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Abstrakt

Bakalafska prace se zabyva nalezenim optimalnich elektrochemickych podminek pro
stanoveni 1éCiva tadalafil (TAD). Tyto podminky pak byly pouzity pro stanoveni obsahu TAD
v komer¢éné dostupném 1éku Tadalafil Teva 5 mg. Elektrochemické techniky pouzité pro
stanoveni byly diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV) a DC voltametrie (DCV). Byla vyuzita
pracovni uhlikovd kompozitni elektroda, referencni argentchloridovd a pomocna platinova

elektroda.

Jako optimalni prostfedi bylo stanoveno Brittontiv-Robinsontv (BR) pufr o pH 4,0—
ethanol (7:3). Linearni zavislost byla ziskana v koncentraénim rozmezi od 1-10° mol/l do
1-10* mol/l pro ob& pouzité techniky. Pro DPV vysla mez stanovitelnosti (Lg) 1,310~ mol/l
a mez detekce (Lp) 4,0-107° mol/l. Pro DCV vysly Lg=2,0-10"> mol/l a Lp = 6,0-10"° mol/l.

Jako srovnavaci analytickd metoda k nové vyvinutym voltametrickym metodam byla
pouzita UV—VIS spektrofotometrie s vyuzitim metody standardniho ptidavku, pomoci které

byl stanoven obsah TAD v lé€ivu Tadalafil Teva 5 mg.

Abstract

The bachelor thesis deals with finding optimal electrochemical conditions for the
determination of the drug tadalafil (TAD). These conditions were then used to determine the
TAD content of the commercially available drug Tadalafil Teva 5 mg. The electrochemical
techniques used for the determination were differential pulse voltammetry (DPV) and DC
voltammetry (DCV). A working carbon composite electrode, an agrentochloride reference

electrode, and a platinum auxiliary electrode were used.

Britton-Robinson (BR) buffer at pH 4.0—ethanol (7:3) was determined as the optimal
medium. The linear dependence was obtained over the range of concentration from
5x107° mol/L to 1x10™* mol/L for both techniques used. The limit of quantification (Lg) and
limit of detection (Lp) for DPV were 3.1x107> mol/L and 4.0x107° mol/L, respectively. For
DCV, Lo =2.0x107 mol/L and Lp = 6.0x107% mol/L.

UV-VIS spectrophotometry using the standard addition method was used as
a comparative analytical method to the newly developed voltammetric methods to determine

the TAD content of Tadalafil Teva 5 mg.
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Seznam zkratek

A absorbance

BR pufr Brittoniiv-Robinsonuv pufr

c molarni koncentrace [mol/I]

cGMP cyklicky guanosinmonofostat

Cst molarni koncentrace standardu [mol/1]

DPV diferen¢ni pulzni voltametrie

DCV DC (direct current) voltametrie

E elektricky potencial [V]

ED erektilni disfunkce

E, potencial piku [V]

1 elektricky proud [A]

Iy proud piku [A]

Lp mez detekce [mol/1]

Lq mez stanovitelnosti [mol/1]

n pocet méteni

PDES fosfodiesterasa typu 5

pH zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych iontl
pH* hodnota pH vodné-organického prostfedi zmétena pomoci kombinované

sklenéné elektrody (kalibrované na vodné pufry)

r koeficient determinace
TAD tadalafil
A vlnova délka [nm]
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1 Uvob

Cilem prace je urCit optimalni podminky pro stanoveni léCiva tadalafilu (TAD)
voltametrickymi technikami (DCV a DPV) na uhlikové kompozitni elektrodé. Dale
zkonstruovat kalibrac¢ni zavislosti a pomoci metody standardniho pfidavku stanovit mnoZzstvi
TAD v léCivu Tadalafil Teva 5 mg. Nasledné¢ také spektrofotometricky stanovit pomoci

metody standartniho ptidavku TAD v 1é¢ivu Tadalafil Teva 5 mg.



1.1 STANOVOVANA LATKA

TAD se také nazyva Cialis, IC135 nebo Pentadafil, vyuziva se k 1écb¢ erektilni
disfunkce (ED). Funguje jako reverzibilni kompetitivni inhibitor fosfodiesterasy 5 (PDES).
Tato inhibice pak zvySuje hladinu cyklického guanosinmonofosfatu (¢cGMP), coz usnadiiuje
relaxaci hladkého svalstva, a to nasledné podporuje erektilni funkci'?. Jelikoz cGMP je
kone¢ny mediator v draze oxidu dusnatého, je aktualn¢ zkoumano vyuziti TAD na 1écbu
plicni arterialni hypertenze. Mezi znamé Iéky vyuzivané pro jeji 1écbu patfi totiz oxid dusnaty.
U 53 % pacientii se zvysila fyzickd kapacita pozorovana u $estiminutové chiize o 33 metrt’.
Ukazalo se také, ze TAD muize zlepSovat kardiopulmonélni hemodynamiku®. P¥i peroralnim
vstupu ma 80% biologickou dostupnost®. Pies jatra probihd odstrafiovani TAD a vyluuje se
pfevazné stolici a méné pak moci. Vylucuje se hlavné ve form€ metaboliti. Mezi hlavni

metabolity TAD patii methylkatechol glukuronid'.

ED je neschopnost dosahnout nebo udrzet erekci. Onemocnéni mize byt vyvolané
dvéma zpusoby: psychologickym nebo organickym (tento mize byt zplsobeny
kardiovaskularnim, hormonalnim, neurogennim a endokrinnim onemocnénim)®’. Jedna se
o velmi casté onemocnéni. Vyskytuje se u 150 miliond muzi na celém svété a postihuje
hlavng muze starsi 40 let®. Mezi rizikové faktory pro ED patii konzumace alkoholu, kouteni
cigaret, diabetes mellitus a kardiovaskularni onemocnéni. U muzi nad 40 let mohou tyto

faktory zdvojnasobit az ztrojnasobit vznik ED?.

Pti podani TAD v davce 10 mg nebo 20 mg dochézi ke zlepSeni erektilni funkce oproti
placebu. Dochazi ke zlepSeni pii jakémkoliv zdroji ED, jak organickém, psychologickém, tak
i jejich kombinaci®. U muzii uZivajicich 20 mg TAD doslo ke zlepSeni v mezindrodnim
indexu erektilni funkce’. Ug¢inky mohou nastat od 15 minut do 2 hodin. Polo¢as rozpadu TAD
je 17,5 hodiny u zdravych muzi, se zvySujicim se vékem se polocas rozpadu muze prodlouzit

azna 21,6 hodiny’. Diky tomuto polo¢asu rozpadu ma TAD terapeutické okno 36 hodin>’.

