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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim chloramfenikolu a chlorambucilu
metodami diferencni pulzni voltametrie (DPV), DC voltametrie (DCV), cyklické
voltametrie (CV) a adsorpéni rozpousStéci voltametrie (AdSV) na meniskem
modifikované stiibrné pevné amalgamové elektrodé (m-AgSAE). V prvni ¢asti prace
byly pro stanoveni chloramfenikolu nalezeny optimalni podminky a za téchto podminek
byly prométeny kalibracni zavislosti a nasledné uréeny meze stanovitelnosti.

Sledovan byl vliv pH vV prosttedi Brittonova — Robinsonova pufru. Jako
optimalni prostiedi pro stanoveni chloramfenikolu na m-AgSAE metodou DCV bylo
zvoleno pH 7 a pfi stanoveni metodou DPV bylo zvoleno pH 8. Pfi téchto zvolenych
podminkéch byly proméfeny kalibracni zavislosti v rozmezi 1-10° — 1-10* mol-I". P¥
stanoveni chloramfenikolu metodou DCV bylo dosaZeno meze stanovitelnosti 2,3-10°
mol-I". P¥ stanoveni chloramfenikolu metodou DPV bylo dosaZeno meze
stanovitelnosti 2,1-:10° mol-I! v destilované vodg, 2,9-:10° mol-I? v#eni vode
a 4,2:10° mol-I* v pitné vods. Dale byly prostudovany elektrochemické vlastnosti
chloramfenikolu metodou cyklické voltametrie v prostiedi BR pufru o pH 2, 6, 8, 12
a objasnén mechanismus redukce chloramfenikolu na m-AgSAE na zakladé dostupné
literatury. Chloramfenikol byl stanoven v 1é¢ivu Spersadex na m-AgSAE metodou DPV
v prosttedi BR pufru o pH 8.

Ve druhé ¢asti prace byly zkouméany podminky pro stanoveni chlorambucilu na
meniskem modifikované stfibrné pevné amalgamové elektrodé pomoci CV a DPV.
Prostedi chloridu draselného o koncentraci 0,2 mol-I™* a methanolu v poméru 1:1 bylo
zvoleno jako optimalni. Pfi tomto zvoleném prostiedi byl sledovan vliv regeneracnich
potenciald na stabilitu signalu chlorambucilu pomoci DPV. Bohuzel se nepodafilo

nalézt vhodné podminky pro stanoveni chlorambucilu na m-AgSAE.



Abstract

This diploma thesis is focused on the determination of chloramphenicol by
differential pulse voltammetry (DPV), DC voltammetry (DCV), cyclic voltammetry
(CV) and adsorptive stripping voltammetry (AdSV) on a meniscus modified silver solid
amalgame electrode (m-AgSAE). For the determination of chloramphenicol the
optimum conditions were found and under these conditions concentration dependences
were measured and then limits of quantification were determined.

The influence of pH of BR buffer was tested. For determination of
chloramphenicol by DCV pH 7 was chosen as an optimum background and pH 8 was
chosen as an optimmum for DPV determination. Under these conditions linear
dependences were obtained in the concentration range of 1-10° — 1-10* mol-I*. The
limit of detection of chloramphenicol by DCV was 2.3-10° mol-I*. The limit of
detection of chloramphenicol by DPV was 2.1-10°° mol-I™ in distilled water, 2.9-10°°
mol-1" in river water and 4.2-10° mol-1" in drinking water. Electrochemical behavior
of chloramphenicol was studied by cyclic voltammetry in BR buffer with pH 2, 6, 8, 12
and then mechanism of reduction of chloramphenicol was propose based on available
literature. Chloramphenicol was determined in drug Spersadex by DPV in BR buffer
with pH 8.

The optimal conditions for determining of chlorambucil were studied by CV and
DPV. Potassium chloride 0.2 mol-I"" with methanol in ration 1:1 was choosen as
optimum for determination of chlorambucil. The influence of regeneration potentials
was studied by DPV under this condition. However the optimal conditions for

determination of chlorambucil on the m-AgSAE were not found.
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1 Uvod
1.1 Cil prace

Tato diplomova prace se zabyva vyvojem metod pro voltametrické stanoveni
lé¢iv chloramfenikolu a chlorambucilu. Jejim cilem je nalézt vhodné podminky pro
stanoveni a urit nejniz$i mez stanovitelnosti téchto latek na rtutovym meniskem
modifikované stiibrné pevné amalgamové elektrod¢ (m-AgSAE). Dalsim cilem je

oveéteni pouzitelnosti metod v redlnych matricich a ve vzorku 1éCiva.

1.2 Studované latky
1.2.1 Chloramfenikol

Chloramfenikol se ftadi mezi Sirokospektralni antibiotika (obr. 1.1).
Chloramfenikol byl izolovan poprvé v roce 1948 ze Streptomyces Venezuelae Davidem
Gottliebem.! Po tadu let se chloramfenikol pouzival jako levné a pfitom vysoce G&inné
Sirokospektralni antibiotikum proti grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim,

12 Vtabulce 1.1 jsou uvedeny zakladni informace

riketsiim a  spirochétam.
o chloramfenikolu. Chloramfenikol je bily, Sedobily az Zlutobily jemny prasek ¢i jemné
krystaly, jehlicky nebo protdhlé desticky. Je méné rozpustny ve vodé, ale vice

v ethanolu a v propylenglykolu.®

Obrazek 1.1 Strukturni vzorec chloramfenikolu
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Tab. 1.1 Zakladni informace

trivialni nazev

systematicky nazev

sumarni vzorec
CAS registracni ¢islo

relativni molekulova hmotnost

chloramfenikol
2,2-dichlor-N-[(1R,2R)-2-hydroxy-1-
(hydroxymethyl)-2-
(4-nitrofenyl)ethyl]acetamid
C11H12C2N20s

56-75-7

323,14

1.2.2 Uziti a biologické ucinky

Chloramfenikol je nékdy zatazovan do samotné skupiny amfenikold.
Amfenikoly se vazi na ribozomy bakterii a inhibuji aktivitu enzymu
peptidyltransferazy. Dochazi tak k zablokovani prodluzovani fetézce proteinu, a proto
nelze pripojit nové aminokyseliny.*> Chloramfenikol je pouZivan pii 16¢b& t&Zkych
pneumokokovych a meningokokovych infekci. Dale se také pouziva k lécbé ocnich
infekei postihujici rohovky nebo spojivky, k 1é€bé akutnich infekci zevniho zvukovodu
nebo infekce kize. *®’ Po peroralni podani se rychle resorbuje a v organismu se
rozdéluje rovnomeérné, snadno prostupuje do likvoru, pleuralniho prostoru i do placenty.
Chloramfenikol je metabolizovan v jatrech, kde podléha biotransformaci za tvorby
konjugatt s kyselinou glukuronovou. Vylucovan je ptevazné moci, pouze 5-15 % latky
je vyluCovano v nezménéné formé&.® Pfi dlouhodob&jsi terapii chloramfenikolem se
muze vyvinout tézké toxické poskozeni krvetvorné soustavy a to dvéma formami. Prvni
je tzv. agranulocytdza a trombocytopenicka purpura, které jsou zavislé na davce a jsou
reverzibilni. Druhd forma je tzv. aplazie a pancytopemie, nezavisld na davce, Casto se
smrticim priabéhem. U piedCasné narozenych déti mize dojit k tzv. grey syndromu,
podle $edé barvy kize.>® Pravé diky témto zavaznym nezadoucim u¢inkim je pouziti
chloramfenikolu v humanni a veterinarni mediciné omezeno. Pro pouziti v potravinach
zivo¢isného puvodu je chloramfenikol zakazan na tzemi celé Evropské unie
a Spojenych statt americkych.a’10 V zemich tfetiho svéta je vSak stale pouiivém.2 Diky
nizkym vyrobnim nakladii a pomérné vysoké Gcinnosti je tak chloramfenikol pouzivan
V zivocCisné vyrob€ a ve veterindrni praxi jako doplitkova latka pro podporu ristu. Bylo

zjisténo, ze uréité mnozstvi rezidui antibiotik v lidskych potravinach mutze vyvolat
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alergické reakce a u nékterych citlivych jedinct celkové poSkodit imunitni systém.11

Pritomnost rezidui chloramfenikolu byla zjisténa v Zivo¢isnych potravinach, které byly
dovazeny prevazné z asijskych zemi'?. Jednalo se zejména o potraviny, jako jsou napf.

o1 x w s 1a 1314
driibez, med, krevety nebo susené mléko.

1.2.3 Metody stanoveni

Pro stanoveni chloramfenikolu byla vyvinuta fada technik. Patii sem predevsim
kapalinova™ a plynova chromatografie'®, UV spektrofotometie®’ nebo kapilarni zénova
elektroforéza s amperometrickou detekei.** Dle dostupné literatury je vidét, ze pro
stanoveni chloramfenikolu se nejvice vyuziva chromatografickych metod ve spojeni
s hmotnosti detekci.**? Chloramfenikol byl stanoven i mnoha elektroanalytickymi

metodami.®%

1.2.3.1 Separaéni metody

Chloramfenikol byl stanoven metodou plynové chromatografie ve spojeni
s hmotnosti detekci se zapornou chemickou ionizaci (GC-NCI/MS) v jatrech a svalech u
dribeze a prasat. Detekéni limit byl 3,1-10™° mol-I"%. (cit. *®) Pomoci kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci (LC/MS) byl chloramfenikol stanoven ve vcelim
pylu. Stanoveni nejprve piedchazela dvoustupnova extrakce (SPE) a poté separace na
C18 kolon¢ s mravenéanem amonnym v acetonitrilu jako mobilni fazi. Mez detekce
byla v rozmezi 2,5 — 3,7-10 % mol-I'%. (cit. ?°) Pro stanoveni rezidui chloramfenikolu
v driibezich jatrech, ledvinach ave svalech bylo vyuzito metody kombinace HPLC
s UV detekci a imunochemickou metodou ELISA. Detekéni limit pro chloramfenikol
byl 2,5 ng-g?, nejvétsi mnozstvi chloramfenikolu bylo zji§téno v jatrech 193 + 15
ng-g* a nejmensi mnozstvi bylo ve svalech 2,64 + 0,2 ng-g™. (cit. %) Pro dal3i
stanoveni rezidui chloramfenikolu bylo vyuzito kombinace chromatografickych metod,
kde plynova chromatografie (GC/MS) poskytovala screening rezidui chloramfenikolu
a kapalinova chromatografie (LC/MS) vystupovala jako potvrzujici metoda s detekénim
limitem 1,4-10 ° mol-I"%. (cit. *?)

Pomoci kapilarni zonové elektroforézy s amperometrickou detekci byl
chloramfenikol stanoven v o¢nich kapkéch s detek&nim limitem 1,5-10°° mol-1".(cit. *°)

Déle byl chloramfenikol stanoven s detek¢nim limitem 9,1-10" mol-1™* pomoci

-12-



kapilarni zonové elektroforézy s amperometrickou detekci na mikrodeskové elektrodé

7 uhlikového vlakna.*®

1.2.3.2 Elektroanalytické metody

Chloramfenikol je latkou snadno redukovatelnou diky své struktuie obsahujici
nitroskupinu. Proto miize byt stanoven pomoci voltametrickych a polarografickych
metod na vhodné pevné, pastové ¢i rtut'ové elektrodé.

