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Anotace

Tato diplomova prace se zabyva vyvojem nepiimé voltametrické metody pro stanoveni
hliniku v potravinach a lé¢ivech. V teoretické ¢asti prace jsou popsany zdroje hliniku, jeho
chovani v lidském organismu a zpracovan stru¢ny piehled metod k jeho stanoveni, predev§im
elektroanalytickych postupti. Experimentalni ¢ast se vénuje nejprve vybéru vhodného ¢inidla
komplexujiciho s hlinikem pomoci UV-Vis spektrofotometrické studie a techniky linearni
voltametrie. Poté je pozornost zaméfena na optimalizaci metodického postupu s vyuzitim
techniky square-wave voltametrie k (nepfimému) stanoveni hliniku v komplexu s morinem.
V zavére¢né fazi pak série experimentti dokladd mozné uplatnéni navrzené metodiky ke

stanoveni hliniku v modelovych vzorcich a v nékterych 1é¢ivech a potravin.

Kli¢ova slova: hlinik, nepfima voltametrické stanoveni, morin, square-wave voltametrie,

1é¢iva, napoje

Title: Indirect voltammetric determination of aluminium in food and drugs

Annotation

This diploma thesis deals with the development of an indirect voltammetric method for the
determination of aluminum in foods and pharmaceuticals. The theoretical part of the thesis
describes the sources of aluminum, its behavior in the human body, and provides a brief
overview of methods for its determination; especially, when using electroanalytical procedures.
The experimental part is first devoted to the selection of a suitable reagent complexing
aluminum by means of UV-Vis spectrophotometry and with the aid of linear voltammetry.
Then, attention is paid to the optimization of the methodological procedure using the technique
of square-wave voltammetry for (indirect) determination of aluminum in the complex with
morin. In the final part, a series of experiments demonstrates the possible application of the
proposed methodology for the determination of aluminum in model samples and in some drugs

and foods.

Keywords: aluminum, indirect voltammetric analysis, morin, square-wave voltammetry,

drugs, drinks
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Uvod

Elektrochemicka méfeni s uhlikovymi pastovymi elektrodami (CPE) maji na Katedie
analytické chemie Univerzity Pardubice (UPa) dlouholetou tradici a minimalné tii desetileti
predstavuje tento obor i poznavaci znacku elektroanalytické skupiny jak u nas, tak i ve svéte,
coz lze dolozit i tim, Ze praveé pardubicti (elektro)analytici se zasadné podileli na vzniku viitbec
prvni monografie 0 CPE (viz Obr. 1 a citace [1]), od jejihoz vydani pravé letos uplyne deset let.
V knize je mimo jiné odkazovano i na nékolik desitek diplomovych praci z UPa (a predchozi
VSCHT); coz jen dokladd, Ze rovnéz nasi diplomanti maji na vysledcich méfeni s CPE svij

podil.

| AMALYTIGAL CHEMIBTRY B ”_
Electroanalysi

with

Carbon Paste
Electrodes

Obrazek 1:Ptebal odborné knihy, ktera je

oo Bonncern « Bart Nedher « o Wakaries « Lared VP

vénovanamer enim s elektrodami z uhlikové

pasty (viz také citace [1])

Také v soucCasnosti védecko-vyzkumnd prace s CPE pokraCuje, a to spolecné
S ptibuznymi uhlikatymi konfiguracemi typu elektrody ze skelného grafitu (GCE),
z uhlikovych nanotrubicek, ¢i senzori z litograficky tiSténych inkoustl (¢idla SPE). Pres stéle
vyrazn€j$i orientaci na nejriiznéjsi biologicky aktivni latky a jejich sledovani v ramci klinické,
farmaceutické a potravinarské analyzy, v pozornosti nadéle zlstavaji i nékteré polutanty ze
skupiny kovi, jejich iontti a sloucenin.

To je piipad i veobecné rozsifeného hliniku, jehoz ionty AlI%*, resp. atomy Al jsou
elektrochemicky mimotadné resistentni, elektroanalytické stanoveni nesnadné, kdy casto
jedinym vychodiskem je pouziti neptfimych postupti a metod. Jednim takovych piistupem se
zabyva 1 tato diplomova prace, mapujici moznosti stanoveni hliniku ptes elektroaktivitu

nékterych Al'"'-chelatd ze skupiny hydroxylovanych polyaromati, jako napi. flavonol Morin
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znadmy také z dukazovych reakci v klasické chemické analyze. Prace vSak neni zaméfena pouze
elektroanalyticky, ale jeji ambice jsou $ir$i. Jednak se podrobnéji vénuje elektrochemickému
studiu zminénych chelati, jednak sonduje moznosti stanoveni Al'"' ve vybranych potravinach a

napojich, popf. i v nékterych farmaceutickych preparatech.
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1 Fyziologicky vliv hlinitych soli na lidsky organismus

Mnoho studii se vénuje tématu toxického vlivu hliniku na zivé organismy vcetné
lovéka, zvifat i rostlin. Clovék se vystavuje jeho pisobeni v kazdodennim Zivoté at’ uz
ve spojeni s piirodnimi procesy nebo samotnou lidskou ¢innosti. Tento kovovy prvek vsak
postrada v zivém organismu sviij fyziologicky vyznam. V této kapitole lze nalézt informace o
tom, z jakych zdroji se hlinik dostava do lidského téla. Dale se zabyva tim, jak ¢lovek

metabolizuje hlinik a jak muze tento prvek neptiznivé ovliviiovat lidské zdravi.

1.1 Zdroje kontaminace

Hlinik pfedstavuje hojné se vyskytujici prvek v zivotnim prostiedi. Jedna se o lehky kov
s vybornou tepelnou i elektrickou vodivosti. Tento kov se v piirod¢ vyskytuje v trojmocném
stavu (AI*") v podobé oxidii, hydroxidi, kiemiéitand, ale také v kombinaci s dalsimi prvky jako
je chlor, sira, fluor. Dale vykazuje schopnost vytvaiet organické komplexy [2]. Tento kovovy
prvek lze nalézt ve velkém mnozstvi hornin, jejichz pfirozenym zvétravanim se uvolfiuje
do Zivotniho prostfedi. Timto zptisobem se hlinik dostava do ovzdusi a povrchovych vod.
Hlinik je schopen se akumulovat v zivych organismech jako jsou rostliny, jejich konzumenti, a
tedy dostavat se do potravin [3].

Kromé ptirodnich procesi pfispiva ke zvysené koncentraci hliniku ve vzduchu a vodé
také lidska Cinnost. Ta zahrnuje emise do ovzdusi z procesu vyroby hliniku, spalovani uhli,
tézby, spalovani odpadu a vyfukovych plyni motorovych vozidel. Proto jsou zivé organismy
zijici v primyslovych oblastech vystaveny vysokym hladinam hliniku. Mezi dal$i antropogenni
zdroje hliniku patfi zubni pasty, ockovani, antiperspiranty a n¢ktera 1é¢iva jako napt. pufrovany
aspirin a antacida [2,3].

Ve vodé muize hlinik nabyvat riznych podob v zavislosti na pH, tak jak znazoriiuje
diagram na Obr. 2. Tento Kov je velice dobie rozpustny v kyselém prostiedi, a z tohoto divodu
mohou kyselé desté zvySovat mnozstvi solubilizovaného hliniku ve vodg, rostlinach a ptdeé [3].
Al®* je slaba Lewisova kyselina a reaguje s nukleofily véetné vody tvorbou komplexi. P¥i pH
niz$im nez 4,5 se hlinik vyskytuje pfevazné ve formé AI®* x 6 H,0. Pokud se pH zvysi, dojde
k sérii deprotonaénich reakci, jejichz vysledkem je vznik AI(OH);* a AI(OH)?*. V piipadg, Ze
je vodny roztok neutralni, ptevlada obtizné rozpustny Al(OH)sz. Ten se vSak pii pH 7,5 opét
rozpusti a dominantni slouceninou hliniku se stane AI(OH)s . Je také dobré zduraznit, Ze
chovéani hliniku ve vodnych roztocich je dtilezité pro pochopeni metabolismu hliniku v Zivych
soustavach [4]. Schopnost hliniku vytvaret organické a mineralni komplexy s né¢kolika stupni

hydratace pomaha jeho pfenosu z pevné faze (ptida) do kapalné (voda) [3].
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Obrazek 2. Ruzné podoby hliniku v zavislosti na pH vodného prostiedi [5].

1.1.1 Potraviny rizikové na obsah hliniku

Pro ¢lovéka jsou potraviny nepochybné hlavnim zdrojem piijmu hliniku. Mnoho
potravin v sobé kumuluje hlinik pfirozené, ale vétSinu z toho, co ¢loveék piijme, se dostalo
do potraviny sekundarné prostrednictvim potravinarskych ptidatnych latek [3].

Ptirozené se hlinik miZe hromadit Vv rostlinach. Jeho koncentrace v ovoci a zeleniné
zavisi predev§im na kyselosti pudy, vody vyuzivané k zalévani, pouziti hnojiv, odradé rostliny
a pusobeni kontaminovaného vzduchu. Ackoliv hlinik se nepovazuje za dobfe vstiebatelnym
prvek, ptesto se zjistilo, Ze pokud roste napf. Spenat ¢i salat v pude obsahujici kolem 5 az 10 %
hliniku, mize v kone¢ném dusledku tato zelenina obsahovat vyssi koncentrace tohoto prvku.
Vysoky obsah hliniku dale objevuje napt. v ¢aji, v nékterych bylinach, kofeni a bramborach
[3,6].

Sekundarné se hlinik vyskytuje v potravinach ve zvysené mife z diivodu pouzivani
potravinarskych aditiv. Tyto pfisady se pouZzivaji v procesech moteni a konzervovani potravin.
Piikladem potravin s vysokym obsahem hlinikovych aditiv jsou mlécné vyrobky, snidafiové
cerealie, mouka, kolace, susenky, prasek do peciva, kava, susené mléko, stolni soli, chléb, ryze
a nealkoholické napoje. Mezi bézné pouzivané potravinové piisady patii fosfore¢nan hlinito-

sodny, siran sodno-hlinity a kiemicitan sodno-hlinity [3,6].
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Dalsi druhotné zdroje vyssi koncentrace hliniku v potravinach souvisi s procesem
zpracovani potravin, jejich pfipravy a skladovanim. Velké mnozstvi hliniku ¢lovek pfijima
nejen z davodu jeho samotné piitomnosti v potravinach, ale také v dusledku jejich vafeni
V hlinikovém nadobi, z néhoz dochazi k vyluhovani hliniku plisobenim tepla. Za rizikové se
povazuje zejména vafeni nékterych kyselych plodin (napf. rajéat) v hlinikovém nadobi [3].
Ke kontaminaci potravin muze dale dochazet skladovanim v hlinikovych foliich a
Vv hlinikovych plechovkéach. Velké mnozstvi studii prokazalo, ze dochazi v pribéhu cCasu
k migraci hliniku do potraviny v dusledku kontaktu s hlinikem [6].

V jedné ze studii se uchovavala voda z vodovodu po dobu 32 hodin v hlinikové 1ahvi a
mnozstvi hliniku se zvysilo z0,053 na 0,16 mgl™. V jiné studii se zkoumalo zvyseni
koncentrace hliniku v pivu a ¢ajovém napoji skladovanych v hlinikovych plechovkach.
Zde doslo k naristu obsahu hliniku u piva 0 0,14 mg-1* a 0,6 mg-1"? v &aji. Za diivod vyssiho
obsahu hlinitych soli v ¢aji, 1ze povazovat nizsi pH [6].

Velice se diskutuje vyvolani indukované toxicity hlinikem u novorozenci a kojenct
prostfednictvim mlé¢nych formuli. Jenom piiblizné 38 % kojencti na svété je vyhradné kojeno.
Kojenecka vyziva se vyuziva jako nahrada matetského mléka [3].

Studie porovnavajici obsah hliniku v matefském mléce a kojenecké vyzivé odhalila, ze
primérny obsah hliniku v Kojenecké vyzivé &inil 225,8 pg:I™, zatimco v matefském mléce se
hodnoty pohybovaly kolem 23,9 pg-17! [3]. Dalsi védecka prace odhalila enormni obsah hliniku
v mlé&né vyzivé na bazi soji, kde jeho koncentrace dosahovaly hodnoty az 756 pg-17%. Za diivod
1ze povazovat hromadéni hliniku v sdjovych bobech péstovanych v kyselych piidach [7].
formulich s dopliiky aminokyselin, coz naznacuje, ze k eliminaci kontaminace hlinikem lze
dosdhnout pouzitim vhodnych pfisad. V jinych mlécnych vyrobcich se obsah hliniku 1isi
Vv zavislosti na procesu zpracovani potraviny, a to 0,004 + 0,001 mg-I"! v syrovém kravském

mléce, 0,732 + 0,270 mg-1* v suseném mléce a od 0,027 do 5,7 mg-kg ! v taveném syru [7].

1.1.2 Léciva

V dnesni dobé¢ se hlinik pridava do 1é¢iv jakymi jsou antacida, analgetika nebo vakciny.
Tim padem se tyto farmaceutické ptipravky pro ¢lovéka stavaji dalsim zdrojem piijmu tohoto
prvku [8].

Antacida maji vyznam v 1é¢bé gastroezofagealniho refluxu a paleni zahy. Uzitim

maximalni doporuc¢ené denni davky antacid Ize zvysit piijem hliniku o 277 az na 3 809 mg
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denné v zavislosti na typu produktu [8]. Prokazalo se, Ze z pouzitych hlinitych soli v antacidech
nejlépe neutralizuje zalude¢ni kyseliny almagat [9].

