UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

Piirodovédecka fakulta

Studijni program: Klinick&a a toxikologicka analyza

Hana Axmannova

STANOVENI METRONIDAZOLU NA MODIFIKOVANE
UHLIKOVE PASTOVE ELEKTROLE

Determination of Metronidazole on Modified Carboaske

Electrode

Bakalarska prace

Vedouci bakal&skeé prace: Mgr. Hana Dejmkova

Praha 2013



Prohlaseni

ProhlaSuji, Ze jsem tuto z&ecnou praci zpracovala samostata Ze jsem uvedla
vSechny pouzité inforngai zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podsd&tist nebyla
piedloZena k ziskani jiného nebo stejného akadenctiteiu.

Jsem si ¥doma toho, Ze ifpadné vyuziti vysledk ziskanych v této praci, mimo

Univerzitu Karlovu v Praze je moZné pouze po pisamgouhlasu této univerzity.

V Praze dne 10. 5. 2013



Rada bych patkovala Mgr. Has Dejmkové za odborné vedeni, cenné rady a
piipominky @i zpracovavani mé bakatké prace. Dale bych &a podtkovat vSem
kolegim z laboratee 112, kté& vytvorili piijemné a patelské prosedi. V neposledni
fadk musim podkovat svym rodium, jelikoZz bez jejich finagni i psychické podpory

bych nemohla studovat vysokou Skolu.



Kli ¢éova slova:

Diferen¢ni pulzni voltametrie
Uhlikova pastova elektroda
Metronidazol

Potlateni redukce kysliku

Key words:

Differential pulse voltammetry
Carbon paste electrode
Metronidazole

Suppression of oxygen reduction



Abstrakt

V této bakal&skeé praci byla zkoumana moznost pé&lai odezvy kysliku na uhlikové
pastové elektrad pomoci modifikace elektrodytiglavkem reduéniho ¢inidla. Jako
modifikatory byly zvoleny d¥ latky: ski¢itan sodny a fosfornan sodny. K porovnani
byla pouzita uhlikova pastova elektroda bez modde& Moznost vyuZziti vyvinutych
elektrod byla o¥tena prosednictvim stanoveni metronidazolu metodou difénén

pulzni voltametrie.

Byly optimalizovany podminky pro stanoveni metr@zdiu: ze zavislosti vysky pik
na pH bylo zvoleno pro nemodifikovanou uhlikovoustioaou elektrodu (CPE)
optimalni pH 10, pro sicitanem modifikovanou elektrodu (S-CPE) pH 7 a pro
fosfornanem modifikovanou elektrodu (F-CPE) pH 4 Wbranych prosedich byly
zmeteny koncentréni zavislosti, ze kterych byly &éeny meze detekce a stanovitelnosti
pro dané elektrody. Byla zkoumana moznost zvysitivost stanoveni pomoci
akumul&niho kroku, ale akumulace metronidazolu nebyla pmzma ani po

5 minutéach.

Meze detekce a stanovitelnosti pro CPE byly 1,7xbol/l a 5,6x1F mol/l. Pro
S-CPE byly tyto hodnoty 6,8xPimol/l a 2,3x10¢ mol/l a pro F-CPE 1,3x10mol/l a
4,3x10° mol/l.

Vyvinuta metoda stanoveni byla pedgna stanovenim metronidazolu v realném vzorku
tablety Entizol s obsahem 250 mg metronidazolu.aBlanalytu byl stanoven metodou
standardniho ifidavku. Jako refer&ni metoda byla pouzita vysoka@iona kapalinova
chromatografie s obracenou fazi (RP-HPLC). Njvshodu s deklarovanou hodnotou
obsahu metronidazolu v takdetykazovalo stanoveni pomoci F-CPE, naopak nejmensi

shodu vykazovalo #teni pomoci CPE.



Abstract

This bachelor thesis examines the possibilitiesugpression of the oxygen signal of
carbon paste electrode by modification of the ebeld with a reductant. Two modifiers
were chosen: sodium sulphite and sodium hypophtesphihe unmodified carbon paste
electrode was used for the comparison. The pos®bilof using these developed
electrodes were verified via determination of melazole by the differential pulse

voltammetry.

The conditions for the determination of metronideasere optimized; for unmodified
carbon paste electrode (CPE) buffer of pH 10 wiecta as the optimum medium, for
carbon paste electrode modified with sodium suépli@-CPE) buffer of pH 7 was
selected, and finally for carbon paste electrodalifienl with sodium hypophosphite
(F-CPE) buffer of pH 4 was selected as the optimomadium. In this media,
concentration dependences were measured and dateail quantification limits were
obtained. The possibility of increase of the sévigit of determination by the
accumulation step was studied, but the accumulationetronidazole was not observed

after 5 minutes.

The detection and quantification limits for CPE werl,7x10 mol/l and
5,6x10° mol/l, for S-CPE 6,8x10 mol/l and 2,3x1d mol/l and finally for F-CPE
1,3x10° mol/l and 4,3x18 mol/.

The developed methods of determination of metrautiawere then verified by its
determination in the real sample of Entizol tabtiataining 250 mg of metronidazole.
Concentration of the analyte was determined bydstah addition method and then
compared with reversed phase high- performancedlignromatography (RP-HPLC)
also using the standard addition method. The hmsensus with the declared amount
of metronidazole in tablet form was found using t&PE, in contrary the worst

consensus was found using the CPE.
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1. Teoretickacast

1.1 Cil prace

Cilem této bakal&ké prace je studium modifikace uhlikovych pastbvytektrod
vhodnymi reduknimi ¢inidly s cilem omezit vliv kysliku rozpuitého v past a
porovnani &chto elektrod s nemodifikovanou uhlikovou pastovalektrodou
prostednictvim vyvoje metody pro stanoveni metronidazdéiky pouzivané jako
antibiotikum napiklad proti bakteridlni vagindze, pomoci dife¥ehpulzni voltametrie.
Ziskané vysledky byly pouzity ke stanoveni metrammu ve farmaceutickém vzorku

tablet Entizol s obsahem metronidazolu 250 mg.

