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Abstrakt

Tato bakalaiské prace byla vénovana studiu elektrochemického chovani 1éciva
nitrofurantoinu a nalezeni optimalnich podminek pro jeho voltametrické stanoveni na pracovni
elektrodé z ultracistého grafitu (UTGE) v tiielektrodovém zapojeni, pomoci DC voltametrie
(DCV) a diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV).

Optimalni podminky stanoveni nitrofurantoinu byly studovény v zévislosti na pH
vodného roztoku Brittonova-Robinsonova pufru (BRP). Jako nejlépe vyhovujici prostiedi pro
voltametrické stanoveni nitrofurantoinu byla zvolena pH 2 a 3, ve kterych byly dale prométeny
opakovatelnosti stanoveni a kalibraéni zavislosti v rozmezi 1:10~ az 1-10~* mol/l. DosaZené
meze stanovitelnosti (LOQ) a meze detekce (LOD) nitrofurantoinu byly na UTGE pro metodu
DCV 0,11 pmol/l a 0,034 pumol/l a pro DPV 0,10 pmol/l a 0,031 pmol/l pti pH 2; pii pH 3 pak
pro metodu DCV 0,11 umol/l a 0,034 umol/l a pro metodu DPV 0,13 pmol/l a 0,039 pmol/l.

Voltametrické metody byly vyuzity pro stanoveni 1é¢iva nitrofurantoinu v 1ékové formeé
Furolin 100 mg/tableta. Voltametrické metody byly nasledné porovnany s analytickou metodou

UV-VIS absorp¢ni spektroskopie.
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Abstract

This bachelor thesis was devoted to the study of the electrochemical behaviour of the
drug nitrofurantoin and finding the optimal conditions for its voltammetric determination on a
working electrode made of of ultra pure graphite (UTGE) in a three-electrode setup, using DC
voltammetry (DCV) and differential pulse voltammetry (DPV).

The optimum conditions for the determination of nitrofurantoin were studied as a
function of the pH of the aqueous Britton-Robinson buffer (BRP) solution. The pH 2 and 3
were selected as the most suitable media for the voltammetric determination of nitrofurantoin,
in which the repeatability of the determination and calibration dependencies in the range of
1:1077 to 1-10™ mol/L were further investigated. The achieved limits of quantification (LOQ)
and limits of detection (LOD) of nitrofurantoin on the UTGE were 0.11 umol/L and 0.034
umol/L for the DCV method and 0.10 umol/L and 0.031 pmol/L for the DPV method at pH 2;
at pH 3, they were 0.11 pmol/L and 0.034 umol/L for the DCV method and 0.13 pmol/L and
0.039 pmol/L for the DPV method.

The voltammetric methods were used for the determination of the drug nitrofurantoin in
the dosage form Furolin 100mg/tablet. The voltammetric methods were then compared with the

analytical method UV—VIS absorption spectroscopy.
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Seznam pouzitych zkratek

A absorbance

BRP..........oool Brittontv-Robinsontv pufr
Gt molarni koncentrace [mol/l] nebo [umol/1]
DCV..iiiiii DC voltametrie

DPV....oooooiii, diferen¢ni pulzni voltametrie
Eooiii elektrodovy potencidl [mV]
Efinceeviiiiiii konec¢ny elektrodovy potencidl [mV]
Eineooveii pocatecni elektrodovy potencidl [mV]
Epeoii, elektrodovy potencidl piku [mV]
EtOH..................... ethanol

Doeoioniiiiiiiiiiii, elektrodovy proud piku [nA]
LOD..................... mez detekce [mol/l]
LOQ.....ccc.cooiniinl. mez stanovitelnosti [mol/1]
P, hmotnost [mg]

Fleiiiieaeeaieaaenn pocet méteni

pH....o zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych iontl
P koeficient determinace

UTGE .................. elektroda z ultracistého grafitu
NFT.....cooo nitrofurantoin
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1. Teoreticky uvod
1.1. Cil prace

Cilem této bakaléatské prace bylo nalezeni optimalnich podminek pro elektrochemické
stanoveni nitrofurantoinu. Latka byla stanovovana v BRP s vyuzitim elektrody z ultracistého
grafitu (UTGE). Jako techniky pro nalezeni optimalnich podminek byly pouzity DC voltametrie
(DCV) a diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV). Ziskané vysledky byly vyuzity pro nasledné
stanoveni nitrofurantoinu v 1é¢ivu Furolin 100 mg/tableta. Jako srovnavaci analytickd metoda

byla pouzita UV-VIS absorp¢ni spektroskopie.



2. Teoreticka cast

2.1. Pracovni elektroda

Pro méfeni této bakalaiské prace byla pouzita pracovni elektroda z ultracistého grafitu
(UTGE). Elektroda je ve tvaru dutého valce, ktery je vyroben z polyetherketonu s vnitinim
pramérem 2,0 mm, do které¢ho je vkladan ultracisty grafit, ktery je napustén epoxidovou
pryskyfici [1,2]. Povrch UTGE je stabilni, jednotny povrch, ktery je obnovitelny, protoze Ize

olestit napt. aluminou [3].

Obr. 2.1 Pracovni elektroda z ultragistého grafitu (UTGE) — pievzato z Metrohm CR
(https://www.metrohm.com/cs_cz/products/6/1204/61204180.html).



2.2. Nitrofurantoin

Nitrofurantoin (NFT), jehoz systematicky nazev je N-(5-nitro-2-furfuryliden)-1-
aminohydantoin [4], ma sviij strukturni vzorec vyobrazeny na obr. 2.2. Tato latka je synteticka
a patii do skupiny nitrofuranti [5]. NFT je antibakterialni sloucenina, ktera se historicky

pfipravuje reakci 1-aminohydantoinu sulfatu a 5-nitro-2-furaldehydu diacetatu [4].
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Obr. 2.2 Strukturni vzorec nitrofurantoinu (NFT) — vzorec pievzat z CAS SciFinder.