Hydroxid hlinity se také nékdy piidava do nesteroidnich antiflogistik (NSAIDs, z angl.
,,nhon-steroidal anti-inflammatory drugs “), jenz zahrnuji diklofenak, aspirin nebo ibuprofen, a
to z dvodu usnadnéni uvolnovani ucinné latky zlékovych tablet. Aktivni latky v téchto
1é¢ivech piedstavuji obtizné rozpustné organické kyseliny v kyselém prostiedi zaludku. Kdyz
kyselina pronikne do 1é¢ivého piipravku, dojde ke srazeni aktivni latky a rychlost jejiho
uvoliiovani se zpomaluje. Hydroxid hlinity mé schopnost udrZzovat neutralni prostiedi, které
ptispiva k rychlejsimu uvoliiovani ucinné latky 1éku a ve vétsim rozsahu. To je dualezité
piedevsim, pokud ma 1é¢iva latka dosahnout co nejrychleji systémového obéhu [8].

Mezi dalsi 1é¢ivé latky s obsahem hliniku patéi octan hlinity a acetotartrat hlinity

pouzivané jako astringenty [10]. Dalsi vyuZzivané hlinité soli v 1é¢ivech jsou uvedeny v Tab. 1.

Tabulka 1. Obsah nekterych hlinitych soli pouzivanych v 1é¢ivech a jejich rozpustnost ve vodé

Sloucenina Chemicky vzorec Al (%) Rozpustnost Ref.
v H20 (mg/ml)

Oxid hlinity Al203 52,9 Ne [8,11]
Hydroxid hlinity Al(OH)3 346  Ne [8,11]
Siran draselno-hlinity KAI(SO4)2 10,5 13,3 [12]
Octan hlinity Al(CH3COOH)s3 13,2 4,81 [13,14]
Acetotartrat hlinity CeH7AIOg 11,5 90,8 [15]
Magaldrate AlsMg10(OH)31(SO04)2 12,3 Ne [8,16]
Hydrotalcid MgsAl2(OH)16CO3x4H0 8,9 51,2 [8,17]
Almagat AlMgs(CO3)(OH)7x2H.0 8,6 Ne [8,18]

Slouceniny hliniku se také pouzivaji jako adjuvans do vakcin uréenych pro ¢loveka i
zvifata nebo pro hyposenzibiliza¢ni 1é¢bu alergii [8]. Hlinité soli v ockovaci latce stimuluji
imunitni systém prostiednictvim aktivace bunék prezentujicich antigen, aktivace
komplementové kaskady a sekrece chemokint. Pfidani hliniku do vakcin miZe proto vést
K vystupnovani imunitni odpovedi a vyssi a trvalejsi produkei specifickych protilatek proti
antigenim. V dne$ni dobé se hlinik vyskytuje ve vakcinach proti tetanu, hepatitidé A,
hepatitidé B, lidskému papilomaviru, Haemophilus influenzae typu b a infekcim zptisobenych
Streptococcus pneumoniae a Neisseria meningitidis [19].

Prvni vakciny s hlinikovym adjuvans se pfipravovaly pfidanim baze do roztoku

antigenu smichaného se siranem hlinito-draselnym. Tento zptsob vyroby nahradila z divodu
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nizké reprodukovatelnosti, vysoké variability imunologické odpovédi a nemoznosti kontroly
mnozstvi zachyceného antigenu adsorpce antigent na piedem ptipravené hydratované gely soli
hliniku. Nejcastéji se pouzivaji gely na bazi oxyhydroxidu hlinitého a hydroxyfosfatu hlinitého.
Tyto soli se obtizn¢ rozpousti pii pH 5-7. Lisi se naopak v tom, Ze rozpustnost oxyhydroxidu
hlinit¢ho se prudce zvySuje ptfi pH niz§im nez 5, zatimco vyrazné zvySeni rozpustnosti

hydrogenfosfore¢nanu hlinitého je patrné jiz pti hodnoté pH 6 [20].

1.1.3 Legislativa

Evropskym tufad pro bezpecnost potravin v roce 2008 stanovil tolerovany tydenni
piijem hliniku na 1 mg-kg™ hmotnosti t&la. Podle této hranice by mél dospély &lovék o
hmotnosti 70 kg ptfijmout nejvice 70 mg hliniku tydné. Piijem hliniku vSak také zavisi
na hmotnosti, véku, a celkové kondici daného jedince. Déle Svétova zdravotnickd organizace
(WHO) v roce 2011 doporuéila tolerovany pifjem hliniku 2 mg-kg ™ t&lesné hmotnosti za tyden
[21].

Pitna voda obsahuje ruzné mnozstvi hliniku v zavislosti na tom, odkud tato voda
pochazi, a zda se jeho soli pouzivaji v procesu upravy vody. Siran a polychlorid hlinity slouzi
totiz jako flokula¢ni ¢inidla k odstranéni koloidnich, ¢asticovych a rozpusténych latek z vody
procesem koagulace. Koncentrace hliniku se po ukonceni procesu upravy vody pohybuje kolem
0,2 mg 1! a v piipadé dobrych pracovnich podminek lze dosahnout az hodnoty 0,1 mg-12.
Americka agentura pro ochranu Zivotniho prostiedi (US EPA) a Evropska unie stanovila
hodnotu 0,2 mg-1"? (7,5 umol-I™?) jako hrani¢ni mnoZstvi hliniku v pitné vodé [6].

Co se tyce vakcin, oficialni zdravotni Gfady povazuji pouzivani hlinikovych adjuvans
za velice G¢inné a dostatecné bezpecné. Nicméné o pridavani hlinitych soli do vakcin se stale
vedou diskuze [19]. VétSina hlaSenych nezadoucich u¢inkl souvisi s poruSenim vlastni
imunitni tolerance vedouci k vyvolani autoimunitnich reakci a alergii [20]. Za nachylnou
skupinu se povazuji piedevsim déti, které dostavaji nékolik davek vakciny béhem kratké doby
[19].

Americky zakonik federalnich predpist doporucuje, aby mnozstvi hliniku v jedné davce
vakciny urcené pro ¢lovéka neptekracovalo 0,85 mg hlinitych iontti. Naposledy se pozménily
ptedpisy v roce 1981 urcenim hodnoty 1,25 mg jako pfipustného mnozstvi hliniku v jedné
davce vakciny. Limity se uréuji na zakladé bezpe¢nosti, trovné zesileni imunitni odpovédi a
pomeéru rizika a pfinosu. Pokud se prokaze ucinnost, miZze byt hladina soli hliniku ve vakciné

vyssi [22].
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1.2 Metabolismus hliniku

Lidé¢ a dalsi zivé organismy nejsou imunni vuc¢i stale vzrhstajici zatézi hliniku.
Nartstajici expozice se jiz projevila thynem ryb v povrchovych vodach s vysokou kyselosti a
omezenim rustu rostlin v kyselych ptidach [23]. Z divodu zjevného toxického ptisobeni hliniku

je dulezité pochopeni jeho chovani v lidském organismu, 0 ¢emz pojednava tato podkapitola.

1.2.1 Absorpce

Hlinik se do lidského organismu muze dostat oralné, kiizi, nosni sliznici a plicemi [21].
Skrz svrchni vrstvu ktize pronika do lidského téla nejvice hliniku pies potni kanalky a vlasové
folikuly. V pfipadé nosni sliznice se muze hlinik v podobé prachovych ¢astic nebo aerosolu
rozpustit v hlenu lemujici respira¢ni epitel nebo se transportovat k zadni ¢asti krku a odtud
putovat do traviciho ustroji. Co se tyce plic, ty poskytuji veliky povrch pro interakce
s vdechovanym hlinikem a slouzi jako jedna z cest vstupu do tohoto prvku do systémového
ob¢hu [23].

Gastrointestinalnim traktem se absorbuje oralné konzumovany hlinik a také ten, ktery
se odstranil z nosu a plic pomoci mukociliarni clearance [23]. Do krevniho ob&éhu pronika asi
0,1 % hliniku z potravin a 0,3 % z vody. Vstfebavani tohoto prvku zacina jiz v duodenu,
nejproximalngjsi Casti tenkého stfeva. Slouceniny hliniku se pii fyziologickém pH nemaji
prakticky schopnost v¢lenit do buné€k sttevniho epitelu. V pfitomnosti organickych kyselin se
vSak zvySuje rozpustnost téchto sloucenin a tim i jejich absorbovatelnost [21]. U pacientt
uzivajicich 1é¢iva obsahujicich hlinik se zjistili jeho vyssi hladiny jak v séru, tak v moci [24].
Biodostupnost hliniku ze stievniho traktu zvySuje dale nedostatek vapniku, sodiku, zeleza [7]
a zinku. Enteralni vstfebavani hliniku dale zvysuji latky jako napf. parathormon, vitamin D a
maltol. Mezi latky, které naopak inhibujici vstfebavani hliniku patii fosfat a fluor. Fosfat snizuje
resorpci hliniku tvorbou nerozpustného trifosfore¢nanu hlinitého. Fluor zvySuje vylu€ovani
hliniku moci a stolici tvorbou snadno rozpustného hexafluoridu hlinitého, ktery zabranuje
vazbé na transferin [25]. Snizit absorpci hliniku 1ze dale vytvofenim nerozpustnych slouc¢enin

s fytatem, kiemicitanem nebo polyfenoly [26].

1.2.2 Distribuce

Po absorpci mtze hlinik putovat krevnim feciStém ve vazb€ na transferin zejména
do kosti, plic, svald, jater a mozku [21]. Ostatni plazmatické proteiny jako napf. albumin a
globuliny vazi AI®" slabé a nespecificky [27]. Kromé transferinu se do distribuce hliniku

mezi tkanémi a krvi zapojuji ligandy jako napf. citrat a fosfat [23]. Celkovy obsah hliniku v téle
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zdravého ¢&lovéka se pohybuje v rozmezi 30-50 mg-kg™ télesné hmotnosti a jeho normélni

sérové koncentrace dosahuji hodnot od 1 do 3 pg-1™* [26].

1.2.3 Eliminace

Hlinik se vylucuje pfedev§im moci. Literatura uvadi az 100 pg hliniku denné [28].
Travicim traktem neabsorbovaného hliniku se télo zbavuje vykaly. Ve velmi malé mife se hlinik
eliminuje z téla Zluci [26]. Za dalsi cesty, kterymi organismus vylucuje tento prvek lze
povazovat pot, kozni maz i sperma [23].

Pomérné malo tidaji existuje o vyluovani hliniku zminovanym potem. Lidé produkuji
0,5 az4,0 I potu denné v zavislosti na fyzické aktivité. Poceni by tedy mohlo ptedstavovat jednu
Z hlavnich cest eliminace hliniku z lidského téla. V jedné britské studii méfili koncentrace
hliniku v potu 20 dobrovolnikiim (10 muzi a 10 Zen) pramérného véku 21 let. Obsah tohoto
prvku v potu se pohyboval od 329 do 5329 pg-17%, pfiéemz muzi vyluéovali mnohem vice
hliniku nez Zeny [28].

Pokud injikujeme hlinik do t€la prostfednictvim vakciny, jeho eliminace se zpomali,
protoze urcita ¢ast hliniku zdstane uvniti exponovanych makrofagt, které iniciuji imunitni
odpovéd’. Fagocyty pomérné rychle pienaseji castice hliniku do lymfoidnich organd a poté
do krevniho fecisté. Z toho vyplyva, ze bunky obsahujici hlinik se mohou dostat do vzdalenych

organu [19].

1.2.4 Mechanismus toxického piisobeni hliniku na buiiky

Hlinik a zelezo mtzou ve vazbé na transferin endocyt6zou vstupovat do vnitiniho
prostoru bunék. Nasleduje uvolnéni Zeleza a hliniku z transferinu. Fe** se na rozdil od AI®*
redukuje ferrireduktizou na Fe?* a uvoliiuje se do cytoplazmy. Hlinik se dile mize vazat
na misto Zeleza v molekule feritinu. Tim by dochéazelo ke zvyseni Fe?" iontl zapojujici se
do Fentonovy reakce. Tato reakce produkuje reaktivni formy kysliku (ROS) poskozujici
peroxidaci buné¢né proteiny, membranové lipidy, ale i DNA. PoSkozeni mitochondrii vede
Kk naruseni produkce energie. Dale dochazi k uniku lysozomalnich proteaz. Tyto déje mohou
vést az k bunééné smrti, rozvoji zanétlivé reakce a nakonec k naruseni funkce ptisluseného
organu [29]. Dilezita ¢ast metabolismu hlinitych soli, kde je demonstrovan vznik ROS, je
uvedena na Obr. 3. Exley [30] v jedné ze studii dale uvadi moznost pfimého toxického piisobeni
na buiiky prostiednictvim poloredukovaného radikalového iontu A1022*" vznikajiciho vazbou

A" na superoxidovy radikal (O*™) za fyziologickych podminek.
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Obrazek 3. Pienos hliniku z krevniho fecisté do intracelularniho prostoru - upraveno [29].