1.2 Studovana latka

Metronidazol je derivat nitroimidazolu, d&a latka vykazujici antibakterialni i
antiprotozoalni &inky, pouzivana od roku 1959 K& infekci zpisobenych
Trichomonas vaginalisKrom¢ tohoto mikroorganismu gsobi i proti Gardnerella
vaginalis Entamoeba histiolyticaproti gramnegativnim tynkam Bacteroides fragilis

a grampozitivnim t§inkam Eubacteriuma Clostridium[1].

Diky t¢tmto (&inkim se pouziva igdevsim k |&b¢ bakterialni vagindzy. Jedna se o
negijemné onemocami Zenského pohlavniho organu, kterézm vest k chronickému
panevnimu z&fu, potratu nebo fledasnému porodu. Vaginalni prieti je typicky
kyselé v disledku osidleni laktobacily. Pokud dojde k poklesnozstvi laktobadil

v pochw, mohou se zZdt mnozit patogenni bakterie [2,3].

Mezi vedlejSi dinky zpisobené metronidazolem $adi neutropenie (snizeny (i
neutrofili), gastrointestinalni poruchy, pélenii pnoc¢eni a ztmavnuti mo. Vedlejsi
Gcinky nervového systému jsou ataxie, zdyrperiferni neuropatie a bolesti hlavy.
NejzavazijSim problémem je mutagenita a karcinogenita, nmédiazol byl zéazen na

seznam moznych karcinodejiz v roce 1985 kiili zvySenému vyskytu nadomu mysi



a krys. V naslednych studiich na lidech byl prokazayseny vyskyt rakoviny plic u

Zen l&€enych metronidazolem. Je zajimavé, Zgespo se tato latka stale pouziva [1,4].

Metronidazol je dofe vstebavan vSemi tka&mi, putuje do krve, mozku, Ziy
mozkomisni tekutiny, maitekého mléka i placenty. Metabolizuje se v jatrech
hydroxylaci, oxidaci postrannihdetzce a konjugaci s kyselinou glukuronovou.
Vyluéovani metronidazolu je zprastlkovano z §tSi ¢asti ledvinami (60-80 %), dale
pak vylwovanim do stolice (6-15 %) [1,5].

1.3 Zpisoby stanoveni metronidazolu

Metronidazol se stanovuje aanymi metodami, fedevSim chromatograficky,

elektrochemicky nebo spektrofotometricky.

Typickym pikladem chromatografického stanoveni metronidaziojlo stanoveni
metodou RP-HPLC s UV detekcfi®254 nm, kde byla pouZzita kolonaBondapack
C-18 a jako mobilni faze sfa methanol:voda (40:60, V/V). Bylo &eno s pomoci
sulfamethoxazolu jako vifitiho standardu. Bylo dosazeno lineérni katibfakiivky
v rozmezi koncentraci 10-4@®/ml, mez detekce a mez stanovitelnosti byl§eay na
hodnoty 0,331g/ml a 1,11ug/ml [6].

Z posledni doby riweme jmenovat také chromatografické stanoveni imtdazoh
v Sesti tiznych matricich, které bylo provedeno pomoci kaymaié chromatografie
v tandemu s hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS)eshiny vzorky byly pecistény
pomoci extrakce na pevné fazi (SPE) za pouzitit&®®B kolonek. K analyze byla
pouzita HPLC kolona Kinetex XB C-18 typu core—sh@d0 mm x 3 mm, 2,6m),
separace probihala izokraticky s mobilni faziiévmu 0,1% kyselinou mravé&nve
smesi voda:methanol (88:12, V/V, pH 2,6¥iporatokové rychlosti 0,7 ml/min. Pro
metronidazol byly meze stanovitelnosti a detek&3 (Ag/kg a 0,lug/kg [7].

Ze spektrometrickych metod stanoveni metronidazofizeme jmenovat nuklearni

magnetickou rezonanci (NMR). V tomtoripact bylo pouzito protonového NMR
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spektrometru typu 300 MHz, JEOL-NM-LA300 FT-NMRkyselinou maleinovou jako
internim standardem a DMSQ-gako rozpou&tdlem. Vy&Zzek metronidazolu byl
v rozmezi 98,06-100,46 % stpnérnou odchylkou 0,45 %. Byla natiena koncentkani
zavislost v rozmezi 0,92-170 mg/0,6 ml DM8§)8].

Pfi elektrochemickych metodach se wigad metronidazolu vyuzivd redukce
nitroskupiny na odpovidajici hydroxylamin. Jednaakovychto stanoveni bylo
provedeno pomoci elektrody ze skelného uhliku aktimé nanesenim vrstvy aluminy
metodou pimé voltametrie (DCV) v progdi BR pufru o pH 10. Koncentnai
zavislost byla linearni v rozsahu koncentraci 28306x10* mol/l, mez detekce byla
uréena na hodnotu 1,1x10mol/ [9].

Pti nedavném elektrochemickém stanoveni metronidabgla pouzita méhn obvykla
elektroda ze skelného uhliku modifikovana komperitdozenym z grafenu a iontové
kapaliny. K néfeni byla pouzita diferémi pulzni voltametrie (DPV) v pragdi
fosfatového pufru o pH 7. Kalibtai zavislost byla linearni v rozsahu koncentraci
1x10 " - 2,5x10° mol/l. Mez detekce byla ena jako 4,7x18 mol/l [10].

