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Abstrakt

Tato bakalafskd prace se vénuje spojeni pulzni ampérometrické detekce (PAD)
s injek¢éni pratokovou analyzou (FIA) scilem jejich vyuziti pro detekci glukozy

potazmo pak sacharidii v roztoku.

Pulzni ampérometrie je t¢innou detekéni metodou mnohych organickych sloucenin
pii které, jak nazev napovidd, je na pracovni elektrodu vkladan sled tii Ci Ctyft
potencidlovych pulzi. Jsou-li parametry pulzii vhodné zvolené, pak je mozné
eliminovat nechténou pasivaci pracovni elektrody v disledku adsorpce (mezi)produkti
oxidace alifatickych sloucenin, ktera by vedla az ke zmenseni jejiho aktivniho povrchu.
Cilem prace je ukazat, jaky vliv ma zména hodnoty vkladanych potencidlovych pulzi
na vySky pikd odpovidajicich oxidaci glukézy vroztoku a zhodnotit jejich
opakovatelnost. Jako pracovni elektrody porovnava zlatou elektrodu konvencni
velikosti a zlatou mikroelektrodu.

Stanoveni probihalo v prostfedi boratového pufru o pH = 10. V prvni fadé byly
proméieny cyklické voltamogramy roztoku glukézy s koncentraci 1-102 mol dm™ pro
ziskani vychozich hodnot vklddanych pulz. Nasledné¢ byla pulzni ampérometrii
v kombinaci s injek¢éni pritokovou analyzou s timto roztokem glukézy promeétena
zavislost vySek pikd na jejich poradi nastiiku pro rizné hodnoty jednotlivych
vkladanych pulzi.

Nejlepsich a  nejreprodukovatelngjSich  vysledki  z proméfenych kombinaci
potencidlovych pulzl, které byly otestovany patnacti po sobé jdoucimi nastiiky, bylo
dosazeno na zlaté elektrod€¢ s hodnotami +0,4 V pro detekéni potencial (£7) s délkou
vkladani 400 ms, s oxida¢nim potencidlem (£>) +1 V vkladanym po dobu 200 ms a
redukénim potencialem (E3) 0 V o délce 400 ms pro klasickou PAD se tiemi
vkladanymi pulzy. Pro pulzni ampérometrickou detekci se ¢tyfmi potencidlovymi pulzy
(Q-PAD) byly jako ty se stabilni odezvou zvoleny hodnoty +0,2 V pro detekéni
potencial (E;) s délkou vkladani 400 ms, -2 V pro distici potencidl (E>) vkladany po
dobu 20 ms, pro aktiva¢ni potencial (£3) +0,6 V po dobu 10 ms a redukéni potenciél
(E4) 0 Vna dobu 70 ms. Méfenim na zlaté mikroelektrodé byly vyhodnoceny jako
vhodné parametry potencidlii stejnych jako pro zlatou elektrodu pro klasickou PAD a
pro Q-PAD +0,4 V pro detek¢ni potencial (E;) s délkou vkladani 400 ms, -2 V pro
Cistici potencidl (E2) vkladany po dobu 20 ms, pro aktivacni potencial (£3) +0,6 V po



dobu 10 ms a reduk¢ni potencial (E4) 0 V na dobu 70 ms. Takto zvolenymi pulznimi
programy byly proméieny kalibracni zavislosti v koncentraénim rozmezi glukézy od
1:102 mol dm™ do 1-10"° mol dm™ na konvenéni zlaté elektrodé a od 1-102 mol dm™ do
110 mol dm™ na zlaté mikroelektrodé. Vzhledem k hodnoté smérnice obou pulznich
metod prométfenych na konvencni zlaté elektrodé a na mikroelektrodé bylo zjiSténo, Ze
Q-PAD se ¢tyimi vkladanymi potencidlovymi pulzy je metodou citlivéjsi na konvencni
elektrodé¢, zatimco na mikroelektrodé je za citlivéjsi vyhodnocena klasicka
ttipotencialova PAD.

Sum na mikroelektrodg, ktery byl neamérny k vyskam piki, dosti komplikoval
stanoveni v niz§ich koncentracich glukozy, a i pfes veSkerou snahu ho redukovat,
nebylo dosazeno nizS$ich limith detekce a kvantifikace nez na =zlaté elektrodé.
To je diivod, pro¢ pouziti mikroelektrody k tomuto typu stanoveni se nejevi jako pfili§
vyhodné a pro lepsi vysledky spjatymi s niz§imi LOD a LOQ a pohodlnosti méfeni 1ze

doporucit spise klasickou zlatou elektrodu.



Abstract

This bachelor's thesis deals with combination of pulsed amperometric detection
(PAD) with flow injection analysis (FIA) in order to use them to detect glucose and
consequently carbohydrates in solution.

Pulsed amperometry is efficient detection method for many of organic compounds in
which, as the name suggests, a sequence of three or four potential pulses is applied
at the working electrode. If the pulse parameters are suitable, then it is possible
to eliminate the unwanted passivation of the working electrode due to the adsorption
of oxidation products and intermediate products of aliphatic compounds, which would
lead to a reducion of its active surface. The aim od this work is to show the effect of the
change of the value of the applied potential pulses on the peak heights corresponding
to the oxidation of the glucose in solution and to evaluate their repeatability. As a
working electrode, it compares a gold electrode of conventional size and a gold
microelectrode.

The determination was performed in a borate buffer with pH = 10. First of all, cyclic
voltammograms of solution with concentration of glucose 1102 mol dm™ were
measured to obtain the initial values of the applied pulses. Subsequently, the
dependence of the peak heights on their injection order for different values of individual
applied pulses was measured by pulse amperometry in combination with flow injection
analysis with this glucose solution.