1.3 Onemocnéni vyvolana intoxikaci hlinikem

Vzhledem K nizké vnitini absorpci a u¢inné eliminaci hliniku z krve ledvinami je zdravy
dospély clovek dobie chranén proti toxicité pozitého hliniku. Problém nastava, kdyz tyto
ochranné mechanismy selzou. Pokud ledviny nevylucuji dostate¢né hlinik, bude mit tento prvek
tendenci se hromadit ve tkanich. Tuto skutecnost popisuji nejvice prace ze 70. let 20. stoleti,
kdy se mezi dlouhodobymi dialyzovanymi pacienty objevovala zavazna neurologicka
onemocnéni. Stejné tak byl neptiznivy vliv hliniku na organismus pozorovan u kojenci, jejichz
funkce ledvin neni jes$té plné vyvinuta. Mezi tkang, ve kterych se hlinik mtize hromadit a
ovlivitovat jejich funkci patfi napf. mozek, kost, jatra, slezina, endokrinni zlazy (pfistitna

téliska) a ledviny [31,32].
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1.3.1 Neurodegenerativni choroby

Stale vice studii ukazuje, Ze hlinik se zapojuje do rozvoje neurologickych onemocnéni
jako je Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, roztrousena skler6za a amyotroficka
lateralni sklerdza [33]. Jiz existuji diikazy, ze relativné vysoké koncentrace hliniku mohou byt
po nahromadéni v nervové tkani akutné neurotoxické [34]. Pfesny mechanismus potfebny
k vyvolani neurodegenerativnich poruch vsak neni jasné definovan. Stejné tak neni definovano
presné mnozstvi hliniku, které vyvola neuropatologii. Vétsina studii zaméfenych na souvislost
mezi hlinikem a rozvojem neurodegenerativnich onemocnéni se tyka Alzheimerovy choroby
[33].

Alzheimerova choroba je vékem podminéné neurodegenerativni onemocnéni
charakterizované akumulaci senilnich plak a neurofibrilarnich klubek v mozku. Etiologie
tohoto onemocnéni neni zatim Gpln¢ objasnéna, ale ukazuje se, ze kovy vyvolany oxidacni stres
by mohl hrat vyznamnou roli v patogenezi demence Alzheimerova typu. V mozcich starSich
lidi a pacienti s Alzheimerovou chorobou se nalezlo vy$s§i mnozstvi oxidovanych produktt
riznych biomolekul véetné nukleovych kyselin, proteint, lipidu a sacharidi [35].

V nékolika studiich se popisuje nalez hliniku v neurofibrilarnich klubkach pacientt
s Alzheimerovou chorobou [36,37,38]. Dale se prokazala souvislost mezi tvorbou
neurofibrilarnich spleti indukovanou hlinikem prostfednictvim modifikace tau proteinu. Tau je
hlavni protein asociovany s mikrotubuly (MAP, z angl.microtubule associated protein) zralého
neuronu. Funkci MAP je interakce s tubulinem, podpora jeho sestaveni do mikrotubulii a
stabilizace sit¢ mikrotubuld. Hyperfosforylace tau tuto biologickou funkci potlacuje.
V hyperfosforylovaném stavu dochazi k polymerizaci do parovych spirdlovych vlaken
smiSenymi s rovnymi vlakny tvotici neurofibrilarni spleti. V této souvislosti se zjistilo, Ze hlinik
podporuje hyperfosforylaci tau inhibici aktivity proteinové fosfatdzy 2A v pyramidalnich
buiikach. Normalni funkce tau proteinu zavisi na pfidani fosfatu kindzami a odstranéni fosfatu
pomoci proteinové fosfatazy 2A [39,40].

Co se tyce dalSich neurodegenerativnich onemocnéni, multicentricka studie kanadskych
a americkych védci se zabyvala po dobu 36 let analyzou obsahu hliniku v celkem
511 vzorcich neokortexu temporalniho laloku mozku. Vzorky mozku pochazely od pacienti
s 16-ti riznymi neurologickymi onemocnénimi. Jako kontrola se pouzily vzorky mozku
od mladsi skupiny pramérného véku 10,2 £ 6,1 a starsi skupiny primérného veéku 71,4 + 9,3.
Oproti zdravym kontrolam se zjistil pfiblizné 8,08 krat vyssi obsah hliniku u Alzheimerovy

choroby, 4,53 krat vyssi u Downova syndromu a 3,69 krat vy$s$i u dialyza¢ni demence.
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U ostatnich zkoumanych neurologickych poruch se neprokazalo vyznamné zvyseni hliniku

v mozkové tkani [41].

1.3.2 Kosterni choroby

Toxické piasobeni hliniku na kostni aparat ¢lovéka se prokazal v 70. a 80. letech
20. stoleti, kdy se objevila jako bézna komplikace hemodialyzy a peritonealni dialyzy
u nekterych pacientl s chronickym selhanim ledvin. Osteomalacie vznikla z divodu vysoké
hladiny hliniku ve vodé pouzivané k vyrob¢ dialyzacni tekutiny. Hlinik totiz pfechazel
z dialyzacni tekutiny do krevniho obéhu pacientii. Onemocnéni kosti se projevilo i u pacientt,
ktefi pouzivali nitrozilni vyzivu kontaminovanou vysokou hladinou hlinitych soli, protoze
hlinik pfednostné obsazuje nemineralizovany kolagen typu I, kde by se za norméalnich okolnosti
m¢l hromadit vépnik. Tim je naruSena kalcifikace kosti, cozZ mlze vést k tomuto onemocnéni
[32]. Nahromadény hlinik I1ze obvykle nalézt na rozhrani osteoidni a mineralizované vrstvy
kostni tkané [27,42].

Hlinik se mze hromadit v kostech a piisobit toxicky u lidi s onemocnénim ledvin, kteti
peroralné pozivaji antacida nebo léky vazajici fosfat. Normalni hladina hliniku v kosti ¢inni
méné nez 10 mg-g™! suché hmotnosti. Mnozstvi hliniku v kostech u lidi s poruchou funkce
ledvin dosahuje vice nez 100 mg-g™ na susinu [32,42].

Na rozdil od osteomalacie zplisobené nedostatkem vitaminu D se u osteomalacie
vyvolané intoxikaci hlinikem casto vyskytuje vyssi predispozice k lamavosti kosti, rozvoj
demence, mikrocytarni anemie, myopatie a hyperkalcémie [42]. Vystavenim dostate¢né
vysokym hladindm hliniku dochazi k naruSeni tvorby a mineralizace kosti bud’ pfimo t¢inkem
tohoto prvku na kostni bufiky nebo nepfimo t¢inkem na metabolismus vapniku [27], nebot’

hlinik zhorSuje produkci parathyroidniho hormonu v pfistitnych téliskach.

1.3.3 Plicni choroby

Posledni dobou se s intoxikaci hlintkem davaji do souvislosti onemocnéni plic jako
plicni fibroza, plicni alveolitida a alveolarni proteindza, astma, chronicka bronchitida a
chronicky zapal plic [43]. Jiné skute¢nosti ukazuji, Ze hlinik nemusi mit nepfiznivy Géinek
na plicni tkan. Nicméné je nutné zminit skute¢nost, kdy v Ontariu hornici pouZzivali hlinikovy
prasek McIntyre po mnoho let jako prevenci silikozy bez zjevnych nasledkli na dychaci systém
[44].

Mechanismus, jakym hlinik ptisobi toxicky na plice, neni pfesné znam. Jak jiz bylo dtive
uvedeno, hlinik mtize zvySovat oxidacni stres, a tim padem vytvaret zanétliva mista na plicnim

epitelu [43]. V jedné ze studii se u mysi vystavenych hydroxidu hlinitému prostfednictvim
24



nebulizace objevil pokles krevni desticek, vyssi pocet neutrofili, makrofagt a lymfocytl a nizsi
pocet monocyttl Ve srovnani s kontrolni skupinou. Zjistilo se, Ze hydroxid hlinity podporoval
migraci zanétlivych bun¢k do plic [45].

U nékterych pracovnikii hlinikaren analyza tkani prokéazala vysoké koncentrace
hlinikovych vldken, coz by mohlo svédcit pro zvysené riziko rozvoje hlinikem indukované
plicni fibrozy. Dale se plicni fibroza se objevila u 46 z 344 pracovnikti zabyvajicich se vyrobou
brusiv na bazi oxidu hlinit¢tho. Onemocnéni se projevovalo nenodularni plicni fibrézou
s prevahou v horni Casti plic, perifernim emfyzémem a rupturou emfyzematdznich vacka
zpusobujici pneumotorax [44].

Inhalace hliniku se uvadi jako rizikovy faktor pro rozvoj bronchidlniho astmatu. Astma
je chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest charakterizované recidivujicimi respiraénimi
ptiznaky jako dusnost, sipani, tlak na hrudi a kasel. Toto onemocnéni zplisobuje kombinace
geneticky a environmentalnich faktorti. Na patogenezi astmatu se pravdépodobné podili i
hlinik. V jedné ze studii popisuje zvysena koncentrace hliniku v sérech astmatickych pacientt
0 47 % ve srovnani se zdravou kontrolni skupinou. Pfesny mechanismus zodpovédny za zmény
Vv hlading hliniku v séru neni zatim objasnén [46].

Existuje dukaz, ze by se hlinik mohl podilet na rozvoji astmatu prostiednictvim
epigenetickych zmén. Egyptské studie odhalila, Ze pacienti s astmatem méli vyznamné vyssi
mnozstvi koncentraci hliniku v krvi a také prokazala vy$$i miru metylace genu kodujici
beta 2 adrenergni receptor. Metylace DNA se povazuje za nejkomplexnéji studovany
mechanismus v patogenezi astmatu. Hypermetylace genu kodujici beta 2 adrenergni receptor
piitom pozitivné koreluje se zavaznosti astmatu [47].

Mezi dalsi projevy onemocnéni dychaciho systému davaného do souvislosti s intoxikaci
hlinikem patfi plicni alveolarni proteindzu, coZ je vzacny stav charakterizovany nahromadénim
lipoproteinového materidlu v alveolarnim prostoru a deskvamativni intersticidlni pneumonie

charakterizovanou intraalveolarni akumulaci makrofagt [44].

1.3.4 Jaterni choroby

Hlinik narusuje metabolické procesy v jaternich buikach (hepatocytech) vlivem
na metabolismus Zeleza & vyvolanim oxidaéniho stresu. Cetné jaterni poruchy se piipisuji
mitochondrialni dysfunkci a neschopnosti hepatocytl plnit své fyziologické funkce. Ukdzalo
se, ze naruSeni aerobniho metabolismu, mitochondridlni struktury a snizeni poctu mitochondrii

urychluje nastup obezity, diabetu typu II a steatozu jater [48].
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Studie na zviratech sledovaly vliv injek¢éné aplikovaného chloridu hlinitého na histologii
jater. Africké studie ukazaly, ze krysy a kralici oSetfené chloridem hlinitym vykazovaly
ve srovnani s kontrolou deformaci v uspotfadani jaterniho parenchymu, ztratu radialniho
uspofadani sinusoid kolem centralni Zily a ztratu hexagonalniho tvaru hepatocytu [49,50].

Kanadska studie zjistila se, ze hlinikem vyvolana mitochondrialni dysfunkce podporuje
lipogenezi a akumulaci lipoproteinu o velmi nizké hustoté (VLDL). Bunky HepG2 ovlivnéné
hlinikem vylucovali vice cholesterolu, lipidii a proteinit nez kontrolni buiiky. K podobnym
pozorovanim se dospélo 1 obéznich jedinct, kteii maji tendenci Celit deficitu ATP a hromadéni
tuku. Objevila se také vyrazné zvysena hladina apolipoproteinu B100 v médiu HepG2 bunék
vystavenych hliniku. Elektroforetické a imunoblotové analyzy ve stejné studii dale ukéazaly
zvySenou produkci lipogennich enzymi jako glycerol-3-fosfat dehydrogenaza, acetyl CoA
karboxylaza a ATP-citrat lyaza [51]. Kromé toho jina studie uvadi, Ze toxické ptisobeni hliniku
vede k inhibici B-oxidace mastnych kyselin. Oxidace mastnych kyselin vyzaduje L-karnitin,
jehoz biosyntéza probiha hlavné v jatrech a zavisi na pfitomnosti ketoglutaratu a zeleza. Hlinik
ma v8ak negativni vliv jak na funkci ketoglutaratu, tak Zeleza a tim padem se snizuje i hladina
L-karnitinu [48].

Za Gsttedni prvek ovlivitujici metabolismus tukt v bunikach HepG2 vystavenych hliniku
se povazuje a-ketoglutarat, ktery se prednostné pouzije ke zhaseni ROS. To vede k akumulaci
sukcinatu, ktery pravdépodobné stabilizuje hypoxii indukovany faktor lo (HIF-1a) aby se
zvysila produkce ATP glykolyzou. Timto zplsobem se snazi builky HepG2 kompenzovat

snizenou funkci mitochondrii indukovanou hlinikem [48,52].

1.3.5 Autoimunitni syndrom indukovany adjuvancii

Autoimunitni syndrom indukovany adjuvancii (ASIA, z angl. autoimmune syndrome
induced by adjuvant) byl poprvé definovan v roce 2011 jako skupina autoimunitnich poruch
zpusobeny hlinikovymi adjuvancii ve vakcinach, infekcemi a chemikaliemi jako napf. silikon
[53,54]. Predpoklada se, ze adjuvans muze v organismu uvést do pohybu fetézec biologickych
a imunologickych reakci vedoucich u geneticky predisponovanych jedinci ke vzniku
autoimunitniho onemocnéni [53].

ASIA se tyka péti imunitné zprostfedkovanych stavi, tj. makrofagova myofasciitida
(MMF, z angl. macrophagic myofasciitis syndrome), syndrom valky v zalivu (GWS, z angl.
gulf war syndrome), syndrom nemocnych budov (SBS, zangl. sick building syndrome),

silikon6zy a autoimunitni reakce po ockovani. Vsechny tyto stavy sdileji podobnou
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symptomatologii zahrnujicich myalgii, myozitidu, artralgii, neurologické projevy, horecku a
chronicky unavovy syndrom (CFS, z angl. chronic fatigue syndrome) [55].

