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Úvod 
 

Metronidazol (MND, 2-(2-methyl-5-nitroimidazol-1-      
-yl)ethanol, viz obr. 1) je antibiotické léčivo používané 

k léčbě těžkých bakteriálních infekcí (např. centrálního 

nervového systému, plic a dýchacího ústrojí, zažívacího 
traktu či ženských pohlavních orgánů)1. Klíčovým mo-

mentem při usmrcení mikroorganismů je cytotoxický úči-

nek jeho metabolitů ve fázi redukce nitroskupiny, kdy 

dochází k vytvoření toxických meziproduktů (mimo jiné 
i ke vzniku volných radikálů), které mohou reago-

vat s RNA, DNA nebo případně s buněčnými proteiny2. 

Díky nízkým pořizovacím nákladům a zároveň přijatelné-
mu profilu nežádoucích účinků z hlediska farmakokinetiky 

a farmakodynamiky je MND řazen mezi velice účinná 

léčiva2. 

V Českém lékopisu je pro stanovení MND v lékových 
formách doporučena oxidačně-redukční potenciometrická 

titrace3. Díky přítomnosti snadno elektrochemicky reduko-

vatelné nitroskupiny v jeho struktuře je výhodné pro jeho 
alternativní stanovení použít moderní voltametrické tech-

niky4–6. Cílem této práce bylo vyvinout novou voltametric-

kou metodu pro stanovení MND využívající stříbrnou pev-

nou pracovní elektrodu, která je moderní netoxickou alter-
nativou k tradičním pracovním elektrodám na bázi rtuti7,8. 

 

Experimentální část 
 

Reagencie 

 
Zásobní roztoky MND (p.a., Sigma‑Aldrich, USA) 

o koncentracích 1·10−3 mol l−1 a 1·10−2 mol l−1 byly připra-

veny v deionizované vodě a uchovávány za nepřístupu 

světla. Základním elektrolytem byl Brittonův-Robinsonův 
(BR) pufr připravený smísením jeho kyselé (směs 0,04M 

H3PO4, H3BO3 a CH3COOH) a zásadité (0,2M NaOH) 

složky. 
 

Aparatura 

 

Měření bylo provedeno na počítačem řízeném analy-
zátoru Mini‑ and Microelectrode System UMμE 

(Polaro‑Sensors, Praha) v tříelektrodovém zapojení 

s nastavenou citlivostí I (proudový rozsah 100 μA). Byla 
použita pracovní stříbrná pevná elektroda (AgSE; průměr 

 

* Tento příspěvek je součástí seriálu Nové pohledy na analytickou chemii sponzorovaného 
firmou Metrohm Česká republika s.r.o. (www.metrohm.cz) a zahrnujícího jak příspěvky 

mladých kolegů (Rising Stars in Analytical Chemistry), tak i kolegů na vrcholu jejich 

publikační aktivity (Experienced Researchers), případně i vítanou kombinaci obojího. 

Bc. Ondřej Mráček studoval 

v letech 2015–2020 bakalářský 

obor Klinická a toxikologická 
analýza na Přírodovědecké 

fakultě Univerzity Karlovy, kde 

na Katedře analytické chemie 

vypracoval svoji bakalářskou 

práci, kterou obhájil v červenci 
2020. V současnosti na stejné 

katedře vypracovává diplomo-

vou práci v rámci navazujícího 

magisterského studia oboru Analytická chemie, ve které se 

zabývá využitím stříbrné pevné elektrody při voltametric-
kém stanovení léčiv. Výsledky své práce prezentoval na 

celostátní soutěži o nejlepší studentskou vědeckou práci 
v oboru analytická chemie „O cenu Karla Štulíka 2021“, 

ve které získal zvláštní cenu firmy Metrohm Česká repub-
lika za nejlepší práci v oblasti elektroanalytické chemie.  

Obr. 1. Strukturní vzorec metronidazolu (MND)  

Full text English translation of this article is available at the end of this document 
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disku 2 mm, typ 6.1204.130, Metrohm, Švýcarsko), refe-

rentní argentchloridová elektroda (3M KCl, Monokrystaly, 
Turnov) a pomocná platinová drátková elektroda 

(Monokrystaly, Turnov). Pro záznam a zpracování vol-

tamogramů byl použit program Polar 5.1 Pro 

(Polaro‑Sensors, Praha), který pracoval pod operačním 
systémem Windows XP (Microsoft Corporation, USA). 

