu pii stanoveni v I€kové formeé Cordipin XL
bylo zaznamenané na zacatku fijna 2024. Druhé méfeni bylo zaznamenané v poloviné
ledna 2025. V obou pfipadech bylo druhé méteni uskutecnéno v pribéhu méieni
experimentalni ¢asti diplomové prace.

Pti druhém méfeni doslo ke snizeni proudové odezvy. I kdyz byla elektroda po celou
dobu méfeni diplomové prace pravidelné Cisténa pomoci Cisticiho elektrolytu, mohlo
dojit s postupem casu ke zméné vlastnosti elektrody nebo ke zméné aktivniho povrchu
elektrody pro elektrochemickd meéfeni. To miZe nasledné vést ke sniZeni proudové
odezvy a citlivosti méfeni.

JelikoZ 1 druhé méteni probihalo za dfive ziskanych optimalnich podminek, byla i zde
pouzita elektrochemicka regenerace. Zména vlastnosti elektrody mohla zpisobit, ze
zvolené elektrochemické regeneracni potencidly jiZ nejsou pro jeji aktivaci optimalni. Pro
zvyseni citlivosti elektrody by bylo nejprve vhodné piistoupit k op€tovné optimalizaci

vyvinuté metody, respektive parametri elektrochemické regenerace. Pokud by vSak tento
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krok nevedl ke zvySeni citlivosti méteni, mohlo by pomoct opétovné ponoieni elektrody

do koncentrované kyseliny dusi¢né po dobu 5 s (viz kapitola 2.3.3).
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Obr. 3.34 (a) Kalibra¢ni zavislost vysky piku na koncentraci nifedipinu (¢ = 2 — 100 pmol 1™!). Méfeno na SBiDE
metodou DPV v roztoku BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 9. (1) znadi prvni méfeni s rovnici regrese:
I, [uA] = —0,0132¢ [pmol 1] + 0,0298; 2 = 0,9992, (2) znaéi druhé méfeni srovnici regrese: I, [pA] =
—0,00537¢ [umol 1I"'] + 0,0270; 72 = 0,9966. Chybové tsecky pro n = 5. (b) Zavislost vysky piku na koncentraci
piidaného standardu nifedipinu v 1é¢ivu Cordipin XL (¢ = 0 — 60 pmol 1™"). Mé&feno na SBiDE metodou ptidavku
standardu metodou DPV v roztoku BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 9. (1) znaci prvni méfeni s rovnici regrese:
y=-0,0151x + 0,589; 7> = 0,9997, (2) zna&i druhé méfeni s rovnici regrese: I, [LA] = —0,00343¢ [umol 1"'] + 0,0876;
72 =0,9960. Chybové tisecky pro n = 5.
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3.10 Zaver

V této diplomové praci bylo zkoumano vyuziti nové komercni bismutové kapkové
elektrody (SBiDE) pro voltametrické stanoveni 1é¢iva nifedipinu pomoci techniky
diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV) a ,,direct current voltametrie (DCV).

Chovani nifedipinu bylo zkoumédno v zavislosti na pH roztoku Brittonova-
Robinsonova pufru s pfidavkem ethanolu (BR pufr—EtOH) v objemovém poméru 9:1.
Jako optimalni prostfedi pro voltametrické stanoveni nifedipinu byl vybran roztok BR
pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 9. U obou voltametrickych technik bylo déle zkoumano,
zda je zapotiebi zakomponovat elektrochemickou regeneraci povrchu pracovni elektrody,
aby nedochazelo k jeji pasivaci. Byly zde zkoumany ctyfi dvojice elektrochemickych
regeneracnich potencidlil. Pro dal$i méfeni technikou DPV byly vybrany elektrochemické
regeneracni potencialy Ein r=—600 mV a Efn r=—920 mV. Dalsi méteni technikou DCV
byla provadéna bez pouziti elektrochemické regenerace. Za takto zvolenych optimalnich
podminek byly zméfeny koncentraéni zavislosti nifedipinu v  rozmezi
2:10°%—1-10* mol 1"!. Technikou DPV byla zjiiténa hodnota LOQ 0,47 umol 1" a LOD
0,14 umol 1I"!. Technikou DCV byla zji§téna hodnota LOQ 1,1 pmol 1I'' a LOD
0,33 umol 17!,

Nové vyvinuté voltametrické metody byly pomoci metody ptidavku standardu pouzity
pro stanoveni mnozstvi lé¢iva nifedipinu v lékové formé Cordipin XL. Namétené
vysledky zvolenych voltametrickych metod byly porovnany s hodnotami ziskanymi
pomoci srovnavaci analytické metody UV—VIS absorp¢ni spektrofotometrie v prostiedi
BR pufr—EtOH v poméru 9:1 o pH 9. Metodou DPV jsme ziskali obsah 78,8 % nifedipinu
(uvadéné jako hodnoty vytéznosti v procentech) a metodou DCV jsme ziskali obsah
87,6 %. Vysledek metody DCV je témét shodny se ziskanym vysledkem spektrofotometrie,
tedy obsah 90,0 %. Nizsi vytéznost u DPV mohla byt zplisobena vétsi citlivosti této
techniky na pfitomné interferujici latky.

