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Abstrakt

Predmétem ptedkladané diplomové prace bylo studium elektrochemického chovéni
nitroimidazolovych 1é¢iv metronidazolu a ornidazolu a nalezeni optimalnich podminek
pro jejich voltametrické stanoveni na rtutovym meniskem modifikované stiibrné pevné
amalgamové elektrodé¢ (m-AgSAE) pomoci technik DC voltametrie (DCV) a diferen¢ni
pulzni voltametrie (DPV). Voltametrické chovani vybranych 1éCiv bylo studovano
v zavislosti na pH prostiedi (realizovano uzitim Brittonova-Robinsonova pufru (BR pufru))
a pomoci cyklické voltametrie (CV) byl studovan mechanismus redukce obou 1é€iv.

Jako optimalni prostfedi pro voltametrickd stanoveni studovanych nitroimidazolovych
1é¢iv na m-AgSAE v katodické oblasti potencialt bylo zvoleno prostiedi BR pufru o pH
8,0, ve kterém byly déale proméfeny koncentracni zavislosti v rozmezi
0d 2:107 do 1-10™* mol/L. Dosazené meze stanovitelnosti (Lo) metronidazolu i ornidazolu
byly pro DCV i DPV na m-AgSAE fadové 10" mol/L.

Aplikovatelnost nové vyvinutych voltametrickych metod pro stanoveni metronidazolu
a ornidazolu byla ovétena na modelovych vzorcich pitné a fi¢ni vody s dosazenymi
Lo=2- 10" mol/L pro DC voltametrii i diferenéni pulzni voltametrii.

Nové vyvinuté voltametrické metody byly pouzity i pro stanoveni obsahu
metronidazolu v danych léCivech: Efloran — infuzni roztok 500 mg/100 mL (KRKA,
Slovinsko), Entizol 500 mg — vaginalni tablety (Polpharma, Polsko),

Entizol 250 mg — tablety (Polpharma, Polsko).

Pro porovnani vyvinutych voltametrickych metod s jinou analytickou metodou bylo
prométeno koncentraéni rozmezi 2:107-1-10* mol/L vybranych 1é¢iv pomoci UV-VIS
absorp¢ni spektrofotometrie v deionizované vodé s dosazenou Lg = 2:107" mol/L
pro metronidazol a pro ornidazol Lg = 3-10"" mol/L. Z tohoto plyne, Ze Lo pro vybrané
latky dosazené metodou DCV na m-AgSAE, DPV na m-AgSAE a pomoci UV-VIS

absorp¢ni spektrofotometrie jsou za danych podminek srovnatelné.



Abstract

The aim of presented Diploma Thesis was to study an electrochemical behavior
of nitroimidazole drugs metronidazole and ornidazole and to find optimal conditions
for their voltammetric determination at a mercury meniscus modified silver solid amalgam
electrode using DC voltammetry (DCV) and differential pulse voltammetry (DPV).
Voltammetric behavior of selected drugs was investigated in dependence on the pH
of the medium used (realized wusing a Britton-Robinson buffer (BR buffer))
and a mechanism of the reduction of both drugs was investigated using cyclic voltammetry
(CV).

The optimum medium for voltammetric determination of studied nitroimidazole drugs
at the m-AgSAE in a region of cathodic potentials was found to be the BR buffer of pH
8.0. Then, the concentration dependences were measured in this optimum medium in the
concentration range from 2-10~" mol/L to 1:10~* mol/L. The limits of quantification (Los)
for both metronidazole and ornidazole were found in the concentration order of 10~ mol/L
by using DCV and DPV at the m-AgSAE.

The applicability of the newly developed voltammetric methods of the determination
of nitroimidazole drugs was verified on the model samples of drinking and river water,
with Lo = 2-10”" mol/L for both DC voltammetry and differential pulse voltammetry
at the m-AgSAE.

The newly developed voltammetric methods were also used for the determination
of the metronidazole content in selected drugs: Efloran — infusion 500 mg/100 mL (KRKA,
Slovenia), Entizol 500 mg — vaginal tablets (Polpharma, Poland), Entizol 250 mg — tablets
(Polpharma, Poland).

For a comparison of the developed voltammetric methods with supplemental analytical
method, the concentration range 2:10"-1-10~* mol/L of selected drugs was measured using
UV-VIS absorption spectrophotometry in deionized water, with reached
Lo ~ 2:10" ‘mol/L for metronidazole and Lo ~ 3:10°" mol/L for ornidazole. Hence it
follows that the Los for selected drugs reached using DCV at m-AgSAE, DPV
at m-AgSAE, and UV-VIS absorption spectrophotometry are comparable under given

conditions.
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1. Uvod

1.1 Cil prace

Predlozend diplomova prace tvoii soucast projektu feSen¢ho na Katedie analytické
chemie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze, ktery se zabyva studiem
elektrochemického chovani vybranych nitroimidazolovych 1éc¢iv.

Cilem této prace je nalezeni optimalnich podminek pro voltametrické stanoveni
protinadorovych 1é¢iv v pufrovaném vodném prostiedi pomoci technik DC voltametrie
(DCV) a diferencni pulzni voltametrie (DPV) na rtutovym meniskem modifikované
stiibrné pevné amalgamové elektrodé (m-AgSAE) se zamérem dosahnout co nejnizsi meze
stanovitelnosti (Lg). Dal$im cilem bylo vybrand lé¢iva stanovit v redlnych vzorcich
a lécivech a také stanovit mechanismus redukce pro ob¢ latky pomoci cyklické voltametrie
(CV). Dale pak piispét k rozsifeni elektroanalytickych metod, které jsou v soucasné dobé
malo vyuZivany a nahrazovany metodami spektrofotometrickymi nebo separacnimi

(vysokouéinna kapalinova chromatografie).

1.2 Nitroimidazolové derivaty

Prvni pfirodni nitroslou¢eniny obsahujici imidazol byly izolovany v roce 1953 a teprve
o 12 let pozd&i byly syntetizovany. Imidazolovd struktura byla studovéna
pro farmakologické vlastnosti na azomycinu (2-nitro 1-H imidazolu) a bylo zjisténo,
Ze tato latka vykazuje antibakteridlni ucinky. Ackoli byla nitrace imidazoli zndma
od r. 1892, piihlaska pro patent téchto syntetizovanych latek byla podana v r. 1957. Vyvoj
4 a5 nitroimidazold, kam patfi metronidazol a ornidazol byl nejvétsi v letech 1970-1975."

S5-nitroimidazolové derivaty patii do antiprotozoalnich a antimikrobialnich 1é¢iv. Tyto
vlastnosti jsou spojeny s redukei nitro skupiny.z’3 V poslednich 10-ti letech se zkoumaly
u téchto latek vlastnosti antibiotické a chemoterapeutické. Biologicka aktivita
S5-nitroimidazolti zavisi na redukci nitro skupiny za vzniku aktivniho intermediatu, ktery
pusobi na DNA anaerobnich mikroorganismit a mlize zpiisobit ztratu spirdlové struktury.
Dochazi k inhibici syntézy nukleovych kyselin, zastavuje se déleni bunck a dochazi
k bunééné smrti.*®

Mimo jiné své vyuziti nasly 1 ve veterindarni medicin€, diky antibiotickym
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a antikokcidialnim vlastnostem. Dfive se pouzivaly i jako dopliikové latky pro podporu

o v r e . .7
rustu a zlepSeni ucinnosti krmiv.

1.2.1 Metronidazol

Vzorec®:

HO CH,

N/L\\N
)=

O=N

}).

Vlastnosti: Bily nebo nazloutly krystalicky prasek. Je t€Zce rozpustny ve vod¢, v acetonu,
v ethanolu 96 % a v dichlormethanu, velmi t&Zce rozpustny v etheru.’

Metronidazol je vysoce ucinny proti grampozitivnim anaerobnim bakteriim
(Clostridium difficile) a gramnegativnim anaerobnim bakteriim (Bacteroides fragilis). Ma
antiprotozoalni Ucinky, pusobi proti Trichomonas Vaginalis, Entamoeba histolytica,
Giardia lamblia.® Pro Trichomonas Vaginalis byly lé&bou metronidazolem poprvé
zaznamenany pozitivni U¢inky 1écby. Mimo jiné plsobi proti gastritidé, dvanactnikovym
viediim, Crohnové chorobg, pouziva se i pti lokalni aplikaci proti rizovce, nebo ve formé
gelu v zubnim lékafstvi.'!

Mnoho 1ékaiti povazuje metronidazol za tzv. ,,zlaty standard” se kterym by se m¢la
srovnavat jina antibiotika s obdobnymi vlastnostmi.

Metronidazol postrada jakoukoli aktivitu proti aerobnim bakteriim. Lze ho pouzit pouze
vV kombinaci s jinymi latkami jako jsou napf. aminoglykosidy.12

Redukovana nitro skupina metronidazolu zpisobuje Uc€innost proti anaerobnim
mikroorganismiim. Metabolismem anaerobnich organismi vznikd pyruvat, ktery
se pfemeéni na acetylkoenzym A (acetyl-Co-A). Tuto reakci katalyzuje pyruvat-ferredoxin
oxidoreduktasa. Tento enzym mulze pomoci systému ferredoxinu pienést elektrony
a metronidazol zredukovat. Dal§im enzymem, ktery katalyzuje redukci metronidazolu
je nitroreduktasa.®®

Metronidazol podany perordlné¢ se vstfebava témeét uplné s biologickou dostupnosti
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veétsi 90%. Pritomnost 1é¢iva v plazmée se objevi do 2 hodin po podani. V mens$im mnoZzstvi
jsou v plazmé i jeho aktivni metabolity. Vazba na proteiny je nizkd, méné nez 20 %
metronidazolu se navaze na bilkoviny v plazmé¢. Distribuce je Siroka, do vétSiny télesnych
tkani a tekutin, naptiklad v mozkomisnim moku a slinach je obdobnd koncentrace latky
jako v plazmé&. Naopak niZsich koncentraci dosahuje v placentarni tkani.*
Metabolizuje se v jatrech na 5 metabolitti. Mezi hlavni patii hydroxy metabolit

(1 hydroxyethyl-2 hydroxymethyl-5-nitroimidazol),® ktery méa biologickou aktivitu
30-65% a delsi polocas eliminace nez metronidazol. Hlavni cestou eliminace
metronidazolu a jeho metaboliti je moc a stolice. Mén¢ nez 12 % metronidazolu

. W wr W W r b4 14
je vylouc¢eno moc¢i v nezménéné forme.

1.2.2 Ornidazol

Cl
OH oy
X

Vzorec:®
Vlastnosti: Bily az nazloutly krystalicky prasek, na svétle je nestaly. Je t€Zce rozpustny
ve vodé a snadno rozpustny v ethanolu 96 %.”

Ornidazol mé heterocyklickou strukturu sloZzenou s nitroimidazolového jadra, na které
je navazana 2-hydroxy-3 chloropropylova skupina v poloze 1 a v poloze 2 je methylova
skupina.

Vykazuje antibakterialni a antiprotozoalni ucinky. Pouzivad se k 1é€b&é anaerobnich
infekci jako jsou bakterialni vagindza, amébova tplavice, jaterni abscesy, ostatni prvokové
infekce Giardisis nebo Trichoméza.'® P¥i uzivéani ornidazol ovliviiuje jiné skupiny 1ék1,
napf. krevni fedidla (kumariny) nebo 16¢iva k uvolnéni svali.'” Mimo jiné toto 16&ivo
vykazovalo pii studii na potkanech i antikoncepéni uginky.'® *°
Po peroralnim podani se ornidazol snadno absorbuje z gastrointersticialniho traktu

a maximalni plazmatické koncentrace je dosazeno béhem 2 hodin po jednorazové davce

12
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1,5 g. Méné¢ nez 15 % ornidazolu se vaze na bilkoviny v plazmé.”” Je Siroce distribuovan

do vétSiny télesnych tkani a tekutin, v&etnd mozkomisniho moku.?

