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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AGT
BR pufr

CAS number

CPE
cv

RP-HPLC
RP-LC
SFC

TLC
Spfm

uv

VIS

aminoglutethimid

Brittonv — Robinsoniiv pufr

registracni Cislo

uhlikové pastova elektroda

cyklicka voltametrie

diferen¢ni pulzni voltametrie

potencial piku

plynova chromatografie s hmotnostni detekci

proud piku

proud katodického piku v cyklickém voltamogramu
proud anodického piku v cyklickém voltamogramu
molekulova hmotnost

vysokoucinna kapalinova chromatografie na reverznich fazich
kapalinova chromatografie na reverznich fazich
superkriticka fluidni chromatografie
chromatografie na tenké vrstve

spektrofotometrické stanoveni

ultrafialova oblast

viditelna oblast



1. TEORETICKA CAST

1.1 CiL PRACE

Tato prace se zabyva studiem elektrochemického chovani aminoglutethimidu
(AGT) metodou diferenc¢ni pulzni voltametrie (DPV) a cyklické voltametrie (CV).
Cilem této prace je nalezeni optimalnich podminek pro voltametrické stanoveni

aminoglutethimidu na uhlikové pastové elektrodé (CPE).

1.2 FARMAKOLOGICKE UCINKY AGT

AGT inhibuje enzym aromatdzu, vyskytujici se v ovariich, mozku, tukové tkani,
svalech, jatrech, v prsni tkdni a v bunikdch zhoubnych nadorG prsu, kterd preméiuje
adrogeny na estrogeny. Hlavni zdroj estrogeni jsou u premenopauzalnich Zen ovaria a u
Zzen po menopauze tukovad tkan. SniZenim jejich koncentrace v té€le dochazi k regresi
karcinomu'. AGT patii k tzv. prvni generaci nesteroidnich inhibitor aromatazy, klinicky
je vyuzivan uz od 80. let”.

Protoze byly inhibovéany i enzymy zajiStujici produkci steroidi v nadledvinach,
musely byt pacientkdm doddvany soucasné glykokortikoidy. Kromé toho se pii 1écbé
objevovaly dals$i nezadouci ucinky jako letargie, nevolnost, vyrazka nebo zvysena teplota.
V odborné literatuie byla publikovana cela fada studii, zabyvajicich se odstranénim
nezadoucich uc¢inkl, zvysenim specifity a u€innosti 1éku. Napft. terapie kombinujici AGT a
Tamoxifen®, 16¢ba R-enantiomerem AGT, pro ktery byla zjidténa asi 20x vy3si uinnost
nez u L-enantiomeru” a méné nezadoucich uginki’.

V soucasné dobé¢ se k 1€cb¢ pouzivaji inhibitory tieti generace, napt. letrozol a anastrazol,

které jsou selektivndjsi a u¢inngjsi'.



1.3 METODY STANOVENI AGT

AGT je vyuzivan jako lécivo, fada klinickych studii se zaméfuje pfedev§im na
stanoveni latky popf. jejich metaboliti z organismu - z plazmy a moci. V jinych
experimentech jsou pouzivany tablety nebo Cistd latka. Nékteré studie se zabyvaji separaci
enantiomert, kdyZz bylo zjiSténo, ze u¢innost R-enantiomeru AGT je vyS$$i nez ucinnost
racematu.

Nejcastéji pouzivanou metodou stanoveni AGT je kapalinova chromatografie (LC),
dale napt. spektrofotometrie nebo plynova chromatografie (GC), pro separaci enantiomerti
jsou to riizné chromatografické metody (HPLC®, SFC°, TLC®) nebo kapilarni elektroforéza

(CE). V tabulce I jsou blize popsany nékteré v literatute popsané metody stanoveni AGT.