1.4 Uhlikovéa pastova elektroda

Uhlikova pastova elektroda (CPE) byla objevenacerd958 R. Adamsem, ktery
puvodre hledal alternativu ke rtiové kapkové elektrad DME) [11].

Uhlikova pastova elektroda se sklada ze dvou htdwkdémponent, jimiz jsou uhlikovy
prasSek a organické pojivo. Jako pojivo seias§ji pouziva mineralni, parafinovy nebo
silikonovy olej, neb6 sphuji zakladni pozadavky: jsou nerozpustné a chemicky
neaktivni v ndfeném roztoku, jsou n&Kavé, stabilni a s dlouhou Zivotnosti. Jako
uhlikovy prasek se n&gstji vyuziva grafit nebo mikréastice skelného uhliku, nebo

maji stejnou velikostastic, nizkou schopnost absorpce a jsou chengisk§ [12,13].

Po smichani obow¢hto sloZek vieci misce je @lezité nechat danou s stabilizovat,

protoZze pokud neni sfa dostaténé ustalena, nize dochazet ke zfnam v chovani
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elektrody. Takto pipravenou uhlikovou pastou se dale péhd elektrody, které jgéasto
vyrobeno z teflonu nebo polyethylenu a je opab pistem ke snadnému vygai

pouzité pasty a k rychlému obnoveni povrchu elektfd2,14].

Vlastnosti uhlikové pastoveé elektrody jsou srovimtes vlastnostmi pevnych elektrod,
jedna se fedevsSim o hydrofobitu, nizky odpor a nizky proudami. Pokud chceme
poznenit viastnosti CPE, izeme (kromd vymeény jedné ze dvou zakladnich sloZzek) do
pasty gidat néjaky modifikator, takto upravené elektrody se nagiymodifikované
uhlikové pastové elektrody (MCPE) [15].

Modifikace elektrod mé& uz dlouhou tradici -avedni Adamsovu elektrodu upravil
napiklad T. Kuwana, ktery zavedl do pastového materidhemicky aktivni latku,

ferrocen, antrachinon nebo 5-aminobenzofenon [16)alSi Upravu proved!
R. P. Baldwin, ktery do pastyfimichal dalSi latky, aby upravil jeji vlastnosti.
Konkrétre  vyuzil schopnosti prekoncentrace, kdy pouzil 2dirhethyl-1,10-

fenanthrolin k akumulaci &a’nych ionti na povrchu CPE [17].

Obsah modifikujici latky je &Sinou v rozmezi do 30% (w/w) a igohi jak upravit
uhlikovou pastu &kolik. Prvnim zgisobem je rozpu&hi modifikatoru v kapalné slozce
pasty, dalSi moznosti jgimichat modifikator do pastyéhem procesu homogenizace,
v neposlednifadt je také mozno napustit grafitovy prasSek roztokebsatujicim

modifikator a nechat jej odfig tento postup se nazyva impregnace grafitu [13].

Jednou z mnoha zmidnych vyhod CPE je velmi nizky zbytkovy proudi méieni
v anodické oblasti potenciglbohuzel pi pouziti v katodické oblasti vznikéipméreni
rusivy signal, ktery je zjsoben redukci rozpusteho kysliku v past Takto naruSena
elektroda nize vykazovat zvlastni chovani. Kyslik se nachaabeu slozkach pasty,
rozpusény v pastovaci kapalinnebo sorbovany na povrchu uhlikovy&dstic. Z poi
uhliku mize byt odstraén rekolika zpisoby. Ri velmi vysokych teplotach nebo
evakuaci za pokojové teplotyiiere byt vyloden ve fornd oxida [18].
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Pfi zkoumani vlivu sloZzeni pasty na obsah kyslikuobgjiS€no, Zze druh pouZzitého
pojiva ovliviiuje tvar katodické #vky. Zatimco pasta ipravena smichanim grafitu

s kEZn¢ pouzivanym silikonovym nebo mineralnim olejem adeala vy3Si obsah
kysliku (podle zakladni linie), pastaiipravena taktéz z grafitu ale s pouzitim
trikresylfosfatu (TCP) ma obsah kysliku mnohem mensSi [19]. Dalsi moznosti
vytésréni kysliku z pasty je probublani roztoku, ve ktergenelektroda ponena,

argonem nebo jinym inertnim plynem [19].
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2.  Experimentalni ¢asl

2.1 Studovana latka

)\ Lo
/QN |J\;{/
o )b

Obr. 1

Strukturni vzorec metronidazol

C.A.S. nazev: 2-(2-methyd-nitro-1H-imidazol-1-yl)ethanol
C.A.S.¢islo: 443-48-1

Sumarni vzorec: §HgN3O3

Molarni hmotnost: 171,16 g/m

Bod tani: 159-163°C

Fyzikalni stav: bild az Zluté krystalicka 14

DalSi pouzivana jména: Flagyl, Filr

2.2 Pouzité chemikal

Studovanou latkou byl -2-methyl-5-nitro-H-imidazol-1-yl)ethanb (metronidazol),
viz Obr. 1.Zasobni roztok metronidazo(Sigma-Aldrich)o koncentraci x10° mol/l
byl ptipraven rozpu$him pesrt odvazeného mnozstvi latky destilované vod
Roztoky o nizSich koncentracich bylyigravovany pipetovanim ipsného objem
zasobniho roztoku a jeho naslednéedini BrittonovymRobinsonovyr pufrem (BR

pufrem) k doazeni patbné koncentrac

Zasobni roztok byl uchovar chladu a temnu.
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Brittonuv-Robinsoriiv pufr byl pripraven smichanim dvou zakladnich slozek, slozky
kyselé se zasaditou. Zasaditou slozkuritveodny roztok hydroxidu sodného (p.a.,
Lach-Ner, NeratoviceCeska republika) o koncentraci 0,2 mol/l. Druhym ladkim
roztokem byla kyseld sloZkaiipravena smichanim kyseliny octové (99%, p.a.,
Lach-Ner, NeratoviceCeska republika), kyseliny fosfameé (85%, p.a., Lach-Ner,
Neratovice Ceskéa republika) a kyseliny borité (p.a., LachemaoBCeskéa republika),

kazdé na koncentraci 0,04 mol/l.