Mezi nezadouci ucinky spojené s podanim TAD jsou bolesti hlavy (15 %) a zad (5 %),

)31, Neobjevily se Zadné

dyspepsie (8 %), myalgie (1 %) a ptfiznaky rymy (1 %
kardiovaskuldrni nezadouci uginky'®. Poruchy spojené s barevnym vidénim se u TAD
objevily v méné nez 1 % (cit. ®), narozdil od jinych inhibitort PDES5 (Sildenafil a Vardenafi),
kde kvili jejich vétsi selektivité pro PDE6 mohou vést k modrému vidéni'!. TAD ma vétsi
specifitu k PDE11 (jehoZ funkce neni zatim znama), vyskytuje se v mocovém méchyfi, srdci,

mozku, hypofyze a varlatech!>. TAD nemd vliv na spermatogenezi'>.
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1.1.1 CHEMICKE A FYZIKALNI VLASTNOSTI

TAD, systematickym nazvem (6R,12aR)-6-(1,3-benzdioxol-5-yl)-2-methyl-2,3,6,7,12,12a-
hexahydropyrazin[1',2":1,6]-pyridol[3,4-b]indol-1,4-dion, C22H19N3O4, je bily prasek, skoro
nerozpustny ve vodé, rozpustny v dimethylsulfoxidu a slab& rozpustny v methylchloridu'®.
TAD je z chemického hlediska zajimavy obzvlast svoji strukturou (obr.1). Ma
heterocyklicky zdvojeny systém obsahujici N s centrdlnim kruhem, coz je stejné i u cGMP,

tim padem muZe vznikat kompetitivni vazba s PDES®.

Obr. 1: chemicka struktura tadalafilu (TAD)!?

TAD je mozné elektrochemicky oxidovat za vzniku struktury uvedené na obr. 2, coZ je
jeho hydroxylovana forma, za uvolnéni dvou protonti a dvou elekroni'®, ¢ehoz bylo vyuZito

v této bakalafské praci pro jeho voltametrické stanoveni.
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+H,0 — 2H" + 2¢~

Obr. 2: oxida¢ni reakce TAD'"

Hodnota pKa. pro TAD byla stanovena potenciometricky na 3,52 a spektrofotometricky

na 3,44 (tento rozdil je vSak statisticky nevyznamny)'S.

1.1.2 LEKOPISNE METODY
Lékopisna identifikace TAD miize byt provedena pomoci kapalinové chromatografie,

specifické optické rotace (otacivost +78,0° az +84,0°) anebo infradervenou spektrometrii'?.

Jako 1ékopisna metoda pro stanoveni TAD je doporucena kapalinova chromatografie.
Jako mobilni faze je pouzit acetonitril, pritokova rychlost 1,5 ml/min, doba trvani je
dvojnasobek reten¢niho Casu, coz je pfiblizn€ 4,5 min, vstiiknut je zkuSebni roztok (sloZeny
z 50,0 mg latky rozpusténé v 50,0 ml acetonitrilu a zfedéné na 100,0 ml mobilni fazi; k 10,0 ml
tohoto roztoku je pfidano 25,0 ml acetonitrilu a nasledné je ziedén na 50,0 ml mobilni f4zi)
a referencni roztok (rozpusténo 50,0 mg TAD CRS (common reporting standard) v 50 ml
acetonitrilu a zfedéno na 100,0 ml mobilni fazi; k 10,0 ml tohoto roztoku je ptidano 25,0 ml
acetonitrilu a nasledné je zfedéno na 50,0 ml mobilni fazi). Vypocet procentudlniho obsahu

TAD je z deklarovaného obsahu TAD CRS'™,

1.2 METODY VYUZITE PRO STANOVEN] TADALAFILU

Pro stanoveni TAD bylo vyvinuto vice elektrochemickych metod. Mezi vyuzité
elektrody pro tato stanoveni patii napf. borem dopovana diamantova elektroda!’, vicesténna
uhlikovd nanotrubickova elektroda (MWCNTPE), vicesténnd uhlikovd nanotrubi¢kova
pastova elektroda modifikovand TiO, (TiO.-MWCNTPE)!® nebo uhlikovéa elektroda ze

skelného uhliku modifikovand komplexem dvojmocného ruthenia'®.

Mezi vyvinuté metody pro stanoveni TAD patii metoda vyuzivajici borem dopovanou

diamantovou elektrodu a cyklickou voltametrii. Zde byla linearni koncentracni zavislost
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stanovena mezi hodnotami 0,15—-1,28 umol/l s mezi detekce (Lp) = 42,3 nmol/l. Roztok byl
pfipraven rozpuSténim TAD v acetonu a vhodné zifedén BR pufrem o pH 4. Stejné byl
pripraven roztok farmaceutického vzorku. Navrhovand metoda se ukdzala pfesnd na urovni

spolehlivosti 95 % (cit.!”).

Pro vyvinutou metodu adsorpéni rozpoustéci voltametrie vyuzivajici MWCNTPE
a TiIO.-MWCNTPE méla kalibraéni zavislost rozsah 3,6-8,1 a 12,7-61,1 umol/l
s Lp = 0,08 umol/l pro MWCNTPE a 0,27-15,2 umol/l sLp = 0,11 pumol/l pro TiO»-
MWCNTPE. Jako prosttedi bylo vyuzito BR pufru o pH 3 a TAD byl rozpustén

v acetonitrilu'®.

Stanoveni TAD diferencni pulzni voltametrii na elektrodé ze skelného uhliku
modifikovaného komplexem dvojmocného ruthenia vykazovalo Lp = 3,58 umol/l. VytéZnost

se pohybovala v rozmezi 80 a 120 % (cit.'®).

1.2.1 PRACOVNI UHLIKOVA KOMPOZITNI ELEKTRODA

Jako pracovni elektroda byla vyuzita uhlikova kompozitni elektroda z ultracistého
uhliku (grafitu) (6.1204.180 ut, 00467032, Metrohm, Svycarsko). Elektroda je zndzornéna na
obr. 3 (cit.'). Vyhoda uhlikové kompozitni elektrody je v moZnosti o¢isténi jejiho povrchu

pomoci ALOs (cit.?%).

