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Pevna bismutova kapkova elektroda (SBiDE — solid bismuth drop electrode) je nova pracovni elektroda, kterou od
roku 2020 komeréné€ nabizi na ¢eském trhu spole¢nost Metrohm. Cilem této prace bylo ovéfit pouZzitelnost SBiDE pfi
voltametrickém stanoveni modelové organické latky reprezentujici elektrochemicky redukovatelné biologicky aktivni
slouc¢eniny — lé¢iva metronidazolu (antibiotika pouzivaného k 1é€bé onemocnéni zplisobenych gram-pozitivnimi i gram-
negativnimi anaerobnimi bakteriemi). Podle dostupnych informaci se jedna o viibec prvni publikovanou vyzkumnou praci
vyuZzivajici SBiDE. Za optimélnich podminek (Brittontiv-Robinsoniiv pufr o pH 12,0 byl pouzity jako zakladni elektrolyt
a povrch pracovni elektrody nebyl elektrochemicky regenerovan) byla ziskana pomoci diferencni pulzni voltametrie (DPV)
linearni kalibraéni zévislost metronidazolu v koncentraénim rozmezi od 1 do 600 pmol 1"}, pfi¢emz dosazena mez detekce
(LOD) byla 0,41 umol 1! a mez stanovitelnosti (LOQ) byla 1,4 umol 1"'. Cyklické voltametrie (CV) na SBiDE byla pouzita
pro charakterizaci elektrodového déje pfi ireverzibilni katodické redukci metronidazolu. Nové vyvinuta DPV metoda byla
rovnéZ Usp&né pouZita pii stanoveni metronidazolu v autentickych vzorcich pitné vody (LOD = 1,8 pmol 1! a LOQ =
5,8 pmol 1) a v réiznych 1ékovych formach (jako srovnavaci analyticka metoda byla pouzita UV-Vis spektrofotometrie).

Klicova slova: metronidazol, antibiotika, analyza 1éCiv, elektrochemie, diferen¢ni pulzni voltametrie, cyklicka voltametrie,
pevna bismutova kapkova elektroda, UV-Vis spektrofotometrie

Bc. Johanka JaroSova stu-
dovala v letech 2020-2023 baka-
* & N’ larsky obor Klinicka a toxikolo-

Uvod

Bismutové elektrody (BiE) jsou v elektroanalytické

chemii vyuzivany jako pracovni elektrody jiz od roku
2000. Bismut je velmi Setrny k zivotnimu prostredi a stava
se tak vhodnym elektrodovym materidlem, kterym lze
velmi dobie nahradit kovové rtut'?. Pomoci téchto elek-
trod byly jiz dfive stanoveny ionty kovl Zn, Cd, Pb, Tl, In,
Sn, Sb, Cu, Mn, Cr a Mo (cit.), t¢Z Co a Ni (cit.3’4), ale
také nékteré organické slouceniny, jako jsou pesticidy
nebo 1é¢iva'?. Mezi zékladni typy bismutovych pracov-
nich elektrod patii bismutové filmové elektrody (BiFE)
a bismutové pevné (angl. bulk) elektrody (BiBE), mezi
které 1ze fadit i nami nové zkoumanou pevnou bismutovou
kapkovou elektrodu (SBiDE, z angl. solid bismuth drop
electrode).

BiFE je nejcastéji vyrabéna elektrochemickym nane-
senim tenkého bismutového filmu na povrch pracovni
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gicka analyza na Prirodovédecké
ol fakulte Univerzity Karlovy, kde
na Katedie analytické chemie
vypracovala svoji  bakalarskou
prdci, kterou obhdjila v cervnu
: 2023. V soucasnosti na stejné
katedre vypracovava diplomovou praci v ramci navazuji-
ctho magisterského studia oboru Analyticka chemie, ve
ktere se zabyva vyuzitim pevné bismutové kapkové elektro-
dy pri voltametrickém stanoveni léciv. Vysledky své prdace
prezentovala na celostdtni soutéZi o nejlepsi studentskou
védeckou prdci v oboru analyticka chemie ,,0 cenu
Karla Stulika 2024, ve které ziskala zvldstni cenu firmy
Metrohm Ceskd republika za nejlep§i prdci v oblasti
elektroanalytické chemie.

* Tento prispévek je soucasti seridlu Nové pohledy na analytickou chemii sponzorovaného firmou

Metrohm Ceska republika s.r.o. (www.metrohm.cz) a zahrnujiciho jak piispévky mladych kolegfi

