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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva elektrochemickymi vlastnostmi uhlikovych pastovych elektrod
modifikovanych tenzidy. Teoreticka ¢ast uvadi obecny popis uhlikovych pastovych elektrod,
dale specifikuje komponenty, které je mozno k piipravé elektrodového materialu pouzit, véetné
modifikatori—zde povrchové aktivnich latek v pevném stavu. V dalsi casti jsou uhlikové
pastové elektrody charakterizovany z jejich elektrochemického hlediska a na zavér je pozornost
vénovana strucnému popisu nepolarnich biologicky aktivnich latek. Experimentdlni c¢ast
se zaméiuje na vyber optimalnich slozek pro pfipravu elektrodového materialu a nasledného

testovani na standardnich redoxnich parech pro nevodna prosttedi a na modelovych analytech.

KLICOVA SLOVA

uhlikové pastova elektroda, tenzidy, nepolarni biologicky aktivni latky, cyklicka voltametrie

TITLE

Electrochemical properties of carbon paste electrodes modified with solid surfactants

ANNOTATION

This diploma thesis is focused on electrochemical properties of carbon paste electrodes
modified with surfactants. Theoretical part presents general description of carbon paste
electrodes, then concerns the main components for preparing the carbon paste electrode
material, specifies carbon paste electrodes via their electrochemical properties and possible
modifiers; herein, the surfactants in the solid state. Finally, attention is paid to the description
of non-polar biologically active substances. The experimental part deals with the selection
of optimal components for the preparation of the electrodes of choice and their testing with

standard redox pairs for non—aqueous media and model analytes.

KEYWORDS

carbon paste electrode, surfactants, non-polar biologically active substances, cyclic

voltammetry
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UVOD

Elektrochemicka a elektroanalyticka méfeni s uhlikovymi pastovymi elektrodami
(CPEs) maji na Katedfe analytické chemie Univerzity Pardubice vice jak tiicetiletou tradici
a po témért stejnou dobu predstavuji i poznavaci znacku elektro-analytické skupiny jak u nas,
tak 1 ve svété. Velmi rozmanité aktivity pii vyzkumu a vyuziti CPE doklada i nedavno
uvetejnény referat [1], ktery zahrnuje na Ctyfi stovky odkaz na odborna sdéleni, zahrnujici
puvodni publikace, konferencni ptispévky, ale 1 souhrnné referaty a v neposledni fadé viibec
prvni monografii, vydanou v prestiznim nakladatelstvi v USA [2], na niZ maji z&sadni podil
pravé pardubicti elektro—analytikové. Oba spisy ([1,2]; viz také obr. 1 dole) cituji i nékolik
desitek diplomovych praci z UPa, jinymi slovy, i naSi diplomanti maji na vysledcich a véhlasu

pardubické elektrochemické Skoly na poli elektroanalyzy s CPE svij podil.

e Electroanalysis
with
i it it Carbon Paste
TR Electrodes

S P i TR &, Vot LCR T ERR T R TRTEE R T ]
"

Obr. 1. Titulni stranka referatu k jubileu elektrod z uhlikové pasty na Univerzité Pardubice

a prebal monografie, ktera je vénovana CPE (viz [1, 2]).

Na pocatku treti dekady nového tisicileti, ve sloZitém obdobi pandemie koronaviru
COVID-19, védecko—vyzkumna prace s CPE pokracuje, a to spole¢né s piibuznymi uhlikatymi
konfiguracemi typu elektrody ze skelné¢ho grafitu (GCE) nebo s litograficky tisténymi senzory
a Clanky, v poslednich letech se stdle vyraznéj$i orientaci na klinickou, farmaceutickou
a potravinarskou analyzu biologicky aktivnich latek. A feSeni konkrétnich problémi z této
oblasti, v sou¢asnosti preferované, jsou opét vénovany ¢etné diplomové prace, namatkou z téch
nedavnych tifeba ptispévky k vyvoji metod ke stanoveni nékterych ptirodnich alkaloidd,
sloucenin ze skupiny pfirodnich olejii, vitamin ¢i vybranych 1é¢iv a potravinovych doplik.

Svym zpisobem zcela novym piispévkem v takovém smérovani je i tato diplomova

prace, vénovana moznostem CPE modifikovanych piimési povrchové aktivnich latek v pevném
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stavu. Prave tato Uprava Cini z elektrod na bazi uhlikové pasty nastroj, vhodny pro meéteni
v nevodnych prostiedich [3], a tim i krozsifeni pouzitelnosti CPE pro studium
elektrochemického chovani a eventudlné i1 k elektro—analytickému stanoveni celé¢ tady
organickych slou¢enin, mezi nimi i mnohych biologicky aktivnich latek, nerozpustnych

ve vodnych roztocich.
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TEORETICKA CAST
1. Uhlikov¢ pastove elektrody

V elektroanalytické chemii jsou Siroce rozSifené pevné uhlikové elektrody,
at’ uz z grafitu, skelného uhliku ¢i borem dopovaného diamantu (BDD). Za zvlastni typ téchto
elektrod Ize povazovat i uhlikové pastové elektrody. Jedna se totiz 0 heterogenni uhlikové
elektrody, kdy Teflonové elektrodové pouzdro je naplnéno uhlikovou pastou, slozenou
z vodivého uhlikového prasku a pojiva, jez mechanicky véaze jednotlivé ¢astice uhliku, jak je
znazornéno na Obr. 2. Pastovym pojivem je vétsinou nevodiva viskozni nepolarni kapalina.
Pii vybéru z velké nabidky pastovych pojiv je tfeba volit takové pojivo, které ma nizkou
tekavost, vysokou Cistotu a nizkou cenu. SloZeni pasty siln¢ ovliviiuje reaktivitu elektrod,
pricemz zvySeni obsahu pastové kapaliny snizuje rychlost pfenosu elektront stejné jako
ptispévek pozadi proudu. Pro srovnéani grafitové elektrody poskytuji rychly ptfenos elektront
(hodnoty se blizi k hodnotam kovovych elektrod).

CPEs jsou oblibené predevsim pro jejich obnovitelny a modifikovatelny povrch, jejich
nizkou potizovaci cenu, Siroky potencidlovy rozsah a chemickou inertnost. Uhlikova pasta
pfedstavuje vhodny elektrodovy material pro snadné zaclenéni dal$i komponenty, jez
propujcuje vzniklé heterogenni elektrodé jedinecné vlastnosti [1-4]. Tyto latky se obecné
oznacuji jako modifikatory. Modifikator je jednoduSe smichdn s uhlikovou pastou v keramické
tieci misce, kdy musi byt modifikator homogenné rozptylen v celém objemu tak, aby byly
zaruceny konstantni pracovni podminky béhem méfeni.

Otvor pro elekiricky
kountakt

Otodnad hlava

Zavit
-~

Télo elekirody —._§ é
i
52
”j
G Ocelova

A g

e vioZka
7
§

==Occlovy pist

ENE
ARTAN W

Uhblikova pasta

Saorrwe

Iwiﬁ TR

Koncoyy otvor

Obr. 2. Uhlikova pastova elektroda (podle [1,2]).
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Mezi modifikatory CPEs patii rizné latky. Naptiklad na univerzit¢ ve VarSavé byl
pro stanoveni fenold pouzit mineral halloyzit s jeho obsahem 10 % (w/w) [5]. Pro dalsi
stanoveni fenolti byly za spoluprace tfech instituti v Indonésii pouzity nanocastice stiibra
s obsahem 5 % (w/w) [6]. Mezi kuri6zné&jsi modifikatory patii skofapky vlasskych a liskovych
ofechu, které byly pouzity pro stanoveni 4—chlorfenolu s obsahem skotapek 5 a 10 % (w/w) [7].
Jako ptedposledni pfiklad modifikatoru uvedu arabskou gumu, ktera byla pouzita pro stanoveni
4-aminofenolu s obsahem 5 % (w/w) [8]. Elektrody modifikované tenzidy s nejcastéjSim
obsahem tenzidu 30 % (w/w) piedstavuji specifické senzory, které lze pouzit
pii voltametrickych méfenich v ryze organickych rozpoustédlech [9]. Elektrodam
modifikovanym pravé povrchové aktivnimi latkami je vénovana cela diplomova prace. Tudiz
| V teoretické Casti 1ze nalézt samostatnou kapitolu vénovanou tomuto tématu.

CPEs zhotovené z bézného grafitového prasku a silikonového nebo parafinového oleje
maji tendenci vykazovat nestabilni chovani v organickych pracovnich mediich ¢i v jejich
smésich s vodou (voda/metanol, voda/acetonitril apod.) v disledku rozpousténi pastové
kapaliny [10]. Dale je dulezité zminit, ze typ zvoleného uhliku zasadné ovliviiuje moznosti
vybéru pracovniho média. Naptiklad CPEs pfipravené z prasku ze skelného uhliku jsou stabilni
pro smesna média i s obsahem organického rozpoustédla az 80 % (V/V) [11]. Nicméné i vybér
pastové kapaliny muze vyznamné ovlivnit pouziti findlnich heterogennich senzord,
kdy napiiklad CPEs piipravené z vysoce viskoznich kapalin (vosky) mohou taktéz odolavat
pfitomnosti vysokého obsahu organické faze [12].

Dulezitou vlastnosti pro vSechny elektrody je jejich potencialové okno, tedy pracovni
rozsah, ve kterém lze uskutecnit elektrochemické (elektrodové) reakce. V piipadé CPEs je
potencialové okno Siroké, miize se pohybovat v rozmezi od -1,5 az +1,3 V dle zavislosti na pH
pracovniho média. Potencidlovy limit v anodické oblasti je pfisuzovan proudiim, které jsou
zpusobeny oxidaci zakladniho elektrolytu, kde se mize uplatiovat oxidace povrchu samotné
elektrody. Katodicky limit potencialu je dan hodnotou piepéti vodiku. Oba potencialové limity
se daji ovlivnit upravou uhlikového prasku a pastové kapaliny, coz je velkou vyhodou CPEs
a umoziuje méfit systémy s extrémné pozitivnimi potencialy.

Mezi dalsi vlastnost téchto elektrod patii reprodukovatelnost proudové odezvy. U CPEs
je pon€kud horSi nez u elektrod z kompaktnich materialt ¢i rtutové kapkové elektrody
a pohybuje se vétsinou okolo 5 % relativni smérodatné odchylky (RSD). Je to dano tim,
ze se nedokonale obnovuje jejich povrch.

Nevyhodou pfi ptipravé past je ptitomnost atmosférického kysliku v pérech uhliku

a Vv pojivové kapalin€. To ma za nasledek vykazovani nezanedbatelného proudu zptisobeného
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elektrodovou redukci ptitomného kysliku v pasté, coz ma rusivy vliv pfi aplikaci téchto
elektrod v oblasti katodickych potencialu.

Pfi méfeni s CPEs lIze dosdhnout nizkych mezi detekci. Pifimou analyzou
na nemodifikovanych CPEs lze dosahnout meze detekce od 1:10° mol-1? do 1-107" mol-I*
Vv zavislosti na typu analytu. Pouziti CPES je v elektroanalytické chemii §iroké, nebot’ je lze
aplikovat pro voltametricka stanoveni jak anorganickych, tak i organickych sloucenin,
které vykazuji biologicky aktivni u¢inky. V uzsim slova smyslu se miize jednat o 1é¢iva a jejich

metabolity, vitaminy, pesticidy, alkaloidy atd. [13].

