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Uvod

Pevna bismutova kapkova elektroda (SBiDE, z angl.
solid bismuth drop electrode) je nova pracovni elektroda
komeréné dodavana na Cesky trh spolecnosti Metrohm od
roku 2020. Dle vyrobce lze tuto elektrodu pouzit pro sta-
noveni nizkych koncentraci tézkych kovi v jezerech, fe-
kéach, podzemnich vodach a pfedev§im v kontaminované
pitné vod¢. Lze stanovovat nizké koncentrace od jednotek
ug 1™, nékdy je vsak mozné stanovit koncentraci jiz od
jednotek ng 1™, Elektroda je vhodna pro stopovou analyzu
iontl tézkych kovu, jako jsou Cd, Pb, Ni, Co i Fe, proto
dokaze v téchto stanovenich zcela nahradit visici rtutovou
kapkovou elektrodu'.

Metronidazol, neboli 2-(2-methyl-5-nitro-1-imidazo-
lylethanol, je bily, popfipadé nazloutly krystalicky prasek
omezené rozpustny ve vodé, dobfe rozpustny v acetonu,
ethanolu, dichlormethanu a v etheru. Jedna se o antibioti-
kum, vyvinuté v roce 1960, pouzivané pro 1é¢bu onemoc-
néni zplsobenych gram-pozitivnimi a gram-negativnimi
anaerobnimi bakteriemi (piedevsim Bacteroides firagilis)*®.

Metronidazol byl v tomto vyzkumu zvolen jako mo-
delové 1écivo reprezentujici elektrochemicky redukovatel-
né biologicky aktivni latky. Cilem této prace bylo ovéfeni
vyuzitelnosti nového typu komeréné dodavané bismutové
pracovni elektrody (SBiDE) pii voltametrickém stanoveni
modelové organické latky, pfi¢emz dle dostupnych infor-
maci se jedna o zcela prvni ve svété publikovanou praci na
toto téma. Noveé vyvinuta diferenéné pulzné voltametricka
metoda byla rovnéz uspésné aplikovana pfi stanoveni me-
tronidazolu v riznych 1ékovych formach.
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Experimentalni ¢ast
Chemikalie a vzorky

Zasobni roztok metronidazolu (p.a., Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Némecko) o koncentraci 1-10* mol 1" byl
pfipraven v deionizované vod¢. Zakladnim elektrolytem
byl Brittoniv-Robinsoniiv (BR) pufr pfipraveny smicha-
nim zasadité slozky (NaOH o koncentraci 0,2 mol I"* (p.a.,
Penta, Praha, CR)) s kyselou slozkou (85% H;PO,, H;BO;
(p-a., Lach:Ner, Neratovice, CR) a 99,8% CH;COOH (p.a.,
Penta, Praha, CR)) o koncentraci vSech kyselin
0,04 mol 1",

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 spektrofotometrické stanoveni
obsahu metronidazolu v lékovych formach.

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 tfielektrodové zapojeni. Jako pracovni elek-
troda byla pouzita SBiDE (typ 6.0346.000, Metrohm,
Herisau, Svycarsko), jako referentni elektroda byla pou-
zita argentchloridova elektroda (typ 10-20+polaro
Ag 10 10-2014-3, 3mol "' KCl, Elektrochemické Detekto-
ry, Turnov, CR) a jako pomocna elektroda byla pouzita
platinova dratkova elektroda (ETP CZ P01306, Elektro-
chemické Detektory, Turnov, CR).

Byla pouzita technika diferenéni pulzni voltametrie
(DPV) s parametry: Sitka pulzu 100 ms (proud vzorkovan
poslednich 20 ms), perioda pulzu 150 ms a vyska pulzu
—50 mV. Ve voltametrické nadobce byly analyzované
vzorky o celkovém objemu 20 ml.

Spektrofotometrickd méfeni byla provadéna na pfi-
stroji Agilent 8453 v programu UV-Visible ChemStation
verze 9.01 (oboji Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). Meéteno 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 vlnovych délek 200-1100 nm.

Pomoci digitalniho pH metru Jenway 3510 (Jenway,
Felsted, Velka Britanie) s kombinovanou sklenénou elek-
trodou byly pfipraveny vodné roztoky BR pufru o rizném
pH.
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Vysledky a diskuse

Prvnim krokem bylo nalezeni vhodného pocatku po-
tencialového okna (Ej,) tak, aby naméteny pik analytu byl
co nejlépe vyvinuty, vyhodnotitelny a voltamogramy za-
(obr. la). SBIDE je velmi citlivd na pouZiti potencialll, pfi
kterych dochézi k tvorbé oxidii bismutu anebo rozpousténi
bismutu samotného. Pokud byla bismutova elektroda po-
nechana v pufru po dobu 5 s a vice pfi potencialu otevie-
ného obvodu nebo na vzduchu, bismut zafal oxidovat
a vzniklé oxidy byly nasledné pi#i prvnim voltametrickém
meéfeni redukovany za vzniku signalt s velkou vyskou
(obr. 1b).