Za jeden ze spoustécli ASIA se povazuje pravé hlinik obsazeny ve vakcinach,
kde piisobi jako zesilova¢ imunitni odpovédi, coz by mohlo poskytnout cestu k rozvoji

autoimunitnich reakci [56].

2 Chemicka a instrumentalni analyza ke stanoveni hliniku ve

formé AP resp. Al'"

Jak Ize vydedukovat z ptedchozich kapitol, monitorovani hladiny hliniku v riznych
vzorcich mlze mit velky vyznam. Z tohoto diivodu mohou analytické metody pro stanoveni
hlinitych soli nalézt své uplatnéni pii kontrole bezpecnosti pramyslovych pracovist,
povrchovych a pitnych vod, bezpecnosti 1éCiv a potravin, a v posledni fadé v klinické analyze
pfi studiu vzniku hlinikem indukovanych onemocnéni.

V této kapitole se Ctenafi mohou dozvédét normované postupy pii piipravé vzorki
k analyze, tak i jejich inovace. Dale jsou zde stru¢né popsany klasické, tak i instrumentalni
metody, které byly doposavad vyvinuté pro stanoveni hlinitych soli, kdy nejvetsi diraz bude

kladen na zdkonem normované metody a moznosti aplikace elektrochemickych ptistup.

2.1 Metody chemické analyzy

Mezi klasické analytické pfistupy stanoveni hliniku patii gravimetrie a volumetrie.
Bé&zny zpiisob vazkového stanoveni spociva v hydrolyze hliniku s amoniakem, filtraci, Zihani
a vazeni vzniklého oxidu hlinitého [57]. Gravimetrickou analyzu hlinitych soli 1ze dale provést
napi. precipitaci s N-benzoylphenylhydroxylaminem [58], kyselinou dehydrooctovou [59],
8-hydroxychinolinem (8-HQ) [60]. Jedna ze studii popisuje vazkové stanoveni hliniku v
podob¢ fosfatu [61].

V odmérné analyze lze uplatnit metodu zaloZenou na zpétné titraci nadbytku roztoku
kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) pomoci roztoku olova o stejné koncentraci. Bod
ekvivalence lze poté detekovat pomoci xylenolové oranze [62]. Dale se mize pouzit
volumetrické stanoveni hliniku zalozené na precipitaci tohoto prvku s 8-HQ nasledované titraci
bromi¢nanem pro stanoveni obsahu 8-HQ ve sraZenin€. Volumetrické stanoveni hliniku lze
také provést postupem zahrnujicim piidani standardniho roztoku EDTA k roztoku hliniku
s naslednou titraci standardnim roztokem zZeleza. Indikace koncového bodu titrace se pak mize

uskutecnit pomoci kyseliny salicylové [63].
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2.2 Metody instrumentalni analyzy

Jak jiz bylo zminéno dfive, pro stanoveni hliniku se zpravidla voli metody jako
spektrofotometrie a fluorimetrie [64]. Ve vzorcich vod, podzemnich vod a malo znecisténych
vod se tento prvek stanovuje spektrofotometricky v komplexu s pyrokatecholovou violeti dle
platné normy CSN ISO 10566 [65]. Studie popisuji spektrofotometrické stanoveni hliniku
v komplexu s alizarinem [66], od n¢j odvozené alizarinové ¢ervené S [67] a alizarinové zluté R
[68]. Komplex vytvofeny mezi hlinikem a morinem [69] nebo 8-HQ [70] lze detekovat jak
spektrofotometricky tak  pomoci  fluorimetrie. V této  souvislosti se uplatnila
spektrofotometrickd detekce chelatu 8-HQ s hlinikem pfi vysokoucinné kapalinové
chromatografii sreverzni fazi [71]. Dale pak fluorimetrickd detekce reakce jeho derivatu
8HQ-5-sulfonové kyseliny s hlinikem za pouZiti ionexové kapalinové chromatografie [72].

Mezi dal$i bézné pouzivané metody pro piimé stanoveni hliniku patii atomova
absorp¢ni nebo emisni spektrometrie [64]. Pouziti metod plamenové atomové absorpéni
spektrometrie (FAAS) a atomové absorpéni spektrometrie s grafitovou peci (GFAAS)
pro uréeni obsahu hliniku ve vodach popisuje norma CSN EN 1SO 12020 [73]. Dle normy
CSN EN 14936-2 se stanovuje obsahu hliniku v médi a slitindch médi metodou FAAS [74].

Optickd emisni spektrometrie s indukéné vazanou plazmou (ICP-OES) patii mezi velmi
roz$ifenou metodu ve stopové analyze kationti kovil ve vzorcich vody, potravin a ptid. Mezi
vyhody této techniky patii jeji vysoka stabilita, moZnost analyzy vice prvkl najednou, dobry
dynamicky rozsah koncentraci a optimalni selektivita [75]. ICP-OES se pouziva dle normy
CSN EN 17265 pro analyzu obsahu hliniku v pseniénych nudlich, syru, jatrech, dervené fepé a
kakaovém prasku [76]. Tuto metodu lze aplikovat i na stanoveni hliniku ve vlasech a krvi,
tzn. v biologickém materialu [77]. V dalsich védeckych pracich stanovovaly hlinik pomoci
ICP-OES i v détském vyzivé, mlééném prasku [78], energetickych napojich [79] a surovém
palmovém oleji [80]. Dalsi technika pouZivana pro stanoveni hliniku v potravinach dle normy

CSN EN 17264 je hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) [81].

2.3 Metody elektroanalytické a piibuzné postupy

Pro stanoveni hlinitych soli se obvykle pouziva spektrofotometrie, fluorimetrie nebo
atomova emisni ¢i absorpéni spektrometrie. Tyto metody se vSak v praktické analyze potykaji
S problémy souvisejicimi s vyznamnymi efekty matrice, drahym pfistrojovym vybavenim a
znaénymi iontovymi interferencemi [64]. Ztohoto divodu vzrostl zajem o pouziti

elektroanalytickych metod. Mezi vyhody pouziti téchto technik patii jejich rychlost, vysoka
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selektivita a citlivost, nizky detek¢ni limit, relativni jednoduchost, nizké néklady na vybaveni

a snadna laboratorni adaptace [82].

2.3.1 Potenciometrické stanoveni

Nékolik studii popisuje potenciometrické stanoveni hliniku za pomoci fluoridu.
K tomuto ucelu Ize pouzit fluoridovou iontové selektivni elektrodu (ISE). Fluoridova ISE
detekuje pokles iontové aktivity fluoridu zplisobeny tvorbou komplexu mezi hlinikem a
fluoridem [83]. Baumannova navrhla potenciometrickou titraci fluoridem sodnym v ethanolu s
vyuzitim elektrody z fluoridu lanthanitého [84]. K sledovani reakce mezi fluoridovymi a
hlinitymi ionty lze také pouzit hlinikovou elektrodu [83]. Pouziti platinové elektrody
elektrochemicky potazenou hlinikem pomoci dusi¢nanu hlinitého uvadéné v jedné z védeckych
praci [85] neni pravdépodobné mozné.

Navzdory naléhavé potiebé hlinikovych ISE pro rychlé a pfesné monitorovani hliniku
vV riznych pramyslovych, Iékafskych a environmentalnich vzorcich existuje v literatuie
omezené mnozstvi informaci o senzorech pro piimé stanoveni koncentrace hliniku [86]. Z toho
duvodu vzrostl zajem o vyvoj selektivnich membranovych elektrod se zabudovanymi ionofory

[87]. Vybrané senzory na zakladé pouzitého ionoforu jsou uvedeny v Tab. 2.

Tabulka 2. Srovnani vykonnostnich charakteristik vybranych ISE pro stanoveni AI** iontli na
zaklad€ pouzitych ionofort
lonofor Smérnice  pH Zivotnost  Linearita LOD Ref.
(mV/Fad c) (umol-1™?) (umol-1?)
Furil 18,5+0,7  0,5-3,0 2 mésice 1,0-1,0x10* 0,13 [87]
HMX 20,0 £0,2 3,0-8,5 3 mésice 1,0-1,6x10° 0,60 [88]
Morin 19,7 +0,1 3,5-5,0 2 mésice 0,5-1,0x10° 0,32 [89]
NPBS 19,4 £0,3 2,5-4,0 2 mésice 0,8-1,0x10° 0,46 [90]
HMB (PME) 19,9403  3,0-7,0 2 mésice 0,3-1,0x10* 0,17 [91]
HMB (CPtE) 20,1404  3,0-70 2 mésice 0,1-1,0x10* 0,06 [91]
AIMCM-41  19,5+0,4  3,0-6,0 3 mésice 0,1-1,0x10° 0,09 [86]

(PME)
Poznamky: c; koncentrace, CPE; uhlikova pastova elektroda, CPtE; potaZena platinova elektroda, HMB; E-N*-

(2- hydroxy-3- methoxybenzylidin) benzohydrazin, HMX; 1-hydroxy-3-methyl-9H-xanthen-9-on, LOD; limit
detekce, NPBS; N, N -propandiamin bis(2-salicylidenimin), PME; polyvinylchloridova membrana, Ref.; reference.

Citlivost u vSech vyse uvedenych ISE je srovnatelna a pohybuje se kolem 20 mV
na koncentra¢ni fad. VétSina méfeni se provadi v kyselé az neutralni oblasti. Jejich zivotnost je
bohuzel jen dva mésice. Pouze ISE na bazi HMX [88] a AIMCM-41 v polyvinylchloridové
membrané [86] vykazuji o mésic delsi zivotnost.
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limitu v jednotkach setin pmol-1"? se dosahlo s platinovou elektrodou potazenou HMB [91] a
senzorem tvoienych polyvinylchloridovou membranou (PME) s ionoforem AI-MCM41 [86].
Hodnoty koeficienta selektivity pro interferujici ionty, které jsou uvedeny v Tab. 3, dosahuji u

vybranych ISE pomérné nizkych hodnot.

Tabulka 3. Hodnoty koeficienti selektivity vybranych ISE pro detekci AI** iontii dle pouzitého

ionoforu, Ka* g™

Interferujici  Furil HMX Morin HMB HMB  AIMCM-41
iont (B) (PME)  (CPtE) (PME)
K+ 1,6x10°° 1,310 1,0x10°  3,1x10° 1,1x10°° 1,6x107*
Na* 1,6x107° 4.3x10%  1,7x10°3 — — 2,3x1074
Ag* 1,1x10°  1,0x1071 — 6,4x1072  3,9x1073 1,3x1073
NH4* — 1,3x101  1,2x10°° — — 2,3x1074
Li* 1,5x1073 — — — — 2,1x107°
Cs* 1,7x1073 — — — — —
TI* 1,6x1073 — — — — —
Cdz?* 74x1072 50x10°%  5,0x10*  1,2x107°%  7,4x107* 1,5%x1073
Be?* — — — — — 1,1x1072
Pb2* 2,0x107°  4,6x10°  8,0x10*  7,5x107° 4,8x107° 8,4x1073
Cu?* 8,5x1072 2.1x107°% 12x10* 2,1x10°% 9,7x10°* 2,1x10°3
Mn2* 1,8x107° 22x10°%  2,5x10*  8,1x10° 5,3x10°° 6,5x107*
Hg?* 2,2x1072  6,2x1072  1,0x10%  1.2x1072 5,7x1073 —
Ni2* 2,1x107° 44x10°%  1,9x10* 52x10° 2,5x10°° —
Zn2* 2,0<10°% 5,5x10°  2.8x107%  3,5%x107° 2,1x10°° 2,3x1073
Ba?* 1,4x1072  5,2x1072 — 1,6x107°  7,9x107* 1,4x1072
Mg?* 2,2x107°  1,5x1073 — 511072 1,5x107°  34x107°
Sn2* — — — — — 2,5x10°3
Ca?* 1,710 1,0x1073 — 1,3x107°  8,7x107* 7,3%1073
Co? 1,8x107° 5,8x10°°  3,9x10*  4,6x107° 22x107° —
Fe2t — — — — — 1,1x1072
Fed* — 2,0x107%  39x10° 54x10?% 1,2x107? —
Cr3* — 5,0x10°  2,0x10°  1,4x102 9,2x107° 1,2x1072
Tis* — — — 9,7x10*  6,8x107* —
Lad* — — — 8,8x107* 5,2x107* —
Ho3* — — — 1,1x107°  8,2x107* —
Bi3* — — — 1,1x10%  8,0x10°3 —
Ref. [87] [88] [89] [91] [91] [86]
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2.3.2 Voltametrické stanoveni

Ptfimo voltametrickymi metodami se hlinik obtizné stanovuje z diivodu jeho redukce pfi
velmi vysokém potencialu (—1,75 vs. nasycena kalomelova elektroda; SCE) [69]. Proto se jeho
stanoveni provadi voltametricky nepiimo po vytvofeni komplexid s elektroaktivnimi ligandy
obsahujicimi 0,0°-dihydroxyazo nebo di-o-hydroxy skupiny. Komplex ligand-AP* se
redoxniho piku pro komplex [92].