1.1. Uhlikova pasta

V zakladu se jedna o smés uhlikového prasku, jakozto elektrodového materialu,
s kapalnym pojivem, které slouzi ke spojeni jednotlivych uhlikovych ¢astic. Optimalni vybér
obou slozek pasty je dilezitym faktorem, ktery ovliviiuje vysledné chovani elektrody.
Proto je nutné brat v potaz vlastnosti obou zminovanych slozek pasty.

Pro ptipravu CPEs je dobré volit takové uhlikové prasky, které maji velikost Castic
odldo 20 um (vétsi Castice vytvaieji spiSe drsnou strukturu a nepfiznivé mechanické
a elektrochemické vlastnosti, V ptipadé uhlikovych nanocastic se velikost pohybuje
od 1 do 100 nm), jsou vysoce chemicky ¢isté (vyvarovani se nezadoucich interferenci), maji
jednotnou velikost ¢astic a nizkou adsorpcni schopnost (adsorpce kysliku a elektroaktivnich
necistot). Kromé velikosti uhlikovych castic hraje diilezitou roli 1 samotny tvar castic
na opakovatelnost namétenych vysledki, nebot’ ¢im bliZze se uhlikové ¢astice blizi idedlnimu
tvaru (koule), tim je zaruCena vétsi homogenita pasty [14]. Ptiklady pouzivanych uhlikovych

materialti jsou uvedeny v nadchazejicich kapitolach.

1.1.1. Uhlikové materialy

Na Obr.3 jsou zobrazeny uhlikové materiadly, které se pouzivaji pii vyrobé
nebo modifikaci CPEs. Mezi tyto materialy patii diamant, grafit, grafen (jednovrstevny grafit),
lonsdaleit, fullereny, amorfni uhlik a uhlikové nanotrubice. Déle je moZzné pouzit alternativni
formy vyse zminénych materialt, kterymi jsou koks, saze, zivoc¢isné uhli, Sungit (porézni
polymineralni uhlikové hornina) atd.

Nasledujici podkapitoly jsou vénovany popisu jednotlivych uhlikovych materialt

a jejich zakladni charakterizaci.
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Obr. 3. Rtzné formy uhliku: diamant (a), grafit (b), lonsdaleit (c), fulleren C60 (d), C540
(e) a C70 (f), amorfni uhlik (g) a uhlikova nanotrubice (h) [15].

1.1.1.1. Grafit

Grafit predstavuje nejcastéjsi pfirodni modifikaci uhliku, jehoz struktura se sklada
z vrstev tzv. grafenu, které jsou tvofeny uhliky navdzanymi do Sestitthelnikt. Na kazdy uhlik
jsou kovalentné vazany dalsi t¥i uhliky (hybridizace sp?). Tvoii se zde rozsdhly systém
delokalizovanych elektronti (m—systém). Jednotlivé vrstvy spolu drzi pouze pomoci slabych
interakci, tzv. van der Waalsovy sily.

Jedna se o formu ¢istého uhliku, kterad se béZné vyskytuje jako cerné krystalové vlocky.
Mezi jeho unikatni fyzikalné-chemické vlastnosti patii vlastnosti kovl a nekovii, diky kterym
je idedlni pro mnoho primyslovych a technologickych aplikaci. Mezi kovové vlastnosti patii
vysoka tepelnéd a elektricka vodivost. Mezi nekovové vlastnosti patii inertnost viici veétSing
chemickych ¢inidel (silné kyseliny a zasady, rozpoustédla a tavidla), vysoka tepelna stabilita
a mazivost. Tvrdost grafitu je na prvnim misté Mohsovy stupnice. Je klasifikovan do nékolika
tiid: amorfni, krystaly, krystalové vlocky a synteticky grafit [16]. Nejcast&ji pouzivané
grafitové prasky pro ptipravu uhlikovych past maji velikost ¢astic do 2 um nebo 5 um [17].

1.1.1.2. Skelny uhlik
Jedna se o plynem nepropustny, elektricky vodivy material, ktery je vysoce chemicky

inertni. Vyrabi se karbonizaci uhlovodikt s vysokou molekulovou hmotnosti. Pro vysokou
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chemickou Ccistotu skelného uhliku se jeho konecna faze zpracovani pohybuje pii teplotach
1500-2500 °C. Z tohoto materialu se vyrabi pracovni elektrody ze skelného uhliku.
Tyto elektrody jsou vhodné pro méfeni v potenciadlnim rozsahu piiblizné od -0,8 V do +1,2 V
V kyselém prostiedi. GCE se vyrabi lisovanim sklovitého uhliku do tyCe z epoxidové
pryskyfice. Tato ty¢ se vytvoii nalitim roztavené pryskyfice mezi dvé ¢asti sklenéné trubice.
Vnéjsi ¢ast sklenéné trubice se odstrani a vnitini ¢ast se ponecha. Do vnitini trubice se nalije
malé mnozstvi rtuti, do které je poté vlozen médény drat [18, 19]. Pro ptipravu uhlikovych past

se bézné pouziva prasek ze skelného uhliku o velikosti ¢astic 2—12 um [17].

1.1.1.3. Borem dopovany diamant

Ptirodni nebo nedopovany diamant je elektricky izolator a nelze ho pouzit
jako elektrodovy material. Po dopovani borem (obvykle mezi 10%® a 10?! atom@ na cm®) je
dosazeno snizeni mérného odporu a vznikd tak material pro elektrochemické aplikace [20].
BDD lze tedy charakterizovat jako polokov, ktery se vyznacuje dobrou vodivosti a rychlym
pfenosem elektronii. Diky jeho vlastnostem se vyuziva jako elektrodovy materidl. Mezi jeho
vyhody, oproti elektrodovym materiadliim, jako je napft. zlato, platina nebo skelny uhlik, patfi
Siroké elektrochemické potencialové rozmezi pro vodna prostiedi (3—3,5 V), pro nevodna

média (5-7,5 V), a také maly a stabilni proud pozadi [21].

1.1.1.4. Uhlikové nanomaterialy

Tyto materialy maji vysokou aktivni plochu, a tudiz senzory z nich vyrobené vétSinou
vykazuji vysokou citlivost. Déle je znama vysoka sorpce nepolarnich organickych sloucenin
na tyto nanomaterialy, jeZ se vyuziva pfi akumulaci analyti béhem stripping voltametrie.
Pro svoji vysokou pofizovaci cenu byvaji uhlikové nanomateridly Casto pouzivany jako
modifikatory CPEs, kdy je mozné pouZit jejich redukované formy (H terminovany uhlik), jejich

oxidované formy ¢i dokonce slozitéji chemicky modifikované varianty [22]. Nize jsou stru¢né

popsany nejcastéji pouzivané uhlikové nanomateridly v elektroanalytické chemii.

1.1.1.4.1. Grafen

Tato forma uhliku, ktera je strukturou podobna grafitu, je tvoiena jednou vrstvou atomt
uhliku uspofadanych do tvaru Sestithelnikil, které jsou spojeny pomoci sp? vazeb.
Jeho elektrony se chovaji tak, jako kdyby nemély zadnou efektivni hmotnost a pohybovaly

se téméf rychlosti svétla. Diky uspofddani atoml patii grafen mezi jedny z nejlehcich
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tak vysoka svételna propustnost [23].

1.1.1.4.2. Fullereny

Jedna se o polyedrické, uhlikové utvary, ve kterych jsou sp? uhliky vazany ke tiem
sousednim uhlikim v uspotfadani péticlennych a Sesticlennych kruht. Mezi jejich unikatni
vlastnost patii to, ze kdyZz je do fullerenu uzaviena né&jaka molekula, neni na né&j chemicky
vazana a ani nemize interagovat s vné&j$im okolim. Takovy jev je tzv. endohedricky. Mezi jejich
dalsi vlastnosti patii jejich mala velikost a velka odolnost viici teploté a tlaku. VIastnosti se daji
optimalizovat pomoci substituovani atomu jinych prvka na jejich povrch. Fullereny lze
pfipravit pomoci zdkladni metody, kterd je zalozena na odpafovani grafitu vzniklého
Vv elektrickém oblouku mezi grafitovymi elektrodami v heliové atmosféie za snizeného tlaku

a naslednou extrakci [24].

1.1.1.4.3. Uhlikové nanotrubice

Jsou to dlouhé, valcovité molekuly sklddajici se z hexagonalniho uspofadani
hybridizovanych atoma uhliku, které vznikaji svinutim jedné ¢i vice vrstev grafenu. Jak je
uvedeno na Obr. 3, diky tomu rozeznavame jednosténné a mnohosténné uhlikové nanotrubice.
Ob¢ formy jsou velmi oblibené jak pro své elektrické vlastnosti, tak pro tepelnou
a mechanickou stabilitu, diky které jsou zajimavé pro vyvoj nejriznéjsich sensorti. Obecné 1ze
konstatovat, ze CPEs modifikované témito nano-trubicemi vétsinou vykazuji vyssi citlivost.

Dutivodem je jejich vysoky specificky povreh, ktery se pohybuje kolem >500 m2-g* [25].

1.1.2. Pastové kapaliny

Druhou zminovanou slozkou uhlikové pasty je kapalné pojivo, téz se lze v literatuie
setkat s pojmem pastova kapalina. Podobn¢ jako na uhlikovy prasek jsou na pastovou kapalinu
kladena pozadovana kritéria. Je nutné, aby se jednalo o latku chemicky inertni, chemicky stalou,
nem¢la by se misit s roztoky analytli, méla by byt minimélné t€kava a neméla by obsahovat
elektroaktivni necistoty.

Takové podminky vétSinou spliuji uhlovodiky, jako je parafin ¢i vazelina (VA). Dale
je mozné pouzit silikonovy olej (SO) o ruzné viskozité, jez je dana délkou
polydimethylsiloxanového fetézce. K méné astym pastovym kapalinam patii rostlinné oleje,

zivocisné tuky ¢i vosky. V posledni fadé stoji za zminku iontové kapaliny [14].
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2. Povrchoveé aktivni latky

Tenzidy jsou organické latky, které jsou schopny se jiz pii nizkych koncentracich
samovolné¢ adsorbovat na fazovém rozhrani a tim snizovat povrchové napéti, ptipadné
povrchovou energii. V soustavé kapalina/plyn s tenzidem rozpuSténym v kapalné fazi
se adsorpci na pohyblivém fazovém rozhrani sniZzuje povrchové napéti. V soustave
kapalina/kapalina se tenzid adsorbuje na povrchu jedné z kapalnych fazi a snizuje
tak mezifazové napéti. V soustavé kapalina/pevna latka se tenzid rozpustény v kapalné fazi
adsorbuje na povrchu kapalné nebo pevné faze a snizuje mezifdzové napéti.

Tyto organické slouceniny stabilizuji, nebo v piipad¢ potieby rusi disperzni systémy,
snizuji tfeni, urychluji technologické procesy, ovliviiuji fyzikalné-mechanické vlastnosti
materiald, aktivné se ucastni biochemickych procestt v zivych organismech apod. Tyto
specifické vlastnosti tenzidli jsou determinované chemickou a fyzikalni strukturou jejich
molekul, které maji dipolarni asymetrickou strukturu, kterd ma za nasledek jeho amfifilni
vlastnosti.

Surfaktanty obsahuji ve své molekule skupiny s velkou afinitou k rozpoustédlu
a skupiny, které rozpoustédlo odpuzuji. Pokud je rozpoustédlem voda, je k ni hydrofilni ¢ast
pfitahovéana. Specifickd funkce hydrofilni skupiny pfitomné v molekule tenzidu je zaloZena
na silném ovlivnéni celkové polarity a na rozdéleni elektrického naboje, vcetné celkového
iontového charakteru. Naopak hydrofobni ¢ast tenzidu vodu odpuzuje a zaujima uspotadani,
které s ni co nejvice omezuje kontakt. Hydrofilni ¢asti molekuly je nejcastéji polarni nebo silné
iontova skupina. Hydrofobni ¢éasti je nejcastéji uhlovodikovy fetézec S rozvétvenou
nebo linearni strukturou tvofeny 12—18 uhlikovymi atomy [26, 32].