NFT je u¢inné antibakterialni 1éCivo, které se pouziva pii zdnétu dolnich mocovych cest
[6,11]. Toto 1éCivo se pouziva jak pii pocatecnich, opakovanych, nebo také jako profylaxe
u infekci dolnich moc€ovych cest zplisobenymi organismy citlivymi na NTF [5,8]. Vykazuje
ucinnost proti mnoha gram—negativnim a gram—pozitivnim bakteriim [4], jako jsou naptiklad
stafylokoky, mnoho kmenl Escherichia coli, streptokoky, enterobakterie, Klebsiella

pneumoniae [4—6].

2.2.1. Mechanismus ué€inku nitrofurantoinu

Za antibakteridlni uc¢inek NFT jsou zodpovédné jeho metabolity, které vznikaji
intercelularné redukci nitroskupiny (—NO). Nitroskupina je napojena na heterocyklicky
furanovy kruh a je pfeménovéana piisobenim bakteridlnich nitroreduktas na aminové derivaty
[5-7]. Tyto vzniklé metabolity jsou toxické a nespecificky napadaji ribozomalni proteiny a

DNA bakterie, zptisobuji inhibici syntézy proteintl, a tim dochazi k usmrceni bakterialni buriky [6].
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2.2.2. Biologicka dostupnost

Velikost ¢astic ovlivituje biologickou dostupnost NFT. Velikost ¢astic se deli na dva
druhy: makrokrystalicka a mikrokrystalickd. Z gastrointestinalniho traktu je vstfebavana
makrokrystalicka forma NFT, kterd se vstiebavda pomaleji a je vyluCovana moci.
Mikrokrystalickd forma NFT se vstiebava rychleji a projevuje se vyssim poctem nezadoucich
ucinki, zejména gastrointestinalnich [8]. NFT je vstiebavan z traviciho traktu, nejvice je
vstfebavan v tenkém stieve. Uzivani NFT je proto doporuceno s jidlem. Jidlo podporuje vétsi

vsttebani latky, a tim dochazi ke zvyseni jeho biologické dostupnosti [8—10].

2.2.3. Nezadouci ucinky

NEFT a jeho uzivani mize byt spojeno s vyskytem nezavaznych nezadoucich ucink, které
se vyskytuji Casto. Zavazné nezadouci ucinky se vyskytuji jen zfidka [12]. NejCastéjSimi
nezavaznymi nezddoucimi ucinky jsou bolest hlavy, poruchy gastrointestinalniho traktu, které
se projevi jako ztrata chuti k jidlu, nauzea a zvraceni. Aby se piedchazelo t€émto nezavaznym
nezéddoucim ucinkiim, doporucuje se uzivani léciva spolecné s jidlem nebo popiipadé zapit
mlékem [12,14,16]. Dal$im mén¢ Castym nezdvaznym nezadoucim ucinkem je vyrazka [14].
K zdvaznym nezadoucim ucinkiim se tadi hepatotoxicita, neuropatie, poskozeni plic; tyto
zavazné nezadouci UCinky se objevuji zejména pti dlouhodobém uzivani [11,13,15]. NFT je

timto padem povazovany za pomérn¢ bezpecné 1é¢ivo [12].

2.2.4. Analyza nitrofurant

Nitrofurany jsou rychle metabolizovany a nejsou detekovany po né€kolika hodinach od
podani, ale jejich metabolity zlistavaji po dobu n€kolika mésici jako zbytky vazané na tkanoveé
proteiny [16]. Analyza metabolitl nitrofurant se uskuteciiuje ve farmaceutickych ptipravcich,
biologickych tekutindch, tkdnich ¢i zivociSnych produktech. Analyzu je mozné provadét
pomoci kapalinové chromatografie s riiznymi detekénimi metodami, jako jsou napi. UV a MS
[16—18]. Dalsimi metodami pro analyzu ve farmakologickych ptipravcich a lidské moci jsou
napi. HPLC a pratokova injekéni analyza se spektrofotometrickou detekei [19,20]. Elektrochemické
chovani NFT bylo zkoumano napt. pomoci visici galinstanové kapkové elektrody (HGDE) [21]

¢i borem dopované diamantové elektrody [22].

11



3. Experimentalni ¢ast

3.1. Reagencie

Zkoumana latka byla nitrofurantoin (NFT) od firmy Sigma—Aldrich (Life Science).
Zasobni roztok NFT o koncentraci 1:1073 mol/l byl pfipraven rozpusténim 24,0 mg. K tomuto
mnozstvi bylo pfidano cca 60 ml ethanolu (absolutni, p.a., Ing. Petr Svec, Penta, Praha),
100,0 ml odmérna banka byla dana do ultrazvukové 14zné€ a latka byla ponechdna 30 minut
rozpoustét pii laboratorni teploté. Poté byl objem roztoku doplnén po rysku ethanolem
na 100,0 ml. Zasobni roztok byl pfipravovan kazdy den pied métfenim Cerstvy z diivodu jeho
dlouhodobé nestability, kterd byla pozorovana pomoci UV—VIS spektrofotometrie.