Dalsim krokem pii vyvoji DPV metody bylo nalezeni
vhodného zakladniho elektrolytu. Chovani metroni-
dazolu bylo zkoumano ve vodném prosttedi BR pufru
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Obr. 1. (a) Stanoveni pocatku potencialového okna vodného roztoku BR pufru o pH 12 na SBiDE technikou DPV. (b)
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opH 2,0-12,0. Zobr.2a je patrné, Zze metronidazol ve
vodném roztoku BR pufru v rozmezi pH 3,0-12,0 posky-
tuje jeden dobie vyvinuty pik, ktery odpovida ctyrelektro-
nové ireverzibilni redukci nitroskupiny na odpovidajici
hydroxylamin®. Jako optimalni prostfedi pro daldi mé&feni
byl vybran vodny roztok BR pufru o pH 12, pro dobie
vyvinuty pik a nejvyssi proudovou odezvu analytu.

Dale bylo zjistovano, zda je zapotiebi zakomponovat
elektrochemickou regeneraci pii opakovanych DPV stano-
venich metronidazolu na SBiDE, aby nedochézelo k pasivaci
pracovni elektrody a stanoveni vykazovala dobrou opakova-
telnost. Regeneracni po‘[enciaily7 Ey,,=—-490 mV a Ey, , =
—1500 mV byly vkladany po dobu 30 s pfed kazdym méte-
nim (kazdy z nich stfidavé vzdy po dobu 100 ms v celkem
150 cyklech). Aplikované regeneracni potencialy mirné
zvysily proudovou odezvu metronidazolu, avSak zhorSily
opakovatelnost (dochédzelo k postupnému nartstu vysky
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prvniho (1) a druhého (2) méfeni ve vodném roztoku BR pufru o pH 12 na SBiDE technikou DPV p¥i E;, = —440 mV
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Obr. 2. (a) DP voltamogramy metronidazolu (c = 1:10~ mol 1”") zaznamenané na SBiDE ve vodnych roztocich BR pufru o pH 2—
12. (b) Zavislost proudové odezvy metronidazolu (¢ = 1-1 0 mol I'!) na poradovém cisle méreni (V) (n = 20), méfeno na SBiDE ve
vodném roztoku BR pufru o pH 12 technikou DPV bez pouZiti regenerac¢nich potencialii (1) a s regeneracnimi potencialy E;, =

~490 mV, Eg, .= ~1500 mV (2)
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Obr. 3. (a) DP voltamogramy metronidazolu (c = 1-1000 pmol I'") zaznamenané na SBiDE ve vodném roztoku BR pufru o pH 12. Cerna
barva zna¢i zékladni elektrolyt. (b) Kalibra&ni zavislost vy$ky piku na koncentraci metronidazolu (¢ = 1-1000 pmol I"); chybové
usecky pro n = 5; rovnice regrese: I, [nA] = —9,47¢ [umol l’l] —0,585; 7% =0,9993

Tabulka I
Parametry kalibra¢nich pfimek metronidazolu pro techniku DPV na SBiDE v prostfedi vodného roztoku BR pufru o pH 12
¢ [pmol 1] Smérnice [mA 1 mol '] Usek [nA] e
1-10 -10,2 -2,62 0,9963
10-100 -9,43 10,2 0,9723
100-600 9,30 —84,8 0,9976

piku), proto byla nasledujici méteni technikou DPV prova-
déna bez vkladani téchto regeneracnich potenciali
(obr. 2b).

