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ABSTRACT 
Salicylates, particularly acetylsalicylic acid (AcSA), or aspirin was introduced in the late 
1890s and has been used to treat a variety of inflammatory conditions; however, the 
antiplatelet activity of this agent was not recognized until almost 70 years later. The aim of 
this work was to study the electrochemical behaviour of salicylic acid (SA) and AcSA on the 
surface of carbon paste electrode (CPE) and of graphite pencil electrode (GPE) by square 
wave voltammetry (SWV) and to determine the compounds of interest in foodstuffs (e.g. 
beverages) and pharmaceutical drug. We found out that the pharmaceutical drug contained 
about 3 – 5 % of SA. The detection limit of the SA was 1,3 ng/ml. In addition, we suggested 
the method for indirect determination of AcSA and applied it on analysis of the drug. The 
determined amount of AcSA in the drug was in good agreement with the declared amounts. 
Finally, we used GPE for determination of SA in different willow species. The highest 
content of SA was observed in bark of S. laponum (2986 µg/g FW). 

Keywords: Salicylic acid; Acetylsalicylic acid (Aspirin); Plants; Pharmaceutical drug; 
Weeping willow (Salix); Electrochemical determination; Voltammetry; Carbon electrodes. 

ABSTRAKT 
Salicyláty, konkrétně kyselina acetylsalicylová (AcSA, aspirin) je používána již od roku 1890 
pro léčbu různých zánětlivých nemocí. Její protisrážlivý efekt byl objeven o 70 let později. 
Cílem této práce bylo studovat elektrochemické chování kyseliny salicylové (SA) a 
acetylsalicylové AcSA na povrchu uhlíkové pastové elektrody (CPE) a na uhlíkové tužkové 
elektrodě (GPE) pomocí square wave voltametrie (SWV) a stanovit studované sloučeniny 
v potravinách (např. nápoje) a farmaceutickém přípravku. Zjistili jsme, že analyzované léčivo 
obsahuje 3 – 5 % SA. Získaný detekční limit pro SA byl 1,3 ng/ml. Dále jsme navrhli metodu 
pro nepřímé stanovení AcSA a aplikovali jsme ji pro analýzu farmaceutického přípravku. 



Stanovené množství AcSA bylo v dobré shodě s deklarovaným množstvím. Na závěr jsme 
použili GPE pro stanovení SA v různých druzích vrb. Nejvyšší obsah SA byl objeven v kůře 
S. laponum (2986 µg/g svěží hmotnosti). 

Klíčová slova: Salicylová kyselina; Acetylsalicylová kyselina (Aspirin); Rostliny; 
Farmaceutický přípravek; Vrba smuteční (Salix); Elektrochemické stanovení; Voltametrie; 
Uhlíkové elektrody. 
 

ÚVOD  
Salicyláty (kyselina salicylová SA, kyselina acetylsalicylová AcSA, Obr. 1) byly 

používány jako analgetikum ve formě kůry z vrb již v dobách Hippokrata [1] a jejich 
protihorečkový efekt byl rozpoznán před více než 200 lety [2]. Konkrétně AcSA (nebo také 
aspirin) je používána od roku 1890 pro léčbu různých zánětlivých onemocnění [3,4]. Její 
protisrážlivé účinky jsou známy již 70 let [5-7]. Byl také prokázán příznivý terapeutický vliv 
aspirinu při různých kardiovaskulárních chorobách [6-12]. A navíc bylo nedávno popsáno, že 
salicyláty jsou schopny inhibovat růst bakterií Helicobacter pylori [13] a Staphyloccocus 
aureus [14]. 

Kromě výše popsaného účinku salicylátů na lidských organismus je těchto sloučenin 
dále hojně využíváno v řadě nápojů a potravinách jako konzervační přísady [15,16], kde však 
vyšší koncentrace mohou být na druhou stranu toxické nebo vyvolávat alergické reakce [17]. 

Mnoho analytických metod a postupů průtoková injekční analýza [18-23] a vysoko-
účinná kapalinová chromatografie [1,24-30] spojená s různými druhy detektorů bylo využito 
pro stanovení SA a jejich derivátů. 
 
Obr. 1 Vzorce kyseliny salicylové a acetylsalicylové. 
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Cílem této práce bylo studovat elektrochemické chování kyseliny salicylové (SA) a 
cetylsalicylové (AcSA) na povrchu uhlíkové pastové elektrody (CPE) a na uhlíkové tužkové 
lektrodě (GPE) pomocí square wave voltametrie (SWV). Metodu následně využít pro 
tanovení SA a AcSA v potravinách a nápojích (např. pivo), farmaceutickém přípravku a kůře 
ůzných druhů vrb. 