Tabulka I Metody stanoveni AGT

Metoda Vzorek | Kolona Mobilni faze Detekce Mez detekce
LC-RP* Cista latka | Silikagel (15 cm x 3,9 mm) methanol:acetatovy pufr (23:73 v/v) pH 5,0 spfm 240 nm
LC-RP® plazma ODS Hypersil, vel. ¢astic 3 pm 11% acetonitril: mravencanovy pufr pH 3,5 spfim 242 nm 0,1 pg.ml’!
0 oktadecyl Cig(10 cm x 8 mm, vel. terc-butylamoniumfosfat:acetonitril:voda méné nez
RP-HPLC plazma spfim 240/254 nm _
¢astic 10 pm) (3:100:100 v/v/v) pH 6,3 1 pmol.I’
. Nucleosil Cig (10 cm x 4,8 mm, vel. X
RP-HPLC plazma ) acetonitril:methanol:voda (5:20:75 v/v/v) spfm 235 nm 0,02 pg.g
¢astic 5 um)
" Spherisorb ODS (30 cm x 4 mm, vel. _
RP-HPLC mo¢ acetonitril:fosfatovy pufr (22:68 v/v) pH 6,8 spfm 234 nm 0,2 pg.ml
¢astic 5 pm)
derivatizace
4 Chiralcel OD (25 ¢cm x 4,6 mm, vel. fluorescencni X
RP-HPLC tableta ethanol:cyklohexan:methanol (95:5:2 v/v/v) 20 ng. mI’
¢astic 10 pm) Aex 360 nm
Aem 530 nm
2% cyklohexandimethanol  sukcinat
GLC" plazma | na Chromosorbu W dusik 0,1 pg.ml”
(150 cm x 0,4 mm)
s HP 5MS (24 m x 0,25 mm, tloustka
GC-MS Mo¢ helium
filmu 0,25 pm
Derivatizace 27,3 ng. ml”
Spfm'® tableta Spfm 273 nm, 368 nm, 10,6 ng. ml™
558 nm 9,3 ng. ml"




1.4 UHLIKOVA PASTOVA ELEKTRODA

Uhlikova pastova elektroda (Carbon Paste Electrode, CPE) byla poprvé predstavena
R. N. Adamsem vroce 1958. Jeho pivodnim zdmérem bylo vytvofeni tzv. kapajici
uhlikové elektrody, jako analog ke kapkové rtutové elektrodé, pomoci které by bylo
mozno méfit anodické oxidace smési organickych latek, pro které rtutovou kapkovou
elektrodu nelze pouzit. Kapajici uhlikova elektroda se v praxi neosvédcila, ale hustd smés
praskového uhliku a kapaliny - uhlikovd pasta, pfedstavovala elektrodovy material se
zajimavymi vlastnostmi'’. Ty jsou vyrazn& ovlivnény pastovou kapalinou, kterou mizeme
zvolit podle stanovovaného analytu. Nejcastéji jsou pouzivany parafinové oleje - Nujol,
Uvasol a silikonové oleje — Lukooil. Jejich dileZitymi vlastnostmi jsou nevodivost,
netékavost, chemicka a elektrochemicka inertnost a nemisitelnost s vodnymi roztokylg.
mozné pastu modifikovat. To ucinil R. N. Adams jiz v 60. letech. Modifikace je mozna
nckolika zplsoby - rozpuSténim organické latky do pastové kapaliny, vetienim
modifikatoru do pasty nebo pouzitim elektroaktivni kapaliny.

Ptiprava uhlikové pasty je velmi jednoducha. Grafitovy prasek a pastova kapalina
jsou smichany v poméru asi 1 g uhliku a 0,4 ml kapaliny. Vytvofena pasta, konsistenci
podobna burdkovému madslu, je vpravena pomoci Spachtlicky do pouzdra elektrody, které
je znazornéno na obr. 1.1. Elektrodu je doporueno nechat nejlépe pifes noc
zhomogenizovat. Je experimentalné ovéteno, ze Cerstva pasta vykazuje nestabilni chovani.
Pred kazdym méfenim je potieba obnovit povrch uhlikové elektrody. To se provadi
vytla¢enim malého mnozstvi pasty pomoci pistu se zavitem. Ta je odstranéna napt. do
navlhé¢eného filtraéniho papiru. Pastu je mozné skladovat nékolik tydnt az mésici,
ponofenou koncovym otvorem v destilované vod¢, aby se zabranilo jejimu vysychani.

