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Stanoveni floretinu na uhlikové pastové elektrodé

Tato prace se zabyva stanovenim floretinu pomoci DPV a DCV.

Jako pracovni elektroda byla pouZita uhlikova pastova elektroda. Byly
stanoveny optimalni podminky pro stanoveni florentinu pomoci DPV a
DCV. Za optimalnich podminek byly proméfeny kalibra¢ni zavislosti a
stanoveny limity detekce. Limit detekce metodou DPV byl 7,3-10°7
mol-I™* floretinu, metodou DCV byl 1,0-10° mol-I"* floretinu. Dalsiho
snizeni limitu detekce bylo dosazeno pouzitim adsorp¢ni rozpoustéci
diferen¢né pulzni voltametrie, pomoci které byl limit detekce sniZzen na
4,4-10" mol-I* floretinu.

floretin, uhlikova pastova elektroda, diferenéni pulzni voltametrie,

stacionarni (DC) voltametrie

Determination of phloretin using carbon paste electrode

The aim of this work is the determination of phloretin using differential
pulse voltammetry (DPV) and DC voltammetry (DCV).

As a working electrode carbon paste electrode was used. Optimal pH
conditions for determination using DPV and DCV were found. Under
these conditions calibration dependences were measured and limits of
detection were calculated. The limit of detection for DPV method was
7,3-10”" mol-I™* phloretin, for DCV method was 1,0-10° mol-I* phloretin.
Further decrease in limit of detection was acchieved by adsorptive
stripping differential pulse voltammetry (AdS DPV). The calculated limit
of detection was 4,4-10"" mol-I"1 phloretin using AdS DPV.

phloretin, carbon paste electrode, differential pulse voltammetry, DC

(direct current) voltammetry
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Seznam pouZzitych zkratek a symboli

A absorbance

AU jednotky absorbance

BR pufr Brittoniv-Robinsonuv pufr

CAS Chemical Abstracts Service

CPE uhlikova pastova elektroda (Carbon Paste Electrode)
CVv cyklicka voltametrie

DCV stacionarni DC voltametrie (direct current)
DPV diferen¢ni pulzni voltametrie

Ep potencial piku

Eip pulvlnovy potencial

Eaxku potencial akumulace

Ip proud piku

A vinova délka

Lo limit detekce

M, relativni molekulova hmotnost

R korelacni koeficient

R? koeficient determinace

t cas

taku doba akumulace

uv ultrafialové oblast

VIS viditelna oblast



1. Teoreticka c¢ast

1.1 Cil prace

Ptedlozena bakalaiska prace se zabyva studiem voltametrického chovani
floretinu s vyuzitim metod diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV) a stacionarni (DC)
voltametrie (DCV) na uhlikové pastové elektrodé.

Cilem této prace bylo prozkoumani a nalezeni optimalnich podminek pro
stanoveni studované latky na uhlikové pastové elektrodé (CPE) a dosazeni co nejnizsiho

limitu detekce.

1.2 Volné radikaly a antioxidanty

Volné radikaly jsou definovany jako molekuly ¢i molekularni fragmenty
S jednim nebo vice neparovymi elektrony ve vné&j§im molekulovém orbitalu, které jsou
schopny nezavislé existence. V nizké koncentraci jsou volné radikaly souc¢asti béznych
fyziologickych d&jii* zahrnujicich cytotoxicitu, kontrolu cévniho tonu a pfenos
nervovych vzrucht?. Nadmérma produkce volnych radikala ¢i pokles hladiny
antioxidantl vede k oxida¢nimu stresu. Oxidacni stres je Skodlivy proces zptsobujici
poskozeni bun&enych struktur, jako jsou lipidy, proteiny, RNA a DNA®. Volné radikaly
zpusobuji celou fadu lidskych onemocnéni jako je rakovina, Alzheimerova choroba,
reperfuzni srde¢ni abnormality, onemocnéni ledvin, fibrozy atd?. Vystaveni volnym
radikalim z riznych zdroji vede organismus K vytvofeni celé fady obrannych
mechanismi. Mezi obranné mechanismy proti oxida¢nimu stresu vyvolaného volnymi
radikaly patii preventivni a opravné mechanismy, fyzikéalni obrana a antioxidacni
obrana®. Na enzymatickych antioxidaénich mechanismech se podileji superoxid
dismutasy, glutation peroxidasy a katalasy. Neenzymatické antioxidanty jsou
reprezentovany kyselinou askorbovou (vitamin C), a-tokoferolem (vitamin E),
glutationem, karotenoidy, flavonoidy®, n&kterymi dilezitymi slou¢eninami prvka jako
napiiklad selenu a zinku® a dalsimi antioxidanty®. Antioxidanty jsou latky schopné
potlacit oxidaci a pasobit proti jejimu Skodlivému vlivu na buiiky. T¢lo si neumi tyto

latky samo vytvofit, a proto musi byt pfijimané ve stravé. Vhodny antioxidant musi byt



ucinny v nizké koncentraci, musi byt pfimétené rozpustny v oxidovatelnych
produktech, musi byt netoxicky a nedrazdivy v efektivni koncentraci i po del$im
skladovani. Musi byt bez zapachu, bez chuti a nesmi predavat barvu vyslednému
produktu. Jejich dilezitou vlastnosti je téz stabilita a efektivita i v Sirokém rozmezi pHZ.