‘ H\ (Rising Stars in Analytical Chemistry), tak i kolegli na vrcholu jejich publikacni aktivity
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(substratové) elektrody za konstantni teploty metodou
in situ nebo ex situ'>°. Metoda in situ je proveditelna ve
dvou variantach. Prvni variantou je vylouceni povlaku
bismutu pfimo v analyzovaném roztoku. Nejcast&ji pouZzi-
vanym zdrojem bismutitych iontd je jejich dobfe disocio-
vatelna sil — dusi¢nan bismutity™*. Koncentrace piiddvané
bismutité soli jsou 10-20krat vyssi nez predpokladané
koncentrace stanovovanych iontd. Redukce soli probiha za
konstantniho potencidlu (—1,0 az —1,4 V vs. Ag|AgCl),
ktery umoznuje vylouceni filmu kovového bismutu. Takto
vznikly film bismutu vydrzi pouze jedno méfeni a nakonec
jsou jeho zbytky elektrochemicky odstranény’. Druhou
variantou provedeni metody in situ je vyredukovani kovo-
vého bismutu v prib&hu samotného méfeni za pomoci
pevného oxidu bismutitého, ktery je pfimichan do uhliko-
vych past ¢i inkousti. Kovovy film je vylouéen pfi poten-
cidlech —0,8 az —1,0 V vs. Ag|AgCl (cit.®). Metoda ex situ
naopak spociva ve vylouceni bismutového filmu ze speci-
alnich pokovovacich roztokd. Vyloucené bismutové filmy
metodou ex sifu jsou stabiln€j$i nez u metody in situ
a vydrzi tak, pokud pfi rozpoustécim kroku nedojde
k jejich oxidaci, po celou dobu méfeni>*®.

BiBE se nejéastdji pfipravuje z bismutového dratku’
nebo nasatim roztavené¢ho bismutu do sklenéné kapilary,
jejiz konec je naslednd vylestén do tvaru disku'?. Vice
podrobnosti o pfipravé a pouziti BiBE lze najit napf.
v pracich®'’.

SBiDE (obr. 1) je nova pracovni elektroda komeréné
dodavana na ¢esky trh spole¢nosti Metrohm od roku 2020
(cit.'"). Jedna se o kapku zatuhnutého kovového bismutu
o prameéru ptiblizn€ 2 mm na konci sklenéné kapilary. Dle
vyrobcee lze tuto elektrodu pouzit bez lesténi ¢i dalsi modi-
fikace jejiho povrchu pro stanoveni nizkych koncentraci
tézkych kovl v jezerech, fekach, podzemnich vodach
a pfedevsim v kontaminované pitné vod¢. Lze stanovovat

Obr. 1. Pevna bismutova kapkova elektroda (SBiDE);
pievzato z materialti poskytovanych vyrobcem'!

616

Chem. Listy 718, 615-624 (2024)

nizké koncentrace od jednotek pg 1!, nékdy je viak moz-
né stanovit koncentraci jiz od jednotek ng I"'. Elektroda je
vhodna pro stopovou analyzu iontl tézkych kovi, jako
jsou Cd, Pb, Ni, Co a Fe, proto dokaze v téchto stanove-
nic1l1112zcela nahradit visici rtutovou kapkovou elektro-
du 7.

Metronidazol (obr. 2), neboli 2-(2-methyl-5-nitro-1-
-imidazolyl)ethanol, je bily, poptipadé nazloutly krystalic-
ky prasek omezené rozpustny ve vodé, dobife rozpustny
v acetonu, ethanolu, dichlormethanu a v etheru. Jedna se
o antibiotikum vyvinuté v roce 1960, pouzivané pro lécbu
onemocnéni zplisobenych gram-pozitivnimi a gram-
negativnimi anaerobnimi bakteriemi (pfedevSim Bactero-
ides fragilis)"*™'¢.

V literatufe jsou jako nejcastéj$i analytické metody
pro stanoveni metronidazolu uvadény elektrochemické
metody (DC voltametrie, diferen¢ni pulzni voltametrie
(DPV) ¢&i square-wave voltametrie)'*'®, separaéni metoda
HPLC-UV'® nebo optické metody UV-Vis absorpéni
spektrofotometrie'® a fluorescenéni spektrofotometrie'’.
V tab. I jsou uvedeny vybrané piiklady stanoveni metroni-
dazolu metodou DPV na riznych pracovnich elektrodach
a pro srovnani jsou uvedeny i vysledky této studie. Pii-
tomnost metronidazolu 1ze také dokazat pomoci 1ékopisné
metody?” slozené ze dvou hlavnich kroki. Prvnim krokem
je detekce na zakladé teploty tani, kterd se pohybuje
v rozmezi 159-163 °C. Druhym krokem je zaznamendani
infracerveného absorpéniho spektra, které se porovna se
spektrem standardu metronidazolu. Stanoveni metroni-
dazolu 1ékopisnou metodou® spodivda v rozpusténi
0,1500 g vzorku metronidazolu v 50 ml bezvodé octové
kyseliny a titraci vzniklého roztoku 0,1M HCIO,4. Bod
ekvivalence je urcen potenciometricky s platinovou indi-
kacni elektrodou a kalomelovou nebo argentchloridovou
referentni elektrodou.

Metronidazol byl v tomto vyzkumu zvolen jako mo-
delové 1é¢ivo reprezentujici elektrochemicky redukovatel-
né biologicky aktivni latky. Cilem této prace bylo ovéteni
vyuzitelnosti nového typu komeréné dodavané bismutové
pracovni elektrody (SBiDE) pfi voltametrickém (DPV)
stanoveni modelové organické latky, pficemz dle dostup-
nych informaci se jedna o zcela prvni ve svété publikova-
nou praci na toto téma. Cyklicka voltametrie (CV) na
SBIiDE byla v této studii pouzita pro charakterizaci kato-
dické redukce metronidazolu a nové vyvinuta DPV meto-
da byla uspésné aplikovana pfi stanoveni metronidazolu
v autentickych vzorcich pitné vody a v rliznych 1ékovych

g
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OH

Obr. 2. Strukturni vzorec metronidazolu
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Tabulka I

Ptiklady stanoveni metronidazolu metodou DPV s uvedenim dosazenych mezi detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ)
Elektroda * Prostredi Linearni rozsah LOD LOQ Lit.