Metabolizuje
se Vv jatrech a pfeménuje se oxida¢nimi pochody za vzniku

1chlor-3-(2-hydroxymethyl 5-nitro-1-imidazolyl-2-propanolu, nebo se roz$té€pi postranni
fetézec a vznikne 2-methyl-5-nitroimidazol. Imidazolovy kruh mutze podlehnout
I hydrolytickému §tépeni a nasledné redukci nitro skupiny za vzniku
N-(3-chlor-2-hydroxypropylacetamidu a acetamidu.? Vyluduje se prevazné moé&i hlavné

jeho konjugaty a metabolity, stolici se eliminuje v mensi mife. Jednotlivd perordlni davka

tohoto 1é¢iva je z t&la odstranéna bdhem 5 dni.*

1.3 Elektrochemické metody

Elektrochemie ma mnoho vyhod vyuziti pro farmaceutické analyzy. Elektroanalytické
techniky jsou charakterizované instrumentalni jednoduchosti, pfijatelnymi naklady
a dobrou presnosti. Elektrochemickym metoddm lze pficist 1 dalS$i vyhodu, kterou
je ptedpoklad, Ze oxidacné-redukéni mechanismy 1é¢iv probihajici na elektrodach maji
obdobny princip jako v téle, tudiz ndm umozni nahlédnout do jejich metabolického
osudu.”®

Studované nitroimidazolové derivaty jsou elektrochemicky redukovatelné latky.
V soucastné dobé se vyvijeji nové typy pracovnich elektrod, na kterych by se dosédhlo
niz8ich mezi stanovitelnosti.

Metronidazol byl zkouméan pomoci sklenéné uhlikové elektrody potazené tenkym
filmem nanomaterialu s dosazenym limitem detekce 6,010 mol/L.?* Nanomaterial
se aplikoval i na zlatou elektrodu a bylo zkoumdano elektrochemické chovani
metronidazolu a ziskané vysledky na takto ptipravené elektrodé porovnany s vysledky
najinych typech elektrod. Mez stanovitelnosti byla 1,5-107 mol/L.*® Pro stanoveni
metronidazolu byl sestrojen i vysoce selektivni senzor pro tuto latku, ktery byl zaclenén
do uhlikové pastové elektrody a nasledné pouzit pro katodickou rozpoustéci voltametrii,
u které byla ziskana mez detekce 2,1-107° mol/L.%®

Redukce ornidazolu byla zkouméana pomoci kompozitni polymerni membranové
elektrody, ktera byla konstruovana z platinové folie a spojovala monomery pyrrolu
a anilinu. Ziskané vysledky na takto pfipravené elektrodé byly porovnéany s vysledky

naméfenymi na sklenéné uhlikové pastové elektrode a byly srovnatelné.?’
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Pro stanoveni studovanych latek v 1ékovych formach byla pouzita aktivované sklenéna

28,29 . , , 30
nebo visici rtut'ova kapkova elektroda

elektroda

Metronidazol byl stanoven v lidské krevni plazmé adsorp¢ni rozpoustéci voltametrii
na visici rtutové kapkové elektrodé. Vzorek plazmy byl smichan s hydroxidem barnatym
a siranem zineCnatym a odstfedén pii 2000 otackach za minutu, aby doslo k oddéleni
bilkovin plazmy.*! Nitroimidazoly byly stanoveny v potravinach (med a mléko) diferenéni

pulzni voltametrii na visici rtutové kapkové elektrods.’

1.4 Separacni metody

Nitroimidazolové derivaty lze separovat a stanovit pomoci kapilarni elektroforézy.
Pro oddéleni imidazolovych a triazolovych derivati se vyuzivalo chirarnich selektort
cyklodextrinii a jeho derivati nebo crown etherd.®” Dalsi studie se zabyvala separaci
enantiomert vybranych 1é¢iv za ptitomnosti heptakis (2,3,6-tri-o-methyl) -cyklodextrinu,
ve které bylo usp&iné identifikovano pies 50 % zvolenych 16¢iv.*® Kapilarni zénova
elektroforéza byla také aplikovana pro separace smési obsahujici 1,4 benzodiazepiny
s omeprazolem a metronidazolem a nasledné se vysledky porovnavaly s alternativnimi
analytickymi metodami jako je RP-HPLC a diferen¢ni pulzni polarografie. Limity detekce
u CZE a alternativnich analytickych metod byly srovnatelné.>

Metronidazol byl stanoven pomoci CZE vétSinou s UV detekei®® nebo za pomaoci
amperometrické detekce se zlatou mikroelektrodou. Detekéni limit byl 6,0-10°" mol/L.*®
Ornidazol spole¢né s ofloxacinem byl stanoven pomoci CZE a spektrofotometrické
detekce pii 230 nm.*’

Ve farmaceutickych preparatech obsahujici spolecné miconazole nitrate a metronidazol
se uplatnila plynovovd chromatografie. Detekce byla provedena pomoci
plameno-ioniza¢niho detektoru. Limit detekce této metody byl 2,5 p,tg/mL.38 Pro stanoveni
pomoci kapalinové chromatografie byl piediazen extrakéni krok wvzorka (kapalina
do kapaliny)* nebo precisténi extrakci na pevné fazi.

Detekce u HPLC byla vétSinou spektrofotome‘[rickél41 nebo se pouzivd hmotnostni

424 Sve . ,
3 Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

spektrometrie pomoci elektrospreje.
S obracenymi fazemi a izokratickou eluci byla pouzita pro stanoveni metronidazolu vedle
amoxicilinu. Mez stanovitelnosti byla 0,13 g/mL.** RP-HPLC byla vyuZita pro studii
separace bindrni smési obsahujici ciprofloxacin hydrochlorid s metronidazolem a vysledky

byly porovnany s chromatografii na tenké vrstvé (TLC) anaslednym denzitometrickym
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méfenim.*

Pro metodu stanoveni metronidazolu v biologickych tekutinaich byla vyuzita
I vysokoucinna tenkovrstva chromatografie s obracenymi fazemi s kvantifikaci dosazené
skenovacim denzitometrem. Reakce probihala do koncentrace 180 pg/mL linearné. Lq této
metody byla 0,5 pg/mL.*°

Separac¢ni metody se hojn¢ vyuzivaji vzhledem k jejich citlivosti, selektivité, rychlosti

analyzy. K jejich nevyhodam patii vysoka pofizovaci a provozni cena.

1.5 Spektralni metody

Nitroimidazoly lze stanovit pomoci spektrofotometrie bez ptedchoziho separaniho
kroku v binarni smési v ultrafialové oblasti spektra®’ nebo ve vétsing piipadech dochazi
k redukci jejich nitro skupiny za vzniku barevnych produkti a nasledné prométeni
absorpénich spekter ve viditelné oblasti.*®>2
Jako kvantitativni analyza pro stanoveni metronidazolu v Ié¢ivech nebo vzorcich moci

byla pouzita nuklearni magneticka rezonance (NMR).>

Bé&zné se vyuziva spektrometrie pro detekci nitroimidazoli u separa¢nich metod.>
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2. Experimentalni Cast

2.1 Reagencie

Zasobni roztoky metronidazolu (Sigma-Aldrich) a ornidazolu (Sigma-Aldrich)
o koncentraci 1:10~ mol/L byly pfipraveny rozpusténim piesné navazeného mnozstvi dané
latky (metronidazolu 34,54 mg a ornidazolu 44 mg) ve 200 mL deionizované vode.
Roztoky o nizsich koncentracich byly pfipravovany piesnym fedénim zésobnich roztoki
studovanych latek deionizovanou vodou. Deionizovana voda byla pouzivana Milli Q plus
system, Millipore, USA. VSechny roztoky byly uchovany ve sklenénych odmérnych

baiikéach opatfenych plastovymi zatkami v temnu za laboratorni teploty.

Dalsi pouzité chemikalie: kyselina boritd (p.a. Lachema o.p. Brno), kyselina octova
(p-a. Lach:Ner), kyselina orthofosforecna (p.a. Lach:Ner), hydroxid sodny (p.a. Penta),
chlorid draselny (p.a. Lach: Ner), chelaton III.(p.a. Lachema).

Brittonovy-Robinsonovy (BR) tlumivé roztoky o pfislusném pH byly piipraveny
misenim hydroxidu sodného o koncentraci 0,2 mol/L s roztokem obsahujici kyselinu
boritou, octovou a fosfore¢nou o koncentraci 0,04 mol/L.

Pfesna hodnota pH byla méfena pomoci digitalniho pH-metru Jenway 4330 (Jenway,

Essen, Velka Britanie) s kombinovanou sklenénou elektrodou.

2.2 Aparatura

Pii vSech voltametrickych stanoveni byla pouzivana osobnim pocitacem fizend sestava
Eco-Tribo Polarograf pracujici se softwarem Polar Pro verze 2.0 (Eco-Trend Plus, Praha,
CR). Software pracoval v operaénim systému Microsoft Windows 3.11 (Microsoft
Corporation, USA).

Mg¢feni byla provadéna v tiielektrodovém zapojeni. Rtutovym meniskem modifikovana
stiibrna pevna amalgamova elektroda 207 11 (Ustav fyzikalni chemie J. Heyrovského,
Praha, CR) byla pouzita jako pracovni elektroda, jako referentni elektroda byla pouzita
elektroda argentchloridova (3 mol/L KCI) typu ETP CZ-R1101 a jako pomocna elektroda
pak platinovéa dratkova elektroda typu ETP CZ P00906 (obé Eco-Trend Plus, Praha, CR).
Pfi metodé¢ DPV byly na pracovni elektrodu vkladany pulzy o Sifce 100 ms a vySce

-50 mV. Rychlost nartstu potencidlu ¢inila 20 mV/s, stejné jako pii metodé DCV.
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Spektrofotometrickd méfeni stability zdsobniho roztoku byla provadéna na pfistroji
Agilent 8453 (Agilent Technolgies, USA), ovladaném programem UV-Visible
ChemStation (Agilent Technolgies, USA), v kiemennych kyvetadch mérné tloustky 0,1 cm

(Hellma, Nizozemi).

2.3 Rtutovym meniskem modifikovana stfibrna pevna amalgamova
elektroda

Idedlni pracovni elektrody by mély mit nizky odpor, chemickou a elektrochemickou
elektrochemického povrchu, nizkou cenu a nemély by byt toxické.>

V polarografii, voltametrii a ptibuznych oborech zaujala mimofadné postaveni rtutova
kapkova elektroda. Tato elektroda ma takovéto postaveni diky kvalit¢ povrchu a jeho
obnovovatelnosti.*®

Proto se pracovni elektrody na zaklad¢é kovové rtuti ( kapajici rtut'ova elektroda, visici
rtutova kapkova elektroda) povazuji za dosud nepiekonatelny standard a jsou nejlepsi
z hlediska reprodukovatelnosti vysledki méteni.>” 8

Aviak obavy z toxicity rtuti®® a piisné ekologické a bezpecnostni predpisy vedou
k vyvoji novych elektrodovych material, mezi nimiz vynikaji netoxické pevné
amalgamové elektrody.60 Na amalgamové elektrody se zaméfil vyzkum pied 8 lety.”’
Hlavnim motivem byla plivodné snaha zavést elektrody typu netoxickych amalgamu, které
se pouzivaly na piipravu zubnich plomb.61 Tuhé ¢i pastové amalgamové elektrody
vyvinuty na ustavu Fyzikalni chemie J. Heyrovského AV CR maji celou fadu piednosti.
Jsou netoxické, tudiz piivétivé k Zivotnimu prostiedi, maji dostupné potencidlové okno
srovnatelné s visici rtutovou kapkovou elektrodou (HMDE). Daéle jsou mechanicky
robustni a stejn¢ jako rtutové elektrody jsou vhodné pro stanoveni elektrochemicky
redukovatelnych latek, i kdyZ se v n&kterych ohledech 1i§i.>

Tento typ pracovnich elektrod lze ptipravit prakticky v kazdé laboratofi za pouziti
vhodné sklenéné trubicky, kterd se na jednom konci zahtatim z0zi a néasledné zalesti
smirkovym papirem. Do takto pfipravené sklenéné trubicky se vpravi stiibrny prasek, ktery
se updchuje platinovym dratkem. Usti elektrody se ponofi na noc do kapalné rtuti.®?
Tim vznikne mechanicky stabilni a netoxicky 'ametlgam.63'66 Pfes obrovsky potencial
soucasnych spektrometrickych a separa¢nich metod je ziejmé, ze soudobé elektrochemické

a elektroanalytické metody, zvlast pokud vyuzivaji modernich elektrodovych materiala
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a progresivnich pfistupl, mohou Vftad¢ piipadi predstavovat konkurenceschopnou

alternativu.®

A

kontakt

sklenéna kapilara

H——— stribrny amalgam
meniskus

Obr. 2.1 Rtutovym meniskem modifikovana stfibrna pevna amalgamova elektroda m-AgSAE (A), detail
menisku (B) a schéma elektrody (C).