Nejbohatiimi zdroji p¥irodnich antioxidantd jsou ovoce, zelenina a 16&ivé byliny.

1.3 Flavonoidy a vlastnosti floretinu

Flavonoidy jsou piirodni latky odvozené od 2- fenylchromen-4-onu (flavon)®.
Je to skupina vice jak 5000 odlinych pfirodnich latek®. Flavonoidy jsou klasifikovany
do riznych kategorii takto: antokyanidiny, flavony, flavanony, flavonoly, isoflavony
a dalsi mensi skupiny flavonoidi jako naptiklad dihydrochalkony. Hlavnimi zastupci
posledné zmin&né skupiny jsou floretin a jeho glykosid floridzin®. Flavonoidy jsou
hojné ptitomny v zeleniné, ovoci, olivovém a sojovém oleji, Cerveném viné€, ¢okolade,
¢aji, atp., kde plni mnoho funkci®. Jsou zodpovédné naptiklad za Zlutou &
cervenomodrou pigmentaci rostlin a chrani je pted mikroby a hmyzem. Jejich
pozornost jak vyrobcii potravin, tak jejich spotfebitelﬁ4.

Floretin je flavonoid znamy pfedevsim diky svym antioxidacnim ucinktm.
Je ptitomny vyhradné v jablkach, v kiife jabloni a v jablecnych produktech, kde je
ptitomny bud’ volny nebo ve své glykosidické formé jako floridzin (floretin- 2"-O-
glukosa). Bylo prokazano, Ze floridzin mize byt hydrolyzovan na floretin pomoci
laktasa-floridzin hydrolasou v tenkém streve’. Floretin patii do skupiny
dihydrochalkont. Tato skupina flavonoidii vykazuje Siroké spektrum bioaktivnich
ucinki, jako je protinadorovy, antimykoticky, antibakterialni, antivirovy a
protizanétlivy ucinek. Floretin té¢Z vykazuje silnou antioxidac¢ni aktivitu v inhibici
peroxidace lipidi® vyvolané volnymi radikaly, coZ je jeden z nejvyznamné&jsich
patologickych pochodii v organismu®. Oxidace lipidd je také hlavnim pivodcem Zluklé
chuti potravin, kterd ale mtize byt kontrolovdna uzitim antioxidanti, které pohotove
stabilizuji volné radikaly dodanim elektronu ¢i atomu vodiku, a tak peroxidaci lipida
piedchazeji®. Floretin je jednim z pfirozen& pisobicich nesteroidnich estrogent.
Doposud byl znam ptedevsim jako kosmeticka prisada. Kromé své antioxidacni

schopnosti slouzi také jako protizanétlivy, imunosupresivni, protinadorovy,



antimutagenni a antikarcinogenni &initel™. Nov&jsi studie prokazuji, ze floretin
piitomny v mo&i miZe byt vyuZivan jako orientaéni biomarker konzumace jablek’.

Tvorba reaktivnich forem kysliku a dusiku v Zivych tkanich je zapojena do fady
lidskych nemoci vcetné rakoviny, kardiovaskuldrnich, plicnich a neurologickych
nemoci. Z toho divodu jsou ¢astice schopné chranit organismus proti témto reaktivnim
formam uzite¢né pii 1€¢bé téchto onemocnéni. V souladu s touto hypotézou je obecné
pfijiman nézor ptisuzujici pozitivni zdravotni ucinek flavonoidi jejich antioxidacnim
schopnostem”.

Nejcastéji pouzivanou metodou stanoveni floretinu je vysokoucinna kapalinova
chromatografie (High Permormance Liquid Chromatography- HPLC) s UV detekei®?,
& s detekei diodovym polem (Diode Array Detection- DAD) *2. Dalsi metodou je
napiiklad kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekei (LC-MS)®, &

samotna hmotnostni spektrometrie (MS)“.
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1.4 Uhlikova pastova elektroda

Uhlikové pastové elektrody (Carbon paste electrodes, CPEs) byly objeveny R.

N. Adamsem v roce 1958 Objeveni uhlikové pastové elektrody je uzce spjato se
snahou vyvinout ,,kapajici uhlikovou elektrodu®, ktera by byla pouzitelna pro anodické
oxidace organickych slou¢enin, kde tehdy bézné pouzivana rtut'ova kapkova elektroda
nemuze byt pouzita. Kapajici uhlikova elektroda se ov§em neosvédcila. Tyto
experimenty vedly k vyvoji nového elektrodového materialu, slozeného z hustsi smési
praskového uhliku s organickou kapalinou (tzv. uhlikova pasta)lG. Uhlikova pasta miize
byt modifikovana riznymi chemickymi ¢i biologickymi latkami a ve srovnani s ipravou
pevnych elektrod je jeji modifikace mnohem jednodussi'’. Modifikace jsou provadény
za ucelem zmeény lokdlniho naboje povrchu, usnadnéni ¢i umoznéni selektivni adsorpce
analytt o urcité velikosti molekuly ¢i naboje, umoznéni extrakce analytu do pasty a
s tim souvisejici zvySeni méteného signalu, poptipad€ 1 vyuziti katalytickych efektii pro
pomalé reakce'®.