Uhlikova pasta pro ptmi elektrody byla pipravena zhomogenizovanim 250 mg grafitu
(Grafit Tyn, Ceska republika) s0,1 ml mineraniho oleje (Sigmdriah).
Modifikované uhlikova pasta obsahoval&i&ian sodny (p.a., Lachema, BrnOeska
republika), druha modifikovand pasta obsahovaldofoan sodny (p.a., Lach-Ner,
Neratovice,Ceskéa republika). Udavanyipavek modifikatoru je vztaZeny k hmotnosti

grafitu a gedstavuje fidavek k jeho zakladnimu mnozstvi.

2.3 Pouzita aparatura

Pro voltametricka gieni byl pouzit Eco Tribo polarograf, Software PoRro v. 5.1

(Polaro-Sensors, Praha).

Byly pouzivany celkemit pracovni elektrody na bazi uhlikové pasty. Prelektroda
byla nemodifikovana uhlikova pastova elektroda (ZREuha byla uhlikova pastova
elektroda s fidavkem fosfornanu sodného (F-CPE) ratit byla uhlikova pastova
elektroda s fidavkem dii¢itanu sodného (S-CPE), vSe v teflonovém poezdaktivni
plochou 2 mm. Jako referentni byla pouzita argdotitova elektroda s 3 mol/l KCI
(ECO-Trend, Ceska republika) a jako pomocna platinova pliskovékteoda
(ECO-TrendCeska republika).

Ke stanoveni metodou RP-HPLC byla pouZita sestavéteré byla k poh&ni mobilni
faze do systému pouzita gradientovd pumpa Beta Bdbnf, Ceska republika)
a k odplyréni mobilni faze byl pouzit degasser DG 4014 (Ecdiaska republika).

Davkovéani probihalo pomoci davkaease smykou o objemu 2Qul (Ecom, Ceskéa
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republika). Stanoveni probihalo na kaloKromasil C18 (250 mm x 4,6 mm)
scasticemi o piméru 5 um a analyt byl detekovan UV-VIS spektrofotometricky
detektorem Sapphire 600 (Econgieska republika). V3echna data byla sbirana
programem Clarity Chromatography Station (DataAp&xaha, Ceska republika)
pracujicim v prosedi Windows XP (Microsoft, USA).

2.4 DalSi pouzivana gaeni

pH metr: Jenway 3510 (Velka Britanie) s kombinovasklergnou elektrodou;
Spektrofotometr: Agilent 8453 (Agilent, USA).

2.5 Pracovni postupy

2.5.1 Optimalizace #teni

Vzorek byl gipraven odpipetovanimigsného mnozstvi zasobniho roztoku do 10ml
odmerné baiky a dopln po rysku BR pufrem, roztok byl promichan a patévpden
do voltametrické nadobky. Roztok bylrgal z&atkem ngtfeni 5 minut probublan

dusikem pro odstr&ni kysliku z roztoku.

VSechna n&feni byla provagha za laboratorni teploty a to nejméwe fech

opakovanich.

Nastaveni paraméitrpro DPV bylo nasledovné: rychlost polarizace 20/sy\WysSka
pulzu -50 mV, §ka pulzu 100 ms, kvky byly mé¢teny v potencialovém rozsahu 0 az
-1000 mV.

Pti méreni kalibr&ni zavislosti byly hodnoty zpracovany metodou Inmé&egrese, mez

detekce a stanovitelnosti pak byla vyfidna jako trojnasobek, respektive

e

rozliSitelného od Sumu a smmice kalibr&ni kiivky.
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Obsahu metronidazolu ve vzorcich byl stanovovartt@eh tabletach, jeho obsah byl

vyjadien jako stedni hodnota a rozptyl pomoci &modatné odchylky.

2.5.2 Vzorky tablet

Jako realny vzorek byly pouzity tablety Entizol kidy Farmaceutyczne Polpharma
S.A., Starogard, Polsko) obsahujici metronidazéb jainnou latku. Vzorky byly
piipraveny rozdrcenim tablety ¥eci misce aigvedenim do 250ml odfmych bark,
poté byly baky doplrény po rysku destilovanou vodou a promichanynkBabyly
vloZzeny do ultrazvuku a sonikovany 5 minut. Z takipravenych roztok bylo
nasledd odebrano 0,5 ml do 10ml o@mmé baiky a dopl@no po rysku BR pufrem
0 pozadovaném pH a potéspromichano. Z odsmné baky byl roztok geveden do
voltametrické nadobky pro &eni, roztok byl ped nmeétenim vzdy 5 minut probublan

dusikem.