2.4 Pracovni postupy
2.4.1 Preduprava elektrody

Piedtprava pracovni elektrody m-AgSAE se sklada ze tii zékladnich krokid. Prvnim
byla amalgamace, kterd byla provadéna jednou tydné¢ a kdykoli v pfipadé zhorSeni
proudové odezvy. Dolni cast elektrody byla ponofena do lahvicky s kapalnou rtuti
a michanim po dobu 15 s byl obnoven rtutovy meniskus elektrody.

Nasledovala elektrochemickéd aktivace, ktera byla provadéna na pocatku kazdého
pracovniho dne pomoci roztoku KCI o koncentraci 0,2 mol/L pfi vloZeném napéti
-2200 mV po dobu 300 s. Dochazelo k odstranéni adsorbovanych latek z povrchu
elektrody. Uéelem bylo zlepsit citlivost méfeni a jejich opakovatelnost.

Tretim krokem byla regenerace. Krok regenerace byl zatazen pied kazdé meéfeni.

Jednalo se o skokové stfidani pocatecnich regeneracnich potencidlll (kladné;si)
a kone¢nych regenera¢nich potenciala (zapornéjsi) v intervalu 0,1 s po dobu 300 s. U vlivu
pH na voltametrickd métfeni byly nalezeny optimalni regeneracni potencidly pro kazdou
hodnotu pH. Regeneracni potencidly obou latek pro vSechny hodnoty pH jsou shrnuty
v tabulce 2.2.
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2.4.2 Voltametrie

Pii voltametrickych méfenich pH zavislosti a opakovatelnosti bylo do 10 mL odmérné
baniky odpipetovano ptislusné mnozstvi roztoku studované latky ve vod¢ a roztok byl
nasledné doplnén BR pufrem o piislusném pH po rysku. Zékladni elektrolyt se pfipravoval
obdobn¢, do 10 mL odmérné banky byl odpipetovan 1 mL deionizované vody a doplnén
BR pufrem o pfislusSném pH. Takto piipraveny a promichany roztok byl kvantitativné
pteveden do polarografické nadobky a probublan dusikem po dobu 5 minut. Dusik byl
do polarografické nadobky pfivadén ptes promyvacku, ktera obsahovala deionizovanou
vodu.

Pro proméieni kalibracnich zavislosti se pfisluSné mnozstvi vzorku piidavalo
k zakladnimu elektrolytu, pouze nejvyssi fad (2:10° -1-10* mol/L) byl pFipraven
do jednotlivych 10 mL odmérnych ban¢k.

Voltametrické méfeni v modelovych vzorcich pitné a ficni vody bylo provedeno
metodou piidavku ze zasobniho roztoku studované latky (¢ = 1-10° mol/L). Pitnd voda
byla ziskana zvodovodni sit¢ v budové Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy
v Praze a fiéni voda byla odebrana z Vltavy v oblasti Praha-Vyton. Ri¢ni voda byla
prefiltrovana. Mé&feny roztok byl pfipraven tak, Ze do 10 mL odmérné banky bylo
odpipetovano 9 mL vzorku vody (pitné nebo Fi¢ni), nasledné ptidano 0,1 mL chelatonu IlI.
a 0,9 mL BR pufru.

Pfi stanoveni obsahu metronidazolu v 1€kovych formach bylo postupovano néasledovné.
Tableta i vaginalni tableta Entizolu byla zvaZena a nasledné rozpus$téna v deionizované
vode. Obé tablety byly sloZzeny i z dalSich pomocnych latek nerozpustnych ve vodé, proto
byly tyto latky odfiltrovany a roztok kvantitativné pteveden do odmérné banky. Tableta
Entizol byla ve 100 mL odmérné baiice a vaginalni tableta Entizol byla v 500 mL odmérné
baiice. Z takto pfipravenych odmérnych roztokti obou tablet bylo odpipetovano vhodné
mnozstvi do 10 mL odmérné banky a nasledné doplnéno BR pufrem. Obsah metronidazolu
byl stanoven v péti tabletach. Z infuzniho roztoku — Efloranu bylo odpipetovano vhodné
mnozstvi do 10 mL odmérné banky a doplnéno BR pufrem.

Nasledn¢ byla zvolena v programu Polar 5.1 dana voltametrickd metoda a poté byl
proveden zaznam voltametrické kiivky. Veskeré voltametrické kiivky byly méfeny 3 krat,

v

Mezi jednotlivymi métenimi byly elektrody oplachnuty deionizovanou vodou.
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2.4.3 Spektrofotometrie

Stalost zasobnich roztokd obou latek o koncentraci 1:10° mol/L byla sledovéana
spektrofotometricky v kiemennych kyvetach o tloust'ce 0,1 cm.

Prométeni kalibracnich roztokli bylo provedeno v kiemennych kyvetich o mérné
tloust'ce 1 cm. Jako blank se pouzivala deionizovana voda.

Absorbance obou zasobnich roztokli byla meéfena v rozmezi vinovych délek
200-800 nm. Absorp¢ni spektra obou latek jsou uvedeny na obr. 2.2. Hodnota molarniho
absorpcniho koeficientu pro metronidazol odpovidala 8824 L/mol-cm pii 320 nm.
Absorpcni koeficient pro ornidazol byl 8762 L/mol-cm pii 319 nm. Vysledky méteni
stability obou roztokiui jsou zaznamenany v tabulce 2.1. Z vysledkt vyplyva, ze béhem
celého meéfeni se koncentrace obou latek uchovanych ve tmé za laboratorni teploty
nesnizila. Zasobni roztok metronidazolu Ize povazovat za staly po dobu 200 dni. Zasobni

roztok ornidazolu lze povazovat za staly po dobu 300 dni.

200 300 400 500 600 200 300 400 500 600
A [nm] A [nm]

Obr. 2.2 Absorpéni UV-VIS spektrum metronidazolu (a) a ornidazolu (b), koncentrace obou latek

1-10° mol/L. Spektrum bylo mé&feno proti deionizované vodé v kfemennych kyvetach o optické délce 0,1cm.
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Tabulka 2.1

Absorbance zasobnich roztokii metronidazolu a ornidazolu (¢ = 1-10~ mol/L)

Metronidazol Ornidazol

Den Asao Relaigi/o\ani A Den Asso Rela{(;)/]rli A

0 0,882 100,00 0 0,878 100,00

5 0,882 100,00 10 0,878 100,00
10 0,882 100,00 20 0,878 100,00
20 0,882 100,00 50 0,878 100,00
30 0,882 100,00 100 0,877 99,99

60 0,882 100,00 150 0,878 100,00
100 0,882 100,00 200 0,877 99,99
200 0,882 100,00 300 0,878 100,00

2.4.4 Zpracovani vysledku a statistické vyhodnoceni dat

K provadéni vypoctii a tvorbé grafli, které jsou v této praci byly pouzity nasledujici
programy MS Excel (2003, 2007) Microsoft Corporation a Origin 8 (Corporation, USA
Origin Lab).

Statistické vyhodnoceni opakovatelnosti voltametrickych méfeni na m-AgSAE bylo
provedeno dle zavedenych chemometrickych norem pro tento typ souboru dat. Mez
stanovitelnosti byla vypoctena jako desetinasobek smérodatné odchylky deseti méteni

cvwr

Na obr.2.3 je uvedeno vyhodnoceni naméfenych DC voltamogrami, ziskané
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DP voltamogramy jsou na obr.2.4. Vyhodnocenim voltamogramti obou metod byly
ziskany potencialy piku Ep a proud piku l,. Pro ob€ studované latky se voltamogramy

vyhodnocovaly analogicky.

-160 T T T T T

| [NA]

-120

0 -300 -600 E -900 -1200
p
E [mV]

Obr. 2.3 Zptsob vyhodnocovani DC voltamogramti metronidazolu a ornidazolu. DC voltamogram

metronidazolu (¢ = 1-10* mol/L), m&feno na m-AgSAE ve vodném prostiedi BR pufru o pH 8,0. I, znaci

proud piku, E, potencidl piku.
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Obr. 2.4 Vyhodnoceni DP voltamogramtl metronidazolu a ornidazolu. DP voltamogram metronidazolu
(c = 1-10* mol/L ), m&feno na m-AgSAE ve vodném prostfedi BR pufru o pH 8,0. I, proud piku, E,

potencial piku.
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Tabulka 2.2

Regeneraéni potencialy metronidazolu a ornidazolu (¢ = 1-10* mol/L ), m&feno na m-AgSAE ve vodném

prostiedi BR pufiu pfi riznych pH.

Metronidazol Ornidazol
pH Ein [mV] Efin [mV] pH Ein [mV] Efin [MV]
2,0 350 —-1000 2,0 300 —-1000
3,0 300 —1200 3,0 300 —-1250
4,0 250 -1250 4,0 150 —-1300
5,0 250 -1300 5,0 100 -1350
6,0 200 —-1350 6,0 150 —1400
7,0 200 —1550 7,0 50 —-1450
8,0 150 —-1600 8,0 50 —-1500
9,0 100 —-1600 9,0 0 —-1550
10,0 0 -1700 10,0 -100 -1600
11,0 -50 -1750 11,0 -150 -1700
12,0 -100 -1800 12,0 -150 —-1850
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3. DC voltametrie a diferenéni pulzni voltametrie

3.1 Metronidazol

3.1.1 Vliv pH

Bylo studovano chovani metronidazolu DC voltametrii (DCV) a diferen¢ni pulzni
voltametrii (DPV). Nejprve byl proméfen vliv pH na DC a DP voltamogramy
metronidazolu na m-AgSAE ve vodnych roztocich obsahujicich BR pufr o dané hodnoté¢
pH. V t&chto roztocich byla koncentrace metronidazolu 1-10* mol/L. Zavislost byla
meéfena v rozsahu pH 2-12. Studovana latka poskytuje v tomto rozmeni pH jeden dobie
vyvinuty pik. Udaje pro sudé hodnoty pH pro obé metody jsou uvedeny na obr. 3.1.
V tabulce 3.1 je uveden vliv pH na DC a DP voltamogramy na m-AgSAE ve vodném

prostiedi BR pufru.

Pro zévislost E, na pH byl zji$té€n nasledujici vztah:

DCV: E, [mV]=-52,89 pH 239,13  (R= —0,9760)
DPV: E,[mV]=-56,31pH 156,47  (R= -0,9831)

Tabulka 3.1

Vliv pH na DC a DP voltamogramy metronidazolu (¢ = 1-10~* mol/L) na m-AgSAE ve vodném prostiedi BR

pufru

DCV DPV

pH —Ep [mV] —lp [NA] —Ep [mV] —lp [NA]
2,0 293 109,7 242 78,5
3,0 400 118,4 310 80,5
4,0 452 112,7 383 88,2
50 535 119,3 469 89,2
6,0 589 119,9 520 88,2
7,0 623 120,9 562 93,9
8,0 673 128,5 614 112,3
9,0 705 116,0 642 102,0
10,0 783 115,1 743 102,9
11,0 784 96,7 736 104,1
12,0 866 123,1 836 123,5
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Obr.3.1 DC voltamogramy (a), DP voltamogramy (b) metronidazolu (¢ = 1:10®* mol/L) méfeno na
m-AgSAE ve vodnych roztocich BR pufri. Zobrazeny sudé hodnoty pH:
2,0 (1); 4,0 (2); 6,0 (3); 8,0 (4); 10,0 (5); 12,0 (6).