CPE:s patii do specialni skupiny heterogennich uhlikovych elektrod™®. Elektroda je
tvofena elektrodovym pouzdremlG, vyrabénym pievazné z teflonu s vnitinim otvorem
o pruméru 1 az 5 mm*®, které je naplnéno uhlikovou pastou sklédajici se z uhlikového
prasku a pojiva. Pozadovanymi vlastnosti uhlikového prasku je stejna velikost ¢astic,
vysokd chemicka Cistota a nizkd adsorp¢ni schopnost. Jako pojiva (pastovaci kapaliny)
se nejcastéji pouzivaji mineralni ¢i silikonovy olej, které jsou elektrochemicky
inaktivni. Pfiprava uhlikové pasty je velmi jednoduchd. Pastu pfipravime smichanim 1 ¢
uhlikového prasku a vétSinou kolem 0,4 ml pastovaci kapalinylﬁ, pficemz u
modifikovanych elektrod mize mnozstvi modifikatoru tvofit 10 az 30 %®. Chovani
pfipravenych past, pfedevsim téch, které obsahuji parafinovy ¢i silikonovy olej, se ustali
az po urcité dob¢ (obvykle po 24 hodinach). Je experimentaln€ ovéteno, Ze Cerstva pasta
vykazuje nestabilni chovani. Naplnénou elektrodu neni vhodné uchovéavat dlouhou dobu
na vzduchu, nebot’ by mohlo dojit k jejimu pozvolnému vysychani, proto se elektrody
uchovavaji ponotfené koncovym otvorem v nadobé¢ s destilovanou vodou. Timto
zpusobem je mozné pastu uchovavat tydny az mesice. Pied kazdym métenim je nutné
obnovit povrch elektrody vytlaéenim malého mnoZstvi pasty pomoci pistu. Vytlacena

pasta se otira napt. do navlhéeného filtratniho papirulﬁ.
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Vzhledem k ¢etnym vyhodnym vlastnostem a charakteristikdm jsou tyto elektrody
vyuzivany predevsim pro voltametrickd méfeni. Nicméné senzory zalozené na uhlikové
pasts jsou pouZitelné také v amperometrii, coulometrii a potenciometrii'®. Uhlikové
pastové elektrody maji pomérné Siroké pouziti. Vyuzivaji se jak v analyze
anorganickych latek, pfedevsim ke stanoveni iontl tézkych kovt, tak v analyze
organickych latek, nejCastéji ve farmaceutické analyze a téz k analyze polutantt
zivotniho prostfedilG. Velkou ptrednosti uhlikovych pastovych elektrod je také to, ze

uhlikové pasty jsou snadno dostupné za minimalni nékladylg.

1. elektricky kontakt

2. teflonové télo elektrody

3. pist z nerezové oceli

4. dutina plnéna uhlikovou pastou

5. koncovy otvor

Obr. 1.1 Uhlikova pastova elektroda®
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2. Experimentalni Cast

2.1 Studovana latka

Floretin®! %

o HO

HO OH

HO

IUPAC name: 3-(4-hydroxyfenyl)-1-(2,4,6-trihydroxyfenyl)propan-1-on
C.A.S. Registry number: 60-82-2

Sumarni vzorec: C15H1405

M= 247,27

t= 260 — 262°C

pK=7,4
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2.2 Pouzité chemikalie

Zasobni roztok floretinu (Sigma Aldrich, >99%) o koncentraci 1-10™ mol-I* byl
pfipraven rozpusténim piesn¢ odvazeného mnozstvi latky v methanolu (Merck).
Roztoky o nizsich koncentracich byly pfipraveny pifesnym fedénim zasobniho roztoku
methanolem. Roztoky byly uchovavany v temnu v chladnicce pti konstantni teploté
5°C.

Brittontiv-Robinsoniiv pufr byl pfipraven smisenim vodného roztoku hydroxidu
sodného (Lach-Ner) o koncentraci 0,2 mol-I™ s vodnym roztokem obsahujicim kyselinu
boritou 0 koncentraci 0,04 mol-I™* (Lachema), kyselinu fosfore¢nou o koncentraci 0,04
mol-I* (84-87 %, Lach-Ner) a kyselinu octovou téZ o koncentraci 0,04 mol-I? (99,8 %,
Lach-Ner).

K ptipravé vodnych roztoku byla pouzita deionizovana voda (Millipore Q-plus
System, USA).

Uhlikova pasta byla pfipravena smisenim 250 mg uhlikovych kuli¢ek o praméru
0,4 — 12 um (Alfa Aesar, USA) a 90 pl mineréalniho oleje (Fluka Biochemika,
Svycarsko).

2.3 Pouzita aparatura

Mg¢feni byla provadéna na sestavé Eko-Tribo Polarograf s programem Polar Pro
verze 5.1 (Polaro-Sensors, CR). Méfeni byla provadéna v téelektrodovém zapojeni.
Pracovni elektrodou byla uhlikova pastova elektroda, jako referentni elektroda byla
pouzita argentchloridova elektroda s 3 mol-I'* KCI (ETP CZ R-008-05, Monokrystaly,
CR), pomocnou elektrodou byla platinova dratkové elektroda.

Stalost zasobniho roztoku byla proméfovana na spektrofotometru Agilent 8453
(Agilent, USA) v Imm kiemennych kyvetach proti methanolu.