Nov€ vyvinuté voltametrické metody byly taktéz pouzity pfi stanoveni léciva
nifedipinu v autentickych vzorcich pitné a i¢ni vody. Koncentraéni zavislosti nifedipinu
byly proméfeny v rozmezi 2 — 10 umol 1! s pfidavkem 100 pl 0,1mol 1! chelatonu III.
Stanoveni 1é¢iva nifedipinu bylo mozné provést pouze v autentickém vzorku pitné vody.

Cyklickd voltametrie byla zde pouzita k prostudovani elektrodovych dé&t pii

elektrochemické transformaci lé¢iva nifedipinu. Zkoumana byla prostiedi BR pufr—EtOH
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vpomeru9:1opH3,5,7,9a11. UpH 3, 5 a7 se pti vSech rychlostech polarizace jedna
o ireverzibilni déje. U pH 9 se pfi nizsich rychlostech polarizace jedna o ireverzibilni d¢j
a pti vyssich rychlostech polarizace se jednd o d¢j kvazireverzibilni. U pH 11 se pii
niz8ich rychlostech polarizace jednad o ireverzibilni déj a pii vysSich rychlostech
polarizace se jedna o dé&j kvazireverzibilni. Prolozenim zavislosti dekadického logaritmu
proudu piku (log |/,|) na dekadickém logaritmu rychlosti polarizace (log v) byly ziskany
smérnice, podle kterych bylo mozné urcit, jakym krokem byly elektrodové déje na SBiDE
kontrolovany.

koncentraénim rozsahu 1 — 10 pmol I"! v prostfedi BR pufru o pH 11. Méfeni nejprve
probihalo s pfidavkem ethanolu, kdy hodnota LOQ ¢&inila 0,80 pmol 17! a LOD ¢&inila
0,24 pmol 1. N4sledné méfeni probihalo bez piidavku ethanolu, kdy hodnota LOQ ¢inila
0,52 umol 1"! a LOD ¢inila 0,16 pmol I,

Aplikovatelnost nasyceného roztoku Na>SO; jako redukéniho ¢inidla pro odstranéni
kysliku byla za dfive ziskanych optimalnich podminek ovéfena metodou DPV.

Za diive ziskanych optimélnich podminek s ptidavkem 100 pl nasyceného roztoku
Na,SO; byly proméfeny kalibra¢ni zavislosti v koncentraénim rozmezi 2 — 100 pmol I,
Hodnota LOQ ¢&inila 3,6 pmol 1! a LOD ¢inila 1,1 pmol 17,

Dale byla metoda DPV s ptidavkem 100 pl nasyceného roztoku NaSOs pouZita pii
stanoveni lé¢iva nifedipinu v lékové formé Cordipin XL. Zvolenou metodou DPV jsme
ziskali obsah 108,1 % nifedipinu (uvadéné jako hodnoty vytéznosti v procentech). Ziskana
vytéznost je témer o 29 % vyssi nez vytéZnost ziskana za pouziti dusiku. Metoda DPV
pro stanoveni mnozstvi nifedipinu v lékové formé Cordipin XL za pouziti dusiku pro
odstranéni interferujiciho kysliku je tedy spolehlivéjsi nez metoda DPV s piidavkem NaSOs.

Aplikovatelnost Na;SOs byla ovétfena pfi stanoveni nifedipinu v autentickém vzorku
pitné vody. Zavislost byla mé&fena v rozsahu koncentraci 1 — 10 umol I"!. Ziskana zavislost
neni linearni, diivodem by mohla byt reakce mezi chelatonem III tvotici kovovy komplex
a nasycenym roztokem Na>SO3, ktery komplex mize destabilizovat, a ovlivnit tak priibéh
méieni.

Dale byla aplikovatelnost Na>SOs ovéiena pii stanoveni l1é€iva nifedipinu pomoci DPAdSV

v prostiedi BR pufru o pH 11. Méfeni bylo uskute¢nitelné pouze za ptitomnost ethanolu.

vvvvvvvv
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vyhodnotitelnou koncentraci 4 pmol I"!. Hodnota LOQ ¢&inila 0,43 umol 1! a LOD ¢inila
0,13 umol 1.
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