CPEs maji pomérn¢ Siroky potencidlovy rozsah. V kyselych roztocich je ptiblizné
-1,0 Vaz +1,5 V vs Ag/AgCl, v neutrdlnich —1,3 V az +1,4 V a v alkalickych roztocich se
rozsah pohybuje vrozmezi -1,2 Vaz +1,2V. Pro méfeni pii potencidlech niz§ich nez
-0,5 V vsak nejsou prili§ vhodné, protoze méfeni znesnadnuje nezanedbatelny proud, jenz
vzniké v disledku redukce kysliku rozpusténého v past&™.

CPEs maji velmi Sirokou oblast uplatnéni. PouZivaji se v analyze anorganické
(stanoveni kovi), 1 organické. Zde se jednad predevSim o monitorovani kvality 1éCiv,
pramyslovych vyrobki a enviromentalnich vzorkia'. CPEs jsou nejéastéji vyuzivany ve

voltametrii, dale pak v amperometrii, coulometrii nebo potenciometrii.



N O AW

Obr. 1.1 Uhlikové pastové elektroda *°

otvor pro elektricky kontakt
teflonova hlava

pist se zavitem

télo elektrody

ocelova vlozka se zavitem
dutina s uhlikovou pastou

koncovy otvor
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2. EXPERIMENTALNI CAST
2.1 CHEMIKALIE
Aminoglutethimid, G¢innd slozka naptiklad 1éku Cytadren, se pouziva zejména pii

1é&bé karcinomu prsu (prostaty, Cushingova syndromu®'aj.). Strukturni vzorec je na obr.

2.1, zakladni vlastnosti latky jsou uvedeny v tabulce II°.

NH,

Obr. 2.1 Strukturni vzorec AGT?

Tabulka 11

Trivialni ndzev Aminoglutethimid

Systematicky nazev | (3RS)-3-(4-aminofenyl)-3-ethylpiperidin-2,6-dion

CAS number 125-84 -8

Sumarni vzorec Ci3H16N20,

M, 232,27

Teplota tani 150 - 154 °C

Vlastnosti Bily nebo nazloutly krystalicky prasek
Rozpustnost Ve vod¢ nerozpustny, v acetonu a methanolu ano

-11 -



Zasobni roztok AGT o koncentraci 1.10° mol.l" byl pfipraven rozpuiténim
0,02323 g AGT ve 100 ml methanolu, uchovavén byl v chladu a tmé¢.
Pro pokryti rozsahu pH 2 — 12 byl vybran Brittontiv-Robinsontv (BR) pufr. Pozadovaného
pH bylo docileno smisenim kyselé slozky pufru, tvofené¢ho kys. fosfore¢nou, octovou a
kys. boritou, vzdy o koncentraci 0,04 mol.l'l, se zasaditou slozkou tvorenou 0,2 mol.I"!
NaOH.
Uhlikova pasta byla pfipravena smisenim 250 mg uhlikovych mikrokulicek a 100 pl

mineralniho oleje.

2.2 APARATURA

Pro vSechna méfeni byla pouzita sestava Eco-Tribo Polarograph se softwarem Polar
Pro verze 5.1. Ten pracoval v operacnim systému Windows XP.
Sestava pracovala v tfielektrodovém zapojeni, jako referentni elektroda byla pouzita
argentchloridova elektroda Ag/AgCl/3M KCl, RAE, Monokrystaly Turnov pomocnou
elektrodou byla platinova dratkova elektroda.
UV/VIS spektum latky bylo méfeno na pfistroji Pye-Unicam PU 8800 UV/VIS
spectrophotometer v kiemennych kyvetach mérné tloustky 0,1 cm.
Hodnoty pH byly zjistény digitdlnim pH-metrem Jenway s kombinovanou sklenénou

elektrodou.

2.3 POSTUP

Do 10ml odmérné baiiky bylo napipetovano 0 — 1 ml roztoku AGT, ktery byl podle
pozadované koncentrace doplnén methanolem na celkovy objem 1 ml. Odmérna banka
byla po rysku doplnéna BR pufrem o pozadovaném pH. Roztok byl promichédn a pifeveden
do voltametrické nadobky. Méfeni probihala za laboratorni teploty.

Pted kazdym méfenim byl povrch elektrody obnoven mechanickym ocisténim.
Mez detekce byla vypoctena jako trojndsebek smérodatné odchylky métfeni nejnizsi

stanovované koncentrace.

