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1-butyl-3-methylimidazolium hexafluorofosfat
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CPE obsahujici RTIL jako pastovaci kapalinu (Carbon Ionic
Liquid Electrode)
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Liquid Chromatography)
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Fluorescence Detection)
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voltametrie s linearné¢ proménnym potencialem (Linear Sweep
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relativni molekulova hmotnost

hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

elektroda pfipravend z mnohosténnych uhlikovych
nanotrubicek (Multi-Wall Carbon Nanotube Electrode)
polyvinyl chlorid

korelacni koeficient

iontova kapalina (Room Temperature lonic Liquid)
smérodatnd odchylka

sekvenéni injek¢ni analyza (Sequential Injection Analysis)
sekvenéni injek¢éni chromatografie (Sequential Injection
Chromatography)

nasycend kalomelova elektroda

relativni smérodatna odchylka

voltametrie s pravouhlym napétovym pulzem (Square-Wave
Voltammetry)

elektroda pfipravena z jednosténnych uhlikovych nanotrubic¢ek
(Single-Wall Carbon Nanotube Electrode)

teplota tani

ultrafialova oblast elektromagnetického zaieni
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objem
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1.2

Teoreticky uvod

Zameéreni prace

Predkladana diplomova prace se zabyva studiem voltametrického chovani
ambroxolu, 1é¢iva pouzivaného k 1€cbé bronchopulmonalnich onemocnéni,
metodou diferen¢ni pulzni voltametrie a vyvojem uhlikovych pastovych elektrod
modifikovanych iontovymi kapalinami.

Cilem prace bylo nalezeni podminek pro voltametrické stanoveni
ambroxolu, s co nejniz$i mezi detekce na klasické uhlikové pastové elektrodé
a na novych elektrodach obsahujicich iontové kapaliny s naslednym porovnanim

ziskanych vysledki na obou typech elektrod.

Ambroxol a jeho farmaceutické vyuziti

Ambroxol je 1é¢iva latka ptipravku Mucosolvanu, ktery je urcen k
mukolytické 1écb¢ akutnich a chronickych bronchopulmonélnich onemocnéni
provazenych zvySenou tvorbou vazkého priduskového hlenu, jeho ztizenym
transportem a vykaSlavanim. Pfikladem takovych onemocnéni jsou zanéty
hornich a dolnich cest dychacich a infekéni onemocnéni dychacich cest (akutni

zanét prudusek, hrtanu, pradusnice). [1]

Farmakodynamické vlastnosti ambroxolu
Farmakoterapeuticka skupina: Expektorancia, mukolytika.

Mechanismus uc¢inku ambroxolu neni zcela piesné znadm, piesto byly
v ruznych studiich odhaleny jeho mukolytické a expektorancni ucinky. Pti
pokusech na zvitatech byl pozorovan zvyseny podil ser6zniho bronchialniho
sekretu. Déle zvySuje tvorbu plicniho surfaktantu (latka pokryvajici vnitini stény
plicnich sklipkll) a aktivuje vykaslavani a zlepSeni vylu€ovani hlenu
(mukocilidrni clearance) zmensenim jeho viskozity a aktivaci fasinkového
epitelu. ZvySeni mukocilidrni clearance a hlenové sekrece usnadiuje
vykaslavani hlenu a zmiriuje kasel.

Farmakologické nalezy odpovidaji pozorovanim v klinickych studiich pfti

1€¢bé symptomil hornich cest dychacich ambroxolem. Po podéni inhalaci



dochézi k rychlé ulevé od bolesti a s ni spojenych obtizi, navic v poslednich
klinickych studiich bylo prokazano, ze pastilky s obsahem ambroxolu zna¢né

ulevuji pti akutnich bolestech v krku. [1]

Farmakokinetické vlastnosti ambroxolu

Ambroxol se po peroralnim podani u ¢lovéka rychle a témét plné
absorbuje. 7,4 €ini po peroralnim podéani 1-3 hodiny. U tobolek s prodlouzenym
uvolnovanim byla zjisténa relativni dostupnost 95 % ve srovnani s tabletami
30 mg. Vazba na plazmatické bilkoviny ¢ini 80 — 90 %. Ambroxol je po
peroralnim, nitrozilnim nebo nitrosvalovém podéni rychle a dobte distribuovan
z krve do tkani, nejvyssi koncentrace je pak v plicni tkéani.

Ambroxol je v pfevazné vétSiné metabolizovan jatry. Ptiblizné 30 %
peroralné podané davky je eliminovano béhem prvniho prichodu jatry (first pass
effect). Vylu¢ovani probiha z 90 % ledvinami, kde vylu€ované metabolity jsou
piedevsim dibromanthranilova kyselina a glukuroidy, vznikajici v jatrech. Méné
nez 10 % ledvinami vylou¢eného mnozstvi pfipada na nezménény ambroxol. Pii
tézkych jaternich onemocnénich se clearance ambroxolu snizuje o 20 — 40 %. Pii
tézké poruse ledvin je eliminaéni polo¢as metaboliti ambroxolu prodlouzen.
Nebylo zjisténo, ze by pohlavi nebo veék ovliviiovaly farmakokinetiku

ambroxolu ve vyznamné mife. [1]

Bezpecnost pripravku

Ambroxol ma velmi nizky index akutni toxicity. Pii studiich peroralni
chronické toxicity u potkant (52 a 78 tydnt), kralika (26 tydni) a pst (52 tydni)
nebyl zjistén zadny cilovy organ z hlediska toxicity. Hodnota NOAEL (hladina,
pii niz jesté nebyly zjistény nezadouci ucinky) byla 50 mg/kg (potkan),
40 mg/kg (kralik) a 10 mg/kg (pes).

Ve Ctyitydennich studiich intravenézni toxicity, v nichz byl pouzit ambroxol
u potkant v davce 4, 14 a 64 mg/kg a u psi v davce 45, 90 a 120 mg/kg
(3 infuze), se neprojevila zddna zavazna lokalni systémova toxicita véetné

histopatologie. VSechny nezadouci u€inky byly reverzibilni.



Ambroxol prochazi placentarni bariérou, ale studie na zvitatech nenasvédcuji
pfimym nebo nepiimym Skodlivym G€inklim, pokud se tyka t¢hotenstvi, vyvoje
embrya a plodu, porodu nebo postnatalniho vyvoje. Nebyly zjistény zadné
teratogenni U€inky pii peroralnich davkach az 3000 mg/kg u potkanii
a 200 mg/kg u kralikd. Fertilita samcil a samic potkana nebyla poSkozena az do
davky 500 mg/kg.

Hodnota NOAEL (hladina, pfi niz jesté nebyly zjistény nezddouci ucinky)
byla ve studii peri- a postnatalniho vyvoje stanovena na 50 mg/kg. Stredni davka
500 mg/kg byla mirné€ toxicka pro feny a §ténata, coz se projevilo zpomalenim
hmotnostnich pfirstkli a snizenim poc¢tu mlad’at ve vrhu.

Ambroxol nebyl mutagenni (Amesiv test a mikronuklearni test). Léciva
latka ptipravku nevykézala tumorogenni vlastnosti ve studiich karcinogenity
uskute¢nénych na mysich (50, 200 a 800 mg/kg) po dobu 105 tydnili a na
potkanech (65, 250 a 1000 mg/kg) po dobu 116 tydnii. [1]



1.3 Fyzikalné-chemické vlastnosti ambroxolu

Strukturni vzorec studované latky

_OH

”,

Br . HCl

1

NH,
Br

Sumarni vzorec studované latky

C 13H1 8B1‘2N20.HC1

C.A.S. Registry number
18683-91-5

C.A.S. Name
2-Amino-3,5-dibromo-N-(trans-4-hydroxycyclohexyl)benzylamine

Chemicky nazev

trans-4-[(2-amino-3,5-dibrombenzyl)amino]cyklohexanol hydrochlorid

Obsah jednotlivych prvki
C-37,66 %; H-4,62 %; Br-38,55 %; N-6,76 %; 0-3,86 %; CI-8,55 %

Relativni molekulova hmotnost

M, = 414,57
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Fyzikalni stav

Bily nebo nazloutly krystalicky praSek bez zépachu. [3]

Teplota tani
T, =235 — 240 °C [3]

Rozpustnost

Latka je mirn€ rozpustna v destilované vod¢ a ethanolu, nerozpustna
v chloroformu, benzenu, dichlormethanu a dobfe se rozpousti

v dimethylformamidu a methanolu. [3]

Skladovani

Skladovaci teplota 2-8 °C v temnu. [3]

-11 -



1.4 Stanoveni neéistot podle Ceského Iékopisu

Zkousky na &istotu se podle predpisu Ceského lékopisu provadi metodou
kapalinové chromatografie na koloné délky 25 cm s vnitinim praimérem 4 mm.
Stacionarni faze je oktadecylsilanizovany silikagel pro reversni chromatografii
s velikosti ¢astic 5 pm.

Mobilni faze je smés stejnych objemovych dilt acetonitrilu a pufru
(hydrogenfosforecnan amonny rozpustény ve vodé o pH = 7 upraveny pomoci
kyseliny fosfore¢né). Pritokova rychlost 1 ml/min a nésttik vzorku 20 pl.

Detekce je realizovana spektrofotometrickym detektorem pii vinové délce

248 nm. [2]

-12 -



1.5

Metody stanoveni ambroxolu

Pro stanoveni ambroxolu byla pouzita fada analytickych metod k
nejruznéjSim aplikacim, at’ uz se jednalo o rutinni stanoveni obsahu ambroxolu
v komercnich piipravcich, ¢i stanoveni obsahu ambroxolu v biologickych
vzorcich. Mezi nejpouzivanéj$i metody lze zaradit metody pritokové analyzy
a metody vsadkové.

Voltametrické chovani ambroxolu bylo dosud studovéano jen v nékolika
publikovanych pracich. Demircigil a kol. [4] zkoumali oxidaéné-redukéni
chovani ambroxolu na elektrodé ze skelného uhliku metodami diferencni pulzni
voltametrie, cyklické voltametrie a voltametrie s linedrné proménnym
potencidlem (LSV). Déle byl studovan vliv pH na vysku piku ambroxolu
metodou diferencni pulzni voltametrie. Metodou cyklické voltametrie byl
studovan mechanismus reakce probihajici na elektrod¢. Za optimalnich
podminek byl stanoven obsah ambroxolu v komer¢nich ptipravcich. Habib
a Zayed [5] studovali redukci ambroxolu metodou adsorpéni rozpoustéci
voltametrie na visici rtutové kapkové elektrodé€ pti riznych modech rozpousténi
adsorbované latky z elektrody, napft. stacionarni voltametrie s technikou
vzorkovani proudu (DCTV), diferencni pulzni voltametrie (DPV), voltametrie
s pravouhlym napétovym plusem (SWYV) a voltametrie s prvni harmonickou
sttidavou slozkou napéti (AC1V). Sledovani odezvy adsorpcniho katodického
rozpousténi bylo studovéano pii riznych experimentalnich podminkach, napf.
zmény zékladniho elektrolytu, pH, doby akumulace, amplitudy pulzu, rychlosti
polarizace elektrody atd. Akumulace ambroxolu o koncentraci 2 pg/ml byla
provadéna v prostiedi Brittonova-Robinsonova pufru v rozmezi pH =8 az 11 po
dobu 30 s, potencialu akumulace od —200 mV do —1000 mV, amplitudy pulsu od
10 mV do 100 mV a rychlosti polarizace elektrody 40 mV/s. Metodou
standardniho pfidavku s pouzitim voltametrie s pravouhlym napétovym pulzem
byl stanoven obsah ambroxolu v komer¢nich ptipravcich. Jin a kol. [6] provedli
anodickou voltametrii ambroxolu na CPE v prostiedi 0,5 mol/l kyseliny sirové.

Nejvice vyvinutymi metodami pro stanoveni ambroxolu jsou metody
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie a kapalinové chromatografie

s vyuzitim hmotnostni detekce. Bazylak a kol. [7] provadéli studium
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chromatografického chovani ambroxolu a bromhexinu na pevnych elektrodach
s membranami, kde zdkladni kapalnou matrici je PVC membrana obsahujici tii
typy kationtovych komponent. Membrana byla uchycena na platinové elektrodé
nebo na elektrod¢ ze skelného uhliku. Detekce byla provadéna potenciometricky
s detektorem typu wall-jet umisténém na vystupu z HPLC systému. Samotné
stanoveni bylo provedeno pomoci riiznych typt kapalinové chromatografie.
Pouzita mobilni faze vhodna pro idealni eluci sledované latky méla specifické
slozeni dle typu pouzit¢ HPLC. Pro kazdy typ HPLC byla stanovena mez
analytd vedle sebe byl stanoven obsah ambroxolu v komer¢nich ptipravcich.
Dincer a kol. [8] vyvinuli metodu deriva¢ni UV spektrometrie pro stanoveni
ambroxolu a porovnali ziskané vysledky s HPLC stanovenim. Nasledné byl také
stanoven obsah ambroxolu v komerénich ptipraveich. Heindnen a kol. [9]
vyvinuli a validovali metodu HPLC separace ambroxolu a kyseliny benzoové.
Metoda je vhodna pro stanoveni obsahu ambroxolu v komercnich ptipravcich,
hlavné v sirupech, a ke sledovani stability a degrada¢nich podminek pro
standardy a komer¢ni piipravky.

Indrayanto a kol. [10] vyvinuli jednoduché a rychlé metody pro rutinni
stanoveni ambroxolu hlavné v tabletach. Pouzity byly metody HPLC, GLC a UV
spektrofotometrie.

Koundourellis a kol. [11] vyvinuli HPLC metodu stanoveni ambroxolu
v pritomnosti konzervacnich latek obvykle se vyskytujicich v sirupech. Qi a kol.
[12] vyvinuli metodu kapalinové chromatografie a dosahli sou¢asného stanoveni
ambroxolu a roxithromycinu v nov¢ tableté. Studium chromatografické separace
ambroxolu a roxithromycinu pro kontrolu kvality tablet. Zarzuelo a kol. [13]
vyvinuli a validovali HPLC metodu s UV detekci pro stanoveni ambroxolu
a jeho detekci v komer¢nich piipravcich.