The best and most reproducible results which were tested by fifteen consecutive
injection were obtained at a gold electrode with values of +0,4 V for the detection
potential (£;) with an application time of 400 ms, with an oxidation potential (E>)
+1 V applied for a time of 200 ms and a reduction potential (£3) of 0 V with a time of
400 ms for a classic PAD with three applied pulses. For quadruple pulsed amperometric
detection (Q-PAD), the value +0,2 V was selected as optimal for the detection potential
(E£7) with an application time of 400 ms, -2 V for the cleaning potential (£>) applied for
20 ms, for the activation potential (£3) +0,6 V for 10 ms and a oxide reduction potential
of 0 V for 70 ms. By measurements at the gold microelectrode the optimal pulse
parameters were selected as same as at the gold electrode using classic PAD. By Q-
PAD optimal values for detection potential (£;) was +0,4 V with pulse time 400 ms, -2
V for cleaning potential (E£2) applied for 20 ms, for activation potential (£3) +0,6 V for



10 ms and reduction potential (E4) 0 V for 70 ms. Calibration dependences in the range
of concentrations of glucose were measured from 1-102 to 1-10° mol dm™ at the gold
electrode and from 1:102 to 1-10* mol dm™ at the gold microelectrode using these
selected pulse programs. Due to the slope value of both pulse methods measured on the
conventional gold electrode and the microelectrode, it was found that a Q-PAD with
four applied potential pulses is a more sensitive method at a conventional electrode,
while a classical three-potential PAD is evaluated as more sensitive at the
microelectrode.

A noise at the microelectrode, which was disproportionate to peak heights
complicated determinations at lower concentrations of glucose in solution, and despite
all efforts to reduce it, lower limits of detection and quantification than at the gold
electrode was not achieved. This is the reason, why using microelectrode for this type of
determination does not seems to be very advantageous and i tis possible to recommend
a classic gold electrode for better results, particularly lower LOD and LOQ and

measurement convenience.
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

APAD pulzni ampérometrické detekce s pfidanym aktivaénim pulzem

c molarni koncentrace [mol dm™]

Calu molarni koncentrace gluk6zy [mol dm™]

CE kapilarni elektroforéza

CE-HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie na kationtovych
iontoménicich

CFA kontinuélni pritokova analyza

CvV cyklicka voltametrie/ cyklicky voltamogram

DC pfima (ampérometrie)

DLLME disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny

E potencial [V]

ED elektrochemické detekce

FIA pratokova injek¢ni analyza

GC plynovéa chromatografie

HILIC hydrofilni interak¢éni chromatografie

HPAEC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie na aniontovych
iontoménicich

HPLC vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

IPAD pulzni ampérometricka

1 elektricky proud [A]

1, vyska piku [A]

LC kapalinova chromatografie

LLE extrakce z kapaliny do kapaliny

LOD mez detekce

LOQ mez stanovitelnosti

MALDI matrici asistovana laserova desorpce/ionizace

MS hmotnostni spektrometrie

np potadi piku pfi néstiiku

PAD pulzni ampérometrické detekce
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pH

Q-PAD
RPAD

RSD
SFE
SLE
SPE

TOF
Uuv

zéporny dekadicky logaritmus relativni molarni aktivity
oxoniovych iontl

pulzni ampérometrické detekce se Ctyimi pulzy
reverzni pulzni ampérometricka detekce

otacky za minutu

relativni smérodatna odchylka

superkriticka fluidni extrakce

extrakce z kapaliny do kapaliny pevnou fazi
extrakce na pevnou fazi

cas [s]

analyzator doby letu

ultrafialova
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1 Cil prace

Tato bakalafska prace se vénuje spojeni injekéni pritokové analyzy s pulzni
ampérometrickou detekci (PAD), tedy metodou, pii které je na pracovni elektrodu
vkladan sled tii ¢i Ctyf potencidlovych pulzl. Souhrnné cile, ke kterym ptedlozena
bakaléiska prace sméruje jsou viceméné dva. Prvnim z nich je ovéfit, jak moc béhem
pulzni ampérometrické detekce sacharidi zélezi na zméné parametrit jednotlivych
pulzt. To lze shrnout jako posouzeni robustnosti metody. S vyuzitim téchto zjiSténi pak
nalézt vhodnou kombinaci potencidlti dil¢ich pulzi, jejichz vkladanim na pracovni
elektrodu je odezva detektoru na analyt pfitomny v roztoku stabilni.

Druhym cilem prace je diskutovat a podlozit, zda pfindsi vyhody provadét méteni
se zlatou pracovni elektrodou konvencni velikosti ¢i se zlatou pracovni

mikroelektrodou.
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2 Teoreticka cast
2.1 Elektrochemické detektory v proudicich kapalinach

Metody chemické analyzy zalozené na elektrochemickych procesech ve studovanych
latkach obsadily jedny z piednich pficek ve sméru vyuzitelnosti a poji se s nimi fada
vyhod. Vdé¢i tomu dobfe prostudované teorii a moznosti modernizace za vyuZiti
mikroprocesor a pocitacovych technik [1]. Senzory plynl zaloZzené na ampérometrii,
naptiklad Clarkovo ¢idlo ke stanoveni kysliku, jsou dikazem vhodnosti elektrochemie
pro rutinni analyzy [2]. Vedle Sirokého linedrniho dynamického rozsahu a vysoké
piesnosti je velkou prednosti elektrochemie jeji selektivita, vzhledem k tomu, ze analyty
vhodné pro stanoveni musi byt elektroaktivni, tedy byt schopné se oxidovat ¢i
redukovat [3]. Relativné velka citlivost voltametrickych a ampérometrickych metod
zavisi mimo jiné na zvoleném potencidlovém programu, typu elektrody, jejim materidlu
a typu analytu. Prostfednictvim vhodné zvoleného detekéniho potencidlu a
elektrodového materidlu lze selektivitu dale zvySovat. Snadnd miniaturizace
elektrochemickych cel a elektrod, a tedy moznost pracovat s malymi objemy vzork,
roz§ifuje analytické chemii pole piisobnosti. [2]

Zapojeni elektrochemickych detektort do pratokovych metod je krokem k vyssi
automatizaci, kterd v dneSni dob¢ piedstavuje kli¢ k rychlym analyzam [4]. Dle [3] lze
pracovni techniky zaloZené na pritokovych méfeni rozdélit na kontinudlni priitokovou
analyzu (CFA, z angl. continuous flow analysis), pratokovou injek¢ni analyzu (FIA,
z angl. flow injection analysis) a chromatografickou detekci. Autory z [5] bylo toto
rozdéleni rozSifeno navic o titraci v pritoku, kontinualni monitoring a kapilarni
elektroforézu.

