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ANOTACE

Cilem této diplomoveé prace bylo porovnani elektrochemickych vlastnosti a aplikac¢nich
moznosti borem dopovanych diamantovych elektrod sriznym obsahem boru.
Elektrochemické vlastnosti byly studovany zejména pomoci cyklické voltametrie
reverzibilnich redoxnich systémti [Fe(CN)g]* ™ a [Ru(N Hs)s]**2*. Jako analyt pro porovnani
aplikacnich moznosti byl zvolen leukovorin, ktery se vyuziva pii 1é¢b€ nadorovych
onemocnéni. V ramci diplomové prace byla vyvinuta metoda jeho stanoveni S vyuzitim
komer¢né dostupné borem dopované diamantové elektrody, kterd byla nasledné aplikovana na

testované elektrody. Ziskané vysledky byly na zavér porovnany a diskutovany.

KLICOVA SLOVA

Voltametrie, borem dopovana diamantova elektroda, elektrochemické vlastnosti, leukovorin

ANNOTATION

The aim of this diploma thesis was to compare electrochemical properties and application
possibilities of boron-doped diamond electrodes with different boron content. Electrochemical
properties were studied mainly by cyclic voltammetry of reversible redox markers
[Fe(CN)s]* ™ and [Ru(NH3)s]**?*. Leukovorin, a drug used for a treatment of various types
of cancer, was chosen as an analyte for the comparison of practical applicability of the
investigated electrodes. Within the thesis, analytical method of its determination was
developed using commercially available boron-doped diamond electrode at first and was
subsequently applied to the tested electrodes. The obtained results were finally compared and

discussed.
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1  Uvod

V analyze biologicky aktivnich i environmentalné¢ vyznamnych latek maji elektrochemické
metody Siroké uplatnéni, protoze jsou velmi citlivé, pfesné a instrumentalné i1 Casove
nenaro¢né. Polarografie, resp. voltametrie byla objevena v roce 1922 prof. Heyrovskym, ktery
za jeji objev ziskal Nobelovu cenu. Jako pracovni elektroda byla pouzita kapajici rtutova
elektroda, kterd byla pozdéji nahrazena visici rtutovou kapkovou elektrodou. Rtut’ jako
elektrodovy materidl je naprosto ojedinéld svymi vlastnostmi materidlovymi, povrchovymi
i elektrochemickymi. V poslednich letech je ale velkou nevyhodou rtutovych elektrod toxicita
rtuti, resp. jejich sloucenin. Proto je jednim zhlavnich trendd vyvoje v oblasti
elektroanalytickych metod hledani novych elektrodovych materiald, které by mohly

problematickou rtut’ nahradit.

Mezi perspektivni elektrodové materialy patéi mimo jiné i borem dopovany diamant (BDD),
ktery se ptipravuje chemickou depozici par. Mezi hlavni vyhody borem dopované diamantové
elektrody (BDDE) patii zejména $iroké potencidlové okno umoznujici studium anodickych
I katodickych déju. Elektrochemické vlastnosti BDDE mohou byt vyznamné ovlivnény
obsahem dopantu, tedy boru, v diamantovém filmu. Cilem této diplomové prace proto bylo
porovnani elektrochemickych vlastnosti BDDE sriznym obsahem boru. V souladu
s literaturou byla pro tcely této studie zvolena metoda cyklické voltametrie a analyzovany

byly opét asto vyuzivané reverzibilni redoxni systémy [Fe(CN)e]* "+ a [Ru(NH3)e]**'?".

V dal$i casti prace byly ovéfovany rovnéz aplikaéni moZnosti testovanych BDDE
v souvislosti s ruznym obsahem boru. Jako elektrochemicky aktivni latka pro tyto
experimenty byl zvolen leukovorin (LV), ktery patii do skupiny folatd. Jedna se
0 redukovanou formu kyseliny listové. Pouziva se pii 1é€bé nadorovych onemocnéni napf.
jako antidotum k ochran¢ zdravych bunék pred toxickymi t€inky tzv. antifolatd aplikovanych
ve vysokych davkach. V literatuie bylo voltametrické chovani LV popsano pouze na visici
rtutové kapkové elektrodé a stiibrné pevné amalgamové elektrodé. Proto byla nejprve
vyvinuta metoda stanoveni LV pomoci komer¢né dostupné BDDE, ktera byla nasledné
aplikovana pii oveéfovani pouZitelnosti testovanych BDDE v oblasti analyzy bioaktivnich

organickych latek.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Voltametrie

Jaroslav Heyrovsky, uveden na obrazku 1, vroce 1922 objevil analytickou metodu, kterou
nazval polarografie. Ta patii dodnes mezi metody zakladniho vyzkumu v elektrochemii [1].
V dob¢é svého vzniku byla jednou z nejcitlivéjSich analytickych metod s automatickym
zaznamem [2]. Heyrovsky zkoumal zavislost napéti vkladaného na elektrody a proudu, ktery
protékal elektrochemickym ¢lankem. Zjistil, Ze kapajici rtut’ je idealni elektrodou pro meéteni
proudu a Ze pokud Vv roztoku jsou latky schopné vyménovat s elektrodou elektrony, projevi se
na polariza¢nich kiivkach proudovymi signaly ve tvaru vIn. S japonskym védcem M.
Shikatou sestrojili roku 1924 automaticky pfistroj, tzv. polarograf. V roce 1959, tedy o 37 let
pozd¢ji, ziskal Jaroslav Heyrovsky Nobelovu cenu za chemii, a to pravé za vynalez
polarografie [3]. Tato metoda ve své klasické formé se diky své jednoduchosti a ekonomické
nenaroc¢nosti stale vyuziva jako jedna ze zakladnich metod analytické chemie. Své uplatnéni
ale nachazi zejména v zadkladnim vyzkumu. Vzhledem k vysokym narokim na citlivost
analytickych metod se Vsoucasnosti vyuzivaji prevazné voltametrické metody, které se

z polarografie béhem let vyvinuly [4].

Obrazek 1 Profesor Heyrovsky [2]

2.1.1  Uvod do polarografie, voltametrie

Polarograficka resp. voltametrickd méteni jsou zalozena na souc¢asném sledovani napéti na

elektrodach a proudu prochézejictho c¢lankem. V Elanku probihaji elektrochemické
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a chemické reakce. Rozdil mezi polarografii a voltametrii je v pouzité pracovni elektrodé¢. Pri
polarografickych méfenich se vyuziva kapajici rtutova elektroda, coz je nestacionarni
elektroda. Naopak pii voltametrii se vyuzivaji stacionarni pracovni elektrody, mezi které patii
napt. visici rtutova kapkova elektroda nebo tuhé elektrody [5]. Ve voltametrii se pouzivaji
elektrochemické clanky sestavené 2z polarizovatelné pracovni elektrody ponofené do
analyzovaného roztoku a nepolarizovatelné referentni elektrody, ktera je obvykle spojena
s analyzovanym roztokem solnym mustkem [6]. Zatimco potencial polarizovatelné pracovni
elektrody je siln¢ ovliviiovan prochazejicim proudem, potencial nepolarizovatelné referentni

elektrody je na velikosti prochazejici proudu nezavisly.

Polarizace elektrody brani G¢inkiim vnéjsiho vlozeného napéti E,, tedy prichodu proudu I.
Polarizace muze byt chemicka, nebo koncentraéni. Chemicka polarizace je zplisobena
vznikem produktd elektrolyzy u povrchu elektrody a koncentraéni polarizace snizenim
koncentrace elektroaktivni latky u povrchu elektrody. Pti elektrodovém procesu probihaji déje
spojené s transportem analytu Kk elektrodé, vlastni elektrodovou reakci a vylucovanim
produktu na elektrod¢, poptipadé jeho transportem od elektrody [7]. Jakmile se mezi
polarizovatelnou a nepolarizovatelnou elektrodu tvofici elektrochemicky ¢lanek vlozi napéti
E,, dojde vdisledku probihajiciho elektrodového procesu ke zméné potencialu
polarizovatelné elektrody, coz vede k vytvofeni polarizaéniho napéti E, kompenzujiciho
vlozené napéti E,. E, je dano rozdilem potenciali polarizovatelné a nepolarizovatelné
elektrody. Jelikoz je potencial nepolarizovatelné elektrody konstantni, tak reakci na zménu
vlozeného napéti je zména potencidlu polarizovatelné elektrody. Az po piekroceni tzv.
rozkladného napéti, tedy rozkladného potencidlu pracovni elektrody, se na polarizovatelné
elektrodé zacne vylucCovat analyt a zacne prochazet elektricky proud I. Elektroda je katodou,
jestlize se vnuti pracovni elektrodé¢ vuc¢i srovnavaci dostate¢né negativni potencial. Pak
elektrony proudi do roztoku, zpisobuji redukci redukovatelnych elektroaktivnich latek
a prochazejici proud je redukcni. Naopak elektroda je anodou, jestlize se ji vnuti pozitivni
potencial, elektrony jsou odcerpavany zroztoku a oxidovatelné elektroaktivni latky jsou
oxidovany. Pracovni elektrodou pfitom prochazi oxida¢ni proud [8]. K pohybu elektroaktivni
latky v elektrochemickém ¢lanku dochézi riiznymi zpisoby:
- Migraci — vznika v dusledku ptisobeni elektrického pole mezi elektrodami;
- Konvekci — mtize nastat ptirozené v dusledku gradientu teploty nebo michanim;

- difuzi — je zpisoben koncentra¢nim spadem [9].
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K celkovému proudu zaznamenanému pii polarografické, resp. voltametrické analyze

prispivaji rizné proudy, které se rozliSuji a oznacuji podle pfiCiny jejich vzniku:

2111

difuzni (faradaicky) proud — vznika v ptipadé, Ze je pienos depolarizatoru k elektrodé
fizen pouze difuzi. Ta je ddna vyrovnanim koncentracnich zmén, ke kterym dochazi
u povrchu elektrody. Polarograficka vina ptedstavuje zavislost difuzniho proudu (lg)
na E. Hodnoty limitniho difuzniho proudu (lggim)) se dosahne, kdyz difuze ¢astic ma
maximalni rychlost a proud jiz dale neroste. Tato rychlost je imérna koncentraci
reagujici latky v roztoku, a tedy lqgimy je umérny koncentraci analytu [9, 10];

Nabijeci (kapacitni) proud — je pottebny k nabiti elektrody na pozadovany potencial.
Z analytického hlediska je kapacitni proud neziddouci, nebot’ omezuje citlivost
metody. JestliZe jsou koncentrace depolarizatoru nizké (< 10> mol/l), vzniklé viny
jsou tak malé, Ze mizou byt piekryvany kapacitnim proudem (l¢). Nabijeci proud je
vhodné pro analytické tcely eliminovat [2, 11];

Kineticky proud — vznika chemickou reakci v blizkosti elektrody a rychlost chemické
reakce urcuje vysledny kineticky proud (lx). Ten zavisi na teploté, pH a je tmérny
koncentraci [10];

Katalyticky proud — vznika, pokud se k roztoku depolarizatoru piida katalyzator. Obé
latky spolu reaguji a vysledny katalyticky efekt se projevuje napf. posunem
vylucovaciho potencidlu vodikovych iontl k positivnéjSim hodnotdm, coz vede
k vytvofeni katalytické viny vodiku. Katalyticky proud zavisi na koncentraci
katalyzatoru, na pH a Casto roste S rostouci koncentraci pufrt [10, 11];

adsorpcni proud — vznika, pokud je elektrodovy proces limitovan adsorpci
depolarizatoru nebo produktu elektrodové reakce na povrchu elektrody. Projevuje se
oddélenou vinou u positivnéjSich nebo negativnéjsich potencialti nez je vina redukce

nebo oxidace neadsorbované latky [10, 11].

Usporadani elektrochemického clanku

U voltametrickych méfeni se pouziva dvouelektrodové nebo tiielektrodové zapojeni ¢lanku.

Dvouelektrodové uspofadani tvoii pracovni a referentni (srovnavaci) elektroda. Schéma

obvodu je uvedeno na obrazku 2A. Vkladané napéti ze zdroje je méfeno voltmetrem a proud

prochazejici clankem ampérmetrem. Potencial nepolarizovatelné referentni elektrody je

konstantni a se zménou vlozené¢ho napéti se méni pouze potencial polarizovatelné pracovni

elektrody. Trielektrodové uspotfadani se pouziva cCast€ji a jeho schéma je uvedeno na
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obrazku 2B. Elektrochemicky c¢lanek obsahuje kromé pracovni a referentni elektrody jesté
elektrodu pomocnou. Pouze mezi pracovni a pomocnou elektrodou prochazi proud a skute¢ny
potencial pracovni elektrody se méf mezi pracovni a referentni elektrodou za bezproudého

stavu. Na obrazku 2C je priklad experimentalniho uspotfadani pro méteni se tfemi elektrodami
[12].

Obrdazek 2 Schéma zapojeni dvouelektrodového (A) a tiielektrodového (B) elektrochemického clanku; C —
usporddani pro méreni se tremi elektrodami [6]; a — pomocna elektroda, b — referentni elektroda, w — pracovni
elektroda

Pracovni elektrody ve voltametrii jsou nejéastéji z tuhych materidlti (napt. platinové, zlaté, ¢i
z raznych forem uhliku) nebo rtutové. Jako referentni elektrody slouzi tzv. elektrody II.
druhu. Tyto elektrody jsou tvofené kovem pokrytym vrstvou své malo rozpustné soli
a ponofenym Vroztoku, ktery obsahuje anion této soli. Pouzivaji se predevsim
argentchloridova, kalomelova nebo merkurosulfatova elektroda. Pomocné elektrody jsou
prakticky nepolarizovatelné a jsou obvykle tvofeny platinovym pliskem. Elektroda mize byt
od analyzované¢ho roztoku odd€lena sklenénou fritou zabranujici kontaminaci roztoku

produkty reakci, které na ni probihaji [6].
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2.1.1.2 Polarizacni kiivka

Pti kazdém polarografickém resp. voltametrickém méfeni jsou zaznamenavany polarizacni
kiivky, které zndzoriuji zavislost proudu prochazejiciho elektrochemickym c¢lankem na
potencidlu vloZzeném na pracovni elektrodu. Schéma polarizacni kifivky je uvedeno na obrazku
3 [7]. Tato kiivka je registrovana v roztoku zakladniho elektrolytu, ktery obsahuje latky
oxidujici se a redukujici se az pii vysokych hodnotach potencialti pracovni elektrody. Proto je
v relativné Siroké oblasti potencidlii elektroda zpolarizovand a teCe ji pouze maly nabijeci
neboli kapacitni proud. Tento rozsah potencialt, kdy je elektroda zpolarizovana, je vyuzitelny
pro voltametrickou analyzu a byva oznaCovan jako vyuzitelny potencidlovy rozsah nebo
pracovni okno elektrody. Zavisi hlavné na materidlu pracovni elektrody a pouzitém zakladnim
elektrolytu, piipadné rozpoustédle. Ve vodném roztoku byva vyuzitelny potencialovy rozsah
omezen oxidaci vody nebo rozpusténim materialu elektrody na anodické stran¢ a na katodické
stran¢ redukci vodikového iontu. Pokud se do roztoku zékladniho elektrolytu pfidé analyt,
ktery se oxiduje nebo redukuje, dochazi pfi dosazeni piislusného potencialu k depolarizaci

elektrody a elektrodou za¢ne protékat anodicky, resp. katodicky proud [6].

>

Depolarizace
napf. 2H*+2e =H,

vyuZitelny potencidlovy rozsah

4

v

potencial, -E

Depolarizace
napr. H20—>1/203+2H*+29

anod. proud  katod. proud

<
<

Obrazek 3 Polarizacni kifivka registrovana Vv zdakladnim elektrolytu [6]

Tvar polariza¢ni kiivky zavisi na slozeni roztoku a miize byt rozdélena na tfi oblasti:

- oblast polarizace — napéti nedosahuje hodnoty potifebné pro prabéh elektrodové
reakce a elektrochemickym ¢lankem protéka pouze nabijeci proud,;

- oblast depolarizace — ¢lankem protéka difuzni proud v dusledku redukce latky na
katod¢ nebo oxidace latky na anod¢. Latka podléhajici elektrochemické reakci se
nazyva depolarizator;

- oblast limitniho difuzniho proudu — ubytek pfeménované latky v okoli elektrody se

vyrovnava difuzi. Velikost limitniho difuzniho proudu lqgimy odpovida vysce viny [8].
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Za ptitomnosti dostate¢ného nadbytku indiferentniho elektrolytu je elektroaktivni latka
transportovana pouze difuzi a proto bylo nutné pro protékajici proud fesit rovnici Fickova
zakona. Tim se zabyval D. Ilkovi¢ a odvodil pro okamzity proud na kapajici rtut'ové elektrodé
rovnici:

[=0,732-n-F-DY2.m2/3.¢1/6. (0 — ¢"), (1)
kde | znaci difuzni proud, n je pocet vyménénych elektronu, F je Faradayova konstanta, D je
difuzni koeficient, m je hmotnost rtutové kapky, t je doba kapky, c® je koncentrace v roztoku,

c* je koncentrace u povrchu elektrody. Ilkovi¢ déale odvodil rovnici pro stfedni proud ve

tvaru:

[; =0,627 -n-F-DY2.m2/3.¢1/6. (c0 — ¢*), )
kde Iq je stfedni difuzni proud. Ve zkracené podob& miize byt Ilkovicova rovnice zapsana ve
tvaru:

I; =k-c, (3)

kde Iy je difuzni proud, k je konstanta a ¢ predstavuje koncentraci depolarizatoru v roztoku.
Ze zkracené Ilkovi¢ovy rovnice vyplyva, ze velikost difuzniho proudu je tmérna koncentraci

analytu v roztoku [13].
2.1.2  Polarografické / voltametrické metody

2.1.2.1 Stacionarni voltametrie

Princip stacionarni voltametrie (DCV, direct current voltammetry) spociva vtom, Ze se
potencial vkladany na pracovni elektrodu méni linearn¢ s ¢asem, roste ¢i klesa. Metodu lze
povazovat za stacionarni pii konstantnim potencialu, je-li rychlost zmény potencialu
dostate¢né mald ve srovnani srychlosti ustavovani rovnovahy u povrchu elektrody.
Vyslednym zaznamem je voltametricka vina na I-E kiivce (obrazek 4). Polohu voltametrické
viny charakterizuje ptlvinovy potencial (E1/2), coz je napéti, pti kterém velikost protékajiciho
proudu dosahuje poloviny lggim). Jednd se o kvalitativni tidaj umoznujici latku v roztoku
identifikovat. Limitni difuzni proud je imérny koncentraci analytu v roztoku a je tedy udajem
kvantitativnim [12]. Limity detekce pro DCV se pohybuji kolem 10°-107° mol/l. Daji se
stanovit latky anorganické i1 organické, které se dostatecné lisi hodnotami ptilvlnovych

potenciali (AEy, > 200 mV) [6].
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Obrdzek 4 DC voltametricka kiivka zaznamenadvajici redukci latek A a C [6]

2.1.2.2 Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie (CV) je metodou, pii které se na stacionarni elektrodu vklada potencial
trojuhelnikového prubéhu s rychlosti polarizace dE/dt. Pulz tvaru rovnoramenného
trojihelniku (obrdzek 5A) zpisobuje nejdiive redukci analytu a nasledné oxidaci vzniklych
reduk¢énich produkti nebo naopak. Tim dochazi ke vzniku katodicko-anodické kiivky
(obrazek 5B) [14]. CV ma vyznam predevsim pii studiu elektrodovych reakci. Z prib&hu
katodickych a anodickych kiivek lze usuzovat na mechanismus elektrodové reakce nebo
posuzovat jejich reverzibilitu. Pro reverzibilni elektrodovou reakci plati, Ze rozdil potenciala
anodického a katodického piku Epa— Epc = 0,059/n (n je pocet vyménénych elektront) a podil
proudii anodického a katodického piku lp/lpc = 1. Souasné plati, ze potencidl piku je
nezavisly na rychlosti zmény potencialu (dE/dt) a je 0 28,5/n mV negativnéjsi u katodického

piku resp. pozitivnéjsi u anodického, nez je hodnota pilvinového potencialu [12].

2.1.2.3 Diferencné pulsni voltametrie

Diferencné pulsni voltametrie (DPV) je metodou mnohem citlivéjsi nez klasicka polarografie,
resp. voltametrie. Na elektrodu se vklada linedrné rostouci napéti, které je prekladano
konstantnimi napét'ovymi pulzy. Proud se méti vzdy pred zacatkem pulzu a pied jeho koncem
(obrazek 6A). Proudovy rozdil se pak vynasi v zavislosti na vkladaném napéti (obrazek 6B)
[8]. Takto méfeny proud vyrazné omezuje vliv kapacitniho proudu. Nejvétsi rozdil prouda

pred zacatkem a koncem pulzu je pozorovan v oblasti pilvinového potencidlu. Vyska piku je
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umérnd koncentraci analytu. Vrchol piku odpovidé ptiblizné piilvinovému potencialu. DPV je
pouZitelnd pro analyzu elektroaktivnich latek pfi koncentracich az kolem 10°® mol/l a je
mozné ji vyuzit pro stanoveni latek, které se 1i$i v hodnotach AEj; minimalné o 50 mV.