Chloramfenikol byl stanoven na elektrodé ze skelného uhliku pomoci cyklické
voltametrie v prostiedi acetatového pufru o pH 5. Stanoveni bylo provedeno v o¢nich
kapkach, Gstni suspenzi a Vv prasku pro ptipravu injekéniho roztoku. Limit detekce byl
2,5:10° mol-I"*. (cit. ®) Dalsi stanoveni chloramfenikolu bylo provedeno na elektrodd
ze skelného uhliku s elektrochemickou piedupravou povrchu elektrody za vyuziti
cyklické a square-wave voltametrie. Tato Uprava vede ke zlepSeni vlastnosti povrchu
elektrody a ma vliv na kinetiku elektrodovych procest. Stanoveni bylo provedeno
v acetatovém pufru o pH 5,3 s detekénim limitem 6-10° mol-l™!. Tato vyvinuta metoda
byla jednoducha, relativné rychla a Gspésné aplikovana ve farmaceutickém pramyslu
pro stanoveni chloramfenikolu v oénich kapkach.! Metodou diferenéni pulzni
voltametrie byl chloramfenikol stanoven na ¢tyfech pastovych uhlikovych elektrodach
v rozsahu BR pufru v rozmezi pH 2 — 12. V tomto ptipadé byl zkouman negativni vliv
kysliku na voltametrickd méfeni a jeho odstranéni pfidanim sifi¢itanu sodného. Limit
detekce byl 5-:107 mol-I". V dalsim piipadé byl chloramfenikol stanoven na
mikroelektrodach z uhlikovych vlaken pomoci square-wave voltametrie v prostiedi
fosfatového pufru o pH 7,8 s detekénim limitem 4,7-10° mol-I™t. (cit. ) Metodou
linearni sweep voltametrie byl chloramfenikol stanoven na elektrodé ze skelného uhliku
modifikované niklem. Stanoveni bylo provedeno v prostiedi 0,1M NaOH s detek¢nim
limitem 5-10 ° mol-I"%. (cit. %)

Chloramfenikol byl také studovan na borem dopované diamantové filmové
elektrodé metodou cyklické voltametrie a nasledné stanoven FIA s amperometrickou
detekci. Nejvyssi signal chloramfenikolu byl ziskén s fosfatovym pufrem o pH 6 v 1 %
ethanolu s detekénim limitem 3-10° mol-I". Metoda byla navrzena pro stanoveni

chloramfenikolu v oénich kapkach a ve vzorku ml¢ka.”
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Na stacionarni rtutové elektrodé byl chloramfenikol stanoven pomoci square-
wave voltametrie v prostiedi acetatového pufru o pH 4 s detekénim limitem 3-10°7

mol-1". (cit. %)

1.2.3.3 Spektrometrické metody

Spektrometrické metody jsou stile vice vyuzivané v biomedicinském
a farmaceutickém primyslu pro analyzu 1é¢iv. Vyhodou téchto metod je, Zze pro
stanoveni 1éCiva lze vyuzit cely rozsah absorpéniho spektra. To je vhodné predevsim
U stanoveni slozitych smési analytii. Dalsi vyhodou je rychlost stanoveni a obvykle neni
potieba piedchozi separace. Chloramfenikol Ize stanovit méfenim absorbance
v ultrafialové i ve viditelné oblasti viditelného svétla.'” Pro stanoveni chloramfenikolu
ve viditelné oblasti byla vyvinuta metoda, pfi které bylo vyuzito reakce chloramfenikolu

a molybdenanu amonného. Limit detekce byl 1,1-10° mol-I%. (cit. %)

1.2.4 Chlorambucil

Chlorambucil je cytostatikum s alkylujicim mechanismem uc¢inku a fadi se mezi
aromatické derivaty dusikatého yperitu (obr. 1.2). Prvni syntéza byla provedena roku
1953 britskymi védci pod vedenim J.L.Everetta. Od roku 1961 se vyuziva jako 1écivo
Leukeran. Chlorambucil je pouzivan pfi malingnim lymfomu, chronické lymfocitarni
leukemie a u Hodgkinovy choroby.”®?® Vtabulce 1.2 jsou uvedeny zéakladni
informace o chlorambucilu.

Chlorambucil je bily, krystalicky prasek, ktery je prakticky nerozpustny ve vodé.
Dobte rozpustny je v acetonu nebo ethanolu 96 %. (cit. %) Chlorambucil mé nizsi teplotu
tani (64 — 66 °C). Piesto ze mé chlorambucil nizkou rozpustnost ve vodé, snadno

podléhd hydrolyze ve vodnych roztocich.*
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Tabulka 1.2 Zdkladni informace

trivialni nazev chlorambucil
systematicky ndzev (4-(4-[bis-(2-
chlorethyl)amino]fenyl))butanova kyselina
sumarni vzorec C14H19CILNO,
CAS registracni Cislo 305-03-3
relativni molekulova hmotnost 304,21
Cl

O,
O

Obrazek 1.2 Struktura latky chlorambucilu

1.2.5 Uziti a biologické ucinky

Cytostatikum chlorambucil ucinkuje jako alkyla¢ni ¢inidlo. Tyto slouceniny jsou
velmi chemicky nestabilni. Mechanismus piasobeni chlorambucilu spoc¢iva v pfenosu
vysoce reaktivnich alkyll na rizné bunécné slozky, zejména pak na DNA zdravych
I malignich bun¢k. Navazanim alkylového radikalu na DNA dochézi k inhibici procest
bunécéného déleni. Timto je dosaZen pozadovany terapeuticky u€inek na maligni tkan.
Hlavnim metabolitem chlorambucilu je 0 dva uhliky kratsi 4-[bis(2-
chlorethyl)amino]fenyl octova kyselina (zkracen¢ oznacovana PAAM z anglického
phenylacetic acid mustard). Tato kyselina vznika B-oxidaci postranniho fetézce kyseliny
méselné.>® Chlorambucil je piedeviim indikovéan pfi chronické lymfocytarni leukemii
(CLL). Toto onemocnéni patii k nejcastéjsi leukemii v zdpadnim svété. Tvoii 30%
vSech diagnostikovanych leukemii. Podstatou tohoto onemocnéni je nahromadéni
B-lymfocytd s typickym imunofenotypem v periferni krvi, lymfatickych uzlinach,
kostni dfeni a dalSich organech.®® Dale je indikovan k 16¢b& Hodgkinovy choroby,

nékterych forem nehodgkinskych lymfomu u karcinomu prsu, vaje¢niku a délohy. Mezi
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nejCastéj$i vedlejsi priznaky patii ztrata chuti K jidlu, nauzea a prajmy. Muze dojit
i K nekrézam v ledvinach a vyvodnych mocovych cestich. Asi po jednom az dvou
tydnech terapie chlorambucilem dochazi k poklesu poctu lymfocytd a granulocyti,
pozdé€ji pak 1 poctu trombocytl a erytrocytl. Dale dochazi k vypadavani vlast
a ochlupeni, které se po dvou az tfrech mésicich obnovuje 1 pti pokracujici 1éebe.>

V poslednich letech se pfisun novych cytostatik do klinické praxe znacné
omezil. Bylo sice zavedeno vétsi mnozstvi derivatii osvédCenych cytostatik, ale jejich
efektivita vSak vétSinou zasadnim zpisobem nepiedcila plivodni, matetské latky. Pouze
ojedinéle se objevily latky zcela nové struktury. AvSak velkému uplatnéni se dostalo
neékterym cytostatikim modifikovanym vazbou na rizné nosi¢e.*® Publikovéana byla
studie, kde bylo vyuzito kombinace chlorambucilu s estradiolem pro 1écbu rakoviny
prsu. Jedna z moznych pfi¢in vzniku rakoviny prsu u Zen je pokles hormonalni hladiny
estradiolu. Vazba cytostatika na hormonalni nosi¢ tak mize vyrazné zvysit G¢innost
16¢iva.®® Dalsim moZnym zpisobem modifikace jsou cytostatika enkapsulovana do
liposomu. Liposomy jsou lipidové partikule o velikosti asi 1 — 2 um. Vng&jsi lipidova
vrstva je tvofena dvéma lipidovymi vrstvami a vnitfnim vodnim prostorem.
Cytostatikum je inkorporovano do vnitfniho prostoru. Liposomy tak snadnéji pronikaji
do tkané nadoru. Této vazby bylo vyuzito i u chlorambucilu, ¢imz se zvysil jeho 1é¢ivy

i¢inek a také chemicka stabilita.>*?

1.2.6 Metody stanoveni

Vyvoj metody pro stanoveni chlorambucilu zalezi na biologické matrici
a predpokladané koncentraci analytu ve vzorku. V dostupné literatuie jsou publikovany
prace, které jsou zaméfeny na stanoveni chlorambucilu pomoci separa¢nich technik, je
to pfedevSim vysokouUc¢innda kapalinova chromatograﬁe34 nebo kapalinova

35

chromatografie nareverzni fazi s hmotnostni detekci.”™ Elektrochemické vlastnosti

chlorambucilu byly studovany i pomoci elektroanalytickych metod.**%
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1.2.6.1 Separacni metody

V posledni dob¢ je ¢im dal vétsi pozornost vénovana kontaminaci Zivotniho
prostfedi ze strany veterinarnich a humannich [éCivych pripravki. Jejich detekce
vyzaduje velmi citlivé, presné a specifické metody. Casto jsou vyuzivany separa¢ni
metody ve spojeni s hmotnostni detekci. Jedna takovd metoda byla navrzena pro
stanoveni 19 cytostatik vcetn¢ chlorambucilu. Stanoveni bylo provedeno pomoci
kapalinové chromatografie S hmotnostni detekci s detekénim limitem chlorambucilu
3-10™ mol-I™". (cit. *®) Dal3i metoda pomoci kapalinové chromatografie s predchozi
extrakci (SPE) byla vyvinuta pro stanoveni skupiny cytostatik v odpadnich vodach.
Detekéni limit pro chlorambucil byl 4,9-:10* mol-I"%. (cit. *) Pomoci vysokouginné
kapalinové chromatografie s DAD a fluorescenéni detekci byla stanovena skupina
cytostatik. Detekéni limit pro chlorambucil byl 6,6:107 mol-I™%. (cit. *°) Pro samotné
stanoveni chlorambucilu v Ié¢ivém piipravku byla navrzena metoda HPLC na reverzni
fazi s amperometrickou detekci. Hodnota detekéniho limitu byla 3,3-10711
mol-I%.(cit. **) Pro stanoveni chlorambucilu a jeho hlavniho metabolitu PAAM (z angl.
phenylacetic acid mustard) v lidské plasmé a séru byla vyvinuta metoda HPLC na
reverzni fazi s hmotnostni detekci. Stanoveni bylo vhodné a citlivé pro koncentraéni

rozmezi 1,3 — 2,6-:10"2 mol-I™* pro obé¢ studované léltky.35

1.2.6.2 Elektroanalytické metody

Elektrochemické vlastnosti chlorambucilu byly studovany pomoci adsorpéni
rozpoustéci voltametrie na statické rtutové elektrodé (SMDE) v prostfedi acetatového
pufru o pH 5,4. Zde byl pozorovan signal latky pfi potencialu —1,3 V (vs Ag/AgCl), ale
nebyl objasnén mechanismus pfislusné elektrochemické reakce. Detekéni limit byl
3-10® mol-I™". Pomoci cyklické voltametrie byl studovan vliv interferujich latek na
stanoveni chlorambucilu. Vyvinutd metoda je jednoduchd, rychld a dostate¢né citliva
pro stanoveni v klinickych vzorcich.** Oxido-redukéni vlastnosti chlorambucilu
v piitomnosti 4-chlor-butyronitrilu byly studovany pomoci cyklické voltametrie na
platinové elektrodé. Jako optimalni prosttedi byl zvolen 0,1 mol-I™" fosfitovy
pufr o pH = 7. (cit. %)
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1.3 Rtutovym meniskem modifikovana stfibrna pevna amalgamova elektroda

