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Anotace

Tato diplomova prace se vénuje studiu voltametrického chovani hydroxokobalaminu, jednoho
z derivatd vitaminu Bi2, na bérem dopované diamantové elektrodé a vyvoji metody jeho
stanoveni. Teoretickd Cast obsahuje stru¢né informace o voltametrii konkrétn€ o jeji historii,
be&zné pouzivanych voltametrickych technikdch a pracovnich elektrodach. Dalsi Cast je
vénovana vlastnostem kobalamind a jejich voltametrickému chovani. V experimentalni Casti je
popsana optimalizace podminek stanoveni s vyuzitim diferencni pulzni voltametrie. Navrzena
metoda byla Uspé$né pouzita ke stanoveni hydroxokobalaminu v potravinovych doplicich

stravy.
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stravy.

Title

Possibilities of voltammetric determination of hydroxocobalamin using boron doped diamond

electrode
Annotation

This diploma thesis deals with the study of voltammetric behavior of hydroxocobalamin, one
derivative of the vitamin B2 group, on a boron doped diamond electrode and it deals with the
development of voltammetric method for its determination as well. The theoretical part contains
brief information about voltammetry, specifically about its history, commonly used
voltammetric techniques and working electrodes. The second part is devoted to the properties
of cobalamins and their voltammetric behavior. In the experimental part, the optimization of
parameters of differential pulse voltammetric technique was performed. The developed method

was successfully employed for a determination of hydroxocobalamin in food supplements.
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C kreatinin (creatinine)

CBL kobalamin (cobalamin)
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Fprac potencial pracovni elektrody [V]
FEret potencial referentni elektrody [V]

Eswiten  potencial obratu [V]

FA kyselina listova (folic acid)
G glukéza (glucose)
AG zmeéna Gibbsovy energie [J]

GCE elektroda ze skelného uhliku (glassy carbon electrode)

HC haptokorin (haptocorrin)
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Uvod

Hydroxokobalamin (OH-CBL, vitamin B12.) fadime do skupiny kobalamini souhrnné
oznaCovanych jako vitamin Bi2. Kobalaminy jsou ve vodé rozpustné latky se zékladnim
skeletem tvofenym korinovym kruhem, v jehoz stfedu se nachézi centralni atom kobaltu.
Dal§imi zastupci této skupiny jsou kyanokobalamin, adenosylkobalamin a methylkobalamin.
S nejstabilngj§i umélou formou kyanokobalaminem se nejCastéji setkdme v potravinovych
doplicich. Zbylé dve varianty jsou obvyklymi ptirodnimi formami, které slouzi jako kofaktory
enzymu. V organismu kobalaminy hraji dulezitou roli pro spravné fungovani neurologickych
systému a také prispivaji k tvorbé Cervenych krvinek. Zdrojem pro organismus je predevsim
konzumace zivo€iS$nych potravin, jako jsou napf. mlécné vyrobky, maso, vejce nebo jatra.
Deficit maze mit nékolik pfic¢in od poruch vstiebavani v organismu az po nedostateCny piijem
potravou. Nedostatek vitaminu Bi2 vede k makrocytoze krvinek, porucham syntézy DNA nebo
k neurologickym porucham. Nedostatek se 1é¢i podavanim vhodnych vitaminovych doplika ¢i
medikamentt. Z hlediska terapeutického pouziti je nejvhodnéjsi pravé hydroxokobalamin,
protoze oproti kyanokobalaminu setrvava déle v téle pacienta. Nedostatek vitaminu Biz se
diagnostikuje z krevniho séra, kde se nachazi az v pikomoléarnich koncentracich. Pro spravnou
1é¢bu je nezbytné znat 1 mnozstvi vitaminu B12 v podavanych piipravcich. K tomu je zapotiebi
selektivni a vysoce citliva metoda. Elektrochemické metody, konkrétn€ voltametrie, poskytuji
v tomto pfipad€, oproti jinym analytickym metodam, jednoduchou a Casov€é nenaro¢nou
variantu. V pocatcich byla pouzivana predevsim starsi metoda polarografie, jejimz vynalezcem
je prof. Heyrovsky, ktera vyuzivala kapajici rtutovou elektrodu jako pracovni elektrodu.
V dnesni dobé stale dochazi k rozvoji metod 1 pouzivanych elektrod, kdy rtutové elektrody jsou
nahrazovany za elektrody z uslechtilych kovi nebo elektrodami na bazi uhliku. Piikladem je
borem dopovany diamant, jehoz vyhodou jsou jak mechanické vlastnosti, moznosti upravy
povrchu, tak z hlediska elektrochemické analyzy Siroké potencialové okno zahrnujici kladné i

zaporné potencialy.

Vétsina dosud publikovanych ¢lanka tykajici se voltametrického stanoveni kobalamina
se vénovala predevsim kyanokobalaminu. Z tohoto divodu se tato diplomova prace zaméfila
na studium voltametrického chovani hydroxokobalaminu a jako pracovni elektroda byla
zvolena bérem dopovanéd diamantova elektroda jako perspektivni elektroanalyticky nastroj.
Kromé studia a popisu elektrochemického chovani zminéného analytu, bylo cilem této prace

vyvinout jednoduchou a citlivou voltametrickou metodu stanoveni.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Voltametrie

Voltametrie je jednou z hojné vyuzivanych elektroanalytickych metod. Za zakladatele
je pravem povazovan prof. Jaroslav Heyrovsky. Za svij objev oscilopolarografie ziskal v roce
1959 Nobelovu cenu v oblasti chemie. Profesor Heyrovsky a jeho nasledovnici vyuzivaly pro
polarografické analyzy kapajici rtutovou elektrodu (DME). Tato elektroanalyticka technika je
oznaCovana jako polarografie a je predchudkyni voltametrie. Pro voltametrii jsou
charakteristické stacionarni pracovni elektrody zejména ty na bazi kovl (Pt, Au) nebo uhliku
ale také visici rtutova kapkova elektroda (HMDE), ktera uspésné nahradila elektrodu kapajici.

Vice o pracovnich elektrodach bude popsano v kapitole 1.2 [1, 2].

1.1.1 Usporadani elektrochemického ¢lanku

Principem polarografickych, resp. voltametrickych méfeni je sledovani vztahu mezi
elektrickym proudem (/) prochéazejicim pracovni elektrodou a elektrickym napétim (F)
vlozenym z vnéjsiho zdroje. Voltametricka kiivka je znazorné€nim této zavislosti. Samotné
meéfeni probiha prostiednictvim elektrochemického clanku. Puvodné se vyuZzivalo
dvouelektrodového zapojeni, které postupné nahradilo wuspofadani tiielektrodové.
Dvouelektrodové usporadani zahrnuje pracovni elektrodu, na kterou se vklada rostouci napéti,
a elektrodou referentni neboli srovnévaci, u které je kontakt s analyzovanym roztokem zaji§tén
prostiednictvim solného mustku. Mezi nejpouzivanéjsi typy referentnich elektrod patfi
argentchloridova, kalomelovd nebo merkurosulfatova. Trielektrodové usporadani obsahuje
krom¢ elektrody pracovni a referentni, jeste elektrodu pomocnou, kterd je nejCastéji na bazi Pt
nebo C. Zakladni schéma elektrochemického ¢lanku s dvou a tiielektrodovym usporddanim pro
voltametrickd (polarografickd) méfeni je zobrazeno na obrazku 1 [1, 3]. Problémem
dvouelektrodového usporadani je nemoznost urcit pfesnou hodnotu potencialu pracovni
elektrody. Divodem je ztrata vloZzeného napéti, ktera je zptisobena odporem roztoku. Proto je
dnes Castéji uzivano zapojeni tiielektrodového, ve kterém je tento problém vyfeSen prave
pomoci elektrody pomocné. V tfielektrodovém zapojeni je tedy pracovni a pomocna elektroda
dvojici elektrod, kterymi protéka proud. Z rozdili potenciali mezi pracovni a referentni
elektrodou, kterd neni zatizena elektrickym proudem, se vyhodnocuje potencial pracovni

elektrody [1, 3].
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Obrazek 1 Schéma zapojeni dvouelektrodového a trielektrodového uspordddani [3],

W — pracovni elektroda (working electrode); R — referentni elektroda (reference electrode); A
— pomocnd elektroda (auxiliary electrode); I — elektricky proud [A]; U — vkladané napéti [V]

1.1.2 Polarizace elektrod

Pokud prochazi elektrochemickym ¢lankem proud, coz vede k chemickym zménam
v analyzovaném roztoku, dochézi ke zménam v potencidlech elektrod. Elektrody, jejichz
potencial po pruchodu proudu nabyva rozdilné hodnoty od rovnovazného stavu, oznaCujeme
jako polarizovatelné (typicky pracovni elektrody). Naopak elektrody, které nevykazuji
zmeény potencidlu, jsou charakterizovany jako nepolarizovatelné (charakteristické pro
elektrody referentni). Elektroaktivni latky, které podléhaji elektrodovym reakcim, oznacujeme
jako depolarizatory, vzhledem k tomu, Ze miru depolarizace snizuji ¢i ji upln€ eliminuji [1, 4].
Celkova polarizace je sou¢tem dil¢ich polarizaci, které se od sebe odlisuji zptisobem vzniku.
Polarizace muze probihat tfemi zpusoby. Polarizace vznikla pfesunem depolarizatoru
k elektrod€ se nazyva koncentracni. Druhym typem je polarizace aktivacni, ktera je spojena s
transportem naboje. Zdrojem ohmické polarizace je odpor proudu protékajicim ¢lankem. Tento
typ polarizace je charakterizovan ohmickym spadem, popsanym rovnici (1) a vypocet
vysledného napéti je zobrazen v rovnici (2), kde U je vkladané napéti, / je méfeny elektricky
proud, R je elektricky odpor, Eceix je vysledné napéti a Epo vyjadiuje hodnotu polarizaniho

napéti [4].
U=1-R (1)

Ecelx = U + Epol (2)

14



Polarizovatelna elektroda je typicka tim, Ze se polarizuje i za pruchodu nizkého proudu.
Odectenim potencialt polarizovatelné a nepolarizovatelné elektrody ziskame hodnotu Fpor [5].
Pracovni elektroda muze predstavovat anodu, tzn. kladné nabitou elektrodu, ktera bude
pritahovat zaporn¢€ nabité ionty a bude na ni probihat oxidace. Druhym pfipadem je, Ze mize
byt katodou, tzn. zaporné nabitou elektrodou, ktera bude pfitahovat kladné ionty a bude na ni
probihat redukce. Je zvykem, ze anodicky proud se oznacuje s kladnym a katodicky se
zapornym znaménkem. Jak je uvedeno vySe, potencial pracovni elektrody je vzdy vztazen
k potencialu referentni elektrody. Na ose x se pak vynasi rozdil téchto potencialt, tzn. rozdil
potencialu referentni, ktery je konstantni, a pracovni elektrody, ktery se meéni (Frer— Eprac). Plati,
ze pii rostoucim napéti klesd potencial pracovni elektrody katody. V pfipadé anody pfi

rostoucim napéti ma potencial rostouci charakter [3-5].

U voltametrie a polarografie plati, Ze mnozstvi analytu mimo dosah elektrod pokladame
za konstantni. Je to zpusobeno tim, ze vétSina déju probiha pouze u povrchu elektrod v tzv.
elektrické dvojvrstvé, ktera vznikda na rozhrani elektroda-elektrolyt v disledku
elektrostatickych interakci. Elektrodovou dvojvrstvu si 1ze predstavit jako dve vrstvy (jedna na
strané elektrody a druha na strané elektrolytu) orientovanych opacné nabitych Castic [1, 4].
Sledované elektrodové déje se skladaji z dilCich procesu, jako je pfesun analytu smérem
k elektrod€, vznik produktu na elektrode¢ a prenos latky od elektrody zpét do roztoku. Latka je

k elektrodovému mezifazi transportovana tfemi zpusoby [1, 3-5]:

e Difuzi — Hnaci silou difize je rozdil koncentraci v blizkosti elektrody. U povrchu
elektrody klesne mnozstvi analytu vlivem probihajici elektrolyzy.

e Migraci — Migrace se tyka Castic s nabojem, které se transportuji k elektrodé diky
pusobeni elektrického pole mezi dvéma elektrodami.

o Konvekci — Transport Castic probiha vlivem teplotniho spadu nebo vlivem michéni

roztoku [1, 3-5].

Proud prochazejici elektrodou, ktera je zapojena jako katoda, resp. anoda se nazyva katodicky,
resp. anodicky a jeho hodnotu ziskame, pokud se¢teme migracni, konvekéni a diftizni proud.
Pro potieby méteni koncentrace elektroaktivni latky v roztoku je dulezité, aby byla velikost
migracniho i konvekéniho proudu neménné a nedochazelo ke zmeénam souvisejicimi se zmeénou
koncentrace stanovované latky. Konvekci a migraci vylou¢ime pomoci piidavku nosného
elektrolytu, ktery je koncentrovan€jsi nez stanovovana latka. Dojde tak k eliminaci migrace a

prevazna ¢ast naboje je transportovana asticemi nosného elektrolytu. Konvekce je eliminovana

15



tim, Ze v roztoku neprobihd michani [1, 3, 5]. Odpor roztoku po odstranéni vlivu migrace a
konvekce vyznamné poklesne. Pokud se latka vylouci na povrchu elektrody dochazi ke snizeni
jeji koncentrace v elektrolytu. Iniciaci tohoto dé&je je vyssi hodnota potencialu na pracovni
elektrodé ve srovnani s hodnotou rozkladného potencidlu analytu. Jelikoz bereme v Gvahu
pouze difuzni transport ¢astic smérem k elektrodé, protékajici proud nazyvame diftuzni. Mira
vylu€ovani analytu je umeérna velikosti napéti, které na elektrodu vkladame. Limitnim difuznim
proudem je nazyvana hodnota proudu, pfi které jiz nedochazi k vylu¢ovani analytu pii naristu
napéti. Je to zpusobeno vyCerpanim veskerého analytu nachazejiciho se u povrchu elektrody.
Velikost limitniho difuzniho proudu odpovida rychlosti diftize. Jeho hodnota se vypocte podle
Ilkovi¢ovy rovnice (3), napt. v [3-6], kde /p — diftizni proud, K — konstanta, z;F - faradicky ¢len
(kde z;-pocet elektronti a I — Faradayova konstanta (96 485,3 C mol 1)), D, — difuzni koeficient
[m?s], mpyg—hmotnostni pritok rtuti [m? s, t,—doba kapky [s], ¢;, c;o—koncentrace v t&sné
blizkosti elektrody [mol L!]. Vrstva, ve které probihaji zmény koncentraci, oznadujeme jako

Nernstovu difizni vrstvu [4, 5].

Ip = K- zF-DL?- mil/gg : tll(/6 - (¢; — Cio) (3)

1.1.3 Voltametrické krivky

Zaznam z voltametrické analyzy oznacujeme jako voltametrické (polarizacni) kiivky
nebo také jako /-F kiivky. Pokud se nachazi ve stanovovaném roztoku pouze elektrolyt, kiivka
ma podobu znazornénou na obrazku 2. Za téchto podminek protéka elektrodou vyhradné
kapacitni proud (/) a vytvari ur€ity signal. Jednd se o proud, jehoz hodnota je zavisla na
koncentraci a slozeni elektrolytu. Je soucasti ,.Sumu® tj. signalu, ktery neni vytvaren
stanovovanou latkou. Depolarizace nastava za krajnich hodnot kladného a zaporného
potencialu uc¢inkem latek v elektrolytu. Dalsi pfii¢inou depolarizace v krajnich hodnotach
potencialu je oxidace materialu elektrody. Oblast pouzitelna pro ucely stanoveni analytd se
nachazi uprostied kiivky a nazyva se vyuzitelny potencialovy rozsah. Material elektrody a druh
elektrolytu mohou mit vliv na jeho velikost. Pokud je v roztoku analyt, dochazi k jeho oxidaci

nebo redukci na elektrodé. Jeho ptidavek je vykreslen vinou nebo pikem [1, 6].
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Obrazek 2 Polarizacni kiivka pro roztok zakladniho elektrolytu [6]

Elektroda je na zacatku d¢€je polarizovana a proud elektrodou téméf neprotéka. Potom
dojde k elektrolyze, ktera je iniciovana dosazenim rozkladného potencialu stanovované latky.
Proud protékajici pracovni elektrodou stoupa do doby, kdy nabude hodnoty limitniho difuzniho
proudu. V tento okamzik je veSkera latka nachazejici u povrchu elektrody vycerpana a pfi
zvySeni potencialu nedochazi k dal§imu rustu hodnoty proudu. Palvinovy potencial (E12) je
veli€ina, kterd slouzi k popisu umisténi viny [1, 5]. V pfipadé€ piku je parametr urcyjici kvalitu
hodnota potencidlu neboli poloha piku (£p) a vyska piku (/p) charakterizuje koncentraci
(kvantitu) analytu [1]. Katodické voltametricka kiivka znazornuje redukci analytu a analogicky
anodicka /-F kiivka znazornuje oxidaci sledované latky. Rozdilem mezi kfivkami je zptsob
jejich vynaSeni. Pravidlem je, Ze horni oblast grafu patfi katodickému proudu a dolni
anodickému. Na pravé strané jsou negativni hodnoty potenciala a leva strana patii potencialim

pozitivnim [4, 5].

1.1.4 Voltametrické techniky

Vybérem vhodné voltametrické techniky lze zasadn€ ovlivnit vysledky samotné
analyzy. Nékteré voltametrické metody jsou vyuzitelné zejména pro popis elektrochemického
chovani studovaného analytu, jiné jsou spiSe vhodné pro samotné stanoveni dané elektroaktivni
latky [1, 3-6]. V této kapitole je prehled metod, které jsou nejvice vyuzivané, coz demonstruje
i vybér nékterych znich pro potieby této diplomové prace. Zakladnim rozd€lenim
voltametrickych metod je na techniky s linearn€ rostoucim/klesajicim napétim, kdy nedochazi
k eliminaci /., ktery predstavuje hlavni slozku tzv. Sumu a na techniky pulzni, kdy je napéti
vkladano v pulzech a proud odeitame ve specifickém case (Casech), ¢imz je slozka I

eliminovana. Timto procesem dochazi ke zvySeni citlivosti voltametrické techniky [1, 3-6].
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Zakladni metodou pouzivanou pro voltametricka méfeni je tzv. linearni voltametrie
(LSV). Jedna se o jednoduchou metodu, kdy se vklada napéti v podobé€ potencialové rampy,
ktera ma klesajici nebo rostouci prubéh a linearni charakter. Rampa mize byt hladka nebo
schodovita (obrazek 3A a3B) [1, 3-5]. Rychlost skenovani se obvykle béhem analyzy nemeéni.
LSV je vhodna metoda jak kurCovani koncentrace analytu, tak difiznich a rychlostnich
konstant [7]. Ptiklad kiivek je zobrazen na obrazku 3C. Obvykle je citlivost této metody nizsi

nez metod pulznich [1, 3-5].