V porovnani s DCV je tedy mozné rozlisit latky s mnohem bliz§imi hodnotami AEy, [7, 14].
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Obrazek 5 Priibéh potencidalu vkladaného na elektrodu (A) a odpovidajici proudova odezva pii CV [12]
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Obrdazek 6 Pribéeh potencidlu vkladaného na pracovni elektrodu s vyznacenim intervalii, kdy je méren proud (A);
voltametricky pik registrovany pri pouZiti metody DPV (B) [6]

2.1.2.4 Rozpoustéci voltametrie

Rozpoustéci voltametrie (SV, stripping voltammetry) je metodou, pii které se stanoveni
elektroaktivnich slozek smési provadi nikoliv pfi jejich vylucovani na pracovni elektrod¢, ale

naopak pfi jejich elektrolytickém rozpousténi. SV probiha v nékolika krocich. V prvnim
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kroku dochazi K vyluCovani stanovované latky za intenzivniho michani pii konstantnim
potencialu a nahromadéni na elektrodé€. V dalSim kroku se vypne michani, dochazi k ustaleni,
ptipadné je vyménén elektrolyt [8]. V poslednim kroku se nahromadéna latka z elektrody
elektrolyticky rozpousti, coz se zaznamenava. Pomoci SV lze stanovit latky o koncentraci az
10" mol/l [15].

Mezi metody rozpoustéci voltametrie patii:

- anodicka rozpoustéci voltametrie (ASV, anodic stripping voltammetry) — tato metoda
je vpraxi nejcastéji pouzivanou variantou. Kationt kovu se redukci vylou¢i na
povrchu pracovni elektrody ve formé kovu, ktery tvori bud’ amalgam se rtuti, nebo
tenky film na pevném elektrodovém povrchu. Po urcité dobé se vylouceny kov
anodicky rozpousti z elektrody zpatky do roztoku [12];

- katodicka rozpousteci voltametrie (CSV, cathodic stripping voltammetry) — analyt se
nakoncentruje na povrchu elektrody pii potencidlu, kdy se material elektrody
rozpousti. Vznikajici ionty reaguji a analytem za vzniku nerozpustné slouceniny
tvofici na elektrodé film. Nasleduje katodické rozpousténi zpét do roztoku [12];

- adsorptivni rozpoustéci voltametrie (AdSV, adsorptive stripping voltammetry) —
akumulace nastava adsorpci analytu pii vhodném potencialu (Ex) po dobu
akumulace (tx). Napriklad samotné kovové ionty je mozné vazat do
adsorbovatelnych komplexti s vhodnymi €inidly. AdSV je vhodna pro latky Spatné se

rozpoustejici v zakladnim elektrolytu, které maji elektroaktivni funkéni skupiny [7].

2.1.3  BéZné pouZivané pracovni elektrody ve voltametrii

Polarizovatelné pracovni elektrody byvaji bud’ rtutové, nebo z tuhych materiala jako napf.
platinové, zlaté, uhlikové apod. Jak je vidét z obrazku 7, elektrody mohou mit riiznou velikost
a tvar. Pracovni elektroda by meéla zaruCovat vysoky pomér signal-Sum, stejné jako
reprodukovatelnou odezvu. Vybér pracovni elektrody zavisi predevSim na redoxnich
vlastnostech analytu a vyuzitelném potencidlovém rozsahu elektrody. Diulezitou roli hraji

I mechanické vlastnosti elektrody [9].
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Fizend rtutova kapkova elektroda [6]

2.1.3.1 Rtutové pracovni elektrody

Rtut’ je velmi Siroce pouzivanym elektrodovym materidlem V elektroanalytické chemii. Ve
vodném roztoku ma vysoké negativni piepéti pro vyvoj vodiku, coz rozsifuje katodicky
potencialovy rozsah v porovnani s pevnymi elektrodami. Rtut'ové elektrody poskytuji vysoce
reprodukovatelné vysledky diky povrchu snadno obnovitelnému odklepavanim pouzité
a vytvoienim nové kapky rtuti. Vznikly povrch je dokonale cisty, hladky a neovlivnény
pfedchozimi métfenimi. Velkou vyhodou rtutovych elektrod je tvorba amalgamu s jinymi
kovy a tedy moZnost vyuzité ASV pii stopové analyze kovl. Diky vysokému piepéti vodiku
je mozna aplikace potenciald kolem —1000 mV (vs. SCE) v kyselych roztocich a az kolem
—2000 mV (vs. SCE) v zasaditych roztocich. Vzhledem k omezenému anodickému
potencialovému rozsahu nejsou vhodné pro analyzu latek podléhajicich oxida¢nim procesim
[9]. Hlavni nevyhodou rtutovych kapkovych elektrod je nepfili§ dobra mechanicka stabilita.
To muze pusobit problémy napiiklad pfi meéfeni s pfenosnymi terénnimi analyzatory.
Elektrody nejsou vhodné pfi praci v pratokovych systémech ani pfi mefeni technikou pfenosu
naadsorbovaného vzorku, kdy muze dojit ke ztrat¢ kapky i se vzorkem. Dalsi velkou
nevyhodou téchto elektrod je manipulace s pomémé velkym mnoZstvim kapalné rtuti.
Zejména v poslednich letech se objevuji stale siln€jsi tlaky na omezeni jejiho pouZzivani
vzhledem k obavam z toxicity rtuti [16, 17]. V nékterych zemich bylo jeji pouzivani jiz zcela

zakazano.
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Kapajici rtutova elektroda (DME) se pouziva v polarografii. Sklada se z 12-20 cm dlouhé
kapilary propojené se zasobnikem se rtuti. Vnitini pramér kapilary je obvykle 30-50 um.
Obnovovani kapky rtuti v pribéhu meéteni vede k tomu, Ze nezédvisi na dob¢ elektrolyzy
a polariza¢ni kiivka je stejna pii vzrastu a poklesu potencialu [12]. Hlavni vyhodou DME je
pravidelné odkapavani kapky rtuti a tvorba nové v pribchu meéfeni, coZ minimalizuje
problémy s pasivaci. Méfeni je pak dokonale reprodukovatelné a i vysledky jsou velmi dobie

opakovatelné [5, 9]. Nevyhodou DME je velka spotieba rtuti.

Visici rtutovd kapkova elektroda (HMDE) je nejrozsifenéjsi variantou rtutovych elektrod
a umoziuje elektronické fizeni tvorby kapky. Na rozdil od DME probéhne vzdy cela analyza
na jedné kapce rtuti, kterd je ndsledné odklepnuta a nahrazena dalsi ¢istou kapkou pro
nasledujici méteni. S tim souvisi zvySeni rizika pasivace elektrodového povrchu, ale soucasné
i vyrazné snizeni mnozstvi spotfebované kapalné rtuti [9]. Obdobou HMDE je i statickd
rtutova kapkova elektroda (SMDE), ktera mtiZze byt pouzivana jak v rezimu visici tak kapajici
rtutové elektrody. Na konci kapilary je reprodukovatelné vytvofena visici rtutova kapka,

ktera muze byt v pravidelnych intervalech obnovovana.

Rtutova filmova elektroda (MFE) se vyrabi elektrolytickym vylou¢enim tenké vrstvy rtuti
z roztoku jejich soli na povrch tuhé pracovni elektrody. Rtutova vrstva na povrchu nosice
netvoii souvisly film, ale je tvofena z mnoha malych kapicek rtuti. Tato elektroda se pouziva
zejména pii analyze velmi malych koncentraci latek Casto s vyuzitim predbézné akumulace
analytu na povrchu pracovni elektrody [18]. Rtutovy film 1ze obvykle pouzivat opakované
anevznika odpad kapalné rtuti. Na druhou stranu se film vylu€uje z roztokii toxickych

rtutnatych soli.

2.1.3.2 Pevné pracovni elektrody

Pevné pracovni elektrody jsou na rozdil od rtutovych elektrod z tuhych materiali a béhem
elektrolyzy se na jejich povrchu casto vytvaieji filmy latek adsorbovanych zroztoku nebo
produktii elektrodovych reakci. V pribéhu méfeni se povrch tuhé elektrody neobnovuje.
Z toho vyplyva, ze registrované polarizacni kiivky se od sebe mohou lisit. Vlastnosti pevnych
elektrod mohou byt ovlivnény piedchazejicimi elektrodovymi reakcemi, existuje tzv.
elektrodova pamét a objevuji se problémy s pasivaci povrchu. Voltametrie s vyuzitim

Vv

elektrodami a k dosazeni reprodukovatelnych vysledku je tteba zatadit urcité postupy vedouci
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K regeneraci, resp. Cisténi elektrodového povrchu mezi jednotlivymi meéfenimi. Muize se
jednat jak o mechanické brouseni ¢i lesténi, tak o riazné elektrochemické regeneracni procesy.
Elektrody ztuhych materiald lze vyuzit pii pozitivnich potencidlech a je tedy mozné
analyzovat latky prostfednictvim jejich oxidacnich reakci. Naopak v oblasti negativnich
potenciald byvaji jejich moznosti v porovnani se rtuti omezeny. Vyhodou téchto elektrod je
velmi dobra mechanickd odolnost, kterd umoziuje jejich vyuziti v pritoku i v terénnich
analyzatorech. Ke zvySeni selektivity elektrod se na jejich povrch mohou vazat ruzné latky,
tzv. modifikatory. NejcCastéji pouzivanymi materialy jsou rizné formy uhliku a kovy jako

platina nebo zlato [12].

Uhlikové elektrody maji velky vyznam v soucasné elektrochemické analyze. PouZivaji se
ruzné formy uhliku, které se li§i svymi vlastnostmi. Uhlik (grafit) je pérovity material, jenz
mize adsorbovat roztok. Piikladem méné porézni elektrody je elektroda ze skelného uhliku
(GCE, glassy carbon electrode), jejiz povrch mtze byt vylestén. Dalsi variantou skelného
uhliku je tzv. Reticulated Vitreous Carbon (RVC) majici vysoce poérovitou strukturu. RVC
vznikd pyrolyzou pénovych organickych polymert a je vhodny pro pratokové metody
zaloZené na uplné elektrolyze analytu. Dalsim typem uhlikového elektrodového materialu

ptipravujiciho se pyrolyznimi postupy je tzv. pyrolyticky grafit [12].

Mezi nejbéznéjsi materidly kovovych elektrod patii platina a zlato. Na platinovych
elektrodach probihaji elektrochemické reakce vétSinou rychle. Polarizaéni kiivka se
vyznacuje nékolika oblastmi. V oblasti jedna je z povrchu desorbovan vodik, v oblasti druhé
je povrch platiny ¢isty, v oblasti tieti odpovida proud oxidaci platiny na oxidy, v oblasti ¢tvrté
dochdzi pii dostate¢né pozitivnim potencidlu k rychle vzristajicimu proudu v disledku
oxidace rozpoustédla. V dal$i oblasti dochazi pii zméné¢ sméru polarizace Kk redukci
povrchovych oxidi, v Sesté oblasti dochdzi k adsorpci vodiku, v sedmé oblasti je povrch
vodikem zcela obsazen a dochazi k vyvoji plynného vodiku [12]. Platinové elektrody nasly
uplatnéni napf. pfi stanoveni chlorbenzenu [19]. Zlaté pevné elektrody maji polarizacni
ktivku v zakladnim elektrolytu velmi podobnou kfivce platiny, avSak s tim rozdilem, Ze se
méné projevuji elektrochemické déje, které jsou spojené s adsorpci a desorpci vodiku. Ve
voltametrii se n¢kdy dava prednost zlatym elektrodam pied platinovymi, protoze zlato ma
mensi elektrokatalytické u¢inky a je méné nachylné k otravé katalytickymi jedy [12]. Zlaté
elektrody jsou vhodné napft. ke stanoveni kovi (Cu, Hg) [20] nebo antioxidant V ropnych
produktech [21, 22].
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2.14  Perspektivni elektrodové materialy

Vyvoj novych elektrodovych materiali je nedilnou soucdsti moderni elektroanalytické
chemie. Z hlediska elektrochemickych vlastnosti je u novych elektrod dulezité Siroké
potencialové okno, maly Sum, pouzitelnost v riznych rozpoustédlech i odolnost vici pasivaci
nebo moznost elektrochemické regenerace povrchu. V soucasné dobé¢ se klade diraz také na

minimalni toxicitu materialu vzhledem k Zivotnimu prostiedi [23].

2.1.4.1 Bismutové elektrody

Prvni zminka o pouziti elektrod s povlakem bismutu jako alternativy ke rtutovym elektrodam
byla v roce 2000 [24]. Nejbézng&jsi variantou, ktera se v soucasné dob¢ vyuziva, je bismutova
filmova elektroda (BiFE). Vyrabi se elektrolyticky vyloucenim tenkého povlaku bismutu na
povrchu pevné elektrody (napf. GCE, kovové elektrody), a to z roztoku bismutitych ionti.
Vedle BiFE se pouzivaji také elektrody tvofené bismutovym diskem (BiBE, bismuth bulk
electrode) nebo materidlem s pfimisenym bismutovym praskem (napt.: Bi-CPE, bismuth
carbon paste electrode) [25, 26]. Bismut jako elektrodovy material je velmi zajimavy
z hlediska sledovani katodickych dé&ji a vzhledem k tvorbé intermetalickych sloucenin se
vyuziva nejcastéji pifi rozpousStéci analyze. Bismut nekonkuruje kapkam rtuti ve smyslu
obnovovani povrchu elektrody, protoze rtut’ je za normalnich podminek kapalina, kdezto
bismut je stiibroleskly pevny kov. Bismutové elektrody v porovnani se rtuti maji omezené;jsi
rozsah vyuzitelného potencialu, protoze Bi je mén¢ uslechtily kov nez Hg. Povrch BIiFE se
obvykle regeneruje mechanickym otfenim filmu nebo jeho anodickym rozpousténim [27, 28].
pticemz se film kovu na elektrodé vylucuje elektrolyticky ptimo v méfeném roztoku béhem
akumulace analytu. Povlaky vylucované in situ postaci pouze pro jedno méfeni a na konci
rozpoustéciho kroku analyzy jsou zpovrchu elektrody odstranény. Piiprava ex situ
piedstavuje depozici bismutovych povlakii ze specialnich pokovovacich roztokda.
Vyredukované povlaky byvaji kompaktnéjsi a daji se pouzivat po celou sérii méfeni [29].
Bismutové elektrody maji uplatnéni zejména pro stanoveni kovll s vyuzitim rozpoustécich
technik, napf. Cd, Pb, Zn, In, Cu, Ni a Co [30], ale v poslednich letech se stale Casté&ji

vyuzivaji i v oblasti analyzy organickych latek, napf. 1éCiv, pesticida apod. [31].
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2.1.4.2 Amalgamové pracovni elektrody

Prvni zminka o amalgamovych elektrodaich (MeSAE, solid amalgam electrode) pochazi
rovnéZ z roku 2000 z Fyzikalniho tstavu Jaroslava Heyrovského AV CR v Praze, kde autofi
L. Novotny a B. Yosypchuk vydali publikaci pod ndzvem ,Pevné stifibrné amalgamové
elektrody” [32]. Amalgamové elektrody dovoluji v mnoha ptipadech nahradit HMDE
a soucasn¢ vnasi nove, na Cisté rtutovych elektrodach neproveditelné moznosti. Amalgdmové
elektrody jsou znetoxického materialu, coz je piiznivé vzhledem K zivotnimu resp.
pracovnimu prostiedi. Jsou vhodné zejména pro méfeni redukénich procesii diky vysokému
prepéti vodiku. Poskytuji tedy Siroké potencialové okno v katodické oblasti stejné jako
elektrody rtutové. Stejné tak se pfili§ nepouzivaji pro sledovani oxidacnich procest
predevsim kviilli snadnému rozpousténi materidlu elektrody jiz pifi nizkych kladnych
potencialech [33]. Nejvétsim problémem u pevnych amalgamovych elektrod je jejich

regenerace a s tim spojena horsi opakovatelnost méfeni v porovnani s HMDE [34].

Podle zédkladnich vlastnosti lze amalgamové pracovni elektrody rozdélit na dvé hlavni
skupiny:

- amalgam je tvofen kovem, piipadné nekolika kovy u viceslozkovych pevnych
amalgami, ktery je elektrochemicky méné¢ aktivni nez rtut. NejCastéji se pouziva
zlato, sttibro, iridium — elektrody se chovaji spiSe jako rtutové;

- amalgdm je tvofen kovem nebo v piipad¢ viceslozkovych pevnych amalgdmi
alespoil jednim kovem, ktery je elektrochemicky aktivnéjsi nez rtut’. Pouziva se méd’,
bismut, kadmium — pfi analyze se vyuziva specifické interakce (napf. tvorby

komplexii) analytu s danym kovem [34].

Doposud byly navrzeny a popsany nasledujici typy pracovnich elektrod zaloZzenych na
amalgamovém elektrodovém materialu:
- pevnd amalgdmova elektroda (MeSAE), kterd je tvofena pevnym amalgamem
vybraného kovu. Podle stavu povrchu MeSAE je mozné rozlisit:

o lesténa (p-MeSAE) — neobsahuje kapalnou rtut), jeji povrch je vylestén;

o filmova (MF-MeSAE) — p-MeSAE, jejiz povrch je pokryt rtutovym filmem;

o mMmeniskova (M-MeSAE) — p-MeSAE, jejiz povrch je pokryt rtutovym

meniskem [32, 33];

- pastova amalgamova elektroda, kdy lze podle struktury rozlisit:
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o pasta s pastovaci kapalinou (MeSA-PE) — jemny prasek pevného amalgamu je
smisen s kapalnym olejem;
o pasta bez pastovaci kapaliny (MeA-PE) — pastovy amalgam s relativné velkym
obsahem kovu [35];
- kompozitni amalgamova elektroda (MeSA-CE) — je tvofena smési jemného prasku
pevného amalgamu a tuhého polymeru [33, 34];
- krystalova stiibrnd amalgamova elektroda (CAgAE) — je tvofena jednim krystalem

amalgamu [36].

Stribrnd pevnda amalgamova elektroda (AgSAE) se stala nejcastéji vyuzivanou variantou ze
vSech vySe uvedenych typli amalgamovych elektrod. Pfiprava této elektrody je velmi
jednoducha. Lze ji pfipravit naplnénim vhodné sklenéné trubicky praskovym stiibrem
a ponofenim do kapalné rtuti. Vznikd mechanicky stabilni a netoxicky amalgam, ktery mtize
byt pouzit jako p-AgSAE nebo dale modifikovan napf. rtuti (m-, MF-AQSAE). Nejcastéji se
V praxi pouziva m-AgSAE, jejiZ vlastnosti se diky rtutovému menisku nejvice blizi HMDE
[27]. Na zafatku kazdého pracovniho dne je nutné elektrodu aktivovat obvykle v 0,2mol/I
KCl pii potencialu -2200 mV a mezi jednotlivymi méfenimi se provadi elektrochemicka
regenerace povrchu, a to pfimo v analyzovaném roztoku [37]. AQSAE ma Siroké moznosti
uplatnéni jak pfi stanoveni anorganickych latek (napf. Cu2+, Pb2+, Cd2+, Zn2+, TI [32, 38],
jodi¢nant [39]), tak v oblasti analyzy organickych latek (napf. 1éCiv, vitamind, pesticidu,
karcinogennich latek apod. [37, 40-42]). Rada praci je zaméfena také na vyuziti této elektrody
pti analyze DNA, ¢i peptidu [43-46].

2.1.4.3 Uhlikové pastoveé elektrody

Mezi perspektivni elektrodové materidly na bazi uhliku patii rovnéz uhlikové pasty, které jsou
smési uhlikového prasku a vhodného pojiva [47]. Uhlikové pastové elektrody (CPE, carbon
paste electrode) maji specifické rysy a unikatni vlastnosti. Pfi pfipravé se pouzivaji komeréné
dostupné spektralni grafitové prasky vyhovujici prevazné z hlediska velikosti zrn (um),
distribuce velikosti ¢astic, vysoké chemické Cistoty a snizené absorpcni schopnosti [47]. Jako
pojivo se vyuziva organicka kapalina (parafinové a mineralni oleje), ktera poté rozhoduje
0 vetsing typickych vlastnosti past. Kapalné pojiva musi spliiovat nasledujici podminky:

- chemickou netecnost a elektroinaktivitu,

- vysokou viskozitu a malou tékavost;

- minimalni rozpustnost ve vodg¢;
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- sniZenou misitelnost s organickymi rozpoustédly [47].