Pouzivani pracovnich elektrod na zakladé¢ kovové rtuti je v polarografii
avmetodich od ni odvozenych stile povazovano za nejlepsi z hlediska
reprodukovatelnosti vysledkii méfeni. Bohuzel, kvtli obavam z toxicity kovové rtuti,
se rozsah jejiho pouziti jako elektrodového materidlu bud’ zmensuje, nebo se tento druh
elektrod zakazuje uplné. Je to jeden z divodid, pro¢ se V poslednich letech hledaji
a vyvijeji nové elektrodové materialy, které by nahradily rtut’. Zaroven by tyto materidly
mély co nejvice odpovidat konceptu tzv. zelené analytické chemie. Nejvice témto
pozadavkum odpovidaji elektrody z pevnych a pastovych amalgamu. Dle stavu povrchu
amalgamové elektrody tak mame k dispozici napf. lesténou pevnou amalgamovou
elektrodu neobsahujici rtut, lesténou elektrodu pokrytou rtutovym filmem, lesténou
elektrodu pokrytou rtufovym meniskem, pastové nebo kompozitni elektrody. Podle
zakladnich vlastnosti 1ze amalgamové elektrody rozdélit do dvou hlavnich skupin. Bud’
muze byt amalgdm tvofen kovem nebo kovy v pfipadné viceslozkovych amalgamii
(napt. Au, Ag, Ir), ktery je elektrochemicky méné aktivni nez rtut’. Nebo je amalgam
tvofen vice elektrochemicky aktivnim kovem nez rtut’.*?

Ptiprava pevnych amalgamovych elektrod je pomérné jednoduchd a lze je
pfipravit v kazdé laboratofi. Do vhodné sklenéné trubicky se napéchuje do dolni ¢asti
jemny prasek kovu (napt. Au, Ag, Cu) vysoky asi 0,5 — 1 cm. Do horni ¢asti trubicky je
zaveden platinovy dratek, ktery slouzi jako kontakt. Takto pfipravena elektroda se

448 Tim se vytvofi mechanicky

ponoii do kapalné rtuti a ponecha se v ni pies noc.
stabilni a netoxicky amalgam (jak je dokdzdno mnohaletymi zkuSenostmi pfi piipravé
zubnich plomb.*") Vznikly amalgam lze mechanicky vylestit a tim tak pripravit tzv.
lesténou stiibrnou pevnou amalgdmovou elektrodu. Pro analytické ucely je vhodné&jsi
rtutovym meniskem modifikovana stfibrna pevna amalgamova elektroda.®

Pro uspésnou aplikaci pevnych amalgamovych elektrod jsou nutné 3 zikladni
kroky: amalgamace, aktivace a regenerace.** Amalgamace se provadi jednou za tyden
nebo i vicekrat, pokud je potfeba. Béhem méfeni muze totiz dojit ke zhorSeni citlivosti
¢i reprodukovatelnosti. Neni-li patrny meniskus kapalného amalgamu, je dobré provést
amalgamaci znova. Obnova menisku spociva v ponofeni elektrody do kapalné rtuti.
Aktivace elektrody se provadi vzdy na zacatku dne nebo po del$im pieruseni. Aktivaci

se z povrchu elektrody odstranuji oxidy a adsorbované latky. ZvySuje se tim citlivost
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a reprodukovatelnost pro dalSi méfeni. Posledni krok regenerace se provadi
Vv analyzovaném roztoku pied méfenim. Parametry regeneracnich potencial mohou byt
preddefinované v programu analyzatoru nebo je lze ménit a nastavit v daném okné
programu. Aby doslo k obnové povrchu elektrody, postaci vétSinou vlozit na elektrodu
asi po dobu 20 — 30 sekund potencial 0 50 — 100 mV pozitivnéjsi, neZ je potencial
vyluCovani vodiku nebo rozklad zékladniho elektrolytu. Pfi této hodnoté potencialu
se redukuji oxidy kovil tvoficich pevny amalgam a odstraiiuji se adsorbované latky.
Zaroven vSak probiha akumulace vétSiny kovil v analyzovaném roztoku. Provedenim
skokové zmény potencidlu z negativnich hodnot na pozitivnéjSi se zabrani
nekontrolovatelné akumulaci téchto kovii. Naakumulované kovy se tak rozpoustéji.
Pozitivngj$i potencial by vSak nemél dosdhnout takové hodnoty, aby dochazelo
k rozpousténi materialu elektrody nebo k rozkladu zakladniho elektrolytu.**

Pevné amalgamové elektrody modifikované rtuti (meniskem nebo filmem)
se z analytického hlediska jevi jako nejlepsi. Diky jejich kapalnému povrchu, idedlné
rovnému a stejnorodému, je tak vyloucen asi nejvétsi problém pevnych elektrod — jejich
mechanickd regenerace, ¢asto doprovazena Spatnou opakovatelnosti méfeni. Obnoveni
povrchu pevnych elektrod je umoznéno pomoci analyzatoru, ktery je fizen pocitacem.
Tim je dovoleno dosahnout RSD mensi nez 2 — 3 % pti opakovanych métenich a lze tak
vyuzit pevné amalgamové elektrody v pritokovych systémech napf. amperometricky
detektor v HPLC.*

Sttibrnd pevna amalgamova elektroda byla vyvinuta v ramci vyzkumu novych

24 pro vyrobu

elektrod na Ustavu fyzikalni chemie Jaroslava Heyrovského AV CR.
elektrod je stfibro jednim z nejpouzivanéjSich materidlli. Velmi dulezité je, Ze stiibro
rozpusténé ve rtuti netvoii intermetabolické slouceniny s jinymi kovy. Pracovni rozsah
potenciali pevnych stéibrnych elektrod se nejvice blizi k HMDE. Mohou tak byt
vhodnou alternativou za HMDE pro vétsinu analytickych méfeni, prace Snimi je
pohodIngjsi a Ize je vyuZzit i pro méfeni v terénu. Shodné hodnoty proudu pozadi
a potencialy DPV-pikti na m-AgSAE a HMDE dovoluji vzajemné pfenaset a pouzit

pracovni postupy diive vypracované pro rtutove elektrody.
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Mezi hlavni technické a uZzivatelské pfednosti pevnych amalgamovych elektrod

patfi:

- Siroky rozsah pracovnich potenciali;

- elektrochemické obnova povrchu elektrod modifikovanych rtuti;

- neomezena zivotnost elektrod (po dobu 8 let nebyla prakticky zaznamenana
zadna zména vlastnosti) a snadné uvedeni do provozu i po prestavce
nékolika mésicu;

- elektrody z pevnych amalgamu jsou zcela netoxické

- aplikace clektrod do mobilnich laboratoii a snadna zabudovatelnost do
pratokovych systémi;

- pfi ptipravé elektrod vyuzitelnost kovi, které nelze zatavit do skla (Ag,Cu),
¢imz odpada nutnost pouziti specidlnich lepidel

- moznost volby vhodného tvaru a rozméru elektrod a jednoducha

konstrukce**

1.4 Aplikace rtutovym meniskem modifikované stiibrné pevné amalgamové
elektrody

Rtutovym meniskem modifikovana stfibrna pevna amalgdmova elektroda byla
vyuzita pro stanoveni kationtli, pfedevsim tézkych kovi. Stanoveni kovovych ionti je
dilezitou soucasti monitoringu zivotniho prostiedi, sledovani vyskytu Skodlivych latek
a biogennich prvkt v télnich tekutinach atd. Pomoci m-AgSAE bylo provedeno
stanoveni As®*, Cd**, Cr¥*, cu®*, Fe¥', In**, Mn?, Ni?*, Pb%, Sn®*, TI**, Zn**. (cit. ***)
Anodické rozpoustéci voltametrie (ASV) na m-AgSAE byla pouzita pro analyzu smési
kationtd Cu®*, Zn?*, Cd*", Pb?*, TI?*. P¥i praci s m-AgSAE lze pouzit delsi akumulaéni
¢as nez na HDME (az 1 hodina) a tak zvysit citlivost analSIzy.49

Stanoveni aniontd na m-AgSAE miZe probéhnout riznymi elektrochemickymi
procesy, jako je redukce (10°, Nb®), katalytické jevy (NO*), chemisorpce
v kombinaci s nasledujicim katodickym scanem (CI-, Br, I, CNS") nebo adsorpce
(Cr®"). Na m-AgSAE bylo také provedeno stanoveni jodi¢nani v kuchyiiské soli.***®

Pro analyzu organickych latek patii voltametrickd méteni k tém velice citlivym,
nevyzadujicim sloZitou a drahou techniku. Napiiklad mez stanovitelnosti na urovni 107

az 10 mol-I™* je b&zna pro stanoveni adeninu, guaninu, cysteinu i cystinu. m-AgSAE
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byla uspésné pouzita pro studium DNA. m-AgSAE byla vyuzita pro detekci
enzymatického nebo chemického $tépeni DNA v roztoku nebo na povrchu elektrody,
dale pro detekci zlomil na fetézci DNA vyvolané ionizujicim zafenim.** Pomoci
meniskem modifikované stfibrné pevné amalgamové elektrody byla provedena cela
fada analyz nitrovanych polycyklickych aromatickych uhlovodiki (NPAH) a
nitrobenzenua (1-nitronaftalen, 2-nitronaftalen, 2-nitrobifenyl, nitrobenzen, 2-nitrofenol,
1,5-dinitronaftalen), dale karcinogenni latka 3-nitrofluorathen.”**° Na m-AgSAE byly
metodou DPV stanoveny pesticidni latky, jako pendimethalin, 2-methyl-4,6-
dinitrofenol, oxyfluorfen, bifenox.* Légiva proti rakoviné jako doxorubicin, carmustin,
flutamid a lomustin byla také usp&sné stanovena pomoci m-AgSAE.*

V metod¢ prutokové injek¢éni analyzy byla m-AgSAE vyuzita ve ,wall jet”
uspofadani pro detekei 4-nitrofenolu a 5-nitrochinolinu.* U chromatografické metody
HPLC nachazi m-AgSAE uplatnéni jako amperometricky detektor na vystupu z kolony.
Pro méfeni vzacnych nebo drahych latek spomoci AgSAE byla zhotovena
ttielektrodova cela na velmi malé objemy vzorku, coz je vhodné napf. pro studium

DNA.*
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Reagencie

Zasobni roztok chloramfenikolu (>vice nez 99 %, Sigma-Aldrich, Praha, CR)
o koncentraci 1-102 mol-1™! byl pfipraven rozpuiténim pfesné navazeného mnoZstvi
dané latky ve 25 ml deionizované vody. Zasobni roztok chlorambucilu (Sigma-Aldrich,
Praha, CR) o0 koncentraci 1-10° mol I byl pfipraven rozpu§ténim piesn& navézeného
mnoZstvi dané latky v 10 ml methanolu (Lachner, Neratovice, CR). Roztoky o niZsich
molaritach byly pfipravovany piesnym fedénim zdsobnich roztokli dané latky pomoci
methanolu, pufru nebo neionizované vody. Zasobni roztok chloramfenikolu byl
uchovavan ve tm¢ za laboratorni teploty. Jiz dfive bylo zjisténo, Zze zasobni roztok
chloramfenikolu je staly déle neZ jeden mésic.”* Roztok chlorambucilu byl piipravovan
kazdy den Cerstvy.