-12 -



3.  VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 SLEDOVANI STALOSTI ROZTOKU AMINOGLUTETHIMIDU

Zasobni roztok AGT o koncentraci 1.10° mol.I" byl sledovan po celou dobu
meéieni. Spektrum bylo méfeno v kiemennych kyvetach o tlouStce 1 mm, referencni latkou
byl methanol. Absorpéni maximum sledované latky bylo pti 242 nm. Spektrum latky je na
obr. 3.1. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v tabulce III, ze které vyplyva, Ze absorbance se

vyrazn¢ neménila. Zasobni roztok byl pouzit po celou dobu méteni.

Tabulka III: Hodnoty absorbanci zasobniho roztoku 1.10° moll’ AGT pii 242 nm.

Me¢teno proti methanolu v kiemennych kyvetach Sitky 0,1 cm.

Dny 0 2 6 14 22
Absorbance 1,113 1,111 1,116 1,127 1,070

% 100,0 99,8 100,3 101,3 96,1
v 31
S
<
S
<
~

2 [

1 .

0

190 240 290 340
vinova délka [nm]

Obr. 3.1 Absorpéni spektrum zésobniho roztoku 1.10° mol.I' AGT. Méfeno proti

methanolu v kfemennych kyvetach mérné tloustky 0,1 cm.

-13-



3.2 VLIV PH NA VOLTAMETRICKE CHOVANI AMINOGLUTETHIMIDU

Vliv pH na DP voltametrické chovani 1.10* mol.I"AGT na CPE byl sledovan
v prostiedi BR pufru pH 2-12. Sledovana latka poskytovala v celém rozsahu pH jeden pik.
Zavislosti potencialu piku £, a proudu piku 7, na pH jsou uvedeny v tabulce IV.
Voltametrické¢ kiivky jsou zaznamendny na obr. 3.2, grafické znazornéni zavislosti
potencialu Ep a proudu piku Ip na pH na obr. 3.3 resp. 3.4.
Pro zavislost potencialu piku £, na pH byla ziskana rovnice:

E, [mV] = -35,18 pH + 964,6

Sledovana latka poskytovala vhodné piky v oblasti pH 2 — 11. Jako optimalni bylo
stanoveno pH 4, kde byl pik nejvyssi.
Pii tomto pH byla méfena kalibracni zéavislost. Dalsi métfeni probihala i v prostredi
neutralnim (pH 7) a zésaditém (pH 10). Jejich divodem bylo studium moznosti sniZzeni

meze detekce AGT vyuZitim mozné akumulace analytu na povrchu pracovni elektrody.

Tabulka IV Hodnoty potencialu piku E, a proudu piku 7, 1.10* mol.I"AGT pro DPV na
CPE v prostfedich methanolu a BR pufru (1:9).

pH BR pufru pH* smési E, [mV] 1, [nA]
2,00 2,40 918 992
3,00 3,15 838 1053
4,00 4,15 811 1063
5,00 5,14 777 1053
6,00 6,19 755 1013
7,00 7,23 732 793
8,00 8,21 696 810
9,00 9,17 655 874
10,00 10,05 608 903
11,00 11,04 571 757
12,00 11,85 540 406

pH* hodnota smésného prostiedi (kalibrovano na vodné pufry)

-14 -
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1 [nA]

800

400

300 500 700 900 1100
E [mV]

Obr. 3.2 Vliv pH na DP voltamogramy 1.10* mol.I"" AGT na CPE v prostfedi methanolu a
BR pufru o zvoleném pH (1:9). Cislo voltamogramu odpovida pH BR pufru.

900 -

Ep [mV]

800 r

700 -

600 -

500

pH

Obr. 3.3 Zavislost potencidlu piku E, 1.10* mol.I" AGT pro DPV na CPE na pH
v prostfedi methanolu a BR pufru pH 2 - 12 (1:9). Hodnota pH odpovida hodnoté¢ BR

pufru.
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Obr. 3.4 Zavislost proudu piku 7, 1.10* mol.I"" AGT pro DPV na CPE na pH v prostfedi
methanolu a BR pufru pH 2 - 12 (1:9). Hodnota pH odpovida hodnoté BR pufru.

3.3 KALIBRACNI ZAVISLOST

Kalibra¢ni zavislost byla métena v prostiedi BR pufru o pH 4. V tabulce V jsou uvedeny
parametry kalibra¢nich pfimek.