3.1.2 Vliv regenerace na m-AgSAE

Dale bylo DC a DP voltametrii zjiStovano, zda je nutnd aplikace regeneracnich
potencidlli na m-AgSAE a nasledné zatazeni kroku regenerace k sestrojeni kalibracnich
zavislosti. DC a DP voltamogramy metronidazolu, které byly namétfeny bez vlozeni
regeneracnich potenciali na m-AgSAE pfi zvoleném optimalnim pH nedosahovaly
tak vysokych hodnot proudu. DC voltamogramy jsou uvedené na obr.3.2 (a)
a DP voltamogramy na obr. 3.4 (a). Pro velikost proudové odezvy byla pro 20 méfeni
u DC voltametrie relativni smérodatnd odchylka 2,2 % a pro diferen¢ni pulzni voltametrii
byla opakovatelnost 20 méfeni 3,0 %. Obr. 3.3 (a) znazoriiuje zavislost velikosti proudu
na poctu metfeni pro DC techniku a obr. 3.5 (a) stejnou zavislost pro DP techniku.

DC voltamogramy metronidazolu v roztoku BR pufru o optimalnim pH naméfené
na m-AgSAE s vlozenim regeneracnich potenciali Ej, =150 mV, Eg, = -1600 mV,
po dobu 30 s pied kazdym méfenim jsou uvedeny na obr. 3.2 (b), DP voltamogramy
metronidazolu na obr. 3.4 (b). Pii aplikaci regeneracniho kroku doslo k mirnému zvyseni
proudové odezvy a zlepSeni opakovatelnosti. Relativni smérodatna odchylka pro DC
voltametrii se snizila na 1,2 %, obr. 3.3 (b) a u diferen¢ni pulzni voltametrie 1,5 %, obr. 3.5
(b). Z dosazenych vysledkti vyplyva, ze u obou voltametrickych metod byla zafazena

aplikace regeneracnich potencialt k sestrojeni kalibra¢nich zavislosti.
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Obr. 3.2 DC voltamogramy metronidazolu (c = 1-10* mol/L) na m-AgSAE ve vodném prostiedi BR pufru

0 pH 8,0. Méfeno bez aplikace regeneracnich potencialti (a), méfeno s aplikaci regeneracnich potenciald,

Ein = 150 mV a Efin = -1600 mV (b)
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Obr. 3.3 Zavislost proudu piku metronidazolu (¢ = 1:10™* mol/L) na pofadovém &isle méteni (N) bez vlozeni
regeneracnich potenciali (a), s vlozenim regeneracnich potencialti na m-AgSAE: E;, = 150 mV,

Efin =—-1600 mV (b). DC voltametrie.
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Obr. 3.4 DP voltamogramy metronidazolu (¢ = 1:10* mol/L) na m-AgSAE ve vodném prostfedi BR pufru

o pH 8,0. Méfeno bez aplikace regeneracnich potencidlti (a), meéfeno s aplikaci regeneracnich potencidlti

na m-AgSAE: E;, = 150 mV, Eg, = -1600 mV (b).
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Obr. 3.5 Zavislost proudu piku metronidazolu (¢ = 1-107* mol/L) na pofadovém ¢isle méfeni (N) bez vloZeni
regeneracnich potenciali (a), s vlozenim regenera¢nich potenciali na m-AgSAE: E;, = 150 mV,

Efin = 1600 mV (b). DP voltametrie.

3.1.3 Kalibraéni zavislost

Kalibraéni zavislosti metronidazolu byly sestrojeny u obou voltametrickych metod
v rozmezi koncentraci 2:107'-1-10* mol/L. Za optimalni podminky bylo vybrano pH
BR pufru 8,0, protoze po vyhodnoceni voltamogramt bylo zji§téno, ze studovana latka
poskytuje v tomto prostfedi nejlépe vyvinuty pik a u DCV i nejvyssi proudovou odezvu.
DC voltamogramy pro nejnizsi ¥ad (2:107-1:10"° mol/L) jsou uvedeny na obr. 3.6 (a),
DP voltamogramy pro fad 2:107-1-10"° mol/L jsou na obr. 3.6 (b). Kalibraéni piimky
pro nejnizi fad (2-107-1-10° mol/L) jsou uvedeny na obr. 3.7. Parametry kalibra¢nich
piimek obou voltametrickych metod jsou shrnuty v tabulce 3.2 a v tabulce 3.3 je uvedena

cvwr

voltametrickymi metodami.
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Obr. 3.6 DC voltamogramy (a), DP voltamogramy (b) metronidazolu v rozsahu koncentraci

2:107-1:10° mol/L. Zakladni elektrolyt (1); koncentrace metronidazolu v umol/L 0,2 (2); 0,4 (3); 0,6 (4);

0,8 (5); 1 (6). Méfeno ve vodném roztoku BR pufru o pH 8,0 na m-AgSAE s aplikaci regeneracnich
potencialt: Ej, = 150 mV, Eg, = -1600 mV.
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Obr. 3.7 Zavislosti proudu piku na koncentraci metronidazolu v rozmezi koncentraci 0,2-1 pmol/L,

DC voltametrie (a), DP voltametrie (b).
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Tabulka 3.2

Parametry kalibracnich pfimek stanoveni metronidazolu DC voltametrii a DP voltametrii na m-AgSAE

ve vodném prostiedi BR pufru o pH 8,0 s regeneracnim krokem. E;, = 150 mV, Eg, = -1600 mV.

Smérnice ?

¢ [mol/L] [mA-L/mol]

Usek ” [nA] R Lo [mol/L]

(2-10)10°  -1,408+0,012 -0,028+0,788  —0,9997 -

DCV (2-10)10°  -1,326+0,016  —0,164+0,106 —-0,9994 -

(2-10)10"  —1,503+0,018 —0,022+0,012  —0,9994 3,2:107

(2-10)-10°  —1,151+0,005  0,746+0,300  —0,9999 -

DPV (2-10)-10°  —1,022+0,012  0,055+0,081  —0,9994 -

(2-10)107  -0,681+0,004  0,080+0,030  —0,9998 1,9-10°7

a — intervaly pfedstavujici horni a dolni konfidenéni limity (o = 0,05)

b —Giseky nejsou statisticky vyznamné odlisné od nuly na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05
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Tabulka 3.3

v

koncentraci 2-10~ mol/L a nejvy3si koncentraci 1-10™* mol/L ve vodném prostiedi BR pufru o pH 8,0; pocet

mé&feni n = 10, hladina vyznamnosti a = 0,05.

¢ [mol/L] X [nA] L12[NA] s [nA] s, [%]
1-107* ~143,70 -0,78 -1,01 0,70

DCV
2:1077 -0,390 0,035 ~0,049 12,6
1-107* ~115,15 -0,32 ~0,46 0,40

DPV
2:1077 ~0,0672 ~0,0090 ~0,0127 18,9
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3.2 Ornidazol
3.2.1 Vliv pH

Nejprve byl studovan vliv pH na ornidazol pomoci DC voltametrie (DCV) a diferen¢ni
pulzni voltametrie (DPV). Zavislost na pH byla méfena v roztocich obsahujici ornidazol
o koncentraci 1-10* mol/L na m-AgSAE. Ornidazol poskytuje v celé skale pH jeden dobie
vyvinuty pik, ktery byl nasledné vyhodnocen. Na obr. 3.8 (a) jsou uvedeny
DC voltamogramy s ménicim se pH, obr. 3.8 (b) znazorfiuje DP voltamogramy. V tabulce
3.4 jsou shrnuty potencialy Ep a proudy I, vyhodnoceného piku ornidazolu pro jednotlivé
hodnoty pH.

Pro zavislost E, na pH byl zji§tén nasledujici vztah:

DCV: E,[mV]=-51,02pH—-17396  (R= —0,9714)
DPV: E,[mV]=-49,96 pH 15444  (R= — 0,9784)

-200 T T T T -160

4 5
-160 |
1 2 3 5 -120 F
6 1 2 3
-120 F E
-80 4
] /]

40 |

I [nA]
Q

| [nA]
(on

40}

0O -260 -460 -660 -8‘00 -1000 00 -260 -460 -660 -8;)0 -1000

E [mV] E [mV]
Obr. 3.8 DC voltamogramy (a), DP voltamogramy (b) ornidazolu (c = 1:10~* mol/L) mé&feno na m-AgSAE
ve vodnych roztocich BR pufril. Zobrazeny sudé hodnoty pH 2,0 (1); 4,0 (2); 6,0 (3); 8,0 (4); 10,0(5);

12,0 (6).
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Tabulka 3.4
Chovéni ornidazolu (¢ = 1-10™* mol/L) pfi riznych hodnotach pH ve vodném prosttedi BR pufru, naméfeno

na m-AgSAE metodami DCV a DPV.

DCV DPV
pH —Ep[mV] —lp [NA] pH —Ep [mV] —lp [NA]
2,0 230 1275 2,0 198 91,9
3,0 346 128,8 3,0 316 98,9
4,0 368 1319 4,0 363 90,4
5,0 438 1247 5,0 422 96,2
6,0 509 122,9 6,0 484 92,5
7,0 532 133,4 7,0 522 106,4
8,0 617 139,3 8,0 560 116,4
9,0 652 138,9 9,0 605 115,2
10,0 675 130,6 10,0 648 116,8
11,0 686 118,1 11,0 687 116,3
12,0 789 120,5 12,0 741 122,8

3.2.2 Opakovatelnost méreni

Pro ornidazol byl prostudovan vliv vkladani regeneracnich potencidli na pracovni
elektrodu na opakovatelnost méfeni pomoci DC voltametrie (DCV) a diferen¢ni pulzni
voltametrie (DPV). Vysledné voltamogramy jsou uvedeny na obr.3.9 (a),
pro DC voltametrii a obr.3.10 (a) znazoriiuje zavislost proudu piku ornidazolu
na poradovém c¢isle méfeni DC voltametrii bez aplikace regeneracnich potenciali,
obr. 3.10 (b) stejnou zavislost, ale s vloZzenim regeneracnich potenciald. Na obr. 3.11 (a)
jsou uvedeny DP voltamogramy ornidazolu bez regeneracniho kroku a s regeneracnim
krokem jsou na obr.3.11 (b). Pokud byl vynechan regeneracni krok pted kazdym méfenim,
odezva byla pomérné stabilni. Pii vyuziti regeneracnich potencialii na pracovni elektrodu:
Ein =50 mV, Efi, =-1500 mV pied kazdym meéfenim byl signal stabilni a po néasledném
vyhodnoceni bylo zjisténo, ze doslo k mirnému zvyseni proudové odezvy. Pro méfeni bez
regeneracniho kroku byla vypoctena relativni smérodatna odchylka vybéru pro DCV 1,3 %

a pro DPV 2,3 %, obr. 3.12 (a). Relativni smérodatna odchylka pro méfeni S aplikaci
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regeneracnich potencialti byla pro DCV 0,9 % a pro DPV 0,5 %, obr. 3.12 (b).
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Obr. 3.9 DC voltamogramy ornidazolu (¢ = 110~ mol/L) mé&fené bez aplikace regeneraénich potencialil (a),

méfené s aplikaci regenera¢nich potenciali: Ej, =50 mV, Eg, = —1500 mV na m-AgSAE (b) ve vodném

prostiedi BR pufru o pH 8,0.

b

T
-160 | a -160 -

I [nA]
| [nA]

-120 -120 +

-80 - -80

40t 40 |

. . . . . . .
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
N N

Obr. 3.10 Zavislost proudu piku ornidazolu (¢ = 110 mol/L) na pofadovém Ccisle méfeni (N) bez vlozeni

regeneracnich potenciald (a), méfeni s vloZenim regeneracnich potenciala: E;j, = 50 mV, Eg, = -1500 mV (b).

DC voltametrie.

-120

I [nA]

I InA]
O

90

-60

30 F

o ‘ ‘ ‘ ‘ o ‘ ‘ ‘ ‘
-200 -400 -600 -800 -1000 -200 -400 -600 -800 -1000 -1200
E [mV]

E [mV]
Obr. 3.11 DP voltamogramy ornidazolu (¢ = 1-10™* mol/L), m&feno bez aplikace regenera¢nich potencialii

(a), méteno s aplikaci regeneracnich potenciali: Ej, = 50 mV, Eg, = —1500 mV na m-AgSAE (b) ve vodném

prostiedi BR pufru o pH 8,0.
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Obr. 3.12 Zavislost proudu piku ornidazolu (¢ = 1-10™* mol/L) na pofadovém &isle m&feni (N) bez vloZeni
regeneracnich potenciall (a), méfeni s vloZenim regeneraénich potencialt E;, = 50 mV, Eg, = -1500 mV (b).