Brittontiv-Robinsontiv pufr (BRP) byl pfipraven smichanim kyselé a zasadité slozky.
Kysela slozka byla pfipravena smichanim 2,47 g pevné kyseliny trihydrogen borité (p.a.,
Lach-Ner, Neratovice), 2,7 ml 85% kyseliny trihydrogenfosforecné (p.a., Lach-Ner, Neratovice)
a2,3ml 99,8% octové kyseliny (ledova, p.a., Lach-Ner, Neratovice) a doplnénim deionizovanou
vodou (Millipore Milli-Q Plus, Millipore, Billerica, MA, USA) na objem 1,0 litru. Roztok
kyselé slozky byl ptipraven o koncentraci 0,04 mol/l. Zasadita slozka byla ptipravena rozpusténim
pevného 98% hydroxidu sodného o navézce 8,16 g (perlicky, p.a., Ing. Petr Svec, Penta, Praha)
v deionizované vod¢ a doplnénim na objem 1,0 litru (vysledna koncentrace 0,2 mol/l).

Lécivo Furolin 100 mg na tabletu bylo rozpusténo v ethanolu na teoretickou koncentraci

1-1073 mol/l a bylo pouzito pro voltametrické a spektrometrické stanoveni obsahu NFT v 1ékové formé.

3.2. Aparatura

Voltametrickd stanoveni byla provadéna pomoci pfistroje Mini- and Microelectrode
System UMUE se softwarem Polar Pro 5.1. (Eco-Trend Plus, Praha) a opera¢nim systémem
Microsoft Windows XP Professional, verze 2002. Pro méfeni bylo pouzito tfielektrodové
zapojeni s nastavenou citlivosti I (v programu Polar Pro 5.1 nastaveno zvétSeni citlivosti 100x
a pouzit proudovy rozsah 100 pA). Jako pracovni elektroda byla pouzita elektroda z ultracistého
grafitu (UTGE, kat. &. 6.1204.180, Metrohm, Svycarsko), jako referentni elektroda byla pouzita
argentchloridova (typ 10-20+polaro, Ag 10-10-2014-3, 3mol/l KCl, Elektrochemické Detektory,
Turnov) a jako pomocnd byla pouzita platinova elektroda (typ 1+polaro, Pt 22-2-2013-3,
Elektrochemické Detektory, Turnov).

Pro vSechna méfeni technikou DCV byla rychlost nartstu potencidlu 20 mV/s a potencialovy
krokem 3 mV. Pro techniku DPV byly na pracovni elektrodu vkladany pulzy s rychlosti nartstu

potencialu 20 mV/s, potencidlovym krokem 3 mV, vyskou pulzu —50 mV, Sitkou pulzu 100 ms
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(proud vzorkovan 20 ms ptfed nastupem pulzu a poslednich 20 ms na konci pulzu) a periodou
pulzu 150 ms.
Spektrofotometrickd méfeni byla provadéna na piistroji Agilent 8453 v programu
UV-Visible ChemStation verze 9.01 (oboji Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
Pomoci digitalniho pH-metru Janway 3510 (Jenway, Velka Britanie) s kombinovanou

sklenénou elektrodou byly ptipraveny vodné roztoky BRP o rizném pH.

3.3. Pracovni postupy
3.3.1. Voltametrie

Vsechna méfeni byla provadéna za laboratorni teploty. Vzdy byl pfipraven roztok
(zékladni elektrolyt), ktery byl pfipravovan postupnym piidavanim zasadité slozky ke kyselé
slozce BRP o daném pH. Pro méteni pH zavislosti v roztocich o objemu 10 ml byly roztoky
nasledné kvantitativné prevedeny do métici cely. Zakladni elektrolyt tvotilo 10 ml vodného
roztoku BRP o daném pH: 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; 11,0; 12,0 a 13,0. Zakladni
elektrolyt byl probublavan po dobu 5 minut dusikem (Cistota 4.0, z centralniho rozvodu v budové
Chemického ustavu PiF UK), ktery byl pfivadén pfes promyvacku s deionizovanou vodou.
Nejdiive byl proméfen zdkladni elektrolyt, poté byl odebran 1 ml a pfidan 1 ml zasobniho
roztoku NFT o ¢ = 110> mol/l, ktery byl téZ probublan 5 minut dusikem. Po kazdém zméieném
vzorku o ur¢ité hodnoté pH byla pracovni elektroda oplachnuta deionizovanou vodou, po dobu
1 minuty le$téna aluminou, oplachnuta vodou a takto byla pfipravena k dal§imu méfeni. Pfesna
hodnota pH vodnych roztokii BRP byla méfena pomoci pH-metru a 1 pro 10% ethanolické

rozotky je diky nizkému vlivu organického modifikatoru pouZivano pH pro €isté vodna prostiedi.

3.3.2. Kalibraéni zavislost

Nasledoval pokus, jakym byl zjistény rozsah koncentraci v rdmci linearni kalibraéni
zavislosti, ktery poskytuje NFT pii pouziti technik DCV a DPV na UTGE. Kalibraéni zavislost
byla proméfovana v BRP o pH 2. Analyzovany byly vzorky NFT o koncentracich v fadech
1077, 107° a 107 mol/l. Méfeni bylo provedeno pomoci piidavki NFT o ¢ = 1:10~ mol/l a
1:10™ mol/l. Po kazdém ptidavku byl roztok probublavan po dobu 20 sekund dusikem pro
odstranéni rozpu$téného kysliku. Mcfené koncentrace byly pfipraveny pipetovanim
jednotlivych piidavkt NFT o koncentraci 1-10~* mol/l pro #ad (1-10)-107 mol/l a dale
o koncentraci 110> mol/l pro tady (1-10)-10° a (1-10)-10"° mol/l. Pro obé& techniky bylo

meéfeno v rozsahu potencialového okna +100 az =600 mV.
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3.3.3. Stanoveni v lIé€ivu

Voltametrické stanoveni mnozstvi NTF v IéCivu bylo provadéno v tablet¢ Furolinu
100 mg/tableta. Tableta byla zvdZena a rozettena v tieci misce. Zasobni roztok, ktery byl pred
kazdym meétfenim pripravovan cCerstvy, byl pfipraven kvantitativnim pfevedenim piislusného
mnozstvi tablety do odmérné baiiky, do které bylo pfidano cca 25 ml ethanolu a ponechano
30 minut rozpoustét pti laboratorni teploté v ultrazvukové lazni, poté doplnéno po rysku
ethanolem (50ml odmérna baiika). Pro voltametrické méteni byly pfipraveny 10ml vzorky
vodného BRP o optimalnim pH s pfisluSnym mnozstvim zasobniho roztoku 1éciva a standardu
NFT. Vzorky byly kvantitativné pievedeny do méfici cely, ve které byly po dobu 5 minut

probublany dusikem a nésledné analyzovany.

