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ABSTRAKT

Zavedeni metody méreni vitaminu C na voltametrickém zarizeni eDAQ
Potentiostat 466

Bakalarska prace se zabyva zavedenim meéfeni vitaminu C (kyseliny askorbové) na
voltametrickém pftistroji ER466 Potentiostat od firmy eDAQ. Hlavnim cilem prace je
zapojeni a zprovoznéni pfistroje v laboratofi a provedeni zkuSebnich méteni kyseliny
askorbové v rezimu cyklické voltametrie. Pfistroj byl testovan na modelové latce
ferrikyanidu draselném a nésledné byl zkoumén vliv podminek méfeni na vysledek
cyklické voltametrie kyseliny askorbové. Na zaklad¢ zjisténych vysledkll byla metoda
optimalizovdna na vhodné podminky. Jako pomocny elektrolyt byl pouZit roztok
chloridu draselného o koncentraci 0,1 mol/l. Méfeni bylo provedeno pomoci
elektrochemického senzoru s platinovou pracovni elektrodou. Po optimalizaci metody
byl sledovan vliv koncentrace roztoku kyseliny askorbové a skenovaci rychlosti na tvar
voltamogramu a velikost proudu v piku, ktery piislusi sledované latce. Na zakladé¢
vysledktu lze potvrdit, Ze srostouci koncentraci stanovované latky v roztoku ase
zvetSujici se skenovaci rychlosti roste vyska ptisluSného proudového piku.

Klicova slova

cyklicka voltametrie, kyselina askorbova, optimalizace podminek



ABSTRACT

Implementation of voltammetric measurement of vitamin C on device eDAQ
Potentiostat 466

Bachelor's thesis deals with implementation of a voltammetric measurement of vitamin
C (ascorbic acid) on a device ER466 Potentiostat manufactured by eDAQ. The main
aim of the project is to wire and run the device in laboratory and to perform pilot
measurement of ascorbic acid in cyclic voltammetry mode. The device was tested with
a model compound potassium ferricyanide and then the influence of conditions on the
measurement of the ascorbic acid was examined. Based on the results of the
measurement suitable conditions were optimized. For the voltammetric measurement,
0.1M potassium chloride was used as a supporting electrolyte. The measurements were
performed with electrochemical sensor with platinum working electrode. After
optimization of the method the influence of the acid's concentration was investigated as
well as the influence of the scan rate on the shape of voltammogram and the size of
peak current, which corresponds with an observed substance. Based on the results of the
measurement it can be confirmed that the peak current grows with increasing
concentration of analyzed substance and with increasing scan rate.

Keywords

cyclic voltammetry, ascorbic acid, optimization of conditions
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Seznam symboli a zkratek

Seznam symboli

Symbol Jednotka Vyznam

loc A Proud katodického piku

Ipa A Proud anodického piku

Epc Vv Potencial katodického piku

Epa \Y Potencial anodického piku

[ A Velikost proudového piku

n - Pocet elektronti ucastnicich se elektrodového déje
A m? Obsah plochy elektrody

D m?s™ Difuzni koeficient latky

c mol/Il Koncentrace latky

v Vst Skenovaci rychlost

Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

AA Ascorbic acid (kyselina askorbova)

DHA Dehydroascorbic acid (kyselina dehydroaskorbova)
Ccv Cyklicka voltametrie




1 Uvod

vvvvvv

zovoce azeleniny aje Siroce rozsSifen iV dalSich rostlinnych bunkach. Hlavni
biologicky aktivni forma vitaminu C je Kyselina askorbova (AA — ascorbic acid). V téle
je kyselina askorbova oxidovana za vzniku kyseliny dehydroaskorbové (DHA), ktera
rovnéz vykazuje biologickou aktivitu.

VétSina obratlovel je schopna kyselinu askorbovou syntetizovat, ale nékteré druhy
savcl veetné primatl, ¢lovéka a morcat tuto schopnost nemaji. Diky tomu, ze lidské
télo neni schopno kyselinu askorbovou vytvéafet, musi byt nedilnou soucasti jidelnicku.

Hlavni biologické funkce této molekuly u rostlinného 1 zivo€isného metabolismu
spoCivaji v jejich antioxidac¢nich vlastnostech. Jedna se o silny antioxidant, ktery ma
schopnost eliminovat n¢kolik riznych reaktivnich forem kysliku a piisobi jako kofaktor
pro zachovani aktivity fady enzymu udrzovanim kovovych iontii v redukovaném stavu.
Navic hraje dilezitou ulohu pii odolnosti proti stresu, riistu organismu a chrani lidsky
organismus pfed riznymi chronickymi onemocnénimi. [1,3,4] Nedostatek kyseliny
askorbové vede k fadé onemocnéni véetné znamych kurd&ji. [5] Piesné a specifické
stanoveni obsahu této latky v potravé je dalezité pro pochopeni vztahu mezi pfijatymi
zivinami a lidskym zdravim. [2]

Voltametrie je elektroanalytickd metoda odvozend od polarografie, kterd vyuziva
elektrod z pevnych materiald. Jejim principem je méfeni proudu prochazejiciho
zkoumanym roztokem mezi elektrodami, na které je vkladano postupné se zvétSujici
napé¢ti. Polarografii objevil cesky profesor Jaroslav Hejrovsky, za coZ v roce 1959
obdrzel Nobelovu cenu. Svym objevem polozil zaklady celé voltametrie. [6]

Voltametrie se vyznacuje velmi vysokou citlivosti. Diky tomu lze s jeji pomoci
stanovovat ivzorky o velmi nizké koncentraci. Technika poskytuje vyhodu v rychlé
analyze a jednoduchosti a vyzaduje pouze malou nebo Zadnou piipravu analyzovaného
vzorku latky. Nepotiebuje Zzadné slozité andkladné zafizeni, ani specialné
kvalifikovanou obsluhu a v porovnani s jinymi technikami neni pfili§ pracna, ani ¢asové
naroc¢na. [7,8]

Prace se soustfedi na jeden druh voltametrické techniky, na tzv. cyklickou
voltametrii. Jedna se o nejrozsifenéjsi techniku pouzivanou pro ziskavani kvalitativnich
informaci o elektrodovych dé&ich. Cyklickd voltametrie je casto vibec prvni
experiment, ktery se provadi v ramci elektroanalyzy. Béhem ni je na pracovni elektrodu
vkladan signal trojuihelnikového pribéhu. V zavislosti na hledané informaci mize byt
pouzit jeden nebo vice cykld. Béhem potencidlového cyklu méfi potenciostat
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prochéazejici proud. Vysledna zavislost naméfeného proudu na vkladaném napéti
se nazyva cyklicky voltamogram. [9]

Zaznam a vyhodnoceni cyklickych voltamograml se provadi pomoci specialniho
laboratorniho pfistroje. Pro tuto praci byl pouzit ptistroj ER466 Potentiostat od firmy
eDAQ, ktery slouzi ke sbirani, zobrazovani a analyze signdlu z mnoha laboratornich
experimentd.

Hlavnim cilem bakalatské prace je zavedeni metody méfeni vitaminu C (kyseliny
askorbové) na Potenciostatu 466. Mezi stézejni kroky ke splnéni tohoto cile patii
zapojeni, zprovoznéni a otestovani pristroje.

1.1 Prehled souc¢asného stavu

1.1.1 Elektrochemické metody

Elektrochemické (elektroanalytické) metody vychazeji z poznatkli elektrochemie.
Elektrochemie je odvétvi chemie zabyvajici se vzajemnym piisobenim elektrickych
a chemickych ucinkli a zkouma chemické zmény zptisobené prichodem elektrického
proudu na elektrodach. Oblast elektrochemie se zabyva fadou dalSich riiznych dé&jt
(napf. elektroforéza a koroze), zafizeni (elektroanalytické senzory, baterie a palivové
¢lanky) a technologii (napf. galvanické pokovovani a vyroba hliniku a chloru).

Podstatou elektroanalytickych metod je zavislost elektrochemickych vlastnosti
roztokd na jejich slozeni a koncentraci. Zjistovani chovani roztokd se provadi pomoci
elektrochemického ¢lanku, ktery je tvofen elektrodami ponofenymi do roztoku analytu.
Elektrody jsou pfipojeny k méficimu pfistroji, ktery vyhodnocuje nekterou elektrickou
veli¢inu. Elektrochemicky ¢lanek, ktery je zdrojem napéti, oznacujeme jako galvanicky.
Elektrolytickym c¢lankem oznacujeme takovy ¢lanek, v némz dochdzi k elektrolyze.
[10,11]

1.1.1.1 Rozdéleni elektrochemickych metod
Prvni skupinou elektrochemickych metod jsou metody zaloZené na elektrodovém
déji (oxidacné-redukeni reaket). Patii sem

e potenciometrie, u které je elektrochemicky ¢lanek v rovnovazném stavu,
e voltametrie, elektrogravimetrie, klasicka polarografie a coulometrie, u kterych
prochézi ¢lankem elektricky proud.

Mezi metody zaloZené na méteni elektrickych vlastnosti roztoki spada

e konduktometrie, pii které se méfi vodivost roztokd,

o dielektrometrie, ktera spo¢iva v méfeni kapacity. [10,12]
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1.1.1.2 Vyznam elektrochemickych metod

Rozvoj nanotechnologii v elektrochemii a pouziti mikro a nanoelektrod dalo silny
impulz k vyzkumu transportu elektront v biologickych systémech. Bioelektrochemie se
stala silnym zastupcem analytickych metod v biomedicinském vyzkumu spolecné
s tradi¢nimi metodami ,,in vivo* a ,,in vitro®, bioinformatikou a matematickou biologii.
Byly vyvinuty vysoce citlivé elektrochemické metody pro biomedicinu, stejné tak
elektrochemické senzory pro analyzu biologickych objektt. [13]

1.1.2 Voltametrie a polarografie

Polarografie a voltametrie jsou elektrochemické metody, pii kterych je mezi dvé
elektrody ponotfené do roztoku elektrolytu vkladano ménici se elektromotorické napéti
aje sledovan prochazejici proud. Pfi voltametrii se pouzivaji tuhé (stacionarni)
elektrody. V polarografii se méteni provadéji pomoci rtut'ové kapkové elektrody. [10,6]

1.1.2.1 Elektrody a polarizace elektrod

Ve voltametrii a polarografii pouzivame jako mérnou (pracovni) takovou elektrodu,
kterd je polarizovatelnd (jeji potencial je siln€ ovlivnén prochdzejicim proudem).
Referencni (srovnavaji) elektroda musi byt naopak nepolarizovatelnd, tedy jeji potencial
je jen malo zavisly na hodnot¢ prochéazejiciho proudu.

Polarizaci se elektroda brani G¢inkiim vloZeného napéti. Polarizacni napéti je dano
rozdilem potencidli mérné areferencni elektrody. U dokonale polarizovatelné
a dokonale nepolarizovatelné elektrody by se polarizacni napéti rovnalo napé&ti
vloZenému.