DP voltametrie.

3.2.3 Kalibraéni zavislost

Na obr. 3.13 (a) jsou zobrazeny DC voltamogramy, na obr. 3.13 (b) jsou uvedeny DP
voltamogramy ornidazolu pro nejniZ§i koncentra¢ni fad 2:10"-1-10"° mol/L. M&feni bylo
provedeno na m-AgSAE ve vodném prostiedi BR pufru o pH 8,0 s aplikaci regeneracnich
potencidl: Ej, =50 mV, Efin =—-1500 mV. Na obr. 3.14 Jsou uvedeny kalibra¢ni piimky
vyhodnotitelnou. Charakteristiky kalibra¢nich ptimek pro obé voltametrické metody byly
shrnuty do tabulky 3.5, v tabulce 3.6 je statisticky vyhodnocené méfeni opakovatelnosti

pro nejnizsi stanovitelnou koncentraci 2-10~" mol/L a nejvyssi stanovitelnou koncentraci
1-10° mol/L.
-14 T T T T
z ; z
T2 5\ -
5
4
10 F
N 3
o
8l 2
.
-6200 -4;)0 -660 -860 -1600 -1200 i -300 -4::)0 -5;)0 -660 -760 -800
E [mV]

E [mV]
Obr. 3.13 DC voltamogramy (a), DP voltamogramy (b) ornidazolu v rozsahu koncentraci

2:107-1:10° mol/L. Zakladni elektrolyt (1); koncentrace ornidazolu v pmol/L 0.2 (2); 0,4 (3); 0,6 (4);
0,8 (5); 1 (6). Méfeno ve vodném roztoku BR pufru o pH 8,0 na m-AgSAE s aplikaci regeneracnich
potenciald: E;j, = 50 mV Eg, = -1500 mV.
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Obr. 3.14 Zavislosti proudu piku na koncentraci ornidazolu v rozmezi koncentraci 0,2-1 pmol/L,

DC voltametrie (a), DP voltametrie (b).

Tabulka 3.5
Charakteristiky kalibra¢nich pfimek stanoveni ornidazolu metodami DCV a DPV ve vodném roztoku BR
pufru o pH 8,0 namétené na m-AgSAE s regeneracnim krokem pfed kazdym métenim. E;, = 50 mV,

Efin = -1500 mV.

Smérnice * b
¢ [mol/L] [mA-L/mol] Usek ~ [nA] R Lo [mol/L]

(2-10)10°  —1,55440,011  0,800+0,711  —0,9998 -
DCV (2-10)10°  -1,56440,014 -0,155+0,094  —0,9997 -

(2-10)107  -1,84140,015 -0,014+£0,010  —0,9997 1,510

(2-10)10°  —1,269+40,013  1,253+0,864  —0,9996 -
DPV (2-10)10°  —1,21340,012  0,144+0,077  —0,9996 -

(2-10)107  —0,925£0,006  0,010£0,004  —0,9998 2,3-107

a - intervaly pfedstavujici horni a dolni konfiden¢ni limity (o = 0,05)

b - Giseky nejsou statisticky vyznamné odlisné od nuly na hladin€ vyznamnosti a = 0,05
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Tabulka 3.6

Statistické vyhodnoceni opakovatelnosti méfeni ornidazolu pomoci DC voltametrie (DCV) a diferen¢ni

v

nejvysii koncentrace 1-10~* mol/L. Poet mé&Feni n = 10, hladina vyznamnosti o = 0,05.

¢ [mol/L] X [nA] L1, [nA] s [nA] sy [%]
1-107 ~154,3 11 -1,6 1,0
DCV
2:107" ~0,369 0,019 0,027 7.3
1-107* ~125,9 15 21 1,7
DPV
2:107 0,172 0,015 -0,021 12,2
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3.3 Aplikace DC voltametrie a DP voltametrie na modelovych
vzorcich pitné a ficni vody

3.3.1 Metronidazol

Chovani metronidazolu bylo studovano metodami DCV a DPV ve vzorcich pitné a ¥i¢ni
vody z Vltavy. Pro stanoveni v obou vzorcich vody byly pouZity jiz zjisténé optimalni
podminky, vodny roztok BR pufru o pH 8,0 a vlozeni regenerac¢nich potenciald
(Ein =150 mV, Efp = -1600 mV) na m-AgSAE pied kazdym méfenim. Nezbytné bylo
kK méfenym roztokum piidat 100 pL chelatonu 111 (CH.IIT) o koncentraci 0,1 mol/L
pro vyvazani iontd kovl, které jsou ve vodach obsazeny do komplexu. Kalibra¢ni
zavislosti byly sestrojeny v rozmezi koncentraci 2-10'-1-10"°mol/L. Koncentrace
obtizn¢ vyhodnotitelné. Pro ukazku jsou na obr. 3.15 (a) uvedeny DC voltamogramy
naméfené v pitné vodé v rozmezi koncentraci 2:10°-1-10° mol/L, na obr. 3.15 (b)
je ptislusna kalibra¢ni piimka. Na obr. 3.16 (a) jsou DP voltamogramy metronidazolu
naméfené v pitné vodg pro koncentraéni ¥ad 2-107" az 1-10° mol/L a obr. 3.16 (b) uvadi
ptislusnou kalibra¢ni ptimku. Obr. 3.17 (a) znazoriiuje DC voltamogramy naméiené v fi¢ni
vod¢ pro koncentracni rozsah 2:107°-1-10"° mol/L, na obr. 3.17 (b) je ptislusna kalibracni
piimka. 3.18 (a) uvadi DP voltamogramy v fi¢ni vodé v rozsahu koncentraci 2-10~" mol/L
a7 1:10°® mol/L. Parametry jednotlivych kalibragnich zavislosti pro ob& voltametrické
metody jsou shrnuty v tabulce 3.7. V tabulce 3.8 je uvedena opakovatelnost metronidazolu
Vv pitné a ficni vodé¢ DC voltametrii a DP voltametrii na m-AgSAE, nejnizsi koncentrace

210" mol/L a nejvyssi koncentrace 1:10> mol/L.
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Obr. 3.15 (a) DC voltamogramy metronidazolu v rozsahu koncentraci 2-10 umol/L . Zakladni elektrolyt (1);

koncentrace metronidazolu v umol/L 2 (2); 4 (3); 6 (4); 8 (5); 10 (6). Méfeno v pitné vodé na m-AgSAE
s aplikaci regeneracnich potenciala: E;, = 150 mV, Eg, = -1600 mV, s pridavkem 0,1 mol/L CH III. Zavislost

proudu piku na koncentraci metronidazolu v rozsahu koncentraci 2-10 pmol/L, méfeno v pitné vodé

DC voltametrii (b).

-0,8

-4,0

| [nA]
| [nA]
O

-35F -0,6 |

30+ -04

-2,51 -02 F

-2,0 L L L L L L L L L L L L
-300 -400 -500 -600 -700 -800  -900 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

E [mV] ¢ (metronidazol) [umol/L]
Obr. 3.16 (a) DP voltamogramy metronidazolu v rozsahu koncentraci 0,2-1 pmol/L. Zakladni elektrolyt (1);
koncentrace metronidazolu v pymol/L 0,2 (2); 0,4 (3); 0,6 (4); 0,8 (5); 1 (6). Mé&feno v pitné vodé
na m-AgSAE s aplikaci regeneracnich potenciali: Ej, = 150 mV, Eg, = —-1600 mV, s ptidavkem 0,1 mol/L

CH II1.
Zavislost proudu piku na koncentraci metronidazolu v rozsahu koncentraci 0,2-1 pmol/L , méfeno v pitné

vodé DP voltametrii (b).
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Obr. 3.17 (a) DC voltamogramy metronidazolu v rozsahu koncentraci 2-10 pmol/L. Zakladni elektrolyt (1);
koncentrace metronidazolu v pmol/L 2 (2); 4 (3); 6 (4); 8 (5); 10 (6). Mé&feno v ti¢ni vodé na m-AgSAE
s aplikaci regeneracnich potencidlt: Ej, = 150 mV, Eg, = —1600 mV s pridavkem 0,1 mol/L CH III. Zavislost

proudu piku na koncentraci metronidazolu v rozsahu koncentraci 2-10 pmol/L , méfeno v ficni vodé

DC voltametrii (b).
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Obr. 3.18 (a) DP voltamogramy metronidazolu v rozsahu koncentraci 0,2-1 pmol/L. Zakladni elektrolyt (1);
koncentrace metronidazolu v umol/L 0,2 (2); 0,4 (3); 0,6 (4); 0,8 (5); 1 (6). Mé&feno v Ficni vodé
na m-AgSAE s aplikaci regeneracnich potencialti: E;, = 150 mV, Eg, = —1600 mV s ptidavkem 0,1 mol/L
CH II1.

Zavislost proudu piku na koncentraci metronidazolu v rozsahu koncentraci 0,2-1 pmol/L, méfeno v Fi¢ni

vodé DP voltametrii (b).
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Tabulka 3.7

Parametry kalibracnich pfimek pro stanoveni metronidazolu v pitné a fiéni vodé DC voltametrii

a DP voltametrii na m-AgSAE ve vodném prostiedi BR pufru o pH 8,0 s pfidavkem 100 pL chelatonu III

a aplikaci regenera¢nich potencialt pfed kazdym méfenim: E;, = 150 mV, Eg, = -1600 mV.

Smérnice ?

% b
Vzorek  Metoda ¢ [mol/L] [mA-L/mol] Usek ~ [nA] R Lo [mol/L]
(2-10)10°  —1,457+0,014  —0,430+0,095 —0,9996 -
DCV
(2-10)107  -0,989+0,015  -0,029+0,010 -0,9911  2,1-10-7
Pitna
voda
(2-10)-10°  —1,088+0,007  —0,242+0,040  —0,9999 -
DPV
(2-10)-107  —0,714+0,015 0,010+0,010  -0,9983  2,5-10-7
(2-10)-10°  —1,828+0,014  —0,440+0,090  —0,9998 -
DCV
(2-10)107  -1,614+0,031  -0,019+0,020 -0,9986  2,0-10-7
Riéni
voda
(2-10)-10°  —1,185+0,007  —0,140+0,046  —0,9999 -
DPV
(2-10)107  —0,745+0,007 0,011+0,004  -0,9997 2.4-10-7

a — intervaly pfedstavujici horni a dolni konfidenéni limity (o = 0,05)

b —Giseky nejsou statisticky vyznamné odlisné od nuly na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05

40



Tabulka 3.8

Statistické vyhodnoceni opakovatelnosti metronidazolu ve vzorcich pitné a fiéni vody metodami DCV a DPV

na m-AgSAE pro nejnizsi koncentraci 2:10~ mol/L a nejvysii koncentraci 1-10™° mol/L ve vodném prostiedi

BR pufru s pfidavkem 100 pl chelatonu III o pH 8,0; po¢et méteni n = 10, hladina vyznamnosti

o =0,05.
Vzorek  Metoda ¢ [mol/L] X [nA] L12[nA] s [nA] s; [%]
1-107° ~15,10 0,15 0,21 1,4
DCV
2-1077 ~0,232 ~0,015 -0,021 9,2
Pitna
voda
1107 ~10,55 0,11 0,15 1,4
DPV
2-1077 ~0,093 -0,013 -0,018 19,6
1107 ~17,47 0,11 0,16 0,89
DCV
) 2:107" -0,365 -0,023 -0,033 8,9
Riéni
voda
1-107° ~11,993 ~0,039 ~0,006 0,46
DPV
2:1077 -0,131 -0,013 -0,018 13,6
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3.3.2 Ornidazol

Analogicky jako pro metronidazol bylo sledovano chovani ornidazolu ve vzorcich pitné
a ficni vody z Vltavy metodami DCV a DPV. Pro méfeni ornidazolu v realnych vzorcich
vod byly pouzity zjisténé optimalni podminky, vodny roztok BR pufru o pH 8,0 pfidavek
100 pL chelatonu 111 (CH 11) o koncentraci 0,1 mol/L pro vyvazani iontt kovi pfitomnych
ve vzorcich vod do komplexu a vlozeni regeneraCnich potencidli na m-AgSAE:
(Ein = 50 mV, Esin = -1500 mV) pied kazdym méfenim.