3.3.4. Spektrofotometrie

Jako srovnavaci analytickd metoda pro stanoveni NFT v lé¢ivu byla pouzita UV-VIS
spektrofotometrie. Pro spektrofotometrické stanoveni byly pfipraveny 10 ml odmérné baiky se
vzorky, které obsahovaly piislusné mnozstvi standardu NFT a zasobniho roztoku 1éciva a
doplnény po rysku ethanolem. Roztoky byly méfené oproti roztoku ethanolu v kiemenné kyveté
o tloustce 1,0 cm. Absorpce pfipravenych roztokii byla méfena v rozmezi vlnovych délek

220-550 nm v programu UV—Visible ChemStation 9.01.
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4. Vysledky a diskuze
4.1. DCV a DPV voltametrie na UTGE elektrodé

4.1.1. Stanoveni optimalniho pH

Pomoci technik DCV a DPV bylo hled4no optimalni pH pro stanoveni NFT (c = 1:10* mol/l)
a pro dalsi nasledna méteni. Byla pouzita UTGE ve vodném roztoku BRP pii hodnotach pH: 2,0;
3,0;4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; 11,0; 12,0 a 13,0.

Zjisténa rozmezi potencialovych oken, pfi kterych méteni probihalo pomoci technik DCV
a DPV, jsou uvedena v tabulce 4.1. Pro kazdé pH byl zvolen poc¢atek potencidlového okna (Ein)
+100 mV do konce v rozmezi (Efn) —1500 az —1850 mV, aby byl pik analytu co nejlépe
vyvinuty. Proudové hranice pii hleddni hodnoty Efn byla piiblizné 10 pA.

Tabulka 4.1.
Piehled rozmezi potencidlovych oken pro techniky DCV a DPV na UTGE pro stanoveni NFT (¢ = 1-10"* mol/l)

ohrani¢enych pocatecnim (£i,) a koncovym potencidlem (Ef,) v rozmezi pH 2,0-13,0.

DCV DPV
pH Ein [mV] Efin [mV] pH Ein [mV] Efin [mV]
2,0 100 —1500 2,0 100 —1500
3,0 100 —1500 3,0 100 —1500
4,0 100 —1500 4,0 100 —1500
5,0 100 —1450 5,0 100 —1450
6,0 100 —1500 6,0 100 —1500
7,0 100 —1500 7,0 100 —1500
8,0 100 —1600 8,0 100 —1550
9,0 100 —1700 9,0 100 —1700
10,0 100 —1750 10,0 100 —1750
11,0 100 —1750 11,0 100 —1750
12,0 100 —1800 12,0 100 —1800
13,0 100 —1850 13,0 100 —1850

Na obr. 4.1 jsou pro techniku DCV a na obr. 4.2 pro techniku DPV zn4zornény potencialy
pikti NFT, které se vyskytuji pfi rizném pH. NFT poskytuje jeden dobie vyvinuty pik

(odpovidajici redukci nitroskupiny na odpovidajici hydroxylamin [21,22]) a az dva dalsi, které
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nejsou jiz tak dobfe vyvinuté, proto tyto piky a i jejich ptivody nebyly dale zkoumany. Tyto

piky se posouvaji k negativnéjSim potencialim se vzrlstajici hodnotou pH a meéni svoji

velikost.
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-400 b 4
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—=— pik 4 1
> _800 | ik 5 i
é p
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-1000 | -
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-1400 | 4
1

1I2I3I4I5I6I7I8I9I10I11I12I13I14
pH
Obr. 4.1 Zavislost potencidlu pikdi NTF (¢ = 1-10™* mol/l) na pH zaznamenana pomoci DCV na UTGE

v prostiedi BRP—ethanol (9:1). Cervena kiivka znazoriuje prvni pik, ktery byl déle zkouman.
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Obr. 4.2 Zavislost potencidlu pik NTF (¢ = 1-10™ mol/l) zaznamenana pomoci DPV na UTGE

v prostiedi BRP—ethanol (9:1). Cervena kiivka znazorfiuje prvni pik, ktery byl dale zkouman.

16



Hodnoty ziskanych potencidli piku (£}) a proudi piku (Z,) NFT jsou pro techniku DCV
uvedeny v tabulce 4.2 a pro techniku DPV v tabulce 4.3. Odpovidajici voltamogramy jsou pro
jejich lepsi prehlednost rozd€leny na sudé a liché hodnoty pH BRP, pro techniku DCV jsou
ukazany na obr. 4.3 a pro techniku DPV na obr. 4.4. Nejvyssi a nejlépe vyvinuté voltametrické
piky NTF byly ziskany v prostfedich BRP—ethanol (9:1) o pH 2,0 a 3,0 pro obé pouzité

techniky, proto byla v nasledujicim vyzkumu vénovéana pozornost praveé témto dvéma prostredim.