Polarizovatelna elektroda by méla mit co nejmensi povrch, aby se jeji polarizace
mohla co nejvice projevit. Oproti tomu nepolarizovatelna elektroda by méla mit povrch
co nejvetsi, aby byla co nejméné ovlivnitelnd prochazejicim proudem.

K prichodu proudu a vylu¢ovani analytu na elektrodé dochazi az po piekroceni
tzv. rozkladného napéti. Vytvoiime-li na pracovni elektrodé zaporny potencial vici
referencni, elektroda je katodou. Elektrony pfechazeji do roztoku, kde zptisobuji redukci
latek. Privedeme-li na pracovni elektrodu kladny potencial oproti referencni, stava se
anodou. Elektrony odchazeji z roztoku a latky oxiduji. [10]

1.1.2.2 Zapojeni elektrod

V polarografii a voltametrii je nejCastéji pouzivano tiielektrodové zapojeni
(Obr. 1.1), pouze klasicka polarografie vyuziva zapojeni dvouelektrodové. Prvni
elektroda je mérna (polarizovatelnd), druhd referencni (srovndvaci, nepolarizovatelna)
a tfeti je pomocna elektroda. Jako referen¢ni se pouzivaji elektrody II. druhu, nejcastéji
argentchloridova a kalomelova. Pomocné elektrody maji vétsi povrch nez pracovni
a byvaji vyrobeny z inertnich materialti jako platina a uhlik. [10,12]
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Proud tece mezi pomocnou a pracovni elektrodou a potencial pracovni elektrody je
méien mezi pracovni a referencni elektrodou. Elektrochemické reakce, které probihaji
pii pruchodu proudu na pomocné elektrod¢, sledovany nejsou. [14]

Obr. 1.1: Ttelektrodové zapojeni ve voltametrii a polarografii. 1 — pomocna elektroda, 2 — pracovni
elektroda, 3 — referenc¢ni elektroda [10]

1.1.2.3 Déje na polarizovatelné elektrodé

Elektrolyza probiha jen v nejblizSim okoli povrchu pracovni elektrody. Transport
iontl elektroaktivni latky mtze probihat dvéma zpiisoby. Prvnim z nich je difuze, ktera
je déna koncentracnim spadem, kdy ionty latky samovolné¢ ptechazeji do prostiedi
s niz8i koncentraci v tésném okoli elektrody. Nizka koncentrace latky je zde zplisobena
ubytkem mnozstvi latky pfi elektrolyze. Druhym zplisobem transportu latky je migrace
zpusobend prichodem proudu elektrolytem.

1.1.2.4 Indiferentni elektrolyt

Koncentrace elektroaktivni latky je zavisla na jeji difuzi. Pro zjiSténi této
koncentrace bychom proto méli co nejvice potlacit migraci iontll. Z tohoto diivodu se do
zkoumaného roztoku ptfidava tzv. pomocny (indiferentni) elektrolyt, jehoZ ionty
pfendseji velkou cast naboje, a migrace zkoumaného analytu je zanedbatelné mala.
Koncentrace nosného elektrolytu by méla byt ptiblizné stonasobna oproti elektroaktivni
latce a m¢l by byt takovy, aby unéj v co nejveétsim rozmezi potencialli nedochazelo
k depolarizaci a nerusil tak stanoveni. PouZzivaji se chloridy, chlore¢nany, chloristany,
sirany alkalickych kovii a vadpniku nebo soli kvartérnich bazi. V alkalickém prostiedi je

vhodny uhli¢itan sodny a draselny, hydroxid lithny, vépenaty a tetramethylamonny.
[10,6]

1.1.3 Polarografie

Polarografie byla poprvé objevena jako metoda napétové kontrolované elektrolyzy
se rtutovou kapkovou elektrodou. Pozd&ji se s vyvojem jinych typl indikacnich
elektrod stala formalné soucésti voltametrie. V soucasné dobé, vice nez 90 let po jejim
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vzniku, nema slovo polarografie ptivodni vyznam jedné elektrochemické metody, ale
predstavuje celé odvétvi elektrochemie. Polarografie je tedy Cast voltametrie vyuZzivajici
rtutovou kapkovou elektrodu s odkapavajici rtuti. [11,6,15]

1.1.3.1 Klasicka polarografie

Rtut’ova kapkova elektroda

Klasicka rtutova elektroda s odkapavajici kapkou se sklada zuzké kapilary
a zasobniku rtuti umisténého 20 az 100 cm vysoko, ve kterém se nachazi vodivy
platinovy drat. Hotova kapka ma primér kolem jednoho milimetru. Neustalé
obnovovani povrchu elektrody umoziiuje dokonalou reprodukovatelnost métreni. Dalsi
vyhodou této elektrody je, Ze elektrolyze podléhd jen malé mnozstvi latky. Proto je
stanoveni mozné vicekrat opakovat s tymz vzorkem. [11,6,16,17]

Staticka rtutova kapkova elektroda je automatizované zatizeni, ve kterém je tok
rtuti fizen ventilem. Ze zasobniku ve vySce asi 10 cm je rtut’ vedena prostfednictvim
kapilary se Sirokym primérem, pokud je ventil otevien v reakci na elektricky signal.
Rist se zastavi uzavienim ventilu, ktery zistdvd na mist€¢ az do obdrzeni dalSiho

elektronického signalu. [11]

Zikladni zapojeni v klasické polarograffii

Meg¢ieny roztok je umistén v polarografické nddobce a zasahuje do néj rtutova
kapkové elektroda. Referencni elektrodu tvofi rtutové dno vzniklé nakapanou rtuti
a zasahuje do n¢j platinovy dratek. Citlivym galvanometrem se mé&fi proud pii vkladani
zvySujiciho se napéti na rtutovou kapkovou elektrodu. Kapkova elektroda je b&zné
zapojena jako katoda a dochazi na ni k redukci. Referentni elektroda je pouZita jako
anoda a dochazi na ni k rozpousténi rtuti na rtutné ionty (Obr. 1.2). [10,6,17]

galvanometr

rezervoar
rtutl

analyzovany vzorek
s nadbytkem
inerni soli

anoda 6o ¥
(vrstva rtuti na dné) - + |

T

Obr. 1.2: Zakladni dvouelektrodové zapojeni v klasické polarografii [18]
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1.1.3.2 Polarografické (I — E) krivky a viny

V polarografii se méti proud jako funkce potencialu. Zavislost proudu na potencialu
znazornuje polarograficka ktivka. Za ptitomnosti depolarizatoru (latky, ktera podléha
elektrodové reakci — zpusobuje depolarizaci elektrody) vznikaji polarografické viny.
Polohu kiivky a depolarizator charakterizuje tzv. pulvlnovy potencial, ktery se méfi
jako vzdélenost x-ové soufadnice v polovingé vysky viny od pocatku souradného
sytému. Tvar polariza¢ni kiivky zavisi na slozeni roztoku. [10,6]

Na polarizacni kiivce rozliSujeme tii oblasti:

a) polarizace (nabijeci proud) — vlozené napéti je nizsi nez rozkladné napéti, proud
roztokem témet neprochazi

b) depolarizace — po pickroceni rozkladného napéti se na katod¢ zacne redukovat
elektroaktivni latka (depolarizator)

C) limitni diftzni proud — ubytek pfeménénych latek v okoli elektrody se vyrovnava
difuzi, zvySovani napéti jiz neurychluje redukci latky, velikost limitniho difuzniho
proudu je rovna vysce viny [6]

1.1.3.3 Polarografické stanoveni

Z polarizaéni kiivky lze urcit druh (kvalitativni udaj) a koncentraci (kvantitativni
udaj) depolarizatoru. Kvalitativné 1lze uréit depolarizator pomoci pilvinového
potencidlu, kdy kazda vlna odpovida konkrétni elektroaktivni latce. Polarograficky lze
stanovovat nékolik slozek soucasné, pokud maji dostatecné rozdilné hodnoty
pulvlnového potenciélu.

Koncentrace depolarizatoru je timérna vysce ptislusné viny. Tato vyska odpovida
hodnoté limitniho difuzniho proudu. Tento udaj se urCuje porovnanim s referencni
vlnou pomoci dvou metod.

Prvni z nich je metoda kalibra¢ni pfimky, pii které se u roztokl se znamou rostouci
koncentraci méfi zavislost vysky polarografické viny (piku) na koncentraci. Z naméfené
kalibra¢ni zavislosti se nasledné urcuje koncentrace nezndmého vzorku.

Druhou metodou je metoda standardniho ptidavku, u které méfime dva roztoky
stejného objemu. Prvnim je samotny stanovovany roztok a druhym tento stejny roztok
s pfidavkem zndmého mnoZstvi stanovované latky. Rozdil vysek polarografickych vin
je umérny mnozstvi piidané latky a koncentraci stanovované latky dopocitame. [6]

1.1.3.4 Pulzni polarografie

Normalni pulzni polarografie

Normadlni pulzni polarografie je pomérné novy a vykonny néstroj pro zkoumani
reakéni adsorpce v redoxnich reakcich. Adsorpce reagujicich slozek mé za nésledek
vyskyt charakteristického maxima na polarogramu a snizeni hodnoty proudu v oblasti,
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kde se zadna adsorpce nevyskytuje. Teorie normalni pulzni polarografie je dobie
vyvinuta jak pro systémy s adsorpci reaktantu, tak s adsorpci produktu. [19,20]

Tato metoda vyuziva rtutovou kapkovou elektrodu. Rostouci rtutova kapka
je udrzovana na uréitém potencialu E;. V pevné daném c¢ase b&hem ,,Zivota“ kapky
je potencial skokové zvySen na jinou hodnotu E;. Po ¢ekaci dobé (ktera je potieba
ke snizeni nabijeciho proudu na zanedbatelnou hodnotu) je méten prochéazejici proud.
Dalsi kapka je po stejné¢ dlouhou dobu udrzovéna na pivodnim potencialu E;, ktery
je nasledné skokové zménén na odliSnou hodnotu potencialu Ez, nez u prvni kapky.
Proud je méfen opét po Cekaci dobé. Synchronizace potencidlovych krokli a méfeni
proudu srustem kapky je bézné zajisténo odkapnutim kapky po méfeni proudu
a mefenim casu od tohoto okamziku. Normalni pulzni polarogram ma stejny tvar jako
u klasické polarografie. [21]

Diferencni pulzni polarografie

Metoda diferenéni pulzni polarografie pouziva opét rtutové kapkové elektrody.
Mezi tyto elektrody a referen¢ni elektrody se tentokrat vklada linearné se zvysujici
napéti, které je ménéno po malych pfirastcich pro kazdou novou kapku. Pfed koncem
»Zzivota® kapky se k tomuto napéti pridava obdélnikovy napétovy pulz. Proud je méfen
vzdy pted zacatkem a koncem pulzu, pfiemz je zjisténa diference mezi t€émito proudy.
Polarogram zobrazuje zavislost proudové diference na vkladaném napéti. Nejveétsi
diference proudu se nachazi v oblasti ptlvlnového potenciélu, vysledna kiivka mé proto
tvar piku. Tato metoda je mnohem citliv§jsi, nez klasicka polarografie. Lze s jeji
pomoci stanovovat vzorky i s koncentraci okolo 10 mol/I. [10]

1.1.4 Voltametrie

Ve voltametrii se na rozdil od polarografie pouZivaji elektrody s konstantni
velikosti povrchu, tedy stacionarni elektrody. Naméfena zéavislost proudu na napéti
se nazyva voltamogram. [10,6] Bakalafska prace se soustiedi na jeden druh
voltametrické techniky, tzv. cyklickou voltametrii, kterd je proto niZe popsana
dikladné&ji. Popisem ostatnich voltametrickych metod se zabyva Semestralni projekt, na
ktery tato prace navazuje.