Hodnoty pH byly méfeny na digitalnim pH-metru (Jenway, UK)

s kombinovanou sklenénou elektrodou (PCH 2411).
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2.4 Pracovni postupy

Vsechna méfeni probihala za laboratorni teploty. Pii méfenich se pracovalo
s objemem vzorku 5 ml. Vzorek byl pfipravovan vzdy odpipetovanim piesného
mnozstvi roztoku stanovované latky v methanolu, 2,5 ml methanolu, 2,5 ml Brittonova-
Robinsonova (BR) pufru o pfislusném pH a doplnénim na 5 ml roztokem methanolu a
BR pufru v poméru (1:1). Roztok byl vzdy dikladné promichan a pfeveden do
voltametrické nadobky. Povrch elektrody byl pied kazdym novym méfenim obnoven
mechanickym ocisténim do navlhceného filtracniho papiru. VSechna méteni byla
provadéna ttikrat. Jako hodnota proudu piku byla brana primérna hodnota ze tfech
nasledujicich méteni. Ziskané kalibracni zavislosti byly zpracovany metodou linedrni

regrese. Limit detekce byl vypocitan z rovnice regrese jako koncentrace odpovidajici

cv w7

2.5 Spektrofotometrické studium stalosti zasobniho roztoku

floretinu

Stalost zasobniho roztoku floretinu o koncentraci 1-10° mol-I"* byla studovana
spektrofotometricky. Absorpéni spektrum floretinu bylo proméfovano v 1mm
ktemennych kyvetach proti methanolu v rozmezi vinovych délek 200 — 700 nm.
Zmétené spektrum je uvedené na Obr. 2.1. Naméfené hodnoty absorbanci jsou uvedeny
v Tab. 2.1. Z uvedenych vysledkt vyplyva, Ze zasobni roztok byl staly minimalné po

dobu 20 dnti a byl proto pouzit pro vSechna méteni.



Tab. 2.1

Stalost zasobniho roztoku 1-10° mol-1"* floretinu v methanolu.
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t (dny) A=224 nm A=286 nm
A % A %

0 2,030 100 2,040 100

1 2,022 99,6 2,028 99,4

4 2,005 98,8 2,012 98,7

12 2,041 1006 2,041  100,1

20 2,023 99,7 2,027 99,4
3

A, AU
2
1k
0 -
1 1 L i
200 300 400 500 600
A, nm
Obr. 2.1

UV- VIS spektrum 110" mol-I"* floretinu v methanolu (mé&feno v kyvets o tloustce

1 mm proti methanolu).

700
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3. Vysledky a diskuze

3.1 Cyklicka voltametrie

3.1.1 Vliv rychlosti polarizace

Cyklické voltametrie ma hlavni vyznam pii studiu elektrodovych reakci.
Z prubehu katodickych a anodickych kiivek je moZzno usuzovat na mechanismus
elektrodové reakce, jako naptiklad posuzovat jeji reverzibilitu?. Reakce byly sledovany
v prostiedi BR pufru o pH 5 a methanolu v poméru 1:1. Koncentrace floretinu byla
1-10™* mol-I"X. V Tab. 3.1 jsou uvedeny parametry primek pro zavislosti proudu vin (1)
na rychlosti polarizace (v) a na odmocniné z rychlosti polarizace (\v). Béhem mé&feni
byla sledovéana vyska vin v zavislosti na ménici se polariza¢ni rychlosti (Obr. 3.1). Na
Obr. 3.2 je znazornéna zavislost proudu vin (I) na odmocniné z rychlosti polarizace.
Z vysledkl vyplyva, Ze za danych experimentalnich podminek je reakce ireverzibilni.
Nebyla pozorovana piima uméra proudu vin (1) na rychlosti polarizace (v), ani na
odmocning z rychlosti polarizace (W), z éehoz vyplyvé, ze sledovany dgj byl
kontrolovan soucasné difizi i adsorpci. Chovani pii zdznamu 5 naslednych cykla
V jednom méfeni zachycuje Obr. 3.3. Z obrazku vyplyva, ze béhem méteni dochazi

k pasivaci elektrody.

Tab 3.1

Parametry ptimek pro zavislosti proudu vin (I) na rychlosti polarizace (v) a na
odmocniné z rychlosti polarizace (Vv), mé&feno metodou CV na CPE Vv prostiedi BR
pufru o pH 5 a methanolu v poméru 1:1, koncentrace floretinu 1-10™ mol-1™.

Zavislost | na smérnice usek R?
mA-mol -1 nA
v 7,2 1792,6 0,9030
Zavislost | na smérnice usek )
R

mA-mV*%s'?)  nA
Wy 25,1 405,3 0,9957
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Obr. 3.1

200

400

600

800

1000 1200

v, mV/s

Zavislost proudu vin (1) na rychlosti polarizace, méfeno metodou CV na CPE
v prosttedi BR pufru o pH 5 a methanolu v poméru 1:1, koncentrace floretinu 1-10™

mol-12.

6000 r

4000 r

2000 |

Obr. 3.2

Zavislost proudu viIn (I) na odmocniné z rychlosti polarizace, méteno metodou CV

10

15

20

25

30 35
W, mv¥2.gl2

na CPE v prostedi BR pufru o pH 5 a methanolu v poméru 1:1, koncentrace floretinu

1:10* mol-1™2.
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Cyklické voltamogramy floretinu o koncentraci 1:10 mol-I* na CPE, 5 po sobé
jdoucich cykli (1-5), méfeno v prostiedi BR pufru o pH 5 a methanolu v poméru 1:1,
rychlost polarizace 100 mV-s™.
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3.2 DC voltametrie

V dalsi ¢asti prace bylo voltametrické chovani floretinu sledovano metodou DC
voltametrie na CPE. I v téchto métenich byl povrch elektrody po kazdém méfeni
mechanicky obnovovan otfenim uhlikové pasty, jelikoz byla pozorovana pasivace

povrchu CPE.