[pmol 1] [pmol 17'] [pmol 1]

AgSE BR pufr pH 10,0 1-400 0,55 1,8 17
BiF-PLE BR pufr pH 4,0 0,2-2 a2-30 0,039 0,13 18
DMIP/CPE BR pufr pH 5,0 0,4-200 0,091 0,30 21
DNA/GCE 0,1M octanovy pufr pH 4,5 1-100 1,7 5,7 22
GCE 0,1M octanovy pufr pH 4,5 2,9-100 3,4 11 22
HMDE BR pufr pH 9,0 0,23-1,8 0,036 0,12 23
m-AgSAE BR pufr pH 8,0 2-100 0,057 0,19 24
p-AgSA-CE BR pufr pH 4,0 2-100 1,2 4,0 25
SBiDE BR pufr pH 12,0 1-600 0,41 1,4 tato prace

* AgSE - stiibrna pevna elektroda, BiF-PLE — bismutovym filmem modifikovana tuhova elektroda, DMIP/CPE — uhlikova
pastova elektroda modifikovana polymernim hybridnim filmem s duplexnim molekulovym otiskem, DNA/GCE — elektroda
ze skelného uhliku modifikovana DNA, GCE - elektroda ze skelného uhliku, HMDE - visici rtutova kapkova elektroda,
m-AgSAE — rtutovym meniskem modifikovana stiibrna pevna amalgamova elektroda, p-AgSA-CE — lesténa stiibrma pevna
amalgamova kompozitni elektroda, SBiDE — pevna bismutova kapkova elektroda

formach, kde jako srovnavaci analyticka metoda byla pou-
zita UV-Vis spektrofotometrie. Cést tohoto vyzkumu byla
jiz dfive prezentovana na studentské konferenci O cenu
Karla Stulika 2024 (cit.”®), piiemz tento ¢lanek predsta-
vuje vyznamné rozsifeni soutézniho piispévku zahrnujici
rovnéZ popis dalSich experimentt a jejich vysledku.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie a vzorky

Zasobni roztok metronidazolu (p.a., Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Némecko) o koncentraci 1:10~ mol 1™ byl
pfipraven v deionizované vodé€. Zakladnim elektrolytem
byl Brittoniv-Robinsontiv (BR) pufr pfipraveny smicha-
nim zasadité slozky (0,2M NaOH (p.a., Penta, Praha, CR))
s kyselou slozkou (85% H;PO,4, H;BO; (p.a., Lach:Ner,
Neratovice, CR) a 99,8% CH3;COOH (p.a., Penta, Praha,
CR)) o koncentraci viech kyselin 0,04 mol I"". Pro optima-
lizaci prostfedi autentickych vzorkl pitné vody byl pouzit
vodny roztok chelatonu III (Na,EDTA, p.a., Penta, Praha,
CR) o koncentraci 0,1 mol 1. Pitna voda byla odebrana
z vodovodniho fadu v budové Chemického ustavu
(Hlavova 8, Praha 2) Pfirodovédecké fakulty Univerzity
Karlovy.

Léciva, infuzni roztok Efloran 500 mg/100 ml
(KRKA, Slovinsko), tableta Entizol 250 mg (Polpharma,
Polsko), vaginalni tableta Entizol 500 mg (Polpharma,
Polsko) a infuzni roztok Noridem 500 mg/100 ml
(Noridem Enterprises Limited, Kypr), byla pouzita pro
voltametrické a srovnavaci UV-Vis spektrofotometrické
stanoveni obsahu metronidazolu v 1ékovych formach.
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Aparatura

Voltametricka méfeni byla provadéna pomoci analy-
zatoru Eco-Tribo Polarograf ovladaného programem Polar
Pro verze 5.1 (Eco-Trend Plus, Praha, CR). Pro méfeni
bylo pouzito tiielektrodové zapojeni. Jako pracovni elek-
troda byla pouzita SBiDE (typ 6.0346.000, primér kapky
bismutu 2 mm, Metrohm, Herisau, Svycarsko), jako refe-
rentni elektroda byla pouzita argentchloridova elektroda
(typ 10-20+polaro Ag 10 10-2014-3, 3M KCl, Elektroche-
mické Detektory, Turnov, CR) a jako pomocna elektroda
byla pouzita platinova dratkova elektroda (ETP CZ
P01306, Elektrochemické Detektory, Turnov, CR).

Byla pouzita technika DPV s parametry: rychlost
polarizace 20 mV s, potencidlovy krok 3 mV, sitka pul-
zu 100 ms (proud vzorkovan poslednich 20 ms), vyska
pulzu =50 mV a perioda pulzu 150 ms. CV vyuZivala
rychlosti polarizace 10-1000 mV s a potencialovy krok
3 mV. Ve voltametrické nadobce byly analyzované vzorky
o celkovém objemu 20,0 ml.