E[V] |

+0,5

0 200 400

Obrazek 3 Prubéh casové zdvislosti vkladaného napéti (A, B) a vysledny zdznam (voltametricka
kiivka) naméreny metodou LSV (C)[4]

Dalsi zakladni a hojn€ vyuzivanou technikou je cyklicka voltametrie (CV). Jeji vyhodou
je jeji univerzalnost. Pfi studiu nové latky se obvykle CV pouzivda mezi prvnimi
z voltametrickych technik [8]. Z kiivek lze vy¢ist informace o koncentraci vzorku. CV je také
nastrojem k odhaleni reverzibility, resp. ireverzibility d€ji nebo mechanismu elektrodové
reakce [1, 3-6, 9, 10]. Casova zavislost vkladaného potencialu ma podobu trojuhelniku a je
znazornéna na obrazku 4A. Na zacatku analyzy se sledovana latka redukuje nebo oxiduje a tim
zpusobi zménu hodnoty prochazejiciho proudu pracovni elektrodou. Koncentrace stanovované
latky u povrchu elektrody Casem klesa. Zbytek analytu se transportuje k elektrode difuzi a poté
hodnota proudu dosahne svého maxima. Nésledné 7 klesé vlivem nizké koncentrace analytu a
nedostacujici difuzi. Méteni dale pokraCuje v opacném smeéru za zmény polarizace elektrody.
Vyslednym zdznamem jsou tedy dve voltametrické kiivky ptedstavujici oxidaci i redukci

sledované latky v roztoku. Pfiklad nameétenych kfivek je zobrazen na obrazku 4B [10].
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Obrazek 4 Pritbéh casové zavislosti vkladaného napéti (A) a vysledny zaznam (voltametricka
kiivka) naméreny metodou CV (B) [10]

Nejvyznamnéj§i pulzni voltametrické techniky jsou diferen¢né€ pulzni voltametrie
(DPV) a square wave voltametrie (SWV), které jsou obvykle vyrazng citlivesi oproti klasickym
technikam (LSV, CV), diky eliminaci /; [11]. Jako pracovni elektrody mohou byt vyuzivany
jak rtutové elektrody, tak i pevné nebo pastové elektrody. V piipad€ kombinace metody DPV
a pracovni DME postupné dochazi k odkapavani kapek rtuti a zaroven se pti kazdé dalsi kapce
zvysi napéti mezi referentni a pracovni elektrodou. Obdélnikovy napet'ovy impuls je aplikovan
pted obnovenim kapky a pfirastku napéti. Vodorovna osa zaznamu predstavuje vkladané napéti
a svisla rozdil (diferenci) dvou hodnot proudd (A/). Hodnota Al se ziska porovnanim
nameteného proudu pred a po vloZeni obdélnikového pulzu (obrazek SA). Vyslednym
zaznamem je voltametrickd kiivka, kde signéal poskytovany analytem m4 tvar piku. Priklad je
uvedeny na obrazku 5B [1, 11, 12]. SWV je metoda kombinujici vyhody pulznich metod jako
jecitlivost a vyhody CV, kterou je moznost sledovani elektrodovych d&ji. Neékdy je oznaCovana
jako nejvyspelejsi technika voltametrie. Potencidlova rampa ma tvar schodist€¢ a jsou zde
vkladany pulzy obdélnikového tvaru. Na kazdy schod rampy jsou vlozeny dva impulzy, které
maji stejnou velikost ale opany smér. Obvykle jsou pojmenovany jako dopredné a zpétné
pulzy. Prubéh elektrodové reakce je katodicky i anodicky. Pfi kazdém schodu probiha jeden
cyklus obdélnikového pulzu [13, 14]. T€sné na konci kazdého pulzu se zjistuji hodnoty proudu.
Odecitaji se od sebe hodnoty dopfedného pulzu a hodnoty zpétného pulzu. Vysledny 7 je
vynesen do grafu proti hodnoté potencialu schodistové rampy. Zaznam ma tvar piku podobné

jakou DPV [4, 14].
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Obrazek 5 Prubéh casové zavislosti vkldadaného napéti (A) a vysledny zdaznam (voltametrickd
kiivka) naméreny metodou DPV (B)[4],

T— (v pripadé DME) doba Zivota jedné kapky [ms], t, — doba trvdani pulzu [ms], E, — potencicl
piku [mV], I — hodnota proudu pred viozenim obdélnikového pulzu [nA], I>— hodnota proudu
po viozZeni obdélnikového pulzu [nA], I, — vyska pikufnA], Wi.> — Sirka piku v poloviné vysky
[mV]

Rozpoustéci voltametrie (SV) je soubor metod, u kterych lze docilit nejnizsich limita
detekce. Toho je dosazeno tim, ze je zvySena koncentrace stanovované latky na povrchu
elektrody. SV je tedy vhodnd zejména pro stopovou analyzu. Stanoveni se sklada ze dvou
krokii: zakoncentrovani na elektrod€¢ a rozpousténi. Dale budou popsany tii nejCastéji
pouzivané metody SV a to jsou: anodicka stripovaci voltametrie (ASV), katodicka stripovaci
voltametrie (CSV) a adsorp¢ni stripovaci voltametrie (AdSV) [2, 15]. ASV je nejcastéji
pouzivana metoda pro detekci stopovych kovovych prvka. Soucasti instrumentace je rtutova
elektroda (nejcastéji HMDE), na jejimz povrchu dochézi pii vlozeni zaporného potencialu
k zakoncentrovani vzorku. Kov se redukuje nebo dochazi k jeho imobilizaci a vznikd amalgam.
Druhou fazi je odstranéni kovu z elektrody pomoci oxidace a ta probiha za vlozeni kladného
potencialu. Kazdy pik vznikly na polarizaéni kiivce je svym potencialem typicky pro dany druh
kovu [15, 16]. CSV je technika vhodna napt. pro halogenidy, sulfidy nebo nékteré organické
slouCeniny (kodein aj.). Podminkou pro stanoveni je tvorba nerozpustnych soli na povrchu
rtutfové elektrody [15]. Prabéh zakoncentrovani latky na elektrod€ je oxidacni povahy. Rtut je
oxidovana na kation a vznika nerozpustna rtutnatd sul. Proces je ukonCen reduk&nim
rozpousténim. Rozpustnost soli rozhoduje o citlivosti metody [17]. Princip AdSV je obdobny
jako u CSV a ASV. Ve fazi akumulace latky na elektrodé¢ vSak metoda vyuziva adsorpci.
Adsorpce muze probihat dvéma zpusoby. Kromé piimé adsorpce muze dochazet ke vzniku

komplexu reakci kovu s vhodnym ¢inidlem. Komplex se nasledné adsorbuje na elektrodé [15,
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18]. Jako pracovni elektroda je nejCasté)ji pouzivana opét HMDE, ale lze pouzit 1 n¢které pevné
elektrody (napt. Pt). Pomoci AdSV jiz byly UspéSné stanoveny vybrana 1éCiva [19] nebo

chemické karcinogeny [20].

1.2 Pracovni elektrody ve voltametrii

1.2.1 Pracovni elektrody na bazi rtuti

Rtutové elektrody staly u zrodu polarografie a u nasledného rozvoje voltametrie. 1
v dneSni dobé maji tyto elektrody svou nezastupitelnou roli v elektroanalytické chemii
vzhledem ke svym specifickym vlastnostem. Kapalna rtut vykazuje homogenni a hladky
povrch. Obnova povrchu umoziiuje provadét analyzy opakované s vysokou mirou
reprodukovatelnosti. Zasluhou vysokého prepéti vodiku lze provadét analyzy i v oblastech
velmi negativnich potenciali. Vyhodou je také chemicka inertnost rtuti. Rtutové elektrody
nabizeji znacnou velikost signalu v pomeéru k Sumu pozadi. Varianty na bazi kapalné rtuti, které
budou popsany nize, zahrnuji pivodni DME, pak novéjsi statickou rtutovou kapkovou
elektrodu (SMDE) a v soucasné dob¢ nejvyuzivan€j§i HMDE. Dalsi moznosti je 1 rtufova
filmova elektroda (MFE), ktera je tvofena tenkou vrstvou rtuti nanesenou na elektrodé
nejCasteji z uhliku [1, 19, 21]. Obavy budi predevsim toxicita rtutnatych soli, organickych
slouCenin rtuti a par elementarni rtuti. Kapalna rtut’ je vzhledem ke své nizké biologické
dostupnosti malo toxicka [22, 23]. Pi1 préci se rtutovymi elektrodami vzdy vznik4 urcité malé
mnozstvi nebezpecného odpadu, se kterym je nutné odpoveédné nakladat. I ptes tuto prekazku
patii rtutové elektrody k u¢innym nastrojum elektroanalyzy zejména pro stanoveni latek, které
podléhaji elektrochemické redukei, jako jsou kovové ionty nebo organické latky. Oproti tomu
pro stanoveni oxidovatelnych slou¢enin jsou obvykle méalo vyuzitelné, jelikoz jim v tom brani

uzky anodicky potencialovy rozsah [24-26].

DME byla vyvinuta prof. Heyrovskym. Jeji konstrukce se sklada ze sklenéné kapilary,
na kterou je napojena hlavice se rtuti. Na konci kapilary vznika kapka kulovitého tvaru. Pokud
ptesahne urc¢itou hmotnost, dojde k jejimu padu do roztoku a proces se opakuje. Nevyhodou je
nemoznost meénit Casovy rozsah, protoze je ovladan zivotnosti kapky, a také velké mnozstvi
spotfebované rtuti [27]. SMDE piedstavuje ¢astecné vylepSeni DME. Do konstrukce je pridan
automaticky mechanismus odkapéavani rtuti, ktery je ovladan ventilem. Eliminace problému
s pasivaci a dobré reprodukovatelnost méteni je vyhodou obou elektrod. Za velmi G¢innou

pracovni elektrodu pro voltametrii je povazovana HMDE. Rozdil oproti DME a SMDE spo¢iva
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v obnove kapky, ktera probiha jen mezi jednotlivymi analyzami. Pasivace elektrody béhem
analyzy zde muze predstavovat urCity problém [1, 27]. Dalezitymi pozadavky na HMDE jsou:
stejna velikost kapek, spolehliva konstrukce ventilu tidiciho odkapéavani rtuti a spolehlivy
mechanismus udrzeni kapky na otvoru kapilary [4, 28]. Hlavni slozkou MFE, posledniho typu
pracovni elektrody na bazi rtuti, je tenky povlak Hg, ktery je nanesen na povrchu nosného
substratu. Podminkou nosného materialu je vodivost a smacivost rtuti [29]. Zakladem je
nejCastéji elektroda zuhliku. Povlak je nandSen t&€sn€ pred analyzou prostiednictvim
elektrolytického rozkladu rtutnaté soli. Tento typ elektrody nabizi vetSi pomeér povrchu
k objemu, vétsi mechanickou stabilitu a moznost dalSich chemickych 1 konfigura¢nich
modifikaci. Pouziti MFE je limitovano niz8i pfesnosti, naro¢nosti Cisténi a obnovy rtutové

vrstvy. Navic jsou produkovany odpady na bazi roztoku toxickych rtutnatych soli [4, 30].

Do skupiny elektrod na bazi rtuti patii 1 amalgdmové elektrody. Vznikly ve snaze omezit
pouzivani kapalné rtuti, kvili obavam o bezpeCnost. Navic predstavuji mechanicky robustnéjsi
nastroje nez elektrody na bazi kapalné rtuti. RozliSuji se dva hlavni typy amalgdmovych
elektrod. Prvnim moznosti jsou amalgamy, kde slozkou je kov, ktery vykazuje mensi
elektrochemickou aktivitu nez samotna rtut’. Mezi takové kovy patii napft. stfibro, zlato nebo
iridium. Druhou variantu pfedstavuje amalgam, ktery je tvoren minimalné jednim kovem
s vyssi elektrochemickou aktivitou. Pfikladem je méd’, bismut nebo olovo [31, 32]. Mezi kladné
vlastnosti pevnych amalgamovych elektrod fadime konstrukéni jednoduchost a ekonomickou
nendro¢nost. Pro jejich vyrobu je mozné pouzit i zubni amalgam. Rtut’ v zubnim amalgamu se
vyskytuje v podobé slouCeniny AgoHgs, ve které je rtut velmi stabilni. Pfi pouziti mimo
laboratof tak nehrozi uvoliiovani rtuti do Zivotniho prostiedi (ZP) [33]. Cist&jsi verzi zubnich
amalgamu je pevna kovova amalgamova elektroda (MeSAE), u které je zakladem pro vyrobu
jemny kovovy prasek. Postup pripravy je pomérne jednoduchy. Spodni Cast sklenéné trubicky
je naplnéna v rozmezi vysky 0,5-1 cm nejcasteji stiibrnym, m&dénym, nebo jinym druhem
kovového prasku. Trubicku je tfeba doplnit o Pt dratek zajistujici kontakt a nasledn€ ji umistit
do nadobky se rtuti. Veskery kovovy prasek ptichdzi do kontaktu s rtuti a dochazi k tuhnuti
amalgamu, které trva 10-12 hodin. V prabéhu tuhnuti je dobré omezit kontakt se vzduchem
[32, 34]. Experimenty potvrdily, ze stfibrné pevné amalgamové elektrody (AgSAE) dokazi
nahradit, nebo alesponi konkurovat rtutovym elektrodam. Tato pracovni elektroda poskytuje
obdobné elektrochemické vlastnosti pfi stanovenich jako HMDE. Vyhodou AgSAE oproti
kapkovym rtufovym elektroddm je moznost modifikace jejich povrchu nebo prace

v prato¢nych systémech. Pouziti AgGSAE je Siroké a zahrnuje stanoveni kationtt té€zkych kova
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(napt. Pb?", Cd?*, As*"), aniontli (napf. halogenidy, CNS") nebo organickych slou¢enin (adenin,
pesticidy, DNA, vitaminy, 1éCiva, nitrolatky), coz je diskutovano napt. v [32, 35-39]. Kvali své
specifické interakci se stanovovanou latkou je ¢asto vyuzivana také médéna pevna amalgamova
elektroda (CuSAE). Pro tuto elektrodu je typické, ze béhem CSV produkuje Cu’ a Cu®".
Vhodny analyt ptedstavuje slouCenina tvofici s t€émito ionty mélo rozpustny komplex, ktery se
nahromadi na povrchu elektrody. Méd zpusobuje posun voltametrického zaznamu smérem
k zaporn€j§im potencialim. Pomoci tohoto postupu lze provadét citliva méfeni i pii analyze

hydrolyzované DNA a dalSich latek [32, 40].

1.2.2 Pevné a pastové pracovni elektrody

Ke konstrukci pracovnich stacionarnich elektrod z pevnych nebo pastovych substrata
musi byt volen material elektricky vodivy, chemicky stabilni a s rychlou kinetikou prenosu
elektronu stanovované latky. Platina, zlato, bismut a uhlik v riznych formach se pouzivaji
nejcastéji. Aplikace pevnych ¢i pastovych elektrod v praxi mize vyzadovat komplikovanéjsi
experimenty nez u elektrod rtutovych. Povrch muze Casem podléhat oxidacnim nebo
reduk¢nim d€jam. Elektrody na bazi uhliku jsou zase nachylné na adsorpci necistot z ovzdusi.
Krome problému s vlastnim materialem elektrody existuji problémy s déji, které jiz v diivéjSich
analyzach na elektrod¢ prob&hly oznaCované jako pamét’ elektrody. Tyto skute¢nosti maji vliv
na reprodukovatelnost a vysledek méteni. Proto je obvyklé pred zacatkem méfeni v ramci dne
nebo pred kazdou analyzou provadét predupravy povrchu piipadné aktivaci elektrody. Tato
piiprava zahrnuje postupy &i§téni, které pokrauji napf. upravou chemie povrchu. Cistit
elektrody 1ze mechanicky prostfednictvim lesténi, které zajistuje jednoduché odstranéni paméti
elektrody. Dale l1ze elektrody vystavit elektrochemické polarizaci, nebo riznym druhim
tepelnych uprav. U pastovych elektrod je mozné vytlaCenim a odstranénim pasty vytvofit Cisty
povrch pro dalsi analyzu. Vhodné je upravy vybirat podle charakteru prostiedi, ve kterém se

bude méfeni probihat [1, 41].

1.2.2.1 Pracovni elektrody na bdzi uhliku

Z pohledu struktury krystalové mifizky existuji dveé zékladni struktury uhliku
diamantova a grafitova. Diamantova krystalovd mifizka je tvofena uhlikovymi atomy
propojenymi do ¢tyfuhelniku. Vazby mezi vSemi atomy jsou kovalentniho charakteru, coz je
pti¢inou jeho vysoké tvrdosti. Vlastnosti dopovanych diamantovych elektrod budou popsany
pozd¢ji v kapitole 1.2.3. Stavba grafitu je odlisna. U n¢&j se kovalentni vazby vyskytuji pouze

jako spojeni mezi atomy uhliku ve vrstvach tvofenych z Sestiuhelniku, které jsou k sobé poutany
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pomoci van der Waalsovych sil. Hybridizace uhliku v grafitu je sp?, zatimco u diamantu sp’.
Zvlastnim piipadem jsou fullereny. Nejznaméjsi je struktura propojeni Sestithelniki a
pétithelnikt z uhlikovych atomd, ktera je formovana do tvaru koule. Obvykle je tento druh
fullerenu tvofen 60 atomy uhliku [32, 41, 42]. Formy uhliku nejCastéji pouzivané
v elektrochemii zahrnuji skelny uhlik, grafit, vlakna na bazi uhliku nebo dopovany diamant.
Fullereny se pouzivaji spiSe okrajové jako modifikator elektrod na bazi skelného uhliku,
diskutovéano napft. v [43, 44]. Vyhodou elektrod na bazi uhliku jsou obvykle nizké pofizovaci
naklady, chemicka inertnost a Siroky potencidlovy rozsah zejména v anodické oblasti
potenciali. Chemické pochody na povrchu jsou daleko rozmanitéjsi nez v pripadé kovovych
elektrod. Je to zptuisobeno jejich mikrostrukturou, ktera je u kazdé formy uhliku jina. Divodem
je také to, ze existuje vice moznosti vazeb vznikajicich na jejich povrchu. Uhlikové elektrody

jsou obecné vhodné pro stanoveni latek podléhajici elektrochemické oxidaci [1, 4, 42].

Mezi vyznamné uhlikové elektrody muzeme zaradit elektrodu ze skelného uhliku
(GCE). Vychozi latkou pro vyrobu je polymer polyakrylonitril, ktery je za zvySeného tlaku
v inertnim prostiedi tepelné karbonizovan. Teplota se muze pohybovat v rozmezi 1000 az
3000 °C. Ve vysledném slozeni figuruje pouze uhlik. Ostatni prvky jsou vlivem vysoké teploty
odstranény [42]. Vysledkem je nepravidelné usporadana sit grafitickych pruhd. Druhou
moznosti je priprava, kde vychozi latkou je polymerni prekurzor. Pouzivany jsou v tomto
ptipade nizsi teploty okolo 700 az 900 °C. Tento typ skelného uhliku nema grafiticky charakter
a v jeho struktufe se mohou vyskytovat i jiné atomy nez uhlikové [42, 45]. Skelny uhlik je
povazovan za nereaktivni. Jeho soudasti jsou mikropory. Cim vys§i teplota karbonizace, tim
vznikd méné& porovity material. Plyny a kapaliny nejsou schopny timto materialem prochazet.
Uprava elektrody pred pouZitim zahrnuje obvykle lesténi v kombinaci s &i§ténim pomoci
rozpoustédla. Méteni neni vhodné provadét pii vysokych anodickych potencialech, jelikoz

material elektrody podl€ha oxidaci a snizuje se tak ucinnost elektrody [46].