Kim a kol. [14] vyuzili spojeni HPLC s tandemovou hmotnostni
spektrometrii pro stanoveni ambroxolu v plasmé. Nasledné validace metody
prokazala, ze metoda je mnohem rychlejsi nez podobné stanoveni jen pomoci
HPLC nebo GC, kde je nutna ptiprava vzorku a pomérné znacné velké objemy

vzorkl pro stanoveni. Metoda je vhodna pro stanoveni ambroxolu ve vzorcich
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télnich tekutin (krevni plasma, mo¢ ap.). Su a kol. [15] také vyuzili spojeni
HPLC s hmotnostni spektrometrii s ionizaci pomoci elektrospreje pro stanoveni
ambroxolu v krevni plazmé. Zjednodusili extrakci ambroxolu ze vzorku krevni
plazmy oproti piedchozimu autorovi, ale nedosahli tak nizké meze detekce.

Metody prutokové analyzy FIA a metody pratokové analyzy spojené
s chromatografickou kolonou vyuzivanou pro HPLC, SIC jsou dalsi z metod
vyuzitych ke stanoveni ambroxolu. Abdel-Ghani a kol. [16] vyuzili
potenciometrické detekce na iontove selektivni elektrodé se zabudovanym
iontem ambroxolu do PVC membrany. Vyuzili jak vsadkovych podminek
méfeni, tak pritokové metody FIA. Obéma metodami byly stanoveny obsahy
ambroxolu v komerénich ptipraveich. Metoda je rychlejsi, méné naro¢na na
piipravu vzorku a instrumentaci v porovnani s ostatnimi metodami stanoveni
ambroxolu, jako napt. HPLC, spektrofotometrie nebo CZE. Benli a kol. [17]
vyuzili priutokové analyzy, FIA. Byly zjistovany optimalni podminky stanovent,
a to pH, injektovany objem vzorku a typ rozpoustédla. Vyvinutd metoda byla
porovnana s UV-spektrometrii. Byl stanoven obsah ambroxolu v komer¢nich
tabletach.

Satinsky a kol. [18] vyuzili techniky SIA, ke které zafadili monolitickou
kolonu, tim dosahli moznosti separace ambroxolu od doxycyklinu a ostatnich
slozek obsazenych v komercnich ptipravcich, hlavné v kapslich, a také
kvantitativniho stanoveni ambroxolu. Metoda byla validovéana. Proti HPLC je
nespornou vyhodou kratka doba analyzy a nizsi spotieba Cinidel, a tim i nizsi
cena jedné analyzy. Satinsky a kol. [19] v této praci vyuzili stejné techniky jako
v pfedchozim ptipadé, tedy SIA s monolitickou kolonou. Vyvinuli a validovali
metodu ke stanoveni ambroxolu v komer¢nich ptipraveich v pfitomnosti
n¢kolika konzervacnich latek, které se v ptipraveich bézné vyskytuji.

CZE a CITP, metody zalozené na separaci molekul s ndbojem (ionti), které
se lisi molekulovou hmotnosti, tvarem a ndbojem, byly také pouzity v nékolika
publikovanych pracich. Pérez-Ruiz a kol. [20] vyuzili kapilarni zonové
elektroforézy k separaci bromhexinu a ambroxolu a jejich stanoveni
v komer¢nich ptipravcich, v krevnim séru a moci. Néasledné spojili detektor

s diodovym polem s CZE, ktera umoznila velmi rychlou identifikaci analyti ve
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vzorcich. V praci [21] stejna skupina autorii vyuZzila metody CZE, ale tentokrat
s laserem indukovanou fluorescen¢ni detekct, tzv. LIFD a provedli derivatizaci
molekuly ambroxolu fluorescein-izokyanatem, ktery poskytuje pik modré cary
argon iontového laseru. Metodou byl stanoven ambroxol v télnich tekutinach
(krevni sérum a moc) a v komer¢nich ptipravcich. V praci PospiSilova a kol.
[22] autofi zjistili, Ze k separaci ambroxolu a bromhexinu nelze vyuzit
izotachoforézu, coz ale podle nazoru autorti ani neni z farmaceutického hlediska
potiebné vzhledem k podobnym ucinkiim obou latek. Proto byly ob¢ latky
stanoveny oddélen¢ a nasledné byl stanoven i jejich obsah v fadé komercnich
ptipravki. Dalsi nevyhodou metody je, Ze ji nelze pouzit ke stanoveni nizkych
obsahti ambroxolu a bromhexinu v télnich tekutinach.

Metody Ramanovy spektrometrie jsou nedestruktivnimi variantami
stanoveni ambroxolu. Hwang a kol. [23] vyuzili Ramanovy spektrometrie
k nedestruktivnimu stanoveni obsahu ambroxolu v tabletdch. Metoda byla
nejdiive vyvinuta pro laboratorné ptipravené tablety s proménnym obsahem
ambroxolu, pro které byla zméfena Ramanova spektra. Metoda byla dale pouzita
ke stanoveni obsahu ambroxolu v komerénich tabletach. Szostak a kol. [24]
vyuzili FT-Ramanovy spektrometrie ke stanoveni obsahu ambroxolu
v komercnich tabletach s nizkym obsahem analyzované slozky. K vyhodnoceni

spekter vyuzili chemometrického modelu a modelu vnitiniho standardu.
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Tab. 1.5.1 Meze detekce a meze stanovitelnosti jednotlivych metod vyuzitych

ke stanoveni ambroxolu.

METODA metoda/detekce LOD LOQ [Literatura]
[mol/l] [mol/l]
Voltametrie DPV 9.4.107 3,2.107° [4]
DCTV 2,5.10°° -
DPV 1,2.10°° - [5]
SWV 7,1.107 -
AC1V 8,7.1077 -
ASV 3,0.10°° - [6]
HPLC potenciometrickd  2,1.107 - [7]
UV-VIS 43.107 1,5.10°° [10]
UV-VIS - 1,4.107° [12]
UV-VIS - - [8,9, 11, 13]
LC-MS/MS MS _ 4,8.107"° [14]
HPLC-MS/ESI MS - 2,4.107° [15]
GC FID 4,9.107° 1,6.107 [10]
UV UV-VIS 1,9.1077 6,3.1077 [10]
spektrometrie
FIA potenciometricka — — [16]
UV-VIS —~ - [17]
SIC UV-VIS/DAD. 1,210°  4,1.10°° [18]
UV-VIS/DAD. 2,4.107° 8,0.107° [19]
CZE UV-VIS/DAD  a72,6.107° - [20]
LIFD a7 1,0.10™ - [21]
CITP vodivostni — — [22]
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1.6 Uhlikové pastové elektrody

Uhlikové pastové elektrody (Carbon Paste Electrodes, CPEs) jsou b&ézné
pouzivané v modernich elektroanalytickych metodéach ke stanoveni jak
organickych, tak anorganickych analyti. Mez stanovitelnosti pomoci
nemodifikovanych CPEs je b&Zn& 1.10° — 1.10”" mol/l. U p¥imych stanoveni
s akumulaci analytu pak lze dosahnout LOD ~ 1.10™° mol/l i niz&i. Zavedeni

modifikovanych elektrod pak dale vedlo ke snizeni mezi stanovitelnosti. [25]

Historie

Uhlikové pastové elektrody byly objeveny v roce 1958 R. N. Adamsem.
Objev uhlikovych pastovych elektrod je spojen s polarografii Jaroslava
Heyrovského a vynalezem kapajici rtutové elektrody. Plivodni myslenkou
autora byla snaha vynalézt tzv. ,,uhlikovou kapajici elektrodu®, jejiz konstrukce
byla podobna jako u kapajici rtutové elektrody. Metoda méla byt vyuzitelna pro
anodické oxidace organickych sloucenin. Material pro snimani byl tvofen smési
uhlikového préasku s neelektroaktivni kapalinou jako pojivem. Byl nazvan
,uhlikovou pastou®. Problém nastal pfi praktickych experimentech, které
neodpovidaly teoretickym predpokladiim, avsak tzv. ,,uhlikova pasta“ se jevila
jako vhodny elektrodovy material.

V prvnich letech vyzkumu byly prostudovany zakladni charakteristiky
uhlikovych past a jejich pouziti. V 60. letech byla snaha o prvni modifikace
uhlikovych past a jejich snadnéjsi ptipravu. To vSe vedlo ke zméndm vlastnosti
uhlikovych past pfidanim dalSich komponent. V 70.letech byla pfipravena
uhlikové pastova elektroda s elektrolytickym pojivem. Modifikace uhlikovych
past piipravovanych disperzi uhlikovych ¢astic v alkoholovém roztoku
dimethylglyoximu byla jednim z milnik historie CPEs. V dalSich letech
nasledoval obrovsky vyvoj riznych chemickych modifikaci uhlikovych

pastovych elektrod (CMCPEs). [25]
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Klasifikace uhlikovych pastovych elektrod

Uhlikové pastové elektrody jsou typem tuhych elektrod, které obsahuji jak
vodivou slozku (uhlik), tak slozku izola¢ni (pastova kapalina). Tyto smési jsou
oznacovany jako tzv. nemodifikované uhlikové pasty. Ve snaze nalézt lepsi
vlastnosti uhlikovych past doslo k ur¢itym zménam v jejich slozeni a byly
vyvinuty tzv. modifikované uhlikové pasty.

Modifikované uhlikové pasty jsou obvykle smési uhlikovych prasku,
neelektroaktivniho pojiva a sloZzkou navic je tzv. modifikator. Modifikator miize
byt jednoslozkovy nebo i viceslozkovy. Mnozstvi modifikatoru v uhlikové pasté
se pohybuje mezi 10 — 30 %, v zavislosti na charakteru modifikatoru
a schopnosti vytvaret dostatek aktivnich mist v uhlikové pasté. Hlavnim tcelem
modifikace elektrod je ziskani novych senzort s preddefinovanymi vlastnostmi.
K modifikaci elektrod mize dochéazet riznymi zplisoby. Jednou z moznosti je
pfimiseni modifikujicich komponentti do pasty, kdy dochazi k modifikaci celého
objemu pasty. Tyto elektrody se pouzivaji jako selektivni ¢idla pro danou latku
nebo ion. Déle 1ze provést alteraci (tj. zménu fyzikalné-chemickych vlastnosti)
nebo modifikaci in situ, kde dochazi k modifikaci pouze povrchu uhlikové pasty.
Takto upraveny povrch mize byt po analyze odstranén a ,,Cisty* povrch lze

pouzit jako nemodifikovany znovu. [25]

Konstrukce a priprava

Uhlikové pasty jsou pfipravovany jako smési uhlikového prasku
a organického rozpoustédla s neelektrolytickym charakterem. Nejvhodnéjsi jsou
uhlikové prasky s vysokou uniformitou ¢éstic, které maji predbézné€ upraveny
povrch se zanedbatelnou adsorp¢ni schopnosti. K ptipravé uhlikové pasty se
nedoporucuje pouzivat saze, aktivni uhli, apod. z toho diivodu, Ze u téchto
materiald se obtizné definuje velikost ¢astic, jejich distribuce a maji znacné
adsorp¢ni schopnosti. Tyto vlastnosti by vedly k nezddoucimu chovani past.
Spravné ptipravené pasty jsou stabilni a vydrzi fadu tydnti. Jako pastové
kapaliny se nejcastéji pouzivaji lehké uhlovodiky Ce — Cjo, aromaty, silikonové
nebo parafinové oleje (Nujol). Tyto nepolarni pastové kapaliny spliuji veskera

kritéria: jsou dostate¢né chemicky inertni, elektrochemicky inaktivni, malo
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tékavé, nemisitelné s vodou a tvoii pastové smési s poZzadovanou konzistenci.
Nevyhodou past vyrabénych z téchto olejii je urcita nachylnost k degradaci
v prostiedi organickych rozpoustédel. [25]

Uhlikové pasty musi byt umistény do vhodnych elektrodovych tél, jejichz
stavba zavisi na typu elektrody nebo na charakteru méfeni. Pouzivaji se napt.
razné typy skel, PVC tuby, teflonové ty€inky, které mohou byt na konci plnény
novou uhlikovou pastou. Po naplnéni t¢la elektrody Cerstvou pastou by se méla
nechat v klidu ,,vyzrat* alesponi 24 hodin, aby doslo k ustaleni jejich vlastnosti
diky samovolné homogenizaci smési. Elektrodova téla maji jednoduché
konstruk¢ni usporadani, které je vybaveno pistem na vytlaceni elektrodové
pasty. Pro bézné CPEs jsou priméry koncovych otvori vytvarejicich pracovni
povrch uhlikové pasty 2 — 10 mm. Tyto priméry jsou vhodné pro vétSinu
elektrochemickych méteni. Toto usporadani umoziuje prakticky okamzitou
obnovu aktivniho povrchu uhlikové pasty, které¢ho je dosahovano otirdnim

uhlikové pasty vlhkym filtraénim papirem. [25, 26]

Vlastnosti uhlikovych past

Uhlikové pasty maji vyuzitelny potencidlovy rozsah ve vétSing€ elektrolytt
—1,5 Vaz+1,0 V vs. SKE podle pH prostfedi. Limit v anodické oblasti je
zpusoben oxidaci zédkladniho elektrolytu a katodicky potencidlovy limit je dan
hodnotou ptepéti elektrody viici vodiku. Katodicky i anodicky potencialovy
limit 1ze ovlivnit ipravou uhlikového prasku nebo typem pouzité pastové
kapaliny. Vyhodou CPEs jsou velmi nizké zbytkové proudy (proudy v roztoku
Cistého zékladniho elektrolytu). Reakce, které na CPEs probihaji, maji
specifickou reakéni kinetiku. Z fyzikalné-chemickych vlastnosti jsou vyznamné
hlavné heterogenita elektrod (slozeny charakter), lipofilita, vysoka vodivost
a nizky ohmicky odpor. Nevyhodou jsou efekty starnuti elektrody a tedy jejich

omezena zivotnost. [25]
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Analytické aplikace a priklady vyuziti