Spektrofotometrickd meéfeni byla provadéna na pii-
stroji Agilent 8453 v programu UV-Visible ChemStation
verze 9.01 (oboji Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). Méfeno bylo v kiemennych kyvetach o mérné
tloust’ce 1,0 cm proti vodnému roztoku BR pufru o daném
pH. Absorbance pfipravenych roztokii byla méfena
v rozmezi vinovych délek 200—1100 nm.

pH bylo méfeno pomoci digitdlntho pH metru
Jenway 3510 (Jenway, Felsted, Velka Britanie)
s kombinovanou sklenénou elektrodou.
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Vysledky a diskuse

Voltametrické chovani metronidazolu na pevné
bismutové kapkové elektrodé

Prvnim krokem bylo nalezeni vhodného pocatku po-
tencidlového okna (Ej,) tak, aby naméteny pik analytu byl
co nejlépe vyvinuty, vyhodnotitelny a voltamogramy zé-
kladniho elektrolytu vykazovaly co nejniZsi proud pozadi
(obr. 3a). SBiDE je velmi citliva na pouziti potenciald, pfi
kterych dochazi k tvorbé oxidi bismutu anebo rozpousténi
bismutu samotného. Pokud byla bismutova elektroda po-
nechana v roztoku pufru po dobu 5 s a vice pfi potencialu
otevieného obvodu nebo na vzduchu, bismut zacal oxido-
vat a vzniklé oxidy byly nésledné pfi prvnim voltametric-
kém meéteni redukovany za vzniku signalti s velkou vys-
kou piku (obr. 3b).

—— =410 mV/|
—-420 mV

0.0 L L L
-420 -440

E[mV]

-480
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Dalsim krokem pfi vyvoji DPV metody bylo nalezeni
vhodného zakladniho elektrolytu. Voltametrické chovani
metronidazolu o koncentraci 1:10~ mol ! bylo zkouma-
no ve vodném prostfedi BR pufru o pH 2,0-12,0. Z obr.
4a je patrné, Ze metronidazol ve vodném roztoku BR pufru
v rozmezi pH 3,0-12,0 poskytuje jeden dobfe vyvinuty
pik, ktery odpovida ctyfelektronové ireverzibilni redukci
nitroskupiny na odpovidajici hydroxylaminoskupinu'®. Za
povsimnuti jisté stoji skutecnost, Ze potencial piku (E))
metronidazolu se s rostoucim pH posunuje k nega-
tivné€j$im hodnotdm v urcité sigmoidni zavislosti (obr. 4b),
pficemz bézny trend pozorovany u tohoto analytu na elek-
trodach z jinych materidlli je posun E, s pH linedrni,
s hodnotou smérnice blizici se ocekavané teoretické hod-
noté =59 mV pH! (cit.?"**?®). Pro tento jev vak momen-
talné nemame zadné vysvétleni a bude v ramci dal§iho
vyzkumu zkouman, ptredev§im prostifednictvim studia

2

B ' T ' 1 1

-600 -800 -1000

E[mV]

-1200 -1400

Obr. 3. (a) Nalezeni po&atku potencialového okna vodného roztoku BR pufru o pH 12,0 na SBIiDE technikou DPV (cit.%).
(b) Priklad prvniho (1) a druhého (2) méfeni ve vodném roztoku BR pufru o pH 12,0 na SBiDE technikou DPV p¥i E;, = —440 mV
(cit.”®). Barevna verze viech obrazki je dostupna na webovych strankach Gasopisu Chemické listy
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Obr. 4. (a) DP voltamogramy metronidazolu (¢ = 1-10~> mol I'") zaznamenané na SBiDE ve vodnych roztocich BR pufru
o pH 2,0-12,0 (cit.”%). (b) Odpovidajici zavislost potencialu piku (E,) a vy$ky piku (I,) metronidazolu (¢ = 110~ mol I'") na pH

618
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dalsich strukturné podobnych elektrochemicky aktivnich
latek na SBiDE. Jako optimalni prostfedi pro dal§i méfeni
byl vybran vodny roztok BR pufru o pH 12,0, protoZze toto
prostiedi poskytovalo dobie vyvinuty pik a nejvyssi prou-
dovou odezvu (Z,) analytu (obr. 4b).

Voltametrické chovani metronidazolu na SBiDE bylo
rovnéZ zkoumano pomoci CV, pti¢emz hlavni diraz byl
kladen na urceni reverzibility elektrodové reakce pfi re-
dukci nitroskupiny pfitomné ve struktufe metronidazolu
a na zjisténi, jakym dé&jem je tato reakce, resp. cely elek-
trodovy proces, na SBiDE kontrolovana. Vliv raznych
rychlosti polarizace (10, 20, 50, 100, 200, 500 a 1000
mV s') na chovani metronidazolu (¢ = 1-10™* mol I'") pii
CV byl zkouman ve tfech riiznych prostfedich — kyselém
(BR pufr o pH 3,0), neutralnim (BR pufr o pH 7,0) a zésa-
ditém (BR pufr o pH 12,0). V kyselém prosttedi nebylo

