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Abstract

This contribution deals with an initial study devoted to Diclofenac (DCF, a worldwide used
pharmaceutical) and its electrochemistry, as well as its possible determination in water
samples. A fine anodic oxidation of this substance is the main principle of a voltammetric
method developed for practical analyses of environmental significance. After inevitable
optimisation of key instrumental parameters, simple procedure employing a carbon paste
electrode modified in situ with cationic surfactant has been characterised with respect to linear
range, detection capabilities, and analytical performance evaluated via the recovery rate for a
series of determinations performed with two sets of model solutions.
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Uvod

Diklofenak (DCF, z angl. Diclofenac; chemicky kyselina 2-(2,6-dichloranilino)fenyloctova;
byl objeven na pocatku sedmdesatych let minulého stoleti a pfedstavuje velmi wGc¢inné
analgetikum-antiflogistikum®. B&zn& se uZiva ke sniZeni zan&tlivych a degenerativnich
onemocnéni patete a kloubtl, po urazech ¢i operacich; vSeobecné pfi silnych bolestech. V této
souvislosti je dokonce uvadén jako svétové nejrozsifenéjsi 1ék proti bolesti (spole¢né
s Ibuprofenem a Naproxenem)?; uvadi se, Ze se ro¢né& spotfebuje na 940 tun DCF.

Jiz tento idaj naznacuje, Ze stanoveni tohoto medikamentu je nutno vénovat nalezitou
pozornost. V poslednim obdobi vzrusta také zajem o sledovani DCF Vv zivotnim prostiedi,
predevSim pro jeho Casty vyskyt ve vodach, kde plisobi toxicky na ryby3, ale 1 na dalsi
organismy a mikroorganismy. Analyticky se sleduje obsah jak ptvodni slouceniny, tak i
nékterych derivati vzniklych ptirozenou, popf. i uméle vyvolanou biodegradaci®.

Jednou z moznosti stanoveni DCF je vyuziti elektrochemickych principt, nejlépe
anodické oxidace této latky na pevnych elektrodach, zejména uhlikatych, kterd jiz byla
predmétem nékolika studii. Napf. Cid-Cerén a kol.> sledovali prib&h oxidace DCF
Vv neutralnim vodném prostiedi, kdy je latka obzvlast elektroaktivni. Ze svych experimenti
autofi navrhli i pfislusny mechanismus, zahrnujici vznik meziproduktu typu zwitteriontu
(obojetného iontu) a nasledny rozpad molekuly na dvé ¢asti dle schématu (obr.1):
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Obr.1: Dvoustupiiovy mechanismus elektrodové oxidace Diklofenaku (podle cit.”)



V elektrochemickych métenich vénovanych DCF byly pouzity pievazné uhlikové pastové
elektrody (CPE>™°), pfedeviim jako momentaln& preferované konfigurace s novymi druhy
grafitu, popt. tradi¢cni CPE s chemicky modifikovanym povrchem, které poskytuji vysoce
selektivni postupy perspektivni z pohledu analyzy redlnych vzork.

Tento prispévek shrnuje vysledky studie elektrochemického chovani Diklofenaku na
CPE modifikované kationaktivnimi tenzidy a avodniho ovéfovani voltametrické metody na
analyze modelovych roztokti a vybranych realnych vzorki. Nize popsané experimenty jsou
soucasti rozsahlejsiho vyzkumu, vénovanému dopadim DCF na zivotni prostfedi a
monitorovani jeho rezidui v environmentalnich vzorcich, véetné roztokd, u nichz byly
testovany nové postupy cileného odstranovani této skodlivé latky 1

Experimentalni ¢ast

Chemikalie. Diklofenak (Sigma-Aldrich), jehoz standardni roztok byl pfipraven 0 koncentraci
0,01mol.I"* DCF. Vybrané tenzidy (CTAB, SDS, DBSK a Nonindet; vie Sigma-Aldrich) byly
pouzivany jako modifikatory in situ stim, Ze jejich vyslednd koncenrace v méfenych
roztocich byla 1x107* mol.I™%, neni-li uvedeno jinak. Britton-Robinsoniv pufr byl pfipraven
z prislusnych chemikalii (H3PO4, CH3COOH, H3BO3; a NaOH) podle standardniho receptu
jako roztoky "A" a "B"; jejichz smiSenim v pfedepsaném poméru byla ziskana pufrovana média s
pH 1,5 az 12. Zasobni roztoky dalSich elektrolytd (HCI, H,SO4, Na;HPO, a NaCl) byly
ptipraveny jako 0,5 M a poté pouzity a fedény dle potieby. VSechny roztoky byly pfipraveny
Z deionizované vody vyrobené v komer¢ni jednotce Milli-Q (Millipore,USA).