Tabulka 4.2
Vliv pH na potencialy piku (E,) a proudy piku (/,) NTF (¢ = 1-10~* mol/l) zkoumany technikou DCV na
UTGE v prostfedi BRP—ethanol (9:1) v rozmezi pH 2,0-13,0.

pH Ep [mV] Iy [nA]
2,0 -207 ~7297
3,0 ~274 ~7000
4.0 -320 ~5922
3,0 ~362 -3003
6,0 —417 -3716
7,0 —490 —4358
8,0 ~509 —5422
9,0 ~545 ~4041
10,0 —583 —513
11,0 ~599 ~732
12,0 —619 —1246
13,0 ~559 ~437
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Tabulka 4.3
Vliv pH na potencialy piku (E;) a proudy piku (Z,) NFT (¢ = 1-10"*mol/l) zkoumany technikou DPV na
UTGE v prosttedi BRP—ethanol (9:1) v rozmezi pH 2,0-13,0.

pH Ep [mV] I [nA]
2,0 -232 —6591
3,0 —282 —6164
4,0 -282 ~5537
3,0 -371 —3423
6,0 -371 -3913
7,0 ~442 —4586
8,0 —471 —5828
9,0 -502 ~5116
10,0 ~497 -1093
11,0 —511 ~1288
12,0 -519 —2425
13,0 —511 ~1913
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6000 |- -6000 -

-4000 -4000

I [nA]
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2000 | -2000

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 -200 -400 -600 -800 -1000 -1200 -1400 -1600 0 -200 -400 -600 -800 -1000 -1200 -1400 -1600
EmV] EmV]

Obr. 4.3 DC voltamogramy NFT (¢ = 1-10~* mol/l) zaznamenané na UTGE ve prostfedich BRP—ethanol
(9:1) o riznych hodnotach pH: (a) sudé hodnoty pH, (b) liché hodnoty pH.
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Obr. 4.4 DP voltamogramy NFT (¢ = 1-10"* mol/l) zaznamenané na UTGE v prostfedich BRP—ethanol
(9:1) o riznych hodnotach pH: (a) sudé hodnoty pH, (b) liché hodnoty pH.

4.1.2. Opakovatelnost méreni

V ramci optimalizace podminek pro stanoveni NTF byla zjisStovana opakovatelnost

méfeni u obou voltametrickych technik. Opakovatelnost stanoveni NFT o ¢ = 1-10* mol/l byla

métena v prostiedi v BRP—ethanol (9:1) pii pH 2,0 a 3,0 z diivodu ptitomnosti dobte vyvinutého

zkoumaného DCV a DPV piku. Pro ob¢ techniky byla provedena série 21 opakujicich se

stanoveni. Prvni méfeni neni vyobrazené na obr. 4.5 a ani 4.6 z divodu jeho odlehlosti. Pred

kazdou méfenou sérii byla elektroda olesténa aluminou po dobu 1 minuty a roztok v méfici cele

byl probublan 5 minut dusikem. Méteni opakovatelnosti bylo provadéno v potencialovém okné

+100 az —1400 mV pro pH 2,0 a pro pH 3,0 v potencidlovém okné& +100 az —1500 mV.

I [nA]
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0
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E pH3

0

5 10 15 20
N

Obr. 4.5 Zavislost vysky piku (1,) zaznamenana v pritb&hu 20 po sobé jdoucich stanovenich NFT (¢=1-10"*

mol/l) pomoci DCV na UTGE v prostfedi BRP—ethanol (9:1) o pH 2 a 3; N — poradové ¢islo stanoveni.
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Obr. 4.6 Zavislost vysky piku (/,) zaznamenana v pritbéhu 20 po sobé jdoucich stanovenich NFT (¢=1-10"*

mol/l) pomoci DPV na UTGE v prostiedi BRP—ethanol (9:1) o pH 2 a 3; N — potadové Cislo stanoveni.

Jak je patrné z uvedenych obr. 4.5 a 4.6, nedochdzi pii opakovanych stanovenich NTF
k vyznamnému poklesu vySek pikli a hodnoty opakovatelnosti jsou akceptovatelné nizké:
0,73 % (pH 2,0) a 1,23 % (pH 3,0) pro DCV a 1,99 % (pH 2,0) a 0,89 % (pH 3,0) pro DPV na
UTGE. Proto pfi nasledné konstrukci kalibracnich zavislosti NTF nebyla pouZita Zadna dalsi

zv1astni obnova povrchu pracovni elektrody.

4.1.3. Kalibraéni zavislosti

Technikami DCV a DPV byla sledovana kalibracni zavislost NFT o koncentracich
0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 20,0; 40,0; 60,0; 80,0 a 100,0 pmol/l.
Pro kalibraéni zavislost v koncentraénim #adu 1077 mol/l byly pipetovany jednotlivé
odpovidajici ptidavky NFT o ¢ = 1-10~* mol/l, pro koncentra¢ni fady 107® az 10> mol/l pak
odpovidajici piidavky NFT o ¢ = 1-:10~° mol/l.

4.1.31. Kalibrac¢ni zavislosti pri pH 2

Meéfteni bylo provadéno v prostfedi BRP—ethanol (9:1) o pH 2,0. Z namétfenych dat byly
strojeny voltamogramy a kalibracni zéavislosti, které jsou vyobrazeny na obr. 4.7-4.12.
Ze sestrojenych kalibracnich grafti a z jejich rovnic byly vypocitané meze detekce (LOD) podle
vztahu 30/k a meze stanovitelnosti (LOQ) podle vztahu 1007k, které jsou uvedeny spolu

s dal$imi parametry v tabulce 4.4 pro metodu DCV a pro metodu DPV v tabulce 4.5.
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Obr. 4.7 (a) DC voltamogramy NFT (¢ = 10-100 pmol/l) zaznamenané na UTGE v prostiedi BRP—
ethanol (9:1) o pH 2. Cerné kiivka znaéi zakladni elektrolyt. (b) Odpovidajici kalibragni zavislost.
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Obr. 4.8 (a) DC voltamogramy NFT (¢ = 1-10 pmol/l) zaznamenané na UTGE v prosttedi BRP—ethanol