Velmi oblibena je, diky Sirokému uplatnéni v elektroanalytické chemii, také uhlikova
pastova elektroda (CPE). Prvni ¢lanek o CPE vySel v padesatych letech 20. stoleti a jeho
autorem byl chemik Ralph Norman Adams. Jeho puvodnim cilem bylo vytvofit elektrodu
podobnou DME. Z davodu vysoké viskozity uhlikové pasty vSak cile nebylo dosazeno a vyuziti
nasla spise jako alternativa elektrod na bazi uslechtilych kova [47-50]. CPE je smési, ktera se
sklada se ze dvou hlavnich slozek. Elektrochemicky aktivni slozkou je uhlikovy prasek o
rozmeérech Castic fadove v um. NejpouzivangjSim typem je spektroskopicky grafit s Casticemi

o velikosti 5-20 um. Cistota a typ této slozky ovliviiuje vysledné vlastnosti uhlikové pasty.
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Druhou slozkou, ktera se neucastni elektrochemickych dé&ja, je tekuté pojivo. K tomuto ucelu
je vhodny napt. silikonovy olej, bromnaftalen nebo parafinovy olej. Tyto viskozni tekutiny se
nesmi rozpoustet v analyzovanych roztocich a musi mit nizkou tenzi par, ktera prispiva k jejich
mechanické stabilit€é. Idealni pomér komponent ve vysledné uhlikové pasté je 1 g prasku na
0,4-0,5 mL pojiva. K pfiprave past 1ze pouzit porcelanovou tieci misku [32, 47, 50]. Pro méfeni
je z praktickych davodi nutné tyto pasty vliozit do pevného obalu a tim vznikne kompletni CPE.
Typu konstrukci téchto oball je vice. Nejjednodussi konstrukei je pouziti teflonové tyCinky
nebo sklenéné trubicky s dratkem zajistujici vodivy kontakt a otvorem pro plnéni. Uhlikovou
pastu je vSak nutné v tomto pfipade€ pravidelné dopliiovat a zaroven se postarat o obnovu
povrchové vrstvy elektrody. Efektivnéjsi z hlediska narokd na Cas jsou konstrukce s oto¢nym
pistem, kdy je staréd pasta vytlaCovana a nasledn€ odstranéna sefiznutim. Diky tomu CPE nejsou
nachylné k pasivaci [32, 48]. Mezi daldi vyhody CPE se fadi pfedevsim velky rozsah meéteni,
zahrnuyjici kladné 1 z&porné potencialy a snadna modifikace, ktera se provadi bud’ povrchovou

adsorpci, nebo jednoduchym vpravenim modifikatoru pfimo do pfipravované pasty [49, 50].

Mezi novéjsi typ uhlikovych elektrodovych materiala patfi uhlikové nanotrubicky
(CNT). Jedna se o trubicky s primérem fadoveé v nm. Maji vysoky pomér délky k praméru.
CNT se vyznacuji vysokou elektrickou vodivosti a tepelnou a chemickou stabilitou. Jejich
povrch ma katalytické vlastnosti. Trubice jsou tvofeny grafenem, ktery se skladd z
dvojrozmérné hexagonalni struktury atomut uhliku. Existuji dva druhy nanotrubicek: 1)
jednosténné (SWNT) jejichz struktura obsahuje pouze jednu grafenovou vrstvu a 2) vicesténné
nanotrubicky (MWNT), které jsou tvofeny vice vrstvami grafenu [41, 42, 51]. Ob¢ varianty 1ze
vyrobit pomoci obloukového vyboje, laserové ablace nebo katalytickym rastem z plynné faze.
Zdrojem uhliku u prvnich dvou zminénych metod vyroby je pevny prekurzor, ktery je
odparovan pfi teplotach pres 3000 °C. Principem katalytického rustu je tepelny nebo chemicky
rozklad uhlovodika v plynné fazi za ptitomnosti Castic kovového katalyzatoru, na kterych
dochazi k rustu nanotrubiCek. Teplota se pohybuje okolo 500 az 1000 °C. Jako plynny
uhlovodik se pouziva acetylen nebo ethylen [41, 51]. Obvyklym katalyzatorem je zelezo, nikl
nebo kobalt v podobé tenké kovové vrstvy. Vodivym substratem muze byt kiemik, zlato nebo
platina. Zptasobem konstrukce CNT je i obdoba CPE. Kdy jsou nanotrubice dispergovany do
mineralniho oleje a vysledna pasta vlozena do teflonového obalu. Pomoci CNT lze také
modifikovat povrchy riznych pracovnich elektrod naptf. GCE [41]. Uplatnéni elektrod
modifikovanych CNT lze nalézt predevs§im v oblasti stanoveni anorganickych iontt, jako jsou

Cd*", Pb?", nebo organickych latek, napt. 4-nitrofenolu a dopaminu. Elektrody na bazi CNT
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modifikované enzymy se pouzivaji napt. pro stanoveni glukédzy a peroxidu vodiku. CNT byly

vyuzity také pii detekci DNA nebo proteina [4, 52, 53].

1.2.2.2 Pracovni elektrody na bdzi kovii

Dvojici nejpouzivangjSich elektrod na bazi uslechtilych kovl je platina a zlato. Po
aplikovani spravnych elektrochemickych podminek se oba pivodné inertni kovy meéni ve
velice aktivni elektrody vyznacujici se vysokou elektrickou vodivosti. Jejich vyhodou je dobra
odolnost vi¢i mechanickym vlivim, nizké proudy pozadi a §iroké potencialové okno. U obou
elektrod se vSak vyskytuji problémy v oblastech anodickych potenciali, a to tvorbou
povrchovych oxidu. Utvoreni vrstvy oxidi zpusobuje horsi opakovatelnost méfeni. Oproti
rtutovym elektrodam je také rozsah v oblastech katodického potencidlu vice omezen. Elektrody
maji podobu dratku nebo malych diska [54]. Rozdil mezi platinou a zlatem je, Ze platina se
oproti zlatu vyznaCuje rychlym pribéhem elektrodovych procest. Je to zpusobeno jejimi
katalytickymi vlastnostmi. Pouziti zlaté elektrody je mnohdy upfednostiovano kvuli jeji
odolnosti vici katalytickym jedim a také kvili mensim problémim s tvorbou povrchovych

oxidu [1, 4].

Dalsimi elektrodami na bazi kovu jsou bismutové elektrody, které byly vyvinuty opét
s cilem nahradit elektrody s kapalnou rtuti. Poprvé byly ptedstaveny tyto elektrody v roce 2000
[55-57]. Bismut ma nékteré podobné vlastnosti jako rtut. Radi se do skupiny t&zkych koviL.
Oba prvky maji 1 podobné atomové hmotnosti a nejsou pfili§ reaktivni. Rozdilem mezi rtuti a
bismutem je jejich skupenstvi za standartnich podminek. Bismut se vyskytuje v pevné formé
kovu, ktery ma stiibroleskly nartzovély povrch, zatimco rtut je za normalnich podminek
kapalna. K davodam, pro¢ se Bi stal oblibenym elektrodovym materialem, patii kromé dobrych
elektrochemickych vlastnosti i skute¢nost, ze je netoxicky jak v elementarni formé, tak i ve
formé& soli a nepiedstavuje zatéz pro ZP. Pied analyzou neni nutné odstratiovat rozpustény
kyslik z analyzovaného roztoku, protoze tyto elektrody na né nejsou, na rozdil od rtutovych,
citlivé. Jelikoz rtut’ je vice uslechtila nez bismut, potencialovy rozsah bismutovych elektrod je
naopak uzsi nez u elektrod rtutovych [55]. Nejbéznéjsi je bismutova filmova elektroda (BiFE).
Sklada se z vodivého stfedu, ktery je galvanicky pokovovan. Vodivy stfed BiFE je tvoren
riznymi druhy uhlikovych materialu napf. uhlikovou pastou nebo drazsim skelnym uhlikem.
Vyhodou skelného uhliku je nizky proud pozadi. Zakladem muze byt také jednorazova
sitotiskova elektroda, pevny stfibrny amalgdm nebo mikroelektrody urcené k méfeni malych

objemu analytd, které jsou tvofeny Au nebo Pt dratkem. Kationty bismutu se na povrchu
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elektrody wvylucuji elektrochemicky a vznikd tak povrchovy film. Typ provedeného
galvanického pokovovani ovliviiuje vysledné chovani elektrody. Existuji dva zpusoby:
pokovovani: 1) ex situ (pfed samotnou analyzou mimo analyzovany roztok) nebo 2) in situ
(ptimo v analyzovaném roztoku v piitomnosti Bi*"). Posledni moznosti je tvorba uhlikové pasty
s piidavkem Bi203, kdy vznika pastova elektroda. Pro ucel detekce organickych analytd (napf.
pesticidi a azobarviv) se pouzivaji bismutové filmy nanesené na GCE nebo na médéné
elektrodé a metodou je obvykle DPV, pastové elektrody 1ze pouzit napf. pro stanoveni herbicida

nebo nitrobenzenu [56, 58].

Antimonové filmové elektrody (SbFE) jsou velmi podobné elektroddm bismutovym a
byly prvné popsany Hocevarem a kol. v [59] o sedm let pozd€ji nez BiFE. Vhodnou elektrodou
k detekci tezkych kovi o nizkych koncentracich pomoci SV je mimo elektrod na bazi rtuti a
BiFE pravé 1 SbFE [59-61]. SbFE ma obdobné jako BiFE relativné Siroky potencialovy rozsah
zejména v katodické oblasti. Ptipravuji se obdobnym postupem jako BIiFE. Typickym znakem
téchto elektrod je, ze vznika zadouci zaporné piepéti pii genezi vodiku. SbFE poskytuji mimo
jiné slaby stripovaci signal antimonu [60]. Odli$nosti SbFE je schopnost provozu pfi kyselej$ich

pH nez v ptipade€ BiFE. Dokazi pracovat i pi1 niz§im pH, nez je hodnota 2 [59-61].

1.2.3 Borem dopovana diamantova elektroda

Uziti diamantu jako elektrodového materialu bylo poprvé zaznamenano v roce 1983
japonskymi védci. Jednalo se o diamantovou elektrodu pfipravenou pomoci iontové implantace
zinku [62]. Vroce 1987 byly Pleskovem pouzity v oblasti fotoelektrochemie nedopované
polovodicové diamantové elektrody [63]. Studiim elektrochemickych vlastnosti dfive branila
predevsim nakladna vyroba diamantu vyZzadujici vysoky tlak a teplotu (HPHT). ReSeni vak
poskytla technologie tenkych diamantovych filmu. Princip vyrobniho postupu spociva

v naneseni diamantového povlaku z plynné faze za podtlaku na substrat [64].

Nedopovany Cisty diamant je materialem, ktery pfedstavuje vyjimecné tvrdou
krystalickou formu uhliku. Mezi vlastnosti, které jsou uzitecné predevsim v oblasti technickych
aplikaci, mizeme zaradit jeho chemickou stabilitu, nizky koeficient tfeni, vysoky elektricky
odpor, korozni odolnost a vysokou tepelnou vodivost. Z hlediska optiky se jedna o transparentni
material. Diamant je pouzivan napt. ve vykonnych elektronickych pfistrojich nebo jako povrch
feznych nastroji. Jeho transparentnost vyuziva fada elektrooptickych zafizeni. Pro

elektroanalytické ucely nelze samotny diamant pouzit, protoze je nevodivy. Je nutné pripravit
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dopované diamantové elektrodové materialy za pomoci riznych postupa, které zajistuji Sirokou

Skalu elektroanalytickych aplikaci [65].

Rozli§ujeme Ctyfi zakladni typy diamantovych dopovanych elektrod. Prvnim typem je
tenkovrstva diamantova filmova elektroda, ktera muze mit zaklad elektrody z materialu jako je
napft. kiemik, skelny uhlik, grafit nebo mohou byt na bazi samopasivujicich kova (W, Ti, Ta).
V ptipadé kovového substratu predstavuje problém pfilnavost a pfitomnost vodiku. Vodik je
obsazen v plynu Gcastniciho se procesu nanaSeni vrstvy a muze zpusobit degradaci substratu.
Proto se aplikuje mezivrstva tvofend karbidem kovu, coz predstavuje druhy typ diamantovych
dopovanych elektrod. Treti a Ctvrtou variantou jsou elektrody skladajici se z diamantovych
astic dopovanych bérem, které jsou imobilizovany na substratu. Zalezi na tom, jestli se jedna
o vodivy nebo nevodivy substrat. V ptipadé vodivého substratu je nutné diamantové Castice od
sebe navzajem chranit pasivacni vrstvou, kterou mize byt napt. perfluorovana organicka latka.
S elektrodou je mozné zachazet obdobné jako s tenkovrstvou diamantovou elektrodou na
vodivych substratech. Pokud je substrat nevodivy, jsou pouzity tenké substraty a diamantové
Castice jsou imobilizovany pfimo na povrchu elektrody a fixovany napt. PVDF folii [66-68].
Kromé zakladnich existuji jesté dve varianty diamantovych elektrod, a to vakuové zihany nebo
hydrogenovany nedopovany diamant. V prvnim piipad€ se jedna o tenky nedopovany film
diamantu naneseny na substratu, ktery je nasledn¢ zihan pfi teploté vyss§i nez 1550 °C v
prostfedi vakua. Diky zihani vznikne v diamantovém filmu uhlikova faze, ktera je vodiva.
Posledni variantou je puvodné nedopovany hydrogenovany diamant, ktery je dodate¢né

dopovan povrchovymi adsorbaty [66].

Nejcasteji je diamant dopovan borem. Produkovana elektroda je pak oznacovana jako
borem dopovana diamantova elektroda (BDDE). Duvodem je jeho nizka aktivacni energie
nosiCe naboje, ktera ma hodnotu 0,37 eV. Diky této vlastnosti efektivn€ zaujme ptivodni misto
atomu uhliku. Diamantova elektroda dopovana borem je polovodiCem typu p. V pripade
nizkého stupné dopovani se z elektrody stava vnéjsi polovodi¢ a pfi vysokém stupni dopingu
se material elektrody chova jako polokov. Dopovani boru probiha za ptidavku latky obsahujici
bor, napt. diboran nebo trimethylboran do depozi¢niho plynu b&hem procesu piipravy
diamantového filmu [66, 68, 69]. Existuji i jiné moznosti vyuzitelnych dopujicich prvka, které
vSak poskytuji vodivost typu n. Témito prvky jsou naptiklad dusik, fosfor nebo sira. Pro
porovnani je hodnota aktivacniho naboje nosice pro dusik 1,6-17 eV a v ptipadé fosforu ma
hodnotu 0,6 eV. Nevyhodou siry je, ze ji 1ze k dopovani pouzit pouze za pfitomnosti boru

[66, 67].
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1.2.3.1 Priprava BDDE

Hlavnimi technikami vyroby dopovanych diamantovych materialu je metoda HPHT a
metoda nizkotlaké chemické depozice z par (CVD). V prvnim piipadé¢ se diamant vyrabi
preménou grafitu. Vzhledem k hodnoté AG = +2895 J m4 tato reakce tendenci probihat spiSe
opa¢nym smeérem, tedy ve sméru vzniku grafitu. Grafitové forma je termodynamicky stabilné;si
nez diamant. ReSenim je zvyseni teploty, které urychluje pribsh reakce. Docilime tim posunu
AG do zapornych oblasti. S nartstem teploty musi rast i pouzity tlak [70]. Grafit je zahfivan pfi
teplotach nad 1800 °C aje aplikovan tlak 3-5 GPa. Za podobnych podminek dochézi i ke vzniku
piirodnich diamantd [68]. Druhou metodou je pfipravy dopovanych diamantd je CVD. Plyn,
obsahujici vodik, dopujici €inidlo béru (nejcasteji diboran (B2Hs) nebo trimethylboran
(B(OCH3)3)) a jako zdroj uhliku nejcastéji methan, se tepelné rozklada. Principem je
energetickd aktivace molekul, kdy dochdzi ke §t€peni methanu na methylové radikaly a
atomarni vodik. Existuji dva zpusoby aktivace, kterymi je technika mikrovinného plazmatu
nebo metoda horkého vldkna [71, 72]. Optimalni obsah methanu ve smesi s vodikem je 0,3-
1 %. Dal8imi dulezitymi faktory pfipravy je tlak, ktery nabyva hodnot od 10 do 150 torr a
teplota mezi 700 az 1000 °C. V pfiipad¢ techniky mikrovlinného plazmatu jsou potiebné vykony
0 1000 az 1300 W a pfi pouziti metody horkého vldkna je obvyklé dosazeni teplot az 2800 °C.
Z pohledu kvality 1ze metodou mikrovinného plazmatu ziskat filmy Cistsi a bez defektti v jejich

struktuie [71].

1.2.3.2 Viastnosti BDDE

Pokud bychom porovnavali BDDE s elektrodami ze zlata, platiny nebo elektrodami na
bazi sp? hybridizovaného uhliku nalezneme u BDDE nékolik vyhod. Prvni nespornou vyhodou
je Siroky potencialovy rozsah. Pii pouziti elektrolytu 0,1M H2SO4 nabyva rozsah hodnot od
-1,5 V do +1,5 V [72,74]. Mezi dalsi uziteCné vlastnosti fadime korozivni odolnost,
biokompatibilitu a malou kapacitu elektrické dvojvrstvy, ktera zpusobi to, ze elektrodou
prochézi maly zbytkovy proud a vyskyt Sumu je nizky. Elektroda nepodléha pasivacnim jeviim.
Brani tomu sp® hybridizace, kvili které nemda elektroda tendenci k adsorpci latek. Tyto
elektrody jsou také mechanicky odolné, Cehoz lze vyuzit v pratokovych systémech nebo

v terénnich analyzach [73].

Z hlediska elektrochemie je dulezitda i moznost terminace povrchu dopovaného
diamantu, ktera ma vliv na kinetiku transportu elektronti na fazovém rozhrani mezi roztokem a

elektrodou. Povrch elektrody, vyrobené metodou CVD za piitomnosti vodikové atmosféry je
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pokryt obvykle monovrstvou vodiku. Diamant terminovany vodikem je v roztoku stabilni a
hydrofobni. Na vzduchu je vsak pii delSim Casovém useku nestabilni a dochazi k terminaci
povrchu kyslikem. Terminace kyslikem je vystaveni povrchu kyslikovému plazmatu nebo var
v silné kyselém prostiedi. Zpusobit to muze i aplikace siln€ anodickych potencialt jako
preduprava elektrody v oblasti rozkladu vody. Elektroda se stava hydrofilni a dojde ke zménam
jejich vlastnosti [71, 73]. Prikladem je §irsi potencialové okno a stabilita na vzduchu. Povrch
lze prevést zpét na terminovany vodikem katodickou predupravou. Z hlediska selektivity a

citlivosti zavisi druh terminace povrchu zejména na analytu a podminkach analyzy [74].