3.2.1 Vliv pH na voltametrické chovani floretinu

Vliv pH na voltametrické chovani floretinu pii DC voltametrii byl sledovan ve
smési BR pufru v rozsahu pH 2 az 12 a methanolu v poméru 1:1. Koncentrace floretinu
byla vzdy 1-10* mol-I™. Studovana latka poskytovala v celém rozsahu pH jednu dobie
vyhodnotitelnou vinu a protahlé rameno pii pozitivnéjsich potencialech. Hodnoty pH
BR pufru, proudii vin (1) a potencialt vin (Ey2) uvadi Tab. 3.2. Ziskané voltamogramy
pro DC voltametrii jsou uvedeny na Obr. 3.4 a Obr. 3.5. Jako optimalni pH pro méfeni
koncentra¢nich zavislosti bylo zvoleno pH 5, pii kterém byla vina nejvyssi a nejlépe

vyhodnotitelna.

Tab. 3.2
Zavislost proudu vln (1) a potencialu vin (Ey;) 1-10™ mol-1™ floretinu na pH BR pufru
s methanolem v poméru 1:1. Méteno metodou DCV na CPE.

oH | Ein

nA mV
2 2182 882
3 2193 882
4 2867 804
5 2917 705
6 2582 654
7 2659 615
8 2784 549
9 2069 588
10 1934 522
11 2007 438
12 1643 393
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Obr. 3.4
Voltamogramy 1:10* mol-I™ floretinu, mé&feno metodou DCV na CPE v prostiedi BR
pufru o pH odpovidajicimu oznaceni dané kiivky a methanolu v poméru 1:1, rychlost
polarizace 100 mV-s™.
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Obr. 3.5

Voltamogramy 1:10™ mol-I"* floretinu, méfeno metodou DCV na CPE v prostfedi BR
pufru o pH odpovidajicimu oznaceni dané kiivky a methanolu v poméru 1:1, rychlost
polarizace 100 mV-s™.
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3.2.2 Kalibraéni zavislost

Kalibraéni zavislost floretinu byla proméiena metodou DC voltametrie
Vv prosttedi BR pufru o pH 5 a methanolu v poméru 1:1 v rozsahu koncentraci 8107 —
1:10* molI™". Ziskané zavislosti byly zpracovany metodou linearni regrese. Hodnoty
proudi vin byly brany jako primérna hodnota ze tfech nasledujicich méteni. Parametry
kalibra¢nich kiivek jsou uvedeny v Tab. 3.3. Parametry kalibra¢ni kiivky floretinu
Vv logaritmické form¢ (uvedeny pod Tab. 3.3) potvrzuji linearitu zévislosti (smérnice je
blizka hodnoté 1). Zavislost proudu vin (1) na koncentraci floretinu v rozmezi
koncentraci 8:107— 1-10”* moll"* je uvedena na Obr. 3.6, zavislost v rozmezi
koncentraci 8:10” — 1-10"°> mol-I"* je uvedena na Obr. 3.7. Na Obr. 3.8 je uvedena
zavislost proudu vIn (I) na koncentraci floretinu v logaritmické form¢ v rozmezi
koncentraci 8:107 — 1-10™ mol-I"*. Voltamogramy floretinu na CPE v rozmezi
koncentraci 2:10° — 1-10™ mol‘l™ jsou znazornény na Obr. 3.9, voltamogramy pro
rozmezi koncentraci 8-:107 — 1-10”> mol-I* jsou na Obr. 3.10. Limit detekce byl
vypocitan z rovnice regrese jako koncentrace odpovidajici trojndsobku smérodatné
odchylky z hodnot naméfenych pro nejnizsi koncentraci, tedy pro koncentraci 8-107

mol-I"* floretinu . Limit detekce byl stanoven na 1,0-10° mol 1™ floretinu.

Tab. 3.3
Parametry kalibracnich kfivek floretinu, méteno metodou DCV na CPE v prostiedi BR
pufru o pH 5 a methanolu v poméru 1:1.

c smérnice usek R? Lp
mol-1* mA-mol 1 nA mol-1*

2:10°-1-10" 275 -311 0,9975 —

8107 - 1-10° 28.4 17,1 0,9945 —
810" - 1-10* 26,9 17,0 0,9989 1,0-10°°

Parametry logaritmické zavislosti: log 1= a log ¢ +b; a= 0,90; b= 7,01, R?=0,9983.
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Obr. 3.6

Zavislost vysky viny (1) na koncentraci floretinu v rozmezi 8:107 — 1-10* mol-I?,
méieno metodou DCV na CPE v prostfedi BR pufru o pH 5 a methanolu v poméru 1:1.
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Obr. 3.7
Zavislost proudu vln (1) na koncentraci floretinu v rozmezi 8-107 — 1-10° mol-I?,
méteno metodou DCV na CPE v prostiedi BR pufru o pH 5 a methanolu v poméru 1:1.
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Zavislost proudu vin (1) na koncentraci floretinu v logaritmické formé v rozmezi
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8-107 — 1-10 mol‘I"*. M&feno metodou DCV na CPE v prostfedi BR pufru o pH 5 a
methanolu v poméru 1:1, rychlost polarizace 100 mV-s™,
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Obr. 3.
Voltamogramy floretinu, méteno metodou DCV na CPE v prostiedi BR pufru
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0 pH 5 a methanolu v poméru 1:1, rychlost polarizace 100 mV-s™.
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Obr. 3.10