Detektorti vyuzivanych v proudicich kapalinach je nékolik typt. Elektrochemické
nejsou témi nejvyznamnéjSimi, nicmeéné cCetné vyuziti stdle nachdzeji vzhledem
k vyhodam popsanym vySe. Elektrochemicky detektor zaznamenava elektrické
vlastnosti analytu ve vzorku a nejcastéji se setkavame s detektory voltametrickymi,

ampérometrickymi a coulometrickymi [3, 5].
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2.1.1 Ampérometrické detektory v prutokovych metodach

Pti klasické ampérometrické detekci je zaznamendvan limitni proud za konstantniho
vklddaného potencidlu, v zévislosti na ¢ase. Proto se Casto setkdvdme s pojmem DC
ampérometrie (z angl. direct current). Vkladany potencidl je volen v oblasti limitniho
proudu, kde odezva detektoru zavisi na koncentraci analytu a k jeho ziskani je vhodné
zkonstruovat tzv. hydrodynamicky voltamogram. Povrch pracovni elektrody je mistem
redoxni reakce analytu ve studovaném vzorku, kterd je iniciovana vlozenym
potencidlem a v disledku toho zadind systémem protékat proud, ktery je mirou jeho
koncentrace analytu ve vzorku. [4]

Ampérometrie je Uzce spjata s voltametrii s tim rozdilem, Ze pii voltametrii je
zaznamenavan elektricky proud v zavislosti na vlozeném potencidlu, nikoliv na cCase.
Obé& metody umoziuji vysokou variabilitu méteni. [2]

Diky snadnému ovladani a nizkému Sumu maji detektory zalozené na ampérometrii
elektroforéze [4]. Je-1i potfeba dosdhnout vyssi citlivosti, pak jsou vyuZzivany techniky

nestaciondrni, zejména pulzni.

2.1.2.1 PrUtokova cela

Spravna volba pritokové cely, resp. jeji geometrie a objem, jsou klicem
k co nejcitlivéj§imu  a  nejreprodukovanéjSimu  méfeni [3, 6]. VEtSinou je
uptednostiovano tfielektrodové zapojeni ptfed dvouelektrodovym [6], zejména
v takovych celach, kde by sevelkd cast vlozeného napéti ztratila na odporu
analyzovaného vzorku [7]. Zaroven je vhodné umistit elektrody co nejblize k sobé¢, aby
byl ohmicky spad co nejvice potlaen. V piipad€, kdy by mohly produkty elektrodové
reakce na pomocné elektrodé interferovat se stanovenim na pracovni elektrod¢,
umist'uje se pomocna elektroda po proudu za pracovni elektrodu, zaroven vsak také co
nejblize. Cim vétsi vzdalenost mezi pomocnou a pracovni elektrodou, tim vice se
prohlubuje nezddouci nerovnomérnd polarizace pracovni elektrody. Dosahnout
ideélniho uspotfadani elektrod je velmi obtizné a dafi se tomu vétSinou pouze ve velkych
pratokovych celach. Ty jsou vSak pro FIA, CFA a HPLC nepouzitelné, proto je nutné

ponckud zmirnit pozadavky a zpravidla zanedbat elektrochemicka kritéria. [3]
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Z geometrického hlediska se setkadvame s n¢kolika typy ampérometrickych detektorti
a jejich pouziti zavisi na pozadavcich daného stanoveni [3]. Uspotadani typu wall-jet
a thin-layer patii k nejcastéji vyuzivanym. Déle je mozné se setkat s tubularni mérnou

celou.

Obr. 2.1. Usporadani béznych ampérometrickych detektorti v priitoku: (a) tenkovrstva
cela, (b) cela wall-jet, (c) tubularni cela; (1) pracovni elektroda, (2) vstup studované

kapaliny, (3) vystup studované kapaliny. Pievzato z [3].

2.2 Pulzni elektrochemicka detekce

Na principu pulzni elektrochemické detekce pracuji takové typy detektorti, na jejichz
pracovni elektrodu je vkladan sled nékolika potencialovych pulzii. Ugelem tohoto
potencidlového programu je kontinudlni obnovovani pracovniho povrchu elektrody
azlepSeni poméru signal/Sum a tim padem sniZeni meze detekce. Pulzni
elektrochemické detekce nachazi vyuziti v pfimém stanoveni mnohych slou¢enin (napf.
aminll ¢i thioll) s vysokou citlivosti a reprodukovatelnosti. Je zejména cenénd pro
urceni analytl, které nejsou stanovitelné UV fotometrickou detekci, jako jsou alifatické

slouCeniny a sacharidy. [§]

2.2.1 Pulzni ampérometricka detekce (PAD)

Pulzni ampérometrie ma zdklad v DC ampérometrii a predstavuje alternativni
detek¢ni techniku pro kvantitativni detekci mnohych organickych sloucenin modulaci

potencidlového programu. [9-10]
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Klasicka DC ampérometrickd detekce s sebou, i pres veskeré vyhody, nese znacné
omezeni, které snizuje jeji reprodukovatelnost. Béhem elektrodové reakce dochazi
k depozici meziprodukti a necistot z roztoku na povrchu elektrody, ¢imz se snizuje
az postupné ztraci jeji aktivita. Dulezitym aspektem vtomto ohledu je volba
elektrodového materialu a struktura analytu [4, 9, 10]. Nejvyuzivan€j$Simi materialy pro
zhotoveni pracovnich elektrod jsou zlato a platina jako zastupci uslechtilych kovii
a uhlik spole¢né s jeho modifikacemi. Oproti elektroddm z uslechtilych kovi jsou
pracovni elektrody na bazi uhliku (skelny uhlik, ti§téné uhlikové elektrody a uhlikova
vldkna) méné nachylné k pasivaci a pro organické slouCeniny maji Sir§i vyuzitelné
potencialové okno. [4]