Ke stanoveni pomoci HPLC byl po sonikaci vzorekprggné tablety pefiltrovan
pomoci stikackového filtru ProFill PVDF/0,45um (Fischer Scientific), z takto
preciStetného roztoku bylo odebrdno 0,5 ml, bylyidany 4 ml methanolu (gradient
grade for chromatography, LiChrosolv®, Merck¢micko) a nakonec bylo dogimo
po rysku destilovanou vodou. Roztoky se standargiidavkem obsahovaly navic diu
200 ul, nebo 400ul (1. a 2. pidavek) standardu o koncentraci 5%1fol/l, byl pridan

methanol a az poté byl roztok dofgtndestilovanou vodou po rysku.

2.6 Spektrofotometrické studium stalosti zasobm@dzboku

Stalost z&sobniho roztoku o koncentraci I%10mol/l byla studovéana
spektrofotometricky. Absotmi spektrum bylo kreno v 1mm kyvet proti destilované
vodé v rozsahu vinovych délek 190-800 nm (Obr. 2). Abaace metronidazolu byla
sledovana po dobu 3&siai. Z praibéhu jednotlivych kivek vyplyva, Ze je zasobni
roztok stabilni v temnu a chladu alegpmo tuto dobu. Nagfené hodnoty absorbanci

jsou uvedeny v Tab. |.
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Tab. I: Nangtené hodnoty absorbanci zasobniho roztoku metrooiidaz

t (dny) A (A=197 nm) A (A=230 nm) A (A=320 nm)
1 0,570 0,320 0,902

30 0,573 0,318 0,900
90 0,574 0,318 0,900

1 —

A
190 290 390 490 590 690 790
A (nm)

Obr. 2

UV-VIS spektrum zasobniho roztoku metronidazolwadentraci 1x18 mol/l, méieno
v 1mm kyvet proti destilované vad
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3. Vysledky a diskuze

3.1 Modifikace uhlikové pasty

Pfi métreni v katodické oblasti dochazi k redukci kyslikaery je taktéz obsazen
v roztoku. Proto byly zkoumany elektrody irpési redukniho ¢inidla, aby k redukci
kysliku dochazelo chemicky a ne elektrochemicky. Oidikovych past byl tedy
piimichan dfi¢itan sodny a fosfornan sodny. Chovani takto uprasfenpast bylo

zkoumano v progedi o Giznych hodnotach pH.

Na trojici past (CPE, S-CPE a F-CPE) byly&eny Kivky zakladniho elektrolytu (BR
pufr) o iznych hodnotach pH, aby se zjistilo, jestlitpact primichani modifikatok

zmizi vina kysliku.

Z Obr. 3 je patrné, Zefipméreni nemodifikovanou elektrodou se objevuje vindikys
Potlateni kysliku probiha u S-CPE v neutralni oblastir(CGh; v kyselych prosedich
je pozorovatelny napadny pikiegmeé zde probiha ¢aka vedlejSi reakce igtitanu,
zejména v prosedi o pH 2. Naopak v zasaditych oblastech se qmtlakysliku
dostatén¢é neprojevilo. Pro F-CPE bylo zvoleno pH 4, protdiaky mély nejlepsi
pribéh v kyselych oblastech pH (Obr. 5). V zasaditycHastech kivka zaina ve
vysSich hodnotach proudu, coz neni vhodné, jelgkonizkych koncentracich se analyt

muze skryt.
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Obr. 3

DP voltamogramy zakladniho elektrolytu (BR pufr§iemy pomoci CPE, pH pufru je
nazng&eno u kivky.
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Obr. 4

DP voltamogramy zékladniho elektrolytu (BR pufryi@nych hodnotach pH, &eno
pomoci S-CPE. Hodnoty pH jsou uvedenytivhy.

-40

l
» (HA) 30

-20

-10

0 -200 -400 -600 -800 -1000
E, (mV)

Obr. 5

DP voltamogramy zékladniho elektrolytu (BR pufryi@nych hodnotach pH, &eno
pomoci F-CPE. Hodnoty pH pufru jsou zobrazenyivek.
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3.2 Optimalizace pH prastdi

Vliv pH prostedi na chovani analytu se zkouma proto, aby bylbn@avolit optimalni
pH ke stanoveni, tedy pHfigkterém je pik analytu nejlépe vyvinuty, v tomtogad je

navic dilezité, aby kyslik neinterferoval séienim metronidazolu.

Vliv pH prostedi na chovani metronidazolu byl sledovan na nefikogdané CPE

v prostedi BR pufru o hodnétpH 2 az 12. Koncentrace pouzivaného roztoku byla
1x10% mol/l. Nam&tené hodnoty proudud ) a potencialulp) na pH jsou zobrazeny na
Obr. 6 a Obr. 7. Jakimeme vidt z ©chto dvou obrazk nejvysSi hodnoty proudu byly
nameéreny v prostedi neutralnich pH, coz je praygbdobré zagic¢inéno vlivem sliti
piku analytu se signalem kysliku, ktery odezvu ngamnz\eétsil. Elektricky potencial
piku se se zvysSujicim pH posouva z hodnoty cca 880k hodno¢ cca -650 mV,
piicemz s dalSim zvySovanim pH se jiz neposouva k néj3m hodnotam potencialu.
Namgtené voltamogramy jsou k wdi na Obr. 8.

K dalsim ngienim pomoci CPE bylo zvoleno pH 10Gii fterém jsou interference
kysliku nejmensi. V fipact modifikovanych elektrod (tedy S-CPE a F-CPE) byt
stanoveni limitovano oblasti, kde probiha uspokopetlateni vlivu kysliku, tedy pro
S-CPE pH 7 a pro F-CPE pH 4. Budemefkgpokladat podokinkonstantni zavislost
vySky piku na pH jako u nemodifikované CPE, budéetotb omezeni na stanoveni jen

maly vliv.
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I, (nA)

Obr. 6

Zavislost proudu piku roztoku metronidazolu o karicaci 1x10* mol/l na pH
prostedi, méfeno metodou DPV pomoci CPE.