(9:1) o pH 2. (b) Odpovidajici kalibracni zavislost.
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Obr. 4.9 (a) DC voltamogramy NFT (¢ = 0,1 — 1 umol/l) zaznamenané na UTGE v prostfedi BRP—

ethanol (9:1) o pH 2. Cerné barva znaéi zakladni elektrolyt. (b) Odpovidajici kalibra¢ni zavislost.
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Obr. 4.10 (a) DP voltamogramy NFT (¢ = 10-100 pmol/l) zaznamenané na UTGE v prostfedi BRP—
ethanol (9:1) o pH 2. Cerna barva zna¢i zékladni elektrolyt. (b) Odpovidajici kalibraéni zavislost.
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Obr. 4.11 (a) DP voltamogramy NFT (¢ = 1-10 umol/l) zaznamenané na UTGE v prostiedi BRP—
ethanol (9:1) o pH 2. (b) Odpovidajici kalibra¢ni zavislost.
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Obr. 4.12 (a) DP voltamogramy NFT (¢ = 0,1-1 umol/l) zaznamenané na UTGE v prosttedi BRP—

ethanol (9:1) o pH 2. Cerné barva znaéi zakladni elektrolyt. (b) Odpovidajici kalibra¢ni zavislost.
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Z takto ziskanych a sestrojenych kalibra¢nich pfimek je patrné, Ze nejlepsi linearni
kalibra¢ni zavislost je v koncentra¢nim rozsahu 1-10 pmol/l. Mez detekce a mez stanovitelnosti
byla pocitana u stanovované latky u DCV zkoncentrace 2:107" mol/l z diivodu lepsi
opakovatelnosti u DPV byla mez stanovitelnosti a mez detekce pocitana z koncentrace
pouzity vysledky z 5 opakovanych stanoveni (n = 5). U koncentraci v ¥adu 107> mol/l (obr. 4.7
(b) a 4.10 (b)) je vidét, ze zavislost neni uplné vhodné prokladat linedrni zavislosti, proto se
kalibra¢ni zavislost prolozila i polynomickou funkci druhého stupné, kterd této zavislosti

odpovida 1épe (rovnice zavislosti nejsou uvedeny).

Tabulka 4.4
Parametry kalibra¢nich ptimek NFT pro techniku DCV na UTGE v prostfedi BRP—ethanol (9:1) o pH 2.
¢ [umol/1] Smérnice Usek [nA] r? LOQ [umol/l] LOD [pumol/1]
[mA-l/mol]
10 —-100 -33,7 —1580 + 240 0,9375 - -
1-10 —143 38+26 0,9959 - -
0,1 -1 -74,6 —-49+1,6 0,9935 0,11 0,034
Tabulka 4.5
Parametry kalibra¢nich pfimek NFT pro techniku DPV na UTGE v prostfedi BRP—ethanol (9:1) o pH 2.
¢ [umol/1] Smérnice Usek [nA] r LOQ [umol/l] LOD [umol/1]
[mA-1/mol]
10 —-100 -34 —1580 + 230 0,9367 - -
1-10 —104 -8+ 17 0,9963 - -
0,1 -1 75,6 —-49+1,6 0,9636 0,10 0,031
4.1.3.2. Kalibrac¢ni zavislosti pri pH 3

Kalibra¢ni zavislosti NTF byly vySetfovany pro stejny koncentracni rozsah 1 za stejnych
podminek jako pro pH 2 (kap. 4.1.3.1) s vyjimkou pH, které nyni mélo hodnotu 3. Z takto
namétenych dat byly strojeny voltamogramy a kalibracni zavislosti, které jsou vyobrazeny na
obr. 4.13—4.18. Ze sestrojenych kalibra¢nich grafii a z jejich rovnic byly vypoc€itané hodnoty
LOD a LOQ, kter¢ jsou uvedeny spolu s dal§imi parametry v tabulkach 4.6 (pro DCV) a 4.7
(pro DPV).
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Obr. 4.13 (a) DC voltamogramy NFT (¢ = 10-100 pmol/l) zaznamenané na UTGE v prostiedi BRP—

ethanol (9:1) o pH 3. Cerné barva znaéi zakladni elektrolyt. (b) Odpovidajici kalibra¢ni zavislost.
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Obr. 4.14 (a) DC voltamogramy NFT (¢ = 1-10 umol/l) zaznamenané na UTGE v prostfedi BRP—

ethanol (9:1) o pH 3. (b) Odpovidajici kalibracni zavislost.
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Obr. 4.15 (a) DC voltamogramy NFT (¢ = 0,1-1 umol/l) zaznamenané na UTGE v prosttedi BRP—

ethanol (9:1) o pH 3. Cerné barva znaéi zakladni elektrolyt. (b) Odpovidajici kalibra¢ni zavislost.
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Obr. 4.16 (a) DP voltamogramy NFT (¢ = 10-100 pmol/l) zaznamenané na UTGE v prostiedi BRP—

ethanol (9:1) o pH 3. Cerna barva zna¢i zakladni elektrolyt. (b) Odpovidajici kalibraéni zavislost.
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Obr. 4.17 (a) DP voltamogramy NFT (¢ = 1-10 umol/l) zaznamenané na UTGE v prostfedi BRP-
ethanol (9:1) o pH 3. (b) Odpovidajici kalibra¢ni zavislost.
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Obr. 4.18 (a) DP voltamogramy NFT (¢ = 0,1-1 pumol/l) zaznamenané na UTGE v prostiedi BRP—