Obr. 3: uhlikova kompozitni elektroda'®
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2 PRAKTICKA CAST

2.1 PRIPRAVA REAGENCII

Pro zhotoveni Brittonova-Robinsonova pufru byly pfipraveny 2 ¢asti, kysela
a bazicka. Kysela cast se skladdala z 2,70 ml kyseliny trihydrogenfosfore¢né (85%, 1,7 g/ml,
Lach:ner, Neratovice), 2,25 ml kyseliny octové (99,8%, 1,05 g/ml, Penta, Praha) a 2,473 g
kyseliny borité (100,3%, Lach:ner, Neratovice) a byla doplnéna na 1000 ml deionizovanou
vodou. Kyseld ¢ast méla koncentraci 0,04 mol/l. Bazicka Cast byla pfipravena rozpusténim
8,1633 g pevného hydroxidu sodného (98%, Penta, Praha) a doplnéna na 1000 ml
deionizovanou vodou. Bazicka c¢ast méla koncentraci 0,2 mol/l. Tyto dvé casti byly

uchovavany ve tmavych lahvich.

Ze standardu TAD 500 mg (Supelco, USA) byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci
1-107° mol/l, odvazenim 0,0387 g a rozpusténim ve 99,8% ethanolu do 100ml odmérné

banky. Dalsi pouzité koncentrace byly pfipravené z tohoto zasobniho roztoku.

Byl pfipraven i druhy roztok odvézenim 0,0195 g TAD a rozpusténim v 50% ethanolu
do 50ml odmérné banky, ale vtomto prostiedi se TAD Spatné rozpoustél. Po rozpusténi
v ultrazvukové 14zni se vzorek znovu srazil na malé vlo¢ky a po nafedéni na ¢ = 1-10™* mol/l
ze zasobniho roztoku se druhy den vysrazel v odmérné baiice za vzniku bilé srazeniny. Dale

byl tedy pouZivan pouze zasobni vzorek rozpustény v 99,8% ethanolu.

Pro lesténi uhlikové kompozitni elektrody byl vyuzit oxid hlinity o velikosti ¢astic 0,5 pym
(Elektrochemické Detektory, Turnov).

Na stanoveni obsahu TAD v lé¢ivu Tadalafil Teva 5 mg byl pfipraven zasobni roztok
o ¢ = 1107 mol/l. CoZ znamena, Ze pro tabletu o hmotnosti 0,1235 g bylo odvaZeno 74,1 mg

granulatu, tato navazka pak byla rozpusténa v 10 ml 99,8% ethanolu za pomoci ultrazvuku.

2.2 APARATURA A PROGRAMY

Pro spektrometrické meéteni byl vyuzit Agilemt 8453. Vysledky byly vyhodnoceny
v programu UV-Visible ChemStation 9,01 (Agilent Technologies, USA).

Pro voltametrické méfeni byl vyuzit pfistroj Mini and Microelectrode System UMUE,
do kterého byla umisténa pracovni uhlikova kompozitni elektroda (6.1204.180 ut, 00467032
Metrohm, Svycarsko), referentni argentchloridova elektroda ETP-CZ-R00608 (v 3M KCl)
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a pomocna platinova elektroda ETP-CZ-P004-05 (obé Elektrochemické Detektory, Turnov).
Vysledky byly vyhodnoceny v programu Polar Pro 5.1 (Polaro-Sensors, Praha).

Na pfistroji Jenway 3510 (Jenway, UK) s kombinovanou sklenénou eletrodou bylo
méfeno pH. Vysledky a grafy byly zpracované v programu Excel 2024 (Microsoft
Corporation, USA).

2.3 PRACOVNI POSTUP/ZPRACOVANI VYSLEDKU

Stabilita v ethanolu byla spektrometricky méfena pro dva roztoky TAD, jeden
o koncentraci 5-107> mol/l a druhy o koncentraci 1-10~* mol/l. Tyto roztoky byly proméfeny
v prostiedi BR pufru o pH 2, 7 a 12. Pro kazdé prostiedi se postupné zvySovalo procentudlni
zastoupeni ethanolu. Zacalo se u poméru 9:1 a uz u 8:2 byla zména pocatecni a konecné
absorbance méfeni mensi nez 10 %. M¢éfila se zména absorbance po jedné minuté po dobu 20
minut. Roztoky byly méfené proti blanku (roztok ethanolu o daném poméru a BR pufru

o dané hodnot¢). Méteni bylo provadéno v kiemenné kyveté o délce 1,0 cm.

Voltametrické metody byly méteny v tiielektrodovém zapojeni. Pracovni elektroda
byla uhlikova kompozitni elektroda, referencni elektroda byla argentchloridovd a pomocna

byla platinové elektroda.

Pro méfeni DPV 1 DCV byly nastaveny parametry — polarizacni rychlost 20 mV/s,
potencialovy krok 3 mV. U DVP byla jesté¢ nastavena vySka pulzu 50 mV, Sitka pulzu

100 ms, vzorkovaci ¢as 20 ms a perioda pulzu 150 ms.

Do voltametrické nadobky bylo umisténo vzdy 10 ml roztoku. Zakladni elektrolyt se
skladal z BR pufru o pH 4 a ethanolu (7:3). Mezi jednotlivymi méfenimi byla elektroda
leSténa ze zaCatku pomoci Al>Os a pro kalibraéni pfimku, opakovatelnost, mez stanovitelnosti

a stanoveni obsahu TAD v lé€ivu byla ¢iSténa za pomoci ultrazvuku.

Pii méfeni stability byl pouzit TAD ¢ = 1-10* mol/l v BR pufru o pH 4 v riizném
obsahu ethanolu. Byl méfen obsah ethanolu o hodnotach 10 %, 20 %, 30 %, 40 % a 50 %,
z ¢ehoZ bylo vybrano nejvhodnéjsi prostredi pro dalsi praci. Métfeni bylo zopakovano ve dvou

sériich po péti opakovani.

Pro nalezeni optimalniho pH byl pouzit TAD o ¢ = 1-10~* mol/l v BR pufru a ethanolu
(7:3), prosttedi méla rozmezi hodnot od pH* 2,5 po 12,5. Pied kazdym méfenim byla
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pracovni elektroda lesténa pomoci Al,Os. Méfeni bylo zopakovano ve dvou sériich po péti

opakovanich.

Opakovatelnost byla méfena ve dvou potencidlovych oknech od 0 do 1040 mV a od
600 do 1040 mV. Byla stanovovéna pro roztok TAD o ¢ = 1:10* mol/l v BR pufru o pH 4

a v ethanolu (7:3). Méfeni bylo zopakovano ve dvou sériich po péti opakovanich.