Instrumentace. Vsechna elektrochemickd méfeni byla provadéna na pftistroji AUTOLAB
(model "PGSTAT-128N; Autolab / Metrohm, NL / SUI), ke kterému byla pfipojena méfici
cela s tii-elektrodovym zapojenim, ktery tvofily pracovni uhlikova pastova elektroda (CPE)
z uhlikového prasku ,,CR-5" (Maziva Tyn, CZ) a parafinového oleje (Merck), s referentni
Ag/AgCI/KCl(nas.; Metrohm) a pomocnou elektrodou (Pt-plisek; viastni vyroby). K nékterym
srovnavacim méfenim byla pouzita i pracovni elektroda ze skelného uhliku (GCE; Metrohm).
Aktualni hodnoty pH byly kontrolovany kontaktnim pH-metrem s indikaci na bazi FET,
kalibrovanym jiz vyrobcem (Hanna, DE). Roztoky byly davkovany automatickymi
(transfer)pipetami (modely Finpipette; Labsystems, FIN).

Modelové roztoky a vzorky. Navrzend metoda byla ovéfovdna na modelovych vzorcich
pomoci vytéznosti. Pouzity byly jednak vodné roztoky se znamou koncentraci DCF (pét
riznych vzorki), jednak modelové roztoky, ziskané z testovani Uéinnosti separace DCF
pomoci sorpce na aktivni uhli €1 nékteré dalsi specialni substraty, nebo s vyuzitim iontového
parovani s primyslovymi tenzidy (celkem sedm vzorkd; specifikace viz cit.™).

Vysledky a diskuse

JiZz ptredbézna méfeni prokazala, Ze voltametricka méteni s uhlikovou pastovou elektrodou,
tedy tradiéni piistup u elektroanalytické skupiny na Univerzité Pardubice'®, bude vhodnou
volbou i v ptipadé¢ detekce a stanoveni Diklofenaku.

V tivodni ¢ésti prace byla ovérovana elektroaktivita DCF v rezimu cyklické voltametrie
na nemodifikované CPE. Bylo potvrzeno, Zze pii oxidaci zkoumana latka poskytuje dvojici
dobfe vyvinutych signali s Ey cca +0,6 V vs. Ag/AQCI, resp. Ep +1,1 V. Proméfenim
zavislosti signalu na pH v rozmezi pH 5 az 10 (v sérii pufri dle Britton-Robinsona) bylo
zjisténo, Ze optimalni odezva je v neutrdlnim prostfedi, u zasadit&jSich roztoka jiz signal
klesal a druhy pik postupné¢ vymizel. Hodnota pH 7,0 byla zvolena jako optimalni, coz
potvrdila i méfeni s dal$imi neutrdlnimi médii, z nichZ nejlepsi se ukazal fosfatovy pufr PBS
(smés KH,PO,4 + NapHPO,4 + NaCl).



Rozbor cyklickych voltamogramii ukazal, Ze pro elektroanalytické ucely bude nejvhodné;jsi
sledovani prvniho piku (pro oxidaci DCF(y na zwitterion DCF..)), a to i pro pfiznivéjsi
zakladni linii u mén€ pozitivnich potencialii. Konec¢né takika shodné velikosti odezev u
méfeni v rezimu diferen¢né pulsni (DPV) a square-wave voltametrie (SWV) naznadily, ze
sledovana reakce neni kineticky fizena a i proto se hodi pro elektroanalytické ucely.