Kalibracni zavislosti metronidazolu byly méteny
v koncentraénim rozmezi 1-107° — 1107 mol I"". Kalibra-
ce byla proméfena kromé optimalniho prostfedi vodného
roztoku BR pufru o pH 12 také v prosttedich o pH 3 a 7.
Jevilo se jako zajimavé zjistit, jaky pribéh bude mit kon-
centracni zavislost metronidazolu v prosttedich odpovida-
jicich kyselému a neutrdlnimu charakteru, avSak pro stano-
veni metronidazolu je kyselé i neutralni prostfedi nevyho-
vujici. Kalibraéni zavislost v prostfedi BR pufru o pH
12 je linearni v koncentracnim rozsahu metronidazolu
1:110° — 6:10™* mol I"". Mez stanovitelnosti (Lg; 10a/k)
ginila 1,410 moll' a mez detekce (Lp; 3o7k) tedy

Tabulka IT

4,110 "mol I"'. Na obr. 3a jsou znazorndny voltamogramy
metronidazolu (¢ = 1-10°° — 1-10° mol I'") v prostfedi BR
pufru o pH 12. Na obr. 3b je zobrazena odpovidajici kali-
bracni zavislost velikosti piku metronidazolu na jeho kon-
centraci (¢ = 1-107° — 1-107 mol 1"). V tabulce T jsou
uvedeny parametry jednotlivych kalibracnich pfimek.
Voltametrické stanoveni mnozstvi metronidazolu
v 1é¢ivech bylo provadéno metodou pridavku standardu za
diive ziskanych optimalnich podminek v infuznim roztoku
Efloran 500 mg/100 ml, v tableté Entizol 250 mg, vaginal-
ni tableté Entizol 500 mg a v infuznim roztoku Noridem
500 mg/100 ml. Pro méfeni metodou DPV byly pfipraveny
20ml roztoky BR pufru o pH 12, které obsahovaly 200 pl
zasobniho roztoku 1é¢iva bez piidavku a s piidavkem 50 pl
zasobniho roztoku standardu (¢ = 1107 mol1™"), jehoz

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

Lécivo Cstandard metronidazolu Smérnice [mA 1 molfl] Usek [nA] ”
[pmol 1]

Infuzni roztok Efloran 0-400 =731 -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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Tabulka III
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Parametry linearnich koncentracnich zavislosti pfidaného standardu metronidazolu v jednotlivych 1é¢ivech ziskané pomoci
UV-Vis spektrometrie zaznamenané v kiemennych kyvetich o mé&mé tloustce 1,0 cm v prostiedi vodného roztoku BR

pufru o pH 12 v rozsahu vlnovych délek 200-1100 nm

Lécivo Cstandard metronidazolu Smérnice [I mol '] Usek P
[pmol 1]

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 IV

Hodnoty spocteného mnozstvi metronidazolu v 1é¢ivech vztazené k deklarovanému mnozstvi metronidazolu na obalech
1é¢iv ziskané pomoci nové vyvinuté metody (Wyolametic) @ sStovnavaci analytické metody (Wspekirometric). Pomér vySe uvede-
nych hodnot Wygiametric / Wspektrometric Pak udava skutecnou vytéznost metody DPV na SBiDE vii¢i analytické srovnavaci me-

todé

Lécivo Wyoltametrie [ 70]

Wspektrometrie [%] Wyoltametrie / Wspektrometrie [%]

Infuzni roztok Efloran 180
Tableta Entizol 250 mg 127
Tableta Entizol 500 mg 134
Infuzni roztok Noridem 78

161 112
131 97
119 113
106 74

objem se v nasledujicim vzorku zvysil vzdy o 50 pl. Sta-
noveni metronidazolu v infuznim roztoku Efloran probiha-
lo v koncentraénim rozmezi pfidaného standardu 5-107 —
4:10* mol 1", Stanoveni metronidazolu v tabletich a in-
fuznim roztoku Noridem probihalo v koncentraénim roz-
mezi pfidaného standardu 5-10°° 6:10*mol 1.
V tabulce II jsou uvedeny parametry linearnich koncen-
traénich zavislosti pfidaného standardu metronidazolu
v jednotlivych Iécivech.

Jako srovnavaci metoda k voltametrickému stanoveni
metronidazolu v l1é¢ivech metodou piidavku standardu za
diive ziskanych optimalnich podminek byla pouzita
UV-Vis absorpcni spektrometrie. Pro méfeni metodou
pfidavku standardu byly pfipraveny 10ml roztoky BR puf-
ru o pH 12, které obsahovaly 200 pl zasobniho roztoku
léciva bez piidavku a s pfidavkem 100 pl zasobniho rozto-
ku standardu (¢ = 1107 moll™"), jehoZz objem se
v nasledujicim vzorku zvysil vzdy o 100 pl. Stanoveni
metronidazolu v infuznim roztoku Efloran probihalo
v koncentraénim rozmezi pfidaného standardu 1-10° —
6:10~° mol I”'. Stanoveni metronidazolu v tabletach a in-
fuznim roztoku Noridem probihalo v koncentra¢nim roz-
mezi ptidaného standardu 1-107° 8:10° mol 1.
V tabulce III jsou uvedeny parametry linedrnich koncen-
traénich zavislosti pfidaného standardu metronidazolu
v jednotlivych 1éCivech. V tabulce IV jsou porovnané vy-
sledky ziskané pomoci DPV na SBiDE a UV-Vis spektro-
metrie.
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Zavér