Dal$im faktorem, ktery zasadné ovliviiuje elektrochemické vlastnosti elektrody je obsah
boru. Jak uz bylo vySe zmin€no, diamant se s rostouci koncentraci boéru meéni z izolantu
ptes polovodiCe typu p az na latku chovajici se jako polokov. V literatute se 1ze setkat se tfemi
zpusoby vyjadieni koncentrace boru. Pokud se jedna o bor v plynné fazi pouzivaji se procenta
(%) nebo pomer mezi atomy boru a uhliku (B/C) v jednotkéch ppm. V piipade pevného povrchu
se koncentrace udava podtem atomid na cm’ [74-76]. Aby byla mozna aplikace elektrody
k elektroanalytickym ti¢elim musi byt minimalni koncentrace vétsi nez 10%° atomt boru na
cm®. Vyjadfeni pomoci poméru B/C se &asto aplikuje pii vyrobé metodou CVD. Obvykle
doporuCovana koncentrace je 1000 az 20 000 ppm. Plati, ze zvySeni poméru B/C s sebou nese
zmeénu elektrochemickych vlastnosti elektrody. Materidl elektrody ma vyssi elektrickou
vodivost a tim 1 citlivost. Méné vyhodné je vSak uzsi potencialové okno a vét§i mnozstvi
nediamantovych uhlikovych kontaminantl. Dal§im dopadem je vyssi aktivita v redoxnich

systémech [74, 75].

Dulezitou charakteristikou BDDE, ktera souvisi s vySe diskutovanymi faktory, je obsah
nediamantové slozky neboli uhliku s hybridizaci sp>. Hlavnim ukazatelem je pomér mezi
sp*/sp? uhlikem. Uhlik s sp? hybridizaci ma za nasledek né&kolik zmén v elektrochemickém
chovani elektrody. Transport elektrondi je rychlej§i nez u diamantového uhliku. Povrch sp?
uhliku mé tendenci se oxidovat reakci s vodou a kyslikem a vysledkem toho je mensi
potencialovy rozsah a nariist rusivého proudu pozadi. Vyssi obsah sp? uhliku také zptisobuje

vyssi smacivost povrchu a nebezpeci usazeni necistot [74, 75, 77].

V souCasné dob¢ existuji 1 postupy zvySeni citlivosti nebo selektivity pracovnich
elektrod na bazi BDDE. Pouziva se predev§im povrchova modifikace nanoc¢éasticemi kovu,

nanouhlikovymi materialy, polymery nebo také enzymy. Nevyhodu téchto elektrod ve srovnani
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s klasickou BDDE miize byt naro¢n¢jsi pfiprava k méfeni, omezeny rozsah potencialového

okna rozpousténim modifikatoru nebo nizsi reprodukovatelnost [78, 79].

1.2.3.3 Aplikacni moznosti BDDE v analyze vitaminii

BDDE piedstavuje velmi Siroce aplikovatelny néstroj voltametrické analyzy, o Cemz
sveéd¢i velké mnozstvi publikaci z poslednich 20 let. Souhrny aplikaci BDDE lze nalézt v
ptehledovych ¢lancich, napt. [67, 78-80]. Obecné lze fici, ze na rozdil od vysSe uvedenych
pracovnich elektrod, BDDE lze vyuzivat jak pro stanoveni oxidovatelnych latek, tak pro
stanoveni redukovatelnych analytd. Pro pfedstavu Sife uplatnéni je mozné uvést, ze BDDE je,
zasluhou jiz zminénych piiznivych elektrochemickych vlastnosti, pouzivana jak pro detekce
kovovych iontd, tak pro analyzu organickych bioaktivnich latek na bazi 1é¢iv, DNA, pesticidi
nebo dalsich polutantd ZP (PAH, fenoly) &asto s vysokou citlivosti [78, 79]. V piipadé Ié¢iv, je
BDDE pouzivana k farmakokinetickym analyzam, kde jsou matrici vzorku biologické tekutiny
jako je moc€ nebo krevni plazma [78-80]. Vzhledem k zaméfeni této diplomové prace uvadim
prehled aplika¢nich moznosti BDDE jako pracovni elektrody v elektrochemické analyze

vitaming.

Mezi vitaminy, které byly v minulosti stanovované pomoci BDDE a jsou rozpustné ve
vodé, patii pyridoxin (vitamin Be) ktery byl detekovan voltametricky pomoci nemodifikované
BDDE ve farmaceutickych vzorcich a vzorcich moci [81], nebo také ve smeési s dopaminem
pomoci porézni BDDE v lidském séru [82]. Ve farmaceutickém ptipravku byl rovnéz pomoci
raznych voltametrickych technik stanoven riboflavin (vitamin B2) [83], kyanokobalamin
(vitamin Bi2) [84] nebo kyselina listova (vitamin Bo) [85, 86]. Moznosti stanoveni
kyanokobalaminu na BDDE bude vice diskutovano v kapitole 1.3.2. Niacin (vitamin B3) byl
detekovan ve vzorcich kavy pomoci analytické prutokové soustavy zahrnujici nizkotlakou
chromatografii v kombinaci s amperometrickym stanovenim vyuzivajici nemodifikovanou
BDDE [87]. Publikace tykajici se analyzy kyseliny askorbové (vitamin C, AA) zahrnovaly
nekolik stanoveni ve smési s paracetamolem napt. voltametrické stanoveni na nemodifikované
BDDE [88], voltametrickou detekci s BDDE modifikovanou Nafionem (fluorovany
kopolymer) a filmy na bazi olova [89] nebo detekci prostfednictvim chronoamperometrie [90].
Déle bylo diskutovano stanoveni AA napt. v [91, 92]. V ¢lanku [92] bylo studovano kromeé AA
elektrochemické chovani vice bioaktivnich latek napt. dopaminu a byl zkouméan vliv terminace
povrchu BDDE na jejich odezvu. Zastupcem analyzovanych vitaming, které jsou rozpustné

v tucich je cholekalciferol (vitamin D3) [93], jehoz detekce probihala rovnéz voltametricky ve
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farmaceutickych ptipravcich. Do této skupiny patii také tokoferol (vitamin E) [94], u kterého
se studie zamé&fovala predev§im na moznosti simultanniho stanoveni jeho pfirozenych izomert
na nemodifikované BDDE [94]. Z tohoto ptehledu je zfejmé, ze BDDE piedstavuje robustni
nastroj elektrochemické analyzy vitamind, a proto 1ze predpokladat, Ze bude aplikovatelna i pro
studium elektrochemického chovani hydroxokobalaminu (derivat vitaminu B2, OH-CBL) a

zejména pak pro vyvoj jeho voltametrického stanoveni.

1.3 Kobalaminy (vitamin Bi2)

Kobalaminy (CBL) ptedstavuji skupinu latek, ktera je oznacovana jako vitamin Bi2.
Hlavni motivaci k jejich objevu bylo hledani 1écby na zahadny typ anémie pozd¢ji oznacované
jako perniciozni anémie, kterou popsal britsky Iékat Thomas Addison v roce 1855 [95-97].
CBL jsou v literature také nazyvany jako korinoidy, jelikoz patii mezi derivaty slouCeniny
korinu. Jako korin je oznaCovan centralni kruhovy skelet, ktery je analogii porfyrinového kruhu
a je slozeny ze Ctyt pyrolovych jader s ¢tyfmi dusiky na vnitini strané. Od porfirinu se odlisuje
vazbou C-C, ktera spojuje dva pyrolové kruhy. Ostatni jsou vazany pres methylenové uhlikové
mustky. K dusikim je pevné vazan centralni atom kobaltu, ke kterému je axialné pfipojen

promeénlivy ligand (R). Struktura molekuly CBL je zobrazena na obrazku 6 [95-98].

V ptirodé je nejvice zastoupenou formou deoxyadenosylkobalamin (Ado-CBL).
Hlavnim mistem vyskytu Ado-CBL jsou mitochondrie eukaryot. Methylkobalamin (Me-CBL)
je dalsi pfirozené se vyskytujici formou, se kterou se mizeme setkat v lidské plazmé nebo
cytosolu. Kazda z prirozené se vyskytujicich forem slouzi jako kofaktor pro urcité enzymy.
V ptipadé Ado-CBL se jednd o enzym methylmalonyl CoA mutazu, kterd zajistuje syntézy
latek jako jsou sukcinyl-CoA, coz je latka ucastnici se cyklu kyseliny citronové. Tento cyklus
je podstatny pro biodegradaci mastnych kyselin, které maji lichy uhlikovy fetézec. Pro enzym
methionin syntdzu je kofaktorem forma Me-CBL, ulastni se tak premény homocysteinu
(HoCySH) na methionin. Methionin ma vliv napf. na spravnou syntézu DNA nebo proteina
[96, 97, 99, 100]. K farmakologickym ucelim se nejCastéji pouziva kyanokobalamin (CN-
CBL), jelikoz se jedna o nejstabilnéjs§i formu. Pisobenim svétla a za ucasti kyanidu prechazi
vSechny ostatni formy na CN-CBL. V potravinovych suplementech se vSak lze setkat 1 s OH-
CBL nebo Me-CBL [96, 97]. Kromé potravinovych doplikd je jedinym zdrojem vitaminu B2
pro lidsky organismus potrava zivo¢i§ného puvodu (jatra, mlécné vyrobky, korysi).

Doporucena denni davka pro Cloveka starSiho 14 let je 2,4 ug [95, 96].
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Obrazek 6 Strukturni vzorec kobalaminu (CBL) a jeho formy dle ligandu (R) [98],

R(1)-deoxyadenosylkobalamin ~ (Ado-CBL),  R(2)-methylkobalamin — (Me-CBL),  R(3)-
hydroxokobalamin (OH-CBL), R(4)-kyanokobalamin (CN-CBL)

Z hlediska fyzikalnich vlastnosti se jedna o pevnou latku v podobé Cervenych nekdy
Cervenooranzovych jehliCkovitych krystali. Pfi procesu suSeni v pfitomnosti vzduchu se
v krystalech vaze 10-12 % vody. Teplota rozkladu je cca 210 °C. Nejbéznéjsim rozpoustédlem
je voda nebo jind polarni rozpoustédla jako napt. nizSich alkoholy nebo kyselina octova.
V nepolarnich rozpoustédlech jako jsou uhlovodiky, ether nebo aceton se kobalaminy

nerozpousti [97, 101].

Podminkou vstifebavani CBL v organismu je Gc¢ast nékolika proteint, které zajistuji
extracelularni transport. CBL vazany ve strave se vlivem zalude¢nich §t'av uvolfiuje a vaze se
na protein haptokorin (HC), ktery pochazi ze slin. Proces pokracuje ve dvanéctniku, kde
dochazi k rozkladu komplexu s HC pomoci enzymu trypsinu a stievnich protedz a CBL se vaze
na vnitini faktor (IF). Komplex IF s CBL je odolny vi¢i enzymatickému rozkladu.
Producentem glykoproteinu IF jsou parietalni butiky zaludku. Cilovym mistem absorpce jsou
erytrocyty v ileu (tenké stfevo), kde je CBL pfenesen do buinky pomoci receptoru cubamu,
jehoz soucasti je protein cubilin, ktery zajiStuje internalizaci komplexu IF s CBL. Absorpce
CBL je zavisla na mnozstvi IF a receptort v ileu. Po vstupu do erytrocytu dochazi k uvolnéni

CBL do krve, kde tvoii komplexy s plazmatickymi proteiny. Prvnim z nich je plazmaticky HC,
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(diive TCI), ktery vaze az 70-80 % cirkulujiciho CBL. Tento komplex je nedostupny pro
vetsinu bunék a cestou jeho odstranéni z obéhu jsou jatra a nasledné zlu¢. Druhym proteinem
je transkobalamin (TC), (dfive TCII), ktery nese 20-30 % cirkulujiciho CBL. CBL vézany na
TC zajistuje distribuci CBL do bun¢k a tvorbu zasob v ledvinach [95-97, 99, 102, 103].

Nedostatek CBL se muze vyskytovat u vegetariani a veganu, v dasledku
nedostatecCného pfijmu ze stravy, ale je také Casty u starSich lidi, ktefi trpi snizenou zalude¢ni
sekreci. Muze byt také zpusoben snizenim absorpce potravinového CBL, kterym je napf.
autoimunitni perniciézni anémie, u které¢ dochazi k naruSeni parietalnich bunék, které maji za
ukol produkci IF. Nedostatek CBL mé za nasledek zvySeni hladiny HoCySH, coz vede
k porucham syntézy DNA nebo k makrocytoze krvinek [100, 104]. Dalsimi dasledkem
nedostatku CBL je pokles syntézy myelinu, coz vede k neurologickym porucham [105]. Je
naru$en citratovy cyklus a dochazi k poruse degradace mastnych kyselin a hromadéni kyseliny

methylmalonové [92, 96]. Je také ovlivnéna krvetvorba a syntéza aminokyselin [106].

1.3.1 Hydroxokobalamin (B12.)

OH-CBL je forma CBL, ktera je vychozi latkou pfi vzniku aktivnich Ado-CBL a Me-
CBL. Tato forma se vyuziva jako injek¢ni antianemicky medikament pfi lé¢be deficitu CBL
napf. vlivem pernicidzni anémie. Hraje velmi vyznamnou roli jako antidotum pii otravach
kyanidy (CN) nebo muaze byt pouzit k 1écbé Leberovy dédicné nemoci, ktera zpusobuje
neuropatii zrakového nervu [107]. Vyhodou OH-CBL oproti CN-CBL je vyssi afinita
k receptorim transportnich plazmatickych proteina a tim i delsi doba pasobeni [108]. CN™ je
nekompetitivni blokator cytochrom ¢ oxidazy, ktery zpusobuje buné¢nou hypoxii a narusuje
vznik ATP. Mezi vazné ptiznaky patii selhani ledvin, hypotenze, bradyarytmie, koma az smrt
[107, 109]. Z hlediska vedlejsich ucinku se jevi jako vhodné antidotum praveé sloucenina OH-
CBL, kdy dochazi k substituci hydroxylové skupiny za CN™ a vysledny CN-CBL je vyloucen
moci. V Evropé€ je jako antidotum pouzivan od roku 1980, setkame se s nim pod obchodnim
nazvem Cyanokit, ktery je jako ptipravek schvaleny mimo jiné Evropskou agenturou pro 1é¢ivé

ptipravky [109, 110].

1.3.2 Voltametrické chovani kobalamini
Pocatky elektrochemickych studii vyuzivaly zejména polarografické techniky a jejich
pozornost byla zaméfena jak na rizné formy CBL, tak na oxida¢ni stavy kobaltu. Jako zkratky

CBL v potadi oxida¢nich stava (IIT), (I), (I) byly diive pouzivany Bi2a, Bior @ Bias [111].
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Prikladem ranych studii je prace [112], kdy autofi Jaselskis a Diehl zkoumali polarografické
chovani systému obsahujici vitaminy Bi2a a Biar. V prostfedi o koncentraci 0,1M siranu
draselného byly namétreny dva redukéni piky odpovidajici pfenosu jednoho e, prvni pfi
potencialu —0,04 V a druhy pii —0,96 V oproti nasycené kalomelové elektrodé (SCE). Obé
ptitomné formy se tedy redukovaly o jeden oxida¢ni stupeni. Pii negativnéjSich potencidlech
okolo —1,5 V poskytoval sledovany systém tfeti vinu, u které neni znam ptesny princip vzniku
a nejspiSe se jedna o katalytickou vinu Hz [112]. V dalsi studii [113] se autor ABD-L-Nabey
veénoval odlisnému chovani vitaminu Bi2 ve vodném prostiedi a prostfedi voda-alkohol. Bylo
napt. zjisténo, ze pii pouziti vodného roztoku LiCl o koncentraci 0,1 mol L™! byly naméfeny
dva signaly. Prvni pik byl zptusoben dvouelektronovou redukci z oxida¢niho stavu (III) na (I)
pfi —1,05 V (oproti referentni elektrodé¢ SCE). Druhy signal pfi —1,6 V byl po ovéfeni
piidavkem HCI opét pfisuzovan redukci H'. Ve smési alkoholu a vody pii uréitych %
alkoholové slozky dochazelo k rozdvojeni pfedniho signalu. Dvouelektronovy prechod
zahrnoval dvé reakce a vlivem inhibice adsorpce CBL zpusobenou alkoholy dochazelo ke
zpomaleni druhé reakce a posunu Fp [113]. Polarografie byla vyuzita i v pfipad€¢ vyzkumu
Hogenkampa a Holmese [114], ktery byl zaméfen na charakter ligandi CBL a kobinamidu.
Autori zjistili, ze posun vyslednych polarografickych signalt ke kladn&js$im potencialim mohl
byt zptsoben vysokou nukleofilitou ligandti (-CN, -OH, -Me). V pfipadé vazby v horni pozici
B byl pro né€ typicky jeden signal, zpasobeny piechodem pies dva oxidaéni stavy. Zato v pfipadé
aquakyanokobinamidu a kyanoaquakobinamidu, které méli substituent vazany i v a pozici, byly
zjistény dve redukeni viny, kazda pro jeden ptijaty e [114]. Dale se Schmidt a Swolford ve své
publikaci [115] zabyvali problematikou adsorpce CBL a redukovanych forem CBL s vyuzitim
CV a pouzitim rtutovych elektrod. Studovanym déjem byla opét redukce, kdy autofi dosli
k poznatku, ze forma Bi2a se redukuje pies dva jednoelektronové deje. Také byla zkoumana
souvislost mezi redukci a katalytickym signalem Hz [115]. Voltametrickou katodickou
adsorp¢ni stripovaci analyzu provadél Sawamoto v praci [116]. Stanovil rozsah potencidlu
—0,3 V az —1,5 V pro nasycenou kalomelovou elektrodu (SCE), pti kterém dochazi k adsorpci
CBL. Jako ideélni elektrolyt zvolil 0,3M octan amonny. Zkoumal vliv rychlosti polarizace a
optimalizoval podminky stanoveni, kdy dospél k zjisténi, ze pti S0 mV-s ! CN-CBL poskytoval
jednu vlnu pii —1,6 V. Tato vlna byla vyuzita ke zkoumani voltametrického stanoveni CN-CBL,
jelikoz se shodovala s potencidlem katalytické odezvy vodiku, ke které ptispiva redukce této
latky. Pfi pusobeni akumula¢niho potencialu —1,45 V po dobu 5 minut a teploté 35 °C bylo
dosazeno limitu detekce (LD) 2x10 ° mol L1 [116].
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Kromé rtutovych elektrod bylo studovano elektrochemické chovani CBL pomoci
uhlikovych elektrod. Prikladem je studie autora Filika a skupiny vyzkumnika [117], ve které
byla pouzita GCE modifikovand pomoci poly(2,2'-(1,4-fenylendivinylen) bis-8-
hydroxychinaldin (poly(PBHQ)-GCE) a elektroda modifikovana kromé poly(PBHQ) jesté i
pomoci MWCNT (poly(PBHQ)MWCNT-GCE) ke studii redukéniho chovani CN-CBL
pomoci CV 1 SWV. Jako vzorky byly pouzity farmaceutické piipravky ve formé tablet a
potravinarské vyrobky konkrétné mléko nebo ovesné vioCky. Na posledni uvedené pracovni
elektrod¢ bylo dosazeno linearniho dynamického rozsahu (LDR) pro CN-CBL pies dva
koncentraéni tady (od 1x1077 do 1x10°° mol L) a nizkého LD (1x10 ® mol L'!). Simultanni
stanoveni smési vitamint Bo a B12 bylo provadéno autorem Shishehborem v praci [118] na CPE
modifikované MWCNT v kombinaci s 4-hydroxy-2-(trifenolfosfoniem)fenolatem.
Analyzovanymi vzorky byly farmaceutické ptipravky a aplikovanou voltametrickou metodou
byla DPV. Jednalo se o jednu z méla studi vénované oxidaci vitaminu B12. Zji§tén byl LDR pro
samotny B2 0od 6,2x10 ®do 7510 ®mol L . Dals§im piikladem uhlikovych elektrod pouzitych
ke stanoveni vitaminu B12 byly jednoradzové tuzkové grafitové elektrody (PGE). Vénoval se jim
Pala a kol. v publikaci [119], kde byla pouzita metoda SWV a jako pracovni elektroda slouzila
PGE modifikovand peptidovymi nanotrubickami. Byla ziskana data vykazujici linearni
zavislost koncentrace vitaminu Biz v rozsahu 2x1077 molL ™! az 9,5%10°° molL! sLD
9,3x10°® mol L!. Za ugelem detekce vitaminu Bi2 je mozn4 i aplikace zlatych elektrod, coz
bylo diskutovano napt. v [120], kdy Parvin a kol. vyuzili ke stanoveni CN-CBL ze vzorku
potravin zlatou elektrodu modifikovanou smési polypyrolu a dendrimeru triazinu, jehoz
souCasti byly magnetické nanocastice. Pouzit byl Brittoniv-Robinsoniv (BRB) pufr a
aplikovanou metodou byla CV a DPV. Velikost LDR s vyuzitim elektrochemické redukce byla
stanovena od 2,5x10™° do 5x10 7 mol L ! a bylo dosazeno nizkého LD (9,1x10 1 mol L 1)
[120].