Pro méfeni kalibracéni zavislosti byl rozsah koncentraci TAD v rozmezi od 1-107°
mol/l po 1:10~* mol/l pro metodu DCV a DPV. Metody byly pouzity v prostiedi BR pufru
opH 4 a ethanolu (7:3). Byla vypoctena hodnota meze stanovitelnosti (Lg), jednd se
o desetinasobek smérodatné odchylky deseti opakovanych voltametrickych stanoveni TAD
smérnici této kalibracni ptimky. Také byla vypoctena hodnota meze detekce (Lp), jednd se
o trojndsobek smérodatné odchylky deseti opakovanych voltametrickych stanoveni TAD

smérnici této kalibracni ptimky.

Stanoveni TAD v Iéku Tadalafil Teva 5 mg pro metodu DCV a DPV byla méfena
v roztoku léku o koncentraci 5-10™ mol/l v BR pufru o pH 4 a prostiedi ethanolu (7:3). Bylo
méteno Sest hodnot. Prvni byla bez pfidavku a nasledné bylo pfidavano 100 pl, 200 pl, 300 pl,
400 pl a 500 pl standartniho roztoku (o ¢ = 1-107* mol/l). Kone¢na koncentrace byla

1-10~* mol/l. Po kazdém méfeni byla elektroda lesténa pomoci Al,Os.

Pro spektrofotometrické stanoveni TAD v Iéku Tadalafil Teva 5 mg bylo pouZzito
prostfedi s roztokem 1éku o koncentraci 4-107> mol/l, BR pufr o pH 4 a ethanolem (7:3). Bylo
zméfeno pét hodnot. Prvni byla bez ptidavku a nasledné bylo pfidavano po 100 pl, 200 pl,
300 ul, 400 pl standartniho roztoku. Koneéna koncentrace byla 8-10~* mol/l. Roztoky byly
meéfené proti blanku (BR pufru o pH 4 a roztoku ethanolu (7:3)). Méfeni bylo provadéno

v kfemenné kyvet¢ o délce 1,0 cm.

Vyska vsech pikl byla odec¢tena od spojnice minim pied pikem a za pikem.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 DIFERENCNI PULZNI VOLTAMETRIE

3.1.1 VYZKUM VOLTAMETRICKEHO CHOVANI

Meéieni bylo provedeno podle podminek uvedenych v popisku na obr. 4. Toto prostiedi
bylo zvolené po proméfeni poméri ethanolu od 10 % do 40 % a v prostfedi BR pufru
o hodnoté pH 2, 7a 12 s TAD 0 ¢ = 5-10° mol/l a 1:10~* mol/l na spektrofotometru (kap.
3.3). Pro vybrani vhodného piku bylo toto méteni provedeno voltametricky v pH 2 (obr. 4), 7
(obr. 5) a 12 (obr. 6), pro kazdé pH bylo provedeno pét opakovani, mezi jednotlivymi

métenimi byla elektroda lesténa pomoci Al2Os.

3000
2500 F
2000 F

1500 F

I/ nA

1000 f

500 |

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
E/mV

Obr. 4: DP voltamogramy TAD (c = 1-10* mol/l) zaznamenané na uhlikové kompozitni
elektrodé v prostfedi BR pufr o pH 2—ethanol (7:3) pro pét za sebou jdoucich méfeni; kiivky

jsou oznaceny C¢isly tak, jak Sla po sobé jednotliva méfeni

Pti méfenich od druhého do patého opakovani pozorujeme znacny postupny ubytek
vySky piku. To mlze byt zptisobené pasivaci elektrody. Také pozorujeme vznik dalSich ¢tyt
vrcholl v rozmezi potencidlu 100-500 mV. Mohlo by se jednat o produkty vzniklé ptechozi
oxidaci. TAD se oxiduje za uvolnéni dvou protont (vodikovych kationtil) a dvou elektroni

prostiednictvim oxida¢ni reakce znazornéné na obr. 2.
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Obr. 5: DP voltamogramy TAD (c = 1-10"* mol/l) zaznamenané na uhlikové kompozitni
elektrodé v prostfedi BR pufr o pH 7—ethanol (7:3) pro pét za sebou jdoucich méfeni; kiivky

jsou oznaceny Cisly tak, jak §la po sob¢ jednotlivd méteni
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Obr. 6: DP voltamogramy TAD (¢ = 1-10™* mol/l) zaznamenané na uhlikové kompozitni
elektrod¢ v prostiedi BR pufr o pH 12—ethanol (7:3) pro pét za sebou jdoucich méteni; kiivky

jsou oznaceny Cisly tak, jak §la po sob¢ jednotlivd méteni

Se zvysujicim se pH pozorujeme posun potencidlu piku k niz§im hodnotdm. Pro
vSechny méteni byl vybran na vyhodnoceni pik nachdzejici se na obr. 4 v okoli 900 mV.
Tento pik pfi riznych pH nemizi na rozdil od piku nachézejiciho se v obr. 4 v okoli 1200 mV

a také se nachazi ve vSech opakovanich narozdil od piku v rozmezi potenciali od 0 do 600 mV.
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3.1.2 MERENI STABILITY TADALAFILU

Byly prométeny DPV  zdznamy pro zjisténi optimalniho mnozstvi ethanolu
v zakladnim elektrolytu. Méfeni bylo provedeno podle podminek uvedenych v popisku na
Obr. 7. Kazda série méteni byla zopakovana 2x. Kazda série obsahovala 5 méieni. Mezi

jednotlivymi sériemi byla pracovni uhlikova elektroda ocisténa pomoci Al,Os.
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Obr. 7: zavislost vysky piku (/,) TAD (¢ = 1-10~* mol/l) na obsahu ethanolu v zakladnim
elektrolytu; métené technikou DPV na uhlikové kompozitni elektrodé v prostfedi BR pufr—
ethanol. (A) prvni a (B) druhd série méteni pii pH 2; (C) prvni a (D) druhd série méteni pii

pH 7; (E) prvni a (F) druhd série méteni pti pH 12
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Hodnoty z obr. 7 byly zprimérovany (obr. 8), z nich pak bylo vybrano nejvhodné;jsi

procentudlni zastoupeni ethanolu.
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Obr. 8: zavislost primérych hodnot Z, (n = 10) TAD (c = 1-10~* mol/l) na obsahu ethanolu

v zakladnim elektrolytu; méfené technikou DPV na uhlikové kompozitni elektrodé v prostredi

BR pufr—ethanol. (1) pH 2, (2) pH 7, (3) pH 12

Nejvyssi primérnou hodnotu proudu piku TAD vykazoval obsah 30 % ethanolu
u vétSiny meéteni s vyjimkou pH 12. Zde ma nejvyssi hodnotu obsah 10 % ethanolu, ale
u obsahu 30 % ethanolu doslo k viditelnému vzristu. Také bylo brano v potaz méfeni stability
na spektrofotometru (kap. 3.3), kde bylo zjisténo, Ze TAD zacina byt stabilni v prostiedi, které
obsahuje alespoit 20 % ethanolu. Tim padem byl vybran jako nejvhodnéjsi obsah ethanolu

30 %. Pro vSechny nésledujici méteni pomoci DPV byl pouzit tento obsah ethanolu.