ITuA]

1 1 1 1 1 1
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mozné na ziskanych voltamogramech vyhodnotit odezvu
metronidazolu. CV metronidazolu v neutrdlnim a zasadi-
tém prostedi pfi rychlosti polarizace 200 mV s jsou
zobrazeny na obr. 5a, pfiemz je patrné, Ze elektrodova
reakce odpovidajici Ctyfelektronové redukei nitroskupiny
na odpovidajici hydroxylaminoskupinu je i na SBiDE
ireverzibilni (resp. v prostiedi o pH 12,0 ji 1ze povazovat
i za kvazi-reverzibilni). V obou zkoumanych prostredich
byly pfi jednotlivych rychlostech polarizace (v) vyhodno-
ceny vysky piku (/,) metronidazolu a do grafu byly vyne-
seny zavislosti log |I;| vs. log v (obr. 5b), z jejichZ absolut-
nich hodnot smérnic (|k|) je mozné urcit, jakym krokem
(nejcastéji difuze analytu pfi |k| = 0,5, adsorpce analytu pii
|k| = 1,0 ¢i kinetika elektrodové reakce pii 0 < |k < 0,5)
jsou elektrodové d&e na SBIiDE kontrolovany®.
V neutralnim prostfedi byla ziskana zavislost logaritmu

3,6 T T T T T
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Obr. 5. (a) Cyklické voltamogramy metronidazolu (¢ = 1-10™ molI'") zaznamenané na SBiDE pfi rychlosti polarizace (v)
200 mV s' ve vodném roztoku BR pufru o pH 7,0 (1) a 12,0 (2). (b) Zavislost log |I;| metronidazolu (¢ = 1-107* mol 1)
na log v zmé¥ena pomoci cyklické voltametrie na SBiDE v rozmezi rychlosti polarizace 10-1000 mV s™' v prostitedi BR pufru

opH 7,0 (1) a 12,0 (2)
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Obr. 6. (a) DP voltamogramy metronidazolu (¢ = 110> mol 1I'") (n = 20) zaznamenané na SBiDE ve vodném roztoku BR pufru
o pH 12,0 bez pouZiti regeneracnich potencialii (1) a s regeneranimi potencialy E;, , = —490 mV, Eg, .= —1500 mV (2). (b)
Odpovidajici zavislost proudové odezvy (I,) metronidazolu (c = 110 mol I'") na pofadovém &isle méteni (V) (n = 20), méfeno na
SBiDE ve vodném roztoku BR pufru o pH 12,0 technikou DPV bez pouZiti regeneraé¢nich potenciali (1) a s regenera¢nimi poten-

cialy Ei, ,=—490 mV, Eg, ,=—1500 mV (2) (cit.”)
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absolutni hodnoty vysky piku metronidazolu na logaritmu
rychlosti polarizace s absolutni hodnotou smérnice 0,29
ar’=0,9891 (obr. 5b, zavislost 1). To znaéi, ze v tomto
prostiedi je elektrodovy dé& kontrolovany cisté kinetikou
elektrodové reakce, tedy jeji nizkou rychlosti. V zasaditém
prostiedi (obr. 5b, zavislost 2) nelze ziskanou zavislost
spolehlivé prolozit pfimkou v celém studovaném intervalu
rychlosti polarizace, avSak je mozné ji proloZit v rozmezi
vys§ich rychlosti polarizace 50-1000 mV s ' a ziskat ab-
solutni hodnotou smérnice 0,42 a > = 0,9871, které na-
svédcuji d&ji kontrolovanému spise difuzi; v rozmezi rych-
losti polarizace 50-200 mV s ' je vliv difuze jiz zcela
prevazujici (Jk| = 0,50 a 7* = 0,9965).

Dale bylo zjistovéano, zda je nutné provadét elektro-
chemickou regeneraci pii opakovanych DPV stanovenich
metronidazolu na SBiDE, aby nedochazelo k pasivaci
pracovni elektrody a stanoveni vykazovala dobrou opako-
vatelnost. Regeneracni potenciélly27 Eyn .= —490 mV
a Eg, .= —1500 mV byly vkladany po dobu 30 s pfed kaz-
dym métenim (kazdy z nich stfidavé vzdy po dobu 100 ms
v celkem 150 cyklech). Aplikované regeneracni potencialy
mirn¢ zvysily proudovou odezvu metronidazolu (obr. 6a),
avsak zhorsily opakovatelnost (dochazelo k postupnému
nartstu vySky piku; obr. 6b, sada bodi 2 s hodnotou
s:= 1,2 %, n = 20), proto byla nasledujici meteni techni-
kou DPV provadéna bez vkladani téchto regeneracnich
potenciall (obr. 6b, sada bodt 1 s hodnotou s, = 0,045 %,
n=20).
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Voltametrické stanoveni metronidazolu na pevné
bismutové kapkové elektrodé