Byla použita diferenční pulzní voltametrie (DPV) 

s následujícími parametry: rychlost polarizace 20 mV s−1, 
výška pulzu −50 mV, šířka pulzu 100 ms (se vzorkováním 

proudu po dobu posledních 20 ms), doba trvání pulzu 

150 ms. Ve voltametrické cele byly sledovány vzorky 

o celkovém objemu 10,0 ml. Při studiu voltametrického 
chování MND při různém pH a při optimalizaci regeneračních 

potenciálů byla použita koncentrace MND 1·10−4 mol l−1. 

Kalibrační závislost byla sestrojena pomocí přídavků 
MND o koncentraci 1·10−3 a 1·10−2 mol l−1. Kyslík byl 

z analyzovaných roztoků odstraněn pětiminutovým pro-

bubláváním dusíkem. 

 

Výsledky a diskuse 
 

Prvním krokem při vývoji DPV metody bylo nalezení 

vhodného základního elektrolytu. Proto byly zaznamenány 
DP voltamogramy MND o koncentraci 1·10−4 mol l−1 při 

hodnotách pH 2,0–13,0. Před tímto měřením byla nejdříve 

provedena elektrochemická aktivace elektrody (za stálého 

míchání roztoku byl na AgSE vložen potenciál −2200 mV 
po dobu 5 min) v kyselé složce BR pufru při pH 1,88, což 

mělo za následek zlepšení odezvy (snížení proudu pozadí 

použitého pufru). Z obr. 2A je patrné, že MND v celém 
studovaném rozmezí pH poskytuje jeden dobře vyvinutý 

voltametrický pík (odpovídající klasické čtyřelektronové 

redukci přítomné nitroskupiny na odpovídající hydroxyla-

min5). Vybraný DPV pík MND při pH 10,0 je dostatečně 
vysoký (obr. 2B), typicky Gaussovský a zároveň má zá-

znam při tomto pH relativně nízkou proudovou odezvu 

pozadí. 

Obr. 2. DP voltamogramy MND zaznamenané na AgSE v BR pufru v rozmezí pH 2,0–13,0 bez regenerace elektrody (A), závislost 
proudu píku MND (Ip) na pH sestrojená odečtením pozadí BR pufru od absolutní výšky píku MND (n = 5) (B), názorná ukázka 

tohoto způsobu vyhodnocení proudu píku MND (postup vyhodnocení i použité symboly jsou vysvětleny v textu) s použitou optimální 

elektrochemickou regenerací elektrody (postup regenerace a její parametry jsou uvedeny v textu) (C) a DP voltamogramy MND re-

gistrované na AgSE v BR pufru o pH 10,0 v rozsahu koncentrací (1–1000)·10−6 mol l−1 s optimálními parametry měření (D). Pro 
(A), (B) a (C) je molární koncentrace MND 1·10−4 mol l−1. (Barevná verze obrázku je dostupná na webových stránkách časopisu Chemic-
ké listy) 
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Dále byla věnována pozornost správnému odečtení 

výšky píku MND, a to pomocí dvou technik. První typ 
vyhodnocení byl proveden proložením základní linie pří-

mo v programu Polar Pro a následným odečtením prou-

du píku MND od této linie při určitém potenciálu píku 

(Ep). Druhý typ vyhodnocení (obr. 2C), který byl v této 
práci zvolen jako výhodnější, byl proveden přímým ode-

čtením proudu samotného BR pufru (Ib) od absolutní výš-

ky píku MND (Ip) při potenciálu maxima píku (oba proudy 

byly tudíž odečítány při stejném potenciálu, Ep = Eb). 
Následně byl proveden výběr vhodné elektrochemic-

ké regenerace povrchu AgSE mezi jednotlivými stanovení-

mi MND. Tento postup je běžně používaný pro stříbrné 

pevné amalgámové pracovní elektrody5,9,10 a pro AgSE byl 
v této práci nově optimalizován. Po vyzkoušení několika 

dvojic počátečních (Ein_r) a koncových (Efin_r) regenerač-

ních potenciálů (potenciály byly vkládány na AgSE za 

stálého míchání roztoku střídavě v intervalech 0,1 s 
(Tin_r a Tfin_r) celkem 150× (Nr)) byly jako optimální para-

metry elektrochemické regenerace povrchu AgSE zvoleny: 