Stanoveni vitaminu B2, konkrétné formy CN-CBL, je popsano ve dvou publikacich 1
s vyuzitim BDDE [84, 121]. Pereiraa kol. v ¢lanku [84] popsali stanoveni CN-CBL v tabletach.
Autofi studovali elektroanalytické chovéani redoxniho paru Co(I/II) pomoci CV. Pro zlepSeni
odezvy bylo pouzito vlozeni katodického potencidlu -2 V po dobu 30 sv 0,5M H2SOs.
Nasledné€ byly naméteny dva oxidacni piky pfi potencidlech —0,74 V (pik 1) a +0,18 V (pik 3)
a dva reduk¢ni signaly pii —0,12 V (pik 4) a —0,75 V (pik 2). Potencialy zaznamenanych signalti
jsou uvedeny vs. potencial referentni argentchloridové elektrody nasycené roztokem KCI

(Ag/AgCl/KCl(sat.)) a namétené cyklické voltamogramy jsou zobrazeny na obrazku 7. Kiivky
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byly méfeny od pocatecniho potencialu (Fin) —1,25 V az k potencialu obratu (Fswitcn) s hodnotou
+0,5 V. Kone¢ny potencial (£in) odpovidal Ein. Pti oxidacich se Co(I) a Co(Il) oxidoval o jeden
oxida¢ni stupeni. Pro redukce platilo, ze Co(Il) a Co(Ill) piechazel zpet na Co(I) a Co(Il). Po
nasledné optimalizaci byla pouzita SWYV, elektrolyt o pH 10 a v tomto prostiedi byl namefen

LDR od 2,510 do 5x10 ®mol L ! a nizky LD o hodnot& 8,6x10°® mol L! [84].

5 6.7 3

H 1 D
2.0.0{2 -

E 4

£-6.7- 2

S b

-13.3

-1.0 -0.5 0.0 0.5
Potential / V vs. Ag/AgCl, KCI

Obrazek 7 Cyklicky voltamogram vitaminu B> (CN-CBL) o koncentraci 1x10 % mol L' v
prostredi BRB (pH 5) zaznamendm na BDDE, parametry: katodické predcisténi: t =30 s, F =
2V, 0,IM HxSO4 Ein=FEpn=—1,25V; Eswiten =0,5V; v = 50 mV s a— kiivka elektrolytu, b
— kiivka po pridavku CN-CBL [84]

Druhé studie [121] tykajici se voltametrické analyzy CN-CBL na BDDE se zabyvala
pouze jeho oxidaénim chovanim. Byla pouzita CV a analyt poskytoval jeden redukéni
(Fp=-0,8 Vvs. Ag/AgCI/KCl(sat.)) a dva oxidaéni signaly pfi potencidlech +1 Va +1,2 V.
Cyklicky voltamogram je zobrazen na obrazku 8. Pro detekci byla aplikovana SWV a
elektrolytem byl BRB pufr o pH 2. BDDE byla pted pouzitim upravena vlozenim anodického
potencialu +2 Vpo dobu 180s. Za téchto podminek byla zjiS§téna linearita ve dvou
koncentragnich rozsazich 2x1076-1,1x107°, resp. 1,1x107°-3,5x10 > mol L'!. Ziskany LD byl
roven 7x10" 7 mol L'!. Analyzovany byly vzorky mod¢i s piidavkem CN-CBL [122].

Jedinou studii voltametrického chovéani ptfimo OH-CBL je publikace [37], kde jako
pracovni elektroda byla aplikovana AgSAE. Byly pouzity dvé modifikace a to: lesténa (p-
AgSAE) a rtutovym meniskem modifikovand AgSAE (m-AgSAE). Vysledky byly
porovnavany s hodnotami naméfenymi na HMDE. Pomoci CV byl zkouman vliv pH

zakladniho elektrolytu na voltametrické chovani OH-CBL. Bylo zisténo, ze OH-CBL

37



poskytuje vzdy jeden redukéni pik ve slabé kyselém az neutralnim prostredi (BRB o pH 4-7)
na p-AgSAE, v prostfedi slabé kyselém az alkalickém (BRB o pH 4-9) na m-AgSAE av ptipade
HMDE bylo mozné naméfit sledovany signal v prostfedi slabé kyselém az silné alkalickém
(BRB o pH 5-12). Ani u jedné z elektrod nebyl zaznamenan oxidaéni pik. Cyklicky
voltamogram naméfeny pomoci p-AgSAE v prostiedi o pH 6 a pH 9 je zobrazen na obrazku 9.
Vlivem pH se F, redukéniho piku pfiliS nemeénilo a vyskytoval se v rozmezi potencialti
—1297mV az —1375mV (vs. Ag/AgCI/KCl(sat.)). Po optimalizaci parametri DPV bylo
dosazeno nizkych hodnot LD na nanomolarni Grovni, konkrétng 3,3x10° mol L! pro p-
AgSAE a 1,5x10 °mol L'! m-AgSAE. S vyuzitim navrzené metody byl obsah OH-CBL

stanoven ve vitaminovém piipravku [37].
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Obrazek 8 Cyklické voltamogramy pred pridavkem (teckovand cdra) a po pridavku (plna cdara)
vitaminu B> (CN-CBL) o koncentraci 1x10* mol L™ ! v prostiedi BRB (pH 2) zaznamenané na
BDDE. VioZend zavislost potencidalu pozitivnéji poloZeného oxidacniho piku na pH zdkladniho
elektrolytu. Parametry: anodické predcisténi: t =180 s, = +2V, 0,IM H2S504 Ein = Ffin =
~1,5V; Egwitch = +1,5V; v =100mV s ' [121]
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Obrazek 9 Cyklické voltamogramy vitaminu Bip. (OH-CBL) o  koncentraci

1x10°° mol L™ zaznamenané na p-AgSAE, v prostiedi BRB o pH 6 a 9, parametry: Ein = 0 mV;
Fpn=—1600mV; v =100 mV s ' [37]

Z uvedeného piehledu je ziejmé, ze skupina kobalamint piedstavuje elektrochemicky
aktivni latky. Je patrné, ze nejvéetsi pozornost je vénovana form€& CN-CBL. Elektrochemické
chovani ostatnich forem neni dostate¢n¢ prozkoumané. Cilem této diplomové prace je popsat
elektrochemické chovani derivatu OH-CBL a navrhnout jednoduchou a pfesnou metodu jeho

stanoveni s vyuzitim pracovni elektrody na bazi BDD.
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzité chemikalie

V prabéhu veskerych méfeni byly za uCelem piipravy standardnich roztoku a elektrolyta
pouzity vzdy chemikalie Cistoty p. a. pokud neni uvedeno jinak. Jako zdkladni elektrolyt byl
zvolen 0,1M roztok H2SO4. Roztok byl pfipravovan fedénim zasobniho 1M roztoku, ktery byl
ziskan fedénim zasobni 96 % H2SO4 (Penta-Svec, Praha). BRB byl vyuzit pii studii vlivu pH
zakladniho elektrolytu na elektrochemické chovani OH-CBL. BRB se skladal z kyselé a
alkalické slozky. Mnozstvi téchto slozek se fidilo pozadovanou hodnotou pH, ktera byla métena
pomoci pH metru. Alkalicka slozka tohoto pufru je tvotena 0,2M roztokem NaOH pfipravenym
rozpusténim navazky pevného NaOH (Penta-Svec Praha). Kyseld slozka je tvofena smési tii
0,04M roztokd kyselin, které byly pfipraveny fedénim 85 % H2PO4 a 99 % CH3COOH a
v ptipadé H;BOs rozpu§ténim pevné latky (vSe Penta-Svec Praha). Dalim testovanym
elektrolytem byla 0,1M HNOs, 0,5M H2SO4, amoniakalni (pH 9) a bority pufr (pH 10).
Kyseliny byly pripraveny ze zasobnich roztokd (Penta-Svec Praha). Bority pufr piedstavoval
smés 0,05M roztoku NaxB4O7x10H20 a 0,1M NaOH oboji z pevnych chemikalii (Penta-Svec
Praha). Amoniakélni pufr byl smési NH; a NH4Cl (Penta-Svec Praha).

Standardni roztok studované latky o koncentraci 1x10 % mol L ™! byl piipravovan ze
standardu Bi2a hydrochlorid (Sigma-Aldrich, CAS: 59461-30-2, Hydroxocobalamin
hydrochloride). Za G¢elem interferencnich analyz byly pouzity roztoky latek vyskytujicich se
v modi, a to mocoviny (U), kyseliny mocové (UA), kyseliny listové (FA), sacharozy (S),
kyseliny askorbové (AA), kreatininu (C), glukdézy (G) a kyseliny barbiturové (BA).
Koncentrace standardnich roztok® byla 1x102 mol L™! az na vyjimku niz§i koncentrace u
kyseliny mo¢ové (1x10°3 mol L'!). Standardy byly od firmy (Sigma-Aldrich) s vyjimkami
mocoviny (Lachema o. p. Brno) a sacharézy (Penta). Pri interferen¢nich studiich byly vyuzity
také standartni roztoky vitamind, a to vitaminu Bi2 — kyanokobalaminu, H — biotinu, Bs —
pyridoxinu, B — thiaminu, Bs — kyseliny pantothenové a B3 — nikotinamidu o koncentraci
1x1073 mol L™! a B, — riboflavinu o koncentraci 1x10~* mol L™!. Vesker¢ standardy vitamind

byly od Sigma-Aldrich a byly Cistoty nejméné 98 %.

2.2 Pristrojové vybaveni
Vsechna voltametricka méfeni byla provedena pomoci Eco-Tribo Polarogratu PC ETP

(EcoTrend Plus s. r. 0., Praha, Cesk4 republika), jehoZ soudasti byla voltametricka nadobka

40



s tiielektrodovym usporadanim (obrazek 10). Zatizeni bylo ovladano pres PC rozhrani pomoci
softwaru Polar 5.1. Pouzivany elektrochemicky ¢lanek se skladal z pracovni elektrody, kterou
byla komeréni BDDE (Windsor Scientific, Velka Britanie), z referentni Ag/AgCl/KCl(sat.)
apomocné elektrody ve formé platinového dratku (Monokrystaly s.r.o., Turnov, Ceska
republika). Teplota v laboratofi béhem méfeni byla 23 °C + 2 °C. Pti pH studii byl za ucelem
piipravy BRB pufru o rizné koncentraci pouzit stolni pH metr Fisher Scientific AB 150 (Fisher
Scientific, Ceska republika). K navazovani pevnych chemikalii a standardd slouzily analytické
vahy KERN ALS 120-4N (Kern a Sohn, Némecko). K odméfovani kapalin byly pouzity
sklenéné pipety s balonkem nebo odmérné valce a za Gcelem davkovani malych objemi radove
v ul. byly aplikovany automatické mikropipety. Pii pfipravé roztokt v piipadé horsiho
rozpousténi pevnych latek byla odmérna barika s roztokem vlozena do ultrazvukové lazné

Bandelin Sonorex (Schalltec GmbH, Némecko).

MINI - AND MICROELECTRODE SYSTEM UMuE

Obrazek 10 Lco-Tribo Polarograf PC ETP se zapojenym tielektrodovym elektrochemickym
Cldnkem
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2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Voltametrickd méreni

Voltametrické chovani OH-CBL bylo sledovano pfi riznych hodnotach pH v BRB
pufru a v dalSich elektrolytech (H2SO4, HNO3, amoniakalnim nebo boritém pufru) pomoci
metody CV. Pro kazdé pH byly zaznamenany vysky (/p) a potencialy naméfenych piku (£5p).
Pro tuto studii byl rozsah potenciali volen s ohledem na meénici se potencialové okno
v disledku zmény pH prostiedi. Pro vSechna méfeni byla aplikovana rychlost polarizace
100mV s ! Pro viechny dal§i experimenty byl jako zakladni elektrolyt zvolen roztok
0,1M H2SO04. Metoda CV byla také vyuzita pro sledovani vlivu rychlosti polarizace na vysky
jednotlivych signalt. V tomto pfipadé bylo vyuzito nasledujicich parametrd: Fin = Efn =
—1200 mV, FEswitch = +2200 mV, v=10-500 mV s !. V tomto piipadé byly vyhodnoceny 7,

zaznamenanych pikad.

Druhou pouzitou metodou byla DVP, ktera slouzila k vyvoji metody stanoveni OH-
CBL. Pouzivanym elektrolytem byla 0,1M H2SOs. Vramci optimalizace metody byly
testovany vlivy parametru jako je rychlost polarizace (v), pocate¢ni potencial (Ein) a Sitka a
vyska pulzu. Nalezené optimalni parametry jak v pfipadé studie pro oxidacni signal, tak v
ptipadé redukéniho piku jsou uvedeny v tabulce 1. U vSech meéfeni jak u CV, tak u DPV byl
pouzit stejny objem elektrolytu, a to 10 mL.

Tabulka 1 Optimdlni parametry aplikované pro stanoveni OH-CBL pomoci DPV

Ein Efin v Vyska pulzu Sifka pulzu
[mV] [mV] [mV s1] [mV] [ms]
Oxidace —400 +2300 30 65 20
Redukce +2000 —1500 80 —65 40

Vyhodnoceni signalu OH-CBL obvykle probihalo vytvorenim zékladni linie, kterd
spojovala konec a zafatek piku a stanovenim maxima piku spusténim kolmé ptimky na zakladni
linii. V pfipadé€ redukéniho signalu namétené¢ho CV bylo, vzhledem k tvaru a poloze piku, nutné
pouzit pro vyhodnoceni rovné Cary (teCny) v bodé pocatku piku a na ni spusténou kolmici
v maximu sledované odezvy byla zji§téna vyska signalu. Pro snazsi vyhodnoceni byla u DPV

vyuzita metoda odecteni zdkladniho elektrolytu. Veskeré grafy byly vytvoreny v programu MS
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Excel 2010 (Microsoft, USA). Pro tvorbu rovnic k linearnim zavislostem byl vyuzit software
OriginPro 9.0 (OriginLab Corporation, USA). Pro vypocet LD a meze stanovitelnosti (LQ)

slouzily rovnice 4 a 5, kde Sg je smérodatna odchylka tiseku a k odpovida sméernici kalibra¢ni

ptimky.
_ 3XSg
LD = = @)
10xS
LQ= =" ©)

V ramci interferencni studie byl sledovan vliv 15 moznych interferujicich latek, které
se mohou vyskytovat spolu s OH-CBL v biologickych vzorcich (mo¢€) a/nebo ve vitaminovych
ptipravcich. Pro analyzu byla zvolena metoda DPV svyS$e uvedenymi optimalizovanymi
parametry, jak pro oxidacni, tak pro redukéni signal. Postup experimentu byl nasledujici. Na
zadatku se zméfil roztok elektrolytu a poté pridavek OH-CBL o koncentraci 2,5x10 ® mol L™!
(pro oxidaéni signal) a koncentraci 1x10°> mol L ™! (pro redukéni signal). Déale byly postupné
pipetovany ptidavky potencialng interferujici latky v danych pomérech. U latek vyskytujicich
se v moci byly t€émito poméry 1:1; 1:10 a 1:100 (tzn. koncentrace interferentu byla pro oxidaci:
2,5%10°° 2,5x107° a 2,5%10* mol L', pro redukci: 1x107°, 1x10* a 1x10°> mol L) a
v pfipadé vitamina byly zvoleny poméry 1:0,1; 1:1 a 1:10 (tzn. koncentrace interferentu byla
pro oxidaci: 2,5x1077, 2,5x10°% a 2,5x10°mol L™! a pro redukci: 1x10°° 1x107° a
1x10 * mol L1). Po kazdém ptidavku byl naméfen voltametricky zdznam a vyhodnocena vyska

signalu OH-CBL.