1.1.4.1 Vyhody voltametrie

K analytickym vyhodam voltametrickych metod patii vynikajici citlivost s velkym
rozsahem koncentraci jak anorganickych, tak organickych latek (10™2 az 10M), velké
mnozstvi pouzitelnych rozpoustédel a elektrolytli, Siroky rozsah teplot, kratké doby
analyzy (v sekundach), soucasné stanoveni nékolika analytd, schopnost stanovit
kinetické a mechanické parametry reakci, dobfe rozvinuta teorie a tim i schopnost
spravné odhadovat hodnoty neznamych parametrii, snadna generace potencialovych
kiivek @ moznost métit velmi malé proudy. [8]
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1.1.4.2 Stacionarni elektrody
Tuhé (pevné) elektrody

Povrch tuhych elektrod neni homogenni, v priabéhu elektrolyzy se na nich tvoii
vrstvicky latek. Material elektrody muze podléhat oxidaci nebo redukci. Voltametrie
Na rozdil od rtuti 1ze s pevnymi elektrodami pracovat v oblasti pozitivnich potenciali
a stanovovat latky oxidaci. Vyuzivaji se pro detekci u separa¢nich metod a méteni
v pratoku. Mohou se vyskytovat ive form¢ mikroelektrod. NejbéznéjSimi tuhymi
materidly elektrod jsou platina, zlato a razné formy uhliku (napt. skelny uhlik). Tuhé
elektrody se nejcastéji pouzivaji ve tvaru dratku, pliSku nebo disku. Lze je také rozdélit
podle pohybu na rotujici a vibrujici. K vibracim dochéazi v horizontdlnim nebo
vertikalnim sméru a rotujici diskové elektrody vyuzivaji laminarniho a turbulentniho
proudéni roztoku. [12,6,14,22]

Rtur’ové elektrody

Ve srovnani stuhymi elektrodami ma rtut fadu pfednosti. Povrch rtuti
je homogenni a snadno obnovitelny, miZzeme s ni pracovat v neutralnich roztocich pfi
velmi negativnich potencialech. Casto se pouziva visici rtutova kapkova elektroda, kdy
celé méfeni probihd na jedné visici kapce, kterd je obnovena pied kazdym dalSim
experimentem. [12,14]

1.1.4.3 Cyklicka voltametrie (CV)

Cyklicka voltametrie (CV) se stala velmi populédrni technikou pro elektrochemické
studie novych systémt a ukazala se jako velmi uziteCny néstroj pro ziskdvani informaci
0 pomeérné slozitych elektrodovych reakcich.

Na pracovni elektrodu je vkladan potencial trojihelnikového pribéhu s riznou
rychlosti zmény (Obr. 1.3). Napétovy prib&éh zacind na zvoleném pocateéniho
potenciadlu Ej, pokracuje pies vrcholovy potencial E; a zpét do koneéného potencidlu
E;. Cyklicky voltamogram je funkce fady chemickych a fyzikalnich parametrd
a obsahuje jeden nebo vice pikd. [12,11,23]

Dilezité parametry cyklické voltametrie jsou proudy (lpc, Ipa) @ potencialy (Epc, Epa)
katodickych a anodickych pikli. Koncentrace elektroaktivni latky zavisi na velikosti
proudu Vv piislusném piku podle Randles-Sevéikovy rovnice, kterdA ma pro 25 °C
nasledujici tvar:

i, =2,686-10°-n%2. A-c.DY? .2 (1),[8]

Ip je velikost proudového piku v ampérech, n je pocet elektronti ucastnicich se
elektrodového déje, A je obsah plochy elektrody, D je difuzni koeficient latky, c je
koncentrace latky a v je pouzita skenovaci rychlost.
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Obr. 1.3: a) Trojuhelnikovy napét'ovy prubéh pii cyklické voltametrii, b) cyklicky voltamogram [11]
1.1.4.4 Vyuziti voltametrie v mediciné
Obecné pouZiti

Analytickd chemie bézn¢ pouzivd voltametrickych technik pro kvantitativni
stanoveni rdznych rozpustnych anorganickych a organickych latek. Anorganicka
chemie, fyzikalni chemie a biochemie hojné vyuzivaji voltametrii pro sledovani
oxidaénich a redukénich procest v rtiznych médiich, studium adsorpce na povrchu,
pfenosu elektronti  areakénich mechanismii, kinetiky pfenosu elektronti
a termodynamickych vlastnosti rozpuSténych latek. Voltametrické metody jsou také
pouzity pro stanoveni slouéenin ve farmacii. [8]

Stanoveni biologicky aktivnich ldatek

Voltametricky lze stanovit endogenni nebo exogenni latky, rizna 1é¢iva a jejich
metabolity v télnich tekutinach a jiném biologickém materialu. Jedna se o standardni
analytické postupy zahrnujici pfedbéznou upravu vzorku, hlavné za pouziti extrakce
sledované latky. [24] Dulezité je také stanoveni latek souvisejicich s lidskym zdravim.
Patfi sem skupiny latek jako mykotoxiny, syntetické antioxidanty, pfirodni antioxidanty
(napf. rutin, morin a luteolin) a steroidni hormony (nap¥. progesteron). [25]

Elektrochemické biosenzory

Biosenzor je analytické zafizeni, které kombinuje biologicky prvek s fyzikalné-
chemickym pfevodnikem pro generovani meéfitelného signalu pii detekci analytu.
Sklada se ze tii zakladnich komponent: detektoru biomolekul, pfevodniku pro pievod
snimané veli¢iny na vystupni signal a obvodu zpracovani signalu. [26]

Elektrochemické biosenzory meéii elektrochemické zmény, které se vyskytuji
na snimaci ploSe elektrod pifi interakci s analytem. Vyhodou -elektrochemickych
biosenzorii je, Ze jsou diky pouzitym elektroddm jednoduché a cenové dostupné.
Elektrody mohou byt snadno miniaturizovany a pouzity pro vyrobu implantovatelnych
biosenzord. [27]
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Voltametrie ,,in vivo“

Tato metoda slouzi ke sledovani latek produkovanych v zZivém organismu
(endogennich latek). Biologicky vyznamné latky jsou sledovany piimo v misté jejich
pusobeni, uvnitf lidského organismu. Jednd se o invazivni méfeni, kdy se do tkan¢
zavadi mikroelektroda, ktera poskytuje kontinudlni méfeni koncentrace metaboliti nebo
1é¢iv v nervové tkani nebo artériich. Nejcastéji je tato metoda pouzivana v mozku
ke sledovani neurotransmitertt a Vv bunikach pro pozorovani chemickych dé&jt uvnitt

cytoplasmy.

Toxikologicka analyza a lékaiska diagnostika s pomoci DNA

Voltametrie se vyuziva pii studiu toxikologickych uc¢inku latek a riznych druha
zafeni pusobicich na DNA zhoubnym zplisobem. Denaturaci (poruSenim) molekuly
DNA vznikaji na elektrodé nukleotidové zbytky dostupné k redukci. Tato redukce
vyvold zmény na voltametrické kiivce. Pomoci koncentrace nukleotidovych zbytkl lze
stanovit stupen poskozeni DNA molekuly. Diky DNA lze také vytvofit modifikovanou
elektrodu pomoci imobilizace DNA na elektrodé. Tato metoda dosahuje velmi vysoké
citlivosti pfi zjiStovani poruSeni DNA.

Piedbézné laboratorni pokusy ukazuji na moznost uplatnéni pii diagnostice
nékterych druhd virG a bakterii. Na elektrodé je imobilizovano vlakno DNA majici
urcité poradi bazi, aby mohlo dojit ke spojeni s bakterialni ¢i virovou DNA ve vzorku
hybridizaci na zakladé komplementarnosti.

Imunologie

Adsorptivni ,,Stripping* voltametrii 1ze vyuzivat pti imunologickych méfenich, kdy
jsou antigen a protilatka adsorpci nahromadény na elektrodé a na vysledné kiivce
je sledovana jejich interakce. Méfeni pomoci této metody jsou velmi citliva a mohou
poskytnout informace jinymi metodami obtizné dostupné. [24]

1.1.5 Vitamin C (kyselina askorbova)
1.1.5.1 Obecné chemické vlastnosti

Kyselina askorbova patfi strukturné mezi nejjednodussi vitaminy. Jeji sumarni
vzorec je C¢HgOg. Latka ma formu bilého, nebo lehce nazloutlého prasku. [7] Kyselina
askorbova je v pevném skupenstvi stabilni, ale jeji roztoky snadno oxiduji, zejména
V pfitomnosti stopovych mnoZstvi mé&di, Zeleza a zésad. [1] Je dobte rozpustna ve vodé,
omezen¢ v alkoholech a nerozpustna v chloroformu, etheru a benzenu. [28]

19



Obr. 1.4: Struktura kyseliny askorbové [1]

1.1.5.2 Elektrochemické vlastnosti

Kyselina askorbova je nejbéznéjsi elektrochemicky aktivni biologicka sloucenina.
Pii oxidaci kyseliny askorbové se uvoliiuji dva protony a dva elektrony za vzniku
kyseliny dehydroaskorbové. Poté nasleduje irreverzibilni reakce pii pH niz§im nez 4.
Elektrodovy mechanismus oxidace kyseliny askorbové je popsan nasledujici rovnici
[29]:

OH 7
,y_ 0 —s O/\/: O LoH* + 2e
—0

HO o HO{

OH OH

HO

1.1.5.3 Funkce kyseliny askorbové v organismu

Kyselina askorbova plni v lidském organismu tii zékladni funkce. Pusobi jako
enzymaticky kofaktor, zachytavac radikall, a jako donor nebo akceptor pii pienosu
elektrontli pfes bunéénou membranu.