Brittonovy — Robinsonovy pufry (BR — pufr) o pfislusné hodnoté pH byly
pfipraveny smisenim 0,2 mol-I" NaOH (Penta, Praha, CR) s roztokem obsahujicim
kyselinu fosforeénou (Lachema, Brno, CR), boritou (Lachema, Brno, CR) a octovou
(Lachema, Brno, CR) kazda o koncentraci 0,04 mol-I™". Acetatovy pufr byl pfipraven
rozpusténim vypoéteného mnozstvi octanu sodného (Lachema, Brno, CR) v 50 ml
deionizované vody. Pfidanim 0,02 mol-I™" kyseliny octové (Lachema, Brno, CR) se
tento roztok upravil na pozadované pH. VSechny uvedené chemikalie pro piipravu
tlumivych roztokl byly Cistoty p.a. Roztok chloridu draselného (Lachner, Neratovice,
CR), &istota p.a., okoncentraci 0,2 mol-I? byl pfipraven rozpu§ténim piesné
navazené¢ho mnozstvi latky ve 100 ml. Pro pfipravu vodnych roztoki byla pouzivana
deionizovana voda (Millipore Q-plus systém, Millipore, USA).

Pro stanoveni chloramfenikolu Vv pitné vodé byla dne 19.8.2014 odebrana voda
z vodovodu v budové chemickych kateder pfirodovédecké fakulty UK Praha, Hlavova
8, Praha 2. Pro stanoveni chloramfenikolu v fi¢ni vodé byla dne 21.8.2014 odebrana
voda z feky Vltavy, Naplavka, Praha 2.

Lécivo Spersadex (Sarze 421689, Laboratoires THEA, Clermont-Ferrand, Cedex
2, Francie, Novartis s.r.o., Praha, Ceska republika) o¢ni kapky, roztok, Sml. SloZeni
lé¢iva: chloramphenicolum 5 mg a dexamethasoni natrii phosphas 1 mg v 1 ml roztoku,
benzalkonium-chlorid, makrogol 400, glyceromakrogolricinoleat, dinatrium-edetat,

roztok hydroxidu sodného, voda.
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2.2 Aparatura

Vsechna voltametrickd méfeni (DPV voltametrie, DC voltametrie, cyklicka
voltametrie a AdSV) byla provedena na sestavé Mini — and Microelectrode System
UMuE (ETP-21-10) se softwarem Polar.Pro verze 5.1, firma Polaro — Sensors, Praha,
CR. Software pracoval v opera¢nim systému Windows XP.

Jednotlivd méfeni byla provadéna ve tfielektrodovém zapojeni, ve kterém byla
pouzita argentchloridova elektroda (3 mol-I™* KCI, Eco Trend Plus, CR) jako referentni
a jako pomocna elektroda byla pouzita platinova dratkova elektroda (Eco Trend Plus,
CR). Pracovni elektrodou byla meniskem modifikovana stfibrna pevna amalgdmova
elektroda ¢. 2-05-26 o pruméru disku 0,5 mm vyrobena firmou Polaro — Sensors, Praha,
CR (obr 2.1). Pro méfeni s HMDE byla pouZita pracovni rtutova elektroda od firmy
Polaro — Sensors, Praha, CR. Pfi méfeni DPV byly na elektrodu vkladany pulsy o iice
100 ms amodula¢ni amplitudé -50 mV. Neni-li uvedeno jinak, rychlost nartstu
potencialu byla 20 mV-s™ pii DPV, DCV i CV.

Piesna hodnota pH byla métena digitalnim pH-metrem Jenway 4330 (Jenway
Essen, Velka Britanie) s kombinovanou sklenénou elektrodou (typ 924 005, Jenway
LTD, Essex, Velk4d Britanie). Kalibrace pH-metru byla provadéna standardnimi
vodnymi pufry za laboratorni teploty.

Spektrofotometricka métfeni byla provadéna na piistroji Agilent Technologies
8453 (Agilent, USA), ktery je urCeny k prométeni roztokt v UV/VIS oblasti spektra
v rozsahu 190 — 1100 nm. Spektrofotometr je fizen pomoci poéitacového programu UV-
VisibleChemStation, verze 9.01. VSechna méfeni byla provadéna v kiemennych

kyvetach mérné tlousStky 10 mm.
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Obrazek 2.1 Meniskem modifikovana stribrna pevna amalgamova elektroda:
elektrickych kontakt (1), sklenénd kapilara (2), tuhy stribrny amalgam (3), rtutovy
meniskus (4) (cit. *?)

2.3 Pracovni postupy

Meniskem modifikovana stfibrna pevna amalgamova elektroda prochazela vzdy
ttemi zakladnimi operacemi: 1) Amalgamace: ponofeni elektrody do kapalné rtuti na
dobu asi 15 sekund a mirné zamichani, tim se vytvofil rtutovy meniskus. Amalgamace
se provadéla vzdy na zacatku dne. 2) Elektrochemicka aktivace: aktivace spocivala
vtom, ze elektroda byla ponofena do michaného roztoku chloridu draselného
o koncentraci 0,2 mol-I™, ktery nebyl probublavan dusikem, pfi vlozeném potencialu -
2,2 V po dobu 300 s. Aktivace byla provadéna vzdy po amalgamaci elektrody nebo po
jedné hodiné pti dlouhodobé&jsim méfeni. 3) Regenerace: tento krok byl provadén piimo
vV méfeném roztoku pii soucasném bublani dusikem a michani roztoku. Bylo pouzito
skokové stfidani kladnéjsiho konstantniho potencialu Ereq1 a zdpornéjsiho konstantniho
potencialu Eyeg Vv intervalech 0,1 s a po dobu 30 s. Elektrochemicka regenerace koncila
vzdy pfi zapornéjSim potencidlu. Regenerace byla provadéna jen v n¢kterych piipadech.

Pii voltametrickych méfenich chloramfenikolu bylo do 10 ml odmérné banky
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odpipetovano ptisluSené¢ mnozstvi roztoku studované latky ve vodé, poté byl roztok
doplnén BR pufrem o daném pH az po rysku. Pfi stanoveni chlorambucilu bylo do 10
ml odmérné banky odpipetovano piislusné mnozstvi roztoku studované latky v
methanolu, ptfidan methanol do celkového objemu 5 ml a nasledné byl roztok doplnén
0,2 mol-I™* chloridem draselnym, acetdtovym pufrem nebo BR pufrem o piislusném pH
po rysku. Takto piipraveny roztok byl po promichani pifeveden do polarografické
nadobky. Pfed voltametrickym méfenim byl Cerstvé piipraveny roztok probublavan
dusikem po dobu 5 minut a zbaven tak pfitomnosti kysliku. Nasledn¢ byl proveden
zaznam voltametrické kiivky. Pred kazdym dalSim voltametrickym zdznamem byl
roztok probublavan jen 15 s. Kfivky zékladniho elektrolytu byly méteny tiikrat a kiivky
se studovanou latkou byly méfeny pétkrat. VSechna méfeni se provadéla za laboratorni
teploty.

Pti voltametrickém stanoveni chloramfenikolu v pitné a fi¢ni vod¢ bylo k 9 ml
vzorku matrice vody s potiebnym mnozstvim zasobniho roztoku chloramfenikolu
pfidan jeden 1 ml BR pufru o pH 8 na celkovy objem 10 ml.

Pti stanoveni chloramfenikolu ve vzorku 1é¢iva Spersadex byl nejprve ptipraven
zasobni roztok 1éCiva tak, ze bylo odpipetovano 645 pl roztoku o¢nich kapek do
odmérné banky a doplnéno po rysku na 10 ml deoinozovanou vodou. Nasledné bylo
odpipetovano do odmeérné banky 400 pl tohoto zasobniho roztoku lé¢iva a doplnéno do
10 ml po rysku BR pufrem o pH 8. Takto pfipraveny roztok byl pieveden do
polarografické nadobky a byl proveden voltametricky zaznam. Po té bylo piimo k
roztoku pfidano ve tfech krocich vzdy 200 pl zasobniho roztoku chloramfenikolu o
koncentraci 1-10 *mol-I™* a proveden zaznam kiivky mezi jednotlivymi pidavky. Takto
byla provedena metoda standardniho pfidavku s pfidanymi objemy zasobniho roztoku
standardu chloramfenikolu 200ul, 400ul, 600ul. Zména objemu méfeného roztoku byla
nasledné zahrnuta do vypoétu. O&ekavana koncentrace 1é&iva ve vzorku byla 4-107°
mol-I™.

Kontrola stanoveni obsahu chloramfenikolu ve vzorku léc¢iva byla provedena
pomoci UV spektrometrie dle ceského lékopisu.3 V Iékopisu je stanoveni obsahu
popsano nasledovné: 0,100 g se rozpusti ve vodé a zfedi se na 500 ml. 10 ml tohoto
roztoku se ziedi vodou na 100 ml. Mé&fi se absorbance v maximu pii 278 nm. Vypocita
se obsah chloramfenikolu za pouziti specifické absorbance (Al%), ktera ma

hodnotu 297 (cit.®). Stanoveni obsahu bylo provedeno nami navrZenym zptisobem,
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protoze nas vzorek 1éCiva nebyl v pevném stavu, ale v kapalném stavu. Dle 1€kopisu
byla vypo¢itana koncentrace vzorku 1é&iva po zfedéni, ktera byla 6,2-10° mol-I™. Tato
koncentrace byla ur¢ena k méfeni pomoci UV spektrometrie. Pro dosazeni této
koncentrace bylo odebrdno do 10 ml banky 40 pl roztoku o¢nich kapek Spersadex
a doplnéno po rysku destilovanou vodou. Takto pfipraveny roztok byl zméten pomoci
UV spektrometrie pii vinové délce 278 nm a jako slepy vzorek byla pouzita destilovana
voda. Absorbance namétfeného roztoku vzorku 1éCiva pfi vinové délce 278 nm byla

dosazena do uvedeného vzorce:
A
ATl

1lcm*

CcC =

kde ¢ je ziskana koncentrace vzorku 1é¢iva v g-1I™", A je namé&fend absorbance
vzorku IéCiva a | je délka kyvety.