 



MATERIÁL A METODIKA 
Chemikálie 

Všechny použité chemikálie byly zakoupeny od Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). 
Zásobní roztoky studovaných látek o koncentraci 50 mg.ml-1 byly připravovány pomocí 
methanolu a uchovávány v temnu při teplotě –20 °C. Pracovní roztoky se připravovali denně, 
ředěním zásobních roztoků. pH bylo měřeno pomocí WTW inoLab (Weilheim, Německo) 
řízeným počítačovým programem (MultiLab Pilot; Weilheim, Německo). 

 

Příprava karbonové pastové elektrody a uhlíkové tužkové elektrody 

Jako pracovní elektroda byla použita uhlíková pastová elektroda (složení pasty: 70 % 
uhlíkového prášku (Sigma-Aldrich, USA)  a 30 % minerálního oleje (Sigma-Aldrich, USA). 
Použito bylo teflonové tělo s průměrem aktivní elektrodové plochy 2,5 mm; povrch elektrody 
byl leštěn před každým měřením jemným filtračním papírem (určeným pro analýzu). 
Uhlíková tužková elektroda (průměr = 500 µm, délka = 60 mm) byla zakoupena od Kohinor 
(České Budějovice, Česká republika). 

 

Elektrochemická analýza 

Elektrochemické měření pomocí square wave voltametrie byla prováděna na přítroji 
AUTOLAB Analyser (EcoChemie, Nizozemí) spojeného s VA-Stand 663 (Metrohm, 
Švýcarsko). Byl použit tříelektrodový systém a skládal se z karbonové pastové/uhlíkové 
tužkové elektrody jako pracovní elektrody s plochou 0,4 mm2, Ag/AgCl/3 mol.l-1 KCl 
elektrody jako referenční elektrody a uhlíkové elektrody jako pomocné. GPES software 
(EcoChemie, Nizozemí) byl aplikován na zpracování hrubých dat za použití úrovně 4 
Savitzky and Golay filtru. Experimenty byly prováděny při laboratorní teplotě. Měření bylo 
prováděno v potenciálovém rozsahu od 0.7 V do 1.5 V. Ostatní parametry byly 
optimalizovány. Britton-Robinson pufr skládající se z 0,4 M H3PO4, 0,4 M CH3COOH a 0,4 
M H3BO3 byl použit jako základní elektrolyt. 

 

Příprava rostlinných vzorků 

Vzorky kůry a letorostů jedinečných vzorků vrb (Salix laponum, S. planifolia, S. 
foetida, S. foetida x hastata, S. x "Aegma Brno", S. purpurea cv. Nana, S. reinii, S. repens, S. 
x erythrotoflexuosa, S. caterii, S. fragilis, S. triandra a S. viminalis) byly nasbírány v červenci 
2005 v Botanické zahradě Mendelovy zemědělské a lesnické univerzity. Odebrané vzorky 
(0,5 – 2 g) byly umístěny do polyetylenových nádobek spolu s 15 ml 99.999% metanolu. Poté 
byly vzorky homogenizovány třepáním na Vortex–2 Genie (400 rpm, Scientific Industries, 
USA) při 4 °C po dobu 72 h [31]. 

 



Příprava farmaceutického přípravku 

Farmaceutický přípravek (Acylpyrin, Slovakofarma, Medicamenta, Česká republika) 
byl použit v našich experimentech. Tablety byly homogenizovány mlýnkem 11 basic IKA 
(IKA-Werke GmbH a Co. KG, Staufen, Německo). Homogenizované vzorky (10 mg) byly 
rozpuštěny v 1 ml metanole a analyzovány (10 µl). 

 

Příprava vzorku piva 

Vzorky piva byly zakoupeny v běžném obchodě a uchovány při 4 °C do doby analýzy. 
Před analýzou byly vzorky 100 × zředěny. 