Voltamogramy floretinu, méfeno metodou DCV na CPE v prostiedi BR pufruopH 5 a
methanolu v poméru 1:1, rychlost polarizace 100 mV-s™,

Koncentrace floretinu: 1-107° (1), 8:10° (2), 6:10° (3), 4-10° (4), 2:10° (5), 1-10° (6),
8-107 (7) mol-I™.
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3.3 DP voltametrie

3.3.1 Vliv pH na voltametrické chovani floretinu

Pii studiu voltametrického chovani roztoku floretinu na CPE, bylo zjisténo,
ze pii opakovanych métenich dochazi k pasivaci elektrody (Obr. 3.11), proto byl jeji
povrch pied kazdym méfenim mechanicky obnovovan otfenim uhlikové pasty do
filtratniho papiru navlh¢eného destilovanou vodou.

Vliv pH na voltametrické (DPV) chovani floretinu byl sledovan ve smési BR
pufru v rozsahu pH 2 az 12 a methanolu v poméru 1:1. Koncentrace floretinu byla vzdy
1-10™* mol-I"". Studovana latka poskytovala v celém rozsahu pH dva piky. Hodnoty pH
BR puftu, proudt pikt (Ip) a potencialti pikti (Ep) uvadi Tab. 3.4. Ziskané
voltamogramy pro DPV jsou uvedeny na Obr. 3.12 a Obr. 3.13. Jako optimalni pH pro
meéfeni koncentracnich zavislosti bylo zvoleno pH 5, pfi kterém byl prvy pik nejvyssi a

nejlépe vyhodnotitelny.
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Obr. 3.11

Voltamogramy 1-10™* mol-I"* floretinu: povrch po mechanickém obnoveni (1),
opakovana méteni bez obnoveni povrchu elektrody (2, 3). Méteno v prostifedi BR pufru
0 pH 5 a methanolu v poméru 1:1 metodou DPV na CPE, rychlost polarizace 20 mV-s™.
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Tab. 3.4
Zavislost proudi piki (1) a potenciald piki (Ep) 1-10™ mol-I"* floretinu na pH BR pufru
s methanolem v poméru 1:1. Méfeno metodou DPV na CPE.

pH Iy Ep

nA mV
2 780 798
3 911 738
4 977 699
5 986 621
6 862 555
7 846 477
8 778 465
9 652 432
10 503 402
11 485 348
12 481 315
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Obr. 3.12

Voltamogramy 1:10™* mol-I"* floretinu, méfeno metodou DPV na CPE v prostiedi BR
pufru o pH odpovidajicimu oznaceni dané kiivky (kiivka ZE-zékladni elektrolyt BR
pufr 0 pH 2) a methanolu v pomaru 1:1, rychlost polarizace 20 mV-s™.
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Obr. 3.13
Voltamogramy 1-10™* mol-I™* floretinu, mé&feno metodou DPV na CPE v prostiedi BR

pufru o pH odpovidajicimu oznaceni dané kiivky (kiivka ZE-zékladni elektrolyt BR
pufr o pH 2) a methanolu v poméru 1:1, rychlost polarizace 20 mV-s™.
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3.3.2 Kalibra¢ni zavislost

Kalibra¢ni zavislost floretinu byla prométena metodou DPV v prostiedi BR
pufru o pH 5 a methanolu v poméru 1:1 v rozsahu koncentraci 6:10” — 1-10™ mol-I™%.
Ziskané zavislosti byly zpracovany metodou linearni regrese. Hodnoty proudt pika byly
brany jako primérna hodnota ze tiech nasledujicich méfeni. Parametry kalibra¢nich
kiivek floretinu jsou uvedeny v Tab. 3.5. Parametry kalibra¢ni ktivky floretinu
V logaritmické formé (uvedeny pod Tab. 3.5) potvrzuji linearitu zavislosti (smérnice je
blizka hodnot¢ 1). Zavislost proudu piku (lp) na koncentraci floretinu v rozmezi
koncentraci 6-10” — 1-10™ mol-I"* je uvedena na Obr. 3.14, zavislost v nejniz$im
koncentraénim rozmezi 6:10” — 1-10° mol-I"* je uvedena na Obr. 3.15. Zavislost proudu
piku (1,) na koncentraci floretinu v logaritmické formé v rozmezi 6:107 — 1-10* mol-I™
je uvedena na Obr. 3.16. DP voltamogramy floretinu na CPE v rozmezi koncentraci
1-10*—2:10™ mol-I" jsou znazornény na Obr. 3.17, DP voltamogramy pro rozmezi
koncentraci 1-10°— 6:107 mol-I"* floretinu jsou na obrazku 3.18. Limit detekce byl
vypocitan z rovnice regrese jako koncentrace odpovidajici trojndsobku smérodatné
odchylky z hodnot naméfenych pro nejnizsi koncentraci, tedy pro koncentraci 6107

mol-I"* floretinu. Limit detekce byl stanoven na 7,3-10" mol-I™ floretinu.