Vyhodnoceni voltametrickych kiivek bylo odlisné dle pouzité techniky. Pfi
diferen¢ni pulzni voltametrii byl potencial odecten v lokalnim maximu piku. Hodnota
proudu byla odectena od spojnice minim po strandch piku. U DC voltametrie byla pii
vyhodnocovani viny (nékdy piechdzejici do tvaru piku) prodlouZena linedrni Cast
zdznamu pied nastupem a po nastupu viny. V poloviné vysky viny byl odecten
pulvlnovy potencial. Hodnota proudu pii tomto potencialu byla odectena mezi teCnami
ke kiivce vzniklych prodlouzenim linearni ¢asti viny. Pti cyklické voltametrii byl signal
piku vyhodnocen jako u DC voltametrie dle vySe popsaného postupu.

Mez stanovitelnosti byla vyhodnocena na zakladé¢ vypoctu desetinasobku
smérodatné¢ odchylky proudu dvaceti opakovanych méfeni studované latky o
aritmeticky prumér péti a vice métenych kiivek studované latky. Dale jsou zobrazeny
chybové usecky jako intervaly spolehlivosti na hladiné vyznamnosti a = 0,05.
V n¢kterych ptipadech byl pro zpracovani naméfenych dat pouzit Studentiv test
odlehlosti vysledkii. VySe zminéné statistické zpracovani bylo provadéno pomoci

vypoctl a funkei v programu Excel MS Office.
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3 Voltametrické stanoveni chlorambucilu na rtutovym
meniskem modifikované stfibrné pevné amalgamové

elektrodé

3.1 Cyklicka voltametrie

V prvnim kroku byl chlorambucil studovan pomoci cyklické voltametrie
na visici rtutové kapajici elektrodé (HMDE). Pii tomto méfeni bylo vyuzito nékterych
pracovnich podminek, které byly ptevzaty z jiz diive publikované prace.*! Bylo vyuzito
stejného prostiedi (acetatovy pufr pH 5,4), pracovni elektrody, ale pro nase méteni byla
zvolena jina koncentrace chlorambucilu. V ptvodni praci pracovali S koncentraci
chloramfenikolu 5-10° mol-I™", my jsme zvolili sohledem na citlivost koncentraci
chlorambucilu 5-:10* mol-I™*. Cilem bylo ové&feni prostiedi acetatového pufru o pH 5,4
a potencialu reduk¢niho piku —1,3 V (vs Ag/AgCl) chlorambucilu, jak bylo uvedeno
v cit.* a pokusit se pouzit tyto podminky pro stanoveni pomoci m-AgSAE.

V roztoku chlorambucilu o koncentraci 5-10* mol-I™* v prostfedi v methanolu
a acetatového pufru o pH 5,4 vpoméru 1:1 na HMDE, byly méfeny tfi cykly
v potencidlovém rozsahu od 0 mV do —1800 mV a zpét. Ve vSech tfech cyklech se
objevil v prvni sméru pik pfi potencialu —1492 mV. Za stejnych podminek bylo méfeni
provedeno na m-AgSAE, kde se vSak signal latky podafilo obtizné€ zachytit v okraji
potencialového okna pii potencialu —1535 mV. V porovnani s praci (cit.*") byl nas
signal latky zachycen pifi vyznamné zapornéjSim potencidlu. Mechanismus redukce
chlorambucilu na HDME v praci (cit.*!) nebyl objasnén a ani se nam nepodafilo
jednoznaéné navrhnout redukéni mechanismus reakce odpovidajici naSemu signalu.

Chlorid draselny byl zvolen jako dal§i mozné prostiedi pro stanoveni
chlorambucilu. V roztoku chlorambucilu o koncentraci 2-:10* mol-1" v methanolu
v prostfedi chloridu draselného o koncentraci 0,2 mol-I™ v poméru 1:1 na m-AgSAE,
bylo méfeno pét cyklu v potencidlovém rozsahu od 100 mV do —1650 mV a zpét. Pét
cykll bylo provadéno proto, aby se systém dostal do ustdleného stavu. Ve vSech péti
cyklech se objevil vprvnim sméru pik pfi potencialu —1212 mV. Voltamogram
posledniho cyklu je uveden na obr. 3.1. Studovana latka poskytovala v prostiedi

chloridu draselného dobte vyhodnotitelny signal.
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Obriazek 3.1 Cyklicky voltamogram chlorambucilu (¢ = 2-10*mol-I}) ve smési
methanol-0,2 mol-I* chiorid draselny v poméru 1:1 (2) a zédkladni elektrolyt (I).
Meéreno na m-AgSAE.

3.2 Diferen¢ni pulzni voltametrie

Technikou diferen¢ni pulzni voltametrie byly hledany optimalni podminky pro
stanoveni na m-AgSAE. Byl sledovan vliv pH na chovani chlorambucilu v prostiedi BR
pufruopH 2 az 12.

Pfi studiu vlivu pH na chovani chlorambucilu (¢ = 2-10™ mol-I™) v prostfedi BR
pufru o hodnot¢ pH 2 az 12 a v metanolu (1:1) nebyl zaznamenan zadny signal
studované latky. Pomoci DPV roztok chlorambucilu o koncentraci 2:10* mol-I*
v methanolu v prostiedi chloridu draselného v poméru 1:1 poskytoval jeden pik pii
potencidlu —1284 mV. Proto pro dalsi méfeni chlorambucilu byla zvolena smeés
methanolu a chloridu draselného (¢ = 0,2 mol-I™") jako optimalni prostiedi. Na obr. 3.2
je znazornén DP voltamogram chlorambucilu (¢ = 2:10~* mol-I™") ve smé&si BR pufr
0 pH 7 a methanol v poméru 1:1 a ve smési methanol-chlorid draselny (¢ = 0,2 mol-I™")
vV poméru 1:1.

V dalsim kroku méfeni DPV byla studovana stalost signalu chlorambucilu
(c = 110 mol-I™") ve smé&si methanol-chlorid draselny (c = 0,2 mol-I™") v poméru 1:1.

Nejprve byla studovana latka méfena bez regenerace anasledné S regeneracnimi
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potencialy Erg1 = —100 mV a Erg = —1650 mV, po té s potencidly Ereq1 = —200 mV a

Ereg2 = —1650 mV, déle s potencidly Ereq1 = —200 mV a Ereg» = —2300 a v posledni fadé
s potencidly Erg = —200 mV a Egp = —2500 mV. Pii opakovaném méfeni bez
regenerace dochazelo ke zmenSeni signdlu a k posunu piku na ose ve sméru
zaporngjSich potencidli. S vlozenymi regeneracnimi potencidly byl signal latky
ponékud neostry az rozmyty. Také dochazelo k posunu piku na ose ve sméru
zapornéjsich potencidlti. Signal latky se po méfeni Casto obtizné dostaval do ptivodniho
stavu, proto bylo nutné opakovat amalgamaci elektrody.

Zavérem je nutno konstatovat, ze nebyly nalezeny vhodné podminky pro
stanoveni chlorambucilu na rtufovym meniskem modifikované stiibrné pevné
amalgamové elektrodé. Byly sice nalezeny podminky, za nichz tato latka poskytovala
voltametrické piky, ale stabilita a opakovatelnost signalu byla nizka, proto se jevila jako

nevhodna pro analytické stanoveni.

I, nA |

-800 -1200 E, mV -1600

Obrazek 3.2 DP voltamogram chlorambucilu (¢ = 2:10*mol-I™") ve smési BR
pufr o pH 7 a methanol v poméru 1:1 (1) a zdikladni elektrolyt (2) spolu s DP
voltamogramem chlorambucilu (¢ = 2-10*mol-I}) ve smési methanol-0,2 mol-I* chlorid
draselny Vv poméru 1:1 (3) a zdkladni elektrolyt (4). Méreno na m-AgSAE, rychlost
skenu 20 mV-s .

-29 -



4  Voltametrické stanoveni chloramfenikolu na rtutovym
meniskem modifikované stfibrné pevné amalgamové

elektrodé

4.1 DC Voltametrie
41.1 VlivpH

Vliv pH na chovéni chloramfenikolu (¢ = 1-10* mol-I"™") pti DCV na m-AgSAE
byl sledovan v prostiedi BR pufru o pfislusném pH v rozmezi hodnot 2 — 12. Latka
poskytovala jednu vinu pfi pH 2. V rozmezi pH od 3 az 12 byly zaznamenény dv¢ viny,
Z nichz prvni méla strméjsi narast a byla vyssi. Vysledné zaznamenané voltametrické
kiivky jsou na obr. 4.1. Pilvlnovy potencidl prvni viny linearné klesal s rostoucim pH
hodnot od 2 az po 12, jak je vidét na obr. 4.2.

Metodou linearni regrese byl pro zavislost ptilvinového potencialu Ei, na pH
v roztoku BR pufru v rozmezi 2 — 12 vypocéten vztah:

Eir (MV) =-29,6 pH —-332,4 (kolera¢ni koeficient —0,9854)

Potencial druhé viny se s rostoucim pH v podstaté neménil. Grafické znazornéni
zavislosti pulvinovych potenciali Ey, a proudd vin I, na pH je znazornéno na obr. 4.2
a4.3.

Optimalnim prostfedim byl zvolen BR pufr o hodnoté pH 7, kde chloramfenikol
poskytoval nejlépe vyhodnotitelnou vinu s nejvyssi opakovatelnosti jeji vysky. Pii
tomto zvoleném prostiedi byla provedena opakovana méieni bez a s regeneracnimi
potencialy Ereg1 = 0 mV a Eregz =1800 mV. Graficky je pribéh regenerace znazornén
zavislosti proudu viny |, na pofadovém c¢isle méfeni N na obr. 4.4. Ze zavislosti je vidét,
ze vyvoj proudu viny je klesajici pfi vlozeni regeneracnich potencialt. Pti regeneraci

byla zjisténa RSD =10,5 % a bez regenerace byla hodnota RDS = 2,4 %.
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Obrazek 4.1 Voltamogramy chloramfenikolu (¢ = 1-10* mol-I™) mérené
technikou DCV na m-AgSAE vV prostredi RB pufru 0 pH 2 — 12. Hodnoty pH pufiii
odpovidaji ¢islum krivek v grafu.
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Obrazek 4.2 Zavislost piilvnového potencialu E1j; chloramfenikolu (c = 1-107*
mol-I™) na pH roztoku. Méfeno technikou DCV na m-AgSAE V prostiedi RB pufiu 0 pH
2 — 12, prvni pik (1 —e), druhy pik (2 — o).
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Obrazek 4.3 Zavislost proudu viny I, chloramfenikolu (c = 1-10* molI™) na pH
roztoku. Méreno technikou DCV na m-AgSAE V prostiedi RB pufiu, prvni pik (1 — e),
druhy pik (2 — o).