3.1.3 ZJSTENI OPTIMALN{HO PH

Technikou DPV bylo sledovano chovani TAD v prostfedich s pH* od 2,5 do 12,5
(obr. 9 a 10). Vyhodnoceni vysek a potencialll pikd je uvedeno na obr. 11 a 12. Prostiedi je
popsano v popisku k obr. 9 a 10. Méteni bylo provedeno ve dvou sériich po péti opakovanich.
Mezi jednotlivymi sériemi byla pracovni uhlikova kompozitni elektroda ociSténa na pomoci

AlOs.
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Obr. 9: DP voltamogramy TAD (c = 1-10™* mol/l) zaznamenané na uhlikové kompozitni
elektrodé v prostiedi BR pufr—ethanol (7:3) pti: (1) pH 2, (2) pH 3, (3) pH 4, (4) pH 5, (5) pH
6
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Obr. 10: DP voltamogramy TAD (c = 1-10* mol/l) zaznamenané na uhlikové kompozitni
elektrod¢ v prostiedi BR pufr—ethanol (7:3) pti: (1) pH 7, (2) pH 8, (3) pH 9, (4) pH 10, (5)
pH 11, (6) pH 12
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Obr. 11: zavislost primérnych hodnot 7, (n = 10) TAD (c = 1-10~* mol/l) na pH* v zakladnim

elektrolytu; métene¢ technikou DPV na uhlikové kompozitni elektrod€ v prostfedi BR pufr—
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Obr. 12: zavislost praimérnych hodnot £, (n = 10) TAD (c = 1-10~* mol/l) na pH*
v zakladnim elektrolytu; méfené technikou DPV na uhlikové kompozitni elektrod€ v prostredi

BR pufr—ethanol (7:3); odpovidajici data v tab. 1
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Tab. 1: parametry piimky zavislosti primérmych hodnot £, (n = 10) TAD (c = 1-10~* mol/1)
na pH* v zakladnim elektrolytu; métené technikou DPV na uhlikové kompozitni elektrodé

v prostiedi BR pufr—ethanol (7:3)

Smérnice [mV/pH*] Usek [mV] r?

—48,3 1053 0,9987

Tab. 2: hodnoty smérodatnych odchylek primérnych hodnot 7, (n = 10) TAD
(c=1-10"* mol/l) na pH* v zékladnim elektrolytu; méfené technikou DPV na uhlikové

kompozitni elektrodé v prosttedi BR pufr—ethanol (7:3)

pH* Smérodatna odchylka [nA]
2,5 109
3,5 87,6
4,5 56,6
5,5 104
6,6 135
7.8 85,7
8,8 134
10,0 141
11,1 178
11,9 142
12,5 106

Nejvhodnégjsi prostiedi pro dal§i méteni bylo vybrano jak na zakladé velikosti 1, tak
na zaklad¢é velikosti smérodatné odchylky. Pro dalsi praci byla zvolena jako optimalni
hodnota pH BR pufru 4. Pti této hodnoté je smérodatnd odchylka nejmensi a zaroven se I,
drzi ve vysSich hodnotach (obr. 11). Stejné optimalni pH prostfedi bylo vybréno v praci
autora Abu-Nameh E. S. z roku 2020 (cit. '#) a v praci autora Sartori E. R. z roku 2017 (cit.
16y,

3.1.4 OPAKOVATELNOST MERENI

Pro méfeni opakovatelnosti byla vybrana dvé potencidlova okna 0-1040 mV a 600—
1040 mV. Podminky méfeni jsou uvedeny v popisku obr. 13. Obé okna byla prométena ve
dvou sériich po péti méfenich. Elektroda byla lesténa pomoci Al,Os.
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Obr. 13: zavislost I, TAD (c = 1-107* mol/l) na pofadovém ¢&islu méfeni; méfené technikou
DPV na uhlikové kompozitni elektrodé v prostfedi BR pufr o pH 4—ethanol (7:3). (A) prvni
a (B) druhé série méteni pro potencidlové okno 0—1040 mV; (C) prvni a (D) druhé série

méteni pro potencidlové okno 600—-1040 mV

Prvni méteni v obou sériich nebylo zapocitano do relativni smérodatné odchylky,
jedné se o odlehlou hodnotu. V potencidlovém okné 0—1040 mV vysla relativni smérodatna
odchylka pro prvni sérii 10 % a pro druhou sérii méfeni 17 %. Pro potencidlové okno 600—
1040 mV byla relativni smérodatna odchylka prvni série méteni 6,1 % a v druhé sérii méteni

3,2 %. Pro dalsi méteni bylo tedy vyuzito potencidlové okno 600—-1040 mV.
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3.1.5 KALIBRACNI ZAVISLOST

Pro tvorbu kalibra¢ni zavislosti bylo vyuzito prostfedi popsané v obr. 14. Bylo
zméfeno pét opakovani, z nichZ byla vybrana jedna linearni zavislost. Cisténi elektrody bylo
provedeno vice zpusoby, nejprve lesténim pomoci Al,Os, kde sestavena kalibracni zavislost
m¢éla maly koeficient determinace (0,9914 po odstranéni dvou odlehlych hodnot). Takze byly
pfeméfeny rizné zpusoby lesténi. Byla zméfena kalibraéni zévislost sleSténim na
mikrovlakné s ethanolem, kde koeficient determinace nebyl také zcela vhodny (0,9873).
Nasledovalo pfeméieni po regeneraci na ultrazvuku (1 minuta), kde bylo dosazeno uspokojivého

vysledku (obr. 15; odpovidajici data v tab. 3).
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Obr. 14: DP voltamogramy TAD zaznamenané na uhlikové kompozitni elektrodé
v prostiedi BR pufr o pH 4—ethanol (7:3). (1) bez piidavku, (2) cst = 1-107° mol/l, (3)
cst =210 mol/l, (4) cst=4-107° mol/l, (5) cst = 6-107> mol/l, (6) cst = 8-107> mol/l, (7)

cse = 1-107* mol/l
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Obr. 15: kalibrac¢ni zavislost TAD; méfené technikou DPV na uhlikové kompozitni elektrodé
v prosttedi BR pufr o pH 4—ethanol (7:3)

Tab. 3: parametry piimky kalibra¢ni zavislosti TAD; méiené technikou DPV na uhlikové
kompozitni elektrod¢ v prostfedi BR pufr o pH 4—ethanol (7:3)

Smérnice [nA-l/mmol] Usek [nA] r

3850 —9,95 0,9952

Byly vypo¢itany hodnoty Lg = 1,310 mol/l a Lp = 4,0-10~° mol/I.