DP voltamogramy AGT na CPE v rozmezi koncentraci 2.10° — 1.10™* mol.l" ukazuje
obr. 3.7, DP voltamogramy pro koncentratni rozmezi 2.10° — 1.10° mol.I"" obr. 3.8.
Zavislosti prudu piku [, na koncentraci v rozmezi 2.10° — 1.10™ mol.I" znazorfiuje
obr. 3.5, koncetraci 2.10° — 1.10° mol.I"' obr. 3.6.

Mez detekce byla vypocitana zrovnice regrese jako trojnasobek smérodatné odchylky

z hodnot namé&fenych pro nejnizsi koncentraci, tedy 2.10° mol.I".

Tabulka V
Koncentrace Smérnice Usek Korelaéni Mez detekce
[mol.I] [nA.mol ™ I] [nA] koeficient [mol.I'"]
1.10%-2.107 11,15 -54.,6 0,9920 -
1.10° - 2.10° 11,46 -7,9 0,9666 1,37.10°

-16 -
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800 r C

600 r 3

400
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Obr. 3.5 Zavislost DP voltametrického proudu piku /, na CPE na koncentraci AGT

v rozmezi koncentraci 2.10° — 1.10* mol.I"' v methanolu a BR pufru pH 4 (1:9)

40

20

0 2 4 6 8 10
¢ [10-6 mol/l]

Obr. 3.6 Zavislost DP voltametrického proudu piku 7, na CPE na koncentraci AGT

v rozmezi koncentraci 2.10° — 1.10”° mol.I" v methanolu a BR pufru pH 4 (1:9)
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Obr. 3.7 DP voltamogramy AGT na CPE pro koncentrace 2.107 (1), 4.10° (2), 6.10” (3),
8.10° (4)a 1.10* mol.I" (5) v prostfedi methanolu a BR pufru pH 4 (1:9)

300

1[nA]

200

100

400 600 800 1000
E [mV]

Obr. 3.8 DP voltamogramy AGT na CPE pro koncentrace 2.10° (1), 4.10° (2), 6.10° (3),
8.10° (4)a 1.10° mol.I" (5) v prostfedi methanolu a BR pufru pH 4 (1:9)
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3.4 STUDIUM AKUMULACE AGT NA CPE

Za ucelem snizeni meze detekce aminoglutethimidu pii DP voltametrii na CPE
bylo provedeno studium akumulace analytu na povrchu pracovni elektrody. Adsorpéni
akumulace analytu na povrchu pracovni elektrody totiz mize vést ke znaénému zcitlivéni
analytické metody. Akumulace AGT na CPE byla studovana s koncentraci 2.10° mol.I"
AGT, a to technikou DPV pii pH 4, 7 a 10, aby bylo moZno vyhodnotit adsorpci AGT
v jejich riznych forméch v prostiedich o rizné koncentraci vodikovych ionti. Po dobu
akumulace, ktera trvala 0 — 5 minut, byl roztok michén. Pti zddném ze studovanych pH
prostiedi nebylo dosazeno néjaké vyrazné akumulace analytu na CPE. Pro ilustraci je DP
voltamogram 2.10° mol.I" AGT naméfeny v prosttedi BR pufru o pH 10 uveden na
obr. 3.9, graf zavislosti proudu piku 7, na dob¢ akumulace na obr. 3.10. Vzhledem k tomu,
ze AGT se za studovanych podminek neakumuluje na povrchu elektrody, nebylo dosazeno

zcitlivéni metody stanoveni.

0 60 120 180 240 300
cas [s]

Obr. 3.9 Zavislost proudu piku 7, 2. 10° mol.I" AGT v prosttedi methanolu a BR pufru
pH 10 (1:9) na dobé akumulace. Méfeno pomoci DPV na CPE.
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3.5 CYKLICKA VOLTAMETRIE AGT

Cyklicka voltametrie je metoda, pfi niz je vkladdn na stacionarni elektrodu tzv.
potencidl trojuhelnikového pribehu s riznou rychlosti zmény potencidlu na case (dE/dt).
Metoda se vyuziva pii studiu mechanismu elektrodovych reakci, napt. pii sledovani
reversibility elektrodového déje. Roztok neni michan, proto pii dostatecné vysoké rychlosti
nariistu potencidlu produkty nestaci oddifundovat a je mozné je stanovit pfi opacném
sméru potencidlové zmény.