Povrch elektrody se da snadno regenerovat setfenim pouzité pasty a vytlaGenim nové [48].
Uhlikové pastové elektrody 1ze modifikovat pfimisenim vhodného modifikatoru do smési pii
piipravé pasty (napt. enzymy) [49]. Uhlikové pastové elektrody nasly uplatnéni v analyze
anorganickych i organickych latek, biologicky vyznamnych latek i 1é¢iv [49-54].

2.1.4.4 Komporzitni elektrody

Kompozitni elektrody jsou vyrobeny z materidlu, ktery predstavuje smés minimalné€ jednoho
vodi¢e a jednoho izolatoru [55]. Mezi kompozitni elektrody patii kompozitni uhlikové
elektrody obsahujici smés uhliku, pojiva a v nékterych ptipadech se pridava i tékavé
rozpoustédlo. Rozdil mezi pastovymi a kompozitnimi elektrodami je ten, Ze pojivem jiZ neni
kapalina, ale pevna nevodiva latka v tomto piipad¢ nejcastéji polymer. Kompozitni tuha
elektroda se ptripravuje rozpuSténim polymeru, ten se ndsledné smichd s uhlikem a t€kavym
rozpoustédlem, které se odpafi a vznikne tuha elektroda [56]. Vedle uhlikovych byly popsany

také kovové kompozitni elektrody, napt. zlaté [57] a stiibrné [58].

Kompozitni elektrody jsou velmi stabilni a mechanicky odolné. Regenerace povrchu muize
probihat elektrochemicky, nebo se elektrody lesti na aluminé€. Jsou vhodné pro meéteni pii
velmi pozitivnich potencidlech a jsou stabilni v organickych rozpoustédlech. Nevyhodou
téchto elektrod jsou problémy zplsobené casovymi zménami kvality povrchu. Kazda
nasledujici analyza je =zatizend pfedchozimi méfenimi. Casto dochazi k pasivaci
elektrody [59]. Kompozitni elektrody je mozné modifikovat napt. enzymy [60, 61] nebo
Nafionem [62]. Tyto elektrody nasly uplatnéni pfevazné v anodické rozpoustéci voltametrii

pii analyze kovi napt. Pb, Cd, Cu atd. [63, 64], chloridu [65], As [66], dopaminu [62].

2.1.5 Borem dopovana diamantova elektroda

Prvni studie o diamantovych elektrodach byla popsana v roce 1983 [67], kdy japonsti védci
navrhli implementaci diamanti na elektrody. Ty byly nasledné aplikovany v oblasti
elektrochemie. Diamant je mimofadné¢ mechanicky i chemicky stabilni, je to jeden
z nejlepsich ptirodnich izolatorti a pro elektrochemické vyuziti je nutné jej dopovat atomy
jinych prvkd, nejcastéji se pouzivaji atomy boru (B) [68]. Diamantové elektrody se pouzivaji
ve formeé tenkych polykrystalickych filmu, které se pripravuji chemickou depozici par (CVD).

Na svém povrchu maji monovrstvu vodiku, ¢ehoz je dosazeno zavadénim vodiku do reakcni
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komory pii konecné fazi depozice [27]. K depozici diamantového filmu se pouziva smés
metanu a vodiku. Pfitomny vodik zabraiiuje depozici nenasycenych spz-hybridizovan}'/ch
uhlikovych struktur, tim se potlacuje vznik grafitového uhliku v diamantovém filmu. Do
smési plynt se jako zdroj B piridava diboran [69]. Hlavnimi vyhodami borem dopované
diamantové elektrody (BDDE) jsou nizka kapacita elektrické dvojvrstvy, Siroké potencialové
okno umoznujici studium katodickych i anodickych d&u a velmi nizka adsorpce latek na
povrchu elektrody. Elektrody jsou biokompatibilni a umoziuji snadnou implementaci do zivé
tkan¢ s minimalni pravdépodobnosti negativni biologické odezvy [70, 71]. BDDE je malo
nachylna K pasivaci, tudiz je v mnoha ptipadech idealnim elektrodovym materialem. Pouziva
se ke stanoveni velkého mnozstvi anorganickych i organickych latek [71, 72]. Jeji povrch Ize
také ruzné modifikovat, napi. DNA [73], enzymy [74] ¢i proteiny [75] pro aplikace

Vv biotechnologiich.

U pevnych pracovnich elektrod se obvykle zatazuji rizné mechanické nebo elektrochemické
postupy vedouci k regeneraci, aktivaci nebo jiné upravé povrchu pied a mezi jednotlivymi
méfenimi, které vedou ke zvySeni métfenych voltametrickych signali, zabranéni pasivaci
povrchu elektrody, zajisténi opakovatelnych a reprodukovatelnych vysledka [76]. U BDDE
ma velky vliv na elektrochemické vlastnosti tzv. terminace [77]. Katodickou ¢i anodickou
predupravou lze dosdhnout O-terminovaného nebo H-terminovaného povrchu [78]. Povrch
diamantu, ktery ma volné vazby ukonéené vodikem je hydrofobni (H-terminace) a malo
aktivni. Oxidovany povrch diamantu obsahuje kyslikaté funkéni skupiny a je hydrofilni (O-
terminace) [27, 72]. Pfeména vodikem terminované elektrody na elektrodu terminovanou
kyslikem je dana vkladanym potencialem a hodnotou pH roztoku, ale i vzdusny kyslik ma
vliv na stabilitu vodikového povrchu. BDDE s H-terminovanym povrchem vykazuji rychle;jsi
pienos elektroni. Je také zpomalen vyvoj vodiku a kysliku na koncich potencidlového okna,
protoze se na elektrody neadsorbuji polarni slouceniny [79]. Jak jiz bylo uvedeno vyse, O-
terminované elektrody jsou hydrofilni, a tudiz vykazuji nizsi vodivost [78]. Oxidace se
nejcastéji provadi elektrochemicky v kyselém prostiedi, kdy se na elektrodu vlozi kladny
potencial z oblasti rozkladu zakladniho elektrolytu [78, 79]. Na elektrod¢ tak vznikaji OH
radikaly (rovnice 4), které oxiduji povrch BDDE.

H,O (BDD) —»HO- + H" + e~ (4)

Katodické predcisténi ma vyznam pro rychlejsi pienos elektronl, zvySeni signdlu a lepsi

opakovatelnost. Katodicka redukce se provadi také v kyselém prostiedi vlozenim zaporného
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potenciadlu. Katodicka piediprava musi byt aplikovana tésné pred -elektrochemickym
experimentem, aby doslo ke spolehlivym a reprodukovatelnym vysledkim z davodu
nestability elektrody na vzduchu. Anodické ptedcCisténi se obvykle provadi jako prevence

zneCisténi, resp. pasivace elektrody [73].

Kvalita povrchu BDDE se obvykle zkouma pomoci Ramanovy spektroskopie a skenovaci
elektronové mikroskopie (SEM) [80]. Tyto elektrody mohou mit kovové, polovodi¢ové nebo
vV diamantovém filmu, krystalické uspofadani a obsah necistot ve filmu. Elektrody se dopuji
na obsah od 10'" do 10% atomi B na cm > diamantového filmu. Cast&ji se obsah B vyjadfuje
jako pomér boru a uhliku (B/C) ve smési plynli pii depozici. Uvedeny rozsah odpovida

poméru B/C v plynné fazi od 500—15 000 ppm [71, 82].

Ke studiu elektrochemickych vlastnosti diamantového filmu se obvykle vyuziva cyklicka
voltametrie reverzibilnich redoxnich systémii, napi. [Fe(CN)e]’ ", [Ru(NHs)e]*"'?*. Rozdil
potencidlu katodického a anodického piku nebo pomér proudu anodického a katodického
signalu se vyuziva k charakterizaci diamantového filmu [83, 84]. S rostoucim pomérem B/C
se obvykle reverzibilita signalti zlepSuje, coz je spojeno s mnozstvim povrchové aktivnich
mist BDDE slouzici k ptenosu elektrontl. Potencidlové okno se se zvySujicim obsahem boru
zuzuje, pricemz toto z(zeni je mnohem vyraznéjsi na katodické stran¢ [85]. Elektrochemicky
aktivni mista na povrchu elektrody jsou zavisla na Gc¢innosti dopovéani boru a zda se, ze
s klesajicim obsahem boru klesa dostupnost téchto elektrochemicky aktivnich mist, coz vede
k rozsifeni potencialového okna [86, 87]. V neposledni fadé je obsahem boru ovlivnéna také
mez detekce, ktera s rostouci koncentraci boru v BDD filmu obvykle klesa. Se zvySujici se

koncentraci boru se zlepSuje opakovatelnost a citlivost stanoveni [85, 88].

Borem dopovany diamant je velmi specificky -elektrodovy materidl s vyjimecnymi
elektrochemickymi vlastnostmi, které jsou zavislé na mnoha okolnostech. Proto je BDDE se
svymi vlastnostmi stdle pfedmétem zkoumdni a i tato diplomovad prace je zaméfena na
studium elektrochemickych vlastnosti této elektrody v zavislosti na obsahu boru
Vv diamantovém filmu. Pfedmétem prace je rovnéz testovani BDDE s riznym obsahem boru

pii praktické aplikaci stanoveni leukovorinu.
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2.2  Leukovorin

Leukovorin (LV, kyselina folinova, 5-formyltetrahydrofolat monoglutamat, 5-formyl-
Hsfolate, CyH21CaN;O;) patii do skupiny metabolitd kyseliny listové (FA). Jde o0 jeji
redukovanou formu. Strukturni vzorce obou latek jsou uvedeny na obrazku 8. LV se poji
s 1écbou nadorovych onemocnéni, kdy se pouziva jako antidotum Kk ochran¢ zdravych bunék
pred toxickymi ucinky tzv. antifolatti aplikovanych ve vysokych davkach pii chemoterapii
[89, 90]. Dale se LV bézné podava ve spojeni s 5-fluorouracilem (5-FU) ke zvyseni jeho
cytotoxického ucinku [91].

ﬁK/UAQAgH

Obrazek 8 Strukturni vzorce kyseliny listové (A) a leukovorinu (B)

A

2.2.1  Fyzikalné chemické vlastnosti leukovorinu

Leukovorin neboli kyselina folinova je béZovy prasek bez zapachu s molekulovou hmotnosti
473,44 g/mol. Hodnota pH je udavana jako 6,8-8,0 pii 25 g/l. Rozpustnost ve vod¢ je 4 g/l,
teplota rozkladu se pohybuje v rozmezi 240-250 °C. LV je chemicky stabilni za skladovacich
podminek, uchovava se na chladném misté pii teploté 2-8 °C v dobie uzaviené nadobé na
suchém a vétraném misté. Je nereaktivni a neslucitelny se silnymi oxida¢nimi cCinidly.
Z hlediska akutni toxicity je LV netoxicky. U zvifat, resp. u laboratornich krys byly
pozorovany piiznaky akutni oralni expozice LV. LDsy, coz je davka, kterd vede k umrti
poloviny testovanych zvitat, je vétsi nez 8§ 000 mg/kg télesné hmotnosti. Dle IARC zadna ze
slozek obsazenych v této latce nebyla identifikovana pii hladinach vétSich nebo rovnych
0,1 % jako pravdépodobny, moZny nebo prokidzany karcinogen. Dle Nafizeni (ES)
¢. 1272/2008 [92] je LV Kklasifikovan jako drazdivy pro kizi, dale muze dojit pii kontaktu
socima k podrazdéni, je dechové senzibilni, zpisobuje senzibilitu kize a jednorazovou
expozici pro cilovy organ, resp. dychaci systém. LV je také klasifikovan jako zdravi Skodlivy,
jak ukazuji piktogramy na obrazku 9 [92, 93].
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Obrdzek 9 Piktogramy charakterizujici nebezpecné viastnosti LV
A — dechove senzibilni, B — zdravi nebezpecny

2.2.2  Mechanismus pusobeni leukovorinu pri medicinskych aplikacich

Folaty se v organismu podileji na pienosu jednouhlikovych zbytki (C1), které hraji
vyznamnou roli pfi syntéze purind. Obecné hraji FA a folaty klicovou roli v metabolismu
aminokyselin, pfi syntéze nukleovych kyselin, pfi déleni a syntéze bunék a pii tvorbé

¢ervenych krvinek [89, 94].

Nositelem biologické aktivity LV je jeho L-forma, ktera je v organismu pieménovana mimo
jiné na 5-methyl-tetrahydrofolat (5-methyl-THF), ktery dale prechazi na dalsi aktivni THF.
THF s polyglutamovym fetézcem jsou schopny ptrendset uhlik v riznych oxidacnich stupnich
a proto jsou na rozdil od jinych pfenaseci C1 zbytkli (napf. biotinu) povazovany za
univerzalni. Pokud je potfeba THF pienasect nizsi nez produkce, jsou tyto latky skladovany
Vv jaternich bunikach [95]. C1 zbytky vznikaji napf. pfi pfeméné¢ aminokyseliny serinu na
glycin, pfi Stépeni glycinu glycinsynthasou nebo pii degradaci histidinu. Poté jsou kovalentné
vazany na N(5) nebo N(10) atomy v molekule THF. VVzhledem k roli THF v organismu nasel
LV Siroké uplatnéni v souc¢asné mediciné. Vyuziva se pii 1€cbé megaloblastické anémie
s prokazanym deficitem FA, pokud neni mozna pfimo terapie kyselinou listovou. Vyznamna
je také aplikace v kombinaci s protinadorovymi 1éCivy, jejichz cytostaticky ucinek bud’

zvysuje, nebo naopak piisobi jako jejich antidotum.

Latka, ktera blokuje syntézu purinu v bunikach, se nazyva metotrexat (MTX, obrazek 10A).
MTX inhibuje enzym dihydrofolat reduktazu, coz vede K inhibici déleni bunék. Tento
mechanismus je vyuzivan pii 1é¢bé psoriazy, revmatoidni artritidy, Crohnovy choroby
a zejména pak zhoubnych nadort bunék imunitniho systému, zhoubnych nadort vznikajicich
v déloze v pti¢inné souvislosti s t€hotenstvim nebo malignich kostnich nadort. Pti aplikaci
MTX ovSem dochazi také k toxickému u¢inku na zdravé, rychle proliferujici tkané. Proto se

vyuziva LV jako antidotum [94, 96]. Intracelularni interakce MTX a LV je zndzorn€na na
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obrazku 11. MTX, vzhledem k podobné struktuie s folaty, vstupuje do bunky stejnymi
receptory jako folaty. Uvnitt buiky vznikaji glutamaci za piitomnosti enzymu
folylpolyglutamatsyntetasy polyglutamaty (MTX(Glu),), které se ukladaji v bufice. Pokud je
V bunice pfitomen MTX nebo MTX(Glu), dochazi k jeho navazani na enzym DHFR a jeho
nasledné inhibici, coz zpisobuje zastaveni redukce folatt ptes dihydrofolaty (DHF) az na
THF. Po vycerpani THF v organismu dojde k poruseni vSech reakei, kterych se tyto pienasece
zucCastiiuji. Vysledkem je porucha syntézy nukleovych kyselin a zastaveni déleni bunck.
Aplikace LV naopak vede k obnoveni reakci folatt, nebot’ LV neni nutné ptred dalSimi
reakcemi redukovat pomoci DHFR. Dostate¢na koncentrace LV zptsobi vytésnéni MTX
z DHFR a znovuobnoveni funkce tohoto enzymu. LV vstupuje pfednostné¢ do zdravych
bunck, u kterych zplsobuje nedostatek redukovanych folati smrt po 42 az 48 hodinach.
U malignich bunék vyrazné citlivéjSich na ptitomnost MTX dochazi k zaniku mnohem dfive.
Pokud by ovsem k podani LV nedoslo vcas, kromé poskozeni rapidné se de€licich bunék

rakovinnych by byly poskozeny i bunky zdravé [97].

Obrazek 10 Strukturni vzorec metotrexdtu (A) a 5-fluorouracilu (B)

LV také zvysuje cytostaticky ucinek 5-FU (obrazek 10B) pfi 1é€bé karcinomt tlustého stieva,
Zaludku, kone¢niku a také slinivky bfiSni. 5-FU inhibuje enzym thymidilatsyntasu, ktery je
nezbytny pi1 metylaci dUMP (deoxyuridinmonofosfat) na dTMP (deoxythymidinmonofosfat),
coz zpusobuje nedostatek dTMP pro syntézu nukleovych kyselin a vede primarné k bunécné
smrti rapidné se délicich malignich bunék. Protinadorovy uc¢inek 5-FU je mozno podpofit tzv.
biochemickou modulaci pravé vlivem LV. Tento synergismus LV a 5-FU v cytostatickém
ucinku je zalozen na kovalentni vazbé enzymu thymidilatsyntasy a 5-FAUMP (5-
fluorodeoxyuridinmonofosfat, metabolicky derivat 5-FU) zesilené pfitomnosti 5,10-methylen-

THEF, ktery vznikd pravé transformaci LV. Podani leukovorinu musi vzdy piredchazet podani
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5-FU a vyzaduje pfesné¢ davkovaci schéma, protoze muze vést i ke zvySeni nezddoucich
ucinkil 5-FU. Nezadouci ucinky samotného LV jsou vzacné. Miize se vyskytnout alergicka
reakce, nevolnost a zvraceni. Leukovorin je pfednostné vyluCovan ve formé metaboliti moci

a v malém mnozstvi i stolici [89, 97, 98].
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Obrazek 11 Schéma vzajemného piisobeni MTX a LV uvniti bunky [94]

MTX — metotrexat, MTX(Glu),— polyglutamat metotrexatu, FH2 — dihydrofolat, FH4 — tetrahydrofolat,
CH2FH4 — 5,10-methylentetrahydrofolat, RNA — ribonukleova kyselina, DNA — deoxyribonukleova kyselina,
TMP — thymidinmonofosfat, TTP — thymidintrifosfat, dUmp — deoxyuridinmonofosfat.

2.2.3  Voltametrické chovani leukovorinu

V literatufe byly popsany rGzné analytické metody urené pro stanoveni leukovorinu.
Nejcastéji se vyuziva kapalinova chromatografie (HPLC) s gradientovou eluci a dudlni
detekci, konkrétné UV absorpce a fluorescence [99, 100], nebo fluorescenéni detekei [101].
Dalsimi metodami vhodnymi pro stanoveni LV jsou spektrofotometrie [102], fluorimetrie
[103] nebo kapilarni elektroforéza [104].

Vzhledem ktomu, ze LV je elektrochemicky aktivni latka, mize byt stanoven rovnéz
voltametricky. Elektrochemické metody jsou vyuzivany zejména pro jejich rychlost, dobrou

citlivost, ¢asovou nenaro¢nost, nizké potizovaci a provozni naklady a casto jednodussi
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ptipravu vzorku k analyze. Roli hraje také moznost miniaturizace. Voltametrickému chovani
LV neni v literatufe vénovano mnoho pozornosti. V praci [105] z roku 1994 autofi Stejskal
a Heyrovsky studovali voltametrické chovani LV na HMDE v prostiedi acetatového pufru
0pH 4,7 pomoci cyklické voltametrie a navrhli metodu pro jeho stanoveni s vyuzitim
adsorptivni rozpoustéci voltametrie (AdSV) [105]. Obdobné vysledky ziskali i autofi
Selesovska a kol. [94] na HMDE i p-AgSAE a m-AgSAE. Pro studium voltametrického
chovani LV byla opét pouzita CV nebo DCV a pro jeho stanoveni rozpoustéci DPV.