3.1.6 STANOVEN{ OBSAHU TADALAFILU V LEKU

Pro stanoveni mnozstvi TAD v léku Tadalafil Teva 5 mg byla vyuZita metoda
standartniho pfidavku. Podminky méfeni jsou popsané v popisku obr. 16 a odpovidajici
koncentracni zavislost je zobrazena na obr. 17. Postup pfipravy roztoki je uveden v kap. 2.1.

Elektroda byla ¢isténa pomoci ultrazvuku (1 minuta).
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Obr. 16: zavislost /, na css TAD; méfené metodou DPV na uhlikové kompozitni elektrodé

v prosttedi BR pufr o pH 4—ethanol (7:3)

Pro stanoveni mnozstvi TAD byly vyuzity jen prvni dva ptidavky vykazujici linearni
trend. Byl proméfen i piidavek 3-107, 4107 a 5-107° mol/l, tyto piidavky vSak nevykazovaly

linearni charakter, a proto s nimi nebylo dale pracovano.

180 ¢
160 | ‘
140

y=1750x + 128
100 f 2 =1,000

80 |
60 }
40 }

Ip/nA

20 F

P

-0.08 -0.06 -0.04 -0.02 0.po 0.02 0.04
Cg;/ mmol/l

Obr. 17: zavislost I, na cst TAD; méfené metodou DPV na uhlikové kompozitni elektrodé

v prostiedi BR pufr o pH 4—ethanol (7:3)

Vysledek obsahu TAD v I€éku Tadalafil Teva 5 mg zjistény vyvinutou DPV metodou
vysel 148 %.
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3.2 DC VOLTAMETRIE

3.2.1 VYZKUM VOLTAMTERICKEHO CHOVANI

Meéieni bylo provedeno podle podminek uvedenych v popisku na obr. 18. Toto
prostfedi bylo zvolené po proméfeni pomért ethanolu od 10 % do 40 % a v prostiedi BR
pufru o hodnoté pH 2, 7 a 12 s TAD o ¢ = 5107 mol/l a 1-10~* mol/l na spektrofotometru
(kap. 3.3). Pro vybrani vhodného piku TAD bylo toto méfeni provedeno voltametricky v pH 2
(obr. 18), 7 (obr. 19) a 12 (obr. 20), pro kazdé pH bylo provedeno pét opakovani, mezi

jednotlivymi mé&fenimi byla elektroda leSténa pomoci Al2Os.
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Obr. 18: DC voltamogramy TAD (c = 1-10~* mol/l) zaznamenané na uhlikové kompozitni
elektrodé v prostfedi BR pufr o pH 2—ethanol (7:3) pro pét za sebou jdoucich méfeni; kiivky

jsou oznaceny C¢isly tak, jak Sla po sobé€ jednotlivd métfeni

Pti méfeni od druhého do patého opakovani dochazi ke snizovani velikosti piku, coz

muze byt zpiisobeno pasivaci elektrody.
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Obr. 19: DC voltamogramy TAD (¢ = 1-10* mol/l) zaznamenané na uhlikové kompozitni
elektrodé v prostfedi BR pufr o pH 7—ethanol (7:3) pro pét za sebou jdoucich méfeni; kiivky

jsou oznaceny Cisly tak, jak §la po sob¢ jednotlivd méteni
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Obr. 20: DC voltamogramy TAD (c = 1-10~* mol/l) zaznamenané na uhlikové kompozitni
elektrodé v prostfedi BR pufr o pH 12—ethanol (7:3) pro pét za sebou jdoucich méteni; kiivky

jsou oznaceny C¢isly tak, jak Sla po sobé€ jednotlivd métfeni

Se zvySujicim se pH pozorujeme posun potencidlu piku k niz§im hodnotam. Pro
vyhodnoceni byl vyuZit pik, ktery se nachazi na obr. 18 okolo 1000 mV. Tento pik se
vyskytuje ve vSech pH (nemizi jako pik, ktery se nachazi v rozmezi od 1100 mV do 1300 mV
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na obr. 18). Dochazi také ke vzniku piku pro druh¢é az paté méieni v rozmezi od 200 mV do

700 mV. Ztejmé jde o produkt vznikly oxidacni reakci jako u metody DPV.

3.2.2 MERENI STABILITY TADALAFILU

Byly prométeny DCV zaznamy pro zjisténi optimalniho mnozstvi ethanolu
v zakladnim elektrolytu. Métfeni bylo provedeno podle podminek uvedenych v popisku na
obr. 21 pro obsah ethanolu 10 %, 20 %, 30 %, 40 % a 50 %. Kazda série méfeni byla
zopakovand 2x. Kazda série obsahovala 5 méfeni. Mezi jednotlivymi sériemi byla pracovni

uhlikova elektroda ocisténa pomoci Al,Os.
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Obr. 21: zavislost I, TAD (c = 1:10* mol/l) na obsahu ethanolu v zakladnim elektrolytu;
métené technikou DCV na uhlikové kompozitni elektrod€ v prostiedi BR pufr—ethanol. (A)

prvni a (B) druha série méteni pii pH 2; (C) prvni a (D) druha série méteni pii pH 7; (E) prvni
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a (F) druhé série méfeni pii pH 12
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Ze vSech hodnot z obr. 21 byl vypocitan primér a vynesen do obr. 22.
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Obr. 22: zavislost I, (n = 10) TAD (¢ = 1-10"* mol/l) na obsahu ethanolu v zikladnim

elektrolytu; méfené technikou DCV na uhlikové kompozitni elektrod¢ v prostfedi BR pufr—

ethanol. (1) pH 2, (2) pH 7, (3) pH 12

Z grafi vyplyva, ze nejvyssi hodnoty proudu piku TAD dosahoval vzdy vzorek
s obsahem 30 % ethanolu. Byl tedy vybran jako nejvhodnéj$i. Pro néasledné méfeni pomoci

DCV byl pouzit tento obsah ethanolu.