Aromatické slouceniny, napt. fenol, katecholaminy C¢i neurotransmitery, lze na
tuhych elektroddch zuslechtilych kovi relativné lehce detekovat klasickou
DC ampérometrii. Intermediaty, které se tvotri béhem anodické reakce, se stabilizuji
n-rezonanci a tim padem poklesne aktivaéni bariéra pro dokonceni oxidace
aromatického analytu [9-10]. Nicmén¢ alifatické slouceniny své intermedidty nemohou
stabilizovat m-rezonanci a k dokonceni jejich oxidace vyuzivaji tzv. elektrokatalytickych
vlastnosti uslechtilych kovii, ze kterych je zhotovena pracovni elektroda. Zlato a platina
jsou vSeobecné povazovany za materialy inertni, avSak u elektroanalytického méteni
tomu neni zcela tak. Jejich nezaplnéné d-orbitaly umoznuji alifatickym sloucenindm
stabilizaci skrze adsorpci na elektrodovy povrch, ¢imZ je sniZena aktivacni bariéra pro
oxidaci sloucenin. Stinnou strankou je pasivace ¢istého povrchu pracovni elektrody
pravé v disledku adsorpce intermediati oxidace, kterd vede aZ k postupné ztraté
elektrochemické aktivity [8-10]. Absence n-vazeb alifatickych slou€enin je také jednim
z divodi, pro€ tyto slouceniny neposkytuji dostatecné velké odezvy pii vyhodnoceni
UV fotometrickou detekci [9]. Nejcastéji uvadénym piikladem téchto alifatickych
sloucenin jsou sacharidy ¢i polyalkoholy [8-12]. VSechny analyty obsahujici ve své
struktute alkoholovou hydroxyskupinu jsou na zlaté elektrod¢ detekovany v alkalickém
prostiedi, na platinové elektrod€ v kyselém prostiedi. [8]

To, co déla z PAD vhodnou detek¢ni techniku zejména pro alifatické organickeé
slouceniny je potencidlovy program modifikovany sledem opakované sekvence

potencidlovych pulzl, diky kterym je zajiSt€éno kromé& ampérometrické detekce také
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potenciostatické ¢isténi elektrody nasledované reaktivaci elektrodového povrchu pred

kazdym méfticim cyklem. [4]

2.2.1.1 Klasicky pribéh pulzni ampérometrické detekce (PAD)

Nejjednodussi pribéh PAD se sklada ze tii riznych potencidlovych kroku, jak

je ukdzano na Obr. 2.3:
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Obr. 2.2. Potencialovy program PAD. Pievzato z [14] a upraveno.Es: - detekéni
potencidl pro dany analyt, E.w - oxidacni potencidl vkladany po dobu foxs a
E,eq - redukeni potencidl vkladany po dobu #es taer je Cas, o ktery se zpozdi zdznam

faradayického proudu po dobu #ix. Jejich vyznam je vysvétlen déle v textu.

Eaer je na elektrodu aplikovan po dobu t4.:. Faradayicky proud protékajici systémem
v disledku oxidace analytu ve vzorku je zaznamenavan po dobu ¢, které predchazi t4e.
Béhem tqel je zajiSténo ustdleni kapacitniho proudu pro nabiti elektrické dvojvrstvy
k rovnovazné hodnoté. S délkou integracni periody roste pomér signal/Sum, na druhou
stranu piili§ dlouhé ¢, snizuji rychlost sbéru dat, coz ma negativni dopad na

reprodukovatelnost vysledkt. Totéz plati pro ts:. [10, 12, 14]. Nésleduje oxidativni
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desorpce intermediati od povrchu elektrody zvySenim vkladaného potencidlu na Eoxs po
dobu #,x. Tento proces je podporovan anodickym pienosem kysliku z molekuly vody za
souCasn¢ tvorby nestalych hydroxylovych radikali, jako meziprodukti v tvorbé
povrchového oxidu na pracovni elektrodé. [8, 10] Proces tvorby hydroxyradiali ukazuje

rovnice 2.1 [10]:

Au+H,O > AuOH+H' +¢ (rov. 2.1.)

Utvareni adsorbovanych hydroxylovych radikalii je reverzibilni proces a dochazi
k rychlému ptfechdzeni mezi jednotlivymi radikalovymi formami. [10] Ukazuje jej

rovnice 2.2:

AuOH - OHAu (rov. 2.2))

Kone¢na tvorba povrchového oxidu je ukdzana rovnici 2.3. a je procesem v disledku
kterého se elektroda pasivuje a stdva se tedy neaktivni k dal$i detekci organickych

alifatickych analyta.

AuOH +OHAu > 2 AuO+2H +2¢ (rov. 2.3.)

S cilem obnovit ptivodni aktivitu elektrody je cely cyklus ukoncen katodickym
rozpu$ténim povrchovych oxidi vlozenim redukéniho potencialu Eyeq po dobu #.q. Tak
je zajisténa elektroda, jejiz povrch by mél byti zcela zbaven jak adsorbovanych
interferentt, tak povrchovych oxidu. [8-12]

Optimalizace pribéhu PAD v sobé zahrnuje zohlednéni jak hodnot vkladanych
potenciall, tak Casovych period, po které je tfeba dany potencial na elektrodu vkladat
[12]. Zpravidla se vychdzi ze zavislosti i vs. E (prosly proud na vlozeném potencialu)
ziskané prométenim cyklické voltametrie (CV) studovaného vzorku. Cyklicky
voltamogram roztoku glukozy, ze kterého lze dale urcit, pfi jakych hodnotach
potencialii dochazi na zlaté elektrod¢ k jednotlivym pochodiim, a tak urcit piiblizné
potencidly Eger, Eoxa @ Ereq, je ukdzan na obr. 2.4. Oxidace aldehydové skupiny (vina E),

oxidace aldehydové i alkoholové skupiny (vlna F), tvorba povrchového oxidu (vina A),
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oxidace vody na molekularni kyslik (vlna B), katodickd redukce povrchového oxidu

(vlna C), rozpousténi Oz (vina D) a oxidace glukozy (vina G).
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Obr. 2.3. Cyklicky voltamogram roztoku glukézy (¢ = 200 pmol dm™) v NaOH

(c=0,1 mol dm™) na zlaté rota¢ni diskové elektrodé. Podminky: rychlost rotace 900
rpm, rychlost mé&feni 200 mV s!. Roztoky: (----) NaOH s rozpusténym kyslikem, (—)
NaOH bez rozpusténého kysliku a (---) glukéza. Pievzato z [12]

Nedostatkem optimalizace uZitim cyklické voltametrie je, Ze je prakticky
nepouzitelnd pro vyhodnoceni a urceni vhodnych casovych udaji. Pozadované
informace lze ziskat opakovanymi nastiiky pii LC-PAD za soucasného sledovani vlivu
zmeény Casovych period na zmény vysek pikii, dnes se vSak upiednostiiuje Cerpat z jiz
publikovanych pribéhu [12].