Tab. 3.5
Parametry kalibracnich kiivek floretinu, méfeno metodou DPV na CPE v prostfedi BR
pufru o pH 5 a methanolu v poméru 1:1.

c smérnice usek R2 Lp
mol-I™ mA-mol 1 nA mol-I'

2:10°-1-10™ 9,5 0,6 0,9789 —

1-10°-6-107 11,2 -4.6 0,9956 —
6:107 —1-10" 9,5 2.0 0,9935 7,3-107

Parametry logaritmické zavislosti: log 1= a log ¢ +b; a= 1,06; b= 7,27, R%=0,9928.
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Obr. 3.14
Zavislost proudu piku (l,) na koncentraci floretinu v rozmezi 6:107 — 1-10™* mol-I",
méteno metodou DPV na CPE v prostiedi BR pufru o pH 5 a methanolu v poméru 1:1.
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Obr. 3.15
Zavislost proudu piku (I,) na koncentraci floretinu v rozmezi 6:10”" —1-10” mol-17,
méieno metodou DPV na CPE v prosttedi BR pufru o pH 5 a methanolu v poméru 1:1.
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Obr. 3.16

Zavislost proudu piku (I,) na koncentraci floretinu v logaritmické formé v rozmezi
6-10" — 1-10™* mol-I"t. M&feno metodou anodické DPV na CPE v prostiedi BR pufru o
pH 5 a methanolu v poméru 1:1, rychlost polarizace 20 mV-s™.
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Obr. 3.17

Voltamogramy floretinu, méfeno metodou DPV na CPE v prostiedi BR pufru o pH 5
a methanolu v poméru 1:1, rychlost polarizace 20 mV-s™.

Koncentrace floretinu: 1-10™ (1), 8:10° (2), 6-10° (3), 4-10” (4), 2-10° (5) mol-I™.
Ktivka ZE- zékladni elektrolyt BR pufru o pH 5 a methanolu v poméru 1:1.
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Obr. 3.18

Voltamogramy floretinu, méfeno metodou DPV na CPE v prostiedi BR pufru o pH 5
a methanolu v poméru 1:1, rg/chlost polarizace 20 mV-s™,

Koncentrace floretinu: 1-107 (1), 8:10° (2), 6:10° (3), 4-10° (4), 2:10°° (5), 1-10°® (6),
8107 (7), 6:107 (8) mol-I™".
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3.4 Adsorp¢ni rozpoustéci diferencné pulzni voltametrie

Akumulace analytu na povrchu pracovni elektrody byla studovana za ucelem
snizeni limitu detekce floretinu pti DPV na CPE. Akumulace studované latky na
povrchu pracovni elektrody vede ke zvySeni citlivosti analytické metody. Moznost
akumulace floretinu byla zkoumana v BR pufru o pH 5 a 9 s methanolem v poméru
95:5. Akumulace analytu na CPE byla studovana v michaném roztoku o koncentraci
4-10°® mol-I™ floretinu metodou DPV. Sledovany byly vysky piku pii zméné potencialu
akumulace, ¢as akumulace byl vzdy 1 minuta. Zavislosti pro pH 5 a 9 jsou uvedeny na
Obr. 3.19. Z tohoto méfeni byly jako nejvhodné&jsi zvoleny potencialy akumulace 500
mV pro pH 5 a 200 mV pro pH 9, pfi kterych byla dale studovana zavislost proudu piki

na ¢ase akumulace (Obr. 3.20).
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Obr. 3.19

Zavislost proudu pikd (lp) na potencialu akumulace, méfeno metodou AdS DPV na CPE
v roztoku 4-10® mol-I™ floretinu v prostiedi BR pufru o pH 5 (o) a pH 9 (A) a methanolu
v poméru 95:5, ¢as akumulace 1 min, rychlost polarizace 20 mV-s™
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gfvzlsl:i;sztoproudu piki (lp) na ¢ase akumulace, méfeno metodou AdS DPV na CPE
v roztoku 4-10°® mol-I™* floretinu v prostiedi BR pufru o pH 5 (o) apH 9 (2) a
methanolu v pomé&ru 95:5, rychlost polarizace 20 mV-s™: pH 5, Eaxu= 500 mV, pH 9,
Eaku= 200 mV.
Kalibraéni kiivka akumulaci (Obr. 3.21) byla proméfena v prostiedi BR pufru o pH 5
a methanolu v poméru 95:5 v rozsahu koncentraci 1-107 — 1-10” mol-1™ floretinu pii
¢ase akumulace 6 minut a pfi potencidlu 500 mV. Na Obr. 3.22 je uvedena zavislost
proudu piku (Ip) na koncentraci floretinu v logaritmické formé v rozmezi koncentraci
1-107 — 1-10™° molI"". Ziskané zavislosti byly zpracovany metodou linearni regrese.
Parametry kalibracni kiivky jsou uvedeny v Tab. 3.6. Parametry kalibra¢ni kiivky v
logaritmické form¢ jsou uvedeny pod tabulkou. DP voltamogramy floretinu v rozmezi
koncentraci 1-10” — 1:10°® mol-I™ jsou uvedeny na Obr. 3.23. Limit detekce byl
vypocitan z rovnice regrese jako koncentrace odpovidajici trojnadsobku smérodatné
odchylky z hodnot naméfenych pro nejnizsi koncentraci, tedy pro koncentraci 1,010
mol-I"* floretinu.