Pokud je dosazeno urcité koncentrace tenzidil, tzv. kritické koncentrace, molekuly
nebo ionty tenzidu se agreguji do utvari oznaGovanych jako micely. U¢inek tenzidd lze
vysvétlit tak, Ze neasociované molekuly nebo ionty, které jsou povrchové aktivni, se adsorbuji
V urcitém roztoku na fdzové rozhrani, ¢imz vznikd povrchovy film. Micely se piimo tvorby
tohoto filmu neztcastiuji, ale v disledku dynamické rovnovahy mezi koncentraci a micel
a nezreagovanych molekul tenzidu ovliviiuji sniZovani napéti na rozhrani fazi. Vznik
povrchového filmu se nejvyraznéji projevi na fazovém rozhrani kapalina/plyn (péra), tuha
faze/para [27].

Zavaznym problémem tenzidl, predev$im téch kationtovych, je jejich toxicita.
V odpadnich vodach maji negativni vliv na vodni organismy, jelikoz pfi priniku do bun¢k

napadaji jejich biomembranu a tim méni jeji biologickou funkci [28].
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Nejcastéji jsou tenzidy déleny dle jejich hydrofilni slozky, podle jeji schopnosti
disociovat na ionty. Cleni se tedy na tenzidy neionické a ionické, které jsou dale déleny
na kationaktivni, anionaktivni a amfolytické. Neionické tenzidy nemaji naboj
a ve vodném prostiedi nedisociuji. Naopak ionické tenzidy jsou schopny ve vodném prostiedi
disociovat a vzniklé ionty jsou nositeli povrchové aktivity [29]. Na Obr. 4 jsou schematicky

demonstrovany rozdily (klasifikace) mezi jednotlivymi typy tenzidl s ptiklady.
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Obr. 4. Rozdé¢leni tenzidu (dle [30]).

2.1. Kationaktivni tenzidy

Obsahuji jednu ¢i vice funkénich skupin, které ve vodném prostiedi disociuji
na povrchové aktivni kladné nabité ionty. Byvaji siln€ adsorbovany na vétSinu pevnych
povrchil, které maji zadporny naboj. Témét u vSech kationickych tenzidu je kationtem kvartérni
dusikovy atom. Tyto Kationické tenzidy jsou kvartérni amoniové soli, a to chloridy, bromidy
nebo methosulfaty.

Kvartérni amoniové soli maji vétSinou jeden az tii dalsi alkyly. Vyznam kationaktivnich
tenzidl spociva piedevsim v jejich germicidnich a avivaznich ucincich. Oproti anionaktivnim
tenzidim vykazuji znacnou variabilitu uspofddani molekul. Anionické tenzidy nelze
kombinovat s tenzidy kationickymi, nebot’ se vzajemné srazeji na nerozpustny aglomerat.
Pokud se ptesto kombinuji, poté jen ty typy, které maji v molekule kromé ionické casti
I neionickou ¢ast. Tato neionicka ¢ast poté zajist'uje rozpustnost vzniklého aglomeratu ve vode.
Nevyhodou kationaktivnich tenzidu je jejich $patna biologicka rozlozitelnost a vyssi cena oproti

anionaktivnim tenzidam [29].
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2.2. Anionaktivni tenzidy

Anionaktivni tenzidy patii mezi nejrozsifenéjsi tenzidy vibec. Ve vodném prostiedi
disociuji molekuly na zaporné nabité organické ionty a diky tomu podporuji sorpci necistot,
které maji vétSinou kladny ndboj. Mezi tenzidy maji nejucinngjsi detergenéni vlastnosti.
Nejstar§im a nejdéle pouzivanym anionaktivnim tenzidem je mydlo. Jedna se o sodnou sl
vysSich mastnych kyselin. Nevyhodou mydel je, Ze ve tvrdé vod¢ tvoii nerozpustné horecnaté
a vapenaté soli [29].

Dalsim ptikladem anionaktivnich tenzidi je dodecylsiran sodny (SDS), ktery byl
vyuzivan pii modifikaci CPEs v experimentalni ¢asti. Bézné se tento surfaktant vyuziva
ve farmacii, kosmetice, pracich praScich atd. [31]. Kromé& toho je zapotiebi zminit

i dodecylbenzensulfonat sodny, jenz se li$i ptitomnosti aromatického jadra.

2.3. Amfolytické tenzidy

Jsou charakterizovany pfitomnosti dvou hydrofilnich skupin, tedy kyselé a zasadité
skupiny, které¢ molekule ud€luji amfoterni charakter, a to v zavislosti na podminkach prostiedi
(pH). V alkalickém prosttedi se chovaji jako aniontové tenzidy a v kyselém prostiedi se chovaji
jako kationtové tenzidy. Molekula musi obsahovat alesponi jeden dlouhy alifaticky fetézec.
Amfolytické tenzidy maji velmi dobré praci a Cistici schopnosti. Jejich zna¢nou vyhodou je to,
ze jsou kombinovatelné se vSemi ostatnimi typy tenzidt [32]. Patii mezi né alkylbetainy,

sulfobetainy a aminokarboxylové kyseliny [29].

2.4. Neiontové tenzidy

Jednad se o slouceniny, které ve vodném prostiedi nedisociuji. Oproti anionickym
tenzidm maji niz8i detergencni vlastnosti a nejsou pfiili§ stale v siln€ kyselém ¢i silné
alkalickém prostfedi. Vyznamnymi neiontovymi tenzidy jsou kondenzacni produkty

vicesytnych alkoholl a sacharidil s vy$§imi mastnymi kyselinami [29].
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3. Modifikované uhlikové pastové elektrody

Jak jiz bylo zminéno, velkou vyhodou CPESs je jejich jednoduchd modifikace. Pasty
mohou byt modifikovany bud’ pfimym pfimichdnim modifikatoru pii jeji vyrob¢€ (nejbéznéjsi
metoda), nebo 1ze modifikovat povrch jiz hotové CPE. Mezi obecna kritéria pro modifikatory
pouzivané¢ pii jejich pfimém piidavani do pasty patii, Ze by nemcly byt rozpustné
Vv analyzovaném roztoku a nemély by podstupovat elektrochemické transformace v ramci
rozsahu voltametrické reakce analyzované latky s vyjimkou katalytické aplikace.

Modifikované pastové elektrody (MCPEs) se d¢li na elektrody modifikované chemicky,
biologicky ¢i fyzikaln¢é. Chemicky MCPEs obsahuji chemickou latku, at’ uz v celém objemu,
nebo pouze na povrchu. Biologicky MCPEs jsou nazyvany biosenzory. Jedna se o CPEs
obsahujici biologickou komponentu, kterou mize byt napt. enzym, protilatky, casti rostlin
(pletiva), Zivo€ichil (tkdn¢), mikroorganismy atd. Fyzikaln¢ modifikovanymi CPEs se rozumi
takové elektrody, které jsou pied vlastnim méfenim upraveny pomoci napt. zmény teploty,
vystavenim magnetickému poli apod. [33]. Jelikoz je tato diplomova prace vénovana
charakterizaci CPEs modifikovanych vysokym obsahem tenzidu, nejsou prezentovany dalsi

jiné modifikace.

3.1. Tenzidy modifikované CPES

CPEs lIze modifikovat tenzidy dvojim zplsobem, a to bud piimym zamichanim
(rozpusténim) vybraného tenzidu do pasty [4], popi. pastové kapaliny, nebo extrakci tenzidu
z vodného roztoku do pastové kapaliny jiz zhotovené CPE, tzv. koroze povrchu [34].
Schématické znazornéni CPE povrchové modifikované SDS je zobrazeno na Obr. 5.
Aby mohly byt tyto modifikované CPEs pouzity pii voltametrickych méfeni v ryze
organickych rozpoustédlech, je zapotiebi vysoky obsah tenzidu az kolem 30 % (w/w). Z tohoto
divodu tenzidy korodované CPEs (povrchové modifikované) nelze vyuzit pro vyse zminéna

mefeni. Na®

Obr. 5. Schématicka struktura povrchu CPE modifikovaného SDS.
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Pfitomny surfaktant zabrafiuje rozpousténi pastového pojiva a nasledného rozpadu CPE.
Mezi nejcastéji pouzivana organicka rozpoustédla v elektroanalytické chemii patii napt. N,N—
dimethylformamid, acetonitril  (MeCN), tetrahydrofuran, dimethylsulfoxid, 1,2—
dimethoxyethan ¢i dichlormethan. CPEs s vysokym obsahem tenzidu by bylo mozné
tedy pouzit pii voltametrickém stanoveni elektroaktivnich lipofilnich latek.

Takovyto druh elektrod byl poprvé testovan v roce 1965 a jsou nazyvany podle svého
objevitele jako elektrody dle Adamse, téz Adamsovy elektrody. V praxi je pro CPE modifikaci
tenzidy vyuzivano nékolik latek, kdy mezi nejoblibenéjsi patii SDS [9, 12, 35-37]. Za zminku
stoji fict, Ze existuje pouze nckolik malo védeckych praci vénovanych pravé CPEs
modifikovanych tenzidy. Tudiz je zndmo jen malo informaci a vlivu vybéru tenzidu, pojiva

¢i typu uhliku na finalni vlastnosti CPEs.

27



4. Charakterizace uhlikovych pastovych elektrod

Mezi vlastnosti, ve kterych se CPEs lisi od ostatnich elektrodovych materiala
pouzivanych v elektrochemické analyze, lze zafadit jejich heterogenni charakter, nizky
ohmicky odpor (R), nizké proudy pozadi, jejich snadnou polarizovatelnost a vliv na pfenos
naboje [12]. V nasledujicich podkapitolach jsou popsany zakladni nastroje slouzici

k charakterizaci takovychto senzort.

4.1. Vodivost elektrodového materialu

Bézn€ pouzivané CPEs maji velmi nizky ohmicky odpor v jednotkach az desitkach
ohmt. K nartstu odporu dochézi s rostoucim mnozstvim pojiva. V piipad¢, ze je obsah uhliku
V pasté vyrazné vyssi nez obsah pojiva, odpor dosahuje nizkych hodnot do 20 Q. S naristem
obsahu pojiva nad 30 % (w/w) dochazi k prudkému nartstu ohmického odporu pasty.

Vysvétleni tohoto chovani nabizi model nejtésnéjsiho usporadani kulovych castic
(nepravidelné ¢astice se téz fidi timto principem) pievzaty z krystalografie. Podle této teorie
zaujimaji ¢astice 52—74 % objemu. Pokud tedy uhlikové ¢astice obsazené ve smési uhlikové
pasty pfevazuji vyraznéji nad mnoZstvim pojiva, jsou tyto Castice v maximalnim mozném
kontaktu, ¢imz je zajiSténa vodivost pasty. Pastova kapalina pak vypliiuje prostor mezi
uhlikovymi cCasticemi. S dal$im naristem obsahu pojiva se uhlikové Céstice dostavaji
z nejtésnéjsiho uspofadani a jejich kontakt neni tedy plné zajistén, pficemz s vyrazné vys$im

podilem pojiva je kontakt ¢astic nahodny [38].