Dalsi optimaliza¢ni metodou je pulzni voltametrie, pfi které je aplikovan pribéh
PAD na elektrodou, kterd je pod hydrodynamickou kontrolou, nej¢astéji na rotacni
diskovou elektrodu. S cilem proméfit vhodné rozmezi potencidlti a period se kazdy
méfici cyklus zméni nastavena hodnota parametri o maly ptirtstek. Pulzni voltametrie
je metodou, kterd je povazovana za definitivni pfi optimalizaci parametri potiebnych

k PAD. [8, 10, 12]
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2.21.2 Ctyfpotencidlovy pribéh pulzni ampérometrické detekce (Q-PAD)

Pro zlepseni reprodukovatelnosti namétenych dat byl roku 1998 Rocklinem, Clarkem
a Weitzhandlerem [13] pifedstaven ponckud obohaceny prubéh PAD v porovndni
s pivodnim tiipotencialovym. Prvotni myslenka byla vyslovena Jensenem a Johnsonem
[14], ktefi ukazali, ze odstranéni adsorbovanych produkti oxidace glukézy z povrchu
elektrody je efektivnéjsi, da-li se prednost velmi zapornému cisticimu potencidlu pied
kladnym. Prestoze tfikrokovy potencidlovy pribéh vykazuje vyssi citlivost [8],
dlouhodobou reprodukovatelnost pfili§ neposkytuje. Divodem je postupné rozpousténi
zlata z povrchu elektrody jako vysledek opakované tvorby a redukce povrchového
oxidu zlata. Timto procesem dochdzi k ustupu elektrody a jejimu zapusténi pod jeji

puvodni troven (ukazuje obr. 2.4) coz vede k nezadoucimu poklesu odezvy detektoru.

Flow
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25 pm thin-layer 7
channel
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-1 mm—™

Un-recessed electrode

-+ Counterelectrode

g

Recessed electrode

Obr. 2.4. Schematicky diagram detekéni cely v tenkovrstvém uspotadani (viz pododdil
2.1.1.1.). Obrazek dole ukazuje pokles pracovni elektrody, ktery vede ke zvétSeni
objemu mezi ni a pomocnou elektrodou a sniZeni linearni rychlosti toku kolem pracovni
elektrody. Vysledkem je pokles v transportu analytu k povrchu elektrody a pokles

elektrodové odezvy. Pievzato ze [13].



22

Pribéh Q-PAD (z angl. quadruple pulsed amperometric detection) je ukazan na
obr. 2.5.:

Obr. 2.5. Potencialovy program Q-PAD; ptevzato z [13] a upraveno. E; odpovidad Eges
vkladany po dobu ¢, E> - Cistici potencial vkladany po dobu #2, E; - aktivacni potencial

vkladany po dobu #3 a E4 odpovida E;eq po dobu #4. Jejich vyznam vysvétlen dale v textu.

Detekéni potencidl Ege (na obr. 2.6. odpovida potencidlu £;) ma stejny vyznam jako
u klasické PAD a je aplikovan po dobu s a pro tin a tser zde plati také stejné zakonitosti
vztahujici se k optimalizaci jejich délky, jako tomu bylo u klasické tfipotencidlové PAD
[13]. Cistici potencial £ vyznamem odpovida Eowq u tiipotencidlové PAD, zde je vsak
volen do zapornych hodnot. Katodické ¢isténi pravdépodobné probihd mechanismem
vytésnéni adsorbovanych interferujicich molekul atomy vodiku uvolnénych redukci
vody. Cim negativngjsi je potencial E>, tim vice roste signal odpovidajici umu, protoze
dochdzi k oxidaci téchto adsorbovanych atoma vodiku. Aktiva¢ni potencial E; je na
elektrodu vklddan s cilem zachovéani aktivity elektrody. Dle [13] je dokéazano, Ze
nejreprodukovatelnéjsi vysledky jsou poskytnuty, jsou-li E2=-2 Va t, = 10 ms pro

zajisténi efektivniho CiSténi elektrody bez nadmérného Sumu, E; = +0,6 V a ihned
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E;=-0,1 V (bez drzeni potencidlu FE3). Tak by meélo dochdzet k minimalnimu
rozpousténi zlata z povrchu elektrody. Potencial £4 ma za cil redukovat ptipadné oxidy
vytvorené pii vlozeném potencidlu E£3. Aby odezva pozadi byla stabilni, neni hodnota E3
zaroven tak negativni, aby byl redukovan rozpustény kyslik. Proces redukce oxidu je
relativné rychly, proto volba #.s neni kliCcovou zélezitosti [8] [13]. VySe uvedené
hodnoty potencidlii a period byly zvoleny na zakladé experimentu z [13] pouzitim

18 a 100mol dm> hydroxidu sodného.

2.2.1.3 Dalsi prubéhy PAD

Nékteré latky, jako napfiklad alifatické aminy, aminokyseliny ¢i sirné slouceniny
nejsou na povrch elektrody adsorbovany prosttednictvim elektrokatalytickych vlastnosti
uslechtilého kovu, nybrz k adsorpci vyuzivaji komplexaci s povrchovym oxidem. Tento
detekéni mdd, v literatufe oznacovan také jako ,,oxidem katalyzovana oxidace, vSak
u klasického pribéhu PAD (obr. 2.2., str. 14) vede k hor§Sim odezvam nez u latek
adsorobovanych na ¢isty elektrodovy povrch bez oxidi. Divodem je fakt, Ze tvorbou
povrchového oxidu je nepietrzité¢ generovana proudova odezva, ktera ptfispiva k vétSimu
Sumu [10]. V névaznosti na zjisténi, Ze pouzitim niz§ich potenciadli je zpomalen proces
tvorby povrchového oxidu [15], Polta a Johnson [16] ptedvedli RPAD (z angl. reverse
pulsed amperometric detection), kde zaménili kroky vloZeni Eoxd a Ered, jak je ukdzano
na obr. 2.7. (B). Vyhodou RPAD je mens$i Sum, zejména pro sirné slouceniny [16],
nicméné¢ oxidativni ¢iSténi elektrody neni tak efektivni a s timto pribéhem nejsou
vysledky pftili§ reprodukovatelné. Z pribéhu APAD (z angl. activated pulsed
amperometric detection), na obr. 2.7. (C) je patrné, ze vlozeni Eqer pfedchazi nejprve
aktivacni potencidl Ea:. Jeho zakomponovani vede k efektivnéjSimu oxidativnimu
isténi elektrody jesté pied samotnou detekci analytu. Uinnost APAD byla
demonstrovana pii stanoveni As(IIl) na platinové elektrodé v kyselém prostiedi [17] ¢i
stanoveni cysteinu na platinové elektrode [18]. Pribéh IPAD (z angl. integrated pulsed
amperometric detection) je zahdjen na Eae, ktery zahrnuje cyklicky sken. V jeho
rostoucim pribéhu je formovan povrchovy oxid, poté hodnota potencidlu klesa zpét na
puvodni hladinu. Prabéh IPAD je Casto aplikovan v kombinaci s chromatografii, jelikoz