3.2.3 ZJSTEN{ OPTIMALNIHO PH

Technikou DCV bylo sledovéano chovani TAD v prostfedi pH* od 2,5 do 12,5 (obr. 23
a 24). Vyhodnoceni vysek a potencialt pikil je uvedeno na obr. 25 a 26. Prostfedi je popsano
v popisku k obr. 23 a 24. Mé&feni bylo provedeno ve dvou sériich po péti opakovanich. Mezi

jednotlivymi sériemi byla pracovni uhlikova kompozitni elektroda o¢isténa na pomoci Al,Os.
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DC voltamogramy TAD (c = 1-10~* mol/l) zaznamenané na uhlikové kompozitni

elektrodé v prostiedi BR pufr—ethanol (7:3) pti: (1) pH 2, (2) pH 3, (3) pH 4, (4) pH 5, (5) pH
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Obr. 24: DC voltamogramy TAD (c = 1-10~* mol/l) zaznamenané na uhlikové kompozitni

elektrod¢ v prostiedi BR pufr—ethanol (7:3) pti: (1) pH 7, (2) pH 8, (3) pH 9, (4) pH 10, (5)

pH 11, (6) pH 12
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Obr. 25: z4vislost primérnych hodnot 7, (n = 10) TAD (c = 1-10~* mol/l) na pH* v zakladnim

elektrolytu; méfené technikou DCV na uhlikové kompozitni elektrod¢ v prostfedi BR pufr—

1000

ethanol (7:3); odpovidajici data v tab. 5

Obr. 26: zavislost pramé&rnych hodnot £, (n = 10) TAD (c = 1-10~* mol/l) na pH*

v zékladnim elektrolytu; méfené technikou DCV na uhlikové kompozitni elektrod€ v prostiedi

BR pufr—ethanol (7:3); odpovidajici data v tab. 4
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Tab. 4: parametry piimky zavislosti primérmych hodnot £, (n = 10) TAD (c = 1-10~* mol/l)
na pH* v zdkladnim elektrolytu; métené technikou DCV na uhlikové kompozitni elektrodé

v prostiedi BR pufr—ethanol (7:3)

Smérnice [mV/pH*] Usek [mV] r?

—49,1 1103 0,9985

Tab. 5: hodnoty smérodatnych odchylek primérmych hodnot Z, (n = 10) TAD (¢ =1-10"*
mol/l) na pH* v zdkladnim elektrolytu; métené technikou DCV na uhlikové kompozitni

elektrodé¢ v prostiedi BR pufr—ethanol (7:3)

pH* Smérodatna odchylka [nA]
2,5 90,7
3,5 50,1
4,5 54,4
5,5 64,9
6,6 53,1
7.8 63,3
8,8 73,9
10,0 68,8
11,1 72,9
11,9 90,9
12,5 60,0

Nejvhodnéjsi prostiedi pro dalsi méteni bylo vybrano na zakladée velikosti smérodatné
odchylky (tab. 5) a I, (obr. 25). NejmenSi smérodatnou odchylku ma pH* 3,5 a 4,5 pfi
porovnani s /, ma vyssi proud pH* 4,5. Proto bylo i toto pH* vybrano pro dalsi préci jako
nejvhodnéjsi. Stejné optimalni pH prostifedi bylo vybrdno v préaci autora Abu-Nameh E. S.

z roku 2020 (cit. '*) a v praci autora Sartori E. R. z roku 2017 (cit. '¢).

3.2.4 OPAKOVATELNOST MERENI
Pro méfeni opakovatelnosti byla vybrana dvé potencidlova okna 0—1040 mV a 600—
1040 mV. Podminky méfeni jsou uvedeny v popisku obr. 27. Ob¢ okna byla prométena ve

dvou sériich po péti méfenich. Elektroda byla lesténa pomoci Al,Os.
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Obr. 27: zavislost I, TAD (c = 1-107* mol/l) na pofadovém ¢&islu méfeni; méfené technikou
DCV na uhlikové kompozitni elektrodé v prostiedi BR pufr o pH 4—ethanol (7:3). (A) prvni
a (B) druha série méteni pro potencidlové okno 0—1040 mV; (C) prvni a (D) druhé série

méteni pro potencidlové okno 600—-1040 mV

Z méfeni byla vypocitana relativni smérodatna odchylka, kterd pro potencialové okno
0-1040 mV pro prvni sérii mefeni vysla 17 % a pro druhou sérii méfeni vysla 16 %. Pro
potencidlové okno 600—-1040 mV vysla relativni smérodatna odchylka pro prvni sérii méfent

6,7 % a pro druhou sérii méfeni vysla 16 %. U vSech sérii nebylo do vypoctu zapocteno prvni
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meéieni, jelikoz bylo velmi odlehlé. Pro dalsi méfeni bylo tedy vyuZzito potencidlové okno

600-1040 mV.

3.2.5 KALIBRACNI ZAVISLOST

Pro tvorbu kalibra¢ni zavislosti bylo vyuzito prostfedi popsané v obr. 28. Méteni bylo
provedeno po péti opakovanich. Bylo vybrano opakované meéteni vykazujici v dusledku
linearni zavislost obr. 29; odpovidajici data v tab. 6. Cisténi elektrody bylo provedeno

leSténim pomoci Al2Os.

1000 F
800
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I/ nA

400 |

200 F
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Obr. 28: DC voltamogramy TAD zaznamenané na uhlikové kompozitni elektrodé
v prosttedi BR pufr o pH 4—ethanol (7:3). (1) bez ptidavku, (2) ¢t = 1-107° mol/l, (3)
cst = 21072 mol/l, (4) cst = 4-107°> mol/l, (5) cst = 6-107° mol/l, (6) cst = 8-107> mol/l, (7)
cst=1-10"* mol/l
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Obr. 29: kalibra¢ni zavislost TAD; méfené technikou DCV na uhlikové kompozitni elektrodé
v prostfedi BR pufr o pH 4—ethanol (7:3)

Tab. 6: parametry ptimky kalibracni zavislosti TAD; méfené technikou DCV na uhlikové
kompozitni elektrod¢ v prostiedi BR pufr o pH 4—ethanol (7:3)

Smérnice [nA-1/mmol] Usek [nA] r

905 —0,509 0,9935

Byly vypo¢itany hodnoty Lo =2,0-107> mol/l a Lp = 6,0 -107¢ mol/I.

3.2.6 STANOVENI OBSAHU TADALAFILU V LEKU

Pro stanoveni mnozstvi TAD v Iéku Tadalafil Teva 5 mg byla vyuzita metoda
standartniho pfidavku. Podminky méfeni jsou popsané v popisku k obr. 30 a odpovidajici
koncentra¢ni zavislost je zobrazena na obr. 31. Postup pfipravy roztoki je uveden v kap. 2.1.