Kalibra¢ni zavislosti metronidazolu byly méfeny
v koncentra¢nim rozmezi 1-10® — 1:10 mol "', Kalibra-
ce byla prométena kromé optimalniho prostfedi vodného
roztoku BR pufru o pH 12,0 také v prostfedich o pH 3,0
a 7,0. Jevilo se jako zajimavé zjistit, jaky prab¢h bude mit
koncentracni zavislost metronidazolu v kyselém ¢i neut-
rdlnim prostiedi, avSak bylo potvrzeno, Ze pro stanoveni
metronidazolu je kyselé i neutrdlni prostiedi nevyhovujici.
Kalibra¢ni zavislost v prostiedi BR pufru o pH 12,0 je
linearni v koncentraénim rozsahu metronidazolu 1-10°° —
6:10 mol 1'". Mez stanovitelnosti (LOQ; 1007k) ¢&inila
14 pumol 1" a mez detekce (LOD; 3o/k) 0,41 pmol 1.
Na obr. 7a jsou znazornény DP voltamogramy metroni-
dazolu (¢ = 1:10° — 1-10~ mol ') v prosttedi BR pufru
o pH 12,0. Na obr. 7b je zobrazena odpovidajici kalibracni
zavislost vysky piku metronidazolu na jeho koncentraci
(c=110°=1-10" mol I'"). V tab. II jsou uvedeny para-
metry jednotlivych kalibra¢nich piimek.

U fady organickych elektrochemicky aktivnich slou-
¢enin je mozné pro dalsi zvySeni citlivost jejich stanoveni
(a tedy snizeni hodnot LOD a LOQ) vyuzit vlozenym po-
tencidlem stimulovanou adsorpéni akumulaci analytu na
povrch pracovni elektrody®’. V piipadé stanoveni metro-
nidazolu na SBiDE vSak nebylo mozné techniku diferenc-
ni pulzni adsorpéni rozpoustéci voltametrie pouzit, proto-

0 L L L L L
0 200 400 600 800 1000

¢ [umol I

Obr. 7. (a) DP voltamogramy metronidazolu (¢ = 1-1000 pmol I'') zaznamenané na SBiDE ve vodném roztoku BR pufru
o pH 12,0; Gerna barva znaéi zakladni elektrolyt (cit.?%). (b) Kalibraé&ni zavislost vy$ky piku na koncentraci metronidazolu
(¢ =1-1000 pmol I'"); chybové setky pro n = 5; rovnice regrese: I, [nA] =—9,47¢ [umol 17 - 0,585; #* = 0,9993 (cit.*)

Tabulka II

Parametry kalibracnich pfimek metronidazolu pro techniku DPV na SBiDE v prostfedi vodného roztoku BR pufru
opH 12,0

¢ [umol 1] Smérnice [mA 1 mol '] Usek [nA] P

1-10 -10,2 -2,62 0,9963

10-100 —9,43 10,2 0,9723

100-600 -9,30 —84,8 0,9976
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ze mezi zacatkem vyuzitelného potencialového okna ohra-
nicené¢ho elektrochemickou oxidaci povrchu bismutové
kapky (—440 mV, obr. 3a) a mezi potencidlem piku metro-
nidazolu (cca =700 mV, obr. 7a) se nenachazi zadné pro
tento Ucel vhodné akumulaéni potencidly, pii kterych by
bud’to nedochazelo k degradaci povrchu pracovni elektro-
dy, nebo k nechténé elektrolyze metronidazolu.
Aplikovatelnost nové vyvinuté DPV metody byla
ovétena pii stanoveni metronidazolu v autentickych vzor-
cich pitné vody. Pitna voda byla odebrana z vodovodni
sit¢ v budové Chemického uUstavu Piirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy v Praze. Autentické vzorky o objemu
20,0 ml byly tvofeny 18,0 ml pitné vody obsahujici ptfida-
ny standard metronidazolu o urc¢ité koncentraci a 2,0 ml
BR pufru o pH 12,0, které navic obsahovaly nezbytny
pridavek 100 pl roztoku chelatonu III o koncentraci
0,1 mol I"' pro potlagen interferujiciho vlivu kationtd piitom-
nych v pitné vod&®’. Kalibratni zavislost metronidazolu
v autentickych vzorcich pitné vody byla méfena
v koncentraénim rozmezi 1:10° - 1-10* mol I s rovnici regre-
se celkové linearni zavislosti: Z, [nA] = —6,47¢ [umol 1'-132;
¥ =0,9586 (LOD= 1,8 pmol ' a LOQ = 5,8 pmol I'"). Z nizsi
hodnoty smérnice ziskané zavislosti oproti zavislostem
z obr. 7b a tab. II je patrné, Ze matrice pitné vody mirné
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snizuje citlivost stanoveni, pfi¢emz urcitou roli zde hraje
i nafedéni autentickych vzorki pitné vody zakladnim elek-
trolytem v objemovém pomeéru 9:1.