180

I, nA |
.eeg;;;3'599222-"'°o.°°o°.......o.......

60t
% 10 20 30 40

N

Obrazek 4.4 Zavislost proudu viny I, chloramfenikolu (c = 1-10°* mol1™) na
poradovém cisle mereni (N) V prostiedi BR pufru o pH 7, méreno technikou DCV na
M-AgSAE. S regeneraci © — Ereg1 = —1800 mV a Eregp =0 mV’, ® — bez regenerace.
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4.1.2 Kalibraéni zavislosti

V prosttedi BR pufru o pH 7 byly proméfeny kalibracni zavislosti
chloramfenikolu v koncentraénim rozmezi od 1-10° mol-I* az po 1:10* mol-I*
metodou DCV na m-AgSAE. Naméfené kalibracni zavislosti byly v celém
koncentratnim rozsahu linearni. Graficky jsou vysledné DC voltamogramy
chloramfenikolu zobrazeny na obr. 4.5 (A) pro koncentrace v rozsahu (1 — 10)-107°
mol-I* a na obr. 46 (A) pro (1 — 10)-10°®mol-I"*. Zavislost vysky vlny I, na
koncentraci chloramfenikolu v rozmezi (1 — 10)-10° mol-I"! je znazornéna na obr. 4.5
(B) a pro koncentraéni rozmezi (4 — 10)-10° mol-I* na obr. 4.6 (B). Parametry
kalibra¢nich zavislosti a mez stanovitelnosti jsou uvedeny v tab. 4.2.

Pro kontrolu opakovatelnosti vySky viny a ur€eni meze stanovitelnosti za danych
podminek byla provedena opakovand méfeni voltamograml pfi nejniz§i dosazené
koncentraci 4-107° mol-I* (RSD = 5,0 %). Dosazena mez stanovitelnosti byla 2.3-10°°

mol-I™%.
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Obrazek 4.5 Voltamogramy chloramfenikolu meérené technikou DCV na m-
AQSAE v prostiedi BR pufru o pH 7. ¢ (CAP): 0 (1), 10 (2), 20 (3), 40 (4), 60 (5), 80 (6),
100 (7) umol-I™" (4). Zavislost proudu viny na koncentraci CAP v rozmezi 10 — 100
umolI™. (B)
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Obrazek 4.6 Voltamogramy chloramfenikolu mérené technikou DCV na
m-AgSAE v prostredi BR pufiu o pH 7, ¢ (CAP): 0 (1), 1 (2), 2 (3), 4 (4), 6 (5), 8 (6), 10
(7) umol1™ (4). Zavislost proudu viny na koncentraci CAP Vv rozmezi 4 — 10 umol-I™.
(B)

Tabulka 4.2 Parametry kalibracnich primek pro stanoveni chloramfenikolu
metodou DCV na m-AgSAE v prostredi BR pufiu o pH 7.

koncentrace usek smérnice korelaéni LOQ
[mol-I] [nA] [NA-mol™I] koeficient [mol-I]

(1-10)-10"° 0,18 ~1,22-10° -0,9903 -

(1-10)-10° 1,27 ~1,40-10° ~0,9972 2,3-10°
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4.2 Diferencni pulzni voltametrie

4.2.1 VlivpH

Vliv pH na chovani chloramfenikolu (¢ = 1-10* mol-I™) pfi DPV na m-AgSAE
byl sledovan v prostfedi BR pufru o pfislusném pH v rozmezi hodnot 2 — 12. Latka
poskytovala jeden pik pii pH 2. V rozmezi pH od 3 az 12 byly zaznamenany dva piky,
Z nichz prvni byl vyss§i a mél ostiejsi tvar. Vysledné zaznamenané voltametrické kiivky
jsou na obr. 4.7. Potencial DPV pikt linearné klesal v rostoucim pH hodnot od 2 az po
12, jak je vidét na obr. 4.8.

Metodou linedrni regrese byl pro zavislost potencialu prvniho piku E, na pH
v roztoku BR pufru v rozmezi 2 — 12 vypocéten vztah:

Ep (MV) =-35,6 pH —260,0 (kolera¢ni koeficient —0,9871)

Potencial druhého piku se srostoucim pH v podstaté neménil. Grafické
znazornéni zavislosti potencialt pikti E, a proudi piki I, na pH je zndzornéno na obr.
48 a 4.9. Optimalnim prostiedim byl zvolen BR pufr o hodnot¢ pH 8, kde
chloramfenikol poskytoval nejvyssi a nejlépe vyhodnotitelnou vinu. Pfi tomto zvoleném
prostiedi byla provedena opakovana méfeni chloramfenikolu (c = 1-10* mol-I™*) bez
regenerace (RSD = 4,1 %) a s regeneracnimi potencialy Erg = 0 MV a Epg = —1800
mV (RSD = 3,7 %), Ereg1 = 0 MV a Ergz = 1900 mV (RSD = 1,6 %), Ereg1 = 0 mV a
koncentraci chloramfenikolu (¢ = 2:10° mol-I™") bez regenerace (RSD = 5,6 %) a
s regeneraci Ereg1 = 0 MV a Ergz = 1900 mV (RSD = 8,8 %), Graficky jsou prubéhy
regeneraci znazornény zavislosti proudt piki I, na pofadovém c¢isle méteni N na obr.
4.10. Ze zavislosti je vidét, ze vyvoj proudi pika I, je stabilnéjsi a citlivéjsi bez vlozeni

regeneracnich potencialll, proto byla dalSi métfeni provadéna bez regenerace.
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Obrazek 4.7 Voltamogramy chloramfenikolu (¢ = 1-10™* mol-I}) mérené
technikou DPV na m-AgSAE Vv prostiedi RB pufru o pH 2 — 12. Hodnoty pH pufiii
odpovidaji ¢islum krivek v grafu.
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Obrizek 4.8 Zavislost potencidlu piku E, chloramfenikolu (c = 1-10* mol-I™")
na pH roztoku. Méreno technikou DPV na m-AgSAE v prostredi RB pufru o pH 2 — 12,
prvni pik (1 —e), druhy pik (2 — o).
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Obrazek 4.9 Zavislost proudu piku I, chloramfenikolu (c = 1-10*mol1™) na pH
roztoku. Mereno technikou DPV na m-AQSAE V prostredi RB pufru, prvni pik
(1—e), druhy pik (2 — o).
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Obrazek 4.10 Zavislost proudu piku I, chloramfenikolu (c = 1-10* mol-I™Y) na
poradovém cilse méreni (N) V prostiedi BR pufiu o pH 8, méreno technikou DPV na
mM-AQSAE. S regeneraci 0 — Eregr= 0 MV @ Ejegp= —1800 MV , ® — Ereq1= 0 MV a Ejego=
—1900 mV, A — Eyeg1= 0 mV a Erego=—2000 mV, o — bez regenerace
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4.2.2 Kalibraéni zavislosti

V prosttedi BR pufru o pH 8 byly proméfeny kalibraéni zavislosti
chloramfenikolu v koncentraénim rozmezi od 1-10° mol-I" az po 1:10* mol-I*
metodou DPV na m-AgSAE. Naméiené kalibraéni zavislosti byly v celém svém
koncentracnim rozsahu linedrni. Graficky jsou vysledné DP voltamogramy
chloramfenikolu zobrazeny na obr. 4.11 (A) v koncentraéni rozsahu (1 — 10)-107°
mol-I™* a pro (1 — 10)-10 ° mol-I"* na obr. 4.12 (A). Zavislost proudu piku I, na
koncentraci chloramfenikolu v rozmezi (1 — 10)-10° mol-I* je znarodn&na na obr. 4.11
(B) a pro koncentraéni rozmezi (1 — 10)-10° mol-I™* na obr. 4.12 (B). Parametry
kalibra¢nich zavislosti a mez stanovitelnosti jsou uvedeny v tab. 4.4. Pro kontrolu
opakovatelnosti vysky piku za danych podminek byla provedena opakovanid méfeni
voltamogram@l pi nejniz§i dosaZené koncentraci 2-10° mol-I* (RSD = 6,0 %).

DosaZend mez stanovitelnosti byla 2,1-10° mol-1™.
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Obrazek 4.11 Voltamogramy chloramfenikolu mérené technikou DPV na
m-AgSAE v prostredi BR pufiru o pH 8. ¢ (CAP): 0 (1), 10 (2), 20 (3), 40 (4), 60 (5), 80
(6), 1001 (7) umolI™ (4). Zavislost proudu piku na koncentraci CAP v rozmezi 10 — 100
umoll. (B)
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Obrazek 4.12 Voltamogramy chloramfenikolu mérené technikou DPV na
m-AQgSAE v prostiedi BR pufru o pH 8. ¢ (CAP): 0 (1), 1 (2), 2 (3), 4 (4), 6 (5), 8 (6), 10
(7) umol-I™" (4). Zavislost proudu piku na koncentraci CAP Vv rozmezi 1 — 10 umol-I™.
(B)

Tabulka 4.4 Parametry kalibracnich primek pro stanoveni chloramfenikolu
metodou DPV na m-AgSAE v prostiedi BR pufiu o pH 8.

koncentrace usek smérnice korelaé¢ni LOQ
[mol-1Y] [nA] [nA-mol ™[] koeficient [mol-I]

(1-10)-107 ~1,15 ~1,48-10° -0,9964 -

(1-10)-10°° 0,26 ~1,59-10° ~0,9999 2,1-10°
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4.2.3 Stanoveni chloramfenikolu v pitné a ri¢ni vodé pomoci diferencni pulzni

voltametrie

Pro stanoveni chloramfenikolu v realnych matricich na m-AgSAE byla zvolena
metoda diferencni pulzni voltametrie, protoze byla citlivéjsi a signal byl obecné 1épe
vyhodnotitelny. Jako piiklady jednoduchych realnych matrici byla zvolena pitna a ficni
voda.