Pomoci uhlikovych pastovych elektrod 1ze stanovit jak anorganické latky,
tak latky organické. Moznosti vyuZiti CPEs v analytické chemii je celé fada, jak
v mnozstvi vyuzitelnych metod, tak v mnozstvi latek, které 1ze pomoci téchto
elektrod stanovit. Mezi nejpouzivanéjsi metody patii voltametrie, vyzkum
reakcnich mechanismi a elektrochemického chovani anorganickych
a organickych latek. Z nichz nej¢astéji studované jsou naptiklad ionty tézkych
kovi a anorganickych molekul (NOy, SO», H,S), organické polutanty a jejich
distribuce v zZivotnim prostiedi, analyza 1é¢iv a jejich metabolitti, omamnych
latek a biologicky vyznamnych slouc¢enin. Dalsi analytické metody jako
napiiklad ampérometrie, potenciometrie, coulometrie a metody priitokové
analyzy, HPLC a FIA jsou vyuzivany ke studiu chovani obdobnych typt latek
jako u voltametrie. [25, 27]
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1.7

lontové kapaliny (Room temperature ionic liquids)

RTILy (room temperature ionic liquids) jsou organické soli, které jsou
kapalné za laboratorni teploty. RTILy jsou net€kava, nehotlava, teplotné stala
rozpoustédla s vysokou hustotou a iontovou vodivosti, nenadro¢na na vyrobu.
Vyskytuji se v mnoha druzich a je mozné je ptipravit podle potieb, tzn. 1ze

zkombinovat pozadovany anion s kationem. [28, 29]

Historie

Jiz v roce 1914 byl popséan prvni RTIL ethylamonium nitrat
[C,HsNH;3][NOs] s teplotou tani 12 °C, RTILy tedy nejsou zadnou novinkou.
V roce 1980 se RTILy zacaly pouzivat jako nevodna polarni rozpoustédla pro
elektrochemické a spektroskopické studie komplexti ptechodnych kovt. Hlavni
zajem o RTILy nastal v roce 1994. Od té doby doslo k velkému rozmachu
RTILG ve vSech odvétvich chemie, coz je vidét 1 z poctu publikovanych praci,

ktery vzrostl exponencialng, viz obr. 1.5.1. [30, 31, 32]

2008
Rok

2000

1992

1984

|
500 1000 1500 2000 2500
Pocet publikaci

o

Obr. 1.7.1 Pocet publikaci obsahujicich frazi ,,ionic liquid* v ndzvu, abstraktu

nebo jako kli¢ové slovo. [31]
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Rozdéleni:

Nejcastéji se vyskytujici RTILy jsou podle aniontu, ktery obsahuji, rozdélovany

do tfi skupin:

1.) systémy zaloZené na AlCl; a organickych solich typu 1-butylpyridinium
chlorid [BPCI], 1-alkyl-3-methylimidazolium chlorid [C,MIM]CI a jejich
derivaty

2.) systémy zaloZené na organickych kationtech stejnych jako v prvni skupiné
a aniontech jako, napt. [BF4] ", [PF¢] ", [SbFs] a dalsi

3.) systémy zalozené na vySe uvedenych organickych kationtech s anionty typu

[CF3S0s], [(CF3S0,),N] a jim podobné. [31]

Vlastnosti RTILu

RTILy jsou sloZeny z relativné velkych asymetrickych organickych kationtt,
které obsahuji dusik nebo fosfor (napft. alkylpyridiniové kationty,
alkylimidazoliové kationty, alkylpyrolidiniové kationty, alkylfosfoniové
kationty) a velkych anorganickych nebo organickych aniont, napt. halogenidy
Cl",Br ,I", hexafluorofosfat [PF¢] , tetrafluoroborat [BF,] ", nitrat [NOs] ",
trifluormethansulfonat [CF;SOs] ", bis(trifuormethylsulfonyl)imid [(CF3SO;),N]~
a ionty zaloZené na fluorovanych amidech. Nejcastéji se vyskytujici alkylové
fetézce jsou ethyl, butyl, hexyl, oktyl a decyl. [33, 31]

Asymetricky kation je zodpoveédny za nizkou hodnotu miizkové energie
a tim 1 kapalny stav RTILU za laboratorni teploty. [30]

Diky své netékavosti, nehotlavosti, teplotni stabilit¢ a ve vétSin€ ptipada
1 niz§i toxicite nahrazuji klasickd t€kava organicka rozpoustédla a pouzivaji se
jako rozpoustédla jak pro organické, tak pro anorganické latky, jako tzv. zelena
rozpoustédla ,,green solvents®. Jejich ,,enviromentalnost* je diskutabilni, protoze
fada RTILU obsahuje fluorované anionty. Je ale pravdépodobné, Ze tyto RTILy
jsou méné¢ toxické nez jejich ionty. Dale jsou velmi dobte vodivé, maji vysokou
iontovou pohyblivost, Siroké potencidlové okno a vybornou chemickou i teplotni
stalost. Vysoka iontova vodivost je zavisla mimo jiné na viskozité a velikosti

aniontu. [28, 30, 33, 34]
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Fyzikalné chemické vlastnosti RTILi zavisi na povaze a velikosti kationtu
a aniontu a je velmi slozité davat je do souvislosti s jejich chemickou strukturou.
Zména vlastnosti je patrna jiz se zmeénou polohy substituentu.

Rozpustnost RTILu v organickych rozpoustédlech zavisi na dielektrické
konstants (&) rozpoustédla. Rada RTILG je plné misitelna s rozpoustddly
s dielektrickou konstantou vétsi nez 6. [30]

Rozpustnost RTILi ve vodé je velmi zavisld na povaze aniontu, na povaze
kationtu zavisi az sekundarné. RTILy obsahujici halogenidy, ethanoaty, nitraty
nebo trifluoracetaty jsou rozpustné ve vodé. RTILy obsahujici hexafluorofostat
a bis(triflat)amid vytvareji s vodou dvé faze. Bylo zjisténo, Ze rozpustnost ve
vode¢ klesé s rostouci délkou postranniho fetézce kationtu, tedy od butylu pres
hexyl k oktylu, viz obr. 1.7.2. Hydrofobicita aniontii roste v potadi: Cl, I', BF4 ",
PFs, (Tf,N) ~. Ve vodé jsou tedy méné rozpustné RTILy obsahujici PFs nez
RTILy obsahujici BF, .

Ve skute€nosti jsou 1 tzv. hydrofobni RTILy hygroskopické. Byla studovéana
hygroskopicita né€kolika typtt RTILd: [CsMIM]CI, [CsMIM][NOs],
[C4sMIM][BE,], [C4aMIM][ PFs]. U uvedenych RTILG byla métena absorpce
vzdusné vlhkosti za laboratorni teploty v zavislosti na ¢ase (viz obr. 1.7.3).

Z grafu vyplyva, ze RTILy obsahujici chlorid a nitrat absorbuji mnohem vétsi
mnozstvi vody nez zbylé dva RTILy, ale i hexafluorofosfat absorbuje vodu

v cca 1% své hmotnosti za 2,5 hodiny, coz je tfeba mit na paméti, pokud
hodlame pracovat s latkami, které jsou citlivé na vlhkost. [28, 29, 32, 33, 35]

RTILy se vyznacuji vysokou viskozitou, ktera je zavisla na struktuie
kationtu, délce a rozvétvenosti alkylového fetézce. Jejich viskozita je ¢asto
porovnatelna s typickymi oleji. Mohou se jevit jako visk6znéjsi nez sojovy olej,
ale ponékud méné viskozni nez glycerin. [33]

Teploty tani RTIL{ jsou zavislé na symetri¢nosti kationtd. RTILy se
kationty. Obecné je T; také zavisla na velikosti kationtu a aniontu. RTILy

s nizkou 7; maji velky kation a maly anion.
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Obsah vody 14
[hmot.%]

1

Obr. 1.7.2 Graf znazornuje nasyceni vodou, tzv. hydrofobnich RTILU pii
laboratorni teploté v zavislosti na délce alkylového fetézce a typu
aniontu. Bile je zobrazeno nasyceni [C,MIM][PF¢ ] (n = 4-8) a Sedé¢
[CuMIM][BF4] (n = 6-10), n oznacuje pocet uhlikovych atomt
alkylového fetézce. [35]

7
Obsah vody
[hmot.%] 6

(i

Obr.1.7.3 Graf zndzorfiuje mnozstvi absorbované vody RTILem jako vzdusné
vlhkosti za laboratorni teploty v zavislosti na dob¢ expozice.
(%) [CsMIMICL, (A) [CsMIM][NOs], (o) [CsMIM][BF,],
(CH[CsMIM]][ PFe]. [35]
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Vyuziti RTILG

RTILy byly, jsou a budou vyuzivany pro fadu aplikaci. V analytické chemii
jsou pouzivany pro elektrochemii jako zakladni elektrolyty (maji Siroké
potencialové okno, nékteré az 4 V) a média pro pfipravu elektrod, v separacnich
metodach pro plynovou a kapalinovou chromatografii, elektroforézu
a hmotnostni spektrometrii, jako rozpoustédla pro spektroskopii a dalsi.

V organické chemii nahrazuji t€kava a toxicka rozpoustédla pro syntézy,
extrakce a bio-enzymatické reakce.

V biochemii slouzi jako nevodnd média pro biokatalyzy a fadu biologicky
aktivnich latek, které si v pfitomnosti RTILu zachovavaji svou bioaktivitu.
V chemické analyze se ¢istych rozpoustédel s RTILy vyuzivé ziidka. Castéji
jsou RTILy pouzivany ve smésich v rizném poméru k ziskani pozadované

vlastnosti, napf. elu¢ni sily v kapalinové chromatografii. [28, 30, 31]

Vyuziti RTILu v elektrochemii

Diky nehoftlavosti a vysoké iontové vodivosti jsou RTILy pouzitelné pro
elektrochemii. Lze je vyuzit jako zdkladni elektrolyty, na které jsou kladeny
vysoké naroky vzhledem k jejich chovani pti provadéné analyze a také jejich
piipadné interakci s analytem. Dobry elektrolyt by mél mit vysokou vodivost,
Siroké potencialové okno, vybornou teplotni a chemickou stabilitu
a zanedbatelnou t€kavost. Bylo zjisténo, ze RTILy jako zékladni elektrolyty tyto
podminky spliuji a je mozné dosahnout Sirsiho rozmezi operacnich teplot
a podminek v porovnani s konvencnimi elektrolyty. To vSe déla z RTILG slibné
materidly v mnoha aplikacich pro elektrochemii jako napf. baterie, palivové
cely, senzory, elektrody. [28, 30, 31, 36]

Diky vysoké viskozit¢ je Ize pouzit jako pastovaci kapaliny pro pripravu
CILE, MWCNTE a SWCNTE. RTILy lze také pouzit k modifikaci nebo
vytvofeni filmu na riznych typech uhlikovych elektrod, jako jsou napt. GCE,
CPE. Mnoho praci zmiiiuje vyssi citlivost, ale také vysoké proudové pozadi CPE
obsahujicich RTIL jako pastovaci kapalinu. CILE elektrody vykazuji i fadu
vyhod, jako je napi. vysoka vodivost, rychly pfenos elektronu a odolnost viici

znecisténi. [37, 38]
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1-butyl-3-methylimidazolium hexafluorofosfat — [BMIM][PF¢] je
typickym piikladem RTILu, ktery s vodou vytvaii dvoufdzovy systém kapalina-
-kapalina. Je to bezbarva, az svétle zluta kapalina. Obr. 1.5.4 je ndzornou

ukazkou nemisitelnosti [BMIM][PFs] s vodou. [30, 31]

N

heptan voda

voda [BMIM] [PF6]

[BMIM] [PF6] g . chloroform

Obr. 1.7.4 Ukazka nemisitelnosti [BMIM][PFs] s vodou. [30]
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Experimentalni ¢ast

Pouzité chemikalie

Ambroxol hydrochlorid

(trans-4-[(2-amino-3,5-dibrombenzyl)amino]cyklohexanol ) (Sigma-Aldrich)
Zasobni roztok o koncentraci 1.10~° mol/l byl pfipraven rozpuiténim piesné

odvazené¢ho mnozstvi latky v deonizované vodé (Millipore Q-plus System,

Millipore, USA). Roztoky o nizsich koncentracich byly pfipravovany fedénim

zasobniho roztoku zakladnim elektrolytem. Roztoky byly uchovavany v temnu

v chladnicce.

Tlumivy roztok dle Brittona-Robinsona

Kysela slozka tlumivého roztoku byla pfipravovana rozpusSténim pfesné
odvazeného mnozstvi 2,744 g kyseliny borité¢ (Lachema Brno) v deonizované
vod¢ (Millipore Q-plus System, Millipore, USA) a smisenim s 2,7 ml kyseliny
fosfore¢né (85%, p = 1,71 g/ml, Lachema Brno) a 2,31 ml kyseliny octové
(98%, p = 1,06 g/ml, Lachema Brno) a doplnénim do objemu 1 1 deonizovanou
vodou (Millipore Q-plus System, Millipore, USA). Zasadita slozka tlumivého
roztoku byla pfipravovana rozpusténim ptesn¢ odvazeného mnozstvi 8 g
hydroxidu sodného (Lachema Brno) v deonizované vodé (Millipore Q-plus
System, Millipore, USA) a doplnénim do objemu 1 1 deonizovanou vodou
(Millipore Q-plus System, Millipore, USA).

Tlumivy roztok o daném pH byl pfipravovan smisenim vodného roztoku
kyselé slozky pufru a vodného roztoku hydroxidu sodného.

Piesné hodnoty pH byly méteny pH metrem.

Zasobni roztoky dalSich chemikalii:

Zasobni roztok chloridu draselné¢ho (Lach-Ner, Neratovice) o koncentraci
0,5 mol/l a 0,1 mol/l byl pfipraven rozpusténim piesn¢ odvazeného mnozstvi
latky v deonizované vod¢ (Millipore Q-plus System, Millipore, USA).

Zasobni roztok hexakyanozelezitanu draselného (Lachema Brno)
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o koncentraci 5.1072 mol/l byl pfipraven rozpuiténim piesn& odvazeného
mnozstvi latky v deonizované vodé (Millipore Q-plus System, Millipore, USA).
Zasobni roztok kyseliny askorbové (Penta) o koncentraci 3.107> mol/l byl
pfipraven rozpusténim piesné¢ odvazeného mnozstvi latky v deonizované vodé
(Millipore Q-plus System, Millipore, USA).
Zasobni roztok siranu zeleznatého (Lachema Brno) o koncentraci
5.1072 mol/l byl piipraven rozpusténim piesnd odvazeného mnozstvi latky
v 0,05 mol/I kyselin¢ sirové, ze které byl vybublanim dusikem odstranén kyslik.
Zasobni roztok kyseliny sirové o koncentraci 0,05 mol/l byl pfipraven
zfedénim koncentrované kyseliny sirové (98%, p= 1,06 g/ml, Lachema Brno)
deonizovanou vodou (Millipore Q-plus System, Millipore, USA).
Zasobni roztok hydrochinonu (Lachema Brno) o koncentraci 5. 107 mol/l
a 1.10~* mol/l byl p¥ipraven rozpusténim piesné odvazeného mnozstvi latky

v deonizované vodé (Millipore Q-plus System, Millipore, USA).