2.3.2 Analyza potravinovych dopliku stravy

Pro analyzu byly zvoleny dva pfipravky s obsahem OH-CBL (obrazek 11). Prvnim
znich byl tekuty vitamin Bi2 (hydroxokobalamin) od vyrobce Metabolics (Eastcott, Velka
Britanie). Vyrobek o objemu 100 mL obsahoval 1351 kapek. Vyrobcem bylo deklarovéno, ze
v jedné kapce se nachazi 98 ug OH-CBL. Koncentrace OH-CBL v piipravku tedy odpovidala
9,83x10 * mol L'!. K analyze byl vyuzit pfimo koncentrovany vzorek a do polarografické
nadobky bylo davkovano 10 puL. Analyza probihala pomoci metody standardniho ptidavku.
Vzdy byly ke vzorku ve voltametrické nadobce pfidany minimalné dva ptidavky o objemu
10 uL a koncentraci 1x10% mol L' Analyza byla opakovana Skrat. Druhym vybranym
potravinovym doplitkem byly tablety vitaminu B12 (hydroxokobalamin) od vyrobce Cytoplan

(Hanley Swan, Velka Britanie). V tomto piipadé bylo vyrobcem uvedeno, ze kazda tableta
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obsahuje 1000 ug OH-CBL. Priprava vzorku k analyze probihala rozmélnénim 10 tablet v tieci
misce za vzniku jemného préasku, ktery byl nasledné pifeveden do 100mL odmémé barky a
rozpustén v destilované vode€. Pro lepsi rozpousténi bylo nutné roztok vlozit do ultrazvukové
lazn€ po dobu 25 minut. Zbyvajici nerozpustény pevny podil byl odfiltrovan pomoci nalevky
ptes skladany filtr. Nakonec byla odmérné baiika doplnéna destilovanou vodou po rysku. U
takto pfipraveného roztoku byla vypodtena koncentrace OH-CBL o hodnoté 7,43x107> mol L.
Opét byla vyuzita metoda standardniho pfidavku. Pfidavany objem standardu o koncentraci
1x10* mol L' byl 13,5uL. Obdobné jako u tekutého piipravku bylo provedeno 5
opakovanych méfeni. Z 5 naméfenych hodnot byla nasledné pro oba piipravky vypocitana
prumérna hodnota, interval spolehlivosti, smérodatna odchylka (SD) a relativni smérodatna

odchylka (RSDs).
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Obrazek 11 Analyzované vzorky: tekuty vitaminovy pripravek Vitamin Bl2
(Hydroxocobalamin) od spolecnosti Metabolics a vitaminovy doplnék stravy ve formé tablet
Vitamin B12 od firmy Cytoplan
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3 Vysledky a diskuse

3.1 Vliv pH zakladniho elektrolytu na voltametrického chovani OH-CBL na
BDDE

Cilem této prace bylo zeyména nalezeni vhodnych podminek pro stanoveni OH-CBL a
studium jeho voltametrického chovani na BDDE. Obecné 1ze fici, ze elektrochemie kobalamint
je velmi bohata a byla studovana jiz od 50. let 20. stoleti s vyuzitim nejprve DME a poté i celé
fady stacionarnich pracovnich elektrod, jak jiz bylo popsano podrobngji v kapitole 1.3.2.
V soucasné dobe je nejveétsi pozornost vénovana nejvice pouzivanému derivatu CN-CBL, jehoz
voltametrickému chovani a/nebo stanoveni se vénovali autofi v fadé publikaci [84, 116-122]
vCetn¢ popisu stanoveni na BDDE [84, 121]. Ze studia odborné literatury je patrné, Ze vétSina
sledovanych elektrodovych reakci se odehrava na centralnim atomu kobaltu a bylo potvrzeno,
ze jednotlivé substituenty ovliviiuji pribéh elektrodovych reakci v dasledku rizné nukleofility
[114]. Ve vétsin€ studii byla sledovana redukce kobaltu v oxida¢nim stavu Co(IIl) nebo Co(1I)
na Co(Il), resp. Co(I) [37, 84, 112-117, 119-121]. Ptenosy elektronu pii zmeéné oxidacniho
stavu Co byly vyznamné ovlivnény charakterem pracovni elektrody (napt. na elektrodach
z kapalné rtuti dochazelo k adsorpci vznikajicich meziproduktt, coz ovliviiovalo prubéh
elektrodovych reakci) [111, 112, 115, 116], typem zakladniho elektrolytu (pH, slozeni) [111-
114], ale 1 pfitomnosti, pozici a/nebo charakterem ligand/u [111, 114]. Na rtutovych
elektrodach byla, kromé polarografickych signali redukce centralniho prvku kobaltu,
zaznamenana i negativneé situovana katodicka vina vodiku, coz bylo diskutovano napt. v [112,
113]. Co se tyka anodického chovani, autofi popisovali registrované signaly jako oxidace
probihajici op€t na centralnim atomu Co a to z oxida¢niho stavu Co(I), resp. Co(Il) na oxidacni
stav Co(II), resp. Co(III) [84, 120, 121]. Ze strucného piehledu uvedeného vyse je patrné, ze
elektrochemie kobalamint je pomémé slozita a je ovlivitovana celou fadou faktort. Jednim
z nich je 1 pH prostiedi, ve kterém probihaji sledované reakce. Z literatury bylo zjisténo, ze OH-
CBL se v kyselych prostredich (pH < 3) vyskytuje prevazné jako nabitd molekula ozna¢ovana
aquakobalamin (OH2-CBL), ktera piedstavuje konjugovanou kyselinu k OH-CBL.
S narustajicim pH prostiedi prevlada forma OH-CBL, ktera pak dominuje v alkalickém

prostiedi [114, 123]. To potvrzuje 1 hodnota pKa = 7,8 systému OH2/OH-CBL [124].

Prvni experimenty této prace byly zaméfeny na pH zékladniho elektrolytu, které
zasadn€ ovliviiuje voltametrické chovani elektrochemicky aktivnich latek. Proto bylo chovéni

OH-CBL monitorovano v §irokém rozsahu pH. Sou¢asné byla provedena volba média, v némz
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budou nasledujici analyzy probihat. Jako vhodny pro tento typ experimentt je BRB pufr, ktery
je mozné pfipravit v rozmezi hodnot pH 2-12. Pro hodnoty pH pod 2 byly pouzity nésledujici
roztoky kyselin: 0,1M H2SO4, 0,5M H2SO4 a 0,1M HNOs3. Pro experimenty v alkalickém
prostiedi bylo vyuzito navic amoniakalniho (pH 9) a boritého pufru (pH 10). Pouzitou metodou
byla CV s rychlosti polarizace 100 mV s ! a koncentrace OH-CBL byla pro viechna méfeni
5x107° mol L'!. V3echny potencialy zaznamenanych signalGi jsou uvadény vs. referentni

Ag/AgCI/KCl (sat.) elektroda.

V ramci této studie bylo zjisténo, ze OH-CBL poskytuje v kyselém prostiedi (pH < 3)
4 signaly. Jako priklad mize slouzit cyklicky voltamogram naméfeny v prostiedi 0,1M H2SO4
(obrazek 12A). Pro prehlednost byly oxida¢ni signdly oznaleny Cislicemi v poradi vyskytu (1-
4). V prostiedi 0,1M H2SO4 se vyskytovaly pii potencidlech Fpp = +412 mV, Epz =+1181 mV,
Epz = +1304 mV a Eps = +1837 mV. Z obrazku 12A je ziejmé, Ze odezvy 2 a 3 byly Spatné
vyvinuté a tvotily spiSe jeden signal se dvéma vrcholy navic tésné naléhaly na odezvu 4.
S narustajici hodnotou pH klesal i poCet naméfenych signald. V prostiedi o pH 4 byly
detekovany pouze piky 1, 3 a 4 (Ep1 = 203 mV, FEp3 = +1484 mV a Ep = +1802 mV).
V elektrolytech o pH 8-11 bylo mozné pozorovat jiz jen jediny anodicky signal (pik 3) okolo
potencialu +1200 mV. Prikladem muze byt cyklicky voltamogram naméfeny v prostfedi BRB
o pH 10 znazornény na obrazku 12B. Krom¢ anodickych signala byl zaznamenan i jeden pik
reduk¢ni, oznacen zkratkou RED, ktery bylo mozné pozorovat ve vSech pouzitych zakladnich

elektrolytech, coz dokladaji 1 ktivky na obrazcich 12A pro kyselé a 12B pro alkalické prostiedi.
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Obrazek 12 Cyklické voltamogramy bez pridavku (prerusovand cara) a po pridavku OH-CBL
(plnd cdra) o koncentraci 5% 107° mol L zaznamenané na BDDE v prostiedi (A) -
0,IM H,SO4, parametry: Ey, = Fpn = —1000 mV, Egwien = +2200mV, v = 100 mVs * a (B) -
BRB (pH 10), parametry: Ey = Egn = —1500 mV, Egwicn = +1800 mV, v = 100 mV s~

Detailnéji je studovana zavislost na pH zakladniho elektrolytu znazornéna na obrazcich
13 a 14 pro oxidacni odezvy a na obrazku 15 pro pik RED. Obrazek 13 A predstavuje namétené
anodické Casti cyklickych voltamogramu v elektrolytech v rozmezi pH 2 az 12 (BRB 2-12) a v
prostfedi 0,1M H2SO4 a na obrazku 13B je pak zobrazen detail téchto kiivek pro oblast
signalu 1. Z uvedenych kiivek je patrné, ze pik 1 byl nejvyssi v prosttedich siln€ kyselych (pH
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< 2) a srostouci hodnotou jeho vyska klesala. V alkalickém prostfedi tento pik nebyl
zaznamenam vibec. Toto doklada i graf 14A, kde je uvedena zavislost 7,1 na pH zakladniho
elektrolytu. Nejvyssi odezva piku 1 byla pozorovana v prostiedi o pH < 1. Byly testovany 3
elektrolyty na béazi anorganickych kyselin (0,1M HNO3, 0,1M H2S04 a 0,5M H2S04) a vySssi
hodnoty 7, bylo dosazeno v prostiedi kyseliny sirové. Pfi srovnani dvou rizné koncentrovanych
H2S04 o niz§i koncentraci. Z grafu 13B je navic patrné, ze tento signal byl v prostiedi 0,1M
H>SO4 dobfe vyvinuty a snadno vyhodnotitelny, proto byl zvolen pro dalsi experimenty.
Naopak odezvy 2 a 4 byly vzhledem ke své poloze nepftilis dobfe vyhodnotitelné a nebyly
perspektivni z hlediska analytické vyuzitelnosti. Zavislosti jejich vysek na pH prostiedi jsou
uvedeny na obrazku 14B. Signal 3 detekovany v prostiedich o pH < 7 byl, vzhledem ke své
poloze a pfitomnosti signalti 2 a 4, obtizn€ vyhodnotitelny. Vyska této oxidacni odezvy rostla
s rostoucim pH prostredi, coz doklada i1 graficka zavislost 14B. Nejvy$si hodnota /3 byla
dosazena v prostfedich BRB o pH 10 a 11. Tvar této odezvy a jeji vyhodnotitelnost byly
vyrazné lepsi v prostiedi o pH 10, coz opét doklada i obrazek 13A. V ramci tohoto experimentu
byl testovan 1 amoniakalni pufr o pH 9 a bority pufr o pH 10. I v téchto prostiedich bylo mozné
detekovat 1 anodicky signal (odezva 3), ale v porovnani s BRB o pH 10 byla zaznamenana
odezva §patn¢ vyvinuta (kiivky nejsou pro prehlednost zobrazeny). Proto bylo prostiedi BRB
o pH 10 vyhodnoceno jako nejlepsi pro monitoring OH-CBL v alkalickém prostiedi. Vzhledem
k omezenému rozsahu této diplomové prace bylo dale studovano pouze kyselé prostiedi
zejména kvuali moznosti detekce signalu 1, ktery nebyl ovlivnén rozkladem zakladniho
elektrolytu, byl dostate¢né vyvinuty a bylo mozné ho snadno vyhodnotit. Proto lze

predpokladat, ze bude vhodny k analytickému vyuziti.

Pro vSechny zaznamenané odezvy byla vyhodnocena 1 zavislost jejich polohy na pH
prostiedi (obrazek 14C). Pik 1 se s rostoucim pH mirn€ posouval k negativn&j§im potencialim,
u odezvy 2 nebyl zaznamenam témé&f zadny posun se zménou pH, signél 3 nevykazoval zadny
jednoznacny trend se zménou pH prostiedi a odezva 4 v prostifedich o pH 1-3 téméf neménila
svoji polohu a v elektrolytech o pH 4-6 se posouvala stejn¢ jako pik 1 k negativné§im

potencialim.
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Obrazek 13 Anodické casti  cyklickych  voltamogramii OH-CBL o koncentraci
5%x107° mol L 'zaznamenané na BDDE v prostiedi BRB o pH 2-12 a 0,IM H.SO, (A)
zobrazené v celém méreném potencidlovém rozsahu a (B) zobrazené pro potencidlovou oblast
signalu 1, parametry: Fi, = Egn = —1000 mV (0,IM H>SO4) az —1500 mV (pH 12), Esvien =
+2200 mV (0,IM H>SOy) az +1250 mV (pH 12), v = 100 mV s~

Na obrazku 15 jsou zobrazeny katodické Casti cyklickych voltamogramii namérené po
pridavku 5x10° mol L ! OH-CBL v prostiedi BRB o pH 2-12 a 0,1M H2SO4. Z naméfenych
kiivek bylo zfejmé, ze po piidavku analytu bylo mozné zaznamenat 1 redukéni odezvu, a to ve
vSech testovanych elektrolytech. Vyska tohoto signalu se vyrazné€ji neménila, ale za nejvyssi
lze povazovat katodicky signal v prostiedi o pH 3 (obrazek 15B). Poloha signalu RED se

od prostiedi 0,1M H2SO4 do pH 2 mirn€ posouvala k pozitivnéj§im potencialim a od hodnoty
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pH 2 dochazelo s narustajicimi hodnotami pH k posunu k negativné&j$im potencialim (obrazek

15C).

E 200 A EIOOOO
~ 150 | & ~ 8000 -
150 { &~ B
6000 A
100 A
& 4000 -
50 - —e—2
. 2000 - ——
0 T T T T T T | 0 .-_—-?_'. T T T T A

o
=
]
w
=
w
(o)}
~
oo
o
]
N
(o)}
oo
=
o
=
8]

1000 M
500 - i
—— 3
——

O 1 1 ] ] ]

Obrazek 14 Viiv pH zdkladniho elektrolytu (BRB o pH 2-12 a 0,IM H>504) na (A) — vysku
signdlu 1, (B) — vysku signdli 2, 3 a 4, (C) — polohu signdlii 1-4, parametry uvedené v popisku
obrdzku 13

Vzhledem k omezenému rozsahu této prace byla pro dal§i studium zvolena jako
zakladni elektrolyt 0,1M H2SO4. Z hlediska analytického vyuziti byl jako perspektivni, na
zakladé charakteristik uvedenych vyse, vybran oxida¢ni pik 1. Vzhledem k tomu, ze bylo
mozné v tomto prostiedi detekovat i redukéni signal, coz je v ptipadé BDDE neprilis ¢asté, byla

Cast nasledujicich experimentd vénovana moznosti vyuziti i této odezvy.

50



-1500 -1200 -900 -600 -300
o 1
< A
:; -2000 - /
/ —— 0,1MH,S0,
-4000 - pH 2
pH3
pH 4
-6000 - pH 5
——pHBG
i Y : ———=pll 7
-8000 — ~ pH 8
. .‘ —< .
-10000 o il ——PHI10
—pH11
—pH12
-12000
pH pH
0 2 4 6 8 10 12 __ 0 2 4 6 8 10 12
2_4000 1 1 1 1 1 E 0 1 1 1 1 1
E Rl
= B —e—RED o C —e—RED
-6000 - -500 -
| pa
A N\ R & &
-8000 { &, & ¥ O\ ¥ -1000 H o o
® / g v
¥ i
-10000 -1500

Obrazek 15 (A) — Katodické cdsti cyklickych voltamogramu OH-CBL o koncentraci
5x107° mol L zaznamenané na BDDE v prostiedi BRB o pH 2-12 a 0,IM HSOy; Viiv pH
zdkladniho elektrolytu (BRB o pH 2-12 a 0,IM H>S04) na (B) — vysku a (C) — polohu signdlu
RED, parametry uvedené v popisku obrdazku 13

Po studiu odborné literatury a ve srovnani s dosazenymi vysledky, 1ze predpokladat, ze
mechanismus sledovanych anodickych reakci (tzn. signalt 1 a 3) se bude tykat oxidace
centralniho atomu kobaltu a pik 1 bude pfedstavovat piechod z oxidacniho stavu Co(I) na Co(II)
a signal 3 by mé¢l odpovidat oxidaci Co(Il) na Co(IlI). Netcast protonu na tomto d¢€ji potvrzuji
1 zavislosti zobrazené na obrazku 14C. Je ziejmé, Ze nedochazi k linearnimu posunu
sledovanych signalii s hodnotou pH zakladniho elektrolytu. Linearni posun je charakteristicky
praveé pro zapojeni protonu(i) do elektrodové reakce. Obdobné vysledky byly naméfeny i pro
voltametrické chovani CN-CBL na BDDE v publikacich [84, 121]. V piipad¢ signalu RED lze
usuzovat na redukci centralniho prvku kobaltu. I zde, 1ze s ohledem na jiz publikovana data pro

voltametrickou studii chovani CN-CBL na BBDE [84, 121], ptedpokladat redukci Co(IIl) —
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Co(Il). Vzhledem k poloze oxidacnich signalti a redukéni odezvy lze hovofit o ireverzibilni
elektrodové reakci, coz nasledné potvrdily 1 vysledky ziskané ze studie vlivu rychlosti
polarizace na sledované signaly, kdy dochazelo se zvySujici se hodnotou rychlosti polarizace
k posunu sledovanych pika (vice v kapitole 3.2), coz je charakteristické praveé pro ireverzibilni

systémy.