4.2. Redoxni pary pro nevodna prostiedi
Pro elektrochemickou charakterizaci se pouzivaji modely systémid o znadmém
mechanismu pribéhu elektrodové reakce. Pfiklady mohou byt redoxni par ferrocenu (Fc/Fc*)
(viz Obr. 6), jenz je povazovan za témér idealni jednoelektronovy reverzibilni systém [38]
a chinon/hydrochinon za kvazi-reverzibilni systém [39]. Pro tyto systémy se méfi zavislosti
potencialu piku a jejich proudovych odezev v zavislosti na zméné rychlosti polarizace (v).
S —
Fe = = Fe
+e”

< <

o+

Obr. 6. Reverzibilni jednoelektronova oxidace ferrocenu [40].
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4.2.1. Kinetika ptenosu elektronu

V elektrochemii se rychlost elektrodového déje oznaCuje jako reverzibilita. Stupen
reverzibility je dan hodnotou aktivacniho piepéti. Pokud systém vykazuje nulové prepéti,
a tedy nekonec¢n¢ velkou rychlostni konstantu, tak se mezi oxidovanou a redukovanou formou

latky sta¢i ustavovat rovnovaha dle Nernstovy rovnice (1),

RT , k3
Eé’ = Elnk—g (1)

kde Ec° je potencial, R je molarni plynova konstanta (R = 8,31441-J-K1-mol™?), T je absolutni
teplota, n zna¢i pocet vyménénych elektront, F znafi Faradayovu Kkonstantu
(F = 9648,104 C-mol™), kka ka jsou rychlostni konstanty katodické a anodické reakce [41].

V praxi je snaha o dosazeni co nejvétsi aktivni plochy elektrody, ktera se pocita pomoci

Randles—Sev¢ikovy rovnice (2),

1 1

3
Ip¢ =Ip2 = 2,69-105-4n2-D2 cv2 )
kde Ip? je anodicky iontovy proud, Ip® je katodicky iontovy proud, A je aktivni plocha elektrody,
D znaci diftizni koeficient, ¢ je molarni koncentrace, a v ptedstavuje rychlost polarizace. Rozdil

mezi anodickym a katodickym potencialem je dan nasledujici rovnici (3),

A@:@a_l%czo,owz

©)
kde Ep® je anodicky potencial a Ep° je katodicky potencial.

Ireverzibilni systémy jsou kviili pomalé vymén¢ elektronti charakteristické vzdalenymi
a snizenymi piky. Potenciél je zavisly na rychlosti reakce a v tomto ptipadé Randles—Sevéikova

rovnice (4) nabyva tvaru,

1/2
[0,78—ln LA (“"“F”) ] (4)

_ po_ RT
Ey=E p1/2 RT

p angF
kde « je koeficient pfenosu naboje, Naje pocet vyménénych elektront pii prechodu naboje a k°
je standardni rychlostni konstanta elektrodové reakce. Z toho je odvozen vztah pro proud piku
ireverzibilniho systému (5) [42].

5 =(2,99-105) 7 (ana%)AD%cv% (5)
Pokud je hodnota rozdilt potencial AEp vyssi nez podil 200/n (mV), lze pro vypocet

pfenosu poctu elektrontl a koeficientu pifenosu naboje u reverzibilnich elektrodovych reakci

pouzit Lavironovy rovnice pro anodické a katodické déje (6 a 7),

a_ 0 _ 2,3 RT

Ef=E P logv (6)
¢ _ 0 _ 23RT

Eg=E — log v @)

kdy se v praxi prokladaji pouze linearni ¢asti kiivek popisujici zavislost Ep? a Ep® na logv [43].
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5. Nepolarni elektroaktivni biologicky aktivni latky

V elektroanalytické chemii se vétSinou na uhlikovych pastovych elektrodach detekuji
biologicky aktivni anorganické (t€zké kovy a minerdly) a organické (vitaminy, 1éCiva,
hormony, pesticidy atd.) latky rozpustné ve vodé. Nicmén¢ jen miziva ¢ast védeckych praci je
vénovana analyze nepolarnich organickych sloucenin. Nize jsou uvedeny piiklady biologicky
aktivnich organickych latek, které by bylo mozné elektrochemicky stanovovat v klinicky

vyznamnych vzorcich.

5.1. Lipofilni vitaminy

Jedna se o nepoldrni organické slouceniny, které jsou nezbytné pro Sirokou Skalu
fyziologickych funkci. Nékteré plivodni formy vitaminii musi podlehnout chemické zméng,
aby se staly biologicky aktivnimi [44]. Existuji ¢tyfi hlavni skupiny lipofilnich vitamind,

které jsou zminény V nasledujicich odstavcich.

5.1.1. Vitamin A

Za vitamin A se povazuje all-trans-retinol, all-trans—retinal a all-trans—retinova
kyselina. V ptirodé se vitamin A vétSinou vyskytuje ve formé provitamintu (karotenoidi).
Dale je mozné se setkat i s estery typu all-trans—retinolu [44]. K oxidaci all-trans—retinolu
dochazi na skelné uhlikové elektrodé pii potencialu + 0,8 V vs. ref. v MeCN s chloristanem
lithnym [45].

5.1.2. Vitamin D

Vitaminy ze skupiny D patii mezi sekosteroidy. Mezi nejvyznamnéjsi formy
tohoto vitaminu patii vitamin D> (ergokalciferol) a vitamin Dz (cholekalciferol),
které se od sebe lisi strukturou postranniho fetézce. Tyto formy vznikaji u¢inkem ultrafialového
zateni z prekurzori, které se oznacuji jako provitaminy D. Ergokalciferol vznika z prekurzoru
ergosterolu a je rostlinného plvodu. Cholekalciferol vznikd 2z provitaminu 7—
dehydrocholesterolu a je plivodu zivociSného. Struktury provitamind D jsou tvofeny
cyklopentaperhydrofenanthreny, které obsahuji methylenové skupiny, hydroxylovou skupinu
asystém konjugovanych dvojnych vazeb [46]. Jelikoz byl vitamin D3 (VD3) vybran
jako modelovy analyt pro voltametrickda méfeni na CPEs modifikovanych tenzidy,

jeho pravdépodobna elektrodova reakce je popsana na Obr. 7.
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Obr. 7. Pravdépodobny prub¢h elektrochemické oxidace cholekalciferolu [47].

Cyklickou voltametrii (CV) byl pfi stanoveni VD3 detekovan oxidaéni pik ptiblizné
pii +1,1V vs. nasycené kalomelové elektrodé (SCE). Jako pracovni elektroda byla vybrana
GCE. Jednalo se o irreverzibilni d& v prostfedi methanolu (MeOH) s acetatovym pufrem.
Bé&hem oxida¢niho skenovani byla pozorovana adsorpce produktii oxidace na povrch elektrody,
coz vedlo ke snizeni oxida¢niho piku pfi opakovaném méteni [48].

Zde je nutné zminit, ze povrch CPEs modifikovanych tenzidy je polarni z diivodu
pfitomnosti hydrofilni funkéni skupiny. Z tohoto diivodu 1ze pfedpokladat minimalni adsorpci

oxida¢nich produkti, a tudiz dostate¢né reprodukovatelna opakovatelnd méteni.

5.1.3. Vitamin E

Vitamin E zahrnuje dvé skupiny, a to tokoferoly a tokotrienoly. Tyto latky obsahuji
chromanolovy cyklus s bo¢nim fetézcem liSici se polohou a po¢tem methylovych skupin. Praveé
dle poctu a polohy methylovych skupin se obé€ skupiny vitaminu E d¢€li na ¢tyfi izomery (a, f3,
Y, 0) [44]. Pomoci CV bylo pii stanoveni a—tokoferolu (a—TOH) zjisténo, Ze se tento nejvice
biologicky aktivni izomer oxiduje pii +0,5 V vs. Fc/Fc* na platinové elektrodé v prostiedi
MeCN [49]. Lze usuzovat, ze se a-TOH bude oxidovat za podobnych podminek i na CPEs
modifikovanych tenzidy, jelikoz volba elektrodového materidlu ma povétSinou minimalni vliv

na polohu oxida¢niho piku.

31



5.1.4. Vitamin K

Vitaminy K jsou odvozeny od 2-methyl-1,4-naftachinonu. Pfevladajici formou tohoto
vitaminu obsazenou v potravinach je fyllochinon ozna¢ovan jako vitamin Kj. Forma K;
(menachinon) je produkovana stievni mikroflérou zejména bakterii Escherichia coli
a Staphylococcus aureus. Forma Ks (menadion) je vyrabéna synteticky [50].

Pomoci CV bylo zjisténo, ze vitamin K; je nejprve redukovan pii -1,2 V vs. Fc/Fc*
za vzniku radikalového aniontu, ten je mozné dale redukovat pii -1,7 V vs. Fc/Fc+ za vzniku
dianiontu. Prvni krok nastava pti potencialu, ktery je nerozeznatelny od redukce molekularniho
kysliku, proto je nutné rozpustény kyslik odstranit z roztoku. Oba kroky elektronového pienosu
jsou reverzibilni. Takovéto chovani bylo pozorovano na GCE v Cistétm MeCN s ptimési

tetrabutylamonia hexafluorofosfatu [48].

5.2. Steroidni latky

Steroidy jsou organické slouceniny, které maji kondenzované tfi cyklohexanové kruhy
a jeden cyklopentanovy kruh. Jejich fyziologickou funkci urcuje jejich struktura. Zalezi
na funk¢nich skupinach napojenych na ¢tyikruhové jadro, na oxidacnim stavu a na pfitomnosti
postranniho fetézce napojeného na uhliku C17. Samotné steroidni jadro neni elektrochemicky
aktivni. Tuto aktivitu zajistuji napojené funkéni skupiny ¢i dvojné vazby v jadie [51].
V nadchézejicich podkapitolach jsou popsany vyznamné steroidni latky a jejich doposavad

zjisténé elektrochemické chovani.

5.2.1. Cholesterol

Cholesterol patii mezi nejvyznamnéjsi steroly v lidském organismu. Je nedilnou
soucasti vSech eukaryotnich bunéénych membran a je prekurzorem pfi biosyntéze zlucovych
kyselin a steroidnich hormoni. Jedna se o amfifilni molekulu, coZ znamena4, Ze obsahuje polarni
¢ast s hydroxylovou skupinou, diky niz je molekula hydrofilni a ¢ast nepolarni, ktera je tvofena
steroidnim jadrem a uhlovodikovym fetézcem, diky nimz je molekula lipofilni [52].

Pfimé elektrochemicka oxidace cholesterolu je obtizné¢ dosazitelnd, nebot’ se jedna
0 molekulu chudou na elektrony. Z literatury bylo zjisténo, ze ke zdarné oxidaci je tfeba volit
pouze nevodnd média nebo média s vysokym podilem organické faze [53]. Naptiklad
Vv Riyantové studii bylo pomoci CV sledovano elektrochemické chovani cholesterolu a zjistén

oxidaéni pik pti +0,46 V vs. Ag/AgCl na zlaté elektrodé v prostiedi hydroxidu sodného [54].
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5.2.2. Steroidni hormony

Jedna se o hormony lipofilni povahy, které vznikaji z cholesterolu procesem
steroidogeneze. Existuji dv€é hlavni tfidy steroidnich hormonid, a to Kkortikosteroidy
(mineralokortikoidy a glukokortikoidy) a pohlavni hormony (androgeny, estrogeny
a progesterony) [55]. Pomoci CV se pfislo na to, ze testosteron Ize anodicky oxidovat piiblizné
pii +0,57 V vs. SCE pomoci skelné elektrody modifikované kobaltovym filmem v prostiedi
hydroxidu sodného [56].