Pfi reverzibilnim d&ji je pomér anodického a katodického piku 1,./1,. pfiblizné 1,
rozdil potenciald anodického a katodického piku E,, — E,. je roven 59 mV/pocet
vyménovanych elektrond. Pii ireverzibilni reakci, kde je d&j fizeny difuzi, je vyska piku
pifimo mérnd odmocniné z rychlosti naristu potencidlu. Pokud se latka adsorbuje na
povrch pracovni elektrody, je vyska piku pfimo umérnad rychlosti nartistu potencialu a
kalibragni zavislost neprochazi po&atkem?.

Cyklické voltamogramy a grafické znazornéni zavislosti proudu piku /,, na
odmocning z rychlosti polarizace 1.10* mol.I" AGT jsou na Obr. 3.10 a 3.13 pro pH 4,
Obr. 3.11 a3.14 pro pH 7 ana Obr. 3.12 a 3.14 pro pH 10.

Z voltamogramii a grafii zavislosti je patrné, Ze probihajici reakce je ireverzibilni, d¢&j je
fizen difuzi.

Metodou CV s vice cykly bylo sledovano, zda ma neobnoveni povrchu CPE pted
kazdym méfenim vliv na vysku signalu piku /,. Cyklické voltamogramy jsou na Obr. 3.15
(pH 4), 3.16 (pH 7) a na Obr. 3.17 (pH 10). Z nich vyplyva, ze obnoveni povrchu CPE je
dilezitym krokem pifed kazdym métenim. Ve druhém cyklu byla totiz detegovéana latka
odlisna od AGT, kterd vznika v prvém cyklu redukci oxidovaného produktu AGT a ktera

je ve druhém cyklu oxidovana jiz pfi mnohem pozitivnéj$im potencialu nez ptivodni AGT.
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Obr. 3.10 Cyklické voltamogramy 1.10 mol.I'" AGT na CPE v prostiedi methanolu a BR
pufru pH 4 (1:9). Pouzito rychlosti nartistu potencialu 10 (1), 20 (2), 50 (3), 100 (4) a 200
mV.s™ (5).
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Obr. 3.11 Cyklické voltamogramy 1.10* mol.I" AGT na CPE v prostfedi methanolu a
BR pufru pH 7 (1:9). Pouzito rychlosti nartistu potencialu 10 (1), 20 (2), 50 (3), 100 (4) a
200 mV.s™ (5).
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Obr. 3.12 Cyklické voltamogramy 1.10” mol.I"" AGT na CPE v prosttedi methanolu a BR
pufru pH 10 (1:9). Pouzito rychlosti nartistu potencialu 10 (1), 20 (2), 50 (3), 100 (4) a
200 mV.s™ (5).
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Obr. 3.13 Zavislost proudu piku /,, na druhé odmocniné rychlosti narlistu potencialu
1.10* mol.I"" AGT v prostiedi methanolu a BR pufru pH 4 (1:9). Mé&feno pomoci CV na
CPE.
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Obr. 3.14 Zavislost proudu piku /,, na druhé odmocnin€ rychlosti nartstu potencidlu
1.10* mol.I'" AGT v prostiedi methanolu a BR pufru pH 7 (1:9). Mé&feno pomoci CV na
CPE.
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Obr. 3.15 Zavislost proudu piku /,, na druhé odmocnin€ rychlosti nartstu potencidlu
1.10* mol.I"" AGT v prostiedi methanolu a BR pufru pH 10 (1:9). Mé&feno pomoci CV na
CPE.
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Obr. 3.16 Cyklické voltamogramy 1.10* mol.I"" AGT v prostiedi methanolu a BR pufru
pH 4 (1:9). Cisla 1 - 5 udavaji pofadi cykli. Méfeno pomoci CV na CPE.
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Obr. 3.17 Cyklické voltamogramy 1.10* mol.I"" AGT v prostiedi methanolu a BR pufru
pH 7 (1:9). Cisla 1 - 5 udavaji pofadi cykl. Méfeno pomoci CV na CPE.
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Obr. 3.18 Cyklické voltamogramy 1.10* mol.l" AGT v prostiedi methanolu a BR pufru
pH 10 (1:9). Cisla 1 - 5 udavaji pofadi cyklt. Mé&feno pomoci CV na CPE.
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Vzhledem ke skutecnosti, ze pii katodickém skenu se v cyklickém voltamogramu
objevil pik nové latky, kterd se pfi nasledném anodickém skenu oxiduje, a to jiz pfi nizSim
potencidlu nez mateisky AGT, byl ucinén pokus o vyuziti této reakce ke snizeni meze
detekce metody. Hodnoty proudi piki vSak byly pomérné nizké. K jejich zvySeni a tedy
teoretické moznosti snizit mez detekce byla prostudovana moznost akumulace této latky na
povrchu pracovni CPE. M¢feni byla provedena pii pH 4, pH 7 a pH 10. Roztok nebyl
michan, akumulace (tedy generovani oxidovaného produktu AGT) probihala pifi napéti
+1000 mV po dobu 0 s (1), 60s, 120 s, 180 s, 240 s a 300 s (6), viz obr. 3.19.