Jak je vidét na obrazku 12, LV poskytoval na HMDE ve slabé kyselém prostiedi 3 oxidacni
(Epir=—-180 mV, Ep=—-330mV a Ep;-=-950 mV; pH 5) a 2 redukéni (Ep =—440 mV
a Epp = -850 mV; pH 5) signaly. Oxida¢nimu piku 3° odpovida piislusny redukéni signal 2.
Dalsi dva registrované oxidacni signadly 1° a 2° odpovidaly dvoustupniové oxidaci na
pteridinovém jadre. Produkt této reakce byl nésledné opét redukovan (pik 1). Signal
redukéniho piku 1 bylo mozné zesilit pfedfazenim akumula¢niho kroku. Obdobné vysledky
byly ziskany rovnéz s vyuzitim AgSAE [94, 105]. V obou uvedenych publikacich bylo
potvrzeno, ze je mozné LV adsorbovat na rtutovy povrch, cehoz mize byt dale vyuzivano pro
jeho voltametrické stanoveni. V praci [94] autofi navrhli metodu stanoveni LV zalozenou na
redukci oxidované formy LV a to s vyuzitim AdSV v kombinaci s AGSAE. Navrzenou

metodu pak uspésné aplikovali pii analyze realnych vzorki injek&nich roztokd.
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Obrdazek 12 Zaznam cyklického voltamogramu LV naméreny na HMDE v prostiedi o pH 5 a 9 [94];
cv = 2x107°mol L™, 1,2 — redukéni piky poskytované oxidovanym LV, 1°,2°,3" - oxidacni piky poskytované LV
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3  Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

Vsechny pouZzité chemikalie pro pfipravu standardnich roztoki a elektrolytii byly Cistoty p.a.
Zasobni roztok LV (Sigma-Aldrich, Praha) o koncentraci 1x10 >mol/l byl pfipraven
rozpusténim odpovidajici navaZky jeho vapenaté soli v destilované vod¢ a uchovavan bez
piistupu svétla v lednici. Analyzované roztoky o nizsich koncentracich byly pfipravovany
denn¢ Cerstvé fedénim zasobniho roztoku. Jako elektrolyt byl pouzivan Brittoniv-Robinsontv
pufr (BRB) Vv rozmezi hodnot pH 2-12. BRB byl pfipraven smichanim kyselé a alkalické
slozky. Kysela slozka sestavajici zroztoku H3PO, H3BO3; a CH3;COOH o koncentraci
0,4 mol/l byla pfipravena nafedénim ze zasobnich kyselin 85% H3PO4 a 99,8% CH3;COOH
a rozpusténim navazky pevné 99,8% H3BO, (vSechny Sigma-Aldrich, Praha). Alkalickou
slozku tvofil roztok NaOH (Lachema, Brno) o koncentraci 0,2 mol/l. Roztoky H,SO,
o koncentraci 0,5 a 0,05 mol/l byly piipraveny nafedénim 96% H,SO, (Penta-Svec, Praha).
Dale byl pouZivan jako elektrolyt roztok KCI (Penta-Svec, Praha) o koncentraci 0,1 mol/l,
ktery byl ptipraven rozpusténim vhodné navazky pevného KCI v destilované vod¢. Zasobni
roztoky Ks[Fe(CNg)] a [Ru(NHs)e]Cls (oba <99 %, Sigma-Aldrich, Praha) o koncentraci
2,5x10° byly piipraveny rozpusténim vhodné navazky pevné latky vroztoku KCI.
Analyzovany farmaceuticky piipravek ve formé prasku pro pfipravu injekéniho roztoku

,Leucovorin Ca LACHEMA 10* pochazel od firmy Pliva-Lachema, Brno.

3.2  Pristrojové vybaveni

Vsechna voltametrickd méfeni byla provedena pomoci pocitacem fizeného Eco-Tribo
Polarografu (Polaro-Sensors, Ceska republika) se softwarem POLAR.PRO verze 5.1 pro
Windows XP, a to v tiielektrodovém uspotadani. Jako pracovni elektroda slouzila komeréné
dostupnd BDDE (Windsor Scientific, Velka Britanie) s pracovnim povrchem 7,07 mm?
a pomérem B/C vplynné fazi pii depozi¢nim kroku deklarovanym vyrobcem 1000 ppm
(obrazek 13A). Dale byly pouzity laboratorné¢ vyrobené BDDE (obrazek 13B) s pracovnim
povrchem 0,43 mm? a pomérem B/C 1000, 2000, 4000, 8000, 10 000 a 20 000 ppm (vSechny
Slovenskéd technickd univerzita v Bratislavé, Slovenskd republika). Jako referentni byla
pouzita nasycena argentchloridova elektroda (Ag/AgCI(KCI, satur.)) a jako pomocna slouzil
platinovy (Pt) dratek (obé Monokrystaly Turnov, Ceska republika). Viechna méfeni byla

provadéna pii laboratorni teplot¢ (23+2 °C) a za pfitomnosti kysliku, tedy bez bublani

38



roztoku. Pro ovéteni vlivu ptipadného odstranéni O, z roztoku bylo zafazeno bublani dusikem
(t¥ida Cistoty 4.0; Linde, Ceska republika). Béhem méfeni byla udrzovana dusikova atmosféra

nad roztokem.

"'1“

Obrazek 13 Porovndni komercné dostupné (A) a laboratorné vyrobené (B) BDDE s vioZzenym SEM
snimkem detailu pracovni plochy

Ramanova spektra byla méfena za pouziti konfokalniho systému ISA Dilor-Jobin-Yvon-Spex
LabRAM s laserem He-Ne o vinové délce 632,8 nm. Skenovaci elektronova mikroskopie byla
provadéna s pouzitim skenovaciho elektronového mikroskopu JOEL JSM-7500F. Hodnoty
pH byly méfeny pomoci pH metru Accumet AB150 (Fisher Scientific, Ceské republika). Pro
ptipravu roztokd byly pouzity analytické vahy (Kern, Ceska republika). Automatické pipety
(Biohit PLC, Finsko, Thermo Scientific, Finsko, Eppendorf Research Ceska republika)

slouzily pro davkovani roztokd.

VSechny grafy prezentované v praci byly ziskany pomoci softwaru MS Excel 2010
(Microsoft, USA). Parametry kalibracnich pfimek a intervaly spolehlivosti byly vypocteny
pomoci programu OriginPro 9 (OriginLab Corporation, USA) na hladiné vyznamnosti 0,05.
Statistick¢ parametry, jako je limit detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ), byly
vypocitany z naméfenych koncentra¢nich zavislosti jako 3x, resp. 10x smérodatna odchylka

useku podélend smérnici kalibracni ptimky.
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3.3 Pracovni postupy

3.3.1  Priprava BDDE k méfeni

Jak jiz bylo uvedeno vyse, komeréni BDDE pochazela od firmy Windsor Scientific z Velké
Britanie. Laboratorné pripravené BDD elektrody S riznym obsahem boru byly dodany
pracovniky Ustavu elektroniky a fotoniky Slovenské technické univerzity v Bratislavé. Pro
depozici diamantového filmu byla pouzita metoda studenych par (CVD) s reaktorem se
zhavenymi vlakny (HF). Substratem byla kiemikova desti¢ka s tenkou vrstvou SiO, (CVD,
Oxford PlasmaLab 80). Jako zdroj boru byl pouzit piidavek trimetylboranu (TMB) do plynné
smési CH4 a H,. Obsah CH,4 ve smési byl nastaven na 1 %. Pomér B/C v plynné fazi se ménil
v rozsahu od 1000 do 20 000 ppm. Podrobny postup vyroby elektrod a konkrétni podminky
depozice diamantového filmu jsou uvedeny v praci [84]. Na obrazku 14 je uveden zaznam ze

SEM, kde je patrné rozhrani mezi substratem s vrstvou SiO, a deponovanym BDD filmem.

Vsechny pouzit¢ BDD elektrody byly aktivovany, resp. regenerovany stejnym zptisobem.
Pied zahajenim meéteni byla kazda elektroda vzdy aktivovana v 0,5mol/l H,SO4, kdy byl
nejprve na elektrodu vloZen katodicky potencial (Ex) —2000 mV na dobu 60 s a poté anodicky
potencial (E;) +2000 mV opét na 60 s. Nasledovalo prométeni 20 cyklickych voltamogramu
od pocate¢niho potencidlu (E,.:) —1000 mV do potencidlu obratu (Egpray) +2000 mV pfi
rychlosti polarizace 100 mV/s. Mezi jednotlivymi méfenimi pak byl vlozen na elektrodu
pozitivni regeneracni potencial (Ereg) +2000 mV na dobu (trg) 5 s. Tento krok zajistoval O-
terminovany povrch pouZité elektrody béhem méteni a soucasné oxidaci piipadnych necistot

na povrchu zachycenych.

Obrdazek 14 SEM snimek BDD filmu deponovaného na povrchu Si substrdtu s tenkou vrstvou SiO, [84]
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3.3.2 Voltametricka méreni

Pro studium voltametrického chovani LV na komeréni BDDE byla pouzita metoda cyklické
voltametrie (CV). Byly zaznamenany zavislosti ziskanych signali na pH a rychlosti
polarizace (v). Méfeni probihalo v rozsahu potencidli Eyo: —1000 MV a Egyray 2000 mV pti
v 100 mV/s. Pfi studiu vlivu v na voltametrické chovani LV byla rychlost ménéna v rozsahu
25-500 mV/s. Pro vyvoj metody stanoveni LV na BDDE byla pouzita diferen¢ni pulzni
voltametrie (DPV) v prostiedi BRB o pH 3. Po optimalizaci parametrii byly pro vSechna dalsi
méfeni na vSech pouzitych pracovnich elektroddch nastaveny nasledujici hodnoty: Epe
—700 mV, konec¢ny potencial (Exon) +1800 mV, Ereg +2000 mV, tieg 5's, v 40 mV/s, sitka pulzu
20 ms a vyska pulzu +50 mV. Ziskané vysky pikt byly vyhodnoceny pomoci spojnice

zacatku a konce piku.

Pti elektrochemické charakterizaci BDD filmu s pomérem B/C 1000, 2000, 4000, 8000,
10000 a 20000 ppm metodou CV bylo vyuzito reverzibilnich redoxnich systémi
[Fe(CNe)]3*’4* a [Ru(NH3)6]3+/2+. Pied zahijenim méfeni byla pfislusna elektroda vzdy
aktivovana postupem uvedenym v kapitole 3.3.2. Pro oba systémy byly nastaveny parametry
méfeni v rozsahu E,: —1600 mV az Egprary #1800 mV pii v 100 mV/s. Pii méfeni zavislosti na
rychlosti polarizace se v ménila nasledujicim zptsobem: 10, 20, 50, 100, 200, 300, 400
a500 mV/s. Zuvedenych meéteni byly vyhodnocovany rozdily potencialtt anodického
a katodického signalu (AEp), poméry vysek anodického a katodického signalu (14/lc), byl
pocitan elektrochemicky aktivni povrch jednotlivych elektrod pomoci Randles-Sevéikovy
rovnice [106] a také zdanliva rychlostni konstanta pfenosu naboje (koapp) podle Nicholsona
[107].

3.3.3  Analyza farmaceutického pripravku

Analyzovanym praktickym vzorkem byl farmaceuticky ptipravek ,Leucovorin Ca
LACHEMA 10 (Lachema, Brno), coz je prasek pro ptipravu injekéniho roztoku. Roztok
(obrazek 15) byl pfipraven podle navodu od vyrobce rozpusténim 10 mg prasku v 1 ml
destilované vody. Koncentrace takto pfipraveného roztoku byla piiblizng 1,955x10 % mol/l
(vypocteno na zakladé mnozstvi prasku v ampulce deklarovaného vyrobcem). Pro naslednou
analyzu byl tento roztok 10x zfedén (1,955x10 > mol/l). 10 ul piipraveného roztoku vzorku
bylo pfidano do polarografické nadobky k 10 ml zakladniho elektrolytu (BRB o pH 3).
Analyza byla provedena metodou standardniho ptidavku a jako standardni pfidavek bylo

davkovéano 20 pl standartniho roztoku LV o koncentraci 1x10° mol/l. Byly pfidany vzdy 2-3
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standardni pfidavky a stanoveni injekéniho roztoku LV bylo zopakovano 5x. Z téchto méfeni
pak byla vypoctena primérnd hodnota s pfisluSnym intervalem spolehlivosti, vytéznost

a relativni smérodatna odchylka opakovaného stanoveni (RSD).

Qe Exps
*0tovayy

Obrazek 15 Injekcni roztok ,, Leucovorin Ca LACHEMA 10
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4  Vysledky a diskuse

4.1 Studium voltametrického chovani leukovorinu na BDDE a vyvoj

metody stanoveni

Voltametrickému stanoveni LV neni v literatufe vénovano pftili§ pozornosti. Jeho chovéni
na HMDE v prostfedi acetatového pufru o pH 4,7 bylo podrobné popsano Stejskalem
a Heyrovskym [105]. Poté se analyzou LV zabyvali autofi v praci [94], ktefi studovali
chovani LV vedle HMDE i na p-AgSAE a m-AgSAE a vyvinuli metody jeho stanoveni
s vyuzitim uvedenych pracovnich elektrod na bazi rtuti. V rdmci této diplomové prace bylo
poprvé studovano voltametrické chovani LV na BDDE a rovnéz byla vyvinuta metoda jeho
stanoveni. Pro tyto experimenty byla pouzita komeréné dostupna BDDE od firmy Windsor
Scientific z Velké Britanie s deklarovanym obsahem boru 1000 ppm a s pracovnim povrchem

o velikosti 7,07 mmZ.

4.1.1 Studium voltametrického chovani leukovorinu na BDDE

V uvodu této diplomové prace byl zméfen cyklicky voltamogram LV o koncentraci
5x10"> mol/l na BDDE v prostfedi BRB o pH 5. Méfeni probihalo v rozsahu potencialéi od
Epoc ~1000 mV do Egprary +2000 mV pii v 100 mV/s. Ziskany voltamogram je uveden na
obrazku 16. Zného vyplyva, Ze LV poskytuje na BDDE ve slabé kyselém prostiedi 2
vyznamné oxidacni signaly. Signal anodického piku 1 byl pozorovan pfi potencialu +947 mV
a signal piku 2 byl zaznamenan pfi potencialu +1445 mV. Podle literatury [105] odpovidaji
tyto signaly pravdépodobné dvoustupiiové oxidaci pteridinového jadra. Na katodické kiivce
nebyla zaznamenana zadna odpovidajici redukéni proudova odezva, a tudiz je mozné fici, ze
se jedna o chemicky ireverzibilni elektrodové reakce. Dale byl testovan vliv kysliku na
uvedeny CV zaznam LV, kdy byl roztok pifed méfenim probublavan dusikem po dobu
5 minut. Bylo zjisténo, Ze odstranéni kysliku nemélo zadny vliv na tvar ziskaného
voltamogramu, a proto vSechna nésledujici méteni probihala v ptitomnosti kysliku, tedy bez

bublani roztoku dusikem.
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Obrazek 16 Cyklicky voltamogram LV zaznamenany na BDDE
Metoda CV, elektrolyt BRB (pH 5), E,,- = —1000 mV, Egyra= +2000 mV, v =100 mV/s, ¢,y = 5x10° mol/l

4.1.11 Zavislost na pH

Dalsi experimenty byly zaméfeny na Studium voltametrického chovani LV v zavislosti na pH
zakladniho elektrolytu pomoci metody CV. M¢ieni probihalo v zdkladnim elektrolytu H,SO4
0 koncentraci 0,05 mol/l k zajisténi prostiedi o pH 1 a v roztoku BRB pro pH v rozsahu 2-12.
Koncentrace LV byla opét 5x10° mol/l a vyhodnocovany byly oba zaznamenané oxidacni
signaly. M¢feni probihalo vrozsahu potencidli Epo —1000 MV a Egpray +2000 mV pii
v 100 mV/s. Vzhledem k tomu, ze nebyly pozorovany zadné redukéni signaly, jsou na
obrazku 17 wuvedeny pro zjednoduseni jen anodické casti ziskanych cyklickych
voltamogramu. Z obrazka je ziejmé, ze v kyselém prostiedi bylo pro oba piky dosazeno
nejvyssi proudové odezvy. Jak je vidét ze zavislosti vysky piku (lp) na pHuvedenych
na obrazku 18A, nejvyssi piky 1 1 2 byly zaznamenany v prostiedi BRB 0 pH 2. S rostouci
hodnotou pH dochazelo k postupnému snizovani prvniho signalu a také k jeho rozSifovani
a deformaci. Druhy anodicky signal byl v kyselém prostiedi rozdélen na dva a ty se s rostouci
hodnotou pH piiblizovaly, az se ve slabé kyselém prostiedi spojily v jednu proudovou

odezvu, ktera opét s rostouci hodnotou pH klesala. Navic tvar, a tedy i vyhodnotitelnost
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tohoto piku, byl vyznamné ovlivnén koncem potencidlového okna. V silné alkalické oblasti

0 pH 10 a 11 nebyly jiz pozorovany zadné vyznamné signaly odpovidajici oxidaci LV.

Na zdklad¢ ziskanych vysledkl se jevilo jako optimalni pro dal$i méfeni LV na BDDE
prostfedi BRB 0 pH 2. Pii opakovaném méteni ale bylo zjisténo, ze 1. pozorovany signal je
Vtomto prostfedi velice Spatné¢ opakovatelny a v zavislosti na case dochazi k jeho
vyznamnému poklesu. Soucasné¢ se zacal tvofit novy pik pifi mirné€ pozitivnéjSich
potencidlech, ktery naopak v zdvislosti na case nartstal. Toto zjisténi sveédci
0 komplikovaném prubéhu sledovaného déje, ktery mize byt spojen s néjakou prediazenou
nebo ndslednou chemickou reakci (napi. kyseld hydrolyza analytu). O komplikovaném
priub&hu elektrodovych reakci svédci také zavislosti potencialu pikd 1 a 2 na pH (obrazek

18B), které nevykazuji Zddny vyznamny trend a E, stfidave klesa a opét roste se zménou pH.

Vzhledem ke $patné opakovatelnosti prvniho oxida¢niho signalu v BRB o pH 2 bylo pro dalsi
studie zvoleno mirné kyselé prosttedi (pH 5), kde jiz podobné jevy pozorovany nebyly.

Vybéru vhodného prostiedi (pH) pro vyvoj metody stanoveni LV bude pozornost vénovana i

v dalsich kapitolach.
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Obrdzek 17 Anodickeé cdsti CV voltamogramii LV v zavislosti na pH zaznamenanych na BDDE

Metoda CV, elektrolyt 0,05 mol/l H,SO, (pH 1), BRB (pH 2-12), E,,-= —1000 mV, Egpran= +2000 mV, v =
100 mV/s, ¢y = 5x107° mol/l
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Obrdzek 18 Zavislosti vysky (A) a potencidalu (B) pikii 1 a 2 na pH ziskané na BDDE
Metoda CV, elektrolyt 0,05 mol/l H,SO, (pH 1), BRB (pH 2-12), E,,-= —1000 mV, Egpran= +2000 mV, v =
100 mV/s, ¢,y = 5x107° mol/I

4.1.1.2 Zavislost na rychlosti polarizace

Dalsim studovanym parametrem, ktery ovlivitoval vysku, tvar a polohu oxida¢nich signali
LV, byla rychlost polarizace. M¢étfeni probihalo metodou CV v rozsahu potenciald od
Epoc ~1000 mV do Egpras 2000 mV, kdy v byla ménéna od 25 do 500 mV/s po 25 mV/s.
V polarografické nadobce byla vzdy koncentrace LV 5x107°> mol/l. V prostfedi BRB o pH 5
byly ziskany voltametrické kiivky, které jsou uvedené na obrazku 19. Z né&j vyplyva, ze vysky
obou oxidac¢nich pikii s rostouci rychlosti polarizace rostly. Soucasné dochéazelo k posunu
obou signali k pozitivn€j$im potencidlim, coz odpovida ireverzibilnimu pribéhu
elektrodovych reakci. Riizné formy zavislosti vySky piku na rychlosti polarizace pro obé
zaznamenané proudové odezvy jsou uvedeny na obrazku 20. Z obrazku 20A je patrné, Ze |,
S rostouci V neroste linearn€ ani pro pik 1 ani pro pik 2, takze probihajici reakce nejsou fizeny
adsorpci. Nasledné byly vyneseny zavislosti |, na v (obrazek 20B), které lze povazovat za
linearni a mohou byt popsany nasledujicimi rovnicemi 5 a 6 pro 1. a 2. pik s prislusnymi

korelacnimi koeficienty:
I,[nA] = (20,60 + 0,39)v'/2[(mV/s)/2] + (342,5 + 6,4), R = 0,9967 , (5)
I,[nA] = (59,6 £ 1,1)vY/2[(mV/s)Y/2] + (258 + 19), R = 0,9967 , (6)

Vzhledem k linedrnimu pribehu sledovanych zévislosti je pravdépodobné, Ze jsou reakce

tfizeny difuzi nebo ze ma na jejich pribéh difuze vyznamny vliv.
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Obrazek 19 Cyklické voltamogramy LV v zdvislosti na rychlosti polarizace zaznamenané na BDDE
Metoda CV, elektrolyt BRB (pH 5), E,,: = —1000 mV, Egpran= +2000 mV, v = 25-500 mV/s, ¢,y = 5x10"° mol/l

rrrrrr

logaritmické zavislosti (log(l,)_log(V)), které jsou uvedeny na obrazku 20C a mohou byt
popsany rovnici (7) pro prvni signal a rovnici (8) pro druhy signal opét s piislusnymi

korela¢nimi koeficienty:

log(I,[nA]) = (0,2117 + 0,0042) log(v [(mV/s)]) + (2,3230 + 0,0010) ,

R =0,9968 (7)
log(I,[nA]) = (0,3747 £ 0,0054) log(v [(mV/s)]) + (2,185 + 0,013),
R =0,9981 (8)

U té&chto logaritmickych zavislosti je urcujici hodnota smérnice ziskané rovnice. Jestlize se
tato hodnota blizi hodnoté¢ 0,5, jedna se o difuzné fizenou elektrodovou reakci. Pokud se
hodnota blizi jedné, jde o adsorpéné fizenou reakci, a kdyz se smérnice blizi nule, jde
0 kineticky fizenou reakci. V pfipadé obou oxidac¢nich pikd LV se hodnoty smérnic

uvedenych rovnic 7 a 8 pohybuji mezi hodnotami 0 a 0,5 (konkrétné¢ 0,2117 resp. 0,3747)

o 4
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kinetikou néjaké chemické reakce, kterd muze byt piediazena probihajici elektrodové reakci

nebo muze jit o reakci naslednou.
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Obrdzek 20 Zavislosti |, piku 1 a2 nav (A) av'” (B) a logaritmické zavislosti |, piku 1 a2 nav (C)
zaznamenané na BDDE
Metoda CV, elektrolyt BRB (pH 5), E,,: = —1000 mV, Egyra,= +2000 mV, v = 25-500 mV/s, ¢y = 5x10° mol/l