Kalibra¢ni zavislost chloramfenikolu v pitné vodé byla proméifena DPV na
m-AgSAE v prostfedi BR pufru o pH 8, v koncentra¢nim rozmezi méfeného roztoku od
1-:10° az po 1-10* mol-I'%, Graficky jsou vysledné DP voltamogramy chloramfenikolu
v pitné vod& zobrazeny na obr. 4.13 (A) pro koncentratni rozsah (1 — 10)-10°
mol-I™"* a pro (1 — 10)-10 °mol-I'™* na obr. 4.14 (A). Zavislost proudu piku I, na
koncentraci chloramfenikolu vrozmezi (1 — 10)-10° mol-I* je znarodnéna na
obr. 4.13 (B) a pro koncentraéni rozmezi (1 — 10)-10°® mol-I* na obr. 4.14 (B).
Koncentraéni zdvislosti byly v celém svém méfeném rozsahu line4drni. Parametry
kalibra¢nich zavislosti a mez stanovitelnosti jsou uvedeny v tab. 4.5. Vysledné hodnoty
smérnic u stanoveni v pitné vode byly pro ob& koncentrani rozmezi vétsi nez vysledné
smérnice u stanoveni v ficni vodé. To muze byt zplisobeno vlivem matrice, ale
stanoveni také nebylo méfeno na identickém povrchu pracovni elektrody. Dosazena

mez stanovitelnosti v pitné vods byla 4,2-:10°° mol-I"*.
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Obrazek 4.13 Voltamogramy chloramfenikolu v pitné vode a BR pufru o pH 8
vV pomeéru 9:1 mérené technikou DPV na m-AgSAE. ¢ (CAP): 0 (1), 10 (2), 20 (3), 40
(4), 60 (5), 80 (6), 100 (7) umol-I™ (4). Zavislost proudu piku na koncentraci CAP
V rozmezi 10 — 100 umol1™. (B)
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Obrazek 4.14 Voltamogramy chloramfenikolu v pitné vodé a BR pufru o pH 8
VvV poméru 9:1 mérené technikou DPV na m-AgSAE. ¢ (CAP): 0 (1), 1 (2),2(3),4 (4),6
(5), 8 (6), 10 (7) umol-I™* (4). Zavislost proudu piku na koncentraci CAP V rozmezi
1— 10 umol1™. (B)
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Kalibracni zavislost chloramfenikolu v fi¢ni vod¢ byla proméfena DPV na
m-AgSAE vV prostfedi BR pufru o pH 8, v koncentra¢nim rozmezi méfeného roztoku od
1-10°® az po 110 mol-I". Graficky jsou vysledné DP voltamogramy chloramfenikolu
V fi¢ni vod& zobrazeny na obr. 4.15 (A) pro koncentraéni rozsah (1 — 10)-10° mol-1™" a
pro (1 — 10)-10° mol-I™* na obr. 4.16 (A). Zavislost proudu piku I, na koncentraci
chloramfenikolu v rozmezi (1 — 10)-10° mol-I™* je znazornéna na obr. 4.15 (B) a pro
koncentraéni rozmezi (1 — 10)-10° mol-I™* na obr. 4.16 (B). Koncentraéni zavislosti
byly v celém svém méteném rozsahu linearni. Parametry kalibrac¢nich zavislosti a mez
stanovitelnosti jsou uvedeny v tab. 4.5. Dosazena mez stanovitelnosti v fi¢ni vodé byla
2,9-10 ° mol-I'™,

Tabulka 4.5 Parametry kalibracnich primek pro stanoveni chloramfenikolu
V 7icni a pitné vode metodou DPV na m-AgSAE Vv prostiedi BR pufiu 0 pH 8.

Pitna voda

koncentrace usek smérnice korelaé¢ni LOQ
[mol-1Y] [nA] [nA-mol 1] koeficient [mol-1"]

(1-10)-10° 1,14 -8,18-10° ~0,9982 -

(1-10)-10° 0,13 -7,84-10° ~0,9979 4,2:10°°

Ri¢ni voda

koncentrace usek smérnice korelaéni LOQ
[mol-I™] [nA] [NA-mol™I] koeficient [mol-I]

(1-10)-107 -5,95 ~1,00-10° ~0,9940 =

(1-10)-10° 0,41 ~1,15-10° -0,9993 2,9-10°
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Obrazek 4.15 Voltamogramy chloramfenikolu v 7icni vodé a BR pufru o pH
vV pomeéru 9:1 mérené technikou DPV na m-AgSAE. ¢ (CAP): 0 (1), 10 (2), 20 (3), 40
(4), 60 (5), 80 (6), 100 (7) umolI™ (4). Zavislost proudu piku na koncentraci
chloramfenikolu v rozmezi 10 — 100 umol1™*. (B)
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Obrazek 4.16 Voltamogramy chloramfenikolu v 7i¢ni vode a BR pufru o pH
VvV pomeéru 9:1 mérené technikou DPV na m-AgSAE. ¢ (CAP): 0 (1), 1 (2),2 (3),4 (4), 6
(5), 8 (6), 10 (7) umol 1™ (4). Zavislost proudu piku na koncentraci CAP v rozmezi 1 —
10 umol-1*. (B)
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4.3 Cyklicka voltametrie

Chloramfenikol o koncentraci 1-:10* mol-I™" byl studovan pomoci cyklické
voltametrie na m-AgSAE v prostiedi BR pufru o pH 2, 6, 8 a 10 pfi rychlosti polarizace
100 mV-s*. Zaznamenéno bylo pét cykli, aby se systém dostal do ustadleného stavu.
Me¢éieni byla provadéna bez regenerace. Namétfené voltamogramy pro jednotliva pH 2,
6, 8, 10 jsou na obr. 4.17, 4.18, 4.19 a 4.20. Nasleduji popis redukce chloramfenikolu na
m-AgSAE byl navrzen a popsan dle dostupné literatury zabyvajici se problematikou
mechanismu redukci aromatickych nitrosloucenin ve vodnych roztocich.>* ™ Dalgi
prevzaté mechanismy vychazeji z popisu elektrochemického chovani podobnych
slougenin na rtutovych elektrodach °"*® a také na pevnych stiibrnych amalgamovych
elektrodach.”**

V prosttedi BR pufru o pH 2 je dobie patrny jeden katodicky pik p
(E12 =367 mV), ktery pravdépodobné odpovida ¢tyfelektronové redukci nitro skupiny
(ArNO,) na hydroxylamino skupinu (ArNHOH) (cit. ***®°"*%) dle rovnice (4.1):
pch: ArNO, +4e” +4H* — ArNHOH + H,0 (4.1)

V prosttedi BR pufru o pH 6 jsou dobie rozpoznatelné dva katodické piky p™*
(Exp = =393 mV) a p® (Ey, = —922 mV), kde pik p® pravd&podobné odpovida opét
Ctyfelektronové redukci dle rovnice (4.1) a pik pC2 pravdépodobné odpovida nésledné
dvouelektronové redukci hydroxylamino skupiny (ArNHON) na amino skupinu
(ArNH,) (cit. ®***"%%) dle rovnice (4.2):
pe: ArNHOH+2e™ +2H" — ArNH, +H,0 (4.2)

V prostfedi BR pufru o pH 8 se v prvnim skenu objevily dva katodické piky p°3
(Exz = -592 mV), p* (Ey2 = 1051 mV) a pii dalsich skenech vzniké katodicky pik p®
(Ex, = —98 mV) . Daéle se objevuje jeden anodicky pik p™ (Eyz = —132 mV), ktery

vzniké p¥i zp&tném skenu. Katodicky pik p® pravd&podobn& odpovida jednoelektronové

redukci nitro skupiny (ArNO,) za vniku radikalu (ArNO; ) dle rovnice (4.3).

Nasledujici katodicky pik pc4 pravdépodobné odpovida ttielektronové redukei vzniklého

radikalu (ArNO; ) na hydroxylamino skupinu (ArNHOH) (cit. °*°°®% dle rovnice
(4.4).
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pe: ArNO, +e~ <> ArNO;, (4.3)

p°t: ArNO;, +3e” +4H" — ArNHOH+H,0 (4.4)

Anodicky pik p* ve zp&tném skenu pravdépodobn& odpovida dvouelektronové
reverzibilni oxidaci hydroxylamino skupiny (ArNHOH) za vzniku nitroso skupiny
(ArNO) dle rovnice (4.5). Katodicky pik p® vznika zp&tnou reakci rovnice (4.5).

p*t: ArNHOH <> ArNO+2e™ +2H" (4.5)

V prosttedi BR pufru o pH 12 vznikaji dva katodické piky p® (E1, = —664 mV)
a p* (Ey, = —-888 mV), v dalsich skenech pak katodicky pik p® (Ey, = —318 mV),
v reverznim skenu se objevuje jeden anodicky pik p™ (Eyz = —343 mV). Katodické piky
pC3 a p® pravdépodobné odpovidaji jedné a tfielektronové redukci dle rovnic (4.3)
a (4.4). Anodicky pik p* odpovida dvouelektrodové reverzibilni oxidaci dle rovnice
(4.5) a katodicky pik p® vzniké zp&tnou reakci rovnice (4.5). Déle se zde objevuje dalsi
katodicky pik p® (Eyz = —1156 mV), ktery nebyl popsan Zadnym reakénim
mechanismem v dostupné literature.

Byly méfeny cyklické voltamogramy chloramfenikolu (1-10* mol-I™") na
m-AgSAE pfi riiznych rychlostech polarizace v rozmezi 25 az 300 mV-s* v prostiedi
BR pufru o pH 2, 6, 8, 12. Graficky je zavislost proudu piku na odmocnin¢ rychlosti
polarizace (v'?) pro pH 2, 6, 8 a 12 znazornéna na obr. 4.21 (A — D). Z uvedenych
zavislosti je vidét, ze proudy pikd jsou linearné zavislé na odmocniné rychlosti

polarizace (v

), tedy elektrochemické reakce studované latky jsou fizeny difuzi.
Parametry linedrnich zavislosti proudii pikGi na odmocnin€ rychlosti polarizace

a rychlosti polarizace jsou uvedeny v tab. 4.6.
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Obrazek 4.17 Cyklicky voltamogram chloramfenikolu (¢ = 1-10* mol1™)
mereny technikou CV na m-AQSAE V prostredi BR pufru o pH 2 (2) a zdkladni elektrolyt
(1). MéFeno ve sméru od 0 mV k — 1200 mV a zpét, rychlost skenu 100 mV-s %,

-500
I, NA |
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Obrazek 4.18 Cyklicky voltamogram chloramfenikolu (¢ = 7-10™ mol1™)
mereny technikou CV na m-AgSAE Vv prostiedi BR pufru o pH 6 (2) a zdkladni elektrolyt
(1). MéFeno ve sméru od 0 mV k — 1700 mV a zpét, rychlost skenu 100 mV-s™.
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Obrazek 4.19 Cyklicky voltamogram chloramfenikolu (¢ = 1-10* mol1™)
méreny technikou CV na m-AgSAE Vv prostredi BR pufru o pH 8 (2) a zdkladni elektrolyt
(1). Méieno ve smeru od 0 mV k —1700 mV a zpét, rychlost skenu 100 mV-s .
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Obrazek 4.20 Cyklicky voltamogram chloramfenikolu (¢ = 1-10 mol1™)
mereny technikou CV na m-AgSAE V prostiedi BR pufru o pH 12 (2) a zdkladni
elektrolyt (1). Méfeno ve sméru od 0 mV k — 1800 mV a zpét, rychlost skenu 100 mV-s ™.
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Obrazek 4.21 Zavislost katodickych a anodickych piki chloramfenikolu
(c = 110 molI™Y) na odmocniné rychlosti polarizace (v'?), méfeno cyklickou
voltametrii na m-AQSAE V prostredi BR pufru o pH 2 (4), pH 6 (B), pH 8 (C), pH 12
(D)
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Tabulka 4.6 Parametry linearnich zavislosti proudii katodickych a anodickych
pikii chloramfenikolu (110 mol-l'™Y) na rychlosti polarizace a odmocniné rychlosti

polarizace
oH p°ap? smérnice  usek  korela¢ni smérnice usek  korelaéni
Euz [MV] [NA-mV¥2s¥?]  [nA]  koeficient  [nA-mV-s] [nA]  koeficient
2 pCl -367 -21,6 9,7 —0,9948 -0,9 -92,8 —0,9898
p~ -393 -26,7 -24,3 —0,9976 -12 -1534 -0,9791
° pC2 -922 -19 26 —0,9885 -0,1 -11,4 —0,9880
pC3 -592 24,1 47,7 —0,9948 -1,1 -165,3 —-0,9705
8 pC4 -1051 -11,5 26,0 -0,9910 -0,5 -29,1 —-0,9799
pall -132 18,2 -34,0 0,9998 0,8 -53,1 0,9887
pC3 —664 -8,3 -54 —0,9942 -0,4 —45,7 -0,9722
12 pC4 —888 -6,9 -9,8 -0,9728 -0,3 —44,0 -0,9375
pall -343 143 20,7 0,9972 0,6 48,6 0,9785

4.4  Adsorpéni rozpoustéci voltametrie

Adsorpéni rozpoustéci voltametrie byla pouZzita v prostfedi BR pufru o pH 8,

ktery byl zvolen jako optimalni prostiedi pro DPV. Koncentrace chloramfenikolu byla

2:10° mol-I™" . Byl zjistovéan vliv potencialu akumulace na vysku piku chloramfenikolu

vrozmezi od 0 mV do 450 mV, graficky je tato zavislost zndzornéna na obr. 4.22.