V zadném ze studovanych prostfedi vSak k vyznamnéjsi akumulaci nedochézelo,
piesto by bylo mozno fici, Ze proudova odezva latky je pfimo umérna dobé akumulace,
proudova odezva AGT naopak nepfimo Umérna. Pro ilustraci je na obr. 3.19 uveden

cyklicky voltamogram v prostiedi BR pufru o pH 10.
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Obr. 3.19 Cyklické voltamogramy 5.10° mol.I"" AGT na CPE v prosttedi methanolu a BR
pufru pH 10 (1:9), kterym ptedchazela oxida¢ni akumulace po dobu 0 s (1), 60 s, 120 s,
180 s, 240 s a 300 s (6)
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4. SHRNUTI

Spektrofotometricky byla ovéfena stalost zdsobniho roztoku AGT v methanolu o
koncentraci 1.10 mol.I" nejméné po dobu méfeni tj. 22 dni. Roztok byl uchovavan
v chladu a temnu.

Bylo prostudovéno elektrochemické chovani AGT metodou DPV a CV na CPE.
Byla prostudovana zavislost proudu piku 7, a potencialu piku £, 1.10* mol.I'" AGT na pH
v rozsahu 2 — 12 pro DPV na CPE. Latka poskytovala vhodné piky v rozsahu 2 — 11, jako
optimalni bylo zvoleno pH 4, kde byl proud piku 7, nejvyssi.

Byla proméfena kalibraéni zavislost AGT v koncentraénim rozmezi 2.10° — 1.10™
mol.I". Odtud pak byla vypo&tena mez detekce. Jeji hodnota je 1,37.10°° mol.I"".

Byla provéfena moznost sniZzeni meze detekce pomoci akumulace AGT na povrch
pracovni elektrody. Akumulace AGT na CPE byla provadéna s roztokem o koncentraci
2.10° mol.I"" v prostiedi o pH 4, 7 a 10. Ani v jednom piipadé nedochazelo k vyrazngjsi
akumulaci na povrch elektrody, ke snizeni meze detekce nedoslo.

Metodou CV bylo zjisténo, Ze reakce AGT probihd ireverzibiln€. Linearni zavislost
proudu piku /,, na odmocniné z rychlosti polarizace ukdzala, ze d€j je fizen difuzi. Dale
bylo cyklickou voltametrii dokdzéno, ze pifi méfeni vice cykli za sebou bez obnoveni
povrchu elektrody dochézi k jeji pasivaci, hodnoty naméteného proudu piku /, s kazdym
dalsim cyklem klesaly. Pomoci cyklické voltametrie bylo rovnéz zjisténo, ze produkt
oxidace AGT je pii zpétném skenu redukovan na latku odliSnou od AGT. Tento vznikly
produkt je v nasledujicim skenu pravdépodobné reverzibiln¢ oxidovan na latku, jez
podléhd oxidaci mnohem snadnéji nez vychozi AGT. K jeji akumulaci na CPE
nedochézelo. Namétené piky nebyly vyhodnoceny z divodil nizkych proudovych hodnot,

které by byly zatizeny velkou chybou.
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