412 Vyvoj metody stanoveni leukovorinu s vyuzZitim BDDE

Vzhledem Kk vyssi citlivosti byla pro stanoveni LV v modelovych roztocich pomoci BDDE
vybrana metoda diferenéni pulzni voltametrie (DPV). Nejdiive bylo nutné optimalizovat
podminky pro méfeni metodou DPV, a to pH elektrolytu, rychlost polarizace a vysku, resp.
Sitku potencidlového pulzu. Poté byly analyzovany rtizné modelové roztoky LV s cilem
stanovit zékladni statistické parametry navrzené metody. Na zavér byla tato metoda

aplikovana pii analyze praktického vzorku farmaceutického ptipravku.
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4.1.2.1 Optimalizace podminek stanoveni leukovorinu

Pro stanoveni LV byla vybrana jeho prvni oxida¢ni proudova odezva (pik 1) s ohledem na
lepsi polohu a tedy i vyhodnotitelnost v porovnani s pikem 2. Na tvod bylo nutné znovu
otestovat vliv pH elektrolytu (BRB) na sledovany signal LV, a to i v souvislosti s vyse
zminénou hors$i opakovatelnosti méfeni V kyselém prostfedi. Testovani probihalo pouze
v rozsahu pH 1-7, protoze, jak jiz bylo uvedeno Vv kapitole 4.1.1.1, v kyselé oblasti poskytuje
LV vétsi a stihlejsi piky, nez v oblasti zésadité. Pouzité parametry metody byly nasledujici:
Epoc =700 mV, Eyon #1800 mV, v 25 mV/s, vyska pulzu 50 mV a Sitka pulzu 50 ms. Jak
ukazuje obrazek 21A, nejvyssi proudova odezva byla opét naméfena pro BRB o pH 2.
Z vlozené zavislosti |, na v je patrné, Ze pii zvySovani pH dochazelo k postupnému snizovéani

sledovaného signdlu LV. Proto byl nejdiive zvolen BRB o pH 2 jako elektrolyt pro dalsi

méfeni.
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Obridzek 21 DP voltamogramy LV v zavislosti na pH (4) a zavislost 1, na pH (B) zaznamenané na BDDE
Metoda DPV, elektrolyt 0,05 mol/l H,SO, (pH 1), BRB (pH 2-7), E,,c= —700 mV, Ej,=+1800 mV,v =
25 mV/s, vyska pulzu = 50 mV, Sirka pulzu = 50 ms, ¢,y = 1 x107° mol/I

Vzhledem Kk pfedchozim zkuSenostem se S$patnou opakovatelnosti méfeni v takto kyselém
prostiedi byla opakovatelnost testovana i pii méfeni metodou DPV. VSechny parametry

méfeni byly stejné, jako u predchoziho experimentu. Na obrazku 22 je uveden zdznam 10
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opakovanych méfeni roztoku LV o koncentraci 1x10 > mol/l v prostiedi BRB o pH 2. Ze
zaznamu je patrné, Ze pii opakovani méfeni dochazelo postupné Ke snizovani vysky
sledovaného piku 1 a naopak se zacal tvofit dalsi signal u pozitivnéjsiho potencialu, ktery
Vv zavislosti na Case naopak narustal. Z téchto 10 méfeni byly vyhodnoceny vysky piku 1
a byla vypoctena hodnota relativni smérodatné odchylky (RSDjp). Jak ukazuje tabulka 1, tato
hodnota (RSDjo > 8 %) nebyla dostate¢na pro analytické ucely a BRB o pH 2 tedy neni
vhodnym prostfedim pro stanoveni LV, protoze analyt je nestabilni. Dale byla proto
proméiena opakovatelnost jesté pti hodnotdich pH 3, 4 a 5, aby bylo zjisténo, v jakém
prostiedi je jiz méfeni LV dobte opakovatelné. Primérné vysky pik a vypoctené hodnoty
RSD1g jsou shrnuty v tabulce 1. Z té je ziejmé, ze pii zvySovani pH dochazelo k vyznamnému
zlepSeni opakovatelnosti. Piiklad DP voltamogramii pro BRB o pH 4 je uveden na obrazku
23. Zobrazku je vidét, ze opakovatelnost signalu je velmi dobra a pik u pozitivnéjsiho
potencialu se jiz netvofil. Vzhledem k tomu, Ze jiz pfi pH 3 bylo dosazeno velmi dobrych
vysledkti (RSD3p= 1,9 %), coz svéd¢i o zvySeni stability analytu v roztoku, a soucasné byl pik
nejvyssi v porovnani s méné kyselym prostiedim, byla tato hodnota pH zvolena jako

optimalni pro vSechny nasledujici experimenty.
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Obrazek 22 DP voltamogramy opakovaného méreni LV zaznamenané na BDDE
Metoda DPV, elektrolyt BRB (pH 2), E,,c= =700 mV, Ey,,= +1800 mV, v =25 mV/s, vyska pulzu = 50 mV,
Sitka pulzu = 50 ms, cpy = 1x10"° mol/l
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Obrazek 23 DP voltamogramy opakovaného méreni LV zaznamenané na BDDE
Metoda DPV, elektrolyt BRB (pH 4), E,.c= =700 mV, Ey,,= +1800 mV, v = 25 mV/s, vyska pulzu = 50 mV,
Sifka pulzu = 50 ms, ¢y = 1x107° mol/l

Tabulka 1 Opakovatelnost méreni 1x10°mol/l LV v prostiedi BRB v zavislosti na pH

pH I, [nA] RSDyo [%0]
2 161,4+8,8 8,3
3 132,841,7 1,9
4 107,09+0,62 0,9
5 64,53+0,83 19

Prvnim studovanym parametrem pii optimalizaci metody DPV pro stanoveni LV na BDDE

byla rychlost polarizace. Jako zakladni elektrolyt byl pouzit BRB o pH 3. M¢éfeni probihalo

v rozsahu potencialti E,o: =700 mV a Eyqn #1800 mV, vyska pulzu byla 50 mV a §ifka pulzu

50 ms. Koncentrace LV v polarografické nadobce pii vSech optimalizacnich métenich byla

5x10® mol/l. Rychlost polarizace byla m&n&na v rozsahu od 10 do 100 mV/s po 10 mV/s. Na

obrazku 24 je vynesena zavislost I, na v. Zté vyplyva, ze proudova odezva s rostouci

rychlosti vzriustala. Tento nartst byl ptfiblizné linearni do rychlosti 40 mV/s a poté se

zpomalil. Navic pfi vyssi v dochazelo rovnéz k rozsitovani piku. Pro dalsi méfeni byla proto

vybrana hodnota 40 mV/s.
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Obrdzek 24 Zavislost |, na v zaznamenand na BDDE
Metoda DPV, elektrolyt BRB (pH 3), E,,c= =700 mV, Ey = +1800 mV, v = 10-100 mV/s, vyska pulzu = 50 mV,
Sifka pulzu = 50 ms, ¢y = 5x10° mol/l

Dalsim testovanym parametrem byla vyska pulzu. Méfeni opét probihalo v rozsahu potenciala
od —700 do +1800 mV rychlosti 40 mV/s. Velikost $ifky pulzu byla nastavena opét na 50 ms.
Vyska pulzu byla ménéna po 10 mV od 10 do 100 mV. Zaznam ziskanych DP voltamogramu
je uveden na obrazku 25. Z tohoto obrazku a soucasné ze zavislosti I na vysce pulzu na
obrazku 26A je ziejmé, Ze se zvysSujici se vySkou pulzu dochazelo také ke zvySovani
proudové odezvy. Mezi hodnotami 10-60 mV byla tato zavislost opét ptiblizné linearni. Pfi
vyS$ich hodnotach vysky pulzu jiz signal v podstaté nenartstal, ale dochéazelo k jeho
rozSitovani. Pro dalSi méfeni byla vybrana vySka pulzu 50 mV. Poslednim testovanym
parametrem byla Sifka pulzu. Méfeni opét probihalo ve stejném rozsahu potenciald pii
nastavenych optimalnich hodnotach v 40 mV/s a vysice pulzu 50 mV. Sitka pulzu byla
meénéna od 10 do 100 ms vzdy po 10 ms. Ze zavislosti uvedené na obrazku 26B je patrné, ze
s rostouci Sitkou pulzu dochézelo ke snizovani proudové odezvy az do hodnoty 60 ms. Poté se
jiz 1, vyznamné neménila. Pro dalsi méteni byla vybrana §ifka pulzu 20 ms. To znamena, ze
po 20 ms klidové doby probiha méfeni v poslednich 20 ms pulzu. Po optimalizaci parametr
DPV byly nasledné testovany podminky regenerace elektrody. Nejprve byl vkladan Eyeg
+2000 mV po dobu treg 5 s, kdy byly ziskany krasn¢ vyvinuté a dobfe opakovatelné signaly
LV, které se ale s dalSim prodluzovanim tieg jiZ nijak vyznamné nezlepSovaly. Naopak pfi
vkladani E,eg —2000 mV dochazelo k vyraznému zhorSovani signalu.
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Obrazek 25 DP voltamogramy LV v zdvislosti na vysce pulzu zaznamenané na BDDE
Metoda DPV, elektrolyt BRB (pH 3), E,,c= =700 mV, Ey,,= +1800 mV, v =40 mV/s, vyska pulzu = 10-100 mV,
Sifka pulzu = 50 ms, ¢y = 5x10°® mol/l
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Obrazek 26 Zavislosti |, na vysce pulzu (4) a Siice pulzu (B) zaznamenané na BDDE
Metoda DPV, elektrolyt BRB (pH 3), E,,c= —700 mV, Ey,,= +1800 mV, v =40 mV/s, vyska pulzu = 10-100 mV
(A) a 50 m¥ (B), §ifka pulzu = 50 ms (A) a 10-100 ms (B), ¢,y = 5x10~° mol/l

4.1.2.2 Analyza modelovych roztokii leukovorinu

Pii optimalizovanych experimentdlnich podminkdch DPV byly prométfeny koncentracni

zavislosti LV v modelovych roztocich na komeré¢ni BDDE. M¢feni probihalo v rozsahu
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potencialll Epoc =700 mV a Egon #1800 mV s optimalizovanymi parametry v 40 mV/s, vyska
pulzu 50 mV a $itka pulzu 20 ms v prostiedi BRB o pH 3. Na obrazku 27 a 28 jsou uvedeny
ptiklady ziskanych voltamogrami riznych koncentra¢nich zavislosti. Na obrazku 27A jde
o koncentraci v rozsahu 1x10%-1,1x107° mol/l. Z vloZené zavislosti vyplyvé, Ze se vyska
piku zvySovala linearné s rostouci koncentraci LV (obrazek 27B). Na obrazku 28A je uveden
piiklad pro niz&i koncentraci LV v roztoku, a to 2,5x10 '-2,8x10 ° mol/l. Vynesena zavislost
vySky piku na koncentraci LV opét rostla linearné (obrazek 28B). Parametry rovnic, kterymi
lze uvedené koncentracni zavislosti popsat, véetné odpovidajicich korelacnich koeficienti
jsou shrnuty v tabulce 2. Pro ilustraci velmi $irokého linearniho dynamického rozsahu pro
stanoveni LV metodou DPV ve spojeni s BDDE je na obrazku 29 prezentovana také zavislost
naméfend Vrozsahu 2,99x10 '-2,45x10° mol/l. Z koncentra¢ni zavislosti naméfené pro
nejnizsi koncentraci LV v roztoku (1,5x1077-1,7x10"® mol/l), jejiz parametry jsou rovnéz
uvedeny v tabulce 2, byl vypocitan detek¢ni limit (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) pro
navrzenou metodu. Byly ziskany hodnoty LOD 1,5x10°® mol/l a LOQ 5,0x10"® mol/l. Takto

nizké hodnoty jsou dany velice dobrou linearitou (R = 0,999) zavislosti pouzité k vypoctu.
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Obrazek 27 DP voltamogramy LV v zavislosti na koncentraci (4), zavislost 1, na ¢y (B) zaznamenand na BDDE
Metoda DPV, elektrolyt BRB (pH 3), E,,-= =700 mV, Eg,= +1800 mV, v = 40 mV/s, vyska pulzu = 50 mV,
Sirka pulzu = 20 ms, Eyegg = +2000 MV, t (g =5s,cy =1 x10® @z 1,1x10"° mol/l
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Obrdzek 28 DP voltamogramy LV v zdvislosti na koncentraci (4), zavislost 1, na ¢,y (B) zaznamenand na BDDE
PV, elektrolyt BRB (pH 3), E,,-= —700 mV, E o= +1800 mV, v = 40 mV/s, vyska pulzu = 50 mV,
Sitka pulzu = 20 ms, Eyeg = +2000 MV, t oy =55, Ly = 2,5 x107" a# 2,8x107° mol/l
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Obrdzek 29 DP voltamogramy LV v zdvislosti na koncentraci (4), zavislost 1, na ¢,y (B) zaznamenané na BDDE
PV, elektrolyt BRB (pH 3), E,,-= =700 mV, Ey,= +1800 mV, v =40 mV/s, vwyska pulzu = 50 mV,
$tika pulzu = 20 ms, Eqgg = +2000 MV, t e =5's, Ly = 2,99x107" @ 2,45x10° mol/l

Metoda D
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Tabulka 2 Statistické parametry koncentracnich zavislosti LN v modelovych roztocich

¢ [umol/1] Smérnice [nAl pmol™]  Usek [nA] R
1,0-11 (16,389+0,062) (0,61+0,42) 0,9999
0,25-2,8 (17,19+0,25) (0,55+0,42) 0,9991
0,15-1,7 (17,201+0,084) —(0,089+0,086)  0,9999
0,3-24,5 (16,392+0,037) (5,4976+4,1) 0,9996

Z tabulky 2 rovnéz vyplyva, ze hodnoty smérnice vSech prezentovanych zavislosti jsou téméet
shodné, coz svédc¢i o konstantnim naristu vysSky piku s koncentraci LV v roztoku v Sirokém
rozsahu koncentraci. Linearni dynamicky rozsah (LDR) pro navrzenou metodu byl 1,5x107'-

2,5%10° mol/l.

V dals$i ¢asti prace byla testovana opakovatelnost méteni, resp. stanoveni LV na komercéné
dostupné BDDE pfi nastaveni optimalizovanych podminek. Pro koncentraci LV v roztoku
1x10~ mol/I bylo zmé&teno 11 opakovanych kiivek a nasledné ze ziskanych vysek piku byla
vypocitana hodnota RSDj;; 0,70 %. Tato hodnota svéd¢i o velmi dobré opakovatelnosti
méfeni a také velmi dobré reprodukovatelnosti povrchu BDDE. V dal§im kroku byly
analyzovany 3 modelové roztoky LV o rizné koncentraci (1,0x107°, 3,0x107°
a3,0x10"" mol/l). Pro stanoveni obsahu LV byla pouzita metoda standardniho pridavku, kdy
byly vzdy pifidany minimaln¢ 2-3 ptidavky standardniho roztoku LV o koncentraci
0,001 mol/l. Stanoveni bylo vzdy 5x zopakovano a byla vypoCtena primérna hodnota
koncentrace LV s piislusnym intervalem spolehlivosti na hladiné vyznamnosti 0,05, relativni
smérodatna odchylka (RSDs) a vytéznost. VSechny vysledky jsou shrnuty v tabulce 3, z niz
vyplyva, ze ziskané vysledky jsou spravné a stanoveni je velmi dobie opakovatelné (RSDs <
3 %). Na obrazku 30 je uveden piiklad stanoveni LV v modelovém roztoku o koncentraci

3%x10°° mol/l doplnény grafickym vyhodnocenim metody standartniho piidavku.

Tabulka 3 Vysledky opakovanych stanoveni LV vV modelovych roztocich

Dano [mol/l] Stanoveno [mol/I] VytéZnost [ %] RSDs [%0]
1,0x107° (1,010+0,017)x10°° 98,0-105,0 2,57
3,0x107° (3,030+0,035)x10° 98,3-102,6 1,74
3,0x107’ (3,000+0,029)x 10"’ 99,0-102,6 1,46
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Obrizek 30 Stanoveni LV v modelovém roztoku o koncentraci 3x 10~ °mol/l zaznamenané na BDDE (A) a
grafické vyhodnoceni metody standartniho pridavku (B)
Metoda DPV, elektrolyt BRB (pH 3), E,,c= —700 mV, Ey,= +1800 mV, v = 40 mV/s, vyska pulzu = 50 mV,
Sitka pulzu = 20 ms, Eyeg = +2000 MV, toq = 5 s, standardni pridavky: V = 30 pl, ¢,y = 0,001 mol/l

4.1.2.3 Analyza farmaceutického pripravku

Na zavér této casti diplomové prace, zaméfené na studium voltametrického chovani LV na
BDDE a na vyvoj metody stanoveni tohoto 1é¢iva, byla navrzend metoda aplikovana pti
analyze redlného vzorku farmaceutického ptfipravku. Byl analyzovan prasek pro pfipravu
injekéniho roztoku ,,Leucovorin Ca LACHEMA 10, u né&jz vyrobce deklaroval obsah 10 mg
LV na jednu ampulku. Ptiprava vzorku k analyze a konkrétni postup stanoveni LV byl popsan
v Experimentalni ¢asti v kapitole 3.3.3. Analyza byla provedena opét metodou standardniho
pfidavku a stanoveni bylo opakovdno 5%. Vypocitany obsah LV sdal§imi statistickymi
parametry stanoveni je uveden V tabulce 4. Z té vyplyva, ze stanoveni LV ve farmaceutickém
piipravku vykazuje velmi dobré vysledky, je spravné a dobie opakovatelné, s velmi dobrou
vytéznosti. Piiklad ziskanych voltamogramii s vlozenym grafickym vyhodnocenim analyzy
ptipravku pro ptipravu injekéniho roztoku pomoci metody standardniho pfidavku je uveden

na obrazku 31.
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Tabulka 4 Vysledky opakovaného stanoveni LV Ve farmaceutickém pripravku

Deklarovano Stanoveno Vytéznost RSDs
[mg] [mg] [%0] [%0]
10 10,08+0,12 98,7-102,8 1,81
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Obrazek 31 Stanoveni LV v roztoku farmaceutického pripravku zaznamenané na BDDE (4) a grafické

vyhodnoceni metody standartniho pridavku (B)

Metoda DPV, elektrolyt BRB (pH 3), E,,c= =700 mV, Ey,,= +1800 mV, v =40 mV/s, vyska pulzu = 50 mV,
Sifka pulzu = 20 ms, Eyeg = +2000 MV, toq = 5 s, standardni pridavky: V = 20 ul, ¢,y = 0,001 mol/|
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4.2 Charakterizace borem dopovanych diamantovych elektrod

Tato cast diplomové prace byla zamétfena zejména na elektrochemickou charakterizaci
pouzivanych borem dopovanych diamantovych elektrod. VSechny experimenty byly
realizovany nejprve s komerc¢né dostupnou BDDE (Windsor Scientific, Velkd Britanie)
S pracovnim povrchem 7,07 mm’ a pomérem B/C vplynné fazi pii depoziénim kroku
deklarovanym vyrobcem 1000 ppm. Stejnd méfeni byla poté provedena i pro laboratorné
vyrobené BDDE s pracovnim povrchem 0,43 mm? a pomérem B/C 1000, 2000, 4000, 8000,
10000 a 20000 ppm (vSechny Slovenska technickd univerzita v Bratislavé, Slovenska
republika). Ke studiu elektrochemickych vlastnosti diamantového filmu byla pouzita CV
reverzibilnich redoxnich systému [Fe(CN)e]> ™" a [Ru(N H3)6]3+/2+, které patii mezi nejcastéji
vyuzivané pii studiu novych elektrodovych materialti a jejich vlastnosti. Pienos elektronu
mezi elektrodou a roztokem je uskutecniovan na zakladé tzv. outer-sphere nebo inner-sphere
reakci, tzn. reakci fizenych mechanismem vnéj$i resp. vnitini sféry. Mezi outer-sphere
redoxni systémy patii napf. [Ru(NHs)s]*"2*, IrCls> >~ nebo Co(phen)s*"*". Elektroda je tu
pouze jako zdroj elektront a kinetika probihajicich elektrodovych reakci je malo citlivd na
strukturu nebo povrch elektrody. Elektron je pienaSen rychle pies vrstvu rozpoustédla
a reaktanty, meziprodukty ani produkty reakce nevykazuji silné interakce s povrchem
elektrody. Pfenos elektronu neni ovlivnén materidlem elektrody. Mezi redoxni systémy
oznacované jako inner-sphere patii Feaq3+/2+, Vaq2+/3+ a Ean2+/3+. Déle se do této skupiny
v piipadé BDD elektrod fadi i [Fe(CNg)]®™ a kyselina askorbové, které pro kovové
elektrody a elektrody tvorené sp® uhlikem spadaji mezi outer-sphere systémy. Reakce zde
probiha ptes specifickou interakci s povrchem elektrody. Tento typ reakce je zavisly na
povrchu a struktufe elektrody a je velmi citlivy k jeho kvalité. Reaktanty, meziprodukty nebo
produkty reakce siln€ interaguji s povrchem elektrody, na ktery jsou casto pifimo
adsorbovany. Ptfenos elektronu je siln¢ ovlivnén stavem povrchu, resp. materialem elektrody

[81, 108].