3.2. Vliv rychlosti polarizace na voltametrické chovani OH-CBL na BDDE
V dal$ich experimentech byl zkouman vliv rychlosti polarizace na voltametrické odezvy
OH-CBL v kyselém prostiedi (0,1M H2SOs4). Cilem téchto méfeni je charakterizace fidicich
déju elektrodovych reakci. Pouzitou metodou byla opét CV a rychlosti byly aplikovany
v rozsahu 10-500 mV s !. Ziskané cyklické voltamogramy jsou uvedeny na obrazku 16. Pro
prehlednost byly grafy rozdéleny na anodickou (obrazek 16A a detail pro oblast piku 1 na
obrazku 16B) a katodickou ¢ast (obrazek 16C). Z obrazku 16 je patrné, ze sledované signaly,
tzn. oxidacni odezvy 1 a 3 a reduké¢ni pik RED, se zvySuji s rostouci rychlosti polarizace. Na
obrazku 17A-C jsou vyneseny zavislosti /, na v, ze kterych je ziejmé, Ze tento narast nevykazuje
linearni trend ani u jedné ze sledovanych odezev. Z této skute¢nosti 1ze usuzovat, ze probihajici
déje nebudou fizeny adsorpci. Na druhou stranu zavislosti vysek jednotlivych signalu
vykazovaly linearni prabéh s druhou odmocninou rychlosti polarizace (v''?), coz je patrné
z grafii 17D-F, které jsou popsany rovnicemi (6) pro pik 1, (7) pro odezvu 3 a (8) pro signal
RED. U piku 3 a RED je zavislost /, na v''? linearni v celém testovaném rozsahu v, coz svédéi
o tom, ze fidicim d€jem je difuze. Potvrzenim tohoto zavéru je i hodnota smernice zavislosti
log (/p) nalog (v) (obrazek 17H a 17CH, rovnice (10) a (11)). Pro oxida¢ni signéal 3 ma smeérnice
uvedené logaritmické zavislosti hodnotu (0,466 + 0,005) a pro pik RED se rovna
(0,453 + 0,008). Tyto hodnoty se blizi teoretické hodnot& 0,5, kterd je charakteristicka pro
elektrodové dé&je fizené difuzi. Difuze je typickym fidicim d€jem pfi pouziti pracovnich BDD
elektrod vzhledem k nizké afinit& pracovniho povrchu. V pripadé piku 1 byla zavislost /, na v!/2
(rovnice 6, obrazek 17D) linearni v uz$im rozsahu v (30-350 mV s'!). Smémice pro
logaritmickou zavislost (obrazek 17G) mé pro pik 1 hodnotu (0,384 + 0,012), coz je patrné
zrovnice (9). Z toho vyplyva, Ze difuze neni jedinym fidicim d&em a bude zde hrat roli 1
kinetika. Podle obrazku 16 1ze konstatovat, Ze u oxidace dochazi s rostouci rychlosti polarizace
k posunu signalti smérem ke kladng&j§im potencialim a v piipadé redukéni Casti se signaly

posunuji smérem k zaporné€j§im £.
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Obrdazek 16 Voltametrické kifivky po pridavku OH-CBL o koncentraci 5x107° mol L™/
zaznamenané na BDDE v prostredi 0,IM H>S04 pri riiznych rychlostech polarizace; (A) —
anodicka cdst cyklickych voltamogramii,; (B) - detail kiivek pro oblast piku 1; (C) — katodickd
cdst cyklickych voltamogramii; parametry: Eiy, = Egn = — 1200 mV; Egpien = +2200 mV, v = 10-
500mV s’

mvV 1/2 2
I,[nA] = (9,085 + 0,280) (v TD + (29,182 + 3,299), 72 = 0,9929 (6)

mv\1/2 5
I,[nA] = (134,379 + 1,548) (v [TD + (64,965 + 20,265), 12 = 0,9987 (7)
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1/2
I,[nA] = (~754,856 + 6,979) (v mT"]) +(—471,011 + 91,377), 7% = 0,9991 (8)
log(I,[nA]) = (0,384 + 0,012) log (v [mTV]) + (1,316 + 0,024), 72 = 0,9932 9)
log(I,[nA]) = (0,466 + 0,005) log (v [mTV]) + (2,220 + 0,011), 72 = 0,9988 (10)
log(I,[nA]) = (0,453 + 0,008) log (v [mTV]) + (3,004 + 0,016), 72 = 0,9991 (11)
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Obrizek 17 Zavislosti I, na v pro signdl 1 (A), 3 (B) a RED (C); Zavislosti I, na v'”? pro signdl
1 (D), 3 (E) a RED (F); Zavislosti log(l,) na log(v) pro signal 1 (G), 3 (H) a RED (CH),
parametry uvedené v popisku obrazku 16
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3.4 Vyvoj metody voltametrického stanoveni OH-CBL na BDDE

3.4.1 Optimalizace parametria DPV (oxidacni pik 1)

Na pocatku vSech méfeni byl testovan vliv pfedupravy pracovniho povrchu. Aplikaci
ani jednoho z postupti (anodické pred¢isténi £, =+2000 V a =30 s, resp. katodické predCisténi
Ep, =-2000 V ar=30sv prostredi 0,1M H2S04) nedoslo ke zvysSeni /, OH-CBL naopak byl
pozorovan pokles piku a jeho horsi opakovatelnost, a proto nadale nebyl zadny vySe zminény
postup aplikovan. Naopak se ukézalo, ze pracovni elektroda vykazovala velmi dobré vysledky
(vyska piku, opakovatelnost méteni) bez jakékoliv predupravy povrchu, coz bylo vyhodné
zejména z hlediska doby analyzy. V ramci vyvoje metody voltametrického stanoveni OH-CBL
na BDDE byla provedena optimalizace nasledujicich parametri: Ei, v, vyska a Sitka pulzu.
Meteni probihala v prostfedi 0,1M H>SOs4. Pouzitd koncentrace OH-CBL byla pro celou
optimalizaci 2,5%10 ¢ mol L™!. Prvnim krokem bylo sledovani odezvy OH-CBL v zavislosti na
riznych FEin. Ostatni aplikované parametry se neménily a byly nasledujici: Ffn =+2300 mV,
v=20mV s
—1000 mV do —400 mV po 200 mV. Pro dal§i méfeni byl vybran Ein = —400 mV, jelikoz OH-

vyska pulzu =50 mV, Sitka pulzu =80 ms. FEi, byl ménén v rozsahu od

CBL za téchto podminek poskytoval nejvyssi hodnotu 7, jak vyplyva z obrazku 18. Vyssi
hodnoty pocateCniho potencidlu nebylo mozné aplikovat vzhledem k Sifce a poloze

sledovaného piku (£p =+ 380 mV).

Druhym testovanym parametrem byla rychlost polarizace. Byl testovan rozsah v = 10-
70mVs ! sintervalem 10mV s ! Naobraizku 19A jsou zobrazeny vysledné DP
voltamogramy a na obrazku 19B je vynesena zavislost /, na v. Ze ziskanych voltametrickych
kiivek a ze zavislosti na obrazku 19B je patrné, ze v useku v =10-30 mV s ! dochazelo
s rostouci hodnotou v k narGistu vysky sledovaného piku. Vtiseku v=30-50 mV s ! byla
pozorovana stagnace a s dalsim navySenim rychlosti polarizace byl sledovan mirny pokles. Pti
vysSich v dochazelo k mirmému posunu piku k pozitivngjsim potencialim. Vzhledem

k uvedenym vysledktim byla pro dalsi méfeni zvolenav=30mV s L.
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Obrazek 18 DP voltamogramy OH-CBL o koncentraci 2,5%10 ° mol L zaznamenané na
BDDE v prostredi 0,IM H>S04 pri riznych L, (A); Zavislost I, na L, (B), parametry:
Ein=—1000 az —400 mV, Eg, = +2300mV, v = 20 mVs vSka pulzu = 50 mV, Sirka
pulzu = 80 ms
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Obrazek 19 DP voltamogramy OH-CBL o koncentraci 2,5%10 ° mol L zaznamenané na
BDDE v prostiedi 0, IM H>SO04 pri riiznych rychlostech polarizace (A); Zavislost I, na v (B),
parametry: Eyn = —400 mV, Eg, = +2300mV, v = 10-70 mV s, vyska pulzu = 50 mV, Sirka
pulzu = 80 ms
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Ttetim parametrem, ktery byl optimalizovan, byly vyska pulzu. V ramci experimentu
byla mé&néna v rozsahu hodnot 10-125 mV. VSechny pouzité parametry jsou uvedeny v popisku
obrazku 20, kdy obrazek 20A zobrazuje DP voltamogramy OH-CBL naméfené pfi riznych
hodnotach sledovaného parametru a obrazek 20B vlozenou zévislost /, na vySce pulzu.
Z obrazku 20 je ziejmé, ze s rostouci vyskou pulzu rostla i hodnota /,. Soucasné s rostouci
vyskou pulzu dochazi k posunu piku smérem k negativnéj§im potencialim. Pro dal§i méfeni
byla nastavena stfedni vysSka pulzu a to hodnota 65 mV, jelikoz pifi vysSich hodnotach

dochazelo k rozsifovani piku.
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Obrazek 20 DP voltamogramy OH-CBL o koncentraci 2,5%10 ° mol L zaznamenané na
BDDE v prostredi 0, IM H2S504 pri riiznych vyskdch pulzu (A); Zavislost I, na vysce pulzu (B),
parametry: Ein = —400 mV, Eg, = +2300 mV; v = 30 mV' s 1, vyska pulzu = 10-125 mV, Sirka
pulzu = 80 ms

Poslednim sledovanym parametrem byla §itka pulzu. DP voltamogramy byly méfeny
pfi jiz dfive optimalizovanych parametrech a za ménici se Sitky pulzu v rozsahu 10-125 ms.
Vysledné DP voltamogramy jsou uvedeny na obrazku 21A s vlozenou zavislosti /, na Sifce
pulzu (obrazek 21B). Z obrazk je ziejmé, ze s rostouci Sitkou pulzu /, klesa. Nejvyssi hodnota
Iy je nameétena pii 20 ms a proto byla tato hodnota Sitky pulzu zvolena pro vSechna dal§i méfeni.
Nakonec byla s optimalizovanymi parametry provedena opakovana métfeni OH-CBL o

koncentraci 2,5%10 ® mol L !. Bylo provedeno celkem 11 scanii a vysledna RSD byla rovna
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1,26 %. Tato nizka hodnota potvrzuje, Zze s vyuzitim uvedenych parametri bez predcisténi
pracovniho povrchu je dosahovano stabilni reprodukovatelné odezvy, coz je zdsadni z hlediska

mozné analytické aplikace.
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Obrazek 21 DP voltamogramy OH-CBL o koncentraci 2,5%10 ° mol L zaznamenané na
BDDE v prostiedi 0, IM H>SO4 pri riiznych Sirkdch pulzu (A); Zavislost I, na Sirce pulzu (B),
parametry: Eiy, = —400 mV, Eg, = +2300 mV; v = 30 mV s, vyska pulzu = 65 mV, sirka pulzu
= 10-125 ms

3.4.2 Optimalizace parametria DPV (reduk¢ni pik RED)

Pro mozné analytické vyuziti byla kromé& oxida¢ni odezvy OH-CBL zvolena také
odezva redukéni, pro kterou bylo rovné€z nutné optimalizovat parametry, kterymi byly opét: Ein,
v, vyska a Sitka pulzu. Pouzitym zakladnim elektrolytem byla 0,1M H2SO4 a koncentrace OH-
CBL byla 1x107° mol L!. Na pogatku experimenti bylo zji§téno, ze za danych podminek, bez
aplikace predCisténi povrchu, dochazi, na rozdil od experimenti v anodické oblasti,
k postupnému poklesu sledovaného signalu a nedochézi k ustaleni vysky sledovaného signalu
ani s nardstajicim poCtem opakovanych meéfeni. Proto byly testovany 3 zpusoby mozného
¢isténi pred kazdym méfenim: 1) anodické (£ = +2000 mV, 7 = 305s), 2) katodické (£ =
—1500 mV, 7 = 30s) a 3) potencialové ,skoky* (20 ,skoku™ mezi potencialy +2000 mV a
—1500 mV). Za podminek anodického ¢isténi byl pozorovan obdobny pokles jako v pfipade

bez regenerace. Signal OH-CBL byl sice dobfe vyvinuty s hodnotou /, v rozmezi hodnot od
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—3842 nA (1. scan) do —3545 nA (11. scan), ale vykazoval stabilni pokles pfi opakovanych
meétenich. V ptipade aplikace katodického potencialu doslo k poklesu vysky sledované odezvy
zhruba o polovinu. Hodnota 7, se pohybovala v rozmezi od maximalni hodnoty —1973 nA (3.
scan) do minimalni namé&fené¢ hodnoty —1799 nA (10. scan). Vyska piku RED se v tomto
ptipad€ nesnizovala s rostoucim po¢tem méfeni, ale ménila se bez patrného trendu a ani pfi
dalsich opakovanych métenich nedoslo k dosazeni stabilni vysky sledované odezvy. Poslednim
testovanym zpusobem Cisténi povrchu bylo tzv. cyklovani, kdy bylo pied kazdym méfenim
vlozeno 20 potencialovych ,,skokd* mezi hodnotami +2000 mV a —1500 mV. Tento zptsob
regenerace povrchu se ukazal jako nejvyhodnéjsi, protoze pii opakovaném méfeni bylo
dosazeno stabilni a pomérné vysoké odezvy (@f, z 1l opakovanych méfeni
(—3145,6+30,2) nA). Bylo dosazeno velmi dobré opakovatelnosti, coz potvrzuje i hodnota RSD

= 1,45 % vypocitana z 11 opakovanych méteni.

Proces vybéru vhodnych parametra voltametrické analyzy byl stejny jako v pfipadé
anodického signalu. Prvni sledovanym parametrem byl opét FEin, jehoz vliv byl sledovan
v rozsahu od +2000 mV do +400 mV. Pouzitymi parametry pii méteni byly: Fgin =—1500 mV,
v=30mVs!
Ein=+2000 mV, jelikoz OH-CBL za téchto podminek poskytoval nejvys$si hodnotu /p.

, vySka pulzu =—65 mV, §itka pulzu =20 ms. Pro dal§i méfeni byl vybran
Posouvani hodnoty £in smérem k negativn€j§im potencialim zpusobovalo pokles a deformaci

sledovaného signalu (obrazek 22).

Dalsim zkoumanym parametrem byla v. V ramci tohoto experimentu byl pouzit
potencialovy rozsah od +2000 mV do —1500 mV. Dalsi parametry metody byly stejné jako
v pfedchozim experimentu s vyjimkou v, ktera byla sledovana v rozsahu 10-100 mV s L.
Naméfené DP voltamogramy jsou zobrazeny na obrazku 23 A a zavislost [, na v je zndzornéna
na obrazku 23B. Z této zavislosti je ziejmé, ze ve dvou tsecich 10-20 mV s 1a80-100 mV s !'s
rostouci v vySka monitorovaného piku klesala. Naopak rostouci pribéh méla v intervalu od
20mV s 1 do80 mV s !, kdy nejvyssim bodem byla pravé krajni hodnota 80 mV s !, ktera byla

zvolena pro dal§i méfeni.
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Obrdazek 22 DP voltamogramy OH-CBL o koncentraci 1x 10> mol L 'zaznamenané na BDDE
v prostiedi 0, IM H>S504 pri riiznych Ei, (A); Zavislost I, na Ein (B),; parametry: Ei, = +2000 az
+1000 mV, Epn = —1500 mV; v = 30 mV s~ 1, vyska pulzu = —65 mV, sirka pulzu = 20 ms
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Obrazek 23 DP voltamogramy OH-CBL o koncentraci 1x 10> mol L 'zaznamenané na BDDE
vprostiedi 0,IM H>SO4 pri riiznych rychlostech polarizace (A); Zdvislost I, na v (B),

parametry: Fi,= +2000mV, Egy,

Sirka pulzu = 20 ms

—1500mV; v

60

10-100 mV s, vyska pulzu = —65 mV,



Dale byl sledovan vliv vysky aplikovanych pulza v rozsahu —10 az —125 mV a jejich
Sitky v rozsahu 10-125 ms. Z kiivek na obrazku 24A a ze zavislosti /, na vysce pulzu na
vlozeném grafu v tomto obrazku vyplyva, ze s rostouci vyskou pulzu roste i vyska sledovaného
signalu a zaroveni dochazi k mirnému posunu piku smérem k pozitivnéjsim potencialim.
Obdobné jako u oxidace byla zvolena hodnota vysky pulzu =65 mV. Divodem je opét rozsifeni
a hor$i vyhodnotitelnost piku pfi vyssSich hodnotach. Na obrazku 25A jsou zobrazeny DP
voltamogramy nameétené pfi ruznych hodnotach §itky vkladanych pulzi. Pro dalsi méteni byla
zvolena stfedni hodnota 40 ms, kdy byl signal RED dostatecné vysoky a dobie vyhodnotitelny.
Zaveérem byla provedena opét opakovana meteni, kdy bylo provedeno celkem 11 opakovanych
scani OH-CBL o koncentraci 1x10 >mol L'}, Vypo&itana RSD se rovnala 1,27 %, coz

potvrzuje, zZe za zvolenych parametri je sledovana redukéni odezva OH-CBL stabilni.
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Obrazek 24 DP voltamogramy OH-CBL o koncentraci 1x 10> mol L 'zaznamenané na BDDE
v prostiedi 0,IM H>SO4 pri riiznych vyskach pulzu (A); Zavislost I, na vySce pulzu (B);
parametry: Eiy, = +2000 mV, Eg, = —1500 mV; v =80 mV s, vyska pulzu = —10 az —125 mV,
Sirka pulzu = 20 ms
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Obrazek 25 DP voltamogramy OH-CBL o koncentraci 1x 10> mol L 'zaznamenané na BDDE
v prostiedi 0,IM H>SO4 pri riiznych Strkdach pulzu (A); Zavislost I, na Sifce pulzu (B);
parametry: Ey, = +2000mV, Ep, = -1500 mV; v = 80 mV s !, vyska pulzu = —65 mV, Sirka
pulzu = 10-125 ms

3.4.3 Analyza modelovych roztoku OH-CBL s vyuzitim BDDE

Aplikovatelnost navrzené metody DPV byla testovana nejdifive na modelovych
roztocich obsahuyjicich znamé mnozstvi OH-CBL. Nejprve byl sledovan prubéh koncentracnich
zavislosti pro oba sledované piky za zvolenych podminek analyzy (experimentalné vybrané
hodnoty parametri DPV a elektrolyt 0,1M H2SO4). Pro sledované signaly byl opakované
zméfen koncentracni rozsah alespon pies 1 koncentraéni fad od nejniz8i hodnoty koncentrace,
pii které byl dany signal spolehlivé vyhodnotitelny az do takové koncentrace, kdy byl
pozorovan patrny narust sledovaného piku. V pfipad€ anodického piku to bylo rozmezi od
2x10 ¥mol L'! do 1x10°mol L'! a v piipadé redukéniho piku RED byl méfen rozsah od
2x10" mol L1 do 6,5x10°® mol L!. Parametry pouzité pii méfenich jsou uvedeny v popiscich
obrazk(i. Obrazky také obsahuji vlozené zavislosti /, na ¢(OH-CBL) v umol L', V piipadé
oxida¢niho piku 1 bylo 7/, vyhodnocovano pomoci metody odecteni zakladniho elektrolytu.
Zavislost I, na koncentraci OH-CBL byla u oxida¢niho piku linearni v témét v celém
sledovaném rozsahu (od 2x10 ® do 8,25x10 7 mol L !, obrazek 26), coz predstavuje linearni
dynamicky rozsah (LDR), a je popséana rovnici (12). S vyuzitim hodnot smérnice a smérodatné
odchylky useku této zavislosti byly stanoveny hodnoty LD = 1,32x10 %mol L' a LQ =
4,39x10 8 mol L. Zavislost I, na koncentraci OH-CBL nevykazovala u redukéniho signalu
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linearni, ale polynomicky charakter. V koncentraénim rozsahu od 1,99x107 do

2,91x10 ® mol L™ ho lze charakterizovat rovnici (13) a naméfené kiivky s odpovidajici

koncentraéni zavislosti jsou zobrazeny na obrazku 27.

I,[nA] = (1,509 + 147963,9)(c[mol L1]) + (0,142 £ 0,066), r2 = 0,998 (12)

I,[nA] = (193,56 + 21,49)(c[mol L~1])? — (1447,1 £ 68,3)(c[mol L™1]) + (94,86 +

R
>

44,86), r% = 0,996 (13)

1 [nA]

B
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0.5 1
c[umol L]

800 1200 1600
E [mV]

Obrazek 26 Anodické DP voltamogramy OH-CBL zaznamenané na BDDE v prostiedi 0, IM
H>S504 pri riiznych koncentracich, kifivky po odecteni elektrolytu (A); Zavislost I, na ¢ (B),
parametry: Eiy, = —400 mV, Eg, = +2300 mV; v = 30 mV s, vyska pulzu = 65 mV, sirka pulzu

=20 ms
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Obrazek 27 Katodické DP voltamogramy OH-CBL zaznamenané na BDDE v prostiedi
0, 1M H>S50 p¥i riiznych koncentracich (A); Zavislost I, na ¢ (B), parametry: E, = +2000 mV,
Epin = —1500 mV; v = 80 mV s ., vyska pulzu = —65 mV, Sirka pulzu = 40 ms

Vzhledem k linearnimu prabéhu zavislosti vysky anodického piku 1 na koncentraci OH-
CBL byla provedena opakovana stanoveni tohoto analytu v modelovych roztocich o dvou
koncentracich, kterymi byly 5x10 ¥ mol L 'a 1x10 "mol L"!. PouZitou metodou byl standardni
ptidavek. Ke vzorku byly vzdy pfidany 3 ptidavky standardniho roztoku. Byla pouzita opét
DPV s optimalizovanymi parametry. Pro kazdou koncentraci bylo stanoveni Skrat opakovano.
Piiklad naméfenych voltamograma pro stanoveni OH-CBL o predpokladané koncentraci
5x10°® mol L! je zobrazen na obrazku 28. Vysledky statistickych parametrd jsou pro obg
stanovované koncentrace (1x1077 a 5x10°® mol L!) shrnuty v tabulce 2. Z téchto hodnot
vyplyva, ze v obou ptipadech bylo dosazeno spravnych vysledka a velmi dobré opakovatelnosti
stanoveni. Dikazem je hodnota RSDs, ktera byla v obou pfipadech mensi nez 3 % a vyté€znost

stanoveni, ktera se pohybovala od 99,6 do 101,4 %, resp. od 100,0 do 103,0 %.