Pti akumulaci byl roztok michan a doba akumulace byla 60 s. Jako optimalni hodnota

potencialu akumulace byla zvolena Eyc = -300 mV. Pii této hodnoté Eq byl sledovan

vliv doby akumulace na vysku piku chloramfenikolu taec =05, 155, 30 s, 60 s, 120 s,

200 s, 300 s. Roztok byl pifi akumulaci michan. Graficky je tato zavislost zndzornéna na

obr. 4.23. Ze zavislosti je vid&t, Ze studovana latka se pii koncentraci 2-10° mol-

neakumuluje.
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Obriazek 4.22 Zavislost proudu piku I, chloramfenikolu (¢ = 2:10 ° mol-I'") na
potencidlu akumulace Equ, pri taee = 60 S, méreno technikou AdSV na m-AgSAE

V prostiredi BR pufru o pH 8.
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Obriazek 4.23 Zavislost proudu piku I, chloramfenikolu (c = 2:10° mol-I™) na
casu akumulace ta, pri Eace = —300 mV, méreno technikou AdSV na m-AgSAE
V prostiredi BR pufru o pH 8.
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4.5 Stanoveni chloramfenikolu ve vzorku lé¢iva Spersadex

Pro stanoveni chloramfenikolu ve vzorku IéCiva byla pouzita metoda
standardniho ptidavku. Vzorek lé¢iva byl analyzovan pomoci DPV na m-AgSAE
v prostiedi BR pufru o pH 8. Koncentrace Ié¢iva chloramfenikolu v kapkach Spersadex
byla 1,5-:10 2 mol-I"". O¢ekavana koncentrace ve vzorku 1é&iva po nafedéni byla 4-10°
mol-1™, zjisténa byla koncentrace (3,8 + 0,4)-10 mol-I"* a vytézek byl 97 + 4 %.
Kontrola stanoveni obsahu chloramfenikolu ve vzorku IéCiva byla provedena pomoci
UV spektrometrie dle ceského lékopisu3 pii vlnové délce 278 nm s vytézkem
104 £ 1 %. Postup metody standardniho ptidavku a pfiprava vzorku IéCiva pro
stanoveni, véetn¢ kontroly obsahu chloramfenikolu pomoci UV spektrometrie, je
popsana v Kap. 2.3. Graficky je metoda standardniho pifidavku znazornéna DP
voltamogramy na obr. 4.24 (A) a pfislusna koncentrac¢ni zavislost na obr. 4.24 (B),
parametry metody jsou uvedeny v tab. 4.7. Absorpéni spektrum vzorku 1é¢iva je na obr.
4.24.
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I, nA 1, nA
' -40 |
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-600 -700 -800 4 -2 0 2 4 6 8
E, mV c.10%, mol.I"

Obrazek 4.24 Voltamogramy chloramfenikolu mérené technikou DPV na
m-AQSAE v prostiredi BR pufiru o pH 8. (1) zdkladni elektrolyt; (2) vzorek v zakladnim
elektrolytu; (3) vzorek s pridavkem CAP na koncentraci 2:10° mol1™;(4) vzorek
s pridavkem CAP na koncentraci 4-10° molI™;(5) vzorek s pridavkem CAP na
koncentraci  6:10° mol:I ™ (A).  Grafické zndzornéni  stanoveni  koncentrace
chloramfenikolu ve vzorku léc¢iva metodou standardniho pridavku (B).
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Tabulka 4.7 Parametry metody standardniho pridavku chloramfenikolu
v koncentracnim rozmezi (2 — 6)-10° mol-l™Y, méreno metodou DPV na m-AgSAE
Vv prostiedi BR pufru o pH 8.

tsek smérnice korelaéni koncentrace [mol-I '] vytézek
[nA] [NA'‘mol™1]  koeficient  otekavana  stanovena %
-19,3 -5,08-10° -0,9995 4,0-10° 3,8:10° 97+4
2
A

0 . 1 1
200 300 400
A, nm

Obrazek 4.26 Absorpcni spektrum roztoku chloramfenikolu (¢ = 6,2:10°
mol-lfl) ve vode. Méreno v kiremennych kyvetach o mérné tloustce 10 mm, jako slepy
vzorek byla pouzZita destilovand voda.

-52 -



S Zavér

Pomoci elektrochemickych technik byl studovan chlorambucil a chloramfenikol
na rtutovym meniskem modifikované stfibrné pevné amalgdmové elektrodé.
Pro stanoveni 1é¢iva chloramfenikolu byly vypracovany metody DC voltametrie (DCV)
a diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV) a byly aplikovany techniky cyklicka voltametrie
(CV) a adsorpcni rozpoustéci voltametrie (AdSV).

Bylo zjisténo, ze chlorambucil poskytuje pii CV na HMDE v prostiedi metanolu
a acetatového pufru o pH 5,4 (1:1) jeden pik pii potencialu —1492 mV, ale dle
literatury™ ma byt potencial piku —-1,3 V (vs Ag/AgCl). Mechanismus redukce
chlorambucilu na HDME v praci** nebyl objasnén, proto jsme nemohli popsat redukéni
mechanismus reakce odpovidajici nasemu signdlu. Pii stanoveni chlorambucilu na m-
AgSAE latka poskytovala signal v okraji potencialového okna. Nebyly nalezeny vhodné
podminky pro stanoveni chlorambucilu na m-AgSAE. Bylo zjisténo, ze latka nebo
produkty elektrochemické reakce interaguji s povrchem elektrody a stalost signalu na
m-AgSAE se jevila jako nevhodna pro vyvoj voltametrické metody stanoveni na této
elektrodé.

Pii studiu chloramfenikolu bylo zjisténo, Ze latka poskytuje v prostiedi BR pufru
jednu nebo dvé viny pii DCV a jeden nebo dva piky pfi DPV. Jako optimalni prostiedi
pro stanoveni chloramfenikolu pomoci DCV byl zvolen BR pufr o pH 7 a pti DPV o pH
8. Za téchto zvolenych podminek byly proméfeny kalibracni zavislosti v koncentra¢nim
rozmezi 1-10° mol-I" — 1-10* mol-I*, kde pii DCV poskytovala latka linearni
zavislost signalu pouze v rozsahu 4-10° mol-I™* — 1-:10* mol-I"* a pii DPV v celém
méfeném rozsahu. Mez stanovitelnosti byla 2,3-10° mol-I™* pti DCV a 2,1-10° mol-I™*
pti DPV. Pii stanoveni v nizkych koncentracich byl signal u DPV 1épe vyhodnotitelny a
metoda byla citlivéjsi.

Pro ovéfeni pouzitelnosti vyvinuté metody v realnych matricich byla pouzita
metoda DPV. Byly proméfeny kalibra¢ni zavislosti v koncentrani rozmezi 1:10°
mol-I"* — 1-:10* mol-I"}, které byly linearni v celém rozsahu. Mez stanovitelnosti byla
4,2:10°° mol-I™* v pitné vods a 2,9-10° mol-I™ viieni vods. Vtab. 5.1 jsou pro
srovnani uvedeny limity stanovitelnosti vyvinutych metod pro stanoveni
chloramfenikolu na m-AgSAE. V tab. 5.2 je uveden piehled diive publikovanych
elektrochemickych stanoveni chloramfenikolu. NaSe vyvinutd metoda pro stanoveni

chloramfenikolu na m-AgSAE je robustngj$i a primarné posazena na stanoveni
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v 1é¢ivech, kde je koncentrace vysoka.

Elektrochemické chovani chloramfenikolu bylo studovano pomoci cyklické
voltametrie v prostfedi BR pufru o pH 2, 6, 8 a 10. Na zaklad¢ dostupné literatury byl
navrzen a popsan mechanismus elektrochemickych reakci chloramfenikolu na povrchu
m-AgSAE pro jednotliva pH.

Pro aplikaci techniky adsorpéni rozpoustéci voltametric byl sledovan vliv
potencialu akumulace a doby akumulace na vysku piku pro chloramfenikol o
koncentraci 2:10 ° mol-1"™" v prostiedi BR pufru o pH 8 na m-AgSAE. Bylo zjisténo, Ze
studovana latka se na povrchu elektrody m-AgSAE neakumuluje.

Pomoci vyvinuté metody DVP byl stanoven chloramfenikol ve vzorku 1é¢iva
Spersadex. Stanoveni bylo provedeno metodou standardniho ptidavku Vv prostfedi BR
pufru o pH 8, s vytéZzkem stanoveni 97 + 4%. Pro porovnani byl také chloramfenikol
stanoven spektrofotometricky podle &eského lékopisu® s vjt&zkem 104 + 1%. Oba
vytézky byly v dobré shodé, ¢imz se ovéfila pouzitelnost metody pro stanoveni tohoto

typu vzorku.

Tabulka 5.1 Srovndni limitii stanovitelnosti vyvinutych metod pro stanoveni
chloramfenikolu na m-AgSAE

koncentrace elektroda/metoda prostiedi LOQ
[mol-I"] [mol-I]
m-AgSAE/DCV BR pufr pH 7 2,3-10°
10 110 m-AgSAE/DPV BR pufr pH 8 2,1-10°°
m-AgSAE/DPV BR pufr pH 8, pitna voda 4,2:10°
m-AgSAE/DPV BR pufr pH 8, fi¢ni voda 2,9-10°°
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Tabulka 5.2 Prehled elektrochemickych stanoveni chloramfenikolu

linearni
. LOQ .
elektroda metoda prostiedi dynamicky [mol-I cit.
mol-
rozsah
BDDFE DPV BRpufrpH6 110%-210°%  3-10° 60
BDDFE DCV BRpufrpH6 1.10%-210°  3-10° o0
acetatovy pufr c ; 9 1
EPGCE CV a SVW 7.10°-1.10° 6-10
pH 5,3
acetatovy pufr c ; ; 26
SMDE SWV 210°-1.107 3710

pH 4
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