Piiprava uhlikovych past:
GCPE:

Uhlikova pasta byla pfipravena smisenim 250 mg mikrokulicek ze skelného
uhliku o primeéru 0,4 — 12 um (Alpha Aesar, USA ) a 90 pl mineralniho oleje
(Fluka, Biochemika Svycarsko).

CPEvp I:

Uhlikova pasta byla pfipravena smisenim 250 mg grafitového prasku (CR 2,
Magziva Tyn spol.s.r.o., CR) a 90 pl mineralniho oleje (Fluka, Biochemika
Svycarsko).

CPE typ 2:

Uhlikové pasta byla pfipravena smisenim 100 mg grafitového prasku (CR 2,
Maziva Tyn spol.s.r.0., CR) a 50 pul mineralniho oleje (Fluka, Biochemika
Svycarsko).
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2.2

IL/CPE:

Uhlikova pasta byla pfipravena smisenim 100 mg grafitového prasku (CR 2,
Magziva Tyn spol.s.r.o., CR) a 50 pl mineralniho oleje a RTILu v ptislusném
poméru, mineralni olej : RTIL (V/V), ktery je vzdy uveden u kazdého typu
elektrody. Z divodu lepsi piehlednosti textu je dale u jednotlivych typi IL/CPE

uvadén pouze objemovy dil RTILu.

CILE:
Uhlikova pasta byla pfipravena smisenim 100 mg grafitového prasku (CR 2,
Maziva Tyn spol.s.r.o., CR) a 50 ul RTILu.

Pouzivané RTILy:

1-ethyl-3-methylimidazolium trifuormethan sulfonat ((EMIM][CF5SOs])
(Fluka, Svycarsko).

1-butyl-3-methylimidazolium hexafluorofosfat ((BMIM][PF¢]) (Fluka,
Svycarsko).

Komerc¢ni pripravky:

Mucosolvan roztok, obsah ambroxoli hydrochloridum 15 mg/2 ml
(Boehringer Inglheim, Némecko).

Ambrobene roztok, obsah ambroxoli hydrochloridum 15 mg/2 ml (Merckle
GmbH, Blaubeuren, Némecko).

Pouzita aparatura

Eko-Tribo-Polarograf, verze 3.0 (Polaro sensors, Praha)

Ptistroj pracoval v tiielektrodovém systému zapojeni:

- pracovni elektroda méla teflonové télo s nerezovym pistem k vytlaceni
pasty, aktivni plocha byla kruhova o priméru 2 mm

- referentni elektroda byla argentchloridova s 3 mol/l KC1
(ETP CZ R 010-05)

- pomocna elektroda byla platinové elektroda (polaro ETP CZ P 004-05).
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2.3 DalSi pouzivana zarizeni
pH metr:
Digitalni méfici ptistroj Conductivity and pH meter 4330 (Jenway, UK)

s kombinovanou sklenénou elektrodou.

Spektrofotometr:
Agilent 8453 (USA), kiemenné kyvety tloustky 1 mm

2.4 Pracovni postupy

2.4.1 Spektrofotometrické studium stalosti zasobniho roztoku

studované latky

Stalost zasobniho roztoku byla sledovana spektrofotometricky.

Absorpéni spektrum dané latky bylo proméfovano v zasobnim roztoku
o koncentraci 1.10™* mol/l proti deonizované vod& v kiemennych kyvetach
tloustky 1 mm v rozsahu vinovych délek od 200 nm do 500 nm.

Absorbance byla sledovana pti vinové délce 245 nm po dobu 7 mésicti. Bylo
zjisténo, Ze roztok je po tuto dobu staly pti uchovavani v temnu v chladnicce.
UV/VIS spektrum ambroxolu je ukdzano na obr. 2.1, v tab. 2.1 jsou uvedeny

absorbance naméiené ve dnech sledovani stability zasobniho roztoku.
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Tab. 2.1 Absorbance z4sobniho roztoku ambroxolu o ¢ = 1.10™> mol/Il

v deonizované vodé.

t A =245 nm

[dny] | 4 | %
0 1,001 100,0
2 0989 98.8
7 0,988 98,7
16 0,936 93,5
20 1,038 103,7
30 0,964 96,3
44 0,955 95,4
72 0,959 95,8
90 0,952 95,1
183 0,986 98.5
203 0,990 98.9

3,5
A [AU]
3,0
2,5
2,0
1,5

1,0

0,5

1 1
200 250 300 350 400 450 500

A [nm]

Obr. 2.1 UV-VIS spektrum ambroxolu o ¢ = 1.10~° mol/l. Mé&feno v 1mm

kiemennych kyvetach proti deonizované vode¢.
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2.4.2 Voltametrické stanoveni ambroxolu

K méfeni byl pouzit roztok ambroxolu o koncentraci 1.10~* mol/l. K detekci
studované latky bylo pouzito tfielektrodového voltametrického uspotradani
s pracovni uhlikovou pastovou elektrodou (GCPE, CPE typ 1, 2), popt.
elektrodou obsahujici RTIL misto mineralniho oleje (CILE) nebo elektrodu
modifikovanou RTILem (IL/CPE), referentni argentchloridovou elektrodou
a pomocnou platinovou elektrodou.

Detekce ambroxolu byla provadéna diferencni pulzni voltametrii pii
rychlosti polarizace elektrody 20 mV/s, §ifce pulzu 80 mV a vySce pulzu 50 mV
a diferen¢ni pulzni voltametrii s akumulaci ambroxolu na elektrodu. Byl méten
vliv pH Brittonova-Robinsonova pufru na vysky piki ambroxolu o koncentraci
1.10~* mol/l v rozmezi pH = 2 az 12 metodou diferenéni pulzni voltametrie.

Pti optimalnim pH byly prométeny kalibracni zavislosti metodou diferencni

pulzni voltametrie.

2.4.3 Akumulace ambroxolu

Byla métena diferen¢ni pulzni voltametrie s akumulaci ambroxolu
o koncentraci 5.107° mol/l na GCPE. Byl zji§tovan optimélni potencial
akumulace vkladany na elektrodu, a to v rozmezi 500 az 1000 mV, a dale byla
zjistovana optimalni doba akumulace, a to v ¢asech 0,5 min, 1 min, 2 min,
3 min, 5 min. Jako optimalni byl zvolen potencial 900 mV a doba akumulace
1 min.

Byly proméfeny kalibracni zévislosti za vySe uvedenych optimalnich

podminek v Brittonové-Robinsonové pufru o pH = 2 na GCPE.
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2.5

2.51

Vyvoj elektrody obsahujici RTIL

Jak jiz bylo v tivodu uvedeno, RTILG, které se li§i svymi vlastnostmi, je cela
fada. Pro ptipravu CILE, kde byl mineralni olej pln€ nahrazen RTILem, popf.
pripravu IL/CPE, kde byla provedena pouze modifikace CPE RTILem, byly
pouzity dva RTILy s vice ¢i mén¢ odliSnymi vlastnostmi. Jako prvni byl pouzit
1-ethyl-3-methylimidazolium trifluormethansulfonat ((EMIM][CF3SOs])

a nasledn¢ 1-butyl-3-methylimidazolium hexafluorofosfat ((BMIM][PF]).

Zkoumani vlastnosti jednotlivych typi elektrod bylo provadéno metodou
diferen¢ni pulzni voltametrie pii rychlosti polarizace elektrody 20 mV/s, Sifce
pulzu 80 mV a vysce pulzu 50 mV a metodou cyklické voltametrie pti rychlosti

polarizace elektrody 100 mV/s.

1-Ethyl-3-methylimidazolium trifuormethansulfonat
([EMIM][CF3SO03])

Jako prvni byl pouZit 1-ethyl-3-methylimidazolium trifuormethansulfonat.
RTILem byl nejprve nahrazen mineralni olej a elektroda byla pfipravena
z mikrokuli¢ek skelného uhliku a RTILu v poméru 70:30 (w/w) a 75:25 (w/w).
S obéma typy elektrod byla provedena detekce ambroxolu o koncentraci
1.10™* mol/l v Brittonov&-Robinsonové pufru o pH = 2, 7 a 12 pomoci diferenéni
pulzni voltametrie. [34, 36]

Vzhledem k tomu, Ze vétSina publikovanych praci vyuZzivala pro ptipravu
elektrod grafitového prasku, byla pfipravena elektroda s grafitovym praskem
a RTILem, ktery zcela nahradil mineralni olej v elektrodé (CILE), tedy se 100%
obsahem RTILu v elektrodé, a dale také elektrody IL/CPE s rtiznym pomérem
mineralni olej : RTIL (V/V) a CPE typ 2. [39, 42, 43]

Ke zkoumani chovani jednotlivych typt elektrod byly jako standardni latky
pouzity hexakyanoZelezitan draselny o koncentraci 5.107> mol/l a kyselina
askorbova o koncentraci 3.10~ mol/l. Pro hexakyanozZelezitan draselny byl jako
zakladni elektrolyt pouzit 0,5 mol/l KCl a pro kyselinu askorbovou Brittoniv-
-Robinsontiv pufr o pH = 6,5. Chovani latek na ptislusnych elektrodach bylo

zkoumano pomoci cyklické voltametrie. [40]
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Nékteré z publikovanych praci uvadéji, ze elektrody byly po nebo béhem
pripravy homogenizovany. VétSinou zahiivanim nad teplotu tdni RTILu po
urcitou dobu. Toto zjisténi vedlo k myslence, ze elektroda by mohla mit lepsi
vlastnosti, podobné jako klasicka CPE, po samovolné homogenizaci. Byla proto
po ptipravé volné nechéna, stejné jako klasicka CPE, 24 hodin a pak pouzita
k méfeni. Nasledné byly vyzkouseny i jiné zptisoby homogenizace, napf.
ohiivéni elektrody IC lampou a ponechani elektrody v ultrazvuku po riizné
dlouhou dobu nebo smiseni RTILu a mineralniho oleje ve vialce a ponechéni
v ultrazvukové 14zni. Vlastnosti elektrody se vyraznym zptisobem nezmeénily.
[36, 40, 41]

Byly provedeny pokusy stanovit ambroxol o koncentraci 1.10™* mol/l na
elektrodach CILE a IL/CPE s 50, 25, 10% obsahem RTILu v elektrodé pomoci
diferen¢ni pulzni voltametrie.

ProtoZe bylo pfedchozimi experimenty zjiSt€no, Ze ambroxol se na GCPE
neakumuluje, byla vyzkouSena moznost akumulace ambroxolu o koncentraci
1.10~°> mol/l na IL/CPE s 25, 10 a 5% obsahem RTILu v elektrodé. Vechny
pokusy stanoveni ambroxolu byly provadény v Brittonové-Robinsonové pufru

opH=2.
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2.5.2 1-Butyl-3-methylimidazolium hexafluorofosfat

(I[BMIM][PF¢])
Jako druhy RTIL byl pouzit 1-butyl-3-methylimidazolium hexafluorofosfat.

Stejné jako v prvnim piipadé¢ bylo chovani elektrody zkoumano pomoci
hexakyanozelezitanu draselného a déle také pomoci siranu zeleznatého
a hydrochinonu.

Nejdtive byla k méfeni opét pouzita klasickd CPE typ 2, na které bylo
zjisténo chovani vybranych standardnich latek (poloha, vyska piku). Nasledné
byla ptipravena elektroda se 100% obsahem RTILu v elektrodé (CILE).
HexakyanoZelezitan draselny byl stanoven cyklickou voltametrii v 0,5 mol/l KCl
jako zékladnim elektrolytu. Déle bylo postupovano stejnym zptisobem jako
u prvniho RTILu snizovanim obsahu RTILu v elektrodé¢, tedy ptipravou IL/CPE
s 50 a 25% obsahem RTILu v elektrodé.

Nésledné¢ byla méfena diferenéni pulzni voltametrie hexakyanoZzelezitanu
draselného v 0,5 a 0,1 mol/l KCI a v Brittonové Robinsonov¢ pufru o pH = 2.
Mg¢éteni bylo provadéno na CPE typ 2, CILE a IL/CPE s 50 a 25% obsahem
RTILu v elektrodé.

Stejné jako u [EMIM][CF3S0s] byly provedeny pokusy stanoveni
ambroxolu metodou diferen¢ni pulzni voltametrie v Brittonové-

-Robinsonové pufru o pH = 2. K méfeni byl pouzivan roztok ambroxolu
o koncentraci 1.10™* mol/l. Mé&feni bylo provadéno na CPE typ 2, CILE
a IL/CPE s 50, 25 a 10% obsahem RTILu v elektrodé.