Nr = 150, Ein_r = 0 mV, Tin_r = 0,1 s, Efin_r = −1500 mV, 

Tfin_r = 0,1 s. Použitá elektrochemická regenerace nepůso-
bila pouze na odezvu samotného základního elektrolytu, 

ale měla vliv i na výšku a šířku píku MND. Po provedené 

regeneraci jsou píky užší, vyšší, lépe vyvinuté a snáze 
vyhodnotitelné. Tento jev lze vysvětlit pasivací AgSE, 

kterou lze částečně eliminovat právě elektrochemickou 

regenerací elektrody. 

Kalibrační závislost (Ip [nA] = −27,75c [μmol l−1] + 
66, r2 = 0,9994) proměřená za výše uvedených optimál-

ních podmínek (DPV záznamy na obr. 2D) byla lineární 

v rozsahu koncentrací (1–400)·10−6 mol l−1, lze však vyu-

žít i dílčí kalibrační přímky pro jednotlivé koncentrační 
řády. Dosažené meze detekce (LOD; 3σ/k) a stanovi-

telnosti (LOQ; 10σ/k) činily pro MND 5,5·10−7 mol l−1 

a 1,8·10−6 mol l−1. 

 
 

Závěr 
 

V této práci byla vyvinuta nová voltametrická metoda 

pro stanovení léčiva metronidazolu (MND) na stříbrné 
tuhé elektrodě, jejíž použití reprezentuje nové přístupy při 

stanovení biologicky aktivních organických látek, které 

aktuálně zkoumáme v naší UNESCO laboratoři elektro-

chemie životního prostředí11–13. Za optimálních podmínek 
bylo v prostředí BR pufru o pH 10,0 dosaženo LOD 

5,5·10−7 mol l−1 a LOQ 1,8·10−6 mol l−1. Získané hodnoty 

jsou srovnatelné s charakteristikami dříve publikovaných 

DPV metod využívajících pracovní elektrody z jiných 
materiálů (tab. I). Dalším krokem v našem výzkumu bude 

ověření vyvinuté metody pro stanovení MND v lékových 

formách a v biologických materiálech. 
 

Tato práce byla vypracována v rámci Specifického 

vysokoškolského výzkumu (projekt SVV260560) a finančně 

podpořena Grantovou agenturou České republiky (projekt 

GAČR 20‑01589S). Autoři děkují za technickou, materiální 
a intelektuální podporu firmě Metrohm Česká republika 

s.r.o. (www.metrohm.cz). 
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Introduction 
 

Metronidazole (MND, 2-(2-methyl-5-nitroimidazol-           
-1-yl)ethanol, see Fig. 1) is an antibiotic drug used to treat 

severe bacterial infections (e.g., of the central nervous 

system, lung and respiratory tract, gastrointestinal tract, or 
female genital organs)1. A key point in killing microorgan-

isms is the cytotoxic effect of its metabolites in the nitro-

reduction phase when toxic intermediates are formed 

(including free radicals) that can react with RNA, DNA, or 
eventually with cellular proteins2. Due to its low acquisi-

tion cost and, at the same time, an acceptable side effect 

profile in terms of pharmacokinetics and pharmacodynam-
ics, MND is considered to be a highly effective drug2. 

The Czech Pharmacopoeia recommends oxidation-

reduction potentiometric titration for the determination of 

MND in dosage forms3. Due to the presence of an easily 
electrochemically reducible nitro group in its structure, it 

is advantageous to use modern voltammetric techniques 

for its alternative determination4–6. The aim of this work 
was to develop a new voltammetric method for the NMD 

determination using a silver solid working electrode which 

is a modern non-toxic alternative to traditional mercury-

based working electrodes7,8. 