Elektroda byla ¢isténa pomoci ultrazvuku (1 minuta).
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Obr. 30: zavislost I, na cst TAD; méfené metodou DCV na uhlikové kompozitni elektrodé

v prosttedi BR pufr o pH 4—ethanol (7:3)

Piidavky 3-107°, 4:107° a 5-10~° mol/l nevykazovaly linearni charakter (obr. 30) a dale s nimi

nebylo pracovéno.
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Obr. 31: zavislosti I, na cst TAD; méfené metodou DCV na uhlikové kompozitni elektrodé

v prostiedi BR pufr o pH 4—ethanol (7:3)

Vysledek obsahu TAD v Iéku Tadalafil Teva 5 mg zjistény vyvinutou DCV metodou
vySel 243 %.
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3.3 SPEKTROMETRICKE STANOVENI

3.3.1 MERENI STABILITY

Na spektrofotometru byl prométen vzorek v riiznych pH s riznym obsahem ethanolu,
aby bylo stanoveno vhodné prostiedi. Nejprve byl vzorek proméien s kyselym pufrem o pH 2
(data nejsou ukézana). Pfi poméru ethanolu 9:1 s koncentraci TAD 1-107* mol/l (pfipraveny
ze zé4sobniho roztoku o ¢ = 1-1073 stejné jako vSechny dalsi vzorky) byl rozdil mezi po¢atecni
absorbanci a konecnou pii méteni 17 %. Nasledné byl prométen vzorek s obsahem ethanolu

9:1 o koncentraci 5-10~> mol/l, rozdil mezi po&ateéni absorbanci a kone¢nou pii méfeni byl okolo 2 %.

Dale byla proméfena absorbance pro vzorek s BR pufrem o pH 7 (data nejsou
ukazéana). Pro tato méfeni byl pouzit uz jen vzorek s pomérem ethanolu 8:2 s koncentraci
TAD 1-10* mol/l, ktery mé&l rozdil absorbanci pod 5 % a vzorek s pomérem ethanolu 9:1

s koncentraci TAD 5-107° mol/l, kterému vysel rozdil absorbanci nad 10 %.

Poté byl pfeméten vzorek s BR pufrem o pH 12 (obr. 32). Pro vzorek s pomérem
ethanolu 8:2 s koncentraci TAD 1-10~* mol/l byl rozdil absorbanci okolo 5 % a byl proméfen
vzorek s pomérem ethanolu 9:1 a koncentraci TAD 5-107° mol/l, u kterého vysel rozdil

absorbanci okolo 17 %.

35 ¢
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200 220 240 260 280 300 320
Al nm

Obr. 32: absorpéni spektrum TAD (c = 1-10* mol/l) v prostfedi BR pufru o pH 12—ethanol
(8:2); metené proti blanku (BR pufru o pH 12—ethanol (8:2)) v kiemenné kyveté o délce 1,0 cm
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Pro dal$i méfeni byl tedy vybran jako nejstabilnéj$i vzorek s obsahem ethanolu 8:2
ac= 1.10" mol/l. OvSem v celé praci byl vybran pomér ethanolu 7:3, kvili vysledkiim

namétenym technikami DPV a DCV.

3.3.2 STANOVENi OBSAHU TADALAFILU V LEKU

Pro stanoveni obsahu TAD v 1é¢ivu byla vyuzita metoda standartniho piidavku (obr. 33).
Podminky pro toto stanoveni byly zvolené stejné jako pro techniky DPV a DCV, aby bylo
mozné porovnat vyvinuté voltametrické a spektrofotometrické metody. Koncentrace 1é¢iva
v méfeném roztoku bez ptidavku byla 4-10~> mol/l. Poté byla koncentrace TAD navysena
pfidanim standartniho ptidavku 100 pl, 200 pl, 300 pl a 400 pl ze zasobniho roztoku (¢ =
1-1073 mol/l). Koneé&n4 koncentrace TAD v roztoku byla 8-107> mol/l.
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Obr. 33: zavislost 4 na ¢t TAD v prosttedi BR pufr o pH 4—ethanol (7:3)

Vysledek obsahu TAD v Iéku Tadalafil Teva 5 mg vysel 94,9 %.
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4 ZAVER
Tato prace se zabyva voltametrickym stanovenim TAD na uhlikové kompozitni
elektrod¢. Spektrometricky bylo stanoveno, Ze roztok TAD je stabilni v pufru o hodnoté pH 2,

7 a 12 po dobu 20 minut, pokud se nachazi alespont ve 20 % ethanolu. Dale byly zji§tované

optimélni podminky pro stanoveni TAD metodou DPV a DCV.

Nejprve bylo méfeno vhodné mnozstvi ethanolu pro metodu DPV a DCV. To bylo

vyhodnoceno na 7:3 ethanolu v roztoku, jelikoz poskytoval nejvétsi proudovou odezvu.

Pro méfeni vhodného pH byly vyhodnocovany proudové odezvy pro rozmezi BR pufru
od 2,5 do 12,5 pH. Za nejvhodnéjsi byl stanoven BR pufr o hodnoté pH 4 (pro obé metody
DPV a DCV). Pii vyhodnoceni byl bran ohled na velikost proudu piku a velikost relativni
smérodatné odchylky.

Opakovatelnost byla méfena ve dvou potencidlovych oknech a ve dvou sériich méteni.
Jako nejvhodnéjsi bylo vybrano okno s rozmezim od 600 do 1040 mV, jehoZ smérodatné

odchylka dosahovala hodnot 6,1 % a 3,2 % pro DPV a pro DCV dosahovala 6,7 % a 16 %.

Kalibra¢ni zavislost byla méfena v rozmezi koncentraci od 1-107> mol/l do 1-10* mol/l.
Pro metodu DPV byl Lo = 1,3-10° mol/l a Lp = 4,0:10°® mol/l. Pro metodu DCV byl
Lqa=2,0-10°mol/l a Lp = 6,0-10~° mol/l.

Nasledné byl stanoven TAD v 1é€ivu Tadalafil Teva 5 mg. Jeho obsah metodou DPV byl
stanoven na 148 % a obsah metodou DCV byl stanoven na 234 %. Jako metoda pro srovnani
bala vybrana UV-VIS spektrometrie ve stejném prostredi, které¢ bylo pouzito pro meéteni
obsahu TAD v 1é¢ivu pro metody DPV a DCV (tedy BR pufr o hodnoté pH 4 a ethanol (7:3)),
pii tomto stanoveni vysel obsah TAD 94,9 %. Diivodem zvysenych hodnot u metody DPV a

DCYV miiZe byt ptitomnost dalSich latek v tableté, které jsou schopny ovlivnit stanoveni.
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