V této praci byla studovana nova komer¢né dostupna
pracovni elektroda — pevna kapkova bismutova elektroda
(SBiDE) — a jeji vyuziti pro voltametrické stanoveni 1é¢iva
metronidazolu technikou diferenéni pulzni voltametrie
(DPV). Za optimalnich podminek bylo v prostiedi BR
pufru o pH 12,0 dosazeno Lp = 4,1:10 "mol 1" a Lg =
1,410 *mol 1",

Nové vyvinutda DPV metoda byla vyuzita za dfive
ziskanych optimalnich podminek pro stanoveni léciva
metronidazolu v 1ékovych forméach — v infuznim roztoku
Efloran 500 mg/100 ml, tableté Entizol 250 mg, vaginalni
tablet¢ Entizol 500 mg a v infuznim roztoku Noridem
500 mg/100 ml.

Zvolena voltametrickd metoda byla porovnana se
srovnavaci analytickou metodou (UV-Vis absorpéni spek-
trometrie), pficemz stanoveni probihala v prostiedi vodné-
ho roztoku BR pufru o pH 12. U infuzniho roztoku Efloran
500 mg/100 ml, tablety Entizol 250 mg a tablety Entizol
500 mg jsou hodnoty stanoveného mnozstvi lé¢iva metro-
nidazolu (uvadéné jako hodnoty vyté€znosti v procentech)
za danych optimalnich podminek pfi pouziti DPV na
SBiDE a UV-Vis spektrometrie srovnatelné. U infuzniho
roztoku Noridem bylo voltametrickou metodou stanoveno
78 % metronidazolu a spektrofotometrickou metodou bylo
stanoveno 106 % metronidazolu. Z toho vyplyva, ze DPV
na SBIDE je vhodnd pro stanoveni metronidazolu
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v nasledujicich 1ékovych formach: infuzni roztok Efloran
500 mg/100 ml, tableta Entizol 250 mg a vaginalni tableta
Entizol 500 mg.

LITERATURA

1. Metrohm: https://www.metrohm.com/cs_cz/
products/6/0346/60346000.html, stazeno 24. 4. 2023.

2. Svancara L, Prior C., Ho¢evar S. B., Wang J.: Electro-
analysis 22, 1405 (2010).

3. Raether W., Hinel H.: Parasitol. Res. 90, S19 (2003).

4. Edwards D. I.: J. Antimicrob. Chemother. 37, 9
(1993).

5. Freeman C. D., Klutman N. E., Lamp K. C.: Drugs
54,679 (1997).

6. Meenakshi S., Rama R., Pandian K., Gopinath S. C.
B.: Microchem. J. 165, 1 (2021).

7. Danhel A., Barek J.: Curr. Org. Chem. 15, 2957
(2011).

Cena Karla Stulika 2024

J. JaroSova and V. Vyskoc&il (UNESCO Laboratory
of Environmental Electrochemistry, Department of
Analytical Chemistry, Faculty of Science, Charles
University, Prague, Czech Republic): Solid Bismuth
Drop Electrode — A New Tool for Voltammetric
Determination of Electrochemically Reducible Organic
Compounds

Solid bismuth drop electrode (SBiDE) is a new
working electrode commercially available on the Czech
market from 2020 by the company Metrohm. The aim of
this work was to verify the applicability of the SBiDE in
the voltammetric determination of a model organic
substance. According to the available information, this is
the very first published work on this topic. Metronidazole
(an antibiotic used to treat diseases caused by both Gram-
positive and Gram-negative anaerobic bacteria) was
chosen in this study as a model drug representing
electrochemically reducible biologically active
compounds. Under optimum conditions (Britton-Robinson
buffer of pH 12.0 used as the supporting electrolyte and no
electrochemical regeneration of the working electrode
surface), a linear calibration dependence of metronidazole
was recorded in the concentration range from 1 to 600
umol L', with the limits of detection (LOD) and
quantification (LOQ) of 0.41 pumol L™ and 1.4 pmol L™,
respectively. The newly developed differential pulse
voltammetric (DPV) method has also been successfully
applied in the determination of metronidazole in various
dosage forms.

Keywords: metronidazole, antibiotics, drug analysis,
electrochemistry, differential pulse voltammetry, solid
bismuth drop electrode
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