Nékteré voltametrické senzory s pouzitim riznych ¢inidel pro stanoveni hliniku jsou
uvedeny v Tab. 4. Pro nepiimé voltametrické stanoveni hlinitych soli lze pouzit elektrody
na bazi uhliku [92,93]. Senzory zalozené na visici kapkové rtutové elektrodé (HMDE) mizi
Z laboratorni praxe z divodu toxicity rtuti a nahrazuji se vice bezpecnymi amalgdmovymi
elektrodami [82]. Analyza hlinitych soli voltametrickymi metodami probihd vétSinou
Vv kyselém prostiedi. Vyjimku tvoii nékteré postupy vyuzivajici jako komplexujici ¢inidlo

alizarin [92], alizarin S [82,94] a katecholaminy jako napi. L-Dopa [95].

Tabulka 4. Vykonnostni charakteristiky vybranych voltametrickych senzort pro stanoveni

Senzor Cinidlo Medium pH  Technika Linearita LOD Ref.
(umol-l?) (umol-1?)
GE Alizarin AmBS 84 DPV 0,15-10 1,5x1071  [92]
GCE AlizarinS  AcB 40 DPV 0,14-1,4 8,0x1072 [93]
Hg(AQ)FE AlizarinS  AmBS 92 DPV 0,18-1,7 7,0x1073  [82]
HMDE PCV TEA/PA 65 LSV 0,04-0,9 3,7¢107°  [96]
GCE L-dopa AmBS 85 DPV 0,20-1,8 7,6x1072  [95]
HMDE 8HQ AmAcB 6,8 AdCSV 0,085-0,2 8,5x1072 [97]
SPCE MSA AcB 36 DPV 0,041-12,4 3,7x1072  [98]
SPCE JS-1 AcB 45 DPV 0,025-0,17 8,4x10° [99]
GCE TA HCI/KCI 1-2 SWV 0,01-10 1,0x1072  [100]
GCE Morin AcB 44  DPAdSV 0,07-13 7,0x1072  [69]
BIiE AlizarinS  AmBS 92 DPV 0,15-1,5 5,0x10*  [94]

Poznamky: AcB; octanovy pufr, AACSV; adsorptivni katodicka stripping voltametrie, AmBS; amonny pufr,
AmACcB; octan amonny, BiE; bismutova elektroda, DPV; diferen¢né pulzni voltametrie, DPAdSV; diferencné
pulzni adsorptivni stripping voltametrie, GCE; elektroda ze skelného uhliku, GE; grafitova elektroda, 8-HQ;
8 - hydroxychinolin, Hg(Ag)FE; stfibrna amalgamova filmova elektroda, HMDE; visici rtutova kapkova
elektroda, LSV; linedrni voltametrie, MSA; merkaptojantarova kyselina, TA; kyselina tfislova, TEA/PA,;

triethanolamin/kyselina chlorista, SPCE; tisténa uhlikova elektroda, SWV; square wave voltametrie

Pro voltametrické¢ stanoveni hlinitych soli se pfevazné pouzivaji pulzni techniky
[92,93,94,100] a minimaln¢ linearni voltametrie [96]. Spodni mez linearniho rozsahu (LOQ)

u voltametrickych metod nabyva pievazné hodnot setin a desetin jednotek pmol-1%. Limit
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detekce (LOD) se zpravidla pohybuje v rozmezi setin az desetin jednotek umol-1%. Vyjimku
tvoii voltametrické techniky vyuzivajici jako JS-1 [99] a Alrizarin S [94], u kterych se dosahlo
o n¢kolik adi niz§ich hodnot LOD.

Analyzy se provadéli prevazné na jednoduchych matricich, jako jsou povrchové vody,
mineralni vody a voda z vodovodniho fadu [69,93]. Ve vzorcich Caje se uspésné uplatnil senzor
zalozeny na samo-sestavené vrstvé zlatych nanocastic modifikovanych merkaptojantarovou
kyselinou na tisténé uhlikové elektrodé (SPCE) [98]. Stanovit hlinité ionty v biologickych
materialech (krev, mo¢, vlasy) a lécich se podafilo pomoci ¢inidla L-Dopa elektrodou
ze skelného uhliku (GCE) [95]. Ve vzorcich rostlinného pivodu se pro stanoveni hlinitych
iontl vyuzila adsorpce komplexu 8-hydroxyquinolinu (8-HQ) s hlinikem na rtutové kapkové
elektrodé [97].

2.4 Stanoveni hliniku na elektrodach z uhlikovych past

Rovnéz na elektroanalytickych stanovenich ionti AI®*, popf. elektrochemickych
studiich s nékterymi slou¢eninami typu (Al"")n.Lm, lze demonstrovat oblibu uhlikovych
pastovych elektrod pfipravenych z tradicnich komponent nebo znové syntetizovanych
materiald. Celkem jde o desitku publikovanych praci, pro néZ je pfiznacné, ze dvé tretiny
pochazeji z nového tisicileti a dokladaji moznosti novych typt uhlikovych past. Navrhované
metody jsou pouzitelné jak pro analyzu ptirodnich vod, tak ke stanoveni v nékterych pevnych
vzorcich (kovy a slitiny), potravinach nebo ve vybranych farmaceutickych preparatech.

VTab. 5 jsou uvedeny vykonové charakteristiky modifikovanych CPES
pro potenciometrické stanoveni hliniku. Citlivost uvedenych elektrod se pohybuje
kolem 20 mV natad koncentrace stejné jako v ptipadé membranovych senzort. Senzory
zalozené na modifikovanych CPEs funguji vétSinou v kyselé az neutralni oblasti. Z hlediska
zivotnosti je zde nutno uvést, ze né€které jednoduché modifikované CPE [101] mohou mit
vyraznéji del§i zivotnost nez jejich membranové analogy [86]. VSechny vySe uvedené
potenciometrické senzory lze pouzit ve stejném koncentraénim rozsahu. U CPE modifikované
sol-gel a zlatymi nanocasticemi v piitomnosti 2,2°-dihydroxy-1-naftyliden-1°-naftyl metyl

aminu (DNMA) jako ionoforu [102] se linearita odezvy pohybovala v rozsahu az

cv v
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Tabulka 5. Charakteristika modifikovanych CPE pro potenciometrické stanoveni hliniku

lonofor Smérnice  pH Zivotnost Linearita LOD Ref.
(mV/Fad c) (umol-I™?) (umol-I™?)

DNMA 20,0 +0,1 37 2 mésice  5x1074-5x10*  2x1074 [102]

ALMCM-41 19,8 +0,4 2-6 >4 mé&sice 1,0-5x10° 0,5 [101]

OEP 18,4 +0,5 4-7 — 2,5-10* 2,5 [103]

AMC 21,302 3-5 — 7,0-1x10* 6,0 [104]

AMC; azitromycin, DNMA; 2,2¢-dihydroxy-1-naftyliden-1¢-naftyl metyl amin, OEP; oktaetylporfyrin

V Tab. 6 jsou uvedeny hodnoty selektivity nékterych vyse zminénych CPES. Ze vSech
elektrod dosahovala nejnizsich hodnot Ka®*g™ obvykle viadech 107° az 10 CPE
modifikovana DNMA [102]. U CPE modifikovanych pomoci OEP [103] a AMC [104] se
pro vétsinu ionti pohybovaly hodnoty konstant selektivity v fadech 1072, U elektrody na bazi
AIMCM-41 [101] interferuji pfedeviim Pb?* a Cr®" ionty.

Tabulka 6. Hodnoty koeficientii selektivity vybranych CPE pro detekci AI®* iontd dle

pouzitého ionoforu, Ka®* g™

Interferujici iont B DNMA OEP AMC
K* 1,0x10°° 2,0x1072 —
Na* 5,0x107° 2,5x1072 —
Ba?* — — 3,5x1072
Sr# — — 2,8x1072
Pb2* 1,0x10°° 6,3x1072 1,5x1073
Ca? 4,0x10™ — 4,0x10°°
Mg?* 1,5x107* — —
Zn?* 1,0x107* 5,0x1072 5,0x107
Ga** 8,0x107* — —
Crd* 8,0x107* — —
Fes* 1,0x10°° 7,9x1072 —
La%* 8,6x107* — —
Ce3* — — 1,2x1073
Ag* 1,0x1074 — —
TI* 5,0x10°° — —
Cu? 7,5x1074 4,0x1073 2,0x1073
Cd?* 1,0x10* — 4,7x1072
Mn?* 2,5%x107* — 1,8x1072
Co? 1,0x10* — 3,2x1072
Ni2* 4,4x107 — 2,0x1072
Fe?* 1,3x10°* — —
Ref. [102] [103] [104]

CPEs jsou pfevazn¢ pouzivany pro voltametrickd métfeni. Nize jsou uvedeny piiklady
pouziti CPEs pro voltametrické stanoveni hlinitych soli. Tab. 7 zobrazuje vlastnosti CPE dle

pouzit¢ho komplexujiciho ¢inidla za Gcelem nepfimého voltametrického stanoveni hliniku.
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Uvedené elektrody pracuji v kyselém az slabé kyselém prostiedi acetatového pufru. CPE
obsahujici hematoxylin (HTX) [75] vykazovala o n€kolik tadi vys$i linearni rozsah, nez
nemodifikovana CPE vyuzivajici komplexotvorné reakce mezi Al®* a alizarinovou violeti

[105]. Vzniklé komplexy poskytovaly anodicky signal kolem +0,4 V, jak je ziejmé z Obr. 4.

Tabulka 7. Srovnini dosud navrzenych voltametrickych stanoveni AI** iontd s CPE dle

pouzitého komplexujiciho ¢inidla

Senzor Cinidlo Medium pH Technika Linearita LOD Ref.
(umol-I™?) (umol-I™?)
CPE Alizarinova AcB 45  AdASV 1x107°3-0,1 6x10%  [105]
violet’
CPE HTX AcB 3,1 SWV 1x1073-1x10*  1x107°  [75]
CPE 8-HQ KCI — — — — [106]

AdASV; adsorptivni anodicka stripping voltametrie, CPE; uhlikova pastova elektroda, HTX; haematoxylin

1.2x10°
+3
1.0x10° - 0-0MAI™ |
1x10° M Al
8 0x10” 1x10° M Al
X 1x107 M Al
< ; 1x10°M Al
o 6.0x10 7 1x10° M Al
, 110 M Al
4.0x10 " - 110> M Al'3
y 1x10° M Al
2.0x107 -
AL /
0.0 . )
| T T T T T T T

: T : : T :
-0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
E/V

Obrazek 4. SWV voltamogramy obdrZené na CPE modifikované HTX pro rlizné koncentrace
hlinitych soli [75].

Vétsina CPEs nalezla nicméné uplatnéni pouze v analyze vod. Z tohoto divodu, bylo

cilem této diplomové prace nalézt vhodné komplexacni €inidlo a vyuZzit CPE pro stanoveni

voltametrické metody, byly analyzovany nékteré vzorky potravin a 1éCiv.
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3 Experimentalni ¢ast

Experimentalni ¢ast se vénovala optimalizaci a validaci elektroanalytické metody
pro nepiimé voltametrické stanoveni hliniku, kdy validace probéhla na ndhodné vybranych
realnych vzorcich. Nejprve bylo dileZité nalézt vhodné inidlo tvotici komplex s AI** ionty,
tak aby mohl byt elektrochemicky monitorovan. Experimentalni ¢ast je rozdélena do tii
zakladnich sekci: ptehled pouzitych chemikalii a pracovnich roztokd, instrumentace a piiprava

elektrod, a postup pfi vyvoji nepiimé elektroanalytické metody.

3.1 Chemikalie a reagencie

Od firmy AppliChem GmbH byla pofizena kyselina tfislova (Darmstad, Némecko).
Uhlikovy prasek o velikosti ¢astic > 2 um poskytl Graphite Tyn, spol. s.r.o. (Tyn nad Vltavou,
Ceska republika). Chelaton 3 dihydrat, chlorid amonny, kyselina borit4, xylenolova oranz byly
zakoupeny od Chemapol, Lachema s.p. (Praha, Ceska republika). Chemikalie 95% n-Hexan a
hydroxid sodny byly obdrzeny od firmy J.T. Baker (Deventer, Nizozemsko). Dusi¢nan hlinity
nonahydrat, dusi¢nan olovnaty a hexamethylentetramin byl ziskdn od spolecnosti
Lach - Ner, s.r.o. (Neratovice, Ceska republika). Silikonovy olej ,,LUKOOIL* MV 8000
poskytly Luéebni zavody a.s. Kolin (Kolin, Ceska republika). Dopamin hydrochlorid, epinefrin,
96% ethanol, ledova kyselina octova, octan sodny, a pyrokatecholova violet’ byly pofizeny z
Merck KGaA (Darmstadt, Némecko). 65% kyselina dusi¢na a 85% kyselina o-fosforecna, 25%
amoniak byly zakoupeny od spole¢nosti Penta (Praha, Ceské republika). Vicesténné uhlikové
nanotrubice L.MWNTSs — 1030 byly ziskany z Shenzhen Nanotech Port Co., Ltd (Shenzhen,
Cina). Morin hydrat byl objednan z Tokyo Chemical Industry (Tokyo, Japan). Al,Os prasek byl
potizen od Methrom (Praha, Ceska republika).