Stanoveni metronidazolu v 1ékovych formach

Voltametrické stanoveni metronidazolu v 1é¢ivech
bylo provadéno metodou ptidavku standardu za dtive zis-
kanych optimalnich podminek v infuznim roztoku Efloran
500 mg/100 ml, v tablet¢ Entizol 250 mg, vaginalni table-
t¢ Entizol 500 mg a v infuznim roztoku Noridem
500 mg/100 ml. Pro méfeni metodou DPV byly pfiprave-
ny roztoky 20,0 ml BR pufru o pH 12,0, které obsahovaly
200 pl zasobniho roztoku 1éCiva bez pridavku a s pridavkem
50 ul zasobniho roztoku standardu (¢ = 1:10% mol 1), jehoz
objem se v nasledujicim vzorku zvysil vzdy o 50 pl. Stanove-
ni metronidazolu v infuznim roztoku Efloran probihalo
v koncentraénim rozmezi piidaného standardu 5-10° —4-10™*
mol I, Stanoveni metronidazolu v tabletich a infuznim
roztoku Noridem probihalo v koncentracnim rozmezi pii-
daného standardu 5-10°— 6-10* mol I"'. Na obr. 8a jsou
pro ilustraci ukazany DP voltamogramy metronidazolu
zaznamenané pii jeho stanoveni v tableté Entizol 250 mg
a na obr. 8b je zndzornéna zavislost vysky piku na kon-
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Obr. 8. (a) DP voltamogramy metronidazolu zaznamenané na SBiDE ve vzorcich tvofenych podilem tablety Entizol 250 mg
a pFidanym standardem analytu (¢ = 0—600 pmol 1I"") p¥i pouZiti metody piidavku standardu ve vodném roztoku BR pufru o pH
12,0. Cerna barva znaci zakladni elektrolyt. (b) Zavislost vysky piku na koncentraci pridaného standardu metronidazolu v tableté

Entizol 250 mg (¢ = 0-600 pmol 1""); chybové useky pro n =5

Tabulka IIT

Parametry linedrnich koncentra¢nich zavislosti pfidaného standardu metronidazolu v jednotlivych 1é¢ivech ziskané pomoci
DPV na SBiDE v prostiedi vodného roztoku BR pufru o pH 12,0

Lécivo Cstandard metronidazolu | LMO] l_l] Smérnice [mA 1 mol_]] Usek [nA] s

Infuzni roztok Efloran 0-400 -7,31 —132 0,9961
Tableta Entizol 250 mg 0-600 =7,08 =775 0,9982
Tableta Entizol 500 mg 0-600 —4,80 —466 0,9944
Infuzni roztok Noridem 0-600 —7,42 —580 0,9991
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Obr. 9. (a) Absorpéni spektra metronidazolu zaznamenana v kiemennych kyvetach o mérné tloust’ce 1,0 cm v rozsahu vinovych
délek 200-1100 nm ve vzorcich tvofenych podilem tablety Entizol 250 mg a pfidanym standardem analytu
(c = 0-80 pmol I'") p¥i pouZiti metody p¥idavku standardu ve vodném roztoku BR pufru o pH 12,0. (b) Zavislost absorbance
pii vinové délce 320 nm (A1) na koncentraci pridaného standardu metronidazolu v tableté Entizol 250 mg (¢ = 0-80 umol I'");
chybové tsecky pro n =15

centraci ptidaného standardu metronidazolu v téze tableté. ho roztoku standardu (¢ = 1-10 mol 1'"), jehoZ objem se
V tab. III jsou uvedeny parametry linearnich koncentrac- v nasledujicim vzorku zvysil vzdy o 100 pl. Stanoveni
nich zavislosti pfidaného standardu metronidazolu metronidazolu v infuznim roztoku Efloran probihalo
v jednotlivych lécivech. v koncentraénim rozmezi piidaného standardu 1-107° —

Jako srovnavaci metoda k voltametrickému stanoveni 6:10 mol 1", Stanoveni metronidazolu v tabletach a in-
metronidazolu v lé¢ivech pomoci metody pfidavku stan- fuznim roztoku Noridem probihalo v koncentraénim roz-
dardu za diive ziskanych optimalnich podminek byla pou- mezi ptidaného standardu 1-10° — 8107 mol I''. Na
zita UV-Vis absorp¢ni spektrofometrie. Pro méfeni meto- obr. 9a jsou pro ukazku uvedeny UV-Vis absorpéni spek-
dou pridavku standardu byly pfipraveny roztoky 10,0 ml tra metronidazolu zaznamenané pii jeho stanoveni v table-
BR pufru o pH 12,0, které obsahovaly 200 pl zasobniho té Entizol 250 mg, na obr. 9b je znazornéna odpovidajici
roztoku léCiva bez pfidavku a s pfidavkem 100 pl zasobni- zavislost absorbance pii vinové délce 320 nm na koncen-
Tabulka IV

Parametry linearnich koncentraénich zavislosti pfidaného standardu metronidazolu v jednotlivych 1é¢ivech ziskané pomoci
UV-Vis spektrofotometrie pfi vinové délce 320 nm v kfemennych kyvetach o mérné tloust'ce 1,0 cm v prostiedi vodného
roztoku BR pufru o pH 12,0 v rozsahu vlnovych délek 200—-1100 nm

Lécivo Cstandard metronidazolu | LMO]1 lfl] Smérnice [1 molfl] Usek P
Infuzni roztok Efloran 0-60 7,96-10° 0,256 0,9999
Tableta Entizol 250 mg 0-80 7,76:10° 0,167 0,9957
Tableta Entizol 500 mg 0-80 7,60-10° 0,131 0,9940
Infuzni roztok Noridem 0-80 7,94:10° 0,167 0,9995
Tabulka V