S dalsi studovanou latkou, siranem zeleznatym, bylo vzhledem k jeho velmi
snadné samovolné oxidaci pracovano v prostfedi inertniho plynu. Roztok byl
probublavan dusikem mezi jednotlivymi méfenimi a pii méfeni byla nad
roztokem udrzovana inertni atmosféra. Siran zeleznaty byl rozpustén
v 0,05 mol/l kyselin€ sirové pro zvyseni stability roztoku, také jeji roztok byl
zbaven kysliku bublanim dusikem. Se siranem Zeleznatym byla provedena
cyklicka voltametrie a diferen¢ni pulzni voltametrie s elektrodami CPE typ 2,
CILE a IL/CPE s 50 a 25% obsahem RTILu v elektrod¢ v 0,5 mol/l KCI jako
zékladnim elektrolytu. KCI byl téz zbaven kysliku bubldnim dusikem.
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Jako dalsi studovana latka, ktera ma v roztoku zaporny naboj, byl zvolen
hydrochinon, jako vhodny zastupce fenoli. Hydrochinon byl rozpustén
v deonizované vodé. Byla métfena cyklicka voltametrie a diferen¢ni pulzni
voltametrie s elektrodami CPE typ 2, CILE a IL/CPE s 50 a 25% obsahem
RTILu v elektrodé v 0,5 mol/l KCI jako zdkladnim elektrolytu. Bylo zjisténo, Ze
hydrochinon je staly v kyselém prostiedi, v zasaditém prostiedi se samovolné
oxiduje na chinon. Z toho diivodu byl prométen vliv pH Brittonova-
-Robinsonova pufru na vysku piku a to pouze v prosttedich o pH =2, 4, 6, 8.
Detekce byla provadéna na CPE typ 2 a na IL/CPE s 25% obsahem RTILu
v elektrodé. Byly porovnany vysky a tvary pikti pro oba typy elektrod. Déle byl
vyzkousen vliv siln¢ kyselého prostiedi na vysku piku, a to 0,05 mol/l
a 0,1 mol/l kyseliny fosforecné. Byly prométfeny kalibra¢ni zavislosti
hydrochinonu na obou elektrodach, CPE typ 2 a na IL/CPE s 25% obsahem
RTILu v elektrod¢, v prostiedi 0,1 mol/l kyseliny fosforecné. Byla vyhodnocena

a porovnana mez detekce na obou typech elektrod. [42, 43]
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2.6 Stanoveni ambroxolu v komerénich pripravcich

Ambroxol byl stanoven ve dvou komeréné dodavanych ptipraveich metodou
diferen¢ni pulzni voltametrie. Stanoveni obsahu ambroxolu bylo provedeno
metodou standardniho ptidavku. Zasobni roztok byl pfipraven ziedénim léCiva
deonizovanou vodou na koncentraci 1.107° mol/l. Ze zasobniho roztoku byly
pripraveny pracovni roztoky o koncentraci 1.10™* mol/l zfedénim Brittonovym-
-Robinsonovym pufrem o pH = 2, které odpovidalo optimalnimu zjisténému pH
stanoveni ambroxolu na CPE typ 1. Standardni roztok ambroxolu o koncentraci
1.107% mol/I byl p¥ipraven rozpusténim piesn& odvazeného mnoZstvi ambroxolu
v deonizované vode¢.

Vlastni stanoveni lé¢iva v komerénim ptipravku bylo provedeno tfemi
standardnimi pridavky o objemu 50 pl a koncentraci 1.107* mol/l. Po kazdém
ptidavku byla provedena tfi stanoveni ambroxolu na CPE typ 1. Ziskana data
byla statisticky zpracovana. Byl vypoéten obsah ambroxolu v piipravku,
relativni smérodatna odchylka stanoveni, interval spolehlivosti a vytézek.
Ziskané vypoctené mnozstvi ambroxolu v ptipravku bylo porovnano s hodnotou

udévanou vyrobcem.
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Vysledky a diskuze

Voltametrické stanoveni ambroxolu

Pro urc¢eni optimalniho pH zékladniho elektrolytu Brittonova-Robinsonova
pufru byl prométen vliv pH na vysky pikt. V oblasti od pH =2 do pH = 12.
Tyto zavislosti byly proméfeny na GCPE a CPE typ 1 a porovnany. Na obr.
3.1.1 je uvedeno porovnani vlivu pH na vysky piku pro obé elektrody.

Pti méteni byly pozorovany dva piky jdouci za sebou. Pti zasaditéjsim pH
zacaly piky splyvat a nebylo je mozné opakovatelné vyhodnotit. Vyhodnocovan
byl pouze prvni pik, ktery byl symetrictéjsi a vyssi.

Z porovnani zavislosti vlivu pH na vySky pikid neni zfejmy ani pro jednu
z elektrod vyrazny trend ve vlivu pH na vysku piku. Jako optimalni pH bylo
vybrano pH = 2, a to z diivodu dobrého odd¢€leni obou pikii analytu od sebe
a symetrie pikti. Pfi pH = 8 byly piky analytu nejvyssi, ale nedochézelo jiz
k jejich dokonalému oddéleni, proto nebylo pti analyze vyuzivano.

Na obr. 3.1.2 a 3.1.3 jsou uvedeny DP voltamogramy ambroxolu
o koncentraci 1.10™* mol/l pro rozmezi pH =2 a7 6 a pH = 7 a7 12 nam&fené na
GCPE. Na obr. 3.1.4 a 3.1.5 jsou uvedeny DP voltamogramy ambroxolu
o koncentraci 1.10™* mol/l pro rozmezi pH =2 az 6 a pH = 7 az 12 naméfené na

CPE typ 1.
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Obr. 3.1.1 Porovnani vlivu pH B-R pufru na vysky pikti ambroxolu
(¢ =1.10"* mol/l). (1) GCPE, (2) CPE typ 1.
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Obr. 3.1.2 DP voltamogramy ambroxolu (¢ = 1.10™* mol/l) mé&fené na GCPE
v prostfedi B-R pufru. Cislo nad kiivkou oznaéuje pH B-R pufru, EL
kiivku zakladniho elektrolytu pro pH = 2 B-R pufru.
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Obr. 3.1.3 DP voltamogramy ambroxolu (¢ = 1.10™* mol/l) m&fené na GCPE
v prostfedi B-R pufru. Cislo nad kiivkou oznaéuje pH B-R pufru, EL
ktivku zékladniho elektrolytu pro pH = 7 B-R pufru.
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Obr. 3.1.4 DP voltamogramy ambroxolu (¢ = 1.10™* mol/l) m&fené na CPE typ 1
v prostfedi B-R pufru. Cislo nad kiivkou oznaéuje pH B-R pufru, EL
ktivku zékladniho elektrolytu pro pH = 2 B-R pufru.
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Obr. 3.1.5 DP voltamogramy ambroxolu (¢ = 1.10™* mol/l) méfené na CPE typ 1
v prostfedi B-R pufru. Cislo nad kiivkou oznaéuje pH B-R pufru, EL
ktivku zékladniho elektrolytu pro pH = 7 B-R pufru.

Kalibracni zavislosti ambroxolu

Kalibra¢ni zavislosti métfené na GCPE a CPE typ 1 byly prométeny ve
stejném rozmezi koncentraci od 1.10* do 4.107° mol/l v prostiedi Brittonova-
-Robinsonova pufru o pH = 2.

Kalibra¢ni zavislosti byly zpracovany metodou linedrni regrese. Mez detekce
byla stanovena jako mnozstvi analytu poskytujici signal, jehoz vyska je rovna
Meze detekce spolu s parametry kalibrac¢nich zavislosti pro jednotlivé elektrody
jsou uvedeny v tabulce 3.2.1 a 3.2.2. Na obr. 3.2.1 a 3.2.2 jsou zobrazeny
kalibra¢ni zavislosti ambroxolu métené v koncentraénim rozmezi
1.10™* = 4.107® mol/l na GCPE a na CPE typ 1. Na obr. 3.2.3 a 3.2.4 jsou
znazornény DP voltamogramy pro koncentraéni rozmezi 1.10™* az 1.10™ mol/l
naméfené na GCPE a CPE typ 1.

Porovnanim parametrt kalibra¢nich zavislosti pro jednotliva koncentraéni

rozmezi u GCPE 1 CPE typ 1 lze fici, ze se smérnice kalibracnich zavislosti pro
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koncentra&ni rozmezi 1.10™* — 1.10> mol/l pon&kud 1i§i od 1.107> — 4.10"° mol/l,
coz je pravdépodobné zptsobeno chybou méteni pii sniZovani koncentrace
analytu ve vzorku. Hodnoty korela¢nich koeficienti se blizi jedné, 1ze tedy
kalibra¢ni zavislosti pro oba typy pouzitych elektrod, GCPE i CPE typ 1,
povazovat za linearni v daném naméieném koncentraCnim rozmezi

1.10* = 4.107° mol/l. Pfi porovnani parametrt kalibraénich zavislosti a mezi
detekce ziskanych pro oba typy elektrod mezi sebou, vykazuje GCPE lepsi
shodu smérnic, vyssi korelacni koeficienty a niz8i mez detekce oproti CPE typ 1,
avsak jejich absolutni hodnoty nejsou vyrazné odlisné. Nelze tedy jednoznacné

urcit, ktera z pouzitych elektrod je vyrazné lepsi ¢i horsi.

Tab. 3.2.1 Parametry kalibracnich zavislosti ambroxolu pro GCPE.

Koncentraéni rozmezi smérnice usek R’
[mol/l] [10" nA.Vmol] [nA]
1.107* - 1.107° 0,57 30,5 0,9998
1.10° - 4.10°° 0,42 -13.2  0,9861
1.10°* - 4.10°° 0,57 253 0,9997

LOD =2,5.10"° mol/l

Tab. 3.2.2 Parametry kalibracnich zavislosti ambroxolu pro CPE typ 1.

Koncentraéni rozmezi smérnice usek R’
[mol/l] [10" nA.Vmol] [nA]
1.107* - 1.107° 0,49 -10,4  0,9971
1.10° - 4.10°° 0,63 9,0 0,9629
1.10*-4.10°° 0,48 -2,1  0,9977

LOD =2,0.10"° mol/l
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Obr. 3.2.1 Kalibra¢ni zavislost ambroxolu pro koncentracni rozmezi
1.10* a2 4.107° mol/l, m&feno technikou DPV v prostiedi B-R pufru
o pH =2 na GCPE.
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Obr. 3.2.2 Kalibra¢ni zavislost ambroxolu pro koncentra¢ni rozmezi
1.10~* a7 4.10~° mol/l, mé&teno technikou DPV v prostiedi B-R pufru
opH=2naCPE typ 1.
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Obr. 3.2.3 DP voltamogramy ambroxolu pro koncentra¢ni rozmezi
1.10™* a2 1.10” mol/l namé&fené na GCPE v prostiedi B-R pufru
opH=2.(1)1.10%,(2) 8.107,(3) 6.107, (4) 4.107°, (5) 2.10°°,
(6) 1.107°, (7) zékladni elektrolyt.
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Obr. 3.2.4 DP voltamogramy ambroxolu pro koncentraéni rozmezi 1.10™* az
1.107° mol/l naméfené na CPE typ 1 v prostiedi B-R pufru o pH = 2.
(1) 1.107,(2) 8.10°,(3) 6.107°, (4) 4.107, (5) 2.107, (6) 1.10°,
(7) zakladni elektrolyt.

-45 -



3.3 Akumulace ambroxolu

MozZna adsorpéni akumulace ambroxolu na CPE byla studovana pomoci
diferen¢ni pulzni voltametrie na GCPE s roztokem ambroxolu o koncentraci
5.107° mol/I v Brittonové-Robinsonové pufru o pH = 2. Zkoumana latka se
neakumulovala, vysky pikt se prakticky nezvétsily. Na obr. 3.3.1 je ukdzan vliv
potencialu vkladaného na elektrodu na vysku piku v rozmezi 500 az 1000 mV,
na obr. 3.3.2 je ukazan vliv doby akumulace na vysku piku, a to 0,5 min, 1 min,
2 min, 3 min, 5 min. Jako optimalni byl zvolen potencial 900 mV a doba
akumulace 1 min, pfi téchto podminkach byly piky nejvyssi, ovSem
nedosahovaly ani dvojnasobku vysky piku bez akumulace.

Za vySe uvedenych optimalnich podminek byly prométeny kalibraéni
zavislosti na GCPE v Brittonové-Robinsonové pufru o pH = 2. Pfi porovnani
smérnic kalibragnich zavislosti pro koncentraéni rozmezi 1.10* — 1.107> mol/l
apro 1.107° = 1.107° mol/l je ziejmé, e se od sebe ponskud lisi, coz je
pravdépodobné zpisobeno chybou méteni pii snizovani koncentrace analytu ve
vzorku. Kalibra¢ni zavislost je v naméfeném koncentracnim rozmezi
1.107* = 1.107° mol/l linearni vzhledem k hodnotg korelaéniho koeficientu
blizicimu se jedné. Kalibra¢ni zavislosti byly zpracovany metodou linearni
regrese. Mez detekce byla stanovena jako mnoZstvi analytu poskytujici signal,
jehoz vyska je rovna trojnasobku smérodatné odchylky stanoveni pfi nejnizsi
dosazené¢ koncentraci. Mez detekce spolu s parametry kalibracni zavislosti jsou
uvedeny v tabulce 3.3.1. Na obr. 3.3.3 jsou zobrazeny kalibra¢ni zavislosti
v celém méFeném koncentraénim rozmezi 1.107* — 1.107° mol/l.

Akumulaci latky na elektrodu nebylo dosazeno vyrazného snizeni meze
detekce stanovované latky oproti kalibra¢ni zévislosti bez akumulace. Protoze
ob¢ uhlikové pastové elektrody se chovaly podobné, nebyl vzhledem ke

zjisténym skute¢nostem studovan vliv akumulace ambroxolu na CPE typ 1.
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Obr. 3.3.1 Vliv potencialu vkladaného na elektrodu na vysku piku ambroxolu
(¢ =5.10"° mol/l) pii jeho akumulaci na GCPE, mé&feno metodou

DPV s akumulaci v prostifedi B-R pufru o pH = 2.
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Obr. 3.3.2 Vliv doby akumulace na vysku piku ambroxolu (¢ = 5.10"® mol/l) pfi
jeho akumulaci na GCPE, méteno metodou DPV v prostiedi B-R

pufru o pH = 2.
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Tab. 3.3.1 Parametry kalibra¢nich zavislosti akumulace ambroxolu na GCPE

Koncentraéni rozmezi smérnice usek R’
[mol/l] [10” nA./mol]  [nA]
1.1074 - 1.1075 0,46 17,6  0,9989
1.10°-1.10°° 0,52 -1,9  0,9920
1.10* - 1.10°° 0,48 43  0,9988
LOD =1,3.10"° mol/l
450 L ¥ = 0,48x + 4,26
IinA] | R*=0,9988
300
150

750 1000
¢ [10”7 molil]

Obr. 3.3.3 Kalibra¢ni zavislost ambroxolu v koncentra¢nim rozmezi

1.10* = 1.107° mol/I, méfeno technikou DPV s akumulaci pfi

potencialu 900 mV a dobé akumulace 1 min v prostiedi B-R pufru

o pH =2 na GCPE.
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3.4 Vyvoj elektrody obsahujici RTIL
K ptipravé IL/CPE a CILE byly pouzity dva RTILy. Jako prvni byl pouzit
1-ethyl-3-methylimidazolium trifluormethansulfonat, se kterym byly provedeny
prvni pokusy zkoumani vlastnosti elektrody. Jako druhy RTIL byl vybran
1-butyl-3-methylimidazolium hexafluorofosfat, se kterym bylo chovani elektrod

zkoumdno podrobnéji.