CV se rovnéz zjistilo, ze P—estradiol se anodicky oxiduje pti +0,7 V vs. Ag/AgCl
na GCE modifikovanou sazemi. Jednalo se o irreverzibilni d&j v prostiedi fosfatového pufru
[57]. Mimochodem B—estradiol je mozné elektrochemicky oxidovat pii +1.0 V' vs. Ag/AgCI
ve smési MeCN a vody (50:50) [58]. NiZze jsou popsany elektrodové reakce P—estradiolu

(Obr. 8.), jenz byl zvolen v této diplomové praci jako modelovy analyt.

...... Electron transfer/Chemical step

...... Llectron transfer step

........ Chemical step

Obr. 8. Pravdépodobny pribeh elektrochemické oxidace p—estradiolu [57].
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5.2.3. Zlu¢ové kyseliny

Jedna se o kysel¢é steroly s nasycenym steroidnim jadrem a napojenou karboxylovou
skupinou na péti ¢i osmi uhlikovém postrannim fetézci. DéEli se na dvé skupiny, na primarni
zluové kyseliny, které vznikaji piimo z cholesterolu a na sekundarni zlucové kyseliny,
které vznikaji ¢innosti stfevni mikroflory. Mezi hlavni primdrni Zlu¢ové kyseliny u lidi patii
kyselina cholova a chenodeoxycholova [54]. Jelikoz se tyto latky oxiduji pfi vysokych kladnych
potencialech, je nutné pouzit BDD elektrodu, jeZz ma Siroké potencialové rozpéti. Takto lze
kuptikladu anodicky oxidovat kyselinu cholovou pii +1,2 V vs. Ag/AgNO3 v prostiedi kyseliny
chloristé v MeCN po zahtivani pii 50 °C po dobu 5 minut [59].
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EXPERIMENTALNI CAST

6. Elektrochemicke chovani tenzidy modifikovanych CPEs

Tato diplomova prace se vénovala elektrochemickému chovani CPEs modifikovanych
tenzidy, kdy cilem bylo nalézt optimalni slozeni takovéhoto heterogenniho senzoru pro mozna
praktickd méfeni a uplatnéni v elektroanalytické chemii, konkrétné ve voltametrickém
stanoveni nepolarnich elektroaktivnich latek, jejichz monitorovani md vyznam v klinické
analyze.

V ramci optimalizace bylo dulezité vybrat vhodny typ uhlikového materialu (prasku),
pastovou kapalinu (pojivo), druh surfaktantu a jeho mnozstvi. Po vybéru optimalniho slozeni
se CPE modifikovana tenzidem proméfovala v riznych organickych rozpoustédlech,
aby se zjistily jeji moznosti pouziti v elektroanalyze.

Samotna charakterizace se provadéla nejdiive na méfeni standardnich redoxnich parech
pro nevodna prostfedi (Fc/Fc* a p—chinon/p-hydrochinon), kdy soucasné byla tato méfeni
zopakovana na komer¢ni GCE, aby se daly ziskané vysledky porovnat. V posledni tadé
se prom¢tily kalibrac¢ni zavislosti dvou modelovych analyti VD3 a hormonu p—estradiolu.
Nameétené vysledky byly rovnéz porovnavany s naméfenymi vysledky pomoci GCE.

Jednotlivé kroky optimalizace, obdrzené vysledky a detailni diskuse jsou prezentovany
Vv nasledujicich kapitolach a patti¢né ilustrovany ptisluSnymi grafy, kdy nékteré vysledky jsou

piehledné zahrnuty v tabulkach.

6.1. Pouzité chemikalie a materialy
Veskeré pouzité chemikalie vykazovaly Cistotou pro analytické ti¢ely a jejich seznam je
zobrazen v Tab. 1. Technicky cisty ethanol se pouzival pouze na oplachovani elektrod

a voltametrickych cel. Technicky ¢istym acetonem se promyvaly elektrodové drzaky z Teflonu.
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Tab. 1. Seznam pouzitych chemikalii a elektrodovych materialt.

Chemikalie a elektrodové materialy Vyrobce
1,3—-didecyl-2—-methylimidazolium chlorid, 96% (DMIC)  Merck KGaA, Némecko
Aceton, 99% Merck KGaA, Némecko
Acetonitril, 99,9% Honeywell, Némecko
Benzethonium chlorid, 99% (BTC) Merck KGaA, Némecko
B-Estradiol Merck KGaA, Némecko
Chloristan lithny (LiClOa) Merck KGaA, Némecko
Cholekalciferol Merck KGaA, Némecko
Cetyltrimethylammonium bromid (CTAB) Janssen chimica, Belgie
Didodecyldimethylammonium bromid, 98% (DDAB) Merck KGaA, Némecko
Dimethylsulfoxid Mallinckrodt, USA

Dioxan Merck KGaA, Némecko
Dodecylsiran sodny Merck KGaA, Némecko
Ethanol, 96% (EtOH) Merck KGaA, Némecko
Ferrocen Merck KGaA, Némecko
Hydrochinon Merck KGaA, Némecko
Monohydrat chloridu hexadecylpyridinia, 99% (CPC) Merck KGaA, Némecko
Isopropylalkohol Fichema, Cesko

Methanol Penta, Cesko

Parafinovy olej (PO) Merck KGaA, Némecko
Parafinovy vosk (PW) Merck KGaA, Némecko
Polypropylen (PP) Merck KGaA, Némecko
RW-B uhlik Ringsdorff Werke Ltd, Némecko
Sigradur G (velikost ¢astic 10-20 pum) HTW Maintigen, Némecko
Silikonovy olej o viskozité 8000 cSt (SO) Ludebni zavody Kolin, Cesko
Surovy Sungit (velikost ¢astic 1-20 pm) Skywest Trading s.r.o., Cesko
Trikresylfosfat (TCP) Fluka Biochemika, Svycarsko
Uhlikovy prasek (velikost Castic > 2 um) Graphite Tyn s.r.o., Cesko
Uhlikovy prasek (velikost ¢astic > 5 pm) Graphite Tyn s.r.o., Cesko
Vazelina (VA) Merck KGaA, Némecko
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6.2. Piistrojové vybaveni

Veskera elektrochemicka méteni byla provadéna v klasickém tiielektrodovém zapojeni
v50 ml sklenéné voltametrické cele pii laboratornich podminkach. Pracovni CPE
modifikovana jednim z vybranych tenzidd, referentni kalomelova elektroda Hg | HgzCl2 | KC1
se solnym mustkem a platinovy plisek jako pomocna elektroda (Obr. 9) byly spole¢né zapojeny
k potenciostatu/galvanostatu Autolab PGSTAT101 (Metrohm, Praha, Ceska republika)
kompatibilnim s programem Nova verze 1.11. Ziskana data se dale zpracovavala v programu
Excel od spole¢nosti Microsoft.

K navazovani latek byly pouzity analytické vahy znacky KERN 770 od spolecnosti
Mettler—Toledo, s.r.o. (Praha, Ceska republika) s presnosti na Gtyfi desetinna mista a vahy
znaCky Sartorius BP 211 D od spole¢nosti Minebea Intec GmbH (Hamburg, Némecko)
S pfesnosti na pét desetinnych mist. K rozpousténi pevnych latek byla pouzita ultrazvukova
vana znatky Sonorex od spole¢nosti VERKON s.r.0. (Praha, Ceska republika). K méfeni
ohmického odporu uhlikovych past naplnénych v elektrodovych drzéacich byl pouzit digitalni
multimetr HC-3500T od spole¢nosti Equipment Hung Chang Co. Ltd., (Soul, Jizni Korea).

Obr. 9. Ttielektrodovy systém s laboratornim stojanem a magnetickym michadlem.
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6.3. Ptiprava modifikovanych elektrod

Pro ptipravu optimalniho elektrodového materialu byly vybirany riizné pastové
kapaliny (PO, PP, PW, SO, VA a TCP) o obsahu 20 % (w/w), které¢ se smichaly S riznymi typy
uhlikovych prasku (grafit, skelny uhlik, surovy Sungit a RW-B uhlik) o obsahu 30 % (w/w)
a vybranymi surfaktanty (SDS, CPC, BTC, CTAB, DMAB, DDC-2-MIC a cocamidopropyl
betain) o obsahu 50 % (w/w).

Vlastni homogenizace se uskutecnila v keramické tfeci misce po dobu 20 minut,
kdy se nejdiive navazila pastova kapalina s tenzidem a az po rozpusténi tenzidu byl pfidan
uhlikovy prasek. Vysledna uhlikova pasta byla poté napéchovana do dutiny (primér 3 mm)
Teflonového elektrodového drzéku opatfené¢ho kovovym pistem, ktery zajiStuje elektricky
kontakt. Takto pfipravené elektrody byly pfed méfenim po dobu jednoho dne odlozeny
za laboratornich podminek. Obecné plati, ze Cerstvé ptipravené elektrody by nemély byt ihned
pouzivany, nebot’ dost ¢asto vykazuji nestabilni elektrochemické chovani. U CPEs proslych

vyse zminénou auto-homogenizaci byly prométeny ohmické odpory.

6.4. Piiprava pracovnich a zasobnich roztokt

Z4sobni roztok 0,1 mol-I"* zakladniho elektrolytu byl ptipraven navazenim 1 g LiClOa
a rozpusténim v 100 ml MeCN v ultrazvuku po dobu 2 minut. Pro pfipravu 10 ml standardniho
roztoku ferrocenu o koncentraci 0,01 mol-1" bylo navazeno 0,0186 g ferrocenu a rozpusténo
v 10 ml MeCN. Pro ptipravu 10 ml standardniho roztoku hydrochinonu o koncentraci
0,01 mol-I* bylo navaZeno 0,0110 g hydrochinonu a rozpusténo v 10 ml MeCN. Pro ptipravu
10 ml standardniho roztoku VD3 o koncentraci 0,01 mol-I? se navazilo 0,0385¢g
cholekalciferolu a rozpusténo v 10 ml MeCN. Pro piipravu 10 ml standardniho roztoku p—
estradiolu o koncentraci 0,01 mol-1" bylo navazeno 0,0272 g tohoto hormonu a rozpusténo
v 10 ml MeCN.