Kalibraéni roztoky byly zvoleny v rozsahu koncentraci ornidazolu 2-10'-1-10" mol/L.
Pro ukéazku jsou na obr. 3.19 (a) uvedeny DC voltamogramy naméfené v pitné¢ vodé
v rozmezi koncentraci 2:10°-1-10"° mol/L, na obr. 3.19 (b) je ptislusna kalibra¢ni pfimka.
Na obr. 3.20 (a) jsou DP voltamogramy ornidazolu naméfené v pitné vodé v rozsahu
koncentraci 2:107°-1-10° mol/L a obr. 3.20 (b) uvadi pfislusnou kalibratni p¥imku.
Obr. 3.21 (a) znazornuje DC voltamogramy naméfeny v fi¢ni vodé v rozmezi koncentraci
2:107°-1-10"° mol/L a na obr. 3.21 (b) je kalibraéni pfimka pro tuto zavislost. Obr.3.22 (a)
uvadi DP voltamogramy v fi¢ni vodé ve stejném koncentra¢nim fadu
(2:10°-1-10° mol/L). Charakteristiky kalibratnich zavislosti byly shrnuty v tabulce 3.9.
Udaje o statistickém vyhodnoceni opakovatelnosti ornidazolu ve vzorcich pitné a fiéni

vody zahrnuje tabulka 3.10.
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Obr. 3.19 (a) DC voltamogramy ornidazolu v rozsahu koncentraci 2-10 pmol/L. Zéakladni elektrolyt (1);
koncentrace ornidazolu v pmol/L 2 (2); 4 (3); 6 (4); 8 (5); 10 (6). Méfeno v pitné vodé na m-AgSAE
s aplikaci regenera¢nich potenciali: E;, = 150 mV, Eg, = —1600 mV s piidavkem 0,1 mol/L CH III.

Zavislost proudu piku na koncentraci ornidazolu v rozsahu koncentraci 2-10 umol/L, méfeno v pitné vode

DC voltametrii (b).
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Obr. 3.20 (a) DP voltamogramy ornidazolu v rozsahu koncentraci 2-10 pmol/L. Zakladni elektrolyt (1);
koncentrace ornidazolu v pmol/L 2 (2); 4 (3); 6 (4); 8 (5); 10 (6). Méfeno v pitné vodé na m-AgSAE
s aplikaci regenera¢nich potenciali: Ej, = 150 mV, Egq, = —1600 mV s piidavkem 0,1 mol/L CH III.

Zavislost proudu piku na koncentraci ornidazolu v rozsahu koncentraci 2-10 pmol/L, méfeno v pitné vodé

DP voltametrii (b).
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Obr. 3.21 (a) DC voltamogramy ornidazolu v rozsahu koncentraci 2-10 pmol/L. Zakladni elektrolyt (1);
koncentrace ornidazolu v pmol/L 2 (2); 4 (3); 6 (4); 8 (5); 10 (6). Mé&feno v fi¢ni vodé na m-AgSAE
s aplikaci regeneracnich potencialt: Ej, = 150 mV, Egq, = —1600 mV s piidavkem 0,1 mol/L CH III.

Zavislost proudu piku na koncentraci ornidazolu v rozsahu koncentraci 2-10 pmol/L, méfeno v fi¢ni vodé

DC voltametrii (b).
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Obr. 3.19 (a) DP voltamogramy ornidazolu v rozsahu koncentraci 2-10 umol/L. Zakladni elektrolyt (1);
koncentrace ornidazolu v pmol/L 2 (2); 4 (3); 6 (4); 8 (5); 10 (6). Mé&feno v fi¢ni vodé na m-AgSAE
s aplikaci regeneracnich potenciali: Ej, = 150 mV, Eg, = —1600 mV s piidavkem 0,1 mol/L CH III.

Zavislost proudu piku na koncentraci ornidazolu v rozsahu koncentraci 2-10 pmol/L, méfeno v fi¢ni vodée

DP voltametrii (b).
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Tabulka 3.9

Charakteristiky kalibra¢nich p¥imek stanoveni ornidazolu v realnych vzorcich pitné a ¥i¢ni vody metodami

DCV a DPV na m-AgSAE ve vodném prostiedi BR pufru o pH 8,0 s pfidavkem 100 pL chelatonu III.

a regeneracnim krokem (Ej, = 50 mV, Eg, = -1500 mV) pied kazdym méfenim.

Smérnice ? .
Vzorek  Metoda ¢ [mol/L] [mA-L/mol] Usek - [nA] R Lo [mol/L]
(2-10)10°  -1,070+0,012  —0,088+0,081  —0,9995 -
DCV
(2-10)-107  -1,200+0,098  -0,082+0,006  -0,9997  2,3-10”’
Pitna
voda
(2-10)10°  —1,086+0,008 0,384+0,052  -0,9998 -
DPV
(2-10)10"  -0,560+0,005  -0,014+0,033  -0,9997  2,4:10”"
(2-10)-10°  —1,379+0,009 0,103£0,060  —0,9998 -
DCV
(2-10)-107  -1,256+0,018  -0,010+£0,012  -0,9992  2,0-10”"
Riéni
voda
(2-10)10°  -0,913+0,003 0,120+0,020  —0,9999 -
DPV
(2-10)-107  —0,524+0,007 0,020£0,045  -0,9993  2,0-10°”’

a - intervaly ptedstavujici horni a dolni konfiden¢ni limity (a = 0,05)

b - useky nejsou statisticky vyznamné odlisné od nuly na hladin¢ vyznamnosti & = 0,05
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Tabulka 3.10

Statistické vyhodnoceni opakovatelnosti méfeni ornidazolu pomoci metod DCV a DPV ve vzorcich pitné

a fi¢ni vody, naméfené na m-AgSAE pro nejnizsi koncentraci 2:107" mol/L a nejvyssi koncentraci

1-107° mol/L ve vodném prostiedi BR pufru o pH 8,0 s pfidavkem 100 pl chelatonu IIL.; po&et m&feni n = 10,

hladina vyznamnosti o = 0,05.

Vzorek  Metoda ¢ [mol/L] X [nA] L12[NA] s [nA] s, [%]
1107 ~10,56 -0,14 0,20 1,9
DCV
2:1077 0,292 -0,019 -0,028 9,6
Pitna
voda
1-10° ~10,46 -0,14 -0,20 1,9
DPV
2:1077 -0,1926 ~0,0095 -0,0135 7,0
1-107° ~13,45 0,11 -0,15 1,1
DCV
) 2:107 0,410 -0,018 -0,025 6,2
Riéni
voda
1-107° -9,200 -0,072 -0,101 1,1
DPV
2:107”7 ~0,0911 ~0,0075 ~0,0106 11,7
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3.4 Voltametrické stanoveni obsahu metronidazolu v IéCivech

Mnozstvi metronidazolu bylo studovano v nasledujicich 1éCivech. Infuzni
roztok - Efloran obsahoval 500 mg metronidazolu na 100 mL roztoku, tablety Entizol,
které obsahovaly 250 mg metronidazolu v 1 tableté a vaginalni tablety Entizol, obsahujici
500 mg metronidazolu Vv jedné vaginalni tableté. K voltametrickému méfeni bylo

odpipetovano vhodné mnozstvi, které bylo doplnéno BR pufrem o pH 8,0.

3.4.1 Metoda kalibraéni pfimky

Pro kazdé I1éCivo byly sestrojeny kalibracni zavislosti v koncentratnim rozmezi
2:10°-10-10° mol/L. Vzorek 1é&iva byl nafeddn tak, aby lezel uprostied kalibracni
zavislosti. Mnozstvi 1é¢iva bylo vypocteno z rovnice regrese. Obsah metronidazolu byl
stanoven DC voltametrii (DCV) a diferenéni pulzni voltametrii (DPV). Z piedchozich
studii byly pouzity vhodné podminky, vodny roztok BR pufru o pH 8,0 a vloZeni
regeneracnich potenciall pred kazdym méfenim na m-AgSAE: Ej, = 150 mV,

Efin = -1600 mV.

Pro ukazku je ziskana koncentraéni zavislost pro Entizol tablety metodou DCV uvedena
na obr. 3.23 (a) a zavislost proudu piku na koncentraci pro tuto metodu je na obr. 3.23 (b).
Na obr. 3.24 (a) jsou DP voltamogramy pro tabletu Entizolu a ptislusna kalibra¢ni piimka
je zobrazena na obr. 3.24 (b). Parametry kalibra¢nich pfimek pro stanoveni metronidazolu
v [é¢ivech metodami DCV 1 DPV jsou shrnuty v tabulce 3.11, tabulka 3.12 uvadi

vypocteny obsah metronidazolu v danych 1é¢ivech.
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Obr. 3.23 (a) DC voltamogramy metronidazolu v rozsahu koncentraci 20-100 umol/L. Zakladni elektrolyt
(1); koncentrace metronidazolu v pmol/L 20 (2); 40 (3); 60 (4); 80 (5); 100 (6). Méteno ve vodném roztoku
BR pufru o pH 8,0 na m-AgSAE s aplikaci regenera¢nich potencialii: Ej, = 150 mV, Eg, = —1600 mV.

Zavislost proudu piku na koncentraci metronidazolu v koncentraénim rozmezi 20-100 pmol/L. Méteno

DC voltametrii na m-AgSAE. Uvedena kalibraéni piimka pro stanoveni obsahu metronidazolu v tabletach

Entizolu (b).
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Obr. 3.24 (a) DP voltamogramy metronidazolu v rozsahu koncentraci 20-100 pmol/L. Zakladni elektrolyt
(1); koncentrace metronidazolu v umol/L 20 (2); 40 (3); 60 (4); 80 (5); 100 (6). Méfeno ve vodném roztoku
BR pufru o pH 8,0 na m-AgSAE s aplikaci regeneraénich potencialii: Ej, = 150 mV, Eg, = —1600 mV.

Zavislost proudu piku na koncentraci metronidazolu v koncentracnim rozmezi 20-100 pmol/L. M¢éteno

DP voltametrii na m-AgSAE. Uvedend kalibra¢ni pfimka pro stanoveni obsahu metronidazolu v tabletach

Entizolu (b).
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Tabulka 3.11

Parametry kalibra¢nich pfimek pro stanoveni metronidazolu v lécivech DC voltametrii a DP voltametrii

na m-AgSAE ve vodném prostfedi BR pufru o pH 8,0. S aplikaci regenera¢nich potenciala: Ej, = 150 mV,

Efin = —1600 mV.
L& Smérnice * b
Metoda Lécivo ¢ [mol/L] (mA-L/mol] Usek ° [NA] R
infﬁiﬁrfgz;ok (2-10)-10°  -1,305+0,020  0,087+1,307 -0,9991
DCV 'fa'lf.'éfy' (2-10)10°  -1,47040,016  2,7+1,1 ~0.9995
Entizol
vagindlni  (2-10010°  -1,343+0,018  -1,9+12 -0,9993
tablety
infigr?irf(r)]z-tok (2-10010°  -1,105+0010  095+0,65 0,997
DPV 'f;;f.'gfy' (2-10)10°  ~1,189+40,010 2,107 -0.9997
Entizol
vaginalni (2-10)10°  -1,074+0,035  -3,6+2,3 ~0,9958
tablety

a - intervaly ptedstavujici horni a dolni konfiden¢ni limity (a = 0,05)

b - Giseky nejsou statisticky vyznamné odlisné od nuly na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05
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Tabulka 3.12

Vypocteny obsah metronidazolu v lécivech DC voltametrii a diferen¢ni pulzni voltametrii na m-AgSAE
ve vodném prostiedi BR pufru o pH 8,0 metodou kalibra¢ni pfimky; pocet méteni n = 3, hladina vyznamnosti

a=0,05.