Ze zméfenych cyklickych voltamogramt byla vyhodnocovana fada parametrl, které byly
nasledné porovnavany a diskutovany v souvislosti s obsahem boru v diamantovém filmu.
Prvnim posuzovanym parametrem byla Sitka potencidlového okna. Déle byla studovéna
reverzibilita elektrodové reakce pro vySe uvedené redoxni systémy, kdy byly
z voltametrickych kiivek odecteny hodnoty Ips @ lpc pro vypoty pomérti vysek anodickych
a katodickych pika (l4/lc), resp. hodnoty Ep, a Eyc pro vypocty potencidlového rozdilu AE,.

Poté byly méteny CV v zavislosti na rychlosti polarizace pro pouZivané BDDE a redoxni
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systémy [Fe(CN)s]’"*a [Ru(N Hs)e]*"'#". Nasledns byly opét vyhodnoceny vysky a potencialy
pikt anodickych i katodickych a sestrojeny zavislosti lpac Na v logaritmické zavislosti lpac

nav, a také AE, nav'?,

172

Ze ziskanych zavislosti I, na v byl pocitan elektrochemicky aktivni povrch jednotlivych

elektrod pomoci Randles-Sevéikovy rovnice (9) [106]:
Lyae = 2,69 - 105-A-nt5-DO5 .05 o

kde lpac je proud anodického a katodického piku, A je plocha elektrody, n je pocet
vyménovanych elektrond, v je rychlost polarizace, D je difuzni koeficient. Hodnoty difuzniho
koeficientu pouzit¢é pro vypolet byly pievzaty z literatury a byly nasledujici: pro
[Fe(CN)e]> ™ 7,6x10°® cm?/s [81, 109] a pro [Ru(NHs)s]**"?* 5,5x107® cm?s [110].

V neposledni fadé byla pocitana také zdanliva rychlostni konstanta pienosu naboje (koapp)
podle Nicholsona [107]. Rychlostni konstanta pfenosu naboje se stanovuje pomoci CV ze

zavislosti AEp na v a byla pocitana podle rovnice (10):

l,l) = yakoapp/\/ 7TaDo ) (10)

kde kOaIDp je zdanliva rychlostni konstanta pfenosu naboje, v je pomér difuznich koeficientt
oxidaéni a reduk¢éni formy (podle literatury [81, 109] se Dok a Dreg rovnaji), o je koeficient
pienosu naboje, a = nFv/RT (kde n je pocet vyménovanych elektronti, vje rychlost
polarizace, F je Faradayova konstanta, R je plynova konstanta, T je teplota), v je definovano
rovnici (10) a vyjadfuje miru reversibility, resp. ireversibility elektrodové reakce. Na obrazku
32A je (AEpxn) vyneseny jako logaritmicka funkce y a na obrazku 32B je uvedena tabulka
hodnot  a piislusnych (AEpxn), z nichz uvedena zavislost vychazi [107]. Pro vysoké hodnoty
w plati, Ze se jednd o reverzibilni reakci, jejiz priabéh odpovida Nernstové rovnici (11)
s pfedpokladanym potencialovym rozdilem v piipadé jednoho vyménovaného elektronu

0,059 V:
E = E°%—(0,059/n) - log(aeq/ Aox), (11)

kde E je potencial elektrody, E? je standardni elektronovy potenciél, n je po&et vymé&tiovanych
elektrond, a je aktivita oxidované nebo redukované formy. Pokud se hodnoty  blizi 0, jedna
se o ireverzibilni elektrodovou reakci. Podle Nicholsona plati, Zze pro nizké hodnoty w

pokracuje uvedena zavislost linearn¢. Pro odecet hodnot y byl v ramci této diplomové prace
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sestrojen graf, ktery je uveden na obrazku 33. Pro odecet nizkych w (pro velké hodnoty
(AEpxn) byla provedena extrapolace a ziskana rovnice odpovidajici uvedenému linedrnimu

prubéhu zavislosti, ktera je vlozena v obrazku.

A B
Table I. Variation of Peak Potential
Separations with Kinetic Parameters for
Cyclic Voltammetry
AEp X leé
60 A mv.
20 61
8ol 7 63
6 B4
" 5 65
£ oot 3
& 3
% | 2 72
=] 0.75 G2
0.5 105
(40} 0.35 121
0.25 141
1eol 0.1 212
. 1 [ 2 See Equation 17.
0.0 .0 10 *For a = 0.5.
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Obrazek 33 Sestrojeny graf zavislosti (AEyxn) na y véetné extrapolace pro nizké hodnoty w
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421 Elektrochemicka charakterizace komer¢né dostupné BDDE

V této casti diplomové prace byly zméieny cyklické voltamogramy zékladniho elektrolytu
KCI o koncentraci 0,1 mol/l a nasledn& CV reverzibilnich redoxnich systéméi [Fe(CN)g]> ™+
a [Ru(NHs)s]*"** o koncentraci 6,25%10* mol/l, jejichZ zaznam je uveden na obrazku 34. Pro
oba systémy byly nastaveny nasledujici parametry méfeni: Epoc —1600 mV, Egpray 1800 mV
a v 100 mV/s. Ze ziskanych CV byly vyhodnoceny vysky lsa @ lpc S piislusnymi potencialy
Epac jejichz prehled je uveden v tabulce 5. Z t¢ vyplyva, ze pro oba redoxni systémy se
hodnota poméru lp/lyc blizi jedné, coz odpovida reverzibilnimu pribé¢hu elektrodové reakce.
Z hodnot Ey, a Epe byly vypoéitany rozdily potencialtt AE,. Pro systém [Fe(CN)s]* "+ byla
ziskana hodnota AE, 552 mV, ktera se od teoretické hodnoty 59 mV pro jednoelektronovou
reversibilni reakci velmi vyrazné 1isi. Naopak AE, pro systém [RU(NH3)e]*""** byla 67 mV,
atedy velmi blizka teoretické hodnoté pro reverzibilni systém. Tento rozdil mezi ob&éma

374 patii mezi inner-sphere

systémy pravdépodobné souvisi s tim, ze zatimco [Fe(CN)g]
redoxni systémy a pribé&h reakce je tedy vyznamné ovlivnén kvalitou elektrodového povrchu,
[Ru(NH3)e]*""*" nélezi do skupiny outer-sphere redoxnich markerti a prenos elektronu neni
ovlivnén strukturou ani kvalitou povrchu elektrody. Také byla vyhodnocena Siika
potencialového okna pouzit¢ BDDE v prostfedi 0,1mol/l KCI. Jako mezni byl odecten na
anodické i katodické stran& vzdy potencial, pfi némz proud dosahl hodnoty +6000 nA. Siika
potencialového okna byla za uvedenych podminek 2817 mV. V neposledni fad¢ byl vypocitan

elektroaktivni povrch komeréné dostupné BDDE podle vyse uvedené Randles-Sevéikovy

rovnice (9), a to 2,3 mm? ([Fe(CN)s]> "), resp. 3,9 mm? ([Ru(NH3)s]**'*").

12000 12000

----- elektrolyt -----elektrolyt
komplex zeleza komplex Ru
6000 -
-6000 -
-12000
-1400 -400 600 1600 -1400 -400 600 1600
E [mV] E[mV]

Obrdzek 34 Cyklické voltamogramy 6,25 =10 “mol/l [Fe(CN)s]’*~ (A) a [Ru(NH3)s]**"** (B) zaznamenané na
komercéni BDDE
Metoda CV, elektrolyt KCI (0,1 M), E,,-= —1600 mV, Egprar,= +1800 mV, v =100 mV/s
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Tabulka 5 Vyhodnoceni CV voltamogramii redoxnich systémii [Fe(CN)s]* "~ a [Ru(NHg)s]*+2*

[Fe(CN)e]* ™ 5174 -4749 1,09 514 -38 552
[Ru(NHa)e]*"2* 8304 7727 1,07 -1 -68 67

Dale byl studovan vliv rychlosti polarizace na voltametrické chovani [Fe(CN)6]37/47
o koncentraci 6,25x10~* mol/l. M&feni probihalo v rozsahu potencialéi —1600 az +1800 mV
pii v 10-500 mV/s. Ziskané cyklické voltamogramy jsou uvedeny na obrazku 35. Je ziejmé,
ze S rostouci rychlosti polarizace se zvySovaly vysky anodickych i katodickych pika, ale tento
narist nebyl linedrni. Néasledn€ byly vyneseny zavislosti I, na vl (obrazek 36A), které lze
povazovat za linearni a mohou byt popsany nasledujicimi rovnicemi 12 a 13 pro anodicky

a katodicky pik s ptisluSnymi korela¢nimi koeficienty:

Io[nA] = (400,8 £ 8,1)v'/2[(mV/s)*/2] + (971 £ 114),R = 0,9990 , (12)
Ic[nA] = —(370,2 + 9,2)v/2[(mV/s)'/2] — (788 + 129),R = 0,9981 . (13)

Podle predpokladu se tedy v piipadé [Fe(CN)e]>* jedna o difuzné Fizené elektrodové reakce.

15000
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Obrdzek 35 Cyklické voltamogramy 6,25 %10 *mol/l [Fe(CN)e]* *~ v zdvislosti na rychlosti polarizace
zaznamenané na komercni BDDE
Metoda CV, elektrolyt KCI (0,1 M), E,,,= —1600 mV, Egyran,= +1800 mV, v = 10-500 mV/s
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Obrazek 36 Zavislosti I, nav-" (4), logaritmické zavislosti 1acnav (B) a zavislost AE, na v (C) pro
6,25x10~* mol/l [Fe(CN)e]’ " zaznamenané na komercni BDDE
Metoda CV, elektrolyt KCI (0,1 M), E,,, = —1600 mV, Egpra= +1800 mV, v = 10-500 mV/s

Pro upfesnéni byly vyneseny také logaritmické zavislosti (log(lp)_log(v), obrazek 36B), které
mohou byt popsany rovnici (14) pro anodickou proudovou odezvu a rovnici (15) pro

odpovidajici katodicky signal, opét s piislusnymi korelacnimi koeficienty:

log(I,a[nA]) = (0,3980 £ 0,0039) log(v [(mV/s)]) + (2,9152 + 0,0081),
R =0,9997 , (14)
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log(I,c[nA]) = (0,4144 + 0,0037) log(v [(mV/s)]) + (2,8353 + 0,0078),
R =0,9997 . (15)

Jak jiz bylo feceno, u téchto logaritmickych zéavislosti je urcujici hodnota smérnice ziskané
rovnice. Jelikoz se tato hodnota Vv piipadé anodického i katodického piku pro [Fe(CN)e]* ™
blizi hodnoté 0,5, jedna se skute¢né o difuzné fizené elektrodové reakce. V obou piipadech
ale plati, ze hodnota 0,5 nelezi v intervalu spolehlivosti vypoctenych smérnic. Ty jsou nizsi
(+0,3980 resp. +0,4144), coz by odpovidalo vlivu kinetiky néjaké piediazené resp. nasledné

chemické reakce.

Soucasné se zmeénou vysky pikli v zavislosti na rychlosti polarizace dochédzi rovnéz k posunu
potencialti anodického i katodického signalu tak, ze hodnota AE, S rostouci v nartsta. Byla

proto vynesena také zavislost AE, na v'?

(obrazek 36C). Zdanliva rychlostni konstanta
pienosu naboje byla pocitana podle Nicholsona s vyuzitim vyse uvedené rovnice (10), a to
pro rychlost polarizace 100 mV/s. Vysledna hodnota koapp pro komerc¢né¢ dostupnou BDDE
byla 1,2x10° cm/s. Tento vysledek je v souladu s literaturou [81], ktera ¥ika, e pro redoxni
systém [Fe(CN)g] ™ se koapp pohybuje v rozmezi 10 *-10"® cm/s, protoze probihajici reakce

3—/4—

je zavisla na struktufe a kvalit¢ povrchu s ohledem na piislusnost [Fe(CN)g] Kk inner-

sphere redoxnim systémum.

Vliv rychlosti polarizace byl studovén také pro redoxni systém [Ru(NH3)s]*"’** o koncentraci
6,25%x10"*mol/l. M&feni opét probihalo v rozsahu potencialéi —1600 az +1800 mV pii v 10-
500 mV/s. Ziskané cyklické voltamogramy jsou uvedeny na obrazku 37. Z nich opét vyplyva,
ze srostouci rychlosti polarizace se zvySovaly hodnoty lp. i Iy, ale ani v piipadé
[Ru(N H3)6]?’+/2+ neslo o linearni zavislost 1, na v. Naopak zavislosti I, na VY2 (obrazek 38A)

jsou linearni a mohou byt popsany rovnicemi 16 a 17 s pfisluSnymi korelaénimi koeficienty:

Io[nA] = (824 + 20)v'/2[(mV/s)'/2] + (104 £ 287),R = 0,9981, (16)

L. [nA] = —(864 £ 953)v'/2[(mV/s)¥/2] + (1205 + 744),R = 0,9889.  (17)

| v piipadé [Ru(NHs)e]*"'" se tedy jedna o reakce fizené difuzi. Z logaritmickych zavislosti
(log(lp)_log(v), obrazek 38B) charakterizovanych rovnicemi (18) a (19) s pfislusnymi
korela¢nimi koeficienty vyplyva, Ze hodnoty smérnic se opét bliZzi hodnoté 0,5, a to vyrazné&ji

nez v pipadé [Fe(CN)s]>™*, a byla tak potvrzena difuze, jako ¥dici d& sledovanych
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elektrodovych reakci. Ani tentokrat vSak hodnota 0,5 nelezi v intervalu spolehlivosti

vypoctenych smérnic.

log(I,4[nA]) = (0,4867 + 0,0088) log(v [(mV/s)]) + (2,950 + 0,018)

R = 10,9990, (18)
log(I,c[nA]) = (0,549 + 0,030) log(v [(mV/s)]) + (2,762 + 0,062),
R =09914. (19)
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Obrdzek 37 Cyklické voltamogramy 6,25 x10*mol/l [Ru(NH3)s]**"* v zdvislosti na rychlosti polarizace
zaznamenané na komercni BDDE
Metoda CV, elektrolyt KCI (0,1 M), E,,,,= —1600 mV, Egpran,= +1800 mV, v = 10-500 mV/s

Stejné jako v predchozim piipad¢é byla sledovana rovnéz poloha anodického a katodického
signalu [RU(NHs)e]*"'?* v zavislosti na ménici se v. Na rozdil od systému [Fe(CN)s]* ™
VvV tomto ptipad¢ nedochazelo k vyznamnému posunu pikti, coz dokumentuje rovnéz zavislost

AE, na vi2 prezentovana na obrazku 38C. Zdanliva rychlostni konstanta pfenosu naboje byla

3*12* ha komerené dostupné BDDE, a to opét pro

pocitana také pro redoxni systém [RU(NH3)g]
rychlost polarizace 100 mV/s. Vypoctena hodnota koapp byla 2,9x10 2 cm/s. Tento vysledek je

opét v souladu s hodnotami diive prezentovanymi v literatuie [81]. Hodnota koapp ziskana pro

66



[Ru(NH3)s]**'*" je o tii Fady vyssi, nez pro [Fe(CN)e]* ™", coz odpovida tomu, Ze outer-sphere

redoxni systémy nejsou tolik citlivé na strukturu nebo ¢istotu povrchu elektrody.
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Obrizek 38 Zavislosti I, Na V2 (4), logaritmické zavislosti |pacna v (B) a zavislost AE, na v'2 (C) pro
6,25x10"* mol/l [Ru(NH5)s]**"** zaznamenané na BDDE
Metoda CV, elektrolyt KCI (0,1 M), E,,,,= —1600 mV, Egprar,= +1800 mV, v = 10-500 mV/s
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4.2.2 Charakterizace testovanych BDDE s ruznym obsahem boru

4.2.2.1 Povrchova charakterizace

Vsechny laboratorné¢ vyrobené BDDE s riiznym obsahem boru byly sledovany pomoci
skenovaci elektronové mikroskopie (SEM). Na obrazku 39 jsou uvedeny ziskané snimky
povrchu jednotlivych testovanych elektrod. Z obrazku je patrné, Ze se zvysujicim se obsahem
boru resp. pomérem B/C se zvétSuje velikost zrn ve struktuie deponovaného diamantového

filmu.

1000 ppm

%O 000 ppm -

-4 %

Obrazek 39 Snimky povrchu testovanych BDDE ze skenovaciho elektronového mikroskopu
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Dalsi metodou pouzitou pro charakterizaci materidlu jednotlivych filmd byla Ramanova
spektroskopie. Ziskana Ramanova spektra BDD filmt pfipravenych v prostiedi smési 1 %
CHy/H; s obsahem B/C 0-20 000 ppm byla méfena pii vinové délce 623 nm. Na obrazku 40 je
vidét, 7e elektrody s obsahem boru 0 ppm vykazuji ostry pik pri 1335 cm™*, ktery odpovida
sp’ uhlikovym vazbam. To znamend, Ze na kiemikovém substratu byl deponovan vysoce
kvalitni diamant. Déle je patrné, Ze tento ostry signal se zmenSuje s rostoucim pomérem B/C.
Dva Siroké pasy se stredem 470 a 1220 cm * spojuje to, ze dochazi k za¢lenéni boru do
miizky diamantu. Oba tyto signaly nartistaji s rostoucim obsahem boru v deponovaném filmu.
Spektrum s maximem kolem 1580 cm™* odpovida sp® uhlikovym vazbam, které jsou dany
ptitomnosti grafitického uhliku jako necistot na povrchu diamantového filmu. Tyto vysledky

jsou v souladu s literaturou [80].
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Obrdazek 40 Ramanova spektra BDD filmii pripravenych v 1 % CH,4/H, s obsahem B/C 0-20 000 ppm

4.2.2.2 Elektrochemickd charakterizace pomoci [Fe(CN)g]* ™

StéZejni casti této kapitoly byla elektrochemickd charakterizace laboratorné vyrobenych
BDDE. Na uvod priace byly na vSech testovanych elektrodach zmétfeny cyklické

voltamogramy V neutralnim prostiedi, kdy byl jako zakladni elektrolyt pouzit roztok KCI
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o koncentraci 0,1 mol/l, a byly vyhodnoceny 8iiky potencidlového okna. Jako mezni byl
odecten na anodické i katodické strané vzdy potenciadl, pfi némz proud dosiahl hodnoty
+500 nA. Z ode¢tenych hodnot potencialii bylo zjiSténo, ze s rostouci koncentraci boru
dochazelo k zizeni potencialového okna elektrody. Na katodické strané bylo zizeni mnohem
vyraznéj$i neZ na anodické stran€. Potencidlové okno se celkové zmenSilo o 500-600 mV

mezi BDDE s pomérem B/C 1000-20 000 ppm. BDDE s pomérem B/C 1000 ppm vykazovala

vvvvv

Dalsi elektrochemické vlastnosti BDDE s riznym obsahem boru byly studovany opét
S vyuzitim reverzibilnich redoxnich systému [Fe(CN)]' ™ a [RU(NH3)6]3+/2+ stejné jako
v ptipadé komercéné dostupné BDDE. Nejprve byly ve stejném prostiedi (0,1mol/l KCI)
zméfeny cyklické voltamogramy 2,5x10 °mol/l [Fe(CN)s]*™*". Méieni probihalo od Epoc
—1600 MV do Egpray 71800 mV pii v 100 mV/s. Ziskané zaznamy pro vSechny testované
BDDE jsou uvedeny na obrazku 41. Zn¢ho je na prvni pohled patrné, Ze s rostoucim
pomérem B/C dochézelo ke zvySeni reverzibility sledované elektrodové reakce, tzn., ze
dochazelo ke zvySovani proudovych signalt a zmenSoval se rozdil potenciali anodického
a katodického piku. Tyto trendy potvrzuji rovnéz zavislosti vynesené v obrazku 42. Konkrétni
hodnoty proudii a potencidli odectené z prezentovanych CV voltamogramii jsou shrnuty
v tabulce 6. Z tabulky vyplyva, Ze pomér ly/l,c se u vSech elektrod pohyboval v rozsahu 0,88-
0,98. Nejlepsi hodnoty (0,98) byly vypocteny pro elektrody s nejvyssim obsahem boru
(10000 a 20 000 ppm) a rovnéz elektroda s obsahem 1000 ppm vykazovala piekvapivé
pomeér lpa/lpe velmi blizky 1 (0,95), coz by odpovidalo reverzibilnimu prubéhu elektrodové
reakce. Co se tyce potencialového rozdilu mezi anodickym a katodickym pikem, dochazelo
k jeho zmenSovani s rostoucim obsahem boru v diamantovém filmu od 1406 mV pro
elektrodu s obsahem boru 1000 ppm do 473 mV pro elektrodu s obsahem 10 000 ppm. Tento
trend svéd¢i o zvySovani reverzibility elektrodové reakce a tedy o zlepSovani
elektrochemickych vlastnosti elektrod. U elektrody s obsahem boru 20000 ppm se
potencidlovy rozdil opét zvysil, coz muze byt zpiisobeno horsi kvalitou BDD filmu, napf.
zvySenym obsahem sp? neboli grafitického uhliku. Ani nejniz§i hodnota potencialového
rozdilu se ale nebliZi teoretické hodnoté 59 mV pro reverzibilni reakci. Naopak ptiblizné

odpovida vysledku prezentovanému vyse pro komeréni BDDE.