ethanol (9:1) o pH 3. Cerné barva znaéi zakladni elektrolyt. (b) Odpovidajici kalibra¢ni zavislost.
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Z takto ziskanych a sestrojenych kalibracnich kiivek je opét patrné, Ze nejlepsi linearni
kalibracni zavislost je v koncentraénim rozsahu 1-10 umol/l. Takto nejlepsi kalibra¢ni zavislost
byla i pro pH 2,0. V tabulkdch 4.6 a 4.7 jsou uvedeny parametry jednotlivych kalibra¢nich
piimek pro ob¢ dvé metody. Mez detekce a mez stanovitelnosti byla u stanovované latky pro
DCYV pocitana z koncentrace odpovidajici nejniz§Simu bodu piislusné kalibra¢ni piimky, u DPV
z koncentrace 2:10”" mol/l z diivodu lepsi opakovatelnosti stanoveni (n = 5). U koncentraci
v fadu 107> mol/l (obr. 4.13 (b) a 4.16 (b)) je vidét, ze zavislost neni Uplné vhodné prokladat
linearni zavislosti, proto se kalibracni zavislost prolozila 1 polynomickou funkci druhého
stupné, ktera této zavislosti odpovida Iépe (rovnice zavislosti nejsou uvedeny). Takto tomu bylo

iupH 2,0, 1ze tedy pozorovat, ze trend kalibra¢ni zavislosti pro pH 2,0 a 3,0 se opakuje.

Tabulka 4.6
Parametry kalibrac¢nich ptimek NFT pro techniku DCV na UTGE v prostfedi BRP—ethanol (9:1) o pH 3.
¢ [umol/1] Smérnice Usek [nA] r? LOQ [pmol/I] LOD [pumol/l]
[mA-l/mol]
10 —-100 —26,0 -1300+ 110 0,9805 - -
1-10 =117 -29+ 35 0,9888 - -
0,1 -1 —86,2 -7+13 0,9869 0,11 0,034
Tabulka 4.7
Parametry kalibracnich pfimek NFT pro techniku DPV na UTGE v prostfedi BRP—ethanol (9:1) o pH 3.
¢ [umol/l] Smérnice Usek [nA] r LOQ [pmol/I] LOD [pmol/1]
[mA-1/mol]
10— 100 -20,0 —1320+ 130 0,9787 - -
1-10 —99,8 7 +£24 0,9925 - -
0,1 -1 75,9 -0,7+29 0,9807 0,13 0,039
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4.2. Voltametrické stanoveni nitrofurantoinu v Ié¢ivu

Voltametrické stanoveni mnozstvi NTF v l1écivu bylo provadéno pomoci piidavku
standardu za diive ziskanych optimalnich podminek v tableté¢ Furolin 100 mg/tabletu. Zasobni
roztoky vzorku léc¢iva byly piipraveny o koncentraci 1-10~° mol/l (koncentrace teoreticky
vychazejici z mnozstvi 1é¢iva deklarovaného vyrobcem). Tableta Furolinu 100 mg/tableta byla
zvéazena a rozetfena v tfeci misce (72 Furolin 100 mg/tableta = 0,4021 g), roztok byl pfipraven kvantitativnim
pievedenim 48,3 mg do 50ml odmérné banky, ptfidano bylo cca 30 ml ethanolu, baika byla
ponechana 30 minut na ultrazvukové l4zni a poté byla doplnéna po rysku ethanolem.

Pro méteni metodami DCV a DPV byly pfipraveny 10ml roztoky BRP—ethanol (9:1)
o pH 2,0 (toto prostfedi bylo na zdkladé diive ziskanych vysledkl uptednostnéno viici prostiedi
o pH 3,0), které obsahovaly 40 pl zasobniho roztoku 1é¢iva. Prvni odmérna batika neobsahovala
zadny ptidavek zasobniho roztoku standardu. Dal$i odmérna barika obsahovala 40 pl zdsobniho
roztoku 1é¢iva a pridavek 20 ul zasobniho roztoku standardu (¢ = 1:107° mol/l); objem
zasobniho roztoku standardu se v nasledujici bance vzdy zvysil o 20 pl. Vzorky kvantitativné
ptevedeny do méfici cely byly pfed analyzou probubldny 5 minut dusikem.

Stanoveni NTF metodami DCV a DPV bylo provadéno v koncentraénim rozsahu 4-10°6 az
1,2:107° mol/l. Mé&keni probihalo v potencidlovém okné +100 az —600 mV. Na obr. 4.19 (a) a
4.20 (a) jsou zobrazeny voltamogramy NTF ziskané pii analyzach v Ié¢ivu Furolin. Na obr.
4.19 (b) a 4.20 (b) jsou znazornény odpovidajici koncentracni zavislosti (parametry uvedeny

v tabulce 4.9). Tabulka 4.10 uvadi ziskané vysledky stanoveni obsahu NTF ve zkoumaném Ié¢ivu.
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Obr. 4.19 (a) DC voltamogramy NTF zaznamenané na UTGE ve vzorcich tvofenych lé¢ivem Furolin a
pfidanym standardem NTF. Méfeno v prostiedi BRP—ethanol (9:1) o pH 2. Cerna barva znaéi zékladni
elektrolyt. (b) Odpovidajici zavislost vysky piku (/,) na koncentraci ptidaného standardu NTF k 1éc¢ivu

Furolin.
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Obr. 4.20 (a) DP voltamogramy NTF zaznamenané na UTGE ve vzorcich tvofenych 1é¢ivem Furolin a

pfidanym standardem NTF. Mé&feno v prostfedi BRP—ethanol (9:1) o pH 2. Cerna barva znaéi zakladni

elektrolyt. (b) Odpovidajici zavislost vysky piku (/,) na koncentraci ptidaného standardu NTF k 1écivu

Furolin.

Tabulka 4.9

Parametry koncentracnich zavislosti pfidaného standardu NFT k lé¢ivu Furolin 100 mg/tableta ziskané

na UTGE v prostfedi BRP—ethanol (9:1) o pH 2.