Tabulka 2 Vysledky opakovaného stanoveni OH-CBL v modelovych roztocich

Predpokladana ¢ Stanovena ¢ RSDs Vytéznost
[mol L] [mol L] [%6] [%6]

5x1078 (5,026 = 0,044) x10°8 1,33 99,64-101,4

1x1077 (1,015+£0,015) 1077 2,21 100,0-103.0
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Obrazek 28 Stanoveni OH-CBL metodou standardniho pridavku s vyuzZitim DPV a BDDE
vprostiedi 0,IM H>SO4; kifivky po odecteni elektrolytu (A), parametry: FEi,=—400mV,
Epin = +2000mV; v = 30mVs ! wska pulzu = 65 mV, Sitka pulzu = 20 ms; grafické
vyhodnoceni metody standardniho pridavku (B)

3.4.4 Interferencni studie

Cilem experimentt v této Casti prace bylo zjistit, zda latky, které se mohou vyskytovat
ve vzorcich spolu s OH-CBL, ovliviiuji jeho stanoveni. Byl sledovan vliv latek vyskytujicich
se vmoci a vitamini, které mohou byt spolu s OH-CBL soucasti vitaminovych preparatt.
Analyza probihala postupem uvedenym v kapitole 2.3.1. Tato studie byla opét provedena, jak
pro anodickou, tak pro katodickou odezvu s cilem zjistit, ktery signal je pro analyzu realnych
vzorkt s obsahem OH-CBL vyhodnéjsi. Méfeni opét probihala v 0,1M H2SO4 metodou DPV
s optimalizovanymi parametry. Koncentrace OH-CBL byla v piipadé oxidace 2,5x10 ¢ mol L™}
a v ptipadé redukce 1x10 > mol L !. Mozné interferenty byly ptidavany v pomérech 1:1, 1:10,
resp. 1:100 v ptipadé latek predpokladanych v moc¢i a 1:0,1, 1:1, resp. 1:10 pro skupinu
vitamina. Ziskané vysledky jsou shrnuty v tabulce 3 a 4. Hodnoty v tabulce predstavuji %
odchylku vysky sledovaného piku 1 po ptidavku interferentu. Hranice, nad kterou se latka

povazovala za interferujici, byla 5 %.

Z tabulky 3 je zfejmé, ze v pfipad€ mocoviny, kyseliny moc€ové, a glukdzy nedochazelo

k vyraznému ovlivnéni sledovaného oxida¢niho piku za danych podminek. Pfitomnost
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sacharozy a kreatininu 1 ve vetSich koncentracich ovlivitovala sledovanou odezvu jen nepatrné
(maximalni narast o 7,20 % v ptipad€ S a 6,63 % v piipadé C). Za vyznamného interferujiciho
Cinitele 1ze oznacit kyselinu listovou (FA), ktera zptasobovala pokles sledované odezvy o témér
15 % jiz pfi stejné koncentraci, jako byla koncentrace analytu. S narUstajici koncentraci FA
dochazelo k poklesu vysky piku 1, coz bylo zptusobeno voltametrickou odezvou samotné FA,
kterd poskytovala za danych podminek tfi signaly, které diky svoji poloze ovliviiovaly i
sledovany oxida¢ni pik (obrazek 29). Také kyselina barbiturova (BA) poskytovala
voltametrickou odezvu pfi blizkém potencialu jako OH-CBL, coz bylo patmé ale az pti vysSich
koncentracich. V tomto ptipadé se jednalo o koncentraci 100x vys$i, nez byla koncentrace
analytu. Co se tykd monitorované reduk¢ni odezvy, pouze dvé posuzované latky nemély na jeji
vysku nebo tvar zadny vliv ani pfi vysSich koncentracich, a to konkrétne kreatin a glukédza
(tabulka 3). Ostatni latky vykazovaly bud relativné maly vliv pfi vSech sledovanych
koncentracnich pomérech (U a UA) nebo jen pii vyssich hladinach (AA a BA). Za vyznamné

interferenty, 1ze stejn¢ jako v ptipadé oxidacniho signalu, povazovat FA a BA.

Tabulka 3 Vysledky interferencni studie pro voltametrickou analyzu OH-CBL v pritomnosti

vybranych latek vyskytujicich se v moci

Oxidace Redukce
COH-CBL?: Cinterferent — mo¢ COH-CBL?: Cinterferent — mo¢
Interferent

1:1 1:10 1:100 1:1 1:10 1:100
U —-1,65 -2,93 -1,73 —6,00 -7,19 -13,41

UA +3,11 +2,53 -—- -5,73 -8,34 -—-
FA -14,77 -31,16 -57,11 —4,25 —40,93 —95,53
S +7,20 —-5,04 -=7,06 —4,22 -11,08 -8,50
AA +2,64 +9,77 +10,83 —3,69 —4,24 —-6,53
C +6,63 +1,24 +1,11 +0,44 +0,39 —-0,47
G +1,05 +0,14 —-1,89 —4,01 -5,02 5,40
BA —-0,25 +3,64 +190,71 —2,24 —4,85 —25,51

U - mocovina; UA — kyselina mocova; FA — kyselina listova; S — sachar6za, AA — kyselina askorbova;

C — kreatinin; G — glukdza; BA — kyselina barbiturova
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FA (obréazek 30) poskytovala redukéni signdl, coz ovliviiovalo sledovany pik jiz pii 10x vys§i
koncentraci, kdy byl pozorovan pokles o témeér 41 %. BA zpusobovala snizeni reduk¢niho

signalu OH-CBL pfi jejim 100nasobném nadbytku.

Dalsi skupinou sledovanych biomolekul byly vitaminy rozpustné ve vod¢, které mohou
byt spolu OH-CBL pfitomny ve vitaminovych pfipravcich. Ziskané hodnoty jsou shrnuty
v tabulce 4. Z tabulky je zifejmé, ze pouze biotin (vitamin H) neovliviioval ani jednu ze
sledovanych odezev na vSech sledovanych koncentrac¢nich hladinach. Vitaminy B3, Bs a Bs také
ovliviiovaly sledované signaly relativné malo a maximalni zména vysky signalu se pohybovala
pod 159%. Pritomnost vitaminu B2 (obrazek 31), zejména pii vysSich koncentracich,
zpusobovala vétsi pokles v piipadé anodické odezvy, coz bylo dano odezvou vitaminu B2
nachazejici se té€sn¢ pred stanovovanym pikem. NejvétSim problémem se vSak ukdzala
ptitomnost CN-CBL, ktery poskytoval obdobné odezvy jako OH-CBL, coz je patrné
z narustajici odezvy oxidacniho signalu (obrazek 32). V pfipadé€ redukce CN-CBL zpusoboval
pfi 10nasobném nadbytku vyrazné snizeni meéfen¢ho signalu z divodu vzniku druhého

redukéniho signalu (obrazek 33).

Tabulka 4 Vysledky interferencni studie pro voltametrickou analyzu OH-CBL v pritomnosti

vybranych latek vyskytujicich se ve vitaminovych pFipravcich

Oxidace Redukce
Interferent COH-CBL: Cinterferent — vitamin COH-CBL: Cinterferent — vitamin
(vitamin) 1:0,1 1:1 1:10 1:0,1 1:1 1:10

B2 +9,51 +23,57 +101,49 -2,13 -16,15 -36,01
H —4,12 —-0,29 +1,63 -1,27 —-3,84 —3,92
Bs +6,1 +3,23 +2,29 +0,11 —1,45 —-5,54
B: —0,88 -12,78 —29,64 —1,84 —4,34 -10,65
Bs +0,22 -5,27 -1,97 —4,4 -7,73 -9,66
B3 —7,48 —3,56 -9,85 —3,08 —-8,56 -14,6
B2 —2,26 -17,97 - +1,3 -1,19 -—-
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Obrdazek 29 Anodické DP voltamogramy 2,510 % mol L ! OH-CBL v pritomnosti FA (kyseliny
listové) zaznamenané na BDDE v prostredi 0,IM H2SO4 parametry: Ei, =—400mV,
Epin = +2000 mV; v = 30 mV s, vyska pulzu = 65 mV, Sitka pulzu = 20 ms (A), detail kiivek
pro oblast piku 1 (B)
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Obrazek 30 Katodické DP voltamogramy 1x10° mol L1 OH-CBL v piitomnosti FA (kyseliny
listové) zaznamenané na BDDE v prostiedi 0,IM H>S04, parametry: FEi, = +2000mV,
Epin = —1500 mV; v = 80 mV s ., vyska pulzu = —65 mV, Sirka pulzu = 40 ms
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Obrazek 31 Anodické DP voltamogramy 2,5% 10 ° mol L™ ! OH-CBL v pritomnosti vitaminu B>
(Riboflavinu) zaznamenané na BDDE v prostiedi 0,IM H>SO4, parametry: Ein = —400 mV,
Epin = +2000 mV; v = 30 mV s, vyska pulzu = 65 mV, Sika pulzu = 20 ms (A), detail ki'ivek
pro oblast piku 1 (B)
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Obrazek 32 Anodické DP voltamogramy 2,510 ° mol L ! OH-CBL v pritomnosti CN-CBL
(kyanokobalaminu)  zaznamenané na BDDE v prostredi  0,IM H>S04,  parametry:
Ein=—400mV, Eg, = +2000 mV; v = 30 mV s, vwska pulzu = 65 mV, Sitka pulzu = 20 ms
(A), detail kiivek pro oblast piku 1 (B)
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Obrazek 33 Katodické DP voltamogramy 1% 10> mol L ! OH-CBL v pFitomnosti vitaminu CN-
CBL (kyanokobalaminu) zaznamenané na BDDE v prostiedi 0,IM H>SO4, parametry:
Ein= 42000 mV, Egn = —1500 mV; v = 80 mV s, vyska pulzu = —65 mV, $ika pulzu = 40 ms

3.5 Analyza vitaminovych dopliiki stravy

V ramci zavéreCnych experimenti byla vypracovana metoda vyuzita i pro analyzu
realnych vzorkd s obsahem OH-CBL. Prevazna &ast vitaminovych piipravkd dostupnych v CR
obsahuje formu CN-CBL, i kdyz forma OH-CBL poskytuje vyssi afinitu k receptorim
transportnich plazmatickych proteini a tim i del§i dobu pusobeni [108]. Po dukladném
pruzkumu trhu byly zvoleny 2 voln€ dostupné piipravky s obsahem OH-CBL. Jednalo se o
tekuty ptipravek Vitamin B2 (hydroxokobalamin) od vyrobce Metabolics (Eastcott, Velka
Britanie) s deklarovanym obsahem OH-CBL 98 ug v 1 kapce a tablety vitaminu Bi2
(hydroxokobalamin) od vyrobce Cytoplan (Hanley Swan, Velka Britanie) s obsahem 1000 pg
v 1 tablete. ZpUsob pripravy vzorku k méteni byl popsan v kapitole 2.3.2.

Pro samotné stanoveni OH-CBL byla na zakladé vysledka ptedchozich experimentd
zvolena anodicka odezva 1. Byla vhodna pro detekci nizsich koncentraci OH-CBL nez odezva
katodicka, ktera navic vykazovala nelinearni prabéh narustu vysky piku s koncentraci. Navic
vzhledem k vysledkiim interferen¢ni studie lze fici, ze metoda vyuzivajici katodickou odezvu
poskytuje obdobnou selektivitu jako metoda navrzena pro sledovani oxidace OH-CBL. M¢feni
probihalo v prostfedi 0,1M H2SO4 na BDDE pii optimalizovanych parametrech. Pouzitou

metodou stanoveni byla metoda standardniho pfidavku. Pro kazdy doplnék stravy bylo
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provedeno 5 opakovanych stanoveni. Na nize zobrazenych obrazcich je uveden piiklad
namétenych voltamogramu pro analyzu tekutého piidavku (obrazek 34) a pro stanoveni v OH-
CBL v tabletach (obrazek 35). Vypoctem byly ziskany nasledujici statistické udaje: interval
spolehlivosti, RSDs a vytéznost (tabulka 5). Z téchto hodnot je patrné, ze vysledky stanovené
navrzenou metodou jsou v relativne dobré shodé s deklarovanymi hodnotami. Hodnoty obsahu
OH-CBL jsou o cca 3-10 % vyssi nez deklaruje vyrobce, coz mize byt zpusobeno sloZzit€]si
matrici a naro¢néj§i Upravou vzorki a pifipadné i vy$Sim obsahem OH-CBL pfimo
v analyzovaném dopliiku stravy, coz by bylo nutné ovéfit dalsi analytickou technikou. Vyssi
hodnoty RSD (5,13 %, resp. 6,05 %) jsou pravdépodobné zpusobeny komplikovanéjsi matrici
vzorkl, ale i tak je zfejmé, ze vysledky stanoveni jsou dobfe opakovatelné. Vzhledem
k dosazenym vysledkim lze fici, Ze experimentalné vyvinuta metoda stanoveni piedstavuje

ptesny, citlivy a jednoduchy néstroj pro stanoveni OH-CBL ve vitaminovych pfipravcich.

Tabulka 5 Vysledky analyzy OH-CBL v potravinovych dopliicich stravy

Deklarovana ¢ Stanovena ¢ RSDs Vytéznost”

[ng/1 kapka] [ng/1 kapka] [©o] [7o]

Tekuty
98,00 101,95 + 4,09 6,05 99,9-108,2
pripravek

Deklarovana ¢ Stanovena ¢ RSDs Vytéznost™

[pg/1 tableta] [ng/1 tableta] [%] [%]
Tablety 1000 1062.29 + 36,00 5,13 102,6-109.8

* Vytéznost je vztazena k obsahu OH-CBL deklarovanému vyrobcem.
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Obrazek 34 Stanoveni OH-CBL v tekutém vitaminovém pripravku Vitamin Bl2
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Obrazek 35 Stanoveni OH-CBL ve vitaminovém pripravku Vitamin B12 od firmy Cytoplan,
metodou standardniho pridavku s vyuzitim DPV a BDDE v prostiedi 0,IM H2504, kiivky po
odecteni elektrolytu (A); parametry: Ey, = —400 mV, Eg, = +2000 mV; v = 30 mV s, vska
pulzu = 65 mV, $trka pulzu = 20 ms, grafické vyhodnoceni stanoveni OH-CBL (B)
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Zavér

Tato diplomova prace se zabyvala studiem voltametrického chovani
hydroxokobalaminu (OH-CBL) a vyvojem metody jeho stanoveni na borem dopované
diamantové elektrodé¢ (BDDE). Prvni Cast experimentd byla zaméfena na vliv pH zakladniho
elektrolytu na voltametrické chovani OH-CBL. Bylo zjisténo, ze v kyselém prostfedi OH-CBL
poskytoval celkem 4 odezvy, ale pouze jedna z nich (signél 1) byla vhodna, vzhledem k poloze
a vyhodnotitelnosti, k moznému analytickému wvyuziti. S rostoucim pH klesal pocet
zaznamenanych signalt a v alkalickém prostfedi byl naméfen pouze 1 oxidacni signal —
odezva 3, ktery lze také uvazovat pro analytické ucely vzhledem ke své vySce a dobré
vyhodnotitelnosti. Reduk¢ni signal (RED) se vyskytoval v celém analyzovaném rozsahu pH. 1
tato odezva byla vybréana pro dalsi studium vzhledem k mozné analytické aplikaci. Na zakladé
studie vlivu pH prostiedi na jednotlivé odezvy, bylo jako zakladni elektrolyt pro vSechny dalsi
experimenty zvoleno prostiedi 0,1M H2SO4. V tomto prostiedi byly signaly 1 a RED dobfe
vyvinuté. Ze zavislosti I, na rychlosti polarizace v kyselém prostiedi bylo zji§t€no, ze signaly

3 a RED byly fizeny difuzi a signal 1 byl kromé¢ difuze ovlivnén i kinetikou.

Druha ¢ast experimentl se vénovala vyvoji metody stanoveni OH-CBL. Byla pouzita
metoda DPV, jejiz parametry (Fin, v, vySka a §itka pulzu) byly optimalizovany jak pro oxidacni,
tak pro redukéni odezvu. Pouze v piipadé redukce bylo nutné pouzit predcCisténi pred kazdym
meéfenim, protoze bez adekvatniho postupu regenerace pracovniho povrchu byl pozorovan
systematicky pokles sledovaného signalu. Jako vhodné se ukazala aplikace 20 tzv.
potencialovych skokd mezi potencialy +2000 mV a —1500 mV. Metoda stanoveni OH-CBL,
ktera vyuzivala oxidacni odezvu (pik 1), byla nakonec vybrana pro dalsi testovani. Bylo to dané
zejména tim, Ze pik 1 rostl linearné srostouci koncentraci, naopak pik RED vykazoval
polynomicky pribéh koncentracni zavislosti. Navic interferencni studie, ktera byla provedena
vzhledem k moznosti vyuziti studovaného postupu i ve vzorcich se slozité)§i matrici, prokazala
velmi obdobnou selektivitu jak pii pouziti piku 1 tak pfi vyuziti signalu RED. Navrzena
technika vyuzivajici oxidaci OH-CBL v kyselém prostiedi poskytovala Siroky linearni
dynamicky rozsah od 2x10°® do 8,25%10 " mol L ™! a nizké hodnoty statistickych parametrii
(LD=1,32x10 ¥ mol L 'aLQ =4,39x10 ®mol L ). Aplikovatelnost navrzeného postupu byla
potvrzena i opakovanym stanovenim OH-CBL v modelovych roztocich o 2 raznych
koncentracich s dobrou opakovatelnosti (RSDs < 2,2 %). Dale byly analyzovany i dva vzorky
vitaminovych preparatt obsahujici OH-CBL s opakovatelnymi vysledky (RSDs < 6,1 %).
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Zaveérem lze fici, Ze metoda stanoveni navrzena v této praci predstavuje velmi citlivy,
jednoduchy, rychly a levny analyticky nastroj pro stanoveni OH-CBL a muze byt pouzita i pro
rutinni analyzy. Navic material pouzité pracovni elektrody — borem dopovany diamant spliiuje

pozadavky tzv. zelené analytické chemie.
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