Dale byl vypocitan elektroaktivni povrch pro testované BDDE dle vySe uvedené Randles-

Sevéikovy rovnice (9) pro rychlost polarizace 100 mV/s. Hodnoty elektroaktivnich ploch jsou
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rovn&z uvedeny v tabulce 6. Nejvétsi plocha elektrody (0,6 mm?) byla vypocitana pro BDDE
s pomérem B/C 10 000 ppm, nejmensi pak pro 1000 ppm (0,25 mm?). Ziskané velikosti ploch

koresponduji s ostatnimi vysledky.
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Obrdzek 41 Cyklické voltamogramy 2,5%10 >mol/l [Fe(CN)s]* " zaznamenané na testovanych BDDE
Metoda CV, elektrolyt KCI (0,1 M), E,,,= —1600 mV, Egprar,= +1800 mV, v =100 mV/s

Tabulka 6 Vyhodnoceni vysky a polohy pikii [Fe(CN)e]’ " v zavislosti na poméru BIC

B/C Ipa ™ Ipallpc Epa Epc AE, A
[ppm]  [nA] [nA] mv] [mV] [mv]  [mm’]
1000 500 -507 0,98 829 -577 1406 0,25
2000 510 -576 0,88 720 -355 1075 0,26
4000 672 -767 0,88 659 -163 822 0,30
8000 849 -947 0,89 550 -24 574 0,36
10000 1039  -1053 0,98 545 72 473 0,60
20000 694 -710 0,98 503 12 491 0,30
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Obrazek 42 Zavislosti AE, a loc na B/C pro 2,5 x10°mol/l [Fe(CN)e]* " zaznamenané na testovanych BDDE
Metoda CV, elektrolyt KCI (0,1 M), E,,-= —1600 mV, Egprar,= +1800 mV, v =100 mV/s

374 zaznamenané na

Na obrazku 43 jsou prezentovany cyklické voltamogramy [Fe(CN)g]
jednotlivych testovanych elektrodach v zavislosti na rychlosti polarizace. Koncentrace
[Fe(CN)s]* ™ v polarografické nadobee byla 2,5x10°% mol/l a mé&feni probihalo v prostiedi
0,1mol/l KCI v rozsahu potencialti od —1600 do +1800 mV. Rychlost polarizace byla ménéna
od 10 do 500 mV/s. Z obrazku je patrné, ze se zvySujicim se pomérem B/C dochazelo
K pfiblizovani potencialu pikii a také knarGstu vysky redoxnich signali. Nejlepsi
elektrochemické vlastnosti vykazovala elektroda s pomérem B/C 10 000 ppm a pii vySSim
pomeéru se tvar voltamogramul opé€t zhorSil. Z uvedenych méfeni byly vyhodnoceny vysky
anodickych a katodickych signalt a vyneseny zavislosti I, na v (obrazek 44A) resp. I, na v
(obrazek 44B). Zatimco zavislosti |, na v nevykazovaly linearni prabéh, zavislosti na VY2 jsou
linearni a mohou byt popsany rovnicemi, jejichz zakladni parametry (smérnice, tseky
a korela¢ni koeficienty) jsou uvedeny v tabulce 7. Zté je ziejmé, ze hodnota smérnice se
zvySuje s rostoucim pomérem B/C a maxima dosahla opét pro elektrodu s B/C 10 000 ppm.
Linearni priibéh vsSech téchto zavislosti svéd¢i o difuzné tfizené elektrodové reakei. Nasledné
byly vyneseny logaritmické zavislosti (log(lp)_log(v)) a hodnoty smérnic a usekd pro
anodické a katodické proudové odezvy jsou uvedeny v tabulce 8, a to s ptisluSnymi

korela¢nimi koeficienty. Hodnoty smérnic potvrzuji difuzné fizenou elektrodovou reakci.
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Obrizek 43 Cyklické voltamogramy 2,5x10*mol/l [Fe(CN)s]* " zaznamenané na testovanych BDDE
s pomérem B/C 1000-20 000 ppm

Metoda CV, elektrolyt KCI (0,1 M), E,,. = —

1600 MV, Eqpran= +1800 mV, v = 10-500 mV/s
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Obrdzek 44 Zavislosti 1pacna v (A) a lpacna v2 (B) pro 2,5x10°mol/l [Fe(CN)s]* " zaznamenané na
testovanych BDDE s pomérem B/C 1000-20 000 ppm
Metoda CV, elektrolyt KCI (0,1 M), E,,,, = —1600 mV, Egpran= +1800 mV, v = 10-500 mV/s
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Tabulka 7 Statistické parametry zavislosti 1p, .([Fe(CN)e]

3-/4-

Y na V2 ziskanych pro jednotlivé testované BDDE

I B/C Smérnicia Usek R
P [ppm] [NAsmV] [nA]

1000 (45,5+2.8) ~(4,9+38)  0,9892
2000 (45.9:2.4) (0,75£34)  0,9918
anodicky 4000 (71,621,4) ~(122+19)  0,9988
8000 (88,33 4) ~(82+48) 0,952
10 000 (117,33,8) ~(19+53)  0,9969
20 000 (63,9:3.0) ~(17+42) 0,935
1000 —(43,2+1,7) ~(65:23)  0,9918
2000 (41,942.5) ~(74£35) 0,990
katodicky 4000 ~(63,122.9) (71241) 0,9936
8000 ~(77,7£1,6) (46£22) 0,987
10 000 —(116,0+3,5) (28+48) 0,9973
20 000 ~(67.2+1,8) (4625) 0,9978

Tabulka 8 Statistické parametry zavislosti Iog(lpa‘c([Fe(CN)B]*M’)) na log (v) ziskanych pro jednotlivé BDDE

B/C

Smérnice

Usek

lo [ppm] [NA's mV ] [nA] R

1000 (0,589+0,038)  (1,450+0,079)  0,9878

2000 (0,558+0,026)  (1,53120,054) 0,938

anodicky 4000 (0,696£0,034)  (1,335:0,072) 0,998
8000 (0,611+0,023) (1,639+0,048)  0,9957

10 000 (0,55140,024)  (1,950+0,049)  0,9945

20 000 (0,543+0,029)  (1,697+0,062) 0,991

1000 (0,447:0,001)  (1,809£0,021)  0,0986

2000 (0,46120,021)  (1,774+0,045)  0,9936

katodicky 4000 (0,62240,028)  (1,476:0,059)  0,9940
8000 (0,544+0,014)  (1,767+0,029)  0,9980

10 000 (0,545£0,017)  (1,953+0,036)  0,9970

20 000 (0,544+0,014)  (1,70120,030)  0,9979

1/2

Nakonec byly vyneseny zavislosti AE, na v'* (obrazek 45), které potvrzuji, ze nejvetsi
potencidlovy rozdil mezi anodickym a katodickym pikem byl pozorovan pro BDDE
s pomérem B/C 1000 ppm. S rostoucim pomérem B/C se potencidlovy rozdil zmensoval
anejmensi byl pro elektrody s pomérem B/C 10 000 a 20 000 ppm. S rostoucim obsahem
boru byl také pozorovan mensi posun potencialu pikli v zavislosti na rychlosti polarizace. Pro
vSechny testované elektrody byla vypocitana zdanliva rychlostni konstanta pfenosu naboje
podle Nicholsona (rovnice 10). K vypoctu byla ve vsech ptipadech pouzita data z méfeni pfi v
100 mV/s. Jelikoz pro redoxni systém [Fe(CN)s]* ™ byly hodnoty AE, pro jednotlivé
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elektrody velké (379-1234 mV), bylo nutné pro odecteni nizkych hodnot y (pro velké
hodnoty (AE,xn)) pouzit rovnici odpovidajici linearni ¢asti zavislosti uvedené na obrazku 33.
Odectené hodnoty w jsou uvedeny v tabulce 9. Z téchto hodnot byly nasledné vypocitany
zdanlivé konstanty ptenosu naboje pro vSsechny BDDE a vysledky jsou opét shrnuty v tabulce
9. Hodnoty k%, se pohybovaly v rozmezi 1,1x10* do 1,8x10°° cm/s a s vy&si koncentraci
boru v BDD filmu dochézelo ke zvySovani hodnoty k%pp. Jak jiz bylo uvedeno vyse, rozsah
hodnot k%, pro tento redoxni systém se pohybuje obvykle od 10~ do 107° cm/s [81]. V tomto
rozmezi lezi rychlostni konstanty BDDE s pomérem B/C 8000 az 20 000 ppm. Naopak nizsi
hodnoty koapp pro elektrody s pomérem B/C 1000, 2000 a 4000 ppm jsou dany velmi pomalym

pfenosem nabojem a svéd¢i o horsich elektrochemickych vlastnostech téchto BDDE.

——1000 ppm  —=+2000 ppm

1400 1 4000 ppm —e—8000 ppm
T —=—10 000 ppm —o—

HJD-

<
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200 I | | |
3 8 13 18 23
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Obrdzek A5 Zavislosti AE, na v2 pro 2,5x10 °mol/l [Fe(CN)e]* " zaznamenané na testovanych BDDE
s pomerem B/C 1000-20 000 ppm
Metoda CV, elektrolyt KCI (0,1 M), E,,,,= —1600 mV, Egpran,= +1800 mV, v = 10-500 mV/s

Tabulka 9 Vypoctené hodnoty zdanlivé rychlostni konstanty prenosu ndaboje pro testované BDDE

B/C [ppm] AE, [mV] W K’app [CM/S]
1000 1234 1,9x1077 1,8x10°°
2000 1090 1,2x10°° 1,2x10°8
4000 772 7,3x107° 7,0x1077
8000 574 9,4x1074 9,0x10°°
10000 379 1,2x1072 1,1x107*
20000 442 5,1x10° 5,0x10°
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4.2.2.3 Elektrochemicka charakterizace pomoci [Ru(NH3)s] Sl

Stejné jako v piipadé komer¢né dostupné BDDE byl i u laboratorné vyrobenych elektrod
vedle systému [Fe(CN)s]* ™ pouzit pro studium jejich elektrodovych vlastnosti také outer-
sphere redoxni systém [Ru(NHs)e]**?*. Opét byly zméfeny cyklické voltamogramy
2,5%x10°mol/l  [Ru(NHa)e]*""*" v prostiedi 0,1mol/l KCl. Ms&feni probihalo Vv rozsahu
potencialti Epoe —1600 mV az Egpray #1800 mV pfi v 100 mV/s. Ziskané voltamogramy pro
testované BDDE jsou uvedeny na obrazku 46. Z obrazku je opét ziejmé, Ze s rostoucim
pomérem B/C dochazelo ke zvysSeni reverzibility elektrodové reakce. Z toho vyplyva, ze
dochazelo ke zvétSovani proudovych signali a také ke zmenSovani rozdilu potencidlu
anodického a katodického signalu. Tyto trendy jsou patrné také z vynesenych zavislosti
prezentovanych na obrazku 47. V tabulce 10 jsou pak shrnuty konkrétni hodnoty proudu
a potencialti odectené z voltamogramu. Ze ziskanych proudd byl vypocitan pomér lpa/l,c a u
vsech elektrod se pohyboval v rozsahu 0,86-0,97. Hodnota nejblizsi 1 (0,97) byla vypocétena
pro elektrodu sobsahem boru 10000 ppm. Reverzibilni priubéh elektrodové reakce

vykazovala také elektroda s obsahem 1000 a 8000 ppm, kdy byl pomér lya/lpc shodné 0,92.
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Obrdzek 46 Cyklické voltamogramy 2,5x10° mol/l [Ru(NH3)e]*""%* zaznamenané na testovanych BDDE
Metoda CV, elektrolyt KCI (0,1 M), E,,, = —1600 mV, Egpran,= +1800 mV, v = 100 mV/s,
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Obrazek 47 Zavislosti AE, a |, na B/C pro 2,5 x10"°mol/l [Ru(NH3)e]**"** zaznamenané na testovanych BDDE
s pomérem B/C 1000-20 000 ppm
Metoda CV, elektrolyt KCI (0,1 M), E,,-= —1600 mV, Egprar,= +1800 mV, v =100 mV/s

Tabulka 10 Vyhodnoceni vysky piku v zavislosti na jednotlivych pomérech B/C

B/C lpa le b/l Epa Ee  AE,
[ppm]  [nA]  [nA] [mV] [mV] [mV]
1000 1161 -1268 0,92 71 167 238
2000 1226  -1389 0,88 26 132 158
4000 1283  -1407 0,91 26 91 117
8000 1400 -1530 0,92 4 71 75
10000 1560 -1612 097  -10 71 61
20000 972  -1128 0,86 8 77 85

Z hodnot AE, uvedenych pro jednotlivé elektrody v tabulce 10 vyplyva, Zze s rostoucim
obsahem boru dochazi k pfiblizovani anodické a pfislusné katodické proudové odezvy
[Ru(NHs)e]*'**. Pro elektrody s vyssim obsahem boru (8000-20 000 ppm) se navic tato
hodnota blizila teoretické hodnot¢ 59 mV podle Nernstovy rovnice (11). Vzhledem
k charakteru [Ru(NHs)s]*"?* jako outer-sphere redoxniho systému byly vsechny ziskané

3—/4—

hodnoty AE, mnohem mensi nez pro [Fe(CN)s]” ™. Vysledky jsou opét v souladu s témi

ziskanymi pro komercéné dostupnou BDDE.
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82+ 5 koncentraci

Na obrazku 48 jsou uvedeny cyklické voltamogramy [Ru(NH;)e]
2,5x10 °mol/l zaznamenané V zavislosti na rychlosti polarizace na vSech testovanych
elektrodach. Méfeni probihalo v prostfedi 0,1mol/l KCI v rozsahu potencial od —1600 do
+1800 mV, rychlost polarizace byla ménéna od 20 do 500 mV/s. Z obrazku je patrné, Ze se
zvySujicim se pomérem B/C dochézelo k pfiblizovani potencidlu pikl a také se zvétSovaly
vySky anodickych a katodickych signalt. Jako v ptipadé ptedchoziho redoxniho systému, tak
i u [Ru(NH3)e]**"?*, vykazovala nejlepsi elektrochemické vlastnosti elektroda s pomérem B/C

10 000 ppm a pfti dalsim zvyseni poméru na 20 000 ppm se voltamogram op¢t zhorsil.

Nasledné byly ztéchto méfeni vyhodnoceny vysky anodickych a katodickych pikt

a vyneseny zavislosti I, na v (obrazek 49A) a I, na v'/2

(obrazek 49B). Zatimco zavislosti |, na
Vv nevykazovaly linedrni prib¢h, tak zavislosti I, na v jsou linearni a mohou byt popsany
rovnicemi, jejichZ parametry jsou shrnuty v tabulce 11. Linearni pribéh zavislosti svéd¢i
0 difuzn¢ tizené¢ elektrodové reakci. Poté byly vyneseny logaritmické zavislosti
(log(lp)_log(v)) a piislusné hodnoty smérnic a usekl pro anodické a katodické proudy jsou
uvedeny v tabulce 12 s pfisluSnymi korela¢nimi koeficienty. Ziskané hodnoty smérnic

potvrzuji difuzné fizené elektrodové reakce.

Tabulka 11 Statistické parametry zavislosti lyacNa V2 na testovanych BDDE pro [Ru(NH3)e]**'2*

I B/C Smérnicg Usek R
P [ppm] [NAsmV™] [nA]

1000 (116,5+4,9) (209+70) 0,9945
2000 (144,5+4,0) (154+56) 0,9978
anodicky 4000 (109,5+1,9) (5,8427) 0,9991
8000 (159,2+5,8) —(185+81) 0,9960
10 000 (156,2+5,0) —(224+70) 0,9969
20 000 (105,6+4,3) —(140+60) 0,9951
1000 —(136,2+3,3) —(175+46)  0,9985
2000 —(180,4+4,1) (34+57) 0,9984
katodicky 4000 —(108,3+2,7) —(20438) 0,9981
8000 —(165,7+3,3) (292+46) 0,9988
10 000 —(144,9+3,6) (6,5£51) 0,9981
20 000 —(109,7+3,2) (191+45) 0,9974
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Obrdzek 48 Cyklické voltamogramy 2,5x10° mol/l [Ru(NH3)e**?* zaznamenané na testovanych BDDE
Metoda CV, elektrolyt KCI (0,1 M), E,,,;= —1600 mV, Egpran,= +1800 mV, v = 10-500 mV/s
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Obrdzek 49 Zavislosti Inacnav (A) a lpacna V2 (B) pro 2,5x10*mol/l [Ru(NHs)s]**"** zaznamenané na
testovanych BDDE s pomérem B/C 1000-20 000 ppm
Metoda CV, elektrolyt KCI (0,1 M), E,,,;= —1600 mV, Egyrar,= +1800 mV, v = 10-500 mV/s

81



Tabulka 12 Statistické parametry zavislosti log(1,ac) Na log (v) na testovanych BDDE pro [Ru(NHg)s]*+2*

I B/C Smérnic_e1 Usek R
P [Ppm] [NPAsmV 7] [nA]
1000 (0,426+0,013) (2,296+0,028)  0,9971
2000 (0,4521+£0,0088)  (2,306+0,018)  0,9988
anodicky 4000 (0,516+0,014) (2,005+0,029)  0,9979
8000 (0,61240,032)  (1,900+£0,068)  0,9918
10 000 (0,6284+0,024)  (1,843+£0,051)  0,9956
20 000 (0,630+0,036) (1,674+0,076)  0,9902
1000 (0,452+0,011) (2,288+0,023)  0,9983
2000 (0,496+0,015) (2,257+0,032) 0,9971
katodicky 4000 (0,4930+0,0091)  (2,057+0,019)  0,9990
8000 (0,640+0,018) (1,824+0,038) 0,9976
10 000 (0,499+0,014) (2,160+0,028)  0,9978
20 000 (0,636+0,016) (1,658+0,035)  0,9980
12

Poté byly vyneseny jest¢ zavislosti AE, na v'“ (obrazek 50), které potvrzuji, ze nejveétsi
potencidlovy rozdil mezi anodickym a katodickym pikem byl pozorovan opét pro BDDE
s pomérem B/C 1000 ppm. S rostoucim pomérem B/C se potencidlovy rozdil zmensoval.
Vyznamny posun potencialu pikd v zavislosti na rychlosti polarizace byl pozorovan pouze pro
elektrody s vysokym obsahem boru (10000 a 20 000 ppm). U dalsich elektrod se pak
potencial piki s rostouci rychlosti v podstaté neménil. Na zavér této Casti prace byly pocitany
koapp pro jednotlivé elektrody, a to opét z dat pro rychlost polarizace 100 mV/s. Hodnoty

3+/2+ jSOLI

w odeCtené ze zavislosti na obrazku 33 a vypocétené hodnoty koapIO pro [Ru(NHzs)e]
shrnuty v tabulce 13. k%, se pohybovaly v rozmezi 1,3x107 do 5,2x10™* cm/s. Z tabulky je
patrné, Ze S vysSi koncentraci boru v elektrodé¢ dochédzelo ke zvySovani hodnoty koapp.
Nejvyssi k%, byly ziskany pro elektrody sB/C 8000 a 10000 ppm (1,3x107°
a9,7x1072 cm/s). Tyto vysledky koresponduji s diive publikovanymi hodnotami [81]. Pro

redoxni systém [Ru(NHz)g]*"?

jsou rychlostni konstanty o né€kolik fadt vy$$i nez pro
[Fe(CN)s* ™, coz odpovida vyraznym rozdilim v hodnotach AE, pro oba pouzité redoxni
systémy. Zavérem lze fici, Ze ¢im je hodnota koapp vyssi, tim je prenos elektronu lepsi a lepsi

jsou tedy elektrochemické vlastnosti pouzitého elektrodového materialu.
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Obrdzek 50 Zavislosti AE, na v pro 2,5x10mol/l [Ru(NH3)e]**"?* zaznamenané na testovanych BDDE
s pomerem B/C 1000-20 000 ppm
Metoda CV, elektrolyt KCI (0,1 M), E,,,,= —1600 mV, Egyran,= +1800 mV, v = 10-500 mV/s

Tabulka 13 Vypoctené hodnoty zdanlivé rychlostni konstanty pienosu ndboje pro testované BDDE

B/C [ppm] AE, [mV] W K’app [CV/s]
1000 248 0,063 52x107*
2000 126 0,32 2,710
4000 96 0,66 5,5x10°3
8000 76 1,5 1,3x1072
10000 62 12 9,7x10 2
20000 86 0,93 7,7%x107°
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4.3 Aplika¢ni moZnosti BDDE s riznym obsahem boru pfi analyze

leukovorinu

Jak jiz bylo uvedeno vyse, aplikatni moznosti testovanych BDDE byly ovéfovany
prostiednictvim analyzy leukovorinu. Pro uvedené experimenty byla pouzita metoda vyvinuta
vuvodni ¢asti prace pro komeréni BDDE. Pred zahajenim prace byla kazda elektroda
aktivovana vlozenim katodického potencialu —2000 mV na dobu 60 sa poté anodického
potencidlu +2000 mV opét na 60 s. Pro zlepSeni opakovatelnosti méteni bylo vlozeno jeste 20
potencialovych cyklid v rozsahu potenciald od —1000 mV do +2000 mV. VSechna méieni
metodou DPV probihala v prostfedi BRB o pH 3 a byly nastaveny nasledujici parametry:
Epoc =700 mV, Ejon +1800 mV, v 40 mV/s, vyska pulzu 50 mV, Sitka pulzu 20 ms, Eyeg
+2000 MV atreg 5°s.