V druhé fazi méteni byla studovan mozny efekt modifikace povrchu CPE, pficemz na
zékladé piedchozich vysledka®, ale i vlastnich zkusenosti'®, byla sledovéana funkce vybranych
prumyslové pouzivanych tenzidi, které pro lipofilni uhlikové pasty predstavuji ucinné
modifikatory v rezimu in situ. Dokazuje to i obr. 2, kde je patrny vyrazny efekt piidavku
kationaktivniho tenzidu — nejlepsi byl cetyltrimethylammonium bromid, CTAB —, kdy se
sledovand odezva zvysila vice nez dvakrat.
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Obr. 2: Viiv pritomnosti tenzidu CTAB na velikost odezvy pri oxidaci Diklofenaku na uhlikové
pastové elektrodé*. Experimentalni podminky: DPV; 0,1 M PBS + 1x10* M CTAB; ¢(DCF) = 5x10™*
mol.I™%; scan: +0,2 a7 1,2 V vs. ref.; 100 mV.s™'. *) Pozn.: Povrch pracovni CPE obnovovéan otérem
tenké vrstvy po kazdém méteni.

Po optimalizaci potfebnych pfistrojovych parametri byla metoda navrzena ke
stanoveni DCF na CPE modifikované in situ tenzidem CTAB charakterizovana z pohledu
dynamického rozsahu a detekcénich schopnosti, pfiCemZ oveéfovany byly obé voltametrické
modulace. Obr. 3 piedstavuje vysledek jedné z takovych kalibraci pro méfeni v rezimu SWV
na mikromolarni urovni. U méfeni V roztocich s velmi nizkymi koncentracemi Diklofenaku
(n=5 a cpcr < 1 uM) byly pomoci kritéria "3¢" odhadnuty obé meze detekce, a to opét ve
dvou méficich modech; piisluiné hodnoty se pohybovaly kolem 1,5x10~" pro LODppy a
LODswy a 5x10°" mol.I™* pro LOQopy resp. LOQsu.

NavrZzena metoda byla na zavér ovéfovana na dvou sériich modelovych vzorkid. U
prvni S péti vzorky byla matrici deionizovana voda a pfidavek analytu volen v rozmezi 7x107*
az 2,1x10° M DCF. Zna&n& vysoké obsahy sledované latky byly dany sloZenim druhé série
modelovych roztokd (sedm vzorkt), pochazejicich ze studie testovani cileného odstranovani
DCF pomoci sorpce & iontové vymeény (podrobnosti viz cit.™).
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Obr. 3: Kalibrace signalu na CPE modifikované 'in situ' kationaktivnim tenzidem CTAB u anodické
oxidace Diklofenaku na urovni mikromoldrnich koncentraci. Vlevo: voltamogramy ziskané analyzou
roztokd obsahujicich 1, 3, 5, 7 a 10 uM DCF, vpravo: kalibra¢ni kiivka, prolozena liearni regresi.
Experimentalni podminky: 0,1 M PBS + 1x10™* M CTAB; SWV-rampa: fsy = 60 Hz, Egy = 40 mV,
p.i. =5 mV; scan: +0,2 az 1,2 V vs. ref.

Nalezené vytéznosti pro prvni sérii modelovych vzorkli se pohybovaly v rozmezi 91,6 az
107,5 %, pticemZ nalezené hodnoty nevykazovaly zadny neZaddouci ubytek ¢i piebytek, tzn.
trend, ktery by ukazoval na systematickou chybu méfeni. Podobné hodnoty vytéznosti byly
ziskdny 1 pro ptedbézné analyzy nékterych vzorka z druhé série, kde se vSak jeSté pocita
s rozsahlejsi verifikaci, veetné prislusnych referen¢nich stanoveni.

Zavér

V této praci bylo ukézano, ze tradi¢ni uhlikové pastové elektrody modifikované in situ
tenzidem CTAB a ve spojeni s voltametrii s modulovanou potencialovou rampou nabizeji
jednoduchy a pfitom G¢inny zpisob monitorovani lé¢iva Diklofenak ve vodnych roztocich.
Navrzena metoda ma uspokojivou piesnost a je dostateéné citliva na to, aby byla schopna
detekovat a stanovit tento ve velkém uzivany medikament ve vodach, kde i rezidualni
koncentrace mohou ptedstavovat vazny problém pro Zivotni prostiedi.
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