Hodnoty vypocteného mnozstvi metronidazolu v 1é¢ivech vztazené k deklarovanému mnozstvi metronidazolu na obalech
léciv ziskané pomoci nové vyvinuté metody (Wyolametic) @ stovnavaci analytické metody (Wspekirofotometric). POmMEr vyse uvedenych
hodnot Wyglametrie / Wepekirofotometrie Pak udava skutecnou vytéznost metody DPV na SBiDE vii¢i analytické srovnavaci metode

Lécivo Wyoltametrie [ /0] Wepektrofotometrie [ /0] Wryoltametrie / Wspektrofotometrie | /0]
Infuzni roztok Efloran 180 161 112
Tableta Entizol 250 mg 127 131 97
Tableta Entizol 500 mg 134 119 113
Infuzni roztok Noridem 78 106 74
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traci ptfidané¢ho standardu metronidazolu. V tab. IV jsou
uvedeny parametry linearnich koncentracnich zavislosti
pfidaného standardu metronidazolu v jednotlivych 1éci-
vech. V tab. V jsou porovnané vysledky ziskané pomoci
DPV na SBiDE a UV-Vis spektrofotometrie.

Zavér

V této praci byla studovana nova komercéné dostupna
pracovni elektroda — pevna kapkova bismutové elektroda
(SBiDE) — a zkouméno jeji vyuZiti pro voltametrické sta-
noveni 1é¢iva metronidazolu pomoci techniky diferencni
pulzni voltametrie (DPV). Za optimalnich podminek
bylo v prostiedi BR pufru o pH 12,0 dosazeno LOD =
0,41 pmol 1" a LOQ = 1,4 pmol 1", Nové vyvinutd DPV
metoda byla rovnéz uspé€Sné pouzita pfi stanoveni metro-
nidazolu v autentickych vzorcich pitné vody (LOD =
1,8 umol I'! a LOQ = 5,8 pmol 1'") a v riznych 1ékovych
forméch — v infuznim roztoku Efloran 500 mg/100 ml,
tableté Entizol 250 mg, vaginalni tableté Entizol 500 mg
a v infuznim roztoku Noridem 500 mg/100 ml. Jako srov-
navaci analytickd metoda byla u 1ékovych forem pouzita
UV-Vis spektrofotometrie.

U infuzniho roztoku Efloran 500 mg/100 ml, tablety
Entizol 250 mg a vaginalni tablety Entizol 500 mg jsou
hodnoty stanoveného mnozstvi 1éCiva metronidazolu
(uvadéné jako hodnoty vytéznosti v procentech) za da-
nych optimalnich podminek pfi pouziti DPV na SBiDE
a UV-Vis spektrofotometrie srovnatelné. U infuzniho roz-
toku Noridem 500 mg/100 ml bylo voltametrickou meto-
dou stanoveno 78 % metronidazolu a spektrofoto-
metrickou metodou bylo stanoveno 106 % metronidazolu.
Z toho vyplyva, ze DPV na SBiDE je vhodné pro stanove-
ni metronidazolu v nasledujicich 1ékovych formach: infuz-
ni roztok Efloran 500 mg/100 ml, tableta Entizol 250 mg
a vaginalni tableta Entizol 500 mg.
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J. JaroSova and V. Vyskod&il (Charles University,
Faculty of Science, Department of Analytical Chemistry,
UNESCO Laboratory of Environmental Electrochemistry,
Prague, Czech Republic): Voltammetric Determination
of the Drug Metronidazole Using a Solid Bismuth Drop
Electrode

Solid bismuth drop electrode (SBiDE) is a new work-
ing electrode commercially available on the Czech market
since 2020 by the company Metrohm. The aim of this
work was to verify the applicability of SBiDE for the volt-
ammetric determination of a model organic substance
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representing electrochemically reducible biologically ac-
tive compounds, namely, the drug metronidazole (an anti-
biotic used to treat diseases caused by both Gram-positive
and Gram-negative anaerobic bacteria). To the best of our
knowledge, this is the very first published research work
using SBiDE. Under optimum conditions (Britton-
Robinson buffer of pH 12.0 was used as the supporting
electrolyte and the working electrode surface was not elec-
trochemically regenerated), a linear calibration depend-
ence of metronidazole was obtained using differential
pulse voltammetry (DPV) in the concentration range from
1 to 600 pmol L', with the limits of detection (LOD) and
quantification (LOQ) of 0.41 umol L™ and 1.4 umol L™,
respectively. Cyclic voltammetry (CV) on SBiDE was
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used to characterize the electrode process of the irreversi-
ble reduction of metronidazole. The newly developed
DPV method was also successfully applied for the deter-
mination of metronidazole in authentic drinking water
samples (LOD = 1.8 ymol L™ and LOQ = 5.8 ymol L")
and in various dosage forms (UV-Vis spectrophotometry
was used as a comparative analytical method).

Full text English translation is available in the on-line
version.

Keywords: metronidazole, antibiotics, drug analysis, elec-
trochemistry, differential pulse voltammetry, cyclic volt-
ammetry, solid bismuth drop electrode, UV-Vis spectro-
photometry
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