Experimental part 
 

Reagents 

 
Stock solutions of MND (p.a., Sigma‑Aldrich, USA) 

at concentrations of 1×10–3 mol L–1 and 1×10–2 mol L–1 

were prepared in deionized water and stored in the absence 

of light. The supporting electrolyte was a Britton-
Robinson (BR) buffer prepared by mixing its acidic 

(mixture of 0.04M H3PO4, H3BO3, and CH3COOH) and 

basic (0.2M NaOH) components. 
 

Apparatus 

 

Measurements were performed on a computer-
controlled Mini‑ and Microelectrode System UMμE ana-

lyser (Polaro-Sensors, Prague) in a three-electrode ar-

 

* This contribution is part of the series New Perspectives on Analytical Chemistry spon-
sored by the company Metrohm Czech Republic s.r.o. (www.metrohm.cz) and including 

contributions from young colleagues (Rising Stars in Analytical Chemistry) as well as 

colleagues at the top of their publishing activity (Experienced Researchers), or a wel-

come combination of both.  

Bc. Ondřej Mráček studied in 

the years 2015–2020 in the 

Bachelor's degree in Clinical 
and Toxicological Analysis at 

the Faculty of Science of 

Charles University where he 

prepared his Bachelor's Thesis 

at the Department of Analyti-
cal Chemistry which he de-

fended in July 2020. Currently, 

he is working on his Master's 

Thesis at the same department as part of the follow-up 

Master's degree in Analytical Chemistry in which he is 
dealing with the use of a silver solid electrode in the volt-

ammetric determination of drugs. The results of his work 

were presented at the national competition for the best 
student scientific work in analytical chemistry "The Ka-

rel Štulík Prize 2021" in which he received a special 
prize from the company Metrohm Czech Republic for the 
best work in the field of electroanalytical chemistry.  

Fig. 1. Structural formula of metronidazole (MND)  
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rangement, with sensitivity set to I (current range 100 μA). 

A working silver solid electrode (AgSE; disk diameter 
2 mm, type 6.1204.130, Metrohm, Switzerland), a silver/

silver chloride reference electrode (3M KCl, Monokrys-

taly, Turnov), and an auxiliary platinum wire electrode 

(Monokrystaly, Turnov) were used. The Polar 5.1 Pro 
software (Polaro-Sensors, Prague) was used to record and 

process the voltammograms and operated under the Win-

dows XP operating system (Microsoft Corporation, USA). 
Differential pulse voltammetry (DPV) was used with the 

following parameters: polarization rate 20 mV s–1, pulse 

height –50 mV, pulse width 100 ms (with current sampling 

for the last 20 ms), and pulse duration 150 ms. Samples 
with a total volume of 10.0 mL were analysed in the volt-

ammetric cell. The MND concentration of 1×10–4 mol L–1 

was used to study the voltammetric behaviour of MND at 
different pHs and to optimize the regeneration potentials. 

The calibration dependence was constructed by adding 

MND concentrations of 1×10–3 and 1×10–2 mol L–1. Oxy-

gen was removed from the analysed solutions by bubbling 

with nitrogen for 5 min. 
 

 

Results and discussion 
 

The first step in developing the DPV method was to 

find a suitable supporting electrolyte. Therefore, DP volt-
ammograms of MND with a concentration of 1×10–4 mol L–1 

at pH values of 2.0–13.0 were recorded. Prior to this meas-

urement, the electrode was first electrochemically activat-
ed (a potential of –2200 mV was applied to the AgSE for 

5 min while stirring the solution) in the acidic component 

of BR buffer at pH 1.88, which resulted in an improved 

response (reduced background current of the buffer used). 
It can be seen from Fig. 2A that MND provides a single 

well-developed voltammetric peak (corresponding to the 

classical four-electron reduction of the present nitro group 
to the corresponding hydroxylamine5) over the entire pH 

Fig. 2. DP voltammograms of MND recorded at the AgSE in the BR buffer over the pH range 2.0–13.0 without electrode regener-
ation (A); dependence of the peak current of MND (Ip) on the pH constructed by subtracting the BR buffer background from the 

absolute peak height of MND (n = 5) (B); an illustration of this method of evaluating the peak current of MND (the evaluation 

procedure and symbols used are explained in the text) using optimal electrochemical regeneration of the electrode (the regeneration 
procedure and its parameters are given in the text) (C); and DP voltammograms of MND recorded on the AgSE in the BR buffer at 

pH 10.0 in the concentration range (1–1000)×10–6 mol L–1 with optimal measurement parameters (D). For (A), (B), and (C), the 

molar concentration of MND is 1×10–4 mol L–1. (A colour version of the figure is available on the Chemicke Listy journal website) 



Chem. Listy 115, 669−672 (2021)                                                                                                        Original and methodical papers 

 

range studied. The selected DPV peak of MND at pH 10.0 

is sufficiently high (Fig. 2B), typically Gaussian, and, at 
the same time, the recorded voltammograms have a rela-

tively low background current response at this pH. 