Funkce enzymatického kofaktoru

Prvni funkci kyseliny askorbové Vvtele je umozinovat ftadu dilezitych
enzymatickych reakci. Enzymy ovliviiované touto latkou jsou mono- nebo dioxygenazy,
jejichz aktivni misto obsahuje Zelezo nebo méd’ a pro svoji aktivitu potiebuji kyselinu
askorbovou, ktera pusobi jako redukéni ¢inidlo. Kyselina askorbova se jako kofaktor
u zivoCicht podili na biologické syntéze kolagenu. Je také nezbytna pro normalni
fungovani fibroblastii a osteoblastd, syntézu karnitinu, kyseliny listové a hormonu
nadledvinek a hojeni ran. Zvysuje také biologickou dostupnost adrenalinu.

Antioxidacni ucinky
V téle kyselina askorbova enzymaticky i neenzymaticky interaguje s riznymi
kyslikovymi radikaly ajejich derivaty. Tyto detoxikacni reakce lze povaZovat za

nedilnou soucast ,,uklidu* v eukaryotickych bunkach. O velkém vyznamu téchto
bunénych procesu svédc¢i vysoka intracelularni koncentrace kyseliny askorbové. [1]
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1.1.5.4 Analytické stanoveni kyseliny askorbové

Pro stanoveni kyseliny askorbové existuje fada metodik. Lze je pouzit napiiklad pro

méfeni jeho obsahu v 1é¢ivech, ovoci, zeleniné a biologickych tekutinach. Velky diraz

je kladen na analyzu biologickych tekutin, pfedevSim krve. Méfeni kyseliny askorbové

v Krvi je dilezité, protoze jeji obsah odrazi zdravotni stav ¢lovéka. Z tohoto diivodu je
nezbytné pouzivat piesné analytické metody s vysokou senzitivitou a selektivitou. [30]

1.1.5.5 Metody stanoveni kyseliny askorbové

Titrace patii mezi klasické analytické metody

Spektrofotometrické metody postradaji dostate¢nou senzitivitu a specificitu
reakce.

Chromatografické metody

— HPLC (vysoce ucinnda kapalinova chromatografie) se vyznacuje vysokou
senzitivitou a selektivitou.

— LC (kapalinova chromatografie)

HPCE (vysoce u¢inna kapilarni elektroforéza) je rychlejsi nez HPLC
a vyzaduje mens$i mnozstvi vzorku. [1,31]

Elektrochemické metody

— Polarograficka analyza vyuzivajici elektrochemické oxidace kyseliny
askorbové na rtutové kapkové elektrodé se pouzivd pro jeji stanoveni
V potravinach, ovoci a zelening, nebo farmaceutikdch s pouzitim acetatového,
fosfatového nebo citratového pufru jako indiferentniho elektrolytu. Metoda
vSak vyzaduje piredb&zné zpracovani vzorku pomoci formaldehydu.

— Voltametrie poskytuje mensi spolehlivost nez polarografie z hlediska
pouzitych elektrod, protoZze pevné elektrody se opakovanym pouZitim
zneCist'uji oxidacnimi produkty. Neskonalou vyhodou pevnych elektrod je
vSak jejich netoxicita (oproti rtuti) a vyuZzitelnost jako mikroelektrod
Vv biosenzorech. Diky tomu je voltametrie zvlasté vhodna pro stanoveni latek
Vv biologickych tekutindch. Metoda vynika také nizkym detekénim limitem
a nizkymi finan¢nimi néklady. Pro analyzu kyseliny askorbové se pouziva
predevsim ,,stripping™ voltametrie, ,,square-wave“ voltametrie, diferenc¢ni
pulzni voltametrie a cyklicka voltametrie. [30,32]

— Amperometrie kyseliny askorbové je provadéna nejéastéji na platinovych,
uhlikovych anejriznéjSich modifikovanych elektrodach. Pro zvySeni
selektivity oxidacni reakce jsou vyuzivany enzymy, ¢ehoZ se vyuziva i pro
konstrukci amperometrickych biosenzord. [33]

— Potenciometrie vyuziva pro stanoveni kyseliny askorbové iontové selektivni
elektrody. Pro stanoveni kyseliny askorbové v 1éCivech se pouzivaji
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elektrody s kapalnou membranou, existuje vSak cela fada nejriznéjsich druhti
iontové selektivnich membran.

— Potenciometricka titrace kyseliny askorbové nejCastéji vyuziva meédi
Vv acetonitrilu jako titracniho Cinidla. Slouzi pro jeji stanoveni ve vodnych
roztocich mnoha farmaceutickych ptipravku. [34]

e Chemiluminiscen¢ni metody spocivaji v pfidavku luminoforu k analyzované
latce, ktery diky probihajici chemické reakci zptsobi luminiscenci. Nejcastéji
pouzivanym luminoforem je luminol. Technika je velmi citliva, ale vyzaduje
pouziti modifikovaného spektrofotometru. VyznaCuje se nedostatkem
selektivity, ktery omezuje jeji ptimou aplikaci na analyzu realnych vzorkd.

¢ Kinetické metody maji omezené pouziti pouze na reakce, unichz probiha
dosazeni chemické rovnovahy pomalu. Diky tomu vzniklo pouze velmi malo
metod pro detekci kyseliny askorbové, jako je napf. kineticka spektrofotometrie.

¢ Fluorometrické metody spocivaji v tvorbé fluorescencniho produktu reakci
dehydroaskorbové kyseliny s o-fenylendiaminem. Metoda se pouziva pro
stanoveni kyseliny askorbové v lidské krevni plazmé. [30]

1.1.5.6 Cyklicka voltametrie kyseliny askorbové

Voltametrickd méfeni kyseliny askorbové probihaji nejCastéji na pracovnich
elektrodach platinovych [7], uhlikovych [35] azlatych [36]. Pomocna elektroda je
nejCastéji vyrobena z platiny areferen¢ni elektroda je argentchloridova [35] nebo
kalomelova [37]. Soucasnym trendem je vytvafeni specialnich modifikovanych
pracovnich elektrod. Zakladni material elektrody (kov nebo skelny uhlik) je potahovan
vrstvou nanostrukturniho materialu, nanocastic kovu nebo oxidu kovu [38,35].

Jako pomocny (indiferentni) elektrolyt se pii cyklické voltametrii kyseliny
askorbové bézné pouziva roztok chloridu draselného (KCI) o koncentracich nejéastéji
0,1 M a0,34 M [7,37,38]. Dalsim vhodnym pomocnym elektrolytem se ukazal byt také
0,1M KH,PQO,[35] a acetatovy nebo fosfatovy pufr. [39] Dulezitym faktorem pii méfeni
Vv pufru je jeho pH. Optimalni hodnota pH byva ¢astym pfedmétem tady studii. [35,38]

Koncentrace samotného roztoku kyseliny askorbové v pomocnych elektrolytech se
v béznych experimentech pohybuje v fadech desetin a jednotek mmol/l. [35,37]

1.2 Cile prace

Prvnim cilem bakalaiské prace v souladu se zaddnim je provedeni vhodného
zapojeni ptistroje ER466 Potentiostat v biochemické laboratotfi. Pii zapojovani bude
postupovano na zdklad¢ dostupnych technickych manudlti. Souvisejicim cilem je
zprovoznéni pristroje, které vyzaduje dovednost ovladat hardwarovou jednotku
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I software. Na zaklad¢ ziskanych zkuSenosti bude sepsan navod na provedeni cyklické
voltametrie na tomto piistroji.

Dalsim cilem prace je ovéfeni metody na elektrochemickém standardu. Ovéteni
probéhne v rezimu cyklické voltametrie pro modelovou latku ferrikyanid draselny, jejiz
roztoky budou proméfeny pii riznych koncentracich stanovované latky a pfi riznych
skenovacich rychlostech.

Dale bude pozornost zaméiena na stanoveni vitaminu C (kyseliny askorbové)
pomoci cyklické voltametrie. Prace si klade za cil analyzovat vliv vnéjSich faktor na
stanoveni této latky. Bude zkoumén vliv materidlu pracovni elektrody, vliv slozeni
rozpoustédla kyseliny askorbové (druhu indiferentniho elektrolytu), koncentrace
roztoku pomocného elektrolytu a pH rozpoustédla na vysledek méteni. Na zaklade
zjisténych udaji bude méfeni kyseliny askorbové na zafizeni eDAQ Potentiostat 466
optimalizovano.

Po nalezeni vhodnych podminek a optimalizaci metody bude provedena série
meéteni s roztoky kyseliny askorbové pii rlznych koncentracich latky apfi rtznych
skenovacich rychlostech. Na zaklad¢ vysledkd optimalizovaného meéteni kyseliny
askorbové bude zhodnoceno jeji stanoveni pomoci cyklické voltametrie.

23



2 Metody

2.1 Meérici soustava

2.1.1 Potenciostat 466 eDAQ

Potentiostat 466 od firmy eDAQ tvoii spolecné se softwarem EChem (dostupné
jsou také softwary Chart a Scope) as pocitatem s opera¢nim systémem Windows
vSestranny elektrochemicky analyzéator ureny k zaznamenavani, zobrazeni a analyze
experimentalnich dat. Jednotka potenciostatu umoziuje snadné pfipojeni k pocitaci
pomoci USB. Na piednim panelu pfistroje (Obr. 2.1) se nachéazi konektor pro ptipojeni
vodicl pracovni, referencni a pomocné elektrody. Pro elektrochemické aplikace se

vyuziva prave toto tiielektrodové zapojeni.

l e e A g2 A (ke 1 Input 2 i
Potentiostat B ot .
- o @ &
e v . .
- Fower Oved Oniw

Obr. 2.1: Hardwarova jednotka Potenciostatu 466 (eDAQ) [40]

2.1.1.1 Mody pristroje

Potenciostat umoznuje nékolik moda pouziti:

e Potenciostat — Chart a EChem software

e Galvanostat — Chart software

e ZRA (zero resistance ammeter — ampérmetr s nulovym odporem) — Chart
software

e High Z (vysokoimpedan¢ni voltmetr) — Chart nebo EChem software

V ramci projektu bylo pouzito mddu Potenciostat spolu se softwarem EChem.
Vybér modu se provadi prostrednictvim piislusSného softwaru.

Pfistroj je vybaven vnitinim zku$ebnim obvodem (,,Dummy*) s odporem 100 kQ
pro pouziti v rezimu potenciostatu a galvanostatu. Tento obvod je fyzicky pfipojen,
pokud neni zatfizeni pfepnuto do reZimu pro méteni na elektrodach (,,Real®).
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2.1.1.2 Presnost pristroje

Potenciostat je kalibrovany v rdmci vyroby. Kalibrace signalu je obvykle provadéna
funkei pfevodu jednotek. Pivodni napétovy signdl je preveden tak, Ze jsou data
zobrazena v odpovidajicich jednotkach. Timto procesem je efektivné odstranén jakykoli
posun puvodniho signalu. Rozséhlejsi kalibrace mtize byt provedena pomoci softwaru
Chart. Piesnost uvadéna vyrobcem pro rozsahy métené¢ho proudu 1 mA nebo mensi je
0,2 %. Pro proudovy rozsah 10 mA a vétsi je presnost 1 %. Chyba zplisobena zménou
teploty je £0,3 mV/°C. [41]

2.1.2 EChem software

2.1.2.1 Popis softwaru

EChem ES260 je sofistikovany program pro provadéni voltametrickych
a amperometrickych elektrochemickych experimenti. EChem spole¢né s hardwarovou
jednotkou potenciostatu a pocitatem funguje také jako dvoukanalovy osciloskop
a funkéni generator. Pomoci tohoto softwaru je mozné provadét celou fadu
elektrochemickych metod.