Bylo prokazano, Ze studovand latka se nejlépe akumuluje pii potencidlu 500 mV
a ¢ase akumulace 6 minut. Pfi danych podminkéch bylo dosazeno nizsiho limitu detekce
nez pii stanoveni bez akumulace. Nicméné z porovnani smérnic a limitu detekce je
jasné, ze akumulace neni pfili§ vyrazna. S vyuzitim akumulace byla stanovena hodnota

limitu detekce na 4,4-10”" mol-1* floretinu.
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Tab. 3.6

Parametry kalibra¢ni kiivky a kalibra¢ni kiivky v logaritmické formé akumulace
floretinu, méfeno metodou AdS DPV na CPE v prostiedi BR pufru o pH 5 a methanolu
V poméru 95:5, ¢as akumulace 6 minut, potencial akumulace 500 mV.

C smérnice usek R? Lp
mol-I’ mA-mol 1 nA mol-I'*
11107 -1-10° 95,9 58,9 0,9968 4,410

Parametry logaritmické zavislosti: log I=a log ¢ +b; a= 0,66; b= 6,21, R?=0,9835.
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Obr. 3.21

Zavislost proudu piku (I,) na koncentraci floretinu v rozmezi 1:107 — 1-10" mol-I*,
méfeno metodou AdS DPV na CPE v prostiedi BR pufru o pH 5 a methanolu v poméru
95:5, ¢as akumulace 6 minut pfi potencidlu 500 mV.
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Obr. 3.22

Zavislost proudu piku (I,) na koncentraci floretinu v logaritmické formé v rozmezi
1-107 = 1-10" mol-I™". M&feno metodou AdS DPV na CPE v prostfedi BR pufru o pH 5
a methanolu v poméru 95:5, ¢as akumulace 6 minut pii potencialu 500 mV.
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Obr. 3.23

Voltamogramy floretinu, méfeno metodou AdS DPV na CPE v prostiedi BR pufru o pH
5 a methanolu v poméru 95:5, ¢as akumulace 6 minut pii potencialu 500 mV.
Koncentrace floretinu: 1-10° (1), 8:107 (2), 6:107 (3), 4-107 (4), 2107 (5), 1-10” (6)
mol ™. Kiivka ZE-zéakladni elektrolyt BR pufr o pH 5.
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4. Z7.aveér

Byla ovéfena stalost zasobniho roztoku floretinu o koncentraci 1-10°° mol-I*

v methanolu, a to minimalné po dobu méfeni tj. 20 dni. Roztok byl po celou dobu
uchovéavan v temnu v chladnicce.

Bylo prostudovano voltametrické chovani floretinu na uhlikové pastové
elektrod¢ metodou DPV a DCV. Zavislost proudu () a potencialu piku (Ep) 1-10™
mol-I™ floretinu na pH vodné slozky zékladniho elektrolytu byla sledovana v rozmezi
pH 2 — 12. Jako optimalni pH BR pufru pro obé metody bylo zvoleno pH 5 vzdy
s methanolem v poméru (1:1), kdy byl pik nejvyssi a nejlépe vyhodnotitelny.

Dale byly proméfeny kalibraéni zavislosti v rozmezi koncentraci 6:107 — 1-10
mol " pro DPV a v rozmezi koncentraci 8:107 — 1-10™* mol-I™* floretinu metodou DCV.
Kalibraéni zavislosti byly vyhodnoceny metodou linearni regrese. Z kalibra¢nich kiivek

byly vypocteny limity detekce. Ziskané limity detekce jsou uvedeny v Tab. 4.1.

Tab. 4.1

Limity detekce floretinu pro voltametrické metody stanoveni

Metoda stanoveni floretinu Lp
(prostiedi BR pufru o pH 5 s methanolem 1:1) mol-I™
Diferen¢né pulzni voltametrie (DPV) 7,3:107
DC voltametrie (DCV) 1,0-10°

Byla studovana akumulace floretinu na CPE metodou DPV z divodu snizeni
limitu detekce. Akumulace byla studovana v roztoku floretinu o koncentraci 4-10°®
mol-I" v prostiedi BR pufru o pH 5 a 9 a methanolu v poméru 95:5. Jako optimalni
potencial akumulace byl zvolen potencial 500 mV pro pH 5 a 200 mV pro pH 9, pfi
kterych byla studovana zavislost proudu pikli na case akumulace. Jako optimalni
podminky akumulace byly zvoleny: BR pufr o pH 5 s methanolem v poméru 95:5,
potencial akumulace 500 mV
a doba akumulace 6 minut. Kalibra¢ni kiivka prométena pii stanovenych optimalnich

podminkéch v rozsahu koncentraci 1:107 — 1-10° mol-I™ floretinu.
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V diisledku akumulace analytu dolo ke sniZeni limitu detekce na 4,4-10"" mol-I"*
floretinu.
Metodou CV byla déle zjistovana reverzibilita studované reakce. Z vysledkt
vyplyva, Ze reakce floretinu probiha pii méfenych podminkach ireverzibilné.
Nebyla prokazana piima uméra vysky piku na rychlosti polarizace ani na odmocning z
rychlosti polarizace, z ¢ehoz vyplyva, ze d¢j je fizen soucasné diftizi i adsorpci.
Ze studia zaznamu 5 po sob¢ jdoucich cyklech v jednom méfeni je ziejmé, Ze

béhem meéteni dochazi k pasivaci elektrody.
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