0,7
V4 —X
AN
E, (nv)
-0,5
0,3
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH
Obr. 7

Zavislost potencialu piku metronidazolu o koncesitte<10* mol/l na pH prosed;,
meieno metodou DPV pomoci CPE v piesti BR pufru.
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Obr. 8

DP voltamogramy metronidazolu o koncentraci I%I@ol/l v prostedi BR pufru.
Méireno pomoci CPE. Hodnoty pH pufru jsou uvedenyivek.

3.2 Optimalizace mnozstvi modifikatoru

Jednim z dalSich &eni bylo zkoumani vlivu obsahu modifikatoru v gasté chovani
kysliku. Byla provedena &eni s pastami o obsahu 7 % a 10 % modifikatoru, pro
F-CPE navic je8t3% zastoupeni fosfornanu sodného v §aate néieno ¥ zvoleném

pH pro danou elektrodu. Natiené voltamogramy jsou k vdi na Obr. 9 a Obr. 10.
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Obr. 9

DP voltamogramy zakladniho elektrolytu, ngené pomoci S-CPE s podilemi&tanu
sodného v past7 % (1) a 10 % (2) hmotnosti grafitu, v piesti BR pufru o pH 7.

12 -
I, (HA)

10 -

8

6

3
4
2
-2
1
O 1 1 1 J
0 -200 -400 -600 -800 -1000

E, (mV)
Obr. 10

DP voltamogramy zakladniho elektrolytu, ng&emé pomoci F-CPE s podilem
fosfornanu sodného v pass % (1), 7 % (2) a 10 % (3) hmotnosti grafitu, regiedi
BR pufru o pH 4.

Z Obr. 9 a Obr. 10 je patrné, Ze u S-CPE je vlivoastvi modifikatoru maly, proto bylo

zvoleno 10% zastoupenifigitanu sodneho v pastNaopak u F-CPE doSldipsnizeni
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obsahu modifikatoru ke snizeni proudu pozadi; nehalr stranu u 3% zastoupeni
fosfornanu sodného uz pasta neplnila svou funkgievila se vina kysliku. Pro dalSi

meteni bylo proto zvoleno 7% zastoupeni fosfornanunébd v past

3.3 Owfeni moznosti akumulace

Akumulace latky na elektr@édse vyuziva ke zvysSeni citlivosti stanoveni¢ihi byla
provadna v michaném roztoku metronidazolu o koncentra&i0f mol/l v optiméalnich

pH pro danou elektrodu, vzdy ¢asech 30, 60, 120, 180 a 300 sekund. Graf
znazotujici zavislost vysky piku (tedy schopnost akumejata dob, po kterou byla
elektroda ponechana v roztoku, je kand na Obr. 11. Ani u jedné z elektrod se
akumul&ni krok dostatéené neprojevil, proto bylo rozhodnuto tento krok u &eh

méteni vynechat, ifjpadré v budoucnu opakovat s niz§imi koncentracemi analyt

I, (HA)
4 r 1
3 L
2 L
3
.——-H——ﬂ\
—{
O | 1 1 1 1 J
0 60 120 180 240 300
t(s)
Obr. 11

ZAvislost proudu piku metronidazolu o koncentraci@* mol/l na dol akumulace,
meieno metodou DPV v prasdi BR pufru, pro CPE (1) pH 10, pro S-CPE (2) pH 7
pro F-CPE (3) pH 4.
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3.4 Koncentrani zavislost

3.4.1 Kalibr&ni zavislost mrena pomoci CPE

Mé&teni byla provaeha pro koncentrace v rozmezi 1¥187 1x1G° mol/l v prostedi
BR pufru o pH 10 pomoci CPEid n&tenim byl roztok vzdy 5 minut probublavan
dusikem k odstrami kysliku z roztoku. Zavislost proudu piku na kentaci
metronidazolu je zobrazena na Obr. 12¢mé voltamogramy pak na Obr. 13 a
Obr. 14. Rehled parameir kalibracnich gimek vSech kalibrich zavislosti je

zobrazen v Tab. Il (kapitola 3.4.4).

25
I, (HA)
20 |
* 2
O 1 1 1 1 1 J
0 0,0002  0,0004  0,0006  0,0008 0,001 0,0012

¢ (mol/l)
Obr. 12

Graf zavislosti proudu piku na koncentraci metrammlu, né¢teno metodou DPV
pomoci CPE v pro&di BR pufru o pH 10.
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Obr. 13

DP voltamogramy roztoku metronidazolu o koncentfiacl0° (2), 2x10° (3), 4x10°
(4), 6x10° (5), 8x10 (5) mol/l spolu s kivkou zakladniho elektrolytu (1), &eno v
BR pufru o pH 10 pomoci CPE.
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Obr. 14

DP voltamogramy roztoku metronidazolu o koncentfiacl0* (1), 2x10* (2), 4x10°
(3), 6x10* (4), 8x10* (5), 1x10% (6) mol/l, msteno v BR pufru o pH 10 pomoci CPE.
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3.4.2 Kalibr&ni zavislost mrend pomoci S-CPE

Mé&teni byla provagha pro koncentrace metronidazolu v rozmezi 6xd91x10° mol/l

v prostedi BR pufru o pH 7 pomoci S-CPEeR nttenim byl roztok vzdy 5 minut
probublavan dusikem k odstesnd kysliku z roztoku. Zavislost proudu piku na
koncentraci metronidazolu je zobrazena na Obr. zb%fené voltamogramy pak na
Obr. 16 a Obr. 17. f#iehled parameir kalibratni pfimky je kvidni v Tab. I
(kapitola 3.4.4).