Software umoziuje prepinani riznych rezimd os zobrazovanych grafii. Zobrazeni
proudu, napéti acasu muize mit rizné formaty. Nejbéznéjsim formatem pro
elektrochemické experimenty je zdvislost meéfeného proudu na napéti vkladaném na
elektrody. Mozné je také ménit barvu a styl zobrazené kiivky a vzor a barvu pozadi
grafu.

Vysledky méfeni mohou byt vytisknuty, upraveny a uloZzeny. Pro rychlejsi praci se
softwarem je téZ mozno uloZit soubor s nastavenim programu. Naméfené grafy mohou
byt pfevedeny na text nebo obrazek a exportovany do jinych programii.

2.1.2.2 Techniky EChem

Standardni techniky:

e Linearni ,,sweep* voltametrie
e Diferen¢ni pulzni voltametrie
e Square wave® voltammetrie
e Normalni (a zpétnd) pulzni voltammetrie

»Stripping“ techniky:

e Linearni,,sweep stripping* voltametrie

e Diferen¢ni pulzni ,,stripping* voltametrie
e Square wave stripping* voltametrie

e Normalni pulzni ,,stripping® voltametrie
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Specialni techniky:
e Cyklicka voltametrie

e Multipulzni voltametrie
e Pulzni amperometrie [42]

2.1.3 Senzor

Pro méfeni byl pouzit elektrochemicky senzor ACLW=*.RS od firmy BVT
Technologies (Obr. 2.2). Senzor obsahuje pracovni, referenéni a pomocnou elektrodu.
V ramci prace byly pouZity Ctyfi typy senzoru s riznymi materidly pracovni elektrody:
grafitova (AC1.WA4.RS), platinova (AC1L.W2.RS), stiibrnda (AC1.W3.RS) azlata
(AC1L.W1.RS). Referencni elektroda senzoru je stiibrna. Senzor je zakoncen stiibrnymi
kontakty, které jsou propojeny s aktivnimi ¢astmi senzoru. Struktura vodicl senzoru je
prekryta dielektrickou ochrannou vrstvou. [43]

referen¢ni elektroda
pracovni elektroda

pomocna elektroda

Obr. 2.2: Elektrochemicky senzor AC1.W* RS (BVT Technologies), skute¢ny rozmér senzoru je
25 x 7 mm [zdroj: autor]

2.1.4 Konektor pro biochemické senzory

Pro pfipojeni elektrochemického senzoru k jednotce potenciostatu pomoci
elektrodovych kabeli byl pouzit kuzelovy konektor KAI1C.5 od firmy BVT
Technologies (Obr. 2.3). Konektor je na jedné stran¢ zakoncen banankovymi kolic¢ky,
které slouzi pro ptipojeni krokodylkovych sponek elektrodovych vodi¢i potenciostatu.
Druhy konec je vybaven zditkou pro zasunuti elektrochemického senzoru. [44]
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Obr. 2.3: Kuzelovy konektor pro elektrochemické senzory typu KA1C.5 (BVT Technologies) [44]

2.1.5 Schéma zapojeni mérici aparatury

EChem
software

!

Konektor pro senzor ey
A

Elektrochemicky senzor =

Zkumavka s analyzovanym
roztokem Q{j

USB kabel

Potenciostat Q

Krokosvorky

Elektrodovy kabel

Obr. 2.4: Zapojeni pfistroje Potentiostat 466 v biochemické laboratofi [zdroj: autor]

2.2 Chemikalie

2.2.1 Ferrikyanid draselny (HexakyanoZelezitan draselny)

Ferrikyanid se na elektrodé redukuje na hexakyanozeleznatan ana kovovych
elektrodach probiha tento redoxni d& reverzibiln€. Redoxni par Kjz[Fe(CN)g]/
Ka[Fe(CN)g] se pro své vhodné elektrochemické chovani pouziva jako elektrochemicky

standard. [45] Redukce ferrikyanidu je popsana rovnici [46]:
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Fe(CN)y +e~ — Fe(CN)q

V réamci prace byly pfipraveny Ctyii standardni roztoky ferrikyanidu draselného
(Lach-Ner, s.r.0., p.a.) okoncentracich 1 mM, 2mM, 5mM al0 mM. Na téchto
roztocich byla testovana funkcnost zatizeni a vhodnost pouzité metody.

2.2.2 Vitamin C (kyselina askorbova)

Pro méfeni byla vytvofena celd fada roztokl kyseliny askorbové (Lach-Ner, s.r.o.,
p.a.) oriznych koncentracich. Roztoky byly pfipravovany odvazenim piislusného
mnozstvi kyseliny na analytickych vahach a rozpusténim v ptisluSném rozpoustédle.

2.2.3 Indiferentni elektrolyty

Jako soucast jednoho experimentu byly testovany rizné druhy pomocnych
(indiferentnich) elektrolytt. Jejich seznam obsahuje Tabulka 2.1.

Tabulka 2.1: Indiferentni elektrolyty pouzité v ramci méfeni

Nézev chemikalie Vzorec Vyrobce Cistota latky
Chlorid draselny KCI Lach-Ner, s.r.o. p.a.
Chloristan draselny KCIO,4 Penta, s.r.o. p.a.
: Sigma-Aldrich,
Chlorid amonny HN,CI g p.a.
S.r.0.
Hyd fosfore¢
Y m“’fen o8 Ofecnan K>HPO, Lach-Ner, s.r.o. p.a.
didraselny
Dusi¢nan draselny KNOs Lach-Ner, s.r.o. p.a.

Dihyd fosforec i
1hydrogenlos ’Orecnan KH2PO4 Dorapls pa
draselny

2.2.4 Pufr pro méreni pH

Ptiprava pufru opH3 az 12 probéhla postupnym piidavkem kyseliny
chlorovodikové (Lach-Ner, s.r.0., p.a.) nebo hydroxidu sodného (Lach-Ner, s.r.o., p.a.)
do 0,1M roztoku dihydrogenfosfore¢nanu draselného.
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2.3 Pouzita metoda

2.3.1 Popis experimenti

Pro méfeni v ramci bakaladiské prace byla pouzita metoda cyklické voltametrie.
Metoda byla testovdana na péti riznych experimentech, pomoci nichz byly hledany
nejvhodnéjsi podminky pro métfeni kyseliny askorbové.

2.3.1.1 Méreni s ferrikyanidem draselnym

Cilem méfeni s ferrikyanidem draselnym bylo ovétit funkénost zapojeni a provozu
mefici  aparatury s vyuzitim faktu, ze ferrikyanid draselny vykazuje vhodné
elektrochemické chovéani. M¢éteni byla provedena pro roztoky o rtizné koncentraci
(1 mM, 2 mM, 5 mM a 10 mM) a pro 2mM roztok pii riznych skenovacich rychlostech
(0,1 V/s, 1vis, 2 VIs, 5VIs). Na zakladé Randles-Sevéikovy rovnice (1) pro velikost
proudu v pfislusném piku pfi cyklické voltametrii byly odvozeny nasledujici dvé
hypotézy:

e Hypotéza 1: Se zvySujici se koncentraci roztoku roste velikost proudu

Vv ptislusném piku cyklického voltamogramu.

e Hypotéza2: Srostouci skenovaci rychlosti se zvétSuje  velikost
proudu Vv piislusném piku na cyklickém voltamogramu.

2.3.1.2 Méreni kyseliny askorbové pro rizné materialy pracovni elektrody senzoru

V prvnim experimentu s kyselinou askorbovou (5mM, 0,1M KCIl) byl ovéten vliv
materialu pracovni elektrody na tvar voltamogramu. Pouzity byly senzory s grafitovou,

platinovou, stfibrnou a zlatou pracovni elektrodou.

2.3.1.3 Méreni kyseliny askorbové v riznych indiferentnich elektrolytech

Dalsi experiment si kladl za cil otestovat rtizné pomocné (indiferentni) elektrolyty
a jejich vliv na vysledny voltamogram. Seznam téchto elektrolytli shrnuje Tabulka 2.1.
Pouzity byly SmM roztoky kyseliny askorbové v 0,1M indiferentnich elektrolytech.

2.3.1.4 Méreni kyseliny askorbové pro rizné koncentrace chloridu draselného

Po otestovani rGznych indiferentnich elektrolyti bylo nutné zjistit vhodnou
koncentraci tohoto elektrolytu. Pouzit byl KCI o koncentracich 0,001 M, 0,01 M, 0,1 M
a 1 M. Pomoci téchto roztokl byly ptfipraveny SmM roztoky kyseliny askorbové.

2.3.1.5 Méreni kyseliny askorbové pro rizna pH prostredi

Dalsi experiment mél zjistit vhodné pH pro stanoveni kyseliny askorbové. Jako
pomocny elektrolyt byl pouzit 0,1M dihydrogenfosfore¢nan draselny, ze kterého lze
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snadno pfipravit pufr o pfislusné hodnoté pH pouhym prikapavanim roztoku silné
kyseliny (HCI) nebo silné¢ zdsady (NaOH). Hodnota pH roztoku byla kontinudlné
méfena pomoci kapesniho digitalniho pH metru Hiitermann HP-07. Zhotoveny byly
roztoky o pH 3 az 12, z nichz byly pfipraveny roztoky kyseliny askorbové o koncentraci
3,5 mM.

2.3.1.6 Méfeni kyseliny askorbové pro rizné koncentrace a ruzné skenovaci
rychlosti

Zavérem byl sledovan vliv koncentrace kyseliny askorbové a vliv skenovaci
rychlosti na tvar cyklického voltamogramu a vySku proudu Vv piku, pro kterou plati
Hypotézy 1 a2, stejné jako pro ferrikyanid draselny. Jako indiferentni elektrolyt byl
pouzit chlorid draselny o koncentraci 0,1 M. Ptipraveny byly roztoky kyseliny
askorbové o koncentracich 1 mM, 2 mM a5 mM. Roztok s koncentraci 2 mM byl
prométen pro skenovaci rychlosti 0,1 V/s, 0,5 V/sa 1 VI/s.

2.3.2 Pouzité parametry

Metoda cyklické voltametrie je podminéna vhodnou volbou parametrii. Tabulka 2.2
ukazuje parametry pouzité pro méfeni ferrikyanidu draselného v KCI a vS§echna méfeni

kyseliny askorbové.