3.4.1 1-Ethyl-3-methylimidazolium trifuormethansulfonat
([EMIM][CF3SO03])

Prvni pokusy provedené s elektrodou piipravenou z mikrokuli¢ek skelného
uhliku a RTILu v poméru 70:30 (w/w) a 75:25 (w/w) ukazaly, Ze ambroxol neni
mozné pomoci téchto elektrod detekovat vzhledem k obrovskému proudovému
pozadi elektrody.

K méfeni standardnich latek byla nejdiive pouzita klasicka CPE typ 2, na
které bylo zjisténo chovani vybranych standardnich latek (poloha, vyska piku)
pro pozd¢jsi porovnani dat ziskanych na CILE a IL/CPE. Na CPE typ 2 a CILE
byly prométeny cyklické voltamogramy hexakyanozelezitanu draselného
a kyseliny askorbové. Pfi méfeni s CILE nebylo mozné nalézt zadny pik
kyseliny askorbové. Pro hexakyanozelezitan draselny byl nalezen jen ndznak
piku, ktery byl vidét 1épe az po zvétSeni.

Dals$im krokem byla zména poméru mineralni olej : RTIL (V/V) v elektrodé¢,
tedy ptiprava IL/CPE. Byly ptipraveny elektrody s obsahem RTILu 50 a 25 %.
Tento krok se jevil jako spravny, vzhledem ke klesajicimu proudovému pozadi
elektrody a moznosti Iépe detekovat pik analytu. Na elektrodé obsahujici 50 %
RTILu byl opét detekovan pouze hexakyanozelezitan draselny. Kyselina
askorbova byla detekovana pouze na elektrodé s 25% obsahem RTILu. Bylo
zjisténo, ze s rostoucim obsahem RTILu v elektrodé roste proud pozadi, ktery je
mnohokrat vyssi nez proud pozadi u CPE. Moznym vysvétlenim tohoto jevu je
vysoky nabijeci proud, ktery maskuje faradaicky proud, a proto neni mozné
nalézt pik studované latky, zvI4sté pfi nizsich koncentracich analytu. Rada

autorti publikovanych praci popisuje podobny problém.
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Naobr. 3.4.1.1,3.4.1.2,3.4.1.3 a 3.4.1.4 jsou zobrazeny cyklické
voltamogramy pro hexakyanozelezitan draselny o koncentraci 5.10 mol/l
namétené na CPE typ 2, CILE a IL/CPE s 50 a 25% obsahem RTILu v elektrodé
v 0,5 mol/l KCl jako zakladnim elektrolytu a na obr. 3.4.1.5 a 3.4.1.6 jsou
zobrazeny cyklické voltamogramy pro kyselinu askorbovou o koncentraci
3.10° mol/l nam&fené na CPE typ 2 a IL/CPE s 25% obsahem RTILu
v elektrod€. Z cyklickych voltamogramt je patrné, ze s rostoucim obsahem
RTILu v elektrod¢ roste vyska piku. Zarovei s rostouci vyskou piku roste
1 kapacitni proud elektrody, coz pfi nizkych koncentracich mize znemoziiovat
detekci analytu.

Bylo provedeno méteni ambroxolu o koncentraci 1.10~* mol/l na elektrodach
CPE typ 2, CILE a IL/CPE s 50, 25 a 10% obsahem RTILu v elektrodé¢ pomoci
diferen¢ni pulzni voltametrie. V tab. 3.4.1.1 jsou uvedeny vysky pikli namétené
pfi rizném obsahu RTILu v elektrodé. Ambroxol nebylo mozné detekovat na
elektrodach CILE a IL/CPE s 50% obsahem RTILu v elektrod¢ kvuli vysokému
proudovému pozadi elektrody. Pro nizsi obsahy RTILu v elektrod¢ je patrny
vzrist vysky piku s rostoucim obsahem RTILu.

Moznost akumulace ambroxolu o koncentraci 1.10~ mol/l na IL/CPE
s 25, 10 a 5% obsahem RTILu v elektrodé se ani pro modifikovanou elektrodu

nepotvrdila.

Tab. 3.4.1.1 Vliv obsahu RTILu v elektrodé na vysku piku ambroxolu
(c=1.10"* mol/l).

Obsah [EMIM][CF;SO;] v elektrodé [%] 7 [nA]

0 494 4
10 500,9
25 565,2
50 -

100 -
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Obr. 3.4.1.1 Cyklicky voltamogram K3[Fe(CN)s] (¢ = 5.107 mol/l) mé&feny
v prostiedi 0,5 mol/l KCl na CPE typ 2.
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Obr. 3.4.1.2 Cyklicky voltamogram K;[Fe(CN)g] (¢ = 5. 10~ mol/l) méieny
v prostiedi 0,5 mol/l KCI na IL/CPE s 25% obsahem RTILu

v elektrodé.
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Obr. 3.4.1.3 Cyklicky voltamogram Ks[Fe(CN)s] (¢ = 5.10"° mol/l) m&Feny
v prostiedi 0,5 mol/l KCI na IL/CPE s 50% obsahem RTILu

v elektrodé.
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Obr. 3.4.1.4 Cyklicky voltamogram K3[Fe(CN)s] (¢ = 5.10~ mol/l) mé&teny
v prostiedi 0,5 mol/l KCl na CILE.
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Obr. 3.4.1.5 Cyklicky voltamogram kyseliny askorbové (¢ = 3.10° mol/l)
méteny v prostfedi B-R pufru o pH = 6,5 na CPE typ 2.
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Obr. 3.4.1.6 Cyklicky voltamogram kyseliny askorbové (¢ = 3.10° mol/l)
méteny v prostiedi B-R pufru o pH = 6,5 na IL/CPE s 25%
obsahem RTILu v elektrodé¢.
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3.4.2 1-Butyl-3-methylimidazolium hexafluorofosfat

([BMIM][PFg])
Jako druhy RTIL byl pouzit 1-butyl-3-methylimidazolium hexafluorofosfat.

Stejné jako v prvnim ptipad¢ bylo chovani elektrody zkoumano méfenim
hexakyanozelezitanu draselného o koncentraci 5.10~ mol/l. Hexakyanozelezitan
draselny byl stanoven cyklickou voltametrii v 0,5 mol/l KCI jako zakladnim
elektrolytu na CPE typ 2 a CILE. Déle bylo postupovano stejnym zplisobem
jako u prvniho RTILu, tedy sniZovanim obsahu RTILu v elektrodé¢ a ptipravou
IL/CPE s 50 a 25% obsahem RTILu v elektrod¢. Pro srovnani jsou uvedeny
cyklické voltamogramy na obrazcich 3.4.2.1, 3.4.2.2, 3.4.2.3, 3.4.2.4 namé&fené
na téchto elektrodach pro hexakyanoZzelezitan draselny v prostiedi 0,5 mol/l KCl
jako zdkladniho elektrolytu. I zde se potvrdil stejny trend vzristu vysky piku
s rostoucim obsahem RTILu v elektrod¢ jako u prvniho RTILu. Pfi porovnéni
vysek pikli hexakyanozelezitanu draselného namétenych cyklickou voltametrii
na elektrodach obsahujicich [EMIM][CF3;SOs] a [BMIM][PF¢] je vidét, Ze vysky
pikil se vyznamné nelisi. Vzrist nezadouciho nabijeciho proudu s rostoucim

obsahem RTILu v elektrodé¢ se potvrdil i u [BMIM][PFg].
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Obr. 3.4.2.1 Cyklicky voltamogram K;[Fe(CN)g] (¢ = 5. 10~ mol/l) méfeny
v prostiedi 0,5 mol/l KCI na CPE typ 2.
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Obr. 3.4.2.2 Cyklicky voltamogram K;[Fe(CN)g] (¢ = 5. 10~ mol/l) méieny
v prostiedi 0,5 mol/l KCI na IL/CPE s 25% obsahem RTILu

v elektrodé.
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Obr. 3.4.2.3 Cyklicky voltamogram Ks[Fe(CN)s] (¢ = 5.10"° mol/l) m&Feny
v prostiedi 0,5 mol/l KCI na IL/CPE s 50% obsahem RTILu

v elektrodé.
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Obr. 3.4.2.4 Cyklicky voltamogram K3[Fe(CN)s] (¢ = 5.10~ mol/l) mé&teny
v prostiedi 0,5 mol/l KCl na CILE.
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Byly prométeny diferen¢ni pulzni voltamogramy hexakyanozelezitanu
draselného o koncentraci 5.10~ mol/l v 0,5 mol/l, 0,1 mol/l KCI a Brittonove-
-Robinsonové pufru o pH = 2. Méfeni bylo provadéno na elektrodach CPE
typ 2, CILE a IL/CPE s 50 a 25% obsahem RTILu v elektrod¢.

Z porovnani vysek pikil zmétenych pro hexakyanozelezitan draselny, viz
tab. 3.4.2.1, vyplyva, Ze v prostiedi Brittonova-Robinsonova pufru o pH = 2
a 0,1 mol/l KCl se jako optimalni obsah RTILu v elektrod¢ jevi 25 %, pak
vysky piki klesaji. Na rozdil od prvnich dvou prostiedi v 0,5 mol/l KCI
postupné vyska piku roste s rostoucim obsahem RTILu v elektrod¢.

Pro srovnani stanoveni ambroxolu o koncentraci 1.10™* mol/l metodou
diferen¢ni pulzni voltametrie v Brittonové-Robinsonové pufru o pH = 2 na
elektrodach obsahujicich [EMIM][CF3SOs] bylo provedeno stejné stanoveni
ambroxolu s elektrodami obsahujicimi [BMIM][PFs]. Méfeni bylo provadéno na
elektrodach CPE typ 2, CILE a IL/CPE s 50 a 25% obsahem RTILu v elektrod¢.
Potvrdila se stejna zavislost jako u prvniho pouzit¢ho RTILu. Elektrody
s vysokym obsahem RTILu, CILE a IL/CPE s 50% obsahem RTILu v elektrodg,
vykazovaly vysoké proudové pozadi a nebylo mozné nalézt pik analytu. Pti
porovnani vyiek piki ambroxolu o koncentraci 1.10™* mol/I v prostiedi
Brittonova-Robinsonova pufru o pH = 2 naméfenych na elektrodach
obsahujicich [EMIM][CF3;SOs] a [BMIM][PF¢], tab. 3.4.2.2, je vidét, ze vysky
pikt rostou s rostoucim obsahem RTILu v elektrodé. Pik ale nelze detekovat pii
vy$§im obsahu RTILu v elektrodé, protoze se ztraci ve vysokém proudovém

pozadi elektrody, jak jiz bylo uvedeno.
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Tab. 3.4.2.1 Porovnani vysek pikti Ks3[Fe(CN)¢] (¢ = 5. 10~ mol/l) v zavislosti
na obsahu RTILu v elektrodé¢ a typu zdkladniho elektrolytu a jeho

koncentrace.
Obsah [BMIM][PFg] v elektrodé I [uA]
[Yo] B-R pufr KCl KCl
(pH=2) (0,1 mol/) (0,5 mol/l)

0 48,2 11,9 54,1

25 61,2 56,1 99,5

50 493 36,9 112,1

100 23,1 17,0 113,6

Tab. 3.4.2.2 Porovnani vy3ek pikii ambroxolu (¢ = 1.10~* mol/l) v zavislosti na

obsahu a typu RTILu.
Obsah RTILu v elektrodé I [nA]
[%] [EMIM]|CF3SO3] [BMIM][PF]

0 4944 4944
10 500,9 521,5

25 565,2 -

50 - -

100 - -

Porovnanim vysledkt ziskanych na elektrodach obsahujicich
[EMIM][CF3SOs] a [BMIM][PFs] a charakteru studovanych latek bylo zjisténo,
ze detekci stanovované latky by mohl znemoznit nebo naopak zlep$it naboj
stanovované latky v roztoku, a to vzhledem k tomu, ze K;[Fe(CN)g] se v roztoku
vyskytuje jako anion a ambroxol jako kation. K potvrzeni vlivu naboje latky
v roztoku na jeji stanoveni i pfi vysokém obsahu RTILu v elektrodé byly
vybrany dal$i dvé standardni latky s kladnym a zapornym nébojem, které
se dobfe oxiduji, a to siran Zeleznaty a hydrochinon.

Byly prométeny cyklické voltamogramy siranu Zeleznatého o koncentraci

5.107° mol/l v prostiedi 0,5 mol/l KCI na elektrodach CPE typ 2, CILE a IL/CPE
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s 50 a 25% obsahem RTILu v elektrodé. Projevila se stejnd zavislost vzristu
vysky piku a zaroven i vzristu proudového pozadi stejné jako u predchéazejicich
latek, viz obr. 3.4.2.5,3.4.2.6,3.4.2.7, 3.4.2.8, kde jsou uvedeny cyklické
voltamogramy siranu zeleznatého.

Stejné jako u hexakyanoZelezitanu draselného byly u siranu zeleznatého
o koncentraci 5.10~ mol/l prom&feny diferenéni pulzni voltamogramy
s elektrodami CPE typ 2, CILE a IL/CPE s 50 a 25% obsahem RTILu
v elektrode v 0,5 mol/l KCI jako zakladnim elektrolytu. V tab. 3.4.2.3 jsou
uvedeny vysky pikli v zavislosti na obsahu RTILu v elektrodé. Na rozdil od
predchozich latek bylo mozné vyhodnotit i DP voltamogram naméteny na
IL/CPE s 50% obsahem RTILu v elektrod€. Vyska piku odectend z toho
voltamogramu byla ale nizsi, nez vyska piku odeétena z voltamogramu
naméieného s IL/CPE s 25% obsahem RTILu, ktera stejné€ jako u pfedchozich
latek poskytovala nejvyssi piky. Snizeni vySky piku analytu odectené
z voltamogramu naméfeném na IL/CPE s 50% obsahem RTILu bylo
pravdépodobné zplsobeno nemoznosti presného odecteni vysky v disledku
vysokého proudového pozadi elektrody. Pro CILE nebylo pik analytu mozné

nalézt.

Tab. 3.4.2.3 Porovnani vy3ek pikit FeSOy4 (¢ = 5.107° mol/l) v zavislosti na
obsahu RTILu v elektrod¢.