Furthermore, attention was paid to the correct evalua-

tion of the MND peak height using two techniques. The 
first type of evaluation was performed by interpolation of 

the baseline directly in the Polar Pro software and then 

reading the MND peak current from this line at a certain 
peak potential (Ep). The second type of evaluation (Fig. 

2C), which was chosen as more convenient in this work, 

was performed by direct subtracting the BR buffer current 

itself (Ib) from the absolute MND peak height (Ip) at the 
given peak potential (both currents were, therefore, sub-

tracted at the same potential, Ep = Eb). 

Subsequently, the selection of the appropriate electro-

chemical regeneration of the AgSE surface between MND 
determinations was performed. This procedure is common-

ly used for silver solid amalgam working electrodes5,9,10 

and was newly optimized for the AgSE in this work. After 

testing several pairs of initial (Ein_r) and final (Efin_r) rege-
neration potentials (the potentials were alternately applied 

to the AgSE while stirring the solution at 0.1 s intervals 

(Tin_r and Tfin_r) for a total of 150 times (Nr)), the following 

were selected as the optimal parameters for electrochemical 
regeneration of the AgSE surface: Nr = 150, Ein_r = 0 mV, 

Tin_r = 0.1 s, Efin_r = –1500 mV, Tfin_r = 0.1 s. The applied 

electrochemical regeneration did not only affect the re-

sponse of the supporting electrolyte itself, but also influ-
enced the height and width of the MND peak. After the 

regeneration, the peaks are narrower, higher, better devel-

oped, and easier to evaluate. This phenomenon can be 
explained by the AgSE passivation which can be partially 

eliminated by the electrochemical regeneration of the elec-

trode. 

The calibration dependence (Ip [nA] = –27.75c [μmol L–1] 
+ 66, r2 = 0.9994) measured under the above optimal con-

ditions (DPV records in Fig. 2D) was linear over the con-

centration range (1–400)×10–6 mol L–1, however partial 

calibration lines for individual concentration orders can 
also be used. The limits of detection (LOD; 3σ/k) and lim-

its of quantification (LOQ; 10σ/k) achieved for MND were 

5.5×10–7 mol L–1 and 1.8×10–6 mol L–1, respectively. 

 
 

Conclusion 
 

In this work, a new voltammetric method for the de-

termination of the drug metronidazole (MND) on a silver 

solid electrode was developed, the use of which represents 
new approaches in the determination of biologically active 

organic compounds that are currently being investigated in 

our UNESCO Laboratory of Environmental Electrochemis-
try11–13. Under optimal conditions, LOD of 5.5×10–7 mol L–1 

and LOQ of 1.8×10–6 mol L–1 were achieved in the BR 

buffer at pH 10.0. The values obtained are comparable to 

the characteristics of previously published DPV methods 
using working electrodes from other materials (Table I). 

The next step in our research will be verification of the 

developed method for the determination of MND in phar-

maceutical forms and biological materials. 
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Abstract 
 

Metronidazole (MND) is an antibiotic drug used to 

treat severe bacterial infections (e.g., of the central nervous 
system, lungs and respiratory tract, digestive tract, or fe-

male genital organs). In this work, a new voltammetric 

method for the determination of MND on a silver solid 

electrode was developed. Under optimal conditions 
(Britton-Robinson buffer of pH 10.0 used as a supporting 

electrolyte and electrochemical regeneration of the work-

ing electrode surface applied to eliminate its passivation), 
a linear calibration dependence of MND was recorded in 

the concentration range from 1 to 400 μmol L–1, with the 

limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) of 

0.55 μmol L–1 and 1.8 μmol L–1, respectively. 
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