Tabulka 2.2: Parametry cyklické voltametrie pro v§echny experimenty

Pocatecni a kone¢ny potencial (mV) 1000
Horni potencidlovy limit (mV) 1000
Spodni potencialovy limit (mV) —300

Pocet cyklu 3
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3 Vysledky

Stézejnim vysledkem celé prace je, ze se podafilo uspéSné zapojit zafizeni
Potentiostat 466 od firmy eDAQ a uvést ho do provozu. Nasledujici kapitola obsahuje
soubor vysledkli, pfevazné cyklickych voltamogrami, naméienych jako soucast
bakalaiské prace pii oveéfovani metody cyklické voltametrie na nové zprovoznéném
ptistroji. Je rozd€lena do péti podkapitol, které piredstavuji jednotlivé druhy
provedenych experimentt.

3.1 Cyklicka voltametrie hexakyanoZelezitanu draselného

Jako prvni v rdmci prace bylo provedeno métfeni s modelovou latkou ferrikyanidem
draselnym pro ovéfeni metody. Méfeni probehlo pro rizné koncentrace ferrikyanidu
(Obr. 3.1) a riizné skenovaci rychlosti cyklické voltametrie (Obr. 3.2).

400+
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i [pd)]
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-200

-400-

04 0z 0 0z 04 06 0g 1
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Obr. 3.1: Voltamogram Kz[Fe(CN)e] 0 koncentracich a) 1 mM, b) 2 mM, ¢) 5mM a d) 10 mM
v 0,1M KCl pii skenovaci rychlosti 1 V/s

31



400+

200+

it [nd)

-2004

40001

04 02 0 0z 0.4 06 08 1
: E W)

Obr. 3.2: Voltamogram Ks[Fe(CN)e] 0 koncentraci 2 mM v 0,1M KCI pii skenovacich rychlostech
a)0,1V/s,b)1V/s,c)2 Vs, d)5VIs
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3.2 Vliv materialu pracovni elektrody

Pfi druhém experimentu jiz byl méfen roztok kyseliny askorbové. Jeho cilem bylo
zjistit vliv materidlu pracovni elektrody elektrochemického senzoru na vysledny
cyklicky voltamogram. Byly pouzity ¢tyfi ruzné typy senzort, ato s grafitovou
(Obr. 3.3-a), platinovou (Obr. 3.3-b), stiibrnou (Obr. 3.3-¢) a zlatou (Obr. 3.3-d)

pracovni elektrodou.
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Obr. 3.3: Cyklické voltamogramy pro SmM kyselinu askorbovou v 0,1M KCl pfi rychlosti skenu

1 V/s. a) Grafitova, b) platinova, c) stéibrna a d) zlatd pracovni elektroda senzoru.
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3.3 Vliv indiferentniho elektrolytu

Jako rozpoustédla pevnych latek pfi elektrochemickych metodach se pouzivaji tzv.
indiferentni (pomocné) elektrolyty. Tento experiment mél zjistit, jaky elektrolyt je

nejvhodnéjsi jako rozpoustédlo kyseliny askorbové. Naméfené voltamogramy ukazuje
Obr. 3.4. Podrobnosti k jednotlivym elektrolytim se nachazeji v Tabulce 2.1.
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Obr. 3.4: Cyklické voltamogramy pro SmM kyselinu askorbovou v riznych pomocnych
elektrolytech pfi rychlosti skenu 1 V/s. a) K;HPO,, b) KCI, ¢) KCIO,, d) KH,PO,, €) KNO3,
f) HN4C1. Koncentrace pomocnych elektrolytt byla 0,1 M.
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3.4 VIiv koncentrace indiferentniho elektrolytu

Predchozi experiment ukazal, Ze nejvhodnéjsi pomocny elektrolyt pro kyselinu
askorbovou je chlorid draselny. V dal§im experimentu bylo zjistovano, jaka by méla byt
fadove jeho koncentrace pro dosazeni nejlepsiho vysledku. Voltamogramy naméfené pii
tomto experimentu se nachazeji na Obr. 3.5.

2001 200-
1004 100 S ‘.'__,..---T""H-. .
_d__.-"
— - - - - - - /J._-/'-‘. - - - -
Y = L -
% a d:% 1] _!/__.__._,—'_——_ - -:/‘__,_..-
S
[
Qoo+ o - 100
A -20n
04 02 0 02 04 0B 08 1 04 02 0 02 04 06 08 1
EQ) EV)
a) b)
2007 200
1001 100
E‘ i —
3 0 EN
-100 100
2 200 . . ; . . : .
04 02 0 02 04 0F 08 1 04 02 0 02 04 06 08 1
E V) E (V)
c) d)

Obr. 3.5: Cyklické voltamogramy pro SmM kyselinu askorbovou a riizné koncentrace KCl pti
rychlosti skenu 1 V/s. a) 0,001M KClI, b) 0,01M KClI, ¢) 0,AM KCl a d) 1M KCI.
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3.5 Vliv pH indiferentniho elektrolytu

Dilezitym parametrem elektrochemického métfeni je pH rozpoustédla. Tento
experiment ukazuje, jak se méni velikost proudového piku pii rGznych hodnotach pH

(Obr. 3.6). Celkem bylo naméfeno 10 cyklickych voltamogramu, které se nachazeji
v Ptiloze B.
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Obr. 3.6: Zavislost proudu v piku na pH pomocného elektrolytu (0,1M KH,PO,) pro 3,5mM
kyselinu askorbovou pfi rychlosti skenu 1 V/s.

3.6 Vliv koncentrace kyseliny askorbové a vliv skenovaci
rychlosti

Posledni experiment mél za cil ovéfit, zda pouzitd metoda funguje spravné pro
kyselinu askorbovou stejné, jako pro ferrikyanid draselny. Sledovan byl vliv
koncentrace kyseliny askorbové (Obr. 3.7) avliv skenovaci rychlosti (Obr. 3.8) na
vysledny voltamogram.

36



Obr. 3.7: Voltamogram kyseliny askorbové o koncentracich a) 1 mM, b) 2 mM, ¢) 5 mM v 0,1M

KCl pii skenovaci rychlosti 1 V/s

400+

200+

I (A)

Obr. 3.8: Voltamogram kyseliny askorbové o koncentraci 2 mM v 0,1M KCI pii skenovacich
rychlostech a) 0,1 V/s, b) 0,5 V/s, ¢) 1 V/s
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4 Diskuse

Hlavnim zjisténim bakalaiské prace je, ze piistroj ER466 Potentiostat od firmy
eDAQ podéava spolehlivé vysledky pii métfeni kyseliny askorbové aje vhodny pro
voltametrickd méteni v biochemické laboratofi.

StéZzejni Casti prace bylo provedeni zapojeni pristroje V laboratofi a jeho
zprovoznéni. Pouzité zapojeni se ukézalo jako vhodné, protoze fungovalo podle
oc¢ekavani anevyskytly se problémy. Pro méfeni vzorkli byl pouzit specidlni
elektrochemicky senzor. Velkda vyhoda zapojeni s elektrochemickym senzorem je, ze
pro analyzu roztoku staci diky malym rozmérim senzoru pouze malé mnoZstvi
analyzovaného vzorku. V pfipadé¢ méfeni v rdmci této prace se objem stanovovaného
roztoku pohyboval okolo hodnoty 1 ml, coz svéd¢i o zna¢né uspornosti pouzité metody.

V ramci méfeni modelové latky bylo zjisténo, Ze cyklické voltamogramy
ferrikyanidu draselného maji oc¢ekavany prubéh [47]. Pii méfeni riznych koncentraci
roztoku ferrikyanidu draselného v 0,1M KCl byla potvrzena Hypotéza 1. S rostouci
koncentraci stanovované latky ve vzorku roste vyska proudového piku na
voltamogramu. Vysledek tohoto méfeni znazoriiuje Obr. 3.1. Pro meéfeni roztoku
ferrikyanidu draselného v 0,1M KCI pii riiznych rychlostech skenu byla ovétfena
Hypotéza 2, kdy s rostouci skenovaci rychlosti roste také proud v piku (Obr. 3.2). Na
této modelové latce byla ovéfena funkcnost zafizeni a vhodnost metody. Ferrikyanid je
elektrochemicky standard, ktery vykazuje vhodné elektrochemické vlastnosti [45], diky
¢emuz je velmi Casto vyuZzivan prave pro testovani novych zafizeni.

V prvnim experimentu s vitaminem C (kyselinou askorbovou) bylo zjistovano,
jaky material pracovni elektrody elektrochemického senzoru je pro stanoveni kyseliny
askorbové nejvhodnéjsi. K dispozici byly celkem ¢tyfi druhy senzort (s grafitovou,
platinovou, stfibrnou a zlatou pracovni elektrodou. Vyborny vysledek poskytlo méteni
s grafitovou elektrodou (Obr. 3.3-a), pro které proudovy pik dosahl nejvyssi hodnoty.
Velmi uspokojivy byl i tvar voltamogramu. O vhodnosti grafitové pracovni elektrody
SVE&d¢i i jeji pouziti v ramci jinych védeckych studii [38,47]. Velikost proudového piku
pro platinovou pracovni elektrodu byla o néco nizsi, nez u elektrody grafitové (Obr.
3.3-b), tvar voltamogramu byl vSak také soumérny. V literatufe se proto miizeme casto
setkat pravé s pouzitim platinové pracovni elektrody [7,40,48]. Mé&feni se stiibrnou
pracovni elektrodou senzoru neposkytlo zadny smysluplny vysledek. Vzniklou kiivku
(Obr. 3.3-c) nelze povazovat za cyklicky voltamogram. Nejen, ze zcela postrada
proudové piky, ale také se na dvou mistech kiizi. Stiibrnd pracovni elektroda senzoru se
proto jevi jako krajné nevhodna pro cyklickou voltametrii kyseliny askorbové.
Voltamogram naméfeny se zlatou pracovni elektrodou (Obr. 3.3-d) zobrazuje pouze
drobné proudové piky. Kromé& nich kiivka obsahuje jesté¢ urcité nerovnosti, které
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deformuji jeji tvar, a na jedné strané neni cyklus kiivky uzavien. Ackoli se v literatuie
Ize setkat s pouzitim zlaté pracovni elektrody pro stanoveni kyseliny askorbové [39,49],
pro méfeni vramci této prace se pouziti zlaté pracovni elektrody ukazalo jako
nevhodné. Z namétfenych voltamogramu pro rtizné materialy pracovni elektrody (Obr.
3.3) vyplyva, ze pro cyklickou voltametrii kyseliny askorbové je vhodny senzor
s grafitovou nebo platinovou pracovni elektrodou. V ramci této prace byla pouzita
elektroda platinova.