Obsah [BMIM][PF¢] v elektrodé 1 [pA]

[]

0 4,7
25 6,6
50 6,3

100 3
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Obr. 3.4.2.5 Cyklicky voltamogram FeSO4 (¢ = 5.107 mol/l) mé&feny v prostfedi
0,5 mol/l KCl na CPE typ 2.
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Obr. 3.4.2.6 Cyklicky voltamogram FeSO4 (¢ = 5.107 mol/l) mé&feny v prostfedi
0,5 mol/l KCl na IL/CPE s 25% obsahem RTILu v elektrod¢.
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Obr. 3.4.2.7 Cyklicky voltamogram FeSO4 (¢ = 5.10"° mol/l) mé&Feny v prostredi
0,5 mol/l KCl na IL/CPE s 50% obsahem RTILu v elektrod¢.
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Obr. 3.4.2.8 Cyklicky voltamogram FeSOy (¢ = 5.10° mol/l) m&feny v prostiedi
0,5 mol/1 KCl na CILE.
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Dalsi studovanou latkou byl hydrochinon. Byly prométeny cyklické
voltamogramy a diferen¢ni pulzni voltamogramy hydrochinonu o koncentraci
5.10 mol/l v 0,5 mol/1 KCI jako zakladnim elektrolytu. Méteni bylo provadéno
s elektrodami CPE typ 2, CILE a IL/CPE s 50 a 25% obsahem RTILu
v elektrod€. Na obr. 3.4.2.9,3.4.2.10, 3.4.2.11, 3.4.2.12 jsou uvedeny cyklické
voltamogramy hydrochinonu naméfené na vyse uvedenych typech elektrod.

Z cyklickych voltamogramt vyplyva opét stejny trend vzristu vysky piku
s rostoucim obsahem RTILu v elektrodé a vzristu proudového pozadi elektrody.

Tab. 3.4.2.4 uvadi vysky pika hydrochinonu namétené diferencni pulzni
voltametrii v zavislosti na obsahu RTILu v elektrodé€. I zde se opét potvrdila
podobna zavislost jako u ptedchozich latek, kdy nejvyssi piky poskytovala
IL/CPE s 25% obsahem RTILu v elektrod¢. Rozdilem ale je moznost nalezeni
piku analytu 1 pfi vysokém obsahu RTILu v elektrodég, tedy i1 na IL/CPE s 50%
obsahem RTILu v elektrodé a na CILE. Podobné¢ jako u siranu Zeleznatého byly
vysky pikli odectené z voltamogrami naméfenych na IL/CPE s 50% obsahem
RTILu v elektrod€ a na CILE niz8i nez vysky piki odectené z voltamogramu
namétenych na IL/CPE s 25% obsahem RTILu v elektrod€. Snizeni vysky piku
analytu odectené z voltamogramu naméfeném na IL/CPE s 50% obsahem RTILu
a na CILE bylo podobné jako u siranu Zeleznatého pravdépodobné zpiisobeno
nemoznosti ptesného odecteni vysky v disledku vysokého proudového pozadi

elektrody.

Tab. 3.4.2.4 Porovnani vy3ek pikil hydrochinonu (¢ = 5.10” mol/l) v 0,5 mol/l
KCl v zavislosti na obsahu RTILu v elektrodé.

Obsah [BMIM][PF¢] v elektrodé 1 [pA]

[Yo]

0 38,5
25 42,2
50 39,4

100 18,3
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Obr. 3.4.2.9 Cyklicky voltamogram hydrochinonu (¢ = 5.10~ mol/l) m&feny
v prostiedi 0,5 mol/l KCl na CPE typ 2.
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Obr. 3.4.2.10 Cyklicky voltamogram hydrochinonu (¢ = 5.10~ mol/l) m&feny
v prostiedi 0,5 mol/l KCl na IL/CPE s 25% obsahem RTILu

v elektrodé.
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Obr. 3.4.2.11 Cyklicky voltamogram hydrochinonu (¢ = 5. 10~ mol/l) méfeny
v prostiedi 0,5 mol/l KCI na IL/CPE s 50% obsahem RTILu

v elektrode.
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Obr. 3.4.2.12 Cyklicky voltamogram hydrochinonu (¢ = 5.107° mol/l) méfeny
v prostiedi 0,5 mol/l KCI na CILE.
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Byl prométen vliv pH Brittonova-Robinsonova pufru na vysku piku
hydrochinonu o koncentraci 1.10~* mol/l metodou diferenéni pulzni voltametrie
na elektrodach CPE typ 2 a IL/CPE s 25% obsahem RTILu v elektrodé.
Elektrody s vys$§im obsahem RTILu, CILE a IL/CPE s 50% obsahem RTILu,
nebyly pouzity z diivodu nizsi poskytované odezvy. Byly porovnany vysky
a tvary piki pro oba typy elektrod. Vzhledem k tomu, Ze piky byly pti pH = 2
nejvyssi a nejsymetrictéjsi, byl vyzkousSen vliv siln€ kyselého prostiedi
0,05 mol/l a 0,1 mol/l kyseliny fosforecné. Vliv pH na vysku piku je uveden na
obr. 3.4.2.13. Pro 0,05 mol/l kyselinu fosfore¢nou bylo orientacné vypocteno
pH = 1,3 a pro 0,1 mol/l kyselinu fosfore¢nou pH = 1. Bylo zjisténo, Ze piky
hydrochinonu jsou u obou typi elektrod v prostfedi kyseliny fosfore¢né vyssi
nez v prostiedi KCI nebo Brittonova-Robinsonova pufru. Ze ziskanych vysledkt
vyplyva, ze nejlépe se hydrochinon chova v siln€ kyselém prostiedi kyseliny
fosforecné.

Za zjisténych optimalnich podminek byly prométeny kalibracni zévislosti
hydrochinonu v koncentraénim rozmezi 1.10™* az 1.10™° mol/l. Kalibra¢ni
zavislosti byly zpracovany metodou linearni regrese. Byla vyhodnocena
a porovnana mez detekce na obou typech elektrod. Mez detekce byla stanovena
jako mnozstvi analytu, poskytujici signal, jehoz vyska je rovna trojnasobku
smérodatné odchylky stanoveni pii nejnizsi dosazené koncentraci. V tab. 3.4.2.5
a 3.4.2.6 jsou uvedeny parametry kalibra¢nich zévislosti hydrochinonu
a vypoctené meze detekce. Na obr. 3.4.2.14 a 3.4.2.15 jsou uvedeny kalibracni
zévislosti pro koncentraéni rozmezi 1.10™* az 1.107° mol/l hydrochinonu.
Experimentalné zjisténymi body kalibracnich zéavislosti byly prolozeny regresni
piimky vyjma dvou bodi odpovidajicich nejvyssim koncentracim analytu, tyto
body jsou pravdépodobné mimo linedrni dynamicky rozsah pouZzité metody.
Korelagni koeficienty jsou pro koncentraéni rozmezi 6.10> az 1.10~° mol/l
blizké jedné a zavislost 1ze pokladat za linearni. Pti detekci nizkych koncentraci
hydrochinonu méla na stanoveni nezddouci vliv necistota obsazena v grafitovém
prasku. Z tohoto ditvodu byly ob¢ kalibra¢ni zavislosti naméfeny pouze do
koncentrace hydrochinonu 1.107® mol/l, protoze pfi nizsich koncentracich nebylo

mozn¢ latku stanovit s dostatecnou opakovatelnosti.
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Obr. 3.4.2.13 Vliv pH B-R pufru (pH =2, 4, 6, 8) a H3PO4 (pH=1; 1,3) na
vysku piku hydrochinonu (¢ = 1.10* mol/l) m&fené metodou

DPV. (1) IL/CPE s 25% obsahem RTILu v elektrod¢, (2) CPE

typ 2.

Tab. 3.4.2.5 Parametry kalibracnich zavislosti hydrochinonu méfené metodou

DPV na CPE typ 2.
Koncentrac¢ni rozmezi smérnice usek R’
[mol/l] [107 nA.l/mol] [nA]
6.10°-1.107° 2,21 130 0,9962
1.10°-1.107° 2,46 52 0,9976
6.10° - 1.107° 2,34 74 0,9969

LOD = 6,8.10"° mol/l

Tab. 3.4.2.6 Parametry kalibra¢nich zavislosti hydrochinonu métené metodou

DPV na IL/CPE s 25% obsahem RTILu v elektrodé.

Koncentraéni rozmezi smérnice usek R’
[mol/l] [10’ nA./mol]  [nA]
6.10°-1.107° 2,13 344 0,9974
1.10° - 1.107° 1,36 381 0,9968
6.10°-1.107° 2,22 304 0,9974

LOD =9,0.10"° mol/l
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Obr. 3.4.2.14 Kalibracni zavislost hydrochinonu pro koncentra¢ni rozmezi
1.10* = 1.107® mol/l, m&teno technikou DPV v prostiedi

0,1 mol/l H3PO4 na CPE typ 2.
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Obr. 3.4.2.15 Kalibra¢ni zavislost hydrochinonu pro koncentra¢ni rozmezi
1.10™* = 1.107° mol/I, mé&Feno technikou DPV v prostiedi
0,1 mol/l H3PO4 na IL/CPE s 25% obsahem RTILu v elektrode.
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Ziskané vysledky stanoveni hydrochinonu na CPE typ 2 a IL/CPE s 25%
obsahem RTILu v elektrodé byly porovnany s ¢lankem publikovanym autory
z Ciny Zhang a Zheng. [43] V publikaci popisuji stanoveni hydrochinonu
pomoci diferen¢ni pulzni voltametrie s rychlosti polarizace elektrody 20 mV/s,
Sifce pulzu 50 mV a vySce pulzu 50 mV na tfech typech elektrod, CILE, IL/CPE
a CPE, s 3 mm vnitinim primérem. Pracovni elektrodu CILE pfipravovali
smisenim 1 g grafitového prasku a 0,5 ml RTILu. Jako RTIL pouzili 1-heptyl-3-
-methylimidazolium hexafluorofosfat ((HMIM][PFs]). Pii ptipravé IL/CPE
pouzivali pomér mineralni olej : RTIL, 1:1 (V/V) a pfed smichanim s praSkem
nechali olej a RTIL dispergovat v ultrazvuku po dobu 5 min. Jako zdkladni
elektrolyt autofi pouzivali 0,1 mol/l fosfatovy pufr o pH = 7. Mez detekce
hydrochinonu stanovili jako mnozstvi analytu poskytujici signal, jehoz vyska je
rovna trojnasobku smérodatné odchylky na 4.10"° mol/l na CILE.

Pro stanoveni hydrochinonu popsané v této diplomové praci, viz str. 65, bylo
vyuzito stejné analytické metody a obdobnych podminek stanoveni uvadénych
¢inskymi autory. Hydrochinon byl stanoven pomoci diferencni pulzni
voltametrie s rychlosti polarizace elektrody 20 mV/s, Sitce pulzu 80 mV a vysce
pulzu 50 mV na CPE typ 2 a na IL/CPE s 25% obsahem RTILu v elektrod¢, obé
s 2 mm vnitfnim primérem. Pracovni elektroda CPE typ 2 byla pfipravovana
smisenim 100 mg grafitového praSku a 50 pl mineralniho oleje. Pro ptipravu
pracovni elektrody IL/CPE s 25% obsahem RTILu byl vyuzit strukturné
podobny RTIL, [BMIM][PF¢], jako RTIL pouzivany ¢inskymi autory, lisi se
pouze v délce alkylového fetézce. Pracovni elektroda IL/CPE s 25% obsahem
RTILu byla ptipravovana smisenim 100 mg grafitového prasku a 50 ul
mineralniho oleje a RTILu s pomérem, mineralni olej : RTIL, 75:25 (V/V), bez
smiseni v ultrazvuku. Postup smiseni RTILu s olejem v ultrazvuku byl také
vyzkousSen, ale nemél zadny vliv na zlepSeni vlastnosti elektrody. Jako zakladni
elektrolyt byla pouzita 0,1 mol/l kyselina fosfore¢na. Mez detekce stanoveni
hydrochinonu byla stanovena jako mnoZzstvi analytu poskytujici signal, jehoz
koncentraci na 6,8.10™° mol/l na CPE typ 2 a na 9,0.10"® mol/l na IL/CPE s 25%
obsahem RTILu v elektrodé.
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Autofi ziskali pro koncentraci hydrochinonu 1,5.10* mol/l odezvu cca
3,5 pA na CILE s 3 mm vnitinim priimérem. Oproti tomu vyvinuté IL/CPE
s 25% obsahem RTILu v elektrodé s 2 mm vnitinim priimérem poskytovaly
odezvu cca 2 LA pro koncentraci hydrochinonu 1,0.10™* mol/l. P¥i porovnani
ziskanych dat s daty uvedenymi v €lanku Ize fici, Ze vyvinuté IL/CPE mohou
konkurovat elektroddm uvadénym v ¢lanku i s mensim obsahem RTILu
v elektrod€. Pti pouziti naprosto Cistého grafitového prasku zbaveného
veskerych necistot by bylo pravdépodobné mozné snizit i mez detekce

hydrochinonu.
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3.5

Stanoveni ambroxolu v komerénich pripravcich

Ambroxol byl stanoven metodou standardniho pfidavku v komercnich
ptipravcich Mucosolvan a Ambrobene, hodnoty obsahu ambroxolu deklarované
vyrobcem byly u obou ptipravkl 7,5 mg/ml.

Oproti ptivodnim pfedpokladiim bylo stanoveni provedeno pouze na CPE
typ 1. Divodem byla nemoznost vyuziti CILE popft. IL/CPE ke stanoveni
nizkych koncentraci ambroxolu. Pfesto bylo stanoveni na CPE typ 1 pfesné
(relativni smérodatna odchylka stanoveni se pohybovala cca kolem 2 %)

a ziskana vypoctend mnozstvi ambroxolu v ptipravcich se dobfe shodovala
s deklarovanou hodnotou uvadénou vyrobcem.

V tab. 3.5.1 jsou uvedeny vypoctené hodnoty obsahu ambroxolu
v pripravcich a prislusné statistické vypocty. Na obr. 3.5.1 je uvedena kalibra¢ni
zavislost méfena metodou standardniho pfidavku pro stanoveni ambroxolu
v Mucosolvanu. Na obr. 3.5.2 je uvedena kalibra¢ni zavislost méfend metodou
standardniho ptidavku pro stanoveni ambroxolu v Ambrobene. Na obr. 3.5.3
a 3.5.4 jsou znazornény voltamogramy stanoveni obsahu ambroxolu metodou

standardniho ptidavku v Mucosolvanu a v Ambrobene.