4.3.1 Koncentraéni zavislosti leukovorinu a prislusné statistické parametry

Na uvod byly na vSech elektrodach zméfeny DP voltamogramy LV o koncentraci
5x10° mol/l a byla vynesena zavislost I, na poméru B/C, kter4 je uvedena na obrazku 51.
Z obrazku je zifejmé, ze vyska piku s rostouci koncentraci boru rostla a nejvyssi proudova
odezva byla zaznamenana pro elektrody s obsahem bodu 10 000 a 20 000 ppm. Mezi témito
dvéma elektrodami jiz nebyl narlst signalu vyznamny, coz by odpovidalo pfedchozim
vysledkiim, z nichz vyplyva, Ze zvyseni obsahu boru nad 10 000 ppm jiz nevedlo ke zlepSeni

elektrochemickych vlastnosti elektrody.

Pro vSechny pouzit¢ BDDE byla poté proméiena fada koncentrac¢nich zavislosti LV
v modelovych roztocich s cilem urcit linearni dynamicky rozsah pro jednotlivé elektrody
a vypocitat zakladni statistické parametry. Pfiklady ziskanych voltamogramti koncentra¢nich
zavislosti nam&fenych na stejné koncentragni hlading, tedy od koncentrace 1x10° mol/l jsou
uvedeny na obrazku 52. Konkrétné se jedna o nasledujici koncentra¢ni rozmezi: 1x107°-
8x10° mol/l (1000 ppm), 1x10 °-7x10"® mol/l (2000 ppm), 1x10 ®-9x10"° mol/l (4000 ppm),
1x107%-1x107 mol/l (8000 ppm) a 1x10 °-1,2x10™> mol/l (10 000 ppm). Vzhledem k tomu,
2x107° mol/l, byla m&fena koncentraéni zavislost v rozsahu 2x10°-1,8x10"> mol/l. Pro lepi
piedstavu o kvalité ziskanych zaznamt jsou na obrazku uvedeny naméfené voltamogramy bez
nasledného softwarového vyhlazeni. Na obrazku je vidét velky rozdil mezi zaznamy pro

jednotlivé testované elektrody. Lisi se nejen vysSkou a tvarem piki, ale vyrazny rozdil je také
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Vv pozadi, které je nejnizsi pro elektrodu s B/C 1000 ppm a naopak velmi vysoké pro elektrodu
s pomérem B/C 20 000 ppm. Nejlépe vyvinuté piky poskytovaly BDDE s pomérem B/C 8000
a 10000 ppm. Na obrazku 53 jsou vyneseny zavislosti I, na c.y pro uvedena méfeni
z obrazku 52. Ze ziskanych zavislosti lze vycist, ze nejstrmé&jsi piimky poskytuji, a tudiz
nejcitlivéjsi jsou BDDE s B/C 8000 a 10 000 ppm. Tyto zavéry potvrzuji rovnéz hodnoty
smérnic uvedenych zévislosti, které jsou shrnuty spolu s tseky a korelacnimi koeficienty
v tabulce 14. Z ni vyplyva, ze citlivost elektrod s obsahem boru 1000-4000 ppm je obdobna
a poté prudce nardsta pro elektrody s vy$§sim pomérem B/C. Maximalni hodnota smérnice
byla dosazena pro elektrodu 10 000 ppm a poté byl v souladu s pfedchozimi vysledky opét
zaznamenan pokles citlivosti pro elektrodu s B/C 20 000 ppm.

10
8 .
<
c
=6
4 -
2 I I I
0 5000 10000 15000 20000
B/C [ppm]

Obrdzek 51 Zavislost I, 5x10"®mol/l LV na B/C zaznamenand na BDDE s pomérem B/C 1000-20 000 ppm
Metoda DPV, elektrolyt BRB (pH 3), E,.,. = =700 mV, Eo,= +1800 mV, v = 40 mV/s, vyska pulzu =50 mV,
Sirka pulzu = 20 ms, Ergg = +2000 MV, teg =5
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Obrdzek 52 DP voltamogramy LV v zdvislosti na koncentraci zaznamenané na testovanych BDDE
Metoda DPV, elektrolyt BRB (pH 3), E,,c= =700 mV, Ey,= +1800 mV, v = 40 mV/s, vyska pulzu =50 mV,
Sirka pulzu = 20 M8, Ereg = +2000 MV, treg =58, ¢y = 1x10°-8x10° mol/l (1000 ppm), 1x10°-7x107° mol/l
(2000 ppm), 1x107°-9x10® mol/I (4000 ppm), 1x10°-1x10"° mol/l (8000 ppm), 1x106-1,2x107° mol/l
(10 000 ppm) a 2x10%-1,8x10~° mol/l (20 000 ppm); pFerusovana cara — elektrolyt, pind éara — pridavky LV
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Obrdzek 53 Zavislosti I, na ¢ y zaznamenané na BDDE s pomérem B/C 1000-20 000 ppm
Metoda DPV, elektrolyt BRB (pH 3), E,,.= =700 mV, E,= +1800 mV, v =40 mV/s, vyska pulzu = 50 mV,
Sirka pulzu = 20 M8, Ereg = +2000 MV, treg =58, ¢y = 1x10°-8x10° mol/l (1000 ppm), 1x10°-7x107° mol/l
(2000 ppm), 1x107°-9x10° mol/I (4000 ppm), 1x10°-1x10"° mol/l (8000 ppm), 1x106-1,2x107° mol/l
(10 000 ppm) a 2x10°-1,8x10~> mol/I (20 000 ppm)

Tabulka 14 Statistické parametry koncentracnich zavislosti LV V modelovych roztocich pro jednotlivé elektrody

B/C Smérnice Usek R
[Ppm] [nA 1 pmol '] [NA]

1000 (0,653+0,010) (0,339+0,051) 0,9992

2000 (0,3267+0,0088) (0,499+0,039) 0,9982

4000 (0,3951+0,0065) (0,312+0,036) 0,9984

8000 (1,1545:+0,0098) (0,176+0,061) 0,9997
10 000 (1,466+0,012) (0,114+0,085) 0,9997
20 000 (0,983+0,011) (0,74+0,14) 0,9995

Statistické parametry jako LDR, LOD a LOQ ziskané z méfeni koncentracnich zavislosti jsou
uvedeny v tabulce 15. Z ni vyplyva, Ze velmi nizké a v podstaté shodné hodnoty LOD byly
podle o&ekavani vypodteny pro elektrody s B/C 8000 a 10000 ppm BDDE (9,0x10°°
a1,0x10"" mol/l). Nejnizsi hodnota LOD byla ale navzdory piedchozim vysledkiim dosaZena
pro elektrodu s pomérem 1000 ppm (6,7x10~° mol/l). Vysvétlenim pro tento fakt miZze byt
velmi nizké pozadi pii méteni s touto elektrodou, velky pomér signal/Sum a také velmi dobra
linearita koncentracni zavislosti pouzité pro vypocet (R = 0,9999). Naopak nejhorsi LOD byl
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dosazen pro elektrodu 20 000 ppm, coz bylo patrné zplisobeno vysokym pozadim a malym

-----

LDR byl namé&fen na BDDE s B/C 10 000 ppm (5,0x10"-5,0x10"> mol/l).

V dalsim kroku byla testovana opakovatelnost méfeni. Bylo zméteno 11 opakovanych kiivek
pro LV o koncentraci 1x10 > mol/l na viech testovanych BDDE a z odeétenych hodnot I, byla
nasledné vypocitana hodnota RSD;;. Ziskané vysledky jsou opét uvedeny v tabulce 15.
Vzhledem k tomu, Ze jsou vS§echny hodnoty RSDj; < 3,5 %, je mozné fici, Ze méfeni je velmi

dobfte opakovatelné s vyuzitim vSech testovanych elektrod.

Tabulka 15 Statistické parametry pro stanoveni LV s vyuZitim jednotlivych testovanych BDDE

B/C LDR LOD LOQ RSDy;
[ppm] [mol/l] [mol/l] [mol/l] [90]
1000  2,5x107-2,5x10° 6,7x10°° 2,2x1077 2,0
2000  1,0x10°-3,0x107 3,6x1077 1,2x10°° 1,7
4000  5,0x10"—3,0x107° 1,2x107" 3,7x1077 1,9
8000  5,0x10"-35%x107 9,0x107* 3,0x1077 3,4
10000  5,0x1077-5,0x107 1,0x107" 3,4x1077 1,1
20000 2,0x10°°—4,0x107° 4,2x1077 1,4x107° 0,8

4.3.2 Analyza modelovych roztoki leukovorinu

V dal§i ¢asti prace byla testovana opakovatelnost stanoveni LV s vyuZitim jednotlivych
BDDE. Byly analyzovany vzdy 2 modelové roztoky LV o rizné koncentraci (1,0x107° resp.
2,0x107® a 3,0x10° mol/l). Hodnota nizsi koncentrace LV pro BDDE s B/C 20 000 ppm byla
oproti ostatnim elektrodam vy3si (2,0x10°° mol/l) vzhledem k tomu, Ze to byla nejnizsi
mozna realné méfitelna koncentrace na této elektrod¢. Pro stanoveni obsahu LV byla pouzita
metoda standardniho ptidavku, kdy byly vzdy pfidany minimalné 2-3 ptidavky standardniho
roztoku LV o koncentraci 0,001 mol/l. Stanoveni bylo pro vSechny testované elektrody vzdy
5% zopakovano a byla vypoc¢tena prumérna hodnota koncentrace LV s piislusnym intervalem
spolehlivosti (a = 0,05), relativni smérodatnou odchylkou (RSDs) a vytéznosti. VSechny
vysledky jsou shrnuty v tabulce 16. Z ni vyplyva, Ze vSechny ziskané vysledky jsou spravné
a stanoveni je velmi dobie opakovatelné (RSDs < 4 %). Piiklady zaznamii stanoveni LV
v modelovych roztocich o koncentraci 3x10° mol/l na BDDE spomérem B/C 8000
a 10 000 ppm jsou uvedeny na obrazku 54 spolu s grafickym vyhodnocenim metody

standardniho pfidavku.
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Obrazek 54 Stanoveni LV metodou standartniho pridavku v modelovém roztoku o koncentraci 3 %107 mol/l
zaznamenané na BDDE s B/C 10 000 ppm (A) a 8000 (B), vioZena jsou grafickd vyhodnoceni analyz
Metoda DPV, elektrolyt BRB (pH 3), E,,c= =700 mV, Ey,,= +1800 mV, v = 40 mV/s, vyska pulzu = 50 mV,
Sitka pulzu = 20 ms, Eyeg = +2000 MV, toq = 5 s, standardni pridavky: V = 30 pl, ¢,y = 0,001 mol/I
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Tabulka 16 Vysledky opakovanych stanoveni LV v modelovych roztocich pro jednotlivé BDDE

B/C Dano Stanoveno VytéZnost RSDs
[ppm] [mol/l] [mol/l] [%0] [90]
1000 3,0x10°°  (3,02040,030)x10°° 99,0-101,3 1,5
1,0x10°  (1,010+0,012)x10°° 99,5-104,0 1,8
2000 3,0<10°  (3,040+0,043)x10°° 98,3-103,6 2,1
1,0x10°°  (1,020+0,024)x107° 97,0-105,0 3,5
s000 0% 107 (3,020+0,043)x10°° 98,3-104,0 2,2
1,0x10°  (1,020+0,025)x10° 96,5-107,0 3,7
g0 0% 10°  (3,030+0,031)x10°° 99,3-103,3 1,5
1,0x10°  (1,010+0,025)x10°° 95,5-106,0 3,8
10000 3,0<10°  (3,020+0,022)x10°° 98,6-101,3 1,1
1,010 (1,010+0,011)x10°° 98,0-102,0 1,7
20000 3,0x10°  (3,010+0,039)x10°° 97,3-102,3 1,9
2,0x10°  (2,000+0,018)x10°° 98,5-101,0 1,4

4.3.3 Analyza farmaceutického pripravku

Na zavér této diplomové prace byla vyvinutda metoda pro stanoveni LV v kombinaci
s testovanymi elektrodami aplikovana pti analyze ptipravku pro ptipravu injekéniho roztoku
»Leucovorin Ca LACHEMA 10“ s deklarovanym obsahem 10 mg LV na jednu ampulku.
V experimentalni ¢asti v kapitole 3.3.3 je popséna pfiprava vzorku k analyze a konkrétni
postup stanoveni LV. Analyza byla provedena opét metodou standardniho piidavku.
Stanoveni bylo pro vSechny testované elektrody vzdy 5% zopakovano a byl vypocten
primérny obsah LV v ampulce s piislusnym intervalem spolehlivosti, relativni smérodatnou
odchylkou (RSDs) a vytéznosti. Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce 17. Z té vyplyva, ze
pii stanoveni LV ve farmaceutickém pfipravku byly dosazeny velmi dobré vysledky pro
vSechny testované BDDE, stanoveni je spravné a dobie opakovatelné (RSDs < 2,5 %).
Konkrétni ptiklady stanoveni LV v pfipravku s vyuzZitim BDDE spomérem B/C 8000
210000 ppm jsou uvedeny na obrazku 55 spolu s grafickym vyhodnocenim metody

standardniho ptidavku.
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Obrdzek 55 Stanoveni LV metodou standartniho pridavku pripravku ,,Leucovorin Ca LACHEMA 10
zaznamenané na BDDE s B/C 10 000 ppm (A), 8000 (B), vioZena jsou graficka vyhodnoceni analyz
Metoda DPV, elektrolyt BRB (pH 3), E,,c= =700 mV, Ey,,= +1800 mV, v =40 mV/s, vyska pulzu =50 mV,
Sifka pulzu = 20 ms, Eyeg = +2000 MV, toq = 5 s, standardni pridavky: V = 20 ul, ¢,y = 0,001 mol/I
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Tabulka 17 Vysledky opakovanych stanoveni LV v pFipravku ,,Leucovorin Ca LACHEMA 10“ pro jednotlivé

BDDE

B/C Deklarovano Stanoveno VytéZnost RSDs
[ppm] [mg] [mg] [%6] [%0]

1000 10 (10,03+0,080) 98,2-100,8 1,2

2000 10 (10,09+0,121) 98,7-102,8 1,8

4000 10 (10,08+0,131) 98,2-102,8 2,0

8000 10 (10,03+0,104) 98,7-102,8 1,6
10 000 10 (10,03+0,143) 97,7-103,3 2,1
20 000 10 (10,04+0,099) 99,2-102,3 1,4
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5 7.Aavér

Cilem této diplomové prace bylo porovnani elektrochemickych vlastnosti borem dopovanych
diamantovych elektrod Srtiznym obsahem boru a vyvoj metody stanoveni LV resp. jeji
aplikace pfi analyze modelovych roztoki a farmaceutického ptipravku s vyuzitim testovanych

elektrod.

Prvni ¢ast prace byla vénovana studiu voltametrického chovani LV a vyvoji metody jeho
stanoveni s vyuZzitim komer¢né dostupné BDDE. Bylo zjisténo, Ze LV poskytuje na BDDE ve
slabé kyselém prostfedi 2 oxidacni signdly. Pro studium voltametrického chovani LV
v zavislosti na pH a rychlosti polarizace byla pouzita metoda CV. Vysoké, dobfe vyvinuté
I dobfe vyhodnotitelné a soucasné dostatecné opakovatelné signaly byly pozorovany
v prostiedi BRB 0 pH 3, ktery byl proto zvolen jako vhodny zakladné elektrolyt. Ze zavislosti
na rychlosti polarizace bylo zjisténo, Ze sledované elektrodové reakce jsou fizeny difuzi,
avSak hodnoty smérnic logaritmickych zavislosti svéd¢i rovnéz o vlivu Kinetiky néjaké
chemické reakce, ktera mohla byt ptediazena probihajici elektrodové reakci, nebo mohlo jit
0 reakci naslednou. Pro stanoveni LV byly optimalizovany parametry DPV a to rychlost
polarizace, vySka a Sitka pulzu, a také parametry regenerace elektrodového povrchu.
Optimalizované parametry byly pouzity pfi analyze modelovych roztokti LV nejen pomoci
komer¢ni BDDE, ale rovnéz pii pozd¢€jsi aplikaci testovanych elektrod s riiznym obsahem
boru v diamantovém filmu. Po optimalizaci parametri DPV byly prométeny koncentraéni
zavislosti LV v modelovych roztocich a vypocteny zakladni statistické parametry, napt. LDR
1,5%x10 "-2,5%x10 ° mol/l nebo LOD 1,5x10 ® mol/l a LOQ 5,010 ® mol/l. Navrzend metoda
byla Gspésné aplikovéna pii analyze farmaceutického ptipravku ,,Leucovorin Ca LACHEMA

10%.

StéZejni Casti této diplomové prace byla charakterizace laboratorné vyrobenych BDDE
s riznym obsahem boru v diamantovém filmu. Byly zméfeny CV voltamogramy redoxnich
systémi [Fe(CN)s]* ™ a Ru(NHa)e]**?*, a to i v zavislosti na rychlosti polarizace. Bylo
zjisténo, Ze s rostouci koncentraci boru dochazelo k zizeni potencidlového okna jednotlivych
elektrod a soucasn¢ také ke zvyseni reverzibility sledovanych elektrodovych reakci. Nejlepsi
elektrochemické vlastnosti, napf. pomér lp/lpc blizky 1, nejmensi hodnoty AE, anodického
a katodického signalu, nejvétsi elektroaktivni plochu elektrody ¢i nejvyssi vypoétené hodnoty

koapp, vykazovala elektroda s pomérem B/C 10 000 ppm. Pti dal$im zvySeni obsahu boru pak
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bylo pozorovano opétovné zhorSeni uvedenych parametrd, pravdépodobné v dasledku

zvyseného obsahu necistot ve formé sp2 uhliku.

V posledni ¢asti prace byly ovéfovany aplika¢ni moznosti testovanych BDDE pii analyze LV.
Metoda vyvinutd pomoci komeréné dostupné elektrody byla pouzita pii analyze modelovych
roztokdl s vyuzitim jednotlivych BDDE sriznym obsahem boru. Byly prométeny
koncentra¢ni zavislosti s cilem ur¢it LDR, LOD a LOQ. V souladu s ptedchozimi vysledky
poskytly nejniz§i hodnoty LOD elektrody s pomérem B/C 8000 a 10 000 ppm a piekvapivé
také elektroda s pomérem 1000 ppm. Opakovatelnost méteni byla velmi dobra pro vsechny
testované elektrody (RSD;; < 3,5 %) a podobné tomu bylo i v piipadé opakovanych stanoveni
LV v modelovych roztocich (RSDs < 4 %). Stejn¢ jako V piipadé komeréni elektrody
i testované BDDE ve spojeni s DPV byly aplikovany pfi stanoveni LV ve farmaceutickém
piipravku a se vSemi elektrodami byly dosazeny spravné a velmi dobie opakovatelné

vysledky (RSDs < 2,5 %).

Na zavér lze konstatovat, Ze obsah boru v diamantovém filmu vyznamné ovliviiuje
elektrochemické vlastnosti pfipraveného elektrodového materidlu. Obecné plati, ze
s rostoucim pomérem B/C se testované parametry elektrod zlepSuji, ale jen po urcitou

koncentraci.
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