Pro rozpousténi kyseliny askorbové se pouzivd cela fada pomocnych
(indiferentnich) elektrolyti. Ty slouzi pro sniZzeni odporu roztoku, zabranéni migrace
iont a udrzovani stalé iontové sily roztoku. [9] Transport stanovované latky v roztoku
mezi elektrodami probihd pievazné difuzi nebo migraci. Voltametrické stanoveni latek
je zavislé na difuzi jejich iontd, ktera je dana koncentraci latky v roztoku. Difuze je
uréena koncentracnim spadem pii elektrolyze. Oproti tomu migrace je pohyb iontl
v disledku ptsobeni elektrického pole elektrod, ktery rusi voltametrické stanoveni.
Migraci iontli se proto vzdy snazime potlacit, k ¢emuz slouzi pravé indiferentni
elektrolyty. [10] Jako soucast testovani metody byl sledovan vliv ruznych 0,1M
vodnych roztoki téchto elektrolytdt na wvysledek cyklické voltametrie. Pouzité
elektrolyty byly nejprve proméieny bez piridavku kyseliny askorbové, aby byla
vylou¢ena pritomnost necistot v jejich roztocich. Na zadném z voltamogramu
samotnych indiferentnich elektrolytli se zddny pik neobjevil, coz vypovida o Cistoté
pouzitych rozpoustédel. Elektrolyty byly nadale pouzity pro méfeni s kyselinou
askorbovou. Vysledek jejiho meéfeni v roztoku hydrogenfosforecnanu draselného
ukazuje pouze jeden drobny kladny pik (Obr. 3.4-a). Pii méfeni s roztokem chloristanu
draselného se dokonce zadny pik neobjevil (Obr. 3.4-c). O néco lepsi vysledek vznikl
pii experimentu s dusi¢nanem draselnym, jehoz cyklicky voltamogram obsahuje dva
nizké piky (Obr. 3.4-e). Voltamogram kyseliny askorbové v dihydrogenfosfore¢nanu
draselném ma deformovany tvar (Obr. 3.4-d), ktery byl zapticinén provadénim tohoto
experimentu pii neutrdlnim pH. Vlastnostmi dihydrogenfosfore¢nanu draselného jako
rozpoustédla pro kyselinu askorbovou pii riznych hodnotach pH se zabyva jeden
Z nasledujicich experimentt. Dosud nejlepsi vysledny voltamogram vznikl pro chlorid
amonny, ktery obsahuje dva nizsi piky, z nichz jeden je velmi zfetelny (Obr. 3.4-f). Na
prvni pohled nejvyssi a nejvyraznéjsi piky se nachdzeji na cyklickém voltamogramu
kyseliny askorbové rozpusténé v chloridu draselném. Z tohoto divodu byl chlorid
draselny vybran jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo pro méteni kyseliny askorbové pro
ostatni provadéné experimenty. Obecné lze tvrdit, Ze pro cyklickou voltametrii kyseliny
askorbové jsou jako rozpoustédla vhodné prave chloridy. Vhodnost chloridu draselného
potvrzuje Clanek [41], na jehoz zaklad¢ byla vybrana vétSina indiferentnich elektrolytt
pouzitych v ramci tohoto experimentu.

Ptedchozi experiment ukézal, Zze nejvhodn&jSim pomocnym elektrolytem pro
méteni kyseliny askorbové v ramci této prace je chlorid draselny. Déle bylo nutné
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zjistit, jakou koncentraci by mél pfiblizné¢ mit, aby bylo dosaZeno co nejlepsiho
vysledku, protoze se zménou koncentrace pomocného elektrolytu se meéni i tvar
draselného v tomto experimentu byla 0,001 M. Na naméfeném voltamogramu (Obr.
3.5-a) se neobjevuje zadny pik, protoze diky nizké koncentraci chloridu draselného
nebyla pravdépodobné potlacena migrace iontd v roztoku. Pii koncentraci chloridu
draselného 0,01 M se jiz drobny pik objevil (Obr. 3.5-b), ale protoze je velmi drobny
a nevyrazny, neni dand koncentrace pro stanoveni pouzitelna. NejlepSiho vysledku bylo
dosazeno pro 0,IM chlorid draselny (Obr. 3.5-c). Voltamogram ukazuje vysoky
a zietelny pik a jeho tvar je pravidelny. Pfi méfeni kyseliny askorbové v 1M chloridu
draselném doslo k opétovnému snizeni proudového piku (Obr. 3.5-d). Koncentrace 1 M
je jiz totiz pomérné vysoka a pti elektrodovych déjich zacina hrat roli celkova iontova
sila roztoku, ktera ma diky jeho vysoké koncentraci zna¢nou hodnotu. Iontova sila totiz
ovliviiuje Sifku elektrické dvojvrstvy [9]. ZvySovani velikosti proudového piku pfi
koncentracich chloridu draselné¢ho 0,001 M, 0,01 M a 0,1 M a jeji opétovné sniZeni pii
koncentraci 0,1 M je v souladu s [50]. Z uvedenych divodi byla pro méfeni v ramci
prace zvolena koncentrace chloridu draselného 0,1 M, ktera se jevi jako nejvhodné;jsi.

V dal§im experimentu byl sledovan vliv pH pomocného elektrolytu na
elektrochemickou reakci kyseliny askorbové. Pouzitym elektrolytem byl roztok
dihydrogenfosforecnanu draselného, ktery byl zkoumadn na rozsahu pH 3 az 12.
Hodnota pH byla upravovana pifidavkem malého mnozstvi hydroxidu sodné¢ho nebo
kyseliny chlorovodikové. Zavislost velikosti proudového piku na voltamogramu na pH
pomocného roztoku pii stanoveni kyseliny askorbové znazoriiuje Obr. 3.6. Proudovy
pik se zvySuje srostoucim pH od 3 do 5, pficemz pii pH 5 dosahuje maximalni
naméfené hodnoty. Od pH 6 se proudovy pik stfidaveé snizuje a zvySuje az do posledni
naméfené hodnoty pii pH 12. Mezi pH 6 a 11 se pik udrzuje na niz8ich hodnotach,
zatimco pfi pH 12 opét prudce narlstd. Znamena to, Ze oxidacni proces kyseliny
askorbové je zavisly na odstranéni protonli z molekuly, které je snaz$i pii nizSich
hodnotach pH. Pifi vySSich hodnotach pH je elektrokatalyticka reakce v disledku
kromé kolisavého charakteru v rozmezi pH 6 all. Tyto odlisnosti vysledku byly
pravdépodobné zapfi¢inény odliSnymi parametry metody. Pokud porovnadme tvar
voltamogramut v tomto experimentu (Ptiloha B), zjistime, Ze pii pH 3 a 4 byl naméfen
drobny, ale jasn€ ohraniceny pik kyseliny askorbové. Pii pH 5 se ukazal pik ze vSech
méfeni nejvyssi a nejvice zietelny. Voltamogramy naméfené pro vyssi hodnoty pH (6 az
12) ukazuji pik sice vysoky, ale nijak ostfeji ohraniCeny. U vSech naméfenych
cyklickych voltamogramiti byl vyraznéj$i vzdy pik zéporny, proto byla pro urceni
zavislosti velikosti proudového piku na pH (Obr. 3.6) pouzita velikost zdporného piku.
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stanoveni kyseliny askorbové v 0,1M roztoku dihydrogenfosfore¢nanu draselného.
Vysledek odpovida pouzité literatuie [51], v ramci které byla kyselina askorbova
méfena v 0,1M roztoku KH,PO, 0 pH 5,2.

Vsechny dosud provedené experimenty mély jeden hlavni spole¢ny cil — najit
optimalni podminky pro meéfeni roztokti kyseliny askorbové na piistroji Potentiostat
466. Zuvedenych vysledki vyplyva, ze nejvhodnéjsi je méfeni kyseliny askorbové
rozpusténé v roztoku chloridu draselného o koncentraci 0,1 mol/l pomoci
elektrochemického senzoru s platinovou pracovni elektrodou. Vhodné podminky
cyklické voltametrie jsou nasledujici: pocate¢ni a kone¢na hodnota vkladaného
potencialu 1 V, horni potencidlovy limit 1 V, spodni potencialovy limit —0,3 V a pocet
cyklu 3.

Za urcenych optimalnich podminek jiz mohly byt ovéfeny hypotézy stanovené pro
provadéni cyklické voltametrie kyseliny askorbové o riznych koncentracich a pfi
ruznych skenovacich rychlostech. Pfi méfeni roztoku kyseliny askorbové o riznych
koncentracich byla potvrzena Hypotéza 1, tedy Ze s rostouci koncentraci elektroaktivni
latky v roztoku roste vyska proudového piku na cyklickém voltamogramu (Obr. 3.7).
Meteni roztoku kyseliny askorbové pfi riznych skenovacich rychlostech ukézalo, Ze
plati Hypotéza 2, kdy vyska proudového piku roste se zvysujici se skenovaci rychlosti
(Obr. 3.8). Pfi porovnani voltamogramii kyseliny askorbové (Obr. 3.7 a 3.8)
s voltamogramy ferrikyanidu draselného (Obr. 3.1 a3.2) je ziejmé, Ze elektrodovy
mechanismus oxidace kyseliny askorbové probiha slozitéji, nez je tomu u ferrikyanidu,
protoze jeji voltamogramy nemaji tolik pravidelny priibéh. Pozorovany jev svédci
0 vhodnosti ferrikyanidu draselného jako elektrochemického standardu.

Z bakalatské prace vyplyva, Ze cyklickd voltametrie je spolehlivd metoda, kterda ma
celou fadu vyhod a nabizi mozZnost kvalitativniho i kvantitativniho stanoveni velkého
mnozstvi latek. Vynika vysokou citlivosti, je pouzitelnd pro Siroky rozsah koncentraci
elektroaktivnich latek apro mnoZstvi pomocnych elektrolyti jako rozpoustédel.
Analyza je také velmi rychle proveditelnd a umoZiluje soucasné méfeni vice analyt
a stanoveni kinetickych i dynamickych parametrti elektrodovych reakci. [8] Elektrody
na voltametrii mohou byt snadno miniaturizovany a pouZzity pro mefeni koncentrace
kyseliny askorbové pfimo uvnitf lidského organismu po zavedeni mikroelektrody do
ptislusné tkané. [27,30] Metoda je vSak velmi naro¢na na spravné nastaveni parametrti
a nalezeni vhodnych podminek pro méfeni. Na méteni kyseliny askorbové mé kromé
faktori zkoumanych v této praci (materidlu pracovni elektrody, druhu indiferentniho
elektrolytu a jeho koncentrace, pH rozpoustédla a parametr cyklické voltametrie) dale
vliv napf. teplota a celkova iontova sila roztoku [8]. K realizaci spravné fungujiciho
senzoru pro méieni kyseliny askorbové proto Casto vede dlouhd cesta, béhem které je
nutno danou metodu optimalizovat. Po nalezeni vhodnych podminek a ptizpisobeni
zafizeni témto podminkam jiz byva meétfeni cyklickou voltametrii bezproblémové
a spolehlivé.
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5 Zavér

V ramci bakalarské prace bylo provedeno zapojeni pfistroje eDAQ ER466
Potentiostat v biochemické laboratofi a doslo k jeho zprovoznéni. Jako soucast prace
byl sepsan navod na provedeni cyklické voltametrie na tomto pfistroji.