16 -
I, (HA)

12 -

*

8 -

4 -

O 1 1 1 1 1 )

0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001  0,0012

¢ (mol/1)

Obr. 15

Zavislosti proudu piku na koncentraci metronidazaohgieno metodou DPV pomoci
S-CPE v prosedi BR pufru o pH 7.
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Obr. 16

DP voltamogramy roztoku metronidazolu o koncentrdeil0® (2), 6x10° (3),
8x10° (4), 1x10" (5) mol/l s Kivkou z&kladniho elektrolytu (1), $feno v prosedi BR
pufru o pH 7 pomoci S-CPE.
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Obr. 17

DP voltamogramy roztoku metronidazolu o koncentr@eil0* (1), 4x10* (2),
6x10* (3), 8x10* (4) a 1x1C (5) mol/l, msteno metodou DPV pomoci S-CPE
v prostedi BR pufru o pH 7.
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3.4.3 Kalibr&ni zavislost mrena pomoci F-CPE

Méteni byla provatha pro koncentrace metronidazolu vrozmezi Z£%187
1x10°mol/l v prostedi BR pufru o pH 4 pomoci F-CPEef ntienim byl roztok vzdy

5 minut probublavan dusikem k ods#ankysliku z roztoku. Zavislost proudu piku na
koncentraci metronidazolu je zobrazena na Obr. zb&fené voltamogramy pak na
Obr. 19 a Obr. 20. Parametry kalitm&d piimky jsou zobrazeny v Tab. I
(kapitola 3.4.4).

I, (HA)
12
8
4
O 1 1 1 1 1 J
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012
¢ (mol/1)

Obr. 18

Kalibracni zavislost proudu piku na koncentraci metronitlazaieno metodou DPV
pomoci F-CPE v prosdi BR pufru o pH 4.
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Obr. 19

DP voltamogramy roztoku metronidazolu o koncentrdeil0® (2), 6x10° (3),
8x10° (4) a 1x10" (5) mol/l spolu s kivkou zékladniho elektrolytu (1) v présti BR
pufru o pH 4, niiieno pomoci F-CPE.
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Obr. 20

DP voltamogramy roztoku metronidazolu o koncentr@eil0* (1), 4x10* (2),
6x10* (3), 8x10" (4) a 1x1C (5) mol/l, msteno v prosedi BR pufru o pH 4 pomoci F-
CPE.
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3.4.4 Porovnani kalibtaich zavislosti

Kalibracni zavislosti u S-CPE i F-CPE jsou linearni v cel@siieném rozsahu (Tab. I1),

zatimco u CPE jeigjm¢ oblast nejvySSich koncentraci proloZzena mimo hmiedzsah.

Signal kysliku je u CPE velmi pramlivy, u S-CPE je signal kysliku také
pozorovatelny, coZz mohlo byt &pobeno nerovnoénnym rozlozenim si¢itanu

sodného v pasttedy nedokonalou homogenizaci.

Pohledem do Tab. Il faZemefici, Ze LOD pro CPE a F-CPE jsou srovnatelné, rigvy
LOD bylo dosazeno pouzitim S-CPE, protoZenizSich koncentracich metronidazolu
byla odezva Spadodeitatelnd, pravépodobr z divodu sliti odezvy s vinou kysliku a

také vzhledem k velikosti Sumu.

Tab. Il: Rehled parameirkalibratnich gimek

Typ Koncentr&ni Smernice Usek R LOD LOQ
elektrody rozmezi (mol/l) (mAxl/mol)  (nA) (mmol/l)  (mmoll/l)
CPE 1x10 - 6x10" 26,4 607,0 0,9972 0,017 0,055
S-CPE 6x10- 1x10° 11,4 830,1 0,9966 0,068 0,226
F-CPE  4x10- 1x10° 13,5 -246,4 0,9984 0,013 0,042

3.5 Stanoveni metronidazolu ve vzorku tablety

3.5.1 Stanoveni metronidazolu ve vzorku tablety poinDPV

Vyvinuté metody byly testovany na farmaceutickénorika tablety Entizol s obsahem
250 mg metronidazolu. Roztok kékeni byl gipraven podle popisw kapitole 2.5.2.
Vzorek byl promdten pomoci vSechtit elektrod bez akumutaiho kroku pomoci
metody standardnihofigavku. Byly pouzity dva ipdavky standardu o koncentraci
5x10° mol/l, kazdy o objemu 200l. Metoda standardnihaiplavku pak byla graficky
vyhodnocena (Obr. 22). Voltamogramy jsou zobrazem®br. 21, Obr. 23 a Obr. 25.
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Obr. 21

DP voltamogramy zobrazujici vzorek tablety (vz),piidavek (1) a 2. fidavek (2),
meéteno pomoci CPE v prasdi BR pufru o pH 10.
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Obr. 22

Zavislost proudu piku metronidazolu na koncentratandardniho fidavku o
koncentraci 1x10 mol/l v prostedi BR pufru o pH 10, tfteno metodou DPV pomoci
CPE.
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Obr. 23

DP voltamogramy vzorku tablety (vz), Tigavku (1) a 2. fidavku (2), n&ifeno pomoci
S-CPE v prosedi BR pufru o pH 7.
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Obr. 24

Zavislost proudu piku metronidazolu na koncentratandardniho fidavku o
koncentraci 1x10 mol/l v prostedi BR pufru o pH 7, #feno metodou DPV pomoci
S-CPE.
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Obr. 25