VÝSLEDKY A DISKUZE 
Elektrochemické chování kyseliny salicylové na uhlíkové pastové elektrodě 

V naší práci jsme studovali salicylovou kyselinu (SA) na pracovní uhlíkové pastové 
elektrodě (CPE) pomocí square vawe voltammetry (SWV) v pufrovaném prostředí. SWV 
voltamogram 100 µg/ml SA v Britton-Robinson pufru o pH 2.3 je ukázán na Obr. 2. 
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Obr. 2 Square wave voltammogram SA (100
µg/ml) měřený pomocí uhlíkové pastové
elektrody v prostředí Britton-Robinson pufru
(pH 2.3).  
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V naší předešlé práci bylo prokázáno, že pro dosažení maximální senzitivity je 
bytné studovat vliv frekvence, amplitudy a potenciálového kroku na získaný 
trochemický signál [32]. Ze získaných experimentálních výsledků jasně vyplývá, že 
hodnější nastavení elektroanalytické metody byla frekvence 260 Hz, amplituda 50 mV a 
nciálový krok 10 mV. V případě, že byly zvoleny všechny nejvhodnější podmínky 
ovení SA na CPE byla studována koncentrační závislost SA. Signály SA se lineárně 
šují s rostoucí koncentrací (y = 0,2407x + 0,0231; R2 = 0,9993) asi do koncentrace SA 80 
. Poté je již změna signálu SA velmi pozvolná a pravděpodobně souvisí s plným pokrytím 
ovní elektrody a tvorbou polymerního filmu. Detekční limit stanovení SA pomocí SWV 
1,3 ng/ml. 



Přímé stanovení  kyseliny salicylové ve farmaceutickém přípravku a pivu 

Při syntetické přípravě kyseliny acetylsalicylové (AcSA) je tato látka vždy znečištěna 
příměsí kyseliny salicylové. AcSA neposkytuje na CPE žádný elektrochemický signál. Proto 
jsme se nejdříve rozhodli pro jednoduché přímé stanovení příměsí SA ve farmaceutickém 
přípravku. Zjistili jsme, že připravený farmaceutický preparát (n = 4) obsahuje kolem 3-5 % 
SA (R.S.D. 5 %). 

Dále jsme tuto techniku aplikovali pro analýzu vzorků piva. Ze získaných výsledků 
vyplývá, že vzorek piva obsahoval SA v množství 0,89 µg.ml-1. 

 

Nepřímé stanovení  kyseliny acetylsalicylové hydrolýzou  na kyselinu salicylovou 

AcSA je elektroneaktivní látka a z toho důvodu ji nelze stanovit přímou detekcí. Proto 
jsme použili metodu nepřímého stanovení pomocí detekce SA, která vzniká její hydrolýzou. 
AcSA byla hydrolyzována v prostředí Britton-Robinson pufru (pH 1.81) při 90 °C po dobu 
jedné hodiny. Konverzi AcSA na SA jsme tedy využili pro analýzu obsahu AcSA v 
farmaceutickém přípravku. Tablety jsme homogenizovali rozdrcením v třecí misce a převedli 
do alkalického pufru (pH 10) a zahřívali 30 min při teplotě 90 °C a 450 rpm. Poměrná část 
(100 µl) získaného extraktu byla přidána do základního elektrolytu (Britton-Robinson, pH 
1.8) a přímo změřena. 

Zjištěný obsah AcSA ve farmaceutických přípravcích byl ve velmi dobré shodě s 
množstvím deklarovaným výrobcem se zjištěnou chybou kolem 5 %. Koncentrace byla 
zjištěna odečtem z kalibrační křivky a kontrolována metodou standardního přídavku. 
Pozorovaná návratnost se pohybovala od 98 – 105 %.  

 

Stanovení  kyseliny salicylové pomocí uhlíkové tužkové elektrody v rostlinných pletivech 

Vývoj nových senzorů pro analýzu biologicky významných sloučenin představuje 
velmi významný směr v současné analytické chemii. Miniaturizace detektoru pak usnadňuje 
studium změn biologicky významné látky přímo v tělech organismů. Z tohoto důvodu jsme se 
pokusili analyzovat SA na uhlíkové tužkové elektrodě (GPE) s poloměrem 500 µm. 

Při použití výše posané elektroanalytické techniky SA poskytla na GPE velmi dobře 
reproduovatelný a symetrický oxidační signál při potenciálu 1 V (Obr. 3). SWV signál SA se 
lineárně měnil v závislosti na koncentraci SA (y = 0.178x + 0.2414; R2 = 0.9908). Limit 
detekce 1,7 ng/ml byl určen jako 3 S/N. 
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Obr. 3 SWV voltammogram SA (20 µg/ml)
měřený pomocí uhlíkové tužkové elektrody
v prostředí Britton-Robinson pufru (pH
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