Tab. 3.5.1 Vypoctené hodnoty obsahu ambroxolu v komercnich ptipravcich

a statistické vyhodnoceni stanoveni.

Mucosolvan Ambrobene

obsah ambroxolu [mg/ml] 7,09 7,55
s [mg/ml] 0,11 0,12

sy [Yo] 1,53 1,62

L;; 0,24 0,27

vytéZek [%] 94,56 100,60

-70 -



1600
I[nA] | Y=30961x + 535
R’ =0,9998

1200

800

0,00 0,01 0,02 0,03
¢ [mol/l]

400

Obr. 3.5.1 Kalibra¢ni zavislost stanoveni obsahu ambroxolu v Mucosolvanu
metodou standardniho ptidavku méfena metodou DPV v prostiedi

B-R pufru o pH =2 na CPE typ 1.
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Obr. 3.5.2 Kalibra¢ni zavislost stanoveni obsahu ambroxolu v Ambrobene
metodou standardniho ptidavku méfend metodou DPV v prostiedi

B-R pufru o pH =2 na CPE typ 1.
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Obr. 3.5.3 DP voltamogramy stanoveni obsahu ambroxolu v Mucosolvanu
metodou standardniho ptidavku méfené na CPE typ 1 v prostiedi
B-R pufru o pH = 2. (1) zakladni elektrolyt, (2) vzorek bez piidavku
(3) vzorek + prvni standardni ptidavek, (4) vzorek + druhy standardni

pridavek, (5) vzorek + tfeti standardni ptridavek.
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Obr. 3.5.4 DP voltamogramy stanoveni obsahu ambroxolu v Ambrobene
metodou standardniho ptfidavku méfené na CPE typ 1 v prostiedi
B-R pufru o pH = 2. (1) zakladni elektrolyt, (2) vzorek bez pridavku
(3) vzorek + prvni standardni piidavek, (4) vzorek + druhy standardni

ptidavek, (5) vzorek + tfeti standardni ptidavek.

=72 -



Zaveér

Bylo prostudovano voltametrické chovani ambroxolu metodou diferen¢ni
pulzni voltametrie v prostiedi Brittonova-Robinsonova pufru o rizném pH
a nalezeny optimalni podminky stanoveni ambroxolu na GCPE a CPE typ 1:
jako optimalni pH Brittonova-Robinsonova pufru bylo stanoveno pH = 2. Za

optimalnich podminek byly zméfeny kalibraéni zavislosti a stanoveny meze

detekce ambroxolu na GCPE a CPE typ 1, viz tab. 4.1.

Tab. 4.1 Meze detekce stanovené na GCPE a CPE typ 1.

LOD [mol/l] LOD [mol/l]
GCPE CPE typ 1
2,5.10°° 2,0.107°

Byla prostudovéna moZznost akumulace ambroxolu na GCPE. Latka se
akumulovala pouze nevyrazné. Dosazena mez detekce 1,3.107° mol/I nebyla
vyrazné niz$i nez meze detekce dosazené bez akumulace latky.

Nasledny vyzkum uhlikovych pastovych elektrod obsahujicich RTIL, CILE
a IL/CPE za pouziti dvou typt RTILG, [EMIM][CF3;SOs] a [BMIM][PF¢],
nepiinesl predpokladané vysledky, tedy zvyseni citlivosti elektrody a snizeni
meze detekce ambroxolu metodou diferen¢ni pulzni voltametrie.

Pouzitim standardnich latek, jako byl hexakyanoZelezitan draselny, kyselina
askorbova, siran zeleznaty a hydrochinon, byly studovany vlastnosti CILE,
IL/CPE a bylo zjisténo, ze elektrody jsou sice nékolikrat citlivéjsi nez klasické
CPE, ale jejich nevyhodou je vysoké proudové pozadi ve srovnani s proudovym
pozadim klasické CPE. Vysvétleni tohoto jevu je, ze vysoky nabijeci proud
maskuje faradaicky proud, a proto neni mozné nalézt pik studované latky,
zvlasté pti niz§ich koncentracich. Bylo zjisténo, Ze nabijeci proud je tim vyssi,
¢im vyssi je obsah RTILu v elektrodé. Publikované prace, které stanovuji rizné
typy latek (katechol, hydrochinon, K;[Fe(CN)¢], kyselina askorbova,
paracetamol a dalsi), tento jev potvrzuji, vétSina publikovanych praci uvadi

meze detekce cca 4.107° a2 8.107° mol/L.
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Vyvinuta elektroda pro stanoveni hydrochinonu obsahovala 25 % RTILu
a byla ptipravena z grafitového prasku (IL/CPE), dosazena mez detekce byla
9,0.10~° mol/L.

Byl stanoven obsah ambroxolu v komer¢nich piipravcich Mucosolvan
a Ambrobene metodou standardniho ptidavku. Stanoveni bylo provadéno
metodou diferencni pulzni voltametrie na CPE typ 1, za zjisténych optimalnich
podminek stanoveni ambroxolu. Obsah ambroxolu v Mucosolvanu byl stanoven
na 7,09 + 0,24 mg/ml a v Ambrobene na 7,55 + 0,27 mg/ml. Hodnoty obsahu

ambroxolu deklarované vyrobcem byly u obou ptipravki 7,5 mg/ml.

-74 -



Literatura

l.

Statni Gistav pro kontrolu 1€¢iv [on-line]. Dostupné z URL :

http://www.sukl.cz, [cit.17.11.2006].

Cesky lékopis 2005 — DoplInék 2006, elektronicka verze [CD-ROM].

Sigma — Aldrich [on/line]. Dostupné z URL : http://www.sigma-
-aldrich.com, [cit.13.11.2006].

Demircigil, BT.; Uslu, B.; Ozkan, Y.; Senturk, Z.: Voltammetric oxidation
of ambroxol and application to its determination in pharmaceuticals and in

drug dissolution studies. Electroanalysis 15, 230-234 (2003).

Habib IHI.; Zayed SIM.: Adsorptive stripping voltammetric determination
of ambroxol. Pharmazie 60, 193—196 (2005).

Jin, GD.; Hu, XY .; Leng, ZZ.; Yao, C.: Anodic voltammetric behaviour of
ambroxol at the carbon paste electrode. Chinese Journal of Analytical

Chemistry 30, 214-217 (2002). CA 136:406999.

Bazylak, G.; Nagels, LJ.: Simultaneous high-throughout determination of
clenbuterol, ambroxol and bromhexine in pharmaceutical formulations by
HPLC with potentiometric detection. Journal of Pharmaceutical

and Biomedical Analysis 32, 887-903 (2003).

Dincer Z.; Basan H.; Goger Giinden N.: Quantitative determination of
ambroxol in tablets by derivative UV spectrophotometric method and
HPLC. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 31, 867-872
(2003).

=75 -



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Heindnen M.; Barbas C.: Validation of an HPLC method for the
quantification of ambroxol hydrochloride and benzoic acid in syrup as
pharmaceutical form stress test for stability evaluation. Journal of

Pharmaceutical and Biomedical Analysis 24, 1005-1010 (2001).

Indrayanto G.; Handayani R.: Quantitative determination of ambroxol
hydrochloride in tablets. Journal of Pharmaceutical and Biomedical

Analysis 11, 781-784 (1993).

Koundourellis, JE.; Malliou, ET.; Broussali, TA.: High performance liquid
chromatographic determination of ambroxol in the presence of different
preservatives in pharmaceutical formulations. Journal of Pharmaceutical

and Biomedical Analysis 23, 469475 (2000).

Qi, ML.; Wang, P.; Cong, RH.; Yang, JJ.: Simultaneous determination of
roxithromycin and ambroxol hydrochloride in a new tablet formulation by
liquid chromatography. Journal of Pharmaceutical and Biomedical

Analysis 35, 1287-1291 (2004).

Zarzuelo, A.; Sayalero, ML.; Lopez, FG.; Lanao, JM.: Determination of
ambroxol hydrochloride by HPLC. Journal of Liquid Chromatography
& Related Technologies 24, 1007-1014 (2001).

Kim, H.; Yoo, JY.; Han, SB.; Lee, HJ.; Lee, KR.: Determination of
ambroxol in human plasma using LC-MS/MS. Journal of Pharmaceutical

and Biomedical Analysis 32,209-216 (2003).

Su, F.; Wang, F; Gao, W.; Li, H.: Determination of ambroxol in human
plasma by high performance liquid chromatography-electrospray
ionization mass spectrometry. Journal of Chromatography B 853,

364-369 (2007).

-76 -



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Abdel-Ghani, N. T.; Hussein S. H.: Determination of ambroxol
hydrochloride in pure solutions and some of its pharmaceutical
preparations under batch and FIA conditions. /L Farmaco 58, 581-589
(2003).

Benli, P.; Tuncel, Muzaffer.: Flow-injection analysis of amroxol in

pharmaceutical tablets. Pharmazie 53, 203—-204 (1998).

Satinsky, D.; Dos Santos, LML.; Sklenarova, H.; Solich, P.; Montenegro,
MCBSM.; Araujo, AN.: Sequential injection chromatographic
determination of ambroxol hydrochloride and doxycycline in

pharmaceutical preparations. Talanta 68, 214-218 (2005).

Satinsky, D.; Huclova, J.; Ferreira, RLC.; Montenegro, MCBSM.; Solich,
P.: Determination of ambroxol hydrochloride, methylparaben and benzoic
acid in pharmaceutical preparations based on sequential injection

technique coupled with monolithic column. Journal of Pharmaceutical

and Biomedical Analysis 40, 287-293 (2006).

Perez-Ruiz, T.; Martinez-Lozano, C.; Sanz, A.; Bravo, E.: Determination
of bromhexine and ambroxol in pharmaceutical dosage forms, urine and

blood serum. Journal of Chromatography B 692,199-205 (1997).

Perez-Ruiz, T.; Martinez-Lozano, C.; Sanz, A.; Bravo, E.: Sensitive
method for the determination of ambroxol in body fluids capillary
electrophoresis and fluorescence detection. Journal of Chromatography B-
-Analytical Technologies in the Biomedical and Life Science 742, 205-210
(2000).

Pospisilova, M.; Polasek, M.; Jokl, V.: Determination of ambroxol of
bromhexine in pharmaceuticals by capillary isotachophoresis. Journal

of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 24, 421-428 (2001).

=77 -



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Hwang, MS.; Cho, S.; Chung, H.; Woo, YA.: Nondestructive
determination of ambroxol content in tablets by Raman spectroscopy.

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 38, 210-215 (2005).

Szostak R.; Mazurek S.: FT-Raman quantitative determination of

ambroxol in tablets. Journal of Molecular Structure 704, 229-233 (2004).

Svancara, 1.; Vyttas, K.; Barek, J.; Zima, J.: Carbon Paste Electrodes in
Modern Electroanalysis. Critical Reviews in Analytical Chemistry 31,
311-345 (2001).

Svancara, 1.; Vytias,K.;: Piiprava a vlastnosti uhlikovych pastovych

elektrod. Chemické Listy 88, 138—146 (1994).

Vytias, K.; Svancara, I.: Aplikace uhlikovych pastovych elektrod
v elektroanalyze. Chemické Listy 88, 412—422 (1994).

Bonhote, P.: Hydrophobic, Highly conductive ambient-temperature molten

salts. Inorg. Chem. 35, 11681178 (1996).

Mizuuchi, H.; Jaitely, V.; Murdan, S.; Florence, A.T.: Room temperature
ionic liquids and their mixtures: Potential pharmaceutical solvents.

European journal of pharmaceutical science 33, 326-331 (2008).
Carda-Broch, S.; Berthod, A.; Armstrong, D. W.: Solvent properties of the
1-butyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate ionic liquid.

Anal. Bioanal. Chem. 375, 191-199 (2003).

Koel, M.: Ionic liquids in chemical analysis. Critical Reviews in Analytical

chemistry 35, 177-192 (2005).

-78 -



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Wilkes, John S.: A short history of ionic liquids-from molten salts to
neoteric solvents. Green Chemistry 4, 73—-80 (2002).

Huddkeston, J.: Characterization and comparison of hydrophilic and
hydrophobic RTIL incorporating the imidazolium cation. Green Chemistry
3, 156-164 (2001).

Kachoosangi, R. T.: RTIL carbon nanotube paste electrodes.
Electroanalysis 19, 1483—-1489 (2007).

Seddon, K.: Influence of chloride, water and organic solvents on the

physical properties of IL. Pure Appl. Chem. 12, 2275-2287 (2000).

Maleki, N.: High—performance carbon composite electrode based on an IL

as a binder. Analytical Chemistry 11, 3820-3826 (2006).

Sun, W.: Electrochemistry and electrocatalysis of Nafion/Nano-CaCOs/Hb
film modified carbon IL electrode using [BMIM][PF¢] as binder.
Electroanalysis 19, 1368—1374 (2007).

Wang, S. F.: Design of carbon paste biosensors based on the mixture of IL
and paraffin oil as a binder for high performance and stabilization.

Electrochemistry Communications 9, 807-812 (2007).

Liu, H.: An IL-type CPE and its polyoxometalate-modified properties
Electrochemistry Communications, 7, 1357-1363 (2005).

Sun, W.: Electrochemistry and electrocatalysis of Nafion/Nano film

modified carbon IL electrode using [BMIM][PF¢] as binder.
Electroanalysis 19, 1368—1374 (2007).

-79 -



41.

42.

43.

Sun, W.: Application of carbon ionic liquid electrode for the
electrooxidative determination of catechol. Sensors and Actuators B 133,

387-392 (2008).

Xiaodong, S.; Hogfang, Z.; Jianbin, Z.: Electrochemical behaviour
and differential pulse voltammetric determination of paracetamol at carbon

ionic liquid electrode. Anal. Bioanal. Chem. 391, 1049—1055 (2008).

Zhang, Y.; Zheng, J.B.: Comparative investigation on electrochemical
behaviour of hydroquinone at carbon ionic liquid electrode and carbon

paste electrode. Electrochimica Acta 52, 7210-7216 (2007).

-80 -




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /SyntheticBoldness 1.000000
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002000d>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002000d>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /GRE <>
    /HRV <>
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e000d>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