DP voltamogramy vzorku tablety (vz), Figavku (1) a 2. idavku (2), ngieno pomoci
F-CPE v prosedi BR pufru o pH 4.
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Obr. 26

Zavislost proudu piku metronidazolu na koncentratandardniho fidavku o
koncentraci 1x10 mol/l v prostedi BR pufru o pH 4, #feno metodou DPV pomoci
F-CPE.
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3.5.2 Stanoveni metronidazolu ve vzorku tablety @oinPLC

Ke stanoveni metronidazolu ve farmaceutickém vzdrkla jako srovnavaci metoda
pouzita HPLC s UV detektorem, stanoveni probihal&elorée Kromasil C18 (250 mm
X 4,6 mm) gasticemi o piméru 5 pm, jako mobilni faze byla pouzita $m
methanol:voda (40:60, V/V) a {gok byl nastaven na 1 ml/min, podminky byly
pievzaty zélanku [7]. VInova délka, # které byl detekovan metronidazol, byla
nastavena podle spektra v kapitole 2.6 na 320 redéln® vzorky byly ppraveny podle
popisu v kapitole 2.5.2. Natfené chromatogramy jsou k ¥ naObr. 27.

390
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290 - 2\
1
190 -+ \
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10 T - - | — T T - 1
0 1 2 3 4 5

Obr. 27

Chromatogramy vzorku tablety (vz), liigavku (1) a 2. fidavku (2) znazdwijici
vzrast piku metronidazolu siplanym mnozstvim standardu metronidazolu (vzdy
piidavek o koncentraci 1xTOmol/l). M&teno pomoci RP-HPLC na koldrKromasil
C18 s UV detekci ip A=320 nm, piitok mobilni faze o sloZzeni methanol:voda (40:60,
V/V) byl nastaven na 1 ml/min; bylo davkovano @0
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Obr. 28

Zavislost vysky piku metronidazolu na koncentraandardniho fidavku o koncentraci
1x10* mol/l, méteno metodou RP-HPLC.

3.5.3 Porovnani vysledkmereni vzorki tablet

Statistickd vyhodnoceni pro sérii¢teni roztoku metronidazolu pomoci CPE, S-CPE,
F-CPE a RP-HPLC jsou uvedena v Tab. Ill spades parametry regresnich rovnic.
Deklarovany obsah metronidazolu v tadlet 250 mg.

Tab. lll: Prehled parametirregresnich rovnic pro &eni realného vzorkuiznymi

metodami.
Metoda Smernice Usek (1A) R x (mQg)
stanoveni  (mAXxI/mol)
CPE 28,7 7,11 0,9940 222,6
S-CPE 17,6 4,93 0,9928 241,3
F-CPE 10,8 3,25 0,9991 249,1
RP-HPLC 0,6 0,16 1 241,3

Z Tab. Il je patrné, Ze nejtsi shodu s deklarovanou hodnotou vykazuje voltaohket
meieni pomoci F-CPE, hodnoty ziskané chromatografiekypomoci S-CPE se
vzajemré shoduji a jsou rowZ blizké deklarované hodriot jediné nafeni, jehoz
vysledky se vyznaminliSi od ostatnich, je siieni pomoci CPE.
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Tab. IV: Rehled vysledk stanoveni metronidazolu ve vzorcich tablet metod2inV
na CPE, S-CPE a F-CPE a RP-HPLC.

Metoda stanoveni X £ s (mg) xbtc (%) X Xgekiarovana(%0)
CPE 2226 +12,8 92,3 89,0
S-CPE 241,3£435 100,0 96,5
F-CPE 249,1 £ 47,2 103,2 99,6
RP-HPLC 241,3£25,0 - 96,5
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4. Zawr

Bylo studovano voltametrické chovani metronidazobu uhlikové pastové elektrod
a dvou modifikovanych uhlikovych pastovych elek#ich. Byla testovana pH zavislost
a moznost akumulovat latku na eleki@pdoyly prongreny Kkalibr&ni kiivky za
optimalnich podminek pro kazdou elektrodu ke &jismezi detekce a stanovitelnosti.

Navrzena metoda stanoveni pak byldtena na realném vzorku tablet Entizol.

Promeienim pH zavislosti bylo zji8ho, Ze optimélni pH ke stanoveni metronidazolu
pomoci CPE je pH 10, ke stanoveni pomoci S-CPE pHké& stanoveni pomoci F-CPE

pH 4. Ri téchto hodnotach pH dochazelo k nejmensim interfénemi mereni.

Zvyseni citlivosti stanovenifglanim akumuléniho kroku nebylo dosazeno ani pdip

minutach.

Byly prom¢teny kalibr&ni kiivky pro vSechny elektrody. U CPE bylo éeno
v rozsahu koncentraci metronidazolu 1%187 1x1CG° mol/l, bylo dosaZeno meze
detekce 1,7x10 a stanovitelnosti 5,6x10 mol/l. S pouZitim S-CPE bylo &eno
v rozsahu koncentraci 6x¥@z 1x10° mol/l, bylo dosaZzeno meze detekce 6,8%10
a stanovitelnosti 2,3x10mol/l. S pouZitim F-CPE bylo &eno v rozmezi koncentraci
4x10° az 1x10 mol/l, bylo dosaZeno meze detekce 1,3%18 stanovitelnosti
4,3x10° mol/l.

Obsah analytu v redlném vzorku tablet Entizol bgnevovan voltametricky vSemi
titemi elektrodami a nasleéinmetodou RP-HPLC. NeftSi shody s deklarovanym
obsahem metronidazolu ve vzorku tablety bylo dasafmuzitim F-CPE, naopak

nejmensi shodu vykazovalosteni pomoci CPE.
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