6.5. Pracovni podminky a parametry voltametrickych technik

Vsechna méfeni byla uskute¢niovana ve sklenéné voltametrické cele, kterd obsahovala
vzdy 10 ml pracovniho elektrolytu. Pied kazdym méfenim byl povrch CPE elektrody
obnovovan vytlatenim malého mnoZstvi pasty a naslednym vylesténim o suchy filtraéni papir.
Povrch GCE byl obnovovén lesténim vodnou suspenzi aluminy (velikost ¢astic 1 pm) po dobu
10 s a nasledném oplachnutim proudem EtOH. Pracovni podminky pouzitych voltametrickych

technik v riznych ¢astech optimalizace jsou vypsany nize.
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6.5.1. Vybér optimalniho sloZeni pasty
Cyklicka voltametrie v 0,1 mol-1" LiClO4 v 99,9% MeCN
Potencialovy krok (Estep) = 2,5 mV
Rychlost skenovani (v) = 50 mV-s?
Pocatecni potencial: -0,4 V

Koncovy potencial: od +1.0 az do +2.0 V

6.5.2. MnozZstvi surfaktantu
Cyklicka voltametrie v 0,1 mol-1" LiClO4 v 99,9% MeCN
Potencialovy krok (Estep) = 2,5 mV
Rychlost skenovani (V) = 50 mV-s?
Pocatecni potencial: -0,4 V

Koncovy potencial: od +1,0 do +1,8 V

6.5.3. Vliv rozpoustédla
Cyklicka voltametrie v 0,1 mol-1" LiClO4 v 99,9% MeCN
Potencialovy krok (Estep) = 2,5 mV
Rychlost skenovani (V) = 50 mV-s™
Pocatecni potencial: -0,4 V

Koncovy potencial: +1,6 V

6.5.4. Kinetika elektrodovych reakci
Cyklicka voltametrie 0,1 mol-1* LiClOs v 99,9% MeCN s 500 umol-1* ferrocenu
Potencialovy krok (Estep) = 2,5 mV
Rychlosti skenovani 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 a 1000 mV-s*
Pocate¢ni potencial: -0,4 V

Koncovy potencial: +0,8 a +1,0 V

Cyklicka voltametrie 0,1 mol 1 LiClO4 v 99,9% MeCN s 500 umol-1* hydrochinonu
Potencialovy krok (Estep) = 2,5 mV

Rychlosti skenovéni 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 a 1000 mV-s™
Pocatecni potencial: -0,4 V

Koncovy potencial: +1,6 V

39



6.5.5. Elektrochemické chovani modelovych analyti
Opakujici se cyklicka voltametrie (N=5) v 0,1 mol-I* LiClOs v 99,9% MeCN
s piitomnosti 500 pmol-1"t VD3 nebo 500 pmol-1"* B—estradiolu
Potencialovy krok (Estep) = 2,5 mV
Rychlost skenovani (v) =50 a 100 mV-s™
Pocate¢ni potencial: -0,4 V

Koncovy potencial: +1,4 V pro 50 mV-s*a+1,8 V pro 100 mV-s*

6.5.6. M¢éteni kalibracni zavislosti modelovych analyti
Diferen¢né pulzni voltametrie 0,1 mol-1" LiClO4 v 99,9% MeCN s pfitomnosti 50, 100,
150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 a 500 umol-1* VD3 a B—estradiolu
Potencialovy krok (Estep) = 2,5 mV
Rychlost skenovani (V) = 50 mV-s
Potencial amplitudy (Eampl) = 60 mV
Doba pulzu (tpuise)= 0,05 s
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7. Vysledky a diskuse
7.1. Vybér pastové kapaliny

Pii vybéru optimalniho druhu pastové kapaliny mély ptipravené CPEs vzdy stejné
slozeni uhliku a tenzidu, a to 30 % (w/w) grafitového prasku (typ CR-2) a 50 % (w/w) SDS
(CPE/SDS). V této studii bylo voleno mezi riznymi pojivy, jmenovité ataktickym
polypropylenem, PO, PW, SO, TCP a VA.

VA (R =2,08 kQ)aPW (R = 247 kQ) poskytovaly vysoké hodnoty ohmického odporu,
proto s nimi nebylo provedeno zadné voltametrické méteni. Hodnoty R byly pro elektrodu s PO
R=0,374 kQ, pro elektrodu se SO R=0,394 kQ a pro elektrodu s TCP R =0,448 kQ.
Na Obr. 10 jsou zobrazeny piislusné cyklické voltamogramy zakladniho elektrolytu pro rizné
Sirokd potencidlovd rozmezi. Proudovd odezva zakladniho elektrolytu se zvySovala
s nastavenou vyssi hodnotou koncového potencialu.
hodnoty proudového pozadi zakladni linie. Pasta s TCP je nevhodna, jelikoz poskytovala
vysoké hodnoty proudového pozadi zdkladni linie. Kviili takto vysokym proudovym odezvam

pozadi by bylo obtiZzné ziskat pti analyze nizkych koncentraci analytl anodicky signal.
140 - 140 400
120 4 120

300

200

-100

—————— 20— 5l
04 00 04 08 12 16 20 04 00 04 08 12 16 20 04 00 04 08 12 16
E/vs. SCE E/vs. SCE E/vs. SCE

Obr. 10. Cyklické voltamogramy zékladniho elektrolytu potfizené na CPE/SDS obsahujici
20 % (w/w) PO (Cervene), SO (zelen¢) a TCP ( ).
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7.2. Vybér uhlikového prasku

Pii vybéru optimalniho typu uhlikového prasku se volilo mezi grafitem CR-2
nebo CR-5, skelnym uhlikem, surovym Sungitem (tzv. kamennym uhlikem) a uhlikem RW-B.
Elektrody s obsahem skelného uhliku, surového Sungitu a RW-B uhliku poskytovaly vysoké
hodnoty R, nad jednotky megaohmii, proto s nimi nebylo provedeno zadné méifeni. Konzistence
piipominaly spiSe tuhé kompozity, které¢ se jen obtizn¢ vytlaCovaly z elektrodovych pouzder.

Hodnoty R byly pro elektrodu s grafitovym praskem CR-2 R = 0,374 kQ, pro elektrodu
s grafitovym praskem CR-5 R =1,133kQ. Na Obr. 11 jsou zobrazeny ptislusné cyklické
voltamogramy zdkladniho elektrolytu pro jedno opakovani. Proudova odezva zékladni linie
se zvysovala s vyssi hodnotou koncového potencialu. Zavérem lze fici, Ze nejlepsich vysledka

dosahla pasta s grafitovym praskem CR-5, ktera poskytovala nizsi proudové hodnoty pozadi.

140 1 50 -
120 -
40 A
100 -
80 - 30
<
3 60 1 <=E_ 20
= ~
40 A -
10 -
20 -
0
0
220 -10

-04-020002040608101214 16 1,8 -0,4-020,00204060810121,4161,8

E/vs. SCE E/vs. SCE
Obr. 11. Cyklické voltamogramy zakladniho elektrolytu potizené na CPE slozené
250 % (w/w) SDS, 20 % (w/w) PO a 30 % (w/w) grafitového prasku CR-2 (cerven¢) nebo 30
% (w/w) grafitového prasku CR-5 (purpurove).

7.3. Vybér surfaktantu

Pii vybéru optimalniho druhu surfaktantu bylo voleno mezi nasledujicimi latkami,
jmenovit¢ BTC, DDAB, DMIC, cocamidopropyl betain, CPC, CTAB a SDS. Tyto
modifikované CPEs mély vzdy obsah 50% (w/w) tenzidu, 20% (w/w) PO
a 30 % (w/w) grafitového prasku CR-2. Pasta obsahujici cocamidopropyl betain byla velmi

mazlava a nesla prakticky napéchovat do dutiny elektrodového drzaku.
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Hodnoty R byly pro elektrodu s SDS R = 0,374 kQ, pro elektrodu s CPC R = 0,972 kQ,
pro elektrodu s BTC R = 0,188 kQ, pro elektrodu s CTAB R = 0,209 kQ, pro elektrodu s DMIC
R =0,299 kQ a pro elektrodu s DDAB R = 1,372 kQ.

Na Obr. 12 az 17 jsou zobrazeny piislusné cyklické voltamogramy zéakladniho
elektrolytu, a to vzdy pro jedno opakovani a ruzné¢ $iroka potencialova okna. Navic tyto
zaznamy obsahuji chemickou strukturu pouzitého tenzidu. Proudova odezva zakladni linie
rostla s vys$simi hodnotami koncovych potenciali.
hodnoty proudového pozadi zakladni linie a navic pfitomny SDS nepodléhal elektrochemickym
reakcim, na rozdil od BTC, CTAB, DMIC a DDAB, které elektrochemicky reagovaly, nebot’
ve své chemické struktufe obsahuji elektroaktivni centra. S t€émito elektrodami lze méftit pouze
do potencialu, kdy jesté nedochazi k chemické zméné ptitomného tenzidu, napi. CPE
s ptitomnosti CPC je mozné pouzit pro anodické oxidace do koncového potencialu +0,8 V.

140 -

120

04 00 04 08 12 16 20
E/vs. SCE

Obr. 12. Cyklické voltamogramy zakladniho elektrolytu pofizené na CPE/SDS.
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Obr. 13. Cyklické voltamogramy zakladniho elektrolytu potizené na CPE/CPC.
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Obr. 14. Cyklické voltamogramy zakladniho elektrolytu pofizené na CPE/BTC.
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Obr. 15. Cyklické voltamogramy zakladniho elektrolytu potizené na CPE/CTAB.
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Obr. 16. Cyklické voltamogramy zakladniho elektrolytu potizené na CPE/DDAB.
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Obr. 17. Cyklické voltamogramy zakladniho elektrolytu potizené na CPE/DMIC.
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7.4. Optimalni mnoZstvi surfaktantu

Pii vybéru optimalniho mnozstvi surfaktantu byly umichany pasty s 20 % (w/w) PO,
s obsahem surfaktantu 20, 30, 40, 50 a 60 % (w/w) a s grafitovym praskem CR-5. Hodnoty
namétenych R byly pro elektrodu s obsahem SDS 20 % (w/w) R = 0,021 kQ, pro 30 % (w/w)
R = 0,059 kQ, pro 40 % (w/w) R = 0,248 kQ, pro 50 % (w/w) R = 1,133 kQ a pro 60 % (w/w)
R = 1330 kQ. Se zvySujicim se obsahem tenzidu se zvySuje objem pastové kapaliny, protoze
tenzid se v PO rozpousti. Tento jev zapficini, Ze Castice grafitu jsou dale od sebe, a tudiz dojde
k zhorSeni kontaktu mezi témito vodivymi ¢asticemi. Cyklické voltamogramy zakladniho

elektrolytu obdrzené pro CPEs s riiznym obsahem SDS jsou zobrazeny na Obr. 18.
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Obr. 18. Cyklické voltamogramy CPEs s obsahy 20 (zelen¢), 30 (modie),
40 ( ), 50 ( ) 260 % (w/w) SDS (purpuroveé) pii poc¢atecnim potencialu
-0,4 V a kone¢nych potencidlech +1,2 V,+1,4 V, +1,6 Va+1,8 V.
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Jak je ziejmé z vySe uvedenych cyklickych voltamogramti k vyznamnému naristu
proudového pozadi dochézelo jiz pti +1.2 V pro CPEs s obsahem 20 a 30 % (w/w) SDS. Z toho
vyplyva, ze obsah do 30 % (w/w) SDS neochrani uhlikovou pastovou elektrodu pred ptisobenim
MeCN. Na rozdil CPE s obsahem 60 % (w/w) SDS pro sviij vysokym ohmicky odpor nelze
pouzit pro voltametricka méfeni. Z téchto poznatki lze vyvodit zavér, ze CPEs s obsahem 40
az 50 % (w/w) SDS je mozné povazovat za pouzitelné, kdy elektroda s obsahem 40 % SDS

(w/w) se zda byt optimalni.

7.5. Vliv rozpoustédel

Modifikovanou CPE s 20 % PO, 40 % grafitového prasku CR-5 a 40 % SDS (vse w/w)
Ize povazovat za optimalni pracovni elektrodu pro elektrochemicka méfeni v Cisté organickych
rozpoustédlech, kdy v této praci ptevazovaly spiSe slabé polarni organicka rozpoustédla. Tato
elektroda byla testovana cyklickou voltametrii pfi pocatecnim potencialu -0,4 V a konecném
potencialu +1,6 V. Seznam rozpoustédel, druh elektrolytu, hodnoty koncového anodického
potencialu (Eca®) a velikost proudového pozadi (lb) jsou uvedeny v Tab.2. Je nutné
pfipomenout, ze v prostifedi dioxanu se uhlikova pasta rozpadla. Z uvedenych dat je mozné

usoudit, ze optimalni rozpoustédlo pro anodickd méteni piedstavuje MeCN.