Metoda Lécivo € standard NET Smérnice Usek [nA] r
[umol/1] [mA-1/mol]
DCV Furolin 100 mg/tableta 0-8 —-150 —644 + 64 0,9781
DPV Furolin 100 mg/tableta 0-8 -106 —417+18 0,9951

Tabulka 4.10

Stanovend mnozstvi NTF v 1é¢ivu. Méfeno metodami DCV a DPV na UTGE v prostfedi BRP—ethanol

(9:1)opH 2.
Metoda C standard NFT M deklarované M vypocitané Vytéznost [%]
[nmol/1] [mg] [mg]
DCV 0-8 100 107 107
DPV 0-8 100 99
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4.3. Spektrometrické stanoveni nitrofurantoinu v Ié€ivu

Srovnavaci analytickou metodou k voltametrickému stanoveni NTF v Ié¢ivu pomoci
metody standardu ptidavku byla UV-VIS absorp¢ni spektrometrie.

Zasobni roztoky pro spektrofotometricka méfeni byly ptipraveny do 10ml odmérnych
ban¢k, které obsahovaly 100 pl zasobniho roztoku 1é€iva, a to bez ptidavku a s ptidavkem 50 pl
z4sobniho roztoku standardu (c = 1:10> mol/l); objem z4asobniho roztoku byl vzdy zvysen o 50 pl.
Roztoky byly proméifeny v rozsahu vinovych délek 200—-550 nm v kifemenné kyveté o tloustce
1,0 cm na pfistroji Agilent 8453 (Agilent Technologies, USA). Méteni probihalo oproti roztoku
ethanolu. Na obr. 4.21 je zndzornéna kalibracni zavislost absorbance na koncentraci piidaného
standardu NFT (parametry uvedeny v tabulce 4.11). Tabulka 4.12 uvadi ziskané vysledky

stanoveni obsahu NTF ve zkoumaném lé¢ivu.
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-15
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Obr. 4.21 UV-VIS Spektrofotometrické stanoveni Furolinu metodou standardniho pfidavku.
Zavislost absorbance (4) na koncentraci pfidaného standardu NTF (0-15 pmol/l) k roztoku

lé¢iva Furolin 100 mg/tableta. VSe probihalo v prostiedi ethanolu v 1cm kiemenné kyveté.

Tabulka 4.11
Parametry koncentracni zavislosti pfidaného standardu NFT k lé¢ivu Furolin 100 mg/tableta
ziskané v prostfedi ethanolu pomoci UV—-VIS spektrometrie v kfemenné kyveté o tloust’ce 1,0 cm

v rozsahu vinovych délek 200-500 nm.

Lééivo C standard NFT Smérnice Usek [AU] r
[umol/1] [AU-1/mol]
Furolin 100 mg/tableta 0-15 0,0201 0,229 + 0,005 0,9979
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Tabulka 4.12
Stanovena mnozstvi NTF v 1é€ivu. Méteno metodou UV-VIS absorpéni spektrometrie v prostredi

ethanolu v 1cm kiemenné kyveté.

Metoda C standard NFT M deklarované M vypocitané V},'tézn05t [%]
[nmol/1] [mg] [mg]
UV-VIS 0-15 100 114 114
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5. Zaver

V této bakalatrské praci bylo zkoumano vyuziti pracovni elektrody z ultracistého grafitu
(UTGE) pro stanoveni 1é¢iva nitrofurantoinu (NTF) pomoci DC voltametrie (DCV) a diferen¢ni
pulzni voltametrie (DPV).

Byly sledované proudové odezvy NTF pii pouziti Brittonova-Robinsonova pufru (BRP)
v rozmezi pH 2,0—-13,0. Jako optimalni prostfedi pro stanoveni NTF na UTGE bylo nalezeno
prostfedi BRP—ethanol (9:1) o pH 2,0 pro obé techniky, pti tomto pH poskytoval analyt jeden
dobfe vyvinuty pik s nejvyssi vyskou. Alternativné je mozné pouzit i prostiedi BRP—ethanol
(9:1) o pH 3,0.

Kalibra¢ni zavislosti byly méfeny v koncentra¢nich fadech 1077, 107® a 107> mol/l. Pro obé
dvé techniky byla vhodna linearni kalibra¢ni zavislost ziskana v rozsahu koncentraci analytu
1-10 umol/l. Pro pH 2 pii DCV byla stanovena mez stanovitelnosti (LOQ) 0,11 pmol/l a mez
detekce (LOD) 0,034 pmol/l a pro metodu DPV byla LOQ = 0,10 pumol/l a LOD = 0,031 pmol/l.
Pro pH 3 pti DCV byla LOQ = 0,11 pmol/l a LOD = 0,034 umol/l, pti DPV byla LOQ = 0,13 umol/l
a LOD = 0,039 pmol/l.

Vyvinuté voltametrické metody DCV a DPV za ziskanych optiméalnich podminek byly
vyuzité ke stanoveni NTF v Iékové formé v tableté Furolin 100 mg/tableta. Jako srovnéavaci
metoda byla pouzita UV—VIS absorp¢ni spektrometrie. U 1é¢iva Furolin byla spektrometrickou
metodou zjisténd vytéznost 114 %. Metodou DCV byla zjisténa vytéznost 107 % a metodou
DPV byla 99 %. Nejblize k deklarovanému mnozstvi v obsahu NFT v 1é¢ivu je metoda DPV.
Pokud bychom UV-VIS spektrofotometrii povazovali za metodu primarni (je rovnéZ doporucena
jako metoda 1ékopisna [23]), pak by vytéZnosti vztaZzené viici této metode Cinily pro DCV na

UTGE 94 % a pro DPV na UTGE 87 %.
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