Zatizeni bylo otestovano méfenim roztoku ferrikyanidu draselného v 0,1M KCI
v rezimu cyklické voltametrie pro rizné koncentrace sledované latky a pfi rGznych
skenovacich rychlostech. Byly potvrzeny ob¢ stanovené hypotézy, tedy Ze se zvysujici
se koncentraci roztoku a rostouci skenovaci rychlosti roste velikost proudu v piislusném

piku cyklického voltamogramu.

Déle byl analyzovan vliv podminek méfeni na voltametrické stanoveni kyseliny
askorbové. M¢éteni probehla pro rizné materidly pracovni elektrody elektrochemického
senzoru, nékolik pomocnych elektrolytii, vice koncentraci nejvhodnéjsiho pomocného
elektrolytu atadu hodnot pH rozpoustédla. Nejlepsich vysledki bylo dosazeno
sroztokem chloridu draselného o koncentraci 0,1 mol/l as platinovou a grafitovou
pracovni elektrodou elektrochemického senzoru. Pii méteni v dihydrogenfosfore¢nanu
draselném bylo nejvice vyhovujici pH 5. Nejvhodnéjsi parametry cyklické voltametrie
jsou: pocatecni a konecny vkladany potencial 1 V, horni potencidlovy limit 1 V, spodni
potencidlovy limit —0,3 V a pocet cykla 3.

Po optimalizaci podminek méfeni byla provedena cyklickd voltametrie kyseliny
askorbové. Pro oba provedené experimenty byly potvrzeny stanovené hypotézy.
Srostouci koncentraci roztoku kyseliny askorbové se zvySoval proudovy pik na
cyklickém voltamogramu a rostl také s rostouci skenovaci rychlosti. Zavérem byly
zhodnoceny mozZnosti voltametrického stanoveni kyseliny askorbové, z nichz vyplyva,
ze cyklicka voltametrie je pro tento tcel vhodnou metodou.
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Priloha A: Navod na provedeni cyklické
voltametrie na Potenciostatu 466 eDAQ
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Obr. A.1: Celni panel Potenciostatu 466 [41]
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Obr. A.2: Zadni panel Potenciostatu 466 [41]

1. Pfipojte potenciostat do sitové zasuvky napdjecim kabelem, ktery byl dodan
spolu se zafizenim. Zditka pro napajeci kabel se nachazi na zadni strané pfistroje a na
Obr. A.2 je oznacena jako ,,Power socket™.

2. Zapnéte vypina¢ na zadnim panelu potenciostatu (,,Power on/off* na Obr. A.2).

3. a) Po kazdém zapnuti provadi potenciostat self-test, ktery je doprovazen indikaci
svételnymi kontrolkami. Indikac¢ni svétélka se nachdzeji v levé casti Celniho panelu
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(,,Indicator lights* na Obr. A.1). VSechna tfi indika¢ni svétélka na ¢elnim panelu by se
méla ihned po zapnuti kratce rozsvitit. Indikéator zapnuti (,,Power®) by mél svitit modre,
pokud je potenciostat zapnuty. Pokud vnitini diagnosticka kontrola nenajde zadny
problém, indikator stavu (,,Status®) by se mél rozsvitit zluté a dale svitit zelené. Trigger
indikator (,,Trigger®) by se mél nejprve rozsvitit zlut¢ a poté zhasnout.

b) Pokud se indikator zapnuti po zapnuti pfistroje nerozsviti modre, je zde problém
S napajecim zdrojem, napajecim kabelem nebo samotnym pfistrojem. Zkontrolujte proto
vSechna piipojeni.

c¢) Pokud se vyskytne chyba béhem self-testu, indikator stavu zac¢ne blikat Cerveng,
coz znaci chybu hardwaru. VSe vypnéte a nejdiive po péti sekundach opét zapnéte
potenciostat, coz mize prechodny problém vytesit. Pokud indikétor stavu blika cervené
i naddle, je potfeba potenciostat opravit a méli byste kontaktovat vyrobce.

d) Pokud se vsechny indikatory rozsviti tak, jak maji, pak je potenciostat
ptipraveny k bezpe¢nému ptipojeni k pocitaci.

4. Ptipojte potenciostat k pocitaci pomoci USB kabelu, ktery byl dodan spolu se
zafizenim, nebo pomoci jiného standardniho vysokorychlostniho USB kabelu. Konektor
pro USB se nachazi na zadnim panelu potenciostatu (na Obr. A.2 je oznacen jako ,,USB
connector®). Nevypojujte USB, pokud je pouzivan software, vypnéte software pied
odpojenim USB kabelu.

5. a) K potenciostatu pfipojte elektrodovy kabel. Elektrodovy konektor je umistén
na pravé strané Celniho panelu potenciostatu (na Obr. A.1 je oznacen jako ,,Electrode
connector). Elektrodovy kabel je vybaven konektorem, ktery pasuje do této zdirky. Pro
vypojeni jednoduse zatahnéte. Potenciostat je dodan s elektrodovym kabelem slozenym
ze trech vodicl, z nichz kazdy je vybaven miniaturni krokodylovou sponkou.
Krokodylci umoznuji pfipojeni Siroké Skaly elektrod a vodice jsou kdédovany barevné
pro rozliSeni typu elektrody (Tabulka A.1).

b) Vyhnéte se namoceni krokodylkd, zvlasté v roztoku elektrolytu, ktery mize
urychlit korozi. Po namoceni okamzité¢ odpojte krokodylové sponky od potenciostatu
a oplachnéte je deionizovanou vodou pro odstranéni elektrolytu aihned vysuste
papirovym ubrouskem. Nikdy neponofujte Zadnou ¢ast elektrodového kabelu do vody
nebo jiné kapaliny.

Tabulka A.1: Barevné oznaceni elektrodovych vodici

Barva Elektroda
zluta referencni
zelend pracovni
cervena pomocna
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6. Propojte elektrodové vodice potenciostatu s konektorovym kabelem
elektrochemického senzoru. Zlutou a ervenou krokodylkovou sponku piipojte na
konec konektorového kabelu ptislusné barvy. Zelenou krokodylkovou sponku pfipojte
na ¢erny konec konektorového kabelu.

7. Ptipojte elektrochemicky senzor do konektorového kabelu spojujicitho senzor
a elektrodovy kabel potenciostatu.

8. Ponoite senzor do malé nadobky se zkoumanym elektrolytem.

Zapojeni provedené v krocich 6. az 8. je znazornéno na Obr. A.3.

Obr. A.3: Zapojeni konektoru elektrochemického senzoru k elektrodovym vodiétim potenciostatu

[zdroj: autor]

9. Pokud se kdykoli béhem experimentu rozsviti indikéator pietizeni, znamena to
obvykle rozpojeny obvod, nebo nadmérmy odpor elektrochemické cely. S vys$§im
odporem se mliZeme cCasto setkat, kdyz jsou elektrody znecistény produkty elektrolyzy.
Indikator pietizeni je umistén v pravé ¢asti celniho panelu (na Obr. A.1 jako ,,0’load”
pod ,Potentiostat indicator lights). Pfi jeho rozsviceni pfistroj slySitelné pipne
a kontrolka zustane svitit, dokud nebude zaznamenavani zastaveno a restartovano.
Veskera data ziskana v této dob¢ jsou nespolehliva a méla by byt smazana.

10. Spustte EChem software kliknutim na jeho ikonu v pocita¢i. Pokud dojde
K inicializaci potenciostatu softwarem, rozsviti se online indikator umistény V pravé
¢asti Celniho panelu (na Obr. A.1 se nachazi pod ,,Potentiostat indicator lights®).

11. a) Na panelu vpravé casti okna EChem softwaru kliknéte na ikonu
,,Potentiostat.... Otevie se Ridici okno potenciostatu znazornéné na Obr. A.4.
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Obr. A .4: Ridici okno potenciostatu [41]

b) Piepnéte potenciostat do rezimu ,,Real v nabidce ,,Cell“, ¢imz se aktivuji

elektrodové vodice ponotfené do roztoku elektrolytu.

c) Pomoci rolovacitho menu ,,Range* Ize ménit proudovy rozsah na elektrodach
a tim 1 rozsah potencialu aplikovaného na elektrody.

d) Posuvnikem ,,Applied Potential* nebo zadanim pfesné hodnoty pomoci kliknuti
na symbol ,,A* 1ze ménit pouzity potencial na elektrodach.

e) Potvrd’te nastaveni potenciostatu kliknutim na ,,OK* v fidicim okn¢, které se
timto uzavfre.

12. a) Na horni list¢ okna softwaru rozbalte menu ,,Technique* a zvolte metodu,

napt. ,,Cyclic Voltammetry*.

b) Zobrazi se okno (Obr. A.5), pomoci n€hoZz nastavite parametry uvedené metody.
Potvrd’te nastaveni parametri kliknutim na ,,OK*.
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Obr. A.5: Okno pro nastaveni parametra cyklické voltametrie [42]

13. V levé casti horni listy softwarového okna kliknéte na ,,File* a zvolte ,,New*.
Zobrazi se nové okno, do kterého bude vykreslen voltamogram probihajiciho
experimentu.

14. Pro spusténi zaznamendvani voltametrické kiivky kliknéte na tlacitko ,,Start*
Vv pravém dolnim rohu softwarového okna. [41,42]
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Priloha B: Vliv
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400 4004
200- 200
2 0 Ea
200 -200+
-A00- -400
P T TR T 04 02 0 02 04 0 08 1
a) b)
400 400+
200 200
ET ETT
-200 -200
400 400
04 02 0 02 04 06 08 1 04 02 0z 04 06 08 1
E (V) EM
c) d)
400 4004
200 ) o ] 2004
~ o o -
q:& D l{:‘—._‘-—-—— . . . _ .__,_.-—'—"."’ . 5 E|_
- — . - )
a
2004 ~. 200
400 400-
04 02 0 02 04 06 08 1 04 02 02 04 06 08 1
E V) EV)
e) f)

53




400
2004 - ’,ﬂ—-—-—-—-“""j
: D1....J./H, s
= - [———— - - .,.’d_.'_’_ s . . .
20|:|-| \ / -
4001
04 02 0 02 04 06 08 1
E)
0)
400
200
=
ER
2004
4004
04 02 0 02 04 06 08 1
EV)
i)

i ()

()

-2004

400+

-2001

400

400+

200+

0.4

400+

200+

02 04 06 08 1
EW

h)

0z 0

04

0 02 04 06 08 1
EN

)

02

Obr. B.1: Voltamogramy kyseliny askorbové (3,5mM) v 0,1M KH,PO, 0 pH a) 3, b) 4, c) 5, d) 6,
e)7,1)8,9) 9, h)10,1i) 11 aj) 12 pii skenovaci rychlosti 1 V/s
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