1ze diky nému potlacit zmény v signalu spojené s malymi vykyvy pH ¢i sloZzeni mobilni
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faze pouzitim gradientovych eluci a lze jim analyzovat také smési sacharidi

s aminokyselinami. [19, 20]
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Obr. 2.6. Ukézka alternativnich prubéhit PAD, ptevzato z [10] a upraveno: (A) klasicka
PAD, viz pododdil 2.2.1.1. (B) RPAD (C) APAD (D) IPAD. Vysvétleni zkratek

a nalezitosti k jednotlivym pribéhiim v textu vyse.

2.2.1.4  Mikroelektrody

Miniaturizace v oblasti analytické a bioanalytické chemie se zd4 byt velkym trendem
[20]. Se zmenSovanim méfitka v téchto systémech se poji mnoho vyhod, které jsou
dasledkem zcela odlisSného chovani oproti systémiim konvencni velikosti. [21]

Terminem mikroelektrody oznaCujeme takova zatizeni, jejichZz rozméry jsou o tfad

ivice mensi nez rozméry klasickych elektrod, které se bézné pouzivaji pro
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voltametrickd ¢1 ampérometrickd meéfeni. Dostupné publikace se ne vzdy shoduji
vymezenim rozmért mikroelektrod v ¢islech, nicméné obecné lze fici, ze se pohybuji
v tadech desitek mikrometri a méné [21-22]. Zapojenim mikroelektrod do
elektroanalytickych detek¢énich metod se oteviraji dvefe méfeni v riznych odvétvich
vedy, které ke stanoveni vyuzivaji velmi malé objemy vzorkl ¢i omezeny prostor [23],
napf. stanoveni neurotransmiterti v mozku. [24]

Detekce v elektroanalytickych systémech, tedy také v PAD, je spojena s redoxni
reakci na povrchu elektrody, proto je aplikace mikroelektrod vhodna pro
mikroseparacni techniky. Jejich vhodnost pro pouziti v pritokovych metodach typu
FIA, HPLC a CE, je determinovana poskytnutim rychlé odpovédi, ktera neni ovlivnéna
zménou v rychlosti pratoku. [8, 25]

Vysvétleni odlisného chovani mikroelektrod od elektrod konven¢ni velikosti vychazi
ze skute€nosti, Ze jejich rozmér je za aktudlnich experimentalnich podminek mensi, nez
je tloustka difuzni vrstvy. Dochazi tak ke zméndm v mechanismu transportu hmoty
v okoli elektrody, konkrétné k prechodu z linedrni diftize na difuzi sférickou. Jednim
z projevu sférické difuze je vzestup prochézejiciho elektrického proudu oproti jeho
hodnoté, kdyby prochazel planarni elektrodou o stejné geometrické plose za podminek
linearni difuze. Tak se zvySuje hodnota proudové odezvy a k jejimu ustaleni (z angl.
steady-state, ustaleny stav) dochdzi fddov€ v mikrosekundach. Klasickym elektroddm
muze dosdhnuti tohoto stavu trvat milisekundy i vice. [21, 22, 26]

Rychlost, se kterou se hmota pohybuje k a od povrchu elektrody roste s klesajicimi
rozméry elektrody, a to dovoluje vyhodnotit elektroanalyticka méfeni pfi velmi nizkych
koncentracich analytu ve vzorku [22]. Méfeni za nizkych elektrickych proudi, fadove
pPA nebo nA, pravé v disledku malych rozmérti mikroelektrody, vede k tomu, Ze ztraty
dané ohmickym spadem jsou minimalizovany, a tak nedochdzi k vétSimu zkresleni
voltametrickych (ampérometrickych) vin [26]. Zaroven lze tak méfeni provadét v mélo
vodivych prosttedich jako jsou roztoky bez zakladniho elektrolytu, organicka
rozpoustédla ¢i zivé tkané [22, 23, 26]. Relativné snadna realizace méteni s nimi je dalsi
vyhodou mikroelektrod vedle vétSinou nizkych nakladi na jejich zhotoveni [21-22].
V neposledni fad¢ vyssi citlivost mikroelektrod v porovnani s elektrodami béZznych
rozmérl. Kapacitni proud, ktery je limitujicim faktorem mnohych elektrochemickych

méfeni a zplsobuje Sum, je redukovan, jelikoz jeho velikost je pfimo umérnd ploSe
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elektrody (druhé mocniné poloméru elektrody). Naopak faradayicky proud, ktery
odpovida signalu analytu ve studovaném vzorku, je ptimo iumérny poloméru elektrody.