3.2 Pristroje a zarizeni

Chloridostiibrna elektroda a potenciostat/galvanostat Autolab PGSTAT101 ovladany
softwarem NOVA 1.11 byly pofizeny z Methrom (Praha, Ceska republika). Pt-plisek
predstavujici pomocnou elektrodu byl zakoupen od Elektrochemické detektory s.r.o. (Turnov,
Ceska republika). Analytické vahy KERN 770 a predvazky KERN EMB 220-1 (Burladingen,
Némecko). Magnetické michadlo ,Jlab disc* bylo ziskdno od IKA (Staufen, Némecko).
Ultrazvukova vana K18 pochazela z Kraintek Czech (Hradec Kralové, Ceska republika).
Automatické pipety 10-100 pl, 100-1000 ul a 1-5 ml byly potizeny z Thermo Fischer Scientific
(Carlsbad, Kalifornie). Od firmy Xylem Analytics (Weilheim, Germany) byl zakoupen WTW
pH metr inoLab 720. Byl pouzit spektrofotometr od Shimadzu UV-2600 (Kyoto, Japonsko).
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3.3 Priprava pracovnich elektrod

Zlata elektroda (AUE), platinova elektroda (PtE), elektroda ze skelného uhliku (GCE),
uhlikové pastova elektroda (CPE) a CPE modifikovana vicesténnymi uhlikovymi
nanotrubicemi (MWCNTS) byly testovany jako mozné voltametrické senzory pro monitorovani
hladiny AI** jontt. Byly tedy piipraveny dva druhy pastovych elektrod. Prvni z nich obsahovala
20 % (w/w) silikonového oleje (SO) a 80 % (w/w) grafitového prasku. Druha CPE se skladala
z 5 % (w/w) MWCNTS, 20 % (w/w) SO a 75 % (w/w) grafitového prasku.

Homogenizace se provadéla mechanicky pomoci tlou¢ku Vv keramické tieci misce
po dobu 15 min. Vytvofena uhlikova pasta se vtlacila do dutiny teflonového elektrodového
drzaku. Tento drzak obsahoval kovovy pist, prostiednictvim néhoz se uskuteéiiuje elektricky
kontakt. Povrch pastovych elektrod se obnovoval pied kazdym méfenim vytlaCovanim pasty a
jeji povrch se otiral o filtraéni papir. Kvili autohomogenizaci se cerstvé piipravené CPES
pouzily k méfeni vzdy az nasledujici den. U AuE, PtE a GCE se uskuteciiovala povrchova
uprava pied kazdym métenim leSténim na brusném papite S vyuzitim prasku z oxidu hlinitého
o velikosti ¢astic 0.3 um. Poté se elektrody peclivé oplachly destilovanou vodou, aby na nich

nezastaly zadné stopy hliniku, které by mohly ovliviiovat naslednou analyzu.

3.4 Priprava roztoki

Veskera méteni byla provadéna v prostiedi acetatového pufru (AcB) o pH 4,5, ktery byl
pfipraven smichanim 0,2 mol1™? roztokem kyseliny octové a 0,2 mol-1! roztokem octanu
sodného. Amonny pufr (AmBS) pro néktera méfeni byl pfipraven smichanim patii¢ného
mnozstvi 0,2 mol-1™? hydroxidu amonného a 0,2 mol-1* roztoku chloridu amonného na vysledné
pH 8.
Britton-Robinsontv pufr (BRB) o koncentraci 0,1 mol-1" byl pipraven z 0,04 mol-1" roztokt
kyseliny octové, kyseliny fosfore¢né a kyseliny borité. 10 ml standardni roztoku 0,01 mol-1"?
hlinitych soli byl pfipraven navaZzenim vypocitaného mnoZstvi dusi¢nanu hlinitého
nonahydratu, jenz byl okyselen 1 ml 0,5 mol-I! roztoku kyseliny dusi¢né, aby nedochazelo
k nezadouci hydrolyze. Roztoky morinu, rutinu, kyseliny tfislové, dopaminu a epinefrinu o
objemu 10 ml a koncentraci 0,01 mol-I™! byly pfipraveny odvézenim jejich vypocitaného
mnozstvi a rozpusténim v 96% ethanolu. Zasobni roztok pyrokatecholové violeti byl ptipraven
obdobnym zplisobem jako ostatni roztoky, ale misto ethanolu byla pouzita destilovana voda.

Pro zpétnou titraci hliniku byly pfipraveny 250 ml zdsobni roztoky o koncentraci

0,05mol-I? EDTA a Pb(NOs):, odvazenim jejich vypoéitané navazky a rozpusténim
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Vv destilované vod¢. V posledni fad¢ 0,1% roztok xylenolové oranze pouzitého jako indikator

byl pfipraven v 50% ethanolu.

3.5 Priprava vzorki potravin a 1é¢iv

Vzorek octanového krému znacky Dr. Max byl k elektrochemické analyze ptipraven
odvazenim ptiblizné 1 g do 200 ml Erlenmayerovy banky. K navazce bylo napipetovano 50 ml
0,1 mol-I'* AcB o pH 4,5 a 20 ml 65% n-hexanu. K oddéleni organické slozky masti
od anorganické se takto pfipravena baiika vlozila na 60 min do ultrazvukové lazné. Poté byla
pomoci automatické pipety odebrana frakce obsahujici hlinik a ta byla nasledné prefiltrovana
ptes skladany filtr.

Dale 250 pl suspenze antacidu Maaloxu bylo pipetovano do 10 ml odmérné barky a
doplnéno po rysku AcB. Vzhledem k patrnému zakalu bylo tieba roztok ptefiltrovat. Poté se
15 pl filtratu napipetovalo do voltametrické cely obsahujici 10 ml 20 umol-I"* morinu. Vzorky
sycenych napoju skladovanych v hlinikovych plechovkach byly odplynény V ultrazvukové
lazni po dobu 15 min. Jejich pH bylo upraveno na hodnotu pH 4 pfidanim patii¢ného mnozstvi
0,1 mol I"? roztoku NaOH.

3.6 Elektrochemické techniky

Vsechna elektrochemickd méteni se uskuteciiovala ve sklenéné nadobce S pracovnim
mediem o0 celkovém objemu 10 ml. Typ pracovniho média (vybér pufru) zavisel pouze
na stabilité¢ vzniklého komplexu. Pro studium chovani né€kterych komplext byla vybrana
technika linearni sweep voltametrie (LSV). Samotna analyza pak byla ale provadéna pomoci

square-wave voltametrie (SWV) z divodu jeji vyssi citlivosti.

3.6.1 Linearni voltametrie

Parametry LSV byly nasledujici: rychlost skenovani 50 mV-s ! a potencialovy krok
5 mV pro potencialovy rozsah od 0 do +1,2 V. Nejprve byl proméfen samotny AcB nebo AmBS
Vv zavislosti na pouzitém komplexa¢nim c¢inidle. Jako blank bylo do voltametrické cely
pipetovano 9,8 ml pufru a 200 pl Cinidla. Nasledn€ byl roztok ¢inidla a standard hliniku
pipetovan v poméru 1:2, tj. 9,4 ml pufru, 200 pl ¢inidla a 400 pl standardu hliniku. Samotna

voltametrickd méfeni vzniklych komplext se uskute¢iovala vzdy po dvou minutach.

3.6.2 Square-wave voltametrie
Parametry SWV byly optimalizovény, tak aby byly dosazeny, co nejlepsi vykonnostni
charakteristiky vyvinuté nepiimé voltametrick¢é metody. Samotnd elektrochemickad detekce

vzniklého komplexu se provadéla po 2 min s akumulaci bez elektrody pfi potencialu amplitudy
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10 mV, frekvenci 70 Hz, potencidlovém kroku 5mV, a to vSe pro potencidlovy rozsah
od 0 do +0.8 V.

3.7 UV-Vis spektrofotometrie

Spektrofotometrickd méfeni probihala v kiemenné kyveté vzdy V prostiedi AcB
0 celkovém objemu 3 ml. Byla provedena cela fada méfeni, kdy se odecitala cela UV-Vis
spektra 100 pmol 1"t morinu (M), pyrokatecholové violeti (PCV), rutinu (R) a kyseliny tfislové
(TA) v rozsahu vinovych délek od 200 nm do 800 nm. Koncetrace téchto chelata¢nich ¢inidel

se pohybovala v poméru vii¢i A3 iontim v pomérech 1:1, 1:2 a 1:3.

3.8 Titracni stanoveni hlinitych soli

Vzorek octanového krému se za ucelem validace vyvinuté elektrochemické metody
zpracoval K titracnimu méfeni nasledovné: do 200 ml Erlenmayerovy barnky se navazil 1 g
vzorku masti, k té se piidalo 5 ml kyseliny dusi¢né o koncentraci 6 mol-I™! a cela smés se kratce
povafila, dokud nebyl cely roztok ¢iry. Béhem ohfevu muselo byt hrdlo banky zakryté fritou.

Po ochlazeni se do roztoku vzorku ptidalo 10 ml odmérného roztoku EDTA a smés se
ziedila destilovanou vodou. Poté nasledoval pridavek 4 g urotropinu za ucelem upravy pH
na hodnotu 5-6 a par kapek xylenolové oranze za soucasného dosazeni Cisté zluté zabarveného
roztoku. Takto pfipraveny roztok byl titrovan odmérnym roztokem Pb(NO3z)2 do zmény Zlutého

zabarveni na fialovo-ruzové.

4 Vysledky a diskuze

4.1 Vybér vhodného komplexa¢niho ¢inidla

Literatura uvadi, ze morin rozpustény v ethanolu vytvaii v kyselém prostiedi
acetatového pufru o pH 4,5 Zlutozeleny komplex, ktery lze analyzovat spektrofotometricky.
Piedpoklada se, ze na jeden hlinity iont se vazi tfi molekuly morinu, jak je znazornéno na
Obr. 5. Tento chelat hliniku siln¢ fluoreskuje po ozateni UV svétlem [107].

Z dtvodu vybéru vhodného ¢inidla vytvarejiciho komplex s hlinikem byla proméfena
UV-Vis absorpéni spektra roztokii obsahujicich konstantni mnozstvi 100 umol-I"* daného
ligandu, kdy se ménila vzestupné koncentrace hlinitych soli (100-1000 pmol-lI™!). Veskera
méfeni byla provadéna vzdy po korekci zékladni linie na koncentraci ptisluseného €inidla. Ze
spekter byly dale odecteny absorpcni maxima piku pro komplex s hlinikem a vytvofeny jejich

zavislosti na koncentraci kovového iontu. Takto zmétena spektra zobrazuje Obr 6.
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AR+ + + 3H*
Obrazek 5. Tvorba komplexu mezi hlinikem a morinem [107].
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Obrazek 6. VIiv zvyseni obsahu hliniku na absorpéni spektra riznych ligandi. Korekce
zékladni linie na 100 umol-1"* p¥islusného &inidla: pyrokatecholova violet (PCV; a), morin (M;
b), rutin (R; c) a kyselina tfislova (TA; d) v 0,1 pmol-I"* AcB pH 4,5 (Serna); 100 (Servena),
200 (tmavé zelena), 300 (zluta), 400 (svétle modra), 500 (fialova), 600 (svétle zelena), 700
(rizova), 800 (tmavé modra), 900 (Sed4) a 1000 (hnéda) pmol-172.
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V tomto potadi pyrokatecholova violet, morin, rutin se absorpéni maximum
pro jednotliva ¢inidla ukazalo pti vinovych délkach 448 nm, 350 nm a 339 nm. Absorp¢ni
maximum se objevilo pro komplex AIP* s pyrokatecholovou violeti pii A = 610 nm, s morinem
pii A =422 nm, s rutinem pii A = 405 nm.

Jednotlivé komplexotvorné reakce byly charakteristické dvéma absorpénimi pasy, kdy
ten pii nizsi vinové délce odpovidal spotiebé ligandu a ten pti vyssi tvorbé komplexu. Jedinou
vyjimkou bylo pouziti kyseliny tfislové, u které byl pozorovan pouze narust (jeden pas). Toto
zvyseni absorbance viak bylo patrné do koncentrace roztoku obsahujici 476 pmol-1"* AI¥*. Pfi
koncentraci hliniku 566 pmol-I" byl jiz zaznamenan pokles absorbance absorpéniho maxima,
nebot’ se roztok v kyveté srazel za vzniku bilych vlocek.

Po sestaveni kalibra¢nich kiivek (Obr. 7) z hodnot absorbanci pro jednotliva Cinidla se
zjistilo, Ze nejvetsi citlivosti poskytuje reakce s kyselinou tiislovou, kdy citlivost klesala
v poradi pyrokatecholova violet, morin a rutin. Z téchto vysledk by se dalo usoudit, Ze
kyselina tfislovd by mohla byt vhodné komplexacni ¢inidlo pro vyvoj nepiimé voltametrické

metody.
3.5 1
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Obrazek 7. Kalibracni zavislosti pro jednotliva ¢inidla, jmenovité rutinu (Cernd),

pyrokatecholové violeti (Cervena), morinu (zelena), kyseliny tfislové (modra).
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Jak jiz je vySe uvedeno, vybér vhodného c¢inidla zavisi pfedev§im na elektrochemickém
chovani vzniklého komplexu, kdy se vyuziva skutecnosti, ze vznikly komplex se casto
anodicky oxiduje pfi vysSich potencialech nezli samotné Cinidlo. Zde miizete spatiit jistou
analogii se UV-Vis spektry.

Nize uvedena LSV méfeni byla provadéna na CPE (Obr. 8), kdy komplexaéni reakce
probihala vzdy V roztoku, tudiz ¢inidlo nebylo modifikatorem CPE. Koncentrace cinidel a
hlinitych soli byl vzdy v poméru 1:2. Navic kromé vySe uvedenych ligandi analyzovanych
spektrofotometricky byla provedena voltametricka méfeni také s katecholaminy dopaminem a
epinefrinem.

Na voltamogramech s pyrokatecholovou violeti, kyselinou tfislovou a rutinem je
evidentni, ze elektrochemicky signal téchto latek se lisi od zékladni linie ziskané proméefenim
¢istého pufru, ale po ptidavku hliniku se neobjevuje novy anodicky pik pro komplex s hlinikem.
U kyseliny tfislové byl patrny nardst proudu piku pii potencialu +0,4 V a u rutinu naopak
pokles pii hodnoté potencialu +1,0 V.