Tab. 2. Vliv rozpoustédla na elektrochemické chovani CPE/SDS.

Rozpoustédlo Elektrolyt lb / pA Eca® / V
Aceton 0,1 mol-1" LiClO4 26,831 0,9
Dioxan 0,1 mol-1? LiClOq4 — —
DMSO 0,1 mol-1* LiClO4 26,115 0,7
EtOH 0,1 mol-1"* LiClO4 24,393 0,8
IPA 0,1 mol-1"* LiClO4 24,362 0,8
MeCN 0,1 mol-1" LiClO4 0,109 1.2
MeOH 0,1 mol-1" LiClO4 14,179 0,8
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7.6. Kinetika elektrodovych reakci

Pro nami zvolené elektrochemicky reverzibilni reakce (Fc/Fc™ a p-chinon/p—
hydrochinon), je potencial piku (Ep) spole¢né s dalSimi potencialovymi charakteristikami
nezavisly na rychlosti posuvu potencialu a proudova hustota piku je pfimo imérnd druhé
odmocniné rychlosti posuvu potencialu (v*2). Je ziejmé, Ze z vysledki téchto méfeni Ize zjistit
pocet eclektroni vyménovanych pii elektrodové reakci a eventualné i difizni koeficient
elektroaktivni latky.

V této diplomové praci byly zkoumdny nasledujici systémy, a to elektrochemické
chovani vyse zminénych redoxnich part (500 umol-1Y) na CPE/SDS, CPE/CPC a GCE
Vv &istém MeCN obsahujici 0,1 mol-1. P#i studiu zavislosti potencialdi pikéi a proudovych
odezev ferrocenu na zméné rychlosti polarizace bylo zjisténo, ze proud piku (Ip) linearné roste
s V2. Tyto linearni regrese byly charakterizovany koeficienty determinace (R?),
ato R? = 0,9988 pro CPE/SDS a R? = 0,9995 pro GCE.

Dale byly zjistény hodnoty smérnic pro CPE/SDS k? = 0,495 pA (mV-s)*2 a pro GCE
k?=0,505 pA (mV-s1)Y2 z linearnich zavislosti logaritmu proudu piku (logly) na logaritmu
rychlosti skenovani (logv). Z téchto hodnot Ize usoudit, Ze je pro ob¢ elektrody elektrochemicka
oxidace fizena difuzi (k = 0,5) a ne adsorpci (k = 1,0).

Vysledky z méteni 1ze vidét na Obr. 19 a Tab. 3. Za laboratornich podminek, pro idealné
jedno-elektronovy reverzibilni systém plati, ze rozdil Ep? a katodického potencialu (Ep®) by mél
dle Nernstovy rovnice odpovidat pfiblizné hodnoté 59 mV. K této teoretické hodnoté se vice
piiblizila GCE. Co se ty¢e poméru proudovych odezev | 1,%1,°|, byly spo¢teny hodnoty kolem 1
pro obé& pracovni elektrody. Tyto hodnoty nasvédCuji o idedlnim reverzibilnim chovéni

ferrocenu na CPE/SDS.
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Obr. 19. Cyklické voltamogramy 500 pmol-1" ferrocenu obdrzené na CPE/SDS (A) a
GCE (B) v MeCN s 0,1 mol‘I"* LiClO4 pfi rychlostech skenovani 100-1000 mV-s™,
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kdy jsou zobrazeny i tradi¢ni grafy kinetickych zavislosti.
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Tab. 3. Porovnani CPE/SDS, CPE/CPC a GCE pomoci Fc/Fc* redoxniho paru.

v(mVsst)  AEp (V) [1p/1°] AEp (V) [1p/1°] AEp (V) [1p/1°
CPE/CPC CPE/CPC CPE/SDS  CPE/SDS GCE GCE
100 0,0391 1,2444 0,0903 1,0198 0,0684 1,0395
200 0,0708 1,1367 0,0806 0,9850 0,0732 1,0600
300 0,0928 1,0976 0,0903 1,0060 0,0708 1,0478
400 0,1172 1,0343 0,0855 1,0139 0,0684 1,0245
500 0,1367 1,0234 0,0879 0,9867 0,0732 1,0341
600 0,1563 0,9977 0,0928 0,9787 0,0757 1,0094
700 0,1953 0,9561 0,0903 1,0214 0,0757 1,0059
800 0,2148 0,9367 0,1049 0,9993 0,0781 0,9946
900 0,2344 0,9247 0,1001 0,9908 0,0757 1,0103
1000 0,2490 0,9057 0,1001 0,9970 0,0781 1,0002

Dale byla uskute¢néna studie rychlosti na CPE obsahujici 40 % (w/w) CPC v prostiedi
zékladniho elektrolytu (MeCN) s pfitomnosti 500 umol-1* ferrocenu (viz. Obr. 20), kdy bylo

1/2

zjisténo, ze lp linedrné roste s v2. Tato linearni zavislost byla charakterizovana R? = 0,9924.

Dale byly zjistény hodnoty smérnice k? =0,8619 pA (mV-s1) 2 a k¢ = -0,9994 pA (mV-s?1)1/2
z linearnich zavislosti loglp na logv. Z téchto hodnot 1ze usoudit, Ze je elektrochemicka oxidace

fizena spiSe adsorpci (k = 1).
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Obr. 20. Cyklické voltamogramy 500 pmol-1* ferrocenu obdrzené na CPE/CPC v MeCN
s 0,1 molI"! LiCIO4 pfi rychlostech skenovani 100-1000 mV-s, kdy jsou zobrazeny i grafy
typickych kinetickych zavislosti.

V posledni tadé byla studie rychlosti skenovani provedena v prostiedi zakladniho
elektrolytu s 500 pmol-1"t hydrochinonem (viz. Obr. 21), pfedstavujici typicky kvazi—
reverzibilni systém (Tab. 4), kdy bylo zjisténo, Ze I, linearné rostl s v'/2, pro CPE/SDS nabyvaly
R? hodnoty 0,9692 a 0,9998 pro GCE.

Poté byly spocteny hodnoty smérnice linearni regrese zavislosti logl,® na logy,
atok?=0,329 pA (mV s1)Y2 pro CPE/SDS a k* = 0,5102 pA (mV s)V2 pro GCE. Z téchto

hodnot 1ze opét usoudit, Ze pro ob¢ elektrody je oxidace fizena difuzi a ne adsorpci.
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Obr. 21. Cyklické voltamogramy 500 pmol-1"* p-hydrochinonu obdrZené na

CPE/SDS (A) a GCE (B) v MeCN s 0,1 mol-I"* LiClOq pfi rychlostech skenovéani 100—

1000 mV-s?, kdy jsou zobrazeny i typické pribéhy kinetickych zavislosti.
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Tab. 4. Porovnani CPE/SDS a GCE pomoci p—chinon/p—hydrochinon redoxniho paru.

v (mV-s?) AEp (V) [13/1,°] AEp (V) [13/1,°]
CPE/SDS CPE/SDS GCE GCE
100 0,9204 6,2051 0,6763 4,2724
200 0,9448 3,5237 0,7202 3,4190
300 0,9570 3,2717 0,7446 3,3817
400 0,9937 3,3637 0,7617 3,4688
500 1,0156 3,3139 0,7788 3,5167
600 1,0327 3,5197 0,7886 3,6090
700 1,0254 3,3156 0,8032 3,6583
800 1,0425 3,2566 0,8008 3,7838
900 1,0547 3,2636 0,8301 3,8032
1000 1,0522 3,1068 0,8374 3,8973

7.7. Analyza modelovych analyti

Pro testovani vyuziti CPEs modifikovanych tenzidy byla provedena série
voltametrickych méteni dvou modelovych analytd, piedstavujici roztoky VD3 a B—estradiolu
v ¢istém MeCN obsahujici 0,1 pmol-1? LiClOs. Zde je dtlezité konstatovat, Ze parametry
diferen¢ni pulsni voltametrie (DPV) nebyly optimalizovany pro dosazeni maximalniho
proudového vytézku elektrochemické oxidace téchto dvou biologicky aktivnich latek. Cilem
bylo porovnat vybranou CPE/SDS s komer¢ni GCE za stejnych pracovnich podminek.

Nejprve bylo nutné popsat elektrochemické chovani VD3 a B-estradiolu tak, aby bylo
mozné ur¢it hodnoty (polohy) oxida¢nich pikl. Za timto uc¢elem byla provedena méfeni pomoci
CV jejich 100 pmol-I* standartnich roztokt pii rychlosti skenovani 50 a 100 mV-s™. Poté byla
provedena kalibra¢ni méfeni pro koncentratni rozmezi od 50 do 500umol-1* VD3 ap-

estradiolu za sejnych pracovnich parametrtit DPV.

7.7.1. Elektrochemické chovéani VD3

Pomoci CV byl proméfen 500 umol-1? roztok cholekalciferolu pro pét opakovani
pfi skenovacich rychlostech 50 a 100 mV-s, jak je vidét na Obr. 22. P¥ipravena CPE s 40 %
(w/w) SDS byla porovnana skomer¢ni GCE, kdy na obou elektrodach bylo zjisténo
ireverzibilni chovani VD3. Pfi skenovaci rychlosti 50 mV-s? se v ptipadé CPE/SDS objevil

anodicky pik pti +1,14 V, pii dalSich opakovanich dochdzelo ke zvySovani proudové odezvy
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a posunu piku na +1,18 V. V ptipadé GCE se oxidacni pik objevil pii +1,12 V, s kazdym
opakovanim dochézelo k ipadku proudové odezvy a posunu piku ptiblizné 0 +0,01 V kazdym
cyklem. Podobnému chovani se dospélo i v ptipadé pouziti rychlosti skenovani 100 mV-s™.
Nicméné narist vysky piku nebyl vyznamny béhem opakujicich se méfeni na stejném povrchu
CPE/SDS. Z tohoto hlediska lze predikovat, ze by se méla elektroanalyticka méfeni VD3
provadét pti vysokych rychlostech skenovani, kdy je zarucena vyssi reprodukovatelnost
opakovanych méfeni.
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Obr. 22. Opakujici se cyklicka voltametrie (5 cyklil) 500 pmol-1" cholekalciferolu na
CPE/SDS a GCE, rychlost skenovani 50 (vlevo) a 100 mV-s* (vpravo).

7.7.2. Elektrochemické chovani B—estradiolu

Pomoci CV byl proméfen 500 pmol-1' roztok B-estradiolu pro pét opakovani
pfi skenovacich rychlostech 50 a 100 mV-s™, jak je demonstrovano na Obr. 23. Opét byla
porovnavano elektrochemické chovani na CPE/SDS a GCE. Elektrochemicka aktivita p—
estradiolu se projevila oxidaénim pikem pfi +1.2 V v &istém MeCN s pfitomnosti 0,1 pmol-1
LiClO4, kdy pii dalsich opakovanich dochazelo k poklesu proudové odezvy a posunu piku
0+0,05 V. V piipadé¢ GCE se oxida¢ni pik objevil pii +1,15 V, skazdym opakovanim
dochazelo taktéz k poklesu proudové odezvy a posunu piku pfiblizné o +0,025 V. Obdobnému
chovani se dospélo 1 pii pouziti dvojnasobné vyssi rychlosti skenovani. Z vySe uvedenych
skutecnosti lze usoudit, Ze P—estradiol podléhd ireverzibilni elektrodové oxidaci, kdy Ize
konstatovat, ze pii nizsich rychlostech skenovani jsou obdrzené oxidac¢ni piky 1épe vyvinuté

a rozliSitelné od zdkladni linie.
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Obr. 23. Opakujici se cyklicka voltametrie (5 cyklil) 500 umol-1" B—estradiolu na CPE/SDS
a GCE, rychlost skenovani 50 (vlevo) a 100 mV-s (vpravo).