Geometricky variabilni tvary mikroelektrod nachazi cetné vyuziti a vedle zapojeni
jedné  mikroelektrody  se  kelektroanalytickému  méfeni téz  vyuzivaji
tzv. mikroelektrodova pole (z angl. microelectrode arrays), kterd tesi obtiznosti pfi
méieni s individualni mikroelektrodou v dasledku nizkych hodnot prochéazejiciho
elektrického proudu [27]. Diftzni vrstvy jednotlivych mikroelektrod v poli se mohou
anemusi piekryvat. Z tohoto hlediska rozliSujeme tii hlavni ptipady, pfi zvazovani
difizniho toku smérem k mikroelektrodovému poli. 1) Diftzni vrstvy jednotlivych
elektrod se neptekryvaji a celkovy prosly elektricky proud je dan souctem jednotlivych
proudt protékajicimi skrze individualni elektrody. 2) Difuzni vrstvy dvou sousednich
elektrod se piekryvaji. 3) Dochazi k uplnému piekryvu difiznich vrstev. Nejvétsiho
poméru signal/Sum s pouzitim mikroelektrodového pole je dosazeno v piipadé 3.
[21, 27]

Mikroelektrody, i pfes fadu zna¢nych vyhod, trpi pomérné malou mechanickou
odolnosti. Nicméné je snahou co nejvice kiehkost eliminovat ¢i kompenzovat. [26]

Vyuziti mikroelektrod a mikroelektrodovych poli vychazi z jejich vyse popsanych
vlastnosti. Studium mechanismli elektrochemickych reakci je jednou zmoZnych
aplikaci. Nizky odpor na mikroelektrodach a niz$i kapacita vychéazejici z nepatrnych
rozmért umoziuji aplikovat na né voltametrické techniky s rychlymi potencidlovymi
skeny (az cca 10° Vs') vriznych prostfedich zahrnujicich ta s nizkou relativni
permitivitou ¢i vzorky bez zékladniho elektrolytu, jak bylo popsano vyse. Dalsi vyuziti
mikroelektrody nachazi ve stopové elektrochemické analyze, kde je s vyhodou
vyuzivano vysoké hodnoty poméru signal analytu/Sum, coZ vede ke snizeni limitu
detekce (LOD) [21]. V neposledni fadé¢ nachazi mikroelektrody Siroké vyuziti ve
sledovani biologickych objektii in vivo, skenovaci elektrochemické mikroskopii
avyskytuji se také jako soucasti Cipovych mikroanalytickych  pfistrojl

(z angl. lab-on-chip). [21, 26]

2.3 Sacharidy

Souhrnnym  pojmem  sacharidy jsou oznaCovany  polyhydroxyaldehydy

a polyhydroxyketony, jejichz zdkladni fetézec je tvofen minimdalné tfemi alifaticky
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vazanymi atomy uhliku [28]. K sacharidim fadime také jejich derivaty (glykosidy,
deoxycukry, aldonové kyseliny a alduronové kyseliny), které vznikaji oxidac¢nimi,
redukénimi a jinymi reakcemi, a cyklitoly.

Zakladnimi jednotkami a také nejjednodus$imi sacharidy jsou monosacharidy. Nelze
je dale stépit kyselou hydrolyzou na nizsi podjednotky. Monosacharidy délime dle
poctu uhlikli v fetézci na triosy, tetrosy, pentosy, hexosy atd. Vzijemnou kondenzaci
monosacharidii a jejich propojenim acetalovou (glykosidovou) vazbou vznikaji slozené
sacharidy — di-, oligo- a polysacharidy.

Ptitomnost aldehydické skupiny ve struktufe zafazuje dany monosacharid mezi
aldosy, zatimco ketosy maji keto skupinu. Mezi vyznamné aldosy fadime D-glukozu,
D-ribosu ¢i D-mannosu a mezi biologicky vyznamné ketosy D-fruktosu.

OznaCenim D- a L- nalezi dany monosacharid ke konfiguracni tadé, ktera je
urCovana podle shody konfigurace na chirdlnim atomu uhliku, ktery méa nejvyssi
pofadové Cislo v fetézci, s konfiguraci chirdlniho atomu uhliku D- ¢i L-glyceraldehydu.
D- a L-sacharidy jsou si navzijem tzv. enantiomery. [29]

Tetrosy, pentosy, hexosy a vy$$i monosacharidy existuji v roztocich prevazné
v cyklickych strukturach. K cyklizaci dochazi spontanni intramolekularni adici jedné
z hydroxylovych skupin na skupinu karbonylovou. Vznikaji tak hemiacetaly
a hemiketaly, které jsou zndzorfiovany tzv. Haworthovymi projekénimi vzorci. Na
tzv. anomernim uhliku tak vznikd nové chirdlni centrum a konfiguraci na tomto uhliku
rozliSujeme diastereoizomery sacharidii na a-anomer a f-anomer.

Nékteré sacharidy fadime k tzv. redukujicim. PfisluSnost k této skupiné sacharidd je
podminéna pfitomnosti volné keto-, ¢i aldehydické skupiny, kterd dava molekule
redukéni ti¢inky. Radime sem veskeré monosacharidy, spoleéné s nékterymi slozenymi
sacharidy. Aldosy maji volné pfistupnou oxidovatelnou aldehydickou skupinu, ketosy
nejprve musi tautomerizovat na aldosy, aby se mohly chovat v reakcich jako redukéni
¢inidla. V ptipadé¢ disacharidl zalezi na typu propojeni dvou monosacharidii. Napftiklad
laktoza ¢i maltdza jsou redukujici, protoze vznikaji propojenim dvou monosacharidii
pfes jiny neZ poloacetalovy hydroxyl. Naproti tomu sachar6za redukujici neni, protoze
pfi jeji syntéze reaguje poloacetalovy hydroxyl jednoho monosacharidu

s poloacetalovym hydroxylem druhého [28, 29].
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Redukujici sacharidy reaguji s Fehlingovym c¢inidlem (vodny roztok pentahydratu
siranu méd’natého v alkalickém roztoku vinanu sodno-draselného) za vzniku ptislusné
aldonové kyseliny. Médnaté¢ ionty jsou redukovany na cervenou srazeninu oxidu
méd’ného. Pii reakci s Tollensovym c¢inidlem dochéazi k vyredukovani kovového stiibra

z alkalicko-amoniakalniho roztoku hydroxidu stfibrného.

2.3.1 D-Glukoza

Strukturni vzorec:

Obr. 2.7. Fischertav vzorec [30] Obr. 2.8. Haworthtv [31]
HO N
\ OH
HOlm
@)
HO

Sumarni vzorec: CsH1206¢

Systematicky nazev: (2R,3S,4R,5R)-2,3,4,5,6-pentahydroxyhexanal
CAS cislo: 2280-44-6

Molekulova hmotnost: 180,158 g mol™!