Jind situace nastala v pfipadé méfeni s morinem a katecholaminy. Jak je vidét
na voltamogramu morinu (Obr. 8b) byl po ptidavku hliniku detekovan novy anodicky pik
pro komplex s hlinikem pfi potencialu +0,65 V. U katecholamint znamenal pfidavek roztoku
standardu hliniku pokles jejich anodického piku s hodnotou potencialu piiblizné 0,1 V a jak je
vidét na Obr. 8e a 8f, ukazal se novy pik pro jejich komplex s hlinikem pii potencidlu
s hodnotou kolem +0,3 V. PfestoZe neurotransmitery piedstavuji chemicky labilni slou€eniny,
snaze se oxidujici vzdusnym kyslikem, dala se piednost spiSe tvorbé komplexti s morinem.
Z literatury je mozné se dozvédét, ze jiz byla vyvinuta nepiimd voltametrickd metoda
vyuzivajici komplexu s morinem pro stanoveni AI** [69]. Nicméné tento piistup byl pouze
ovéien pii analyze vod, kde se predpokladd minimalni interference doprovodnych latek. V této
préci je snaha o zlepSeni dosavadni metody a jeji modifikaci za pouziti CPE v analyze népoji

a léciv.

41



00 02 04 06 08 10 12 T T T
04 06 08 10 1.2

00 02
E 7'V vs. Ag/AgClI E/V vs. Ag/AgCI
40 i(c) 100 :(d)
32 80
24 - 60 1
< <
=16 1 <40 1
8 - 20
0 : . . 0 +— . —
00 02 04 1.2 00 02 04 06 1.2
E/V vs Ag/AgCI E/V vs. Ag/AgCI
20 i (e) 20 - (f)
164 p 16
12 | D + AI**
< 12
= I <§_ ] E + AI>*
— 8 1 = 8 1 I
4 4
0 A T T T T T T T T T T ! ! 0 T T T T T T T T T T T !
00 02 04 06 08 1.0 1.2 00 02 04 06 08 10 1.2
E /V vs. Ag/AgCI E/V vs. Ag/AgCI

Obrizek 8. Linearni voltamogramy méfené na CPE. Cerna kfivka je zakladni linie ziskana
zméfenim AcB o pH 4,5 pro pyrokatecholovou violet’ (a), morin (b), kyselinu tfislovou (c),
rutin (d) nebo AmBS o pH 8 pro dopamin (e) a epinefrin (f). Cervené kiivky pro 200 pmol-I™*
uvedenych ligandi v daném roztoku pufru. Zelené kiivky pro 200 pmoll™* uvedenych

komplexujicich latek s 400 umol-I™ roztoku standardu hliniku v p¥islusném roztoku pufru.
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4.2 Optimalizace pracovnich podminek

4.2.1 Vybér vhodného elektrodového materialu

Vybér elektrody se uskutecnil mezi CPE, CPE/MWCNTSs, GCE, AuE a PtE. Jako méfici
technika se pouzila SWV Snastavenim nésledujicich parametrii: rozsah potencialu
od 0 do +1,0 V, frekvence 20 Hz, potencialovy krok 5 mV, amplituda potencialu 25 mV, ¢as
reakce 3 min s akumulaci bez elektrody. Jako blank se pouzil 100 pmol-I"* morinu, ktery byl
porovnavan se zaznamem voltamogramu ziskanym proméfenim AcB obsahujiciho
100 pmol-1"t morinu a 400 pmol-I"* hliniku. Ziskané voltamogramy ukazuje Obr. 9.

Za vyse popsanych podminek se u elektrod na bazi uhliku (CPE, CPE/MWCNTS a
GCE) objevil oxidaéni pik pro komplex morinu s AIP* pti +0,55 V. Naproti tomu samotny
morin poskytoval dva viditelné oxida¢ni piky a malo vyvinuty pik pro komplex s AI¥*
pii +0,6 V u AUE. Pii méfeni s PtE byl detekovany po ptidavku standardniho roztoku hliniku
pouze pokles piku morinu, ale zadny novy oxida¢ni pik pro komplex AI** a morinu se neobjevil.

Dale byla ovéfena opakovatelnost signalu pro jednotlivé elektrody. Tato méfeni se
uskuteciiovala s pouzitim CPE, CPE/MWCNTs, GCE a AuE. Do voltametrické cely bylo
odpipetovano 9,88 ml acetatového pufru, 20 ul zasobniho roztoku morinu o koncentraci
0,01 mol-I"t a 100 ul standardu hliniku o téZe koncentraci. Parametry SWV byly nésledujici:
rozsah potencialu od 0 do +0,8 V, frekvence 10 Hz, potencialovy krok 5 mV, amplituda
potencialu 25 mV a ¢as reakce 2 min s akumulaci bez elektrody.

Uhlikové pasty se osvédcili lépe nez GCE a kovova elektroda jak z hlediska
poskytovaného elektrochemického signalu, tak z hlediska jeho stalosti po péti opakovani (N=5),
kdy jednotliva méteni se provadéla na vzdy Cerstvé obnoveném povrchu. Ackoli zdznamy SWV
pro CPE a CPE/MWCNTs se na prvni pohled nelisi, pfi méfeni opakovatelnosti se ukazalo, Ze
elektroda obsahujici 5 % MWCNTSs poskytovala o néco vyssi proudovou odezvu. Z toho
divodu byla takto modifikovana elektroda vybrana k optimalizaci podminek SWV. Hodnoty
RSD (%) pro jednotlivé elektrody jsou uvedeny v Tab. 8.

Tabulka 8. Hodnoty RSD (%) po opakovanych méfeni s riznymi elektrodami za stejnych

podminek
Elektroda RSD / %
CPE 4,2
CPE/MWCNTs 2,0
GCE 12,0
AUE 23,1
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4.2.2 Slozeni pracovniho média

Slozeni pracovniho média mize mit velky na stabilitu vzniklého komplexu / chelatu a
tudiz i na velikost signalu, jenz urCuje citlivost vyvinuté voltametrické metody. Z tohoto
divodu bylo optimalizovano sloZeni pracovniho média. Pro tento ucel byl pouzit 0,1 mol-I™*
univerzalni Britton-Robinsoniv pufr (BRB) o pH hodnotach 2-12. Béhem téchto méfeni bylo

zjisténo, z¢ pH BRB nema vliv na proudovou odezvu komplexu Al®*

a morinu, jelikoz
piitomnost AI** iontl1 se viibec neprojevila. Lze tedy usuzovat, Ze pfitomna kyselina fosfore¢na
v BRB tvoii nerozpustné slouceniny s AI** ionty.

Dile byly vyzkouseny 0,1 mol-I"t AcB a 0,1 mol-I"t AmBS. Zjistilo se, Ze potiebnou
odezvu lze ziskat pouze pii pouziti AcB s hodnotami pH v rozmezi 4 aZz 5. Tento vysledek se

shoduje studajem uvedenym v literatufe, kde bylo optimalnich podminek dosazeno

pouzitim AcB s hodnotou pH 4,5 [69].

4.2.3 Elektrochemicka detekce

Jak vyplyva zudaji popsanych v teoretické casti této prace, hlinik se nepiimo
voltametricky stanovuje ptedev$im pomoci pulznich technik. V literatufe je jiz zminéno pouziti
diferencné pulzni voltametrie (DPV) a diferenéné pulzni adsorptivni stripping voltametrie
(DPAdSV) [69], kdy se vyuziva adsorpce (akumulace) vzniklého komplexu na povrch pracovni
elektrody.

Vybér vhodné amplitudy pro SWV probihal za nasledujicich podminek: rozsah
potencialu od 0 do +0,8 V, frekvence 10 Hz, potencialovy krok 25 mV, ¢as reakce 2 minuty
s akumulaci bez elektrody. Jako pracovni medium byl pouzit 0,1 mol-I"t AcB 0 hodnot& pH 4,5
obsahujici 20 umol-1* roztok morinu a 100 pmol-I™* roztok hliniku. Pracovni elektrodou byla
CPE/MWCNTSs. Za téchto podminek se postupné méfilo s amplitudami nastavenymi na
hodnoty 10, 20, 30, 40, 50 a 60 mV.

Relativné dobrého rozliSeni pik se dosahlo pfi amplitudé potencidlu 20 mV a tato
hodnota byla proto zvolena jako optimalni pro vybér vhodné frekvence. Zaznamy
voltametrickych kiivek za analyzy pfi riznych amplitudach zobrazuje Obr. 10.

Za stejnych podminek, ale jiz s navolenou (optimalni) amplitudou 20 mV byla
provedena méfeni za cilem zjistit idealni frekvenci pro hodnoty v rozsahu 10-80 Hz (jednotlivé
kroky po 10 Hz). Z teorie vyplyva, ze frekvence ma ptimy vliv na rychlost polarizace pracovni
elektrody. Tudiz je ziejmé, Ze se zvysujici se frekvenci rostl i oxidacni pik vzniklého komplexu,

jak je patrné z Obr.11.
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V tomto pfipadé nebylo rozhodnuti volby optimalni hodnoty frekvence jednoduché,
jelikoz s vyskou signalu rostlo i pozadi zdkladni linie, coz by mohlo zhorsit stanoveni AI3* iontii
u vzorki s jejich velmi nizkym obsahem. Proto byl nutny kompromis a zvolena hodnota
frekvence 70 Hz.

Ackoliv byla v ptedchozich métenich vybrana jako piijatelna amplituda potencialu
20 mV, bylo pro dalsi méfeni z hlediska vysoké frekvence zadouci i dobré rozliSeni pikl. Proto
byla na ukor citlivosti stanoveni zvolena niz$i amplituda, tj. 10 mV se zachovanim

frekvence 70 Hz.
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Obrizek 10. Square-wave voltamogramy 20 pmol-1™* morinu a 100 pmol-1"t AP* v 0,1 mol-1™?
AcB o hodnoté pH 4,5 obdrzenych po 2 minutach stalého michani pti 400 rpm s amplitudou 10
(Cernd), 20 (Cervenad), 30 (zelena), 40 (modra), 50 (zluta), 60 (fialova) mV.
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Obriazek 11. Square-wave voltamogramy 20 pmol-1"* morinu a 100 pmol-1"* APF* v 0,1
mol-1™t AcB o hodnot& pH 4,5 obdrzenych po 2 minutach stalého michéani pifi 400 rpm pfi
amplitud¢é potencialu 20 mV a zvolenou frekvenci 10 (Cerna), 20 (Cervena), 30 (zelena), 40

(modra), 50 (2luta), 60 (fialova), 70 (hnéda), 80 (3ed4) Hz.

4.3 Analyticka vykonnost navrZené metody

Za optimalnich podminek (tj. 0,1 mol-I"* AcB o hodnot& pH 4,5 jako pracovni médium
s pritomnosti 20 umol-I™* morinu, doba komplexaéni reakce 2 min pfi rychlosti michani 400
rpm, SWV na CPE/MWCNTs pfii potencidlovém kroku 5 mV, amplitudé 10 mV a frekvenci
70 Hz, a potencidlovém okn¢ od 0 do +0,8 V), byla proméfena kalibra¢ni zavislost ziskané¢ho
anodického piku (1p) na koncentraci (c) AI** iontf1. Po grafické vizualizaci naméfenych hodnot
do kalibra¢ni kiivky bylo dosazeno pomérné kratkého linearniho rozsahu, a to
od 2 do 30 umol-I"%. Obdrzené voltamogramy a piislusna kalibra¢ni zavislost anodického piku
pfi potencialu +0,56 V jsou zobrazeny na Obr. 12

Tuto linedrni zavislost lze popsat rovnici pfimky lp = 0,0881c + 0,1249 s R? = 0.9968.
Ziskana citlivost (k) o hodnoté 0,0881 pA mol* | Ize povaZzovat za uspokojivou, piestoze se

jedna o nepfimou voltametrickou metodu. Smérodatna odchylka (S) pro pét (N =5)
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opakovanych méfeni 2 umol It AI** soli byla pouzita pro vypocet s detekéniho limitu (LOD)
jako 3s/k a limitu kvantifikace (LOQ) jako 10s/k. Spoétené hodnoty LOD a LOQ ¢inily 0,41 a
1,25 umol-I™* APP*. Nizka hodnota tiseku (q) 0,1249 pnA naznaduje, Ze by realna analyza mohla

probihat pomoci metody standartniho ptidavku, jenz urychluje dobu analyzy a snizuje naklady

na provoz.
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Obrazek 12. SWV voltamogramy komplexu 20 pmol-I"* morinu (M) s 0 (¢erna), 2 (Servena),
5 (zelena), 10 (modra), 20 (zluta), 30 (fialova) pmol-1"t AP* (a) s piislusnou kalibragni kfivkou
(b) ziskanou odectenim vySek piku pti +0.56 V. Potencidl amplitudy 10 mV, frekvence 70 Hz,
potencialovy krok SmV, potencialovy rozsah od 0 do +0.8 V.