Metoda Létivo m [ry;;g]t m d[rkrllg] w [%]

Efloran-infuzni 490,5423.9 500 98

roztok
DCV Entizol-tbl. 214,2+41,0 250 86
Entizol-vag.tbl. 445,5+56,8 500 89
Efloran-infuzni 461,9436.2 500 92

roztok
DPV Entizol-tbl. 210,3+£25,6 250 84
Entizol-vag.tbl. 474.4+31,3 500 95
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3.4.2 Metoda standardniho pridavku

Obsah metronidazolu v Ié¢ivech byl stanoven metodou standardniho piidavku. Pfi této
kalibra¢ni metodé se standardni vzorek ptidava ptfimo do vzorku s hledanou koncentraci.
Roztoky analyzovaného vzorku i vzorkd se standardnim piidavkem byly ptipraveny
Vv odmérnych banikach 10 mL. Nejprve byl proméien roztok obsahujici pouze analyzovany
vzorek a nasledné roztoky s vhodné zvolenymi piidavky zasobniho roztoku metronidazolu
(c = 1-10® mol/L), aby bylo koncentra&ni rozmezi 5-10°°-1,6:10* mol/L.%’

Hodnoty byly vyhodnoceny a nasledné zpracovany do formy kalibracnich grafi.
Pro ukédzku je na obr. 3.25 (a) zavislost proudu piku na koncentraci metronidazolu
v rozmezi koncentraci 5-10 °-1,6:10"* mol/L nam&fena metodou DCV a stejna zavislost pro
DPV je uvedena na obr. 3.25 (b) Oba grafy jsou pro infuzni roztok — Efloran. V tabulce
3.13 jsou shrnuty parametry kalibra¢nich grafii pro dané 1é¢iva.Z parametrt kalibracnich

grafii byla vypoc¢tena hmotnost metronidazolu v 1é¢ivech, ktera je uvedena v tabulce 3.14.
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Obr. 3.25 Zavislost proudu piku na koncentraci metronidazolu v koncentraénim rozmezi 5-160 pmol/L .

Meéieno DC voltametrii (a), DP voltametrii (b) na m-AgSAE. Uvedené pfimky jsou pro infuzni roztok -

Efloran. Kalibrace provedena metodou standardniho ptidavku.
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Tabulka 3.13

Charakteristiky piimek pro stanoveni metronidazolu v 1é¢ivech DC voltametrii a diferen¢ni pulzni voltametrii

na m-AgSAE ve vodném prostftedi BR pufru o pH 8,0; metoda standardniho pfidavku. S aplikaci

regeneracnich potenciald: Ej, = 150 mV, Egq, = -1600 mV.

. Smérnice 2 , b
Metoda Lécivo ¢ [mol/L] [mA-L/mol] Usek = [nA] R
 Efloran o6 610% 151340022 845417 ~0,9990
infuzni roztok
DCV Entizol 510°-1,610% —-1,512£0031  —659+2,2 -0,9975
tablety
Entizol
vaginalni 5-10*6-1,6-1074 -1,413+0,018 —70,5+1,3 —0,9990
tablety
__Etloran 51051,610*% —1561+0,039 79,1427 0,9962
infuzni roztok
DPV Entizol 510%1,610% -122240020  -54,5+1,3 -0,9986
tablety
Entizol
vagindlni  5-10°-1,6:10* -1,176+0,011  -58,0+0,8 -0,9994
tablety
a - intervaly ptedstavujici horni a dolni konfiden¢ni limity (a = 0,05)
b - useky nejsou statisticky vyznamné odlisné od nuly na hladiné vyznamnosti a = 0,05
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Tabulka 3.14

Obsah metronidazolu v 1é¢ivech DC voltametrii a diferen¢ni pulzni voltametrii na m-AgSAE ve vodném

prostiedi BR pufiu o pH 8,0, metoda standardniho pfidavku

Metoda Lécivo M yypostené [mg] M deklarované [mg] W [%]

Efloran-infuzni

roztok 478 >0 %
DCV Entizol-tableta 186 250 75
Entizol-vaginalni 427 500 85

tableta
Efloran-infuzni 434 500 87

roztok
DPV Entizol-tableta 191 250 76
Entizol-vaginalni 429 500 84

tableta
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4. Cyklicka voltametrie

Cyklickou voltametrii Ize sledovat elektrochemické mechanismy. Nitro skupina 5 nitroimidazolovych
derivati nejlépe poskytuje elektrony. Redukuje se za uvolnéni ¢tyi elektronti za vzniku
hydroxylaminu.®®

Voltametrické studie nitroimidazolovych derivati ukéazaly, ze se ve vodnych roztocich
pfi zasadittm pH objevuji dva piky pii redukci latky. Prvni odpovidd redukci
na hydroxylamin a druhy nasledné redukci na aminoderivat.

Nésledujici studie dokazaly, Ze redukéni mechanismus danych latek je zavisly
na rozpoustédlech a vratny krok zavisi na substituovanych skupinich na heterocyklickém

nitroimidazolovém kruhu.®

4.1 Metronidazol

Chovani metronidazolu bylo studovano cyklickou voltametrii na m-AgSAE. Byly
zvoleny pH BR pufru v kyselé oblasti, v neutralni oblasti a pH v oblasti zasadité. Pfi téchto
pH byly nésledné proméfeny cyklické voltamogramy Vrozmezi rychlosti nardstu
potencialu 5-2000 mV/s. Metronidazol mé&l v roztocich koncentraci 1:10™* mol/L.
Na m-AgSAE byly vloZeny regeneracni potencialy pied kazdym méfenim: E;, = 150 mV,
Efin = —-1600 mV.

Pfi kyselém pH a pH v neutralni oblasti metronidazol poskytoval jeden voltametricky
pik pfi jeho redukci. Pfi zasaditém pH se objevil i druhy pik. Cyklické voltamogramy
metronidazolu pifi vSech studovanych pH jsou uvedeny na obr. 4.1. Ve zpétném scanu
se neobjevil u kyselého a neutralniho pH vyhodnotitelny pik, proto lze usoudit,
ze se jednalo o ireversibilni d&j. Pti zasaditém pH se ve zpétném scanu pik objevil, proto
je ziejmé, Ze se jednalo o ¢astené reversibilni d&j. Nasledné byly cyklické voltamogramy
vyhodnoceny a do grafu vynesena zavislost proudu piku metronidazolu na rychlosti
narustu potencialu obr. 4.2 (a) a obr. 4.2 (b) znazornuje zavislost velikosti proudu piku
na druhé odmocniné z rychlosti narstu potencialu. Z obrazkl je patrné, ze pii niZSich
rychlostech a zasaditém pH je zavislost linearni, ale isek na ose y neni zanedbatelny.
Na obr. 4.3 (a) jsou cyklické voltamogramy metronidazolu v rozsahu rychlosti
10-200 mV/s, na obr. 4.3 (b) je zavislost proudu piku metronidazolu na druhé odmocniné

rychlosti. V tabulce 4.1 jsou parametry kalibra¢ni pfimky.
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Obr. 4.1 Cyklické voltamogramy metronidazolu (¢ = 1:10™* mol/L) v BR pufru o pH 3,0; 8,0 a 12,0
pii rychlosti narGstu potencialu: 20 mV/s, naméfené na m-AgSAE s aplikaci regenera¢nich potenciali:

Ein = 150 mV, Efin = -1600 mV.
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Obr. 4.2 Zavislost proudu piku metronidazolu (¢ = 1-10™* mol/L) na rychlosti nariistu potencialu (a),

na odmocning rychlosti nartistu potencialu (b).
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Obr. 4.3 (a) Cyklické voltamogramy metronidazolu (¢ = 1-10~* mol/L) v BR pufru o pH 12,0 pii rychlostech
narlstu potencialt: 10 (2), 20 (3), 50 (4), 100 (5), 200 (6). Kiivka (1) znazoriiuje zakladni elektrolyt

pti rychlosti 50 mV/s.

Zavislost velikosti proudu piku | na druhé odmocning z rychlosti nardstu potencialu v. Méteno v BR pufru

0 pH 12,0 a aplikaci regenerac¢nich potenciala: E;, = 150 mV, Eg, = -1600 mV (b).

Tabulka 4.1

Charakteristiky linearni zavislosti velikosti proudu piku metronidazolu na druhé odmocning z rychlosti

narustu potencialu na m-AgSAE v prostfedi BR pufru o pH 12,0.

v . a
v [MV/s] [niﬂf\‘}njfseso,g,] Usek ® [nA] R
10-200 6231011 | -22,04£0.97 -0,9987

a - intervaly ptedstavujici horni a dolni konfiden¢ni limity (a = 0,05)

b - useky nejsou statisticky vyznamné¢ odlisné od nuly na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05
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4.2 Ornidazol

Cyklickou voltametrii bylo zjisténo chovani ornidazolu ve vodnych roztocich BR pufru
o tfech riznych pH z oblasti kyselé, neutralni a zdsadité. Pfi kazdém pH byly prométfeny
cyklické voltamogramy s proménnou rychlosti narGstu potencidlu od 5 mV/s
do 2000 mV/s. Koncentrace ornidazolu v roztocich byla 1:10* mol/L. Na m-AgSAE byly
vkladany regeneracni potencialy pred kazdym métenim: E;, = 50 mV, Eg, = -1500 mV.

Pti zvolenych pH v kyselé a neutrdlni oblasti ornidazol poskytoval jeden voltametricky
pik pfti jeho redukci. Ve zpétném scanu se neobjevil vyhodnotitelny pik, proto lze usoudit,
ze se jednalo o ireversibilni d¢j. Pii pH 12,0 se objevily v katodické oblasti dva piky.
Doslo nejprve k redukci na aminonitroradikal a nasledné na aminoderivat a pfi zpétném
scanu se objevil pik, coz znaci CasteCné¢ reversibilni d¢j. Na obr. 4.4. jsou cyklické
voltamogramy ornidazolu pfi tfech riznych pH BR pufru. Nasledné¢ byly cyklické
voltamogramy vyhodnoceny a do grafu vynesena zavislost proudu piku ornidazolu
na rychlosti naristu potencialu obr. 4.5 (a), obr. 4.5 (b) zndzoriuje zavislost velikosti
proudu piku na druhé odmocniné zrychlosti nariistu potenciadlu. Z téchto zavislosti
vyplyva, Ze pti nizkych rychlostech a zasaditém pH proudova odezva linearn¢ vzrista, coz
znamend, Ze d¢j je pii nizkych rychlostech fizeny difuzi. Na obr. 4.6 (a) jsou uvedeny
cyklické voltamogramy ornidazolu ptfi pH 12,0 v rozmezi rychlosti 10 az 200 mV/s.
Obr.4.6 (b) uvadi zavislost proudu piku na druhé odmocniné zrychlosti nartstu

potencidlu. V tabulce 4.2 jsou charakteristiky kalibra¢ni ptimky.
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Obr. 4.4 Cyklické voltamogramy ornidazolu (¢ = 1-10~* mol/L) v BR pufru o pH 3,0; 8,0 a 12,0 pfi rychlosti
nartstu potencialu: 20 mV/s, méfeno na m-AgSAE s aplikaci regeneracniho kroku: Ej, = 50 mV,
Efin = —1500 mV.
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Obr. 4.5 Zavislost proudu piku ornidazolu (¢ = 1-10® mol/L) na rychlosti narGistu potencialu (a)

a na odmocniné rychlosti nartstu potencialu (b).
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Obr. 4.6 (a) Cyklické voltamogramy ornidazolu (¢ = 1:10 mol/L) v BR pufru o pH 12,0 pfi rychlostech
nartstu potenciali (mV/s): 10 (2), 20 (3), 50 (4), 100 (5), 200 (6). Zakladni elektrolyt pti rychlosti 50 mV/s
Q).

Zavislost velikosti proudu | na druhé odmocning z rychlosti naristu potencialu v.(b)

Tabulka 4.2

Parametry linearni zavislosti velikosti proudu piku na druhé odmocniné z rychlosti narustu potencialu pii CV

ornidazolu na m-AgSAE v BR pufru o pH 12,0.

Smérnice "
v [mV/s] [nA-mV °5-%9] Usek ” [nA] R
10-200 —6,40+0,27 -19,07+2,34 -0,9981

a - intervaly ptedstavujici horni a dolni konfiden¢ni limity (a = 0,05)

b - useky nejsou statisticky vyznamné odli$né od nuly na hladiné vyznamnosti « = 0,05
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5. UV-VIS spektrofotometrické stanoveni metronidazolu a

ornidazolu (srovnavaci metoda)

Pro porovnani voltametrického stanoveni metronidazolu a ornidazolu byla zvolena
UV-VIS absorpéni spektrofotometrie. Vhodnym fedénim byly piipraveny Skaly
kalibraénich roztokii obou studovanych latek v rozmezi koncentraci od 2-10~" mol/L
do 1-10* mol/L. Roztoky byly pfipraveny odpipetovanim piisluSného mnozstvi latek
ze zasobnich roztokti a doplnény deionizovanou vodou do 10 mL odmérnych bangk.