7.7.3. Moznosti voltametrického stanoveni cholekalciferolu a p—estradiolu
V elektroanalytické chemii se Casto pouzivaji pulzni voltametrické techniky pro svoji
schopnost eliminovat kapacitni proud, zptisobeny nabitim pracovni elektrody (kondenzatoru),
a tudiz dosahnout nizsich hodnot limiti kvantifikace (LOQ) a detekce (LOD). Tyto zakladni
analytické parametry lze spocitat pomoci rovnic 6 a 7,
LOD = (3-s)/k (6)
LOQ = (10-s)/k (7
kde s predstavuje smérodatnou odchylku Sumu zakladni linie a k smérnici linedrni regrese

kalibra¢ni zavislosti, t€Z znamou jako citlivost analytické metody.

7.7.3.1. Diferenéni pulsni voltametrie cholekalciferolu

Obr. 24 ilustruje obdrzené anodické voltamogramy cholekalciferolu pomoci DPV
pro koncentrace 0 (zakladni linie), 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 a 500 pmol-1*
meétené na CPE/SDS a GCE, kdy kazdy bod kalibrace byl minimalné pétkrat proméfen (N =5)
tak, aby mohla byt spoCtena i pfesnost méfeni, jeZ se vyjadiuje jako relativni smérodatna
odchylka v procentech (%). Nicméné spravnost analyzy modelového vzorku, prezentovana
Casto jako navratnost v procentech (%), nebyla v této studii stanovena pro VD3 a B—estradiol.

Rovnéz, jak jiz bylo v ivodu zminéno, kalibraéni méfeni nebyla provadéna za optimalnich
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podminek (parametri DPV). V téchto métfeni by se mohlo déale pokracovat v ramci dalsi

navazujici diplomové praci.
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Obr. 24. DPV voltamogramy 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 a 500 pmol-1*
VD3 obdrzené na CPE/SDS (modré) a GCE (¢erné) v MeCN s 0,1 pmol-1" LiCIO4 pti
Eampl =60 mV, Estep = 2,5 mV, tpulse = 0,05 sav=50mVv S-l.

Z téchto méfeni byly odecteny vysky piki a sestrojeny kalibrac¢ni zavislosti (Obr. 25).
Z velikosti tiseku rovnic linearni regresi (Q) je mozné usoudit, zdali je mozné pouzit
pro kvantitativni analyzu metodu standardniho ptidavku. V tomto piipadé¢ byly obdrzeny
hodnoty -1,5071 pA pro CPE/SDS a +0,4319 pA pro GCE. Proto lze usoudit, Ze voltametricka
analyza VD3 na CPE/SDS za zvolenych pracovnich podminek nelze uskutecnit metodou
standartniho pfidavku.

Linearni rozsahy VD3 jak pro CPE/SDS, tak i pro GCE piesahovaly koncentraci
500 pmol-1" a 1ze je popsat rovnicemi linearni regrese I, = 0,026¢ — 1,5071 a charakterizovat
korelaénim koeficientem R?=0,9925 pro CPE/SDS a I, = 0,0236¢ + 0,432 a R% =0,9983
pro GCE. Ob¢ elektrody méfi stejné citlive, jelikoz poskytuji podobnou hodnotu smérnice K.

Pro CPE/SDS vysla hodnota LOD = 5,350 umol-I* a hodnota LOQ = 17,834 pmol-I*
apro GCE vysla hodnota LOD =17,924 umol-1! a hodnota LOQ =59,747 umol-1".
Z porovnani téchto hodnot 1ze dojit k zdvéru, Ze CPE modifikovanou tenzidy lze dosahnout
lepSich analytickych parametrii. Kromé toho je zifejmé, Ze po detailnéjsi optimalizaci mohou

byt tyto hodnoty i desetinasobné niZzsi.
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Obr. 25. Kalibraéni zavislosti VD3 pro CPE/SDS (modra) a GCE (Cerna).

Hodnota RSD pro opakovand méfeni ovliviiuje vyznamné piesnost vysledné analytické
metody. Pokud je vypocétena hodnota RSD (%) nizsi nez 5 %, povazujeme metodu za velmi

ptesnou. Odchylky byly vypocteny dle rovnice 8.
RSD =

x|«

-100 (8)

Pro koncentraci 50 umol-1" VD3 byla spoétena opakovatelnost méteni 6,473 % RSD
pro CPE/SDS a 3,434 % RSD pro GCE. Z porovnani téchto dvou hodnot je zfejmé, ze méfeni
na komer¢ni GCE jsou piesna a spliuji kritérium 5 % RSD pro hladinu vyznamnosti 95 %.

Ve srovnani s diive publikovanymi voltametrickymi metodami (viz. Tab. 5), které byly
pouzity pro voltametrické stanoveni cholekalciferolu, bylo s CPE/SDS dosazeno S$irSiho
linearniho rozsahu. Hodnoty LOD v porovnani pro CPE/SDS dosahovaly vyrazné nizSich

hodnot. Lze ptedvidat, ze po optimalizaci DPV parametrii bude dosazeno obdobnych hodnot.

Tab. 5. Porovnani DPV v elektroanalyze VD3.

Senzor Metoda Pracovni médium  Linearita LOD Ref.

(umol IY)  (umol I'Y)

GCE/SiO2/GO/Ni(OH), DPV H-O, NaOH 5-50 0,003 [60]
GCE DPV 40% EtOH, LiClIOs 0,343 0,12 [61]
GCE DPV  MeOH, LiClO, 2-200 2 [62]
CPE/SDS DPV MeCN, LiClO4 50-500 5,35 Tato prace

Poznamky: GO; oxidovany grafen.
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7.7.3.2. Diferen¢ni pulsni voltametrie f—estradiolu

Obr. 26 ilustruje obdrzen¢ anodické voltamogramy P—estradiolu pomoci DPV
pro koncentrace 0 (zakladni linie), 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 a 500 pmol-1*
méfené na CPE/SDS a GCE, kdy kazdy bod kalibrace byl minimaln¢ pétkrat prométen (N = 5).
Z téchto méfeni byly odecteny vysky pikd a vypocteny prumérné hodnoty (X) s odpovidajicimi

smérodatnymi odchylkami (S).
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Obr. 26. DPV voltamogramy 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 a 500 umol-1* -
estradiolu obdrzené na CPE/SDS (modré) a GCE (¢erné) v MeCN s 0,1 umol 17 LiCIOq pii
Eampl =60 mV, Estep = 2,5 mV, tpulse = 0,05 sav=50 mV'S-l.

Linearni rozsah od 40 do 350 umol-1* B-estradiolu zjistény pro CPE/SDS byl popsan
rovnici regrese lp = 0,0787c — 2,3022 a charakterizovan korela¢nim koeficientem R? = 0,998.
Na rozdil vyrazné §ir$i linedrni rozsah (60-500 pumol-1" B—estradiolu) byl obdrzen pro GCE,
jenz lze popsat rovnici lp = 0,0706¢ + 1,4603 a charakterizovan korela¢nim koeficientem
R2 = 0,9952. Obé elektrody méii stejné citlivé, jelikoz maji podobnou hodnotu smérnice k. Dale
bylo zjisténo, ze dle useku rovnice nejde ani s jednou elektrodou métit metodou standardniho
ptidavku, nebot’ nabyvaly vysokych hodnot (viz. Obr. 27). Pro CPE/SDS vysla hodnota
LOD = 5,515,262 umol-1 a hodnota LOQ = 18,384pumol-1. Pro GCE byla vypoétena hodnota
LOD =6,847 pumol-1* a LOQ =22,824 pmol-I?. Nicmén& i vtomto piipadé je nutné
pfipomenout, ze parametry DPV nebyly optimalizovany, a proto se da pfedpokladat, Ze je
mozné dosdhnout vyrazné vyssi citlivosti. Pro koncentraci 50 pmol-1? p—estradiolu byla
spoCtena opakovatelnost méfeni 7,275 % RSD pro CPE/SDS a 3,549 % RSD pro GCE.
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Z porovnani téchto dvou hodnot je ziejmé, Ze méfeni na komercni GCE jsou piesnéjsi a spliiuji

kritérium 5 % RSD pro hladinu vyznamnosti 95 %.
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Obr. 27. Kalibra¢ni zavislosti B-estradiolu pro CPE/SDS (modra) a GCE (Cerna).

Ve srovnani s vybranymi voltametrickymi metodami (Tab. 6), které byly pouzity
pro voltametrické stanoveni f—estradiolu, bylo s CPE/SDS dosazeno $irSiho linearniho rozsahu.
Hodnota limitu detekce pro CPE/SDS je v porovnani s vybranymi metodami vys$si. LepSich
vysledkt vSak dosahuji ty metody, které jsou schopny detekovat p—estradiolu v tzkém

kalibra¢nim intervalu.

Tab. 6. Porovnani voltametrickych metod v elektroanalyze f—estradiolu.

Senzor Metoda Pracovni Linearita LOD Ref.
médium (umol-1)  (umol-1%)

GCE/CB ASV H-0, PB 0,15-3,5 0,09 57

GCE/CNT/Ni(cyclam) SWV  MeCN, NaOH 0,5-40 0,06 63

GCE/MWCNTs-Nafion®  SWV H-0, PB 0,25-10 0,01 64

CPE/SDS DPV  MeCN, LiCIOs  50-350 5,52 Tato prace

Poznamky: CB; uhlikové saze, CNT; uhlikové nanotrubice; MWCNTs; vicesténné uhlikové

nanotrubice a PB; fosfatovy pufr.
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8. Zaveér

Z obdrzenych experimentalnich vysledki 1ze usuzovat, ze ptivodni Adamsova koncepce
uhlikové pastové elektrody modifikované pevnym tenzidem [3] je plné¢ funkéni a obecné
pouzitelnd pro voltametrickd méfeni nepolarnich biologicky aktivnich latek v nevodnych,
tj. ¢isté organickych rozpoustédlech. Dosavadni vysledky uvodni studie v ramci této DP
potvrzuji, ze vybér vhodného typu uhlikového materialu, pastové kapaliny, druhu povrchové
aktivni latky v kombinaci se zvolenym organickym rozpoustédlem hraji klicovou roli
ve vyslednych elektrochemickych vlastnostech elektrody a tudiz i v jeji praktické pouzitelnosti.

Zakladnim kritériem pro pfipravu téchto modifikovanych heterogennich senzora je
elektrochemicka inertnost pouzitych tenzidi, nebo alesponn elektroinaktivita Vv oblasti
potencidlli se signaly studovanych latek. Z charakterizace, provadéné na standardnich
redoxnich parech pro nevodna prosttedi a na dvou modelovych analytech, 1ze vydedukovat,
ze uhlikova pastova elektroda modifikovana dodecylsiranem sodnym (v pevném stavu) oplyva
zajimavymi méficimi schopnostmi, které jsou srovnatelné s charakteristikami komercni
elektrody ze skelného uhliku. Uhlikové pastové elektrody maji oproti elektrodam z tuhého
uhliku velkou vyhodu v tom, Ze je tu moznost Gipravy slozeni elektrodového materialu.

Na zavér této viceméné uvodni studie je nutno dodat, ze s vidinou budouciho $ir§iho
vyuziti CPE s pevnymi tenzidy v praxi, bude nutno vénovat vice pozornosti optimalizaci

experimentalnich i pfistrojovych podminek pro dané latky a analyzované typy vzorku.
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