Pokud se srovnaji vykonové parametry (linedrni rozsah, LOQ a LOD, ptesnost a
spravnost) vyvinuté nepiimé SWV na CPE/MWCNTs s jiz diive navrZzenymi metodami, Ize
dojit k zavéru, Ze se nedoslo k Zddnému vyraznému zlepSeni, co se tyce citlivosti, ba pravé

I kdyz Ize povazovat tyto parametry za dostaCujici pro rutinni analyzu, je nutné¢ mit
na paméti, ze s morinem reaguji pouze volné hlinité kationty. V potravinach a 1é¢ivech se ale
muze hlinik vyskytovat v riiznych formach, a to napt. jako oxid hlinity, hydroxid hlinity,
fosfore¢nan hlinito-sodny a kiemicitan sodno-hlinity [108], tartrat hlinity [109], které jsou bud’
nerozpustné ve vodé, nebo by mohly tvofit silngj$i komplexy s jinymi chelatacnimi ¢inidly
nez je zvoleny morin.

V 1é¢ivech, jakymi jsou antacida na bazi hliniku, se obvykle nachazi tento kov

v pomérné velkym koncentraénim rozsahu od 1,73 do 47,61 mg-ml [8]. Tento typ vzorkd se
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¢asto musi pro voltametricka stanoveni AI¥* ziedit. V hojivych mastech se hlinik vyskytuje jako
octan ¢i vinan hlinity, kde obsah hliniku neni deklarovan.

Detekéni limit vyvinuté metody by mohl dle literatury také stacit pro stanoveni hliniku
ve vzorcich napoji jako je Coca-Cola (median 9,2 pmol-1™t AI*"), ale i v ostatnich sycenych

I3*). Dale literatura uvadi i obsah hliniku o vzork

nekolovych népojich (medidn 14,8 umol-1™* A
jakymi jsou masové konzervy nebo pastiky balené v hlinikovych obalech, jmenovité
40 pmol-1"? pro veptové a 24 pmol-1™* AP* pro hovézi. Ve vymezeném linedrnim rozsahu
koncentraci by bylo mozné také stanovit hlinik v ovoci jako napft. jablku, bandanu a hrusce
s nasledujicimi mediany obsahu hliniku: 26,7 pmol-1, 20 pmol-I'! a 23,7 umol-1"? a zelening
jako je mrkev, rajée a cibule snasledujicimi mediany koncentraci hliniku: 21 pmoll?,
27,4 pmol-lfl, 11,1 umol~lf1 [6]. Pro uréeni obsahu hliniku v téchto vzorcich je vsak tieba také

myslet na nafedéni vzorku v prib&hu jeho zpracovani a zohlednit mozné interferenty.
4.4  Analyza modelovych a redlnych vzorki

4.4.1 Interferencni studie

Ve vzorku octanové masti znacky Dr. Max byl naméfen ponékud nizky obsah hliniku
jak pomoci vyvinuté -elektrochemické metody, tak pomoci zpétné titrace hliniku s
nadbytkem EDTA titrovanou dusi¢nanem olovnatym. Z tohoto diivodu byla provedena analyza
moznych interferenci.

V octanové masti se hlinik vyskytoval v komplexu s kyselinou vinnou jako acetotartrat
hlinity. MoZn4 ptic¢ina naméfeni neobvykle nizkych koncentraci se proto ovéfila zpétnou titraci
standardnich roztoku hliniku bez pfitomnosti a S obsahem kyseliny vinné. Nadbytek EDTA
u roztoku s ptidavkem kyseliny vinné se nepodafilo ztitrovat ani po ptidani pomérmné velkého
mnozstvi 0,05 mol It Pb(NO3)2.

Pro ovéfeni vlivu kyseliny vinné na neptimé voltametrické stanoveni hliniku byl
pracovni médium obohacen o piitomnost 100 umol-1"* kyseliny vinné. Jak je ziejmé z Obr. 13a,
tento pridavek kyseliny vinné zptsobil pokles anodického piku komplexu morinu a hliniku
pii potencialu +0,6 V, a to pfiblizn¢ o polovinu. Tato latka pravdépodobné tvoii za danych
podminek stabilngjsi komplex s AI** ionty nez morin. Pokud byla misto kyseliny vinné piidana
EDTA, pik pfi potencidlu +0,6 V zcela zmizel, ale naopak vyrazné vzrostl pik morinu
pii +0,34 V jak je vidét na Obr. 13b. Z toho vyplyva, ze EDTA je silngjsim komplexacnim

¢inidlem nez kyselina vinna nebo morin.
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Obrazek 13. Vliv (a) kyseliny vinné a (b) EDTA na intenzitu proudu oxida¢niho piku pro
komplex morin-AI**. 0,1 pumol-I AcB pH 4,5 (¢erna); 20 pmol-It morin (¢ervena); 20 pmol-1™*
morin a 20 umolI™* AP* (modra); 20 umolI”* morin, 20 pmol-I* AP* a 100 pmol-I™
(@) kyselina vinna nebo (b) EDTA (Zluta). Potencial amplitudy 10 mV, frekvence 70 Hz,
potencialovy krok SmV, potencialovy rozsah od 0 do +0.8 V.

Nekteré latky se lépe rozpousti v ethanolu, ale nebylo jisté, zdali tento alkohol
neovliviiuje elektrochemické stanoveni hliniku. Zcela jist¢ je znamé, Ze ovliviiuje
mechanistické vlastnosti CPEs 1 téch modifikovanych. Je dokdzéno, ze obsah vyssi nez 10%
(v/v) v pracovnim médiu dokaze zcela poskodit elektrodovy material.

Proto byl studovan vliv 0, 1, 5 a 10% (v/v) obsahu ethanolu na prubéh anodického piku
pro komplex morinu s AI** s CPE a AUE. Nastavené parametry SWV byly nasledujici: rozsahu
potencialu od 0 do +1,0 V, frekvenci 10 Hz, potencidlovém kroku 5 mV, amplitud¢ potencialu
25 mV a Casu 2 minuty s akumulaci bez elektrody.

Jelikoz byly statisticky stejné proudové odezvy komplexu morinu s AP pro riizné
obsahy ethanolu, Ize konstatovat, ze nizkd pfitomnost ethanolu nemé zasadni vliv. Z divodu

nestabilniho chovani CPE se nedoporucuje pouzivat vyssi obsahy etanolu nez 5% (v/v).

4.4.2 Analyza modelovych vzorki
Modelovy vzorek obsahoval 20 umol-I™t morinu a 25 pmol-1"* APP* v AcB o pH 4,5.
Nejprve se primérna hodnota tfi naméfenych intenzit proudu piku snimaného pii potencialu

+0,6 V dosadila do rovnice kalibra¢ni ptimky. Touto metodou byla vypocitana pro koncentraci
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hliniku hodnota 24,88 pmol-I™t. V pfipadé metody standardnich ptidavkii byla stanoveno
23,98 pmol-I"? hliniku v modelovém vzorku. Obé zjisténé hodnoty koncentraci lezi v intervalu

spolehlivosti s 95% pravdépodobnosti.

4.4.3 Analyza vzorku masti

Vzorek octanové masti pouzivajici se na 1é¢bu otokd a pohmozdénin zakoupeného
modelovy vzorek. U octanovych masti se bézné uvadi, ze 1 g masti obsahuje 100 mg roztoku
octanu a vinanu hlinitého. Dal§imi slozkami je lanolin, zluta vazelina a ¢isténa voda [110].
Ve vzorku octanového krému bylo stanoveno metodou standartniho piidavku (3 krat po
5 umol 1Y) pouze 1.79 mg-g ! hliniku. Proto bylo tieba tento vysledek ovéfit. Jako valida¢ni
metoda byla zvolena zpétna titrace. Za Gcelem tohoto métfeni bylo Zddouci vzorek krému
zpracovat a rozlozit zahtatim ve zfedéné kyseliné dusi¢né. Pramér tii hodnot ziskanych titraci
ukézal stejny vysledny obsah hliniku (1.81 mg-g!) jako elektrochemické méfeni s morinem.
Z tohoto srovnani lze usoudit, Ze vyvinuta metoda poskytuje srovnatelné vysledky, a tedy u pro
nekteré vzorky by mohla nalézt své praktické uplatnéni.

Skuteénost, ze by kyselina vinna mohla vyrazn¢ ovlivnit ziskané vysledky, bylo ovéteno
titraci roztokti obsahujicich urcité mnozstvi acetatového pufru, EDTA a hliniku. Jeden z téchto
roztokti vSak obsahoval piidavek 5 g kyseliny vinné. Nadbytek EDTA se v tomto piipadé
nepodatilo ztitrovat ani po enormni spotiebé Pb(NO3z)2. Z toho vyplyva, ze ve vétsim mnozstvi
by mohla kyselina vinna mit vliv na pokles elektrochemického signalu i pies pfitomnost EDTA,
ktera se jevila jako silngjsi interferent jak je patrné z Obr. 13.

Zde je mozné predpoveédét, Zze vyvinuta metoda by mohla byt univerzalné€ pouzité pro
hlinité slouceniny je nutna mineralizace, ktera i tak ma sva uskali, protoze se mize stat po

ochlazeni a nafedéni mineralizatu, ze dojde k ¢astecnému vysrazeni.

4.4.4 Voltametricka analyza antacidu

Spise pro zajimavost byl zméfen vzorek antacidu v podobé suspenze Maaloxu
obsahujici dle hodnoty uvedené vyrobcem 35 mg-ml~t AI(OH)s. I presto, Ze tato sloudenina
neni rozpustna ve vodé, byly v tomto antacidu nalezeny stopy volného hliniku v mnozstvi
1,89 mg-ml. Lze tedy konstatovat, ze vyvinutd metoda by mohla sledovat volny AI** ve
vzorcich jenz mize zpisobovat zdravotni potize, na rozdil od vdzaného ve formé oxidu ¢i

hydroxidu.
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4.4.5 Analyza napoje skladovaného v hlinikové plechovce

Bylo provedeno stanoveni obsahu hliniku ve vzorku sycenych napojia skladovanych
Vv plechovkach po jejich pouhém odplynéni v ultrazvukové lazni a upravenim pH na hodnotu
4,0 pomoci 0,1 mol It NaOH. Vyzkousena byla voltametricka detekce hliniku v nasledujicich
napojich: Coca-Cola, Schweppes Bitter Lemon Tonic a energetickém napoji Red Bull. Tyto
vzorky piedstavovaly slozité matrice.

Pik pro komplex s hlinikem se objevil pouze u vzorku Coca-coly, ale teprve az
po ptidavku standardniho roztoku hliniku. U dalSich vzorkll napoji se tento oxidacni pik
neukazal ani pfi jednom z nejriznéj$ich moznych pticin. Jedna z nich mize byt, ze metoda
zaloZena na tvorbé€ a oxidaci morinu v komplexu s hlinikem nestaci na tyto vzorky detekénim
limitem. Dal$§i moznosti je pfitomnost interferujicich latek, které omezuji pozadovanou
proudovou odezvu.

Coca-Cola obsahuje kyselinu fosfore¢nou, ktera pravdépodobné s hlinikem tvori
ve vodé nerozpustny fosfore¢nan hlinity. Tato skuteCnost byla ovéfena pfidanim urcitého
mnozstvi dusi¢nanu hlinitého do kyseliny fosfore¢né za tvorby bilého zakalu. V tonicu by mohl
byt jednou z potizi napt. obsah chininu, ktery dle literatury vytvaii komplexy s nékterymi ionty
kovu [111]. Vylouceny nejsou interference s dal$imi latkami zejména ze skupiny organickych
sloucenin, nejcastéji s polyfenoly jako je prav€ morin. Tento problém by mohlo odstranit

zpracovani vzorkd napoju napf. pomoci jiz zminéné mikrovinné mineralizace.

S5 Zavér

Tato diplomova prace se zabyvala vyvojem nepiimé voltametrické metody, jez by byla
vhodna pro stanoveni obsahu hliniku ve vzorcich potravin a 1é€iv. Pfestoze spektrofotometricka
studie komplexnich reakci ukazala, ze kyselina tfislova predstavuje nejvhodnéjsi ¢inidlo
pro vyvoj elektroanalytické metody, byl nakonec vybran morin, jenz reagoval s AI** ionty
v poméru 3:1 a poskytoval Iépe rozliSitelny anodicky signal.

Ze vsech testovanych elektrod (CPE, GCE, AuE a PtE) byla zvolena CPE/MWCNTS,
ktera poskytovala reprodukovatelné vysledky z divodu snadné obnovy povrchu (RSD = 2 %).
Dale bylo zjisténo, Ze ptitomnost MWCNTs zvySovala zhruba o 10% signdl v porovnani s CPE.
Poté byly nalezeny optimalni parametry SWV (amplituda 10 mV, potencidlovy krok 5 mV a
frekvence 70 Hz). Za téchto podminek a za piitomnosti 20 umol 17 morinu v AcB o pH 4,5
bylo mozné dosahnout linedrniho rozsahu od 2 do 30 umol-1"* AI**, Zde je nutné poznamenat,

ze analytické parametry principidlné zavisi na obsahu morinu a tudiz by bylo mozné si celou
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metodu upravit podle potfeb analyzy. Jelikoz se hlinik v realnych vzorcich vyskytuje v fadé
forem a v riiznych koncentra¢nich urovnich, ma nami navrzena metoda sva omezeni, které je
nutno mit na paméti a kterym bude jesté tfeba vénovat pozornost v budoucnu, v piipadnych
navaznych studiich ¢i aplikacich.

Jinak bylo dokazano, ze pritomnost dal§ich komplexacnich ¢inidel (interferentl) mize
zasadné ovlivnit celkovy vysledek analyzy. Z praktického hlediska by mohla vyvinuta
voltametricka metoda nalézt své uplatnéni v analyze vzorktl potravin a 1éCiv, u nichz se hlinité

kationty vyskytuji ve forme rozpustnych soli (citratu, dusi¢nanu, octanu, atd.).
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