Absorbance pripravenych roztoki byla méfena na piistroji Agilent 8453 (Agilent
Technologies, USA), ovladané programem UV-Visible Chem Station.

Roztoky byly méfené v kiemenné kyveté o optické délce 1 cm proti deionizované vodé
koncentrace byla u obou studovanych latek povazovana 6:10" mol/L. Tato koncentrace
byla zmé&fena desetkrat, stejné jako nejvyssi koncentrace 1:10* mol/L.

Na obr. 5.1 (a) jsou uvedeny absorp¢ni spektra metronidazolu v rozmezi koncentraci
0,6-10 umol/L, obr. 5.1 (b) znazoriiuje zavislost absorbance na koncentraci metronidazolu
Vv koncentraénim rozmezi 0,6-10 pmol/L. Obr. 5.2 (a) znazorfiuje absorpéni spektra
metronidazolu v koncentra¢nim rozsahu 20-100 pmol/L, obr. 5.2 (b) pfislusnou kalibra¢ni
zavislost. Na obr. 5.3 (a) jsou uvedeny absorp¢ni spektra ornidazolu v rozmezi koncentraci
0,6-10 pmol/L obr. 5.3 (b) znazoriiuje zavislost absorbance na koncentraci ornidazolu
Vv koncentraénim rozmezi 0,6-10 pmol/L. Obr. 5.4 (a) znazorfiuje absorpéni spektra
ornidazolu v koncentra¢nim rozsahu 20-100 pmol/L, obr. 5.4 (b) pfislusnou kalibra¢ni
zavislost.

V tabulce 5.1 jsou uvedeny parametry kalibra¢nich zavislosti pro metronidazol a
ornidazol, v tabulce 5.2 je statistické vyhodnoceni obou studovanych latek pro nejnizsi

naméfenou koncentraci 6:10~" mol/L a nejvy3si naméfenou koncetraci 1-10~* mol/L.
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5.1 Metronidazol
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Obr. 5.1 (a) Absorpéni spektra metronidazolu v deionizované vod¢, spektra jsou méfena v oblasti vinovych
délek 200-800 nm v kiemenné kyveté o optické délce 1 cm proti deionozované vodé. Deionizovana voda (1),
koncentrace metronidazolu v pumol/L 0,6 (2); 0,8 (3); 1 (4); 2 (5); 4 (6); 6 (7); 8 (8); 10 (9) (a),

Zavislost absorbance na koncentraci metronidazolu v rozmezi koncentraci 0,6-10 umol/L (b).
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Obr. 5.2 (a) Absorp¢ni spektra metronidazolu v deionizované vodé, spektra jsou méfena v oblasti vinovych
délek 200-800 nm v kifemenné kyveté o optické délce 1 cm proti deionozované vodé. Deionizovana voda (1),
koncentrace metronidazolu v umol/L 20 (2); 40 (3); 60 (4); 80 (5); 100 (6).

Zavislost absorbance na koncentraci metronidazolu v rozmezi koncentraci 20-100 pmol/L (b).
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5.2 Ornidazol
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Obr. 5.3 (a) Absorp¢ni spektra ornidazolu v deionizované vodé, spektra jsou méfena v oblasti vlnovych
délek 200-800 nm v kifemenné kyveté o optické délce 1 cm proti deionozované vodé. Deionizovana voda (1),
koncentrace ornidazolu v umol/L 0,6 (2); 0,8 (3); 1 (4); 2 (5); 4 (6); 6 (7); 8 (8); 10 (9).

Zavislost absorbance na koncentraci ornidazolu v rozmezi koncentraci 0,6-10 pmol/L (b).
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Obr. 5.4 (a) Absorp¢ni spektra ornidazolu v deionizované vodé, spektra jsou méfena v oblasti vlnovych
délek 200-800 nm v kiemenné kyveté o optické délce 1 cm proti deionozované vodé. Deionizovana voda (1),
koncentrace ornidazolu v umol/L 20 (2); 40 (3); 60 (4); 80 (5); 100 (6).

Zavislost absorbance na koncentraci ornidazolu v rozmezi koncentraci 20-100 pmol/L (b).
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Tabulka 5.1

Parametry kalibracnich pfimek pro stanoveni obou studovanych latek UV-VIS absorp¢ni spektrofotometrii

ve vodnych roztocich

v . a
Litka ¢ [mol/L] S[rr;lij‘;‘g] Usek * [10°] R Lo [moliL]
(2-10)-107° 9,15+0,02 -5,45+1,33 0,9999 -
Metronidazol

(0,6-10)-10°° 8,97+0,18 -0,82+0,97 0,9970 2,010’

(2-10)-10°° 8,81+0,10 ~3,43+6,30 0,9995 -
Ornidazol
(0,6-10)-10°° 8,70+0,08 -0,51+0,41 09994 34107

a - intervaly ptedstavujici horni a dolni konfiden¢ni limity (a = 0,05)

b - useky nejsou statisticky vyznamné odli$né od nuly na hladiné vyznamnosti « = 0,05

Tabulka 5.2

Statistické vyhodnoceni opakovatelnosti metronidazolu a ornidazolu UV-VIS absorpéni spektrofotometrii

s

pro nejvysii koncentraci 1-10™* mol/L a nejniz&i 6:10~ mol/L v prostiedi deionizované vody; pocet méteni

n = 10, hladina vyznamnosti a = 0,05.

Latka ¢ [mol/L] X [1] Lo [1] s[1] s, [%]
6:107" 483107 1,3-104 1,810 3,7
MTZ
1-107 882,410 6,6:107° 9,3-107° 1,1
6-107" 43,8-107* 2,310 3,010 6,8
ORN
1-107 8836,5-107* 2,210 3,1-107* 0,035
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5.3 Srovnavaci metoda UV-VIS absorpcni spektrofotometrie pro
stanoveni obsahu metronidazolu v IéCivech

Obsah metronidazolu se nejcastéji stanovuje spektrofotometricky. Pro porovnani
voltametrického méfeni bylo zjisténo mnozstvi metronidazolu v 1éCivych preparatech
I UV-VIS absorpéni spektrofotometrii. Ptipravily se vhodné nafedéné roztoky 1éCiv, tak
aby lezely na stfedu sestrojené kalibrac¢ni pfimky metronidazolu a proméiila se jednotliva
absorpéni spektra v rozmezi vlnovych délek 200-800 nm v kiemenné kyveté o meérné
tloustce 1 cm. Spektra jsou uvedena na obr.5.5 (a) pro 500 x zfedény infuzni
roztok-Efloran a na obr. 5.5 (b) jsou absorp¢ni spektra Entizolu tablet (250 x zfedeny
roztok) a vagindlnich tablet (100 x zifedény roztok). MnoZstvi metronidazolu bylo
vypoéteno z rovnice regrese, parametry kalibraéni pfimky jsou uvedeny v tabulce 5.3.

Zjistény obsah metronidazolu je uveden v tabulce 5.4.
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.
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————— Deion.voda
—— ENTIZOL VAG.TBL
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04+
04t
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0,0
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Obr. 5.5 (a) Absorp¢ni spektrum 500 x ziedéného infuzniho roztoku-Efloranu (a), absorpéni spektra 250 x
zfedéného roztoku tablety Entizolu a 100 x zfedéného roztoku vaginalni tablety Entizolu (b) meéfené

Vv deionizované vodeé, v kyveté 1 cm, v rozmezi vinovych délek 200-800 nm
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Tabulka 5.3

Parametry kalibra¢ni zavislosti metronidazolu v rozsahu koncentraci 20-100 pmol/L metodou UV-VIS

absorp¢ni spektrofotometrii

v . a
¢ [mol/L] Sﬁi‘f;‘;ﬁl’] Usek® [10%] R

(2-10)-10 9,15+0,02 —5,45+1,33 0,9999

a - intervaly ptedstavujici horni a dolni konfiden¢ni limity (a = 0,05)

b - Gseky nejsou statisticky vyznamné odlisné od nuly na hladiné vyznamnosti o = 0,05

Tabulka 5.4

Vypoéteny obsah metronidazolu v 1é¢ivych preparatech pomoci UV-VIS absorpéni spektrofotometrie

Lécivo m vypoctené [mg] M deklarované [mg] w [%]

Efloran-infuzni

roztok 479,9+24,8 500 96
Entizol-tableta 219,1+41,8 250 88
Entizol-vaginalni 497.5430.8 500 99

tableta

65



6. Zavér a shrnuti dosazenych vysledk

V této diplomové préci bylo studovano voltametrické chovani nitroimidazolovych léciv
metronidazolu a ornidazolu. Byly vypracovany metody stanoveni obou lé¢iv pomoci
technik DC voltametrie (DCV) a diferencni pulzni voltametrie (DPV) na rtutfovym
meniskem modifikované stfibrné pevné amalgamové elektrodé (m-AgSAE). Optimalni
podminky pro jejich stanoveni byly nalezeny pro koncentra¢ni rozmezi 2- 107-1-10* mol/L
ve vodném roztoku Brittonova-Robinsonova pufru (BR pufru) o pH 8,0. Ziskané vysledky
byly porovnany s alternativnimi metodami stanoveni (tabulka 6.1).

Vyvinuté voltametrick¢é metody byly aplikovany na modelové vzorky pitné a fi¢ni vody
s dosazenymi Lo~ 2:10"" mol/L pro DCV i DPV.

Nov¢ vyvinuté voltametrické metody byly pouzity pro stanoveni obsahu metronidazolu
Vv Iékovych preparatech: Efloran — infuzni roztok 500 mg/100 mL (KRKA, Slovinsko),
Entizol 500 mg - vaginalni tablety (Polpharma, Polsko), Entizol 250 mg — tablety
(Polpharma, Polsko). Mnozstvi metronidazolu v danych 1ékovych formach bylo zjisténo
vrozmezi od 70 % do 100 %. Nejméné bylo zjisténo u Entizol 250 mg — tablety
voltametricky i UV-VIS absorp¢ni spektrofotometrii.

Voltametrické metody byly porovnany s UV-VIS absorp¢ni spektrofotometrii a meze
stanovitelnosti obou analytickych metod byly za danych podminek srovnatelné.

Byl prostudovan mechanismus redukce metronidazolu a ornidazolu pomoci cyklické
voltametrie. Z cyklickych voltamogramu je patrné, Zze se jedna o vyménu Ctyi elektront
podle rovnic:

Kyselé a neutralni pH:

ArNO, +4e” +4H" - ArNHOH+H,0 ArNHOH+2e™ +2H" — ArNH, + H,O
Zasadité pH:

ANO, +e~ <> ArNO;, ANO;, +3e” +4H" <> A-tNHOH+H,0
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Tabulka 6.1
Stanoveni metronidazolu a ornidazolu DCV a DPV na m-AgSAE a porovnani mezi stanovitelnosti na jinych

elektrodéch.

L

Lécivo Technika Elektroda Prostiedi N Literatura
[mol/L]

DCV 3,2:107 -

m-AgSAE BR pufr pH 8,0
DPV 1,910°7 -
DCV 2,4:10° 70

p-AgSA-CE  BR pufr pH 4,0
_ DPV 4,3:10° 70

Metronidazol
DPV HMDE BR pufrpH9,0 3,6:10°® 7
DPV GCE BRpufrpH45 3,4:10° 71
DNA
DPV modifikovana  BR pufr pH 4,5 1,7-10° 71
GCE

DCV 1,5:107 -

m-AgSAE BR pufr pH 8,0
DPV 2,3:107 -

) Fosfatovy pufr 5
Ornidazol DPP HMDE 1,2:10° 72
pH 9,5

DPV GCE BRpufrpH7,0 4,4-10° 28
DPV HMDE BRpufrpH9,0 3,3:10° 7

p-AgSA-CE- lesténa stiibrnd pevna amalgamova kompozitni elektroda

GCE-sklenéna uhlikova elektroda
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