Vnéjsi vzhled: bily prasek

D-glukéza je aldohexosa. Je primarnim zdrojem energie obratlovcil a zaroven jednim
z produktti fotosyntézy, kterou si sacharidy syntetizuji zelené rostliny. Je stavebni
slozZkou mnoha slozenych sacharidii, napt. sacharosy, laktosy, inulinu ¢i Skrobu
[29, 32].

Glukézu tadime mezi osm esencialnich monosacharidi spolecné s L-fukosou,
D-galaktosou, D-mannosou a dalSimi, které jsou nezbytné pro spravné fungovani

lidského organismu. [29]
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2.3.2 Metody stanoveni sacharidu

Sacharidy jsou nedilnou soucésti zivé ptirody a nabyvaji v ni mnoho funkei.
Rostlindm a zivocichim slouzi jako zdroj energie a uhliku, jsou jednou z hlavnich
makroslozek vyzivy a jejich polymerni zastupci jako jsou Skrob, pektin a celuldza slouzi
jako hojné vyuzivana aditiva v potravinaiském pramyslu. Sacharidy nachdzime ve
sténach rostlinnych bunék a jsou jednou z komponent extracelularni matrix tkani
zivoc¢ichu kde =zastupuji strukturni funkci. Tvoii kostru DNA a jako slozky
glykoproteint a glykolipid se podileji na mnoha biologickych procesech. S rostoucim
uvédoménim si jejich nepostradatelnosti roste téz zdjem o dostupnost vhodnych
(bio)analytickych technik pro jejich studium. Nicméné, jejich vyvoj je ztizen mnohymi
vlastnostmi, které se se sacharidy a glykokonjugaty poji. Obrovské mnozstvi moznych
izomerickych forem, kterych mohou sacharidy nabyvat spojené s a- a - konfiguraci
glykosidickych vazeb ¢i odliSnym vétvenim, pfispiva k naslednym komplikacim pfi
jejich analyze. Vysoka polarita spolecné s jejich netékavosti jsou dalSimi obtizemi vedle
nedostatku naboje u vétSiny sacharidi a nepfitomnosti fluoroforti ¢i chromoford, coz
témer znemoznuje jejich pfimou UV spektrofotometrickou a fluorescencni detekei.
[33-36]

Kolorimetrické reakce sacharidii jsou zndmy jiz zna¢nou dobu. Ptikladem je reakce
mono-, oligo-, polysacharidil a jejich derivatl s fenolem a kyselinou sirovou za vzniku
stabilniho Zluto-oranzového zabarveni [37]. Pro néslednou separaci a kvantitativni
vyhodnoceni pak lze vyuzit papirovou chromatografii ¢1 UV fotometrickou detekci
[37-38]. Pro dlikaz redukujicich sacharidii slouzi Fehlinglv test (viz pododdil 2.3.2.) ¢i
Benediktlv test.

Postup ¢asu dal za vyvoj riznym dal$im high- a low-cost technikam, diky kterym lze
stanovit sacharidy specificky. Separacni metody slouzici napiiklad k odd¢leni
podjednotek sloZzenych sacharidi [33], kam spadaji mimo jiné rGzné typy
chromatografii a kapilarni elektroforéza (CE), mohou byt nasledovany hmotnostni (MS,
z angl. mass-spectrometry) detekci, nuklearni magnetickou rezonanci a v neposledni
fad¢ elektrochemickou detekci. [33-36, 38]

Jelikoz se sacharidy vyskytuji v riiznych matricich, v nichz mohou pfi jejich analyze
interferovat jiné latky, zejména proteiny a lipidy v potravinovych vzorcich, je na misté

predfadit samotnému separa¢nimu kroku krok(y) izola¢ni. VétSinou se k tomuto tcelu
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pouzivd ruznych typu extrakci (SLE, SFE, LLE, DLLME, SPE), k uvolnéni
monosacharida ze slozenych sacharidi pak hydrolyza. [36]

V dalsim kroku v postupu charakterizace se mizeme setkat s pre-, ¢i post-kolonovou
derivatizaci analytu ve vzorku. Zatazeni tohoto mezikroku neni nutné pro kazdy typ
detekce, pouze je-li odpovéd detektoru na dany sacharid ¢i glykokonjugat mald az
zadna. Reakci s derivatizaCnim Cinidlem je dana latka pievedena na derivat, jehoz
struktura a vlastnosti vyhovuji zvolené¢ detek¢ni technice, ¢imz je poskytnuta dostatecné
velkd odezva. Typicky je provadéna pied UV fotodetekci sacharidii pro zavedeni
vhodného zafeni absorbujiciho substituentu do jejich struktury. Jednim z moznych
a také nejcastéjSich mechanismt derivatizace je reduktivni aminace, jejimz piikladem je
pouziti nabitého fluoroforu 8-aminopyren-1,3,6-trisulfonatu a nasledna detekce laserem
indukovanou fluorencenci [33, 34]. Reduktivni aminace muze také ptedchazet UV
detekci [34]. Derivatizaci lze téz provést kondenzaci sacharidi s 1-fenyl-3-methyl-5-
pyrazolonem [41].

Plynova chromatografie (GC) je efektivni technikou pro analyzu sacharidii, nicméné
se neobejde bez predbézné derivatizace pro zajisténi dostateéné tékavosti a teplotni
stability. Nejb&znéjsi derivatizacni technikou pro GC analyzu je trimethylsilace a pro
jeji provedeni zndme rizna Cinidla, napf. hexamethyldisilazan [36]. Jako detekéni
techniky po separaci je vyuZivan plamenové-ionizacni detektor, UV spektroskopie ve
vakuu a hmotnostni spektrometrie [36, 39].

Daleko vice se v analyze sacharidi setkavame s kapalinovou chromatografii (LC),
respektive s HPLC. Vyhodou je jeji rychlost, spolehlivost, preciznost a moznost vyuziti
pro Sirokou Skalu koncentraci analytu ve vzorku. Komer¢ni dostupnost mnoha béznych
fazi umoznuje LC techniku nadimenzovat tak, aby byla co nejvhodné&jsi pro separaci
cilenych analytli s ohledem na matrici, ve které se nachazi. Zaroven volba LC systému
zavisi na pozadovaném stupni separace, koncentraci analytu ve vzorku a sloZitosti
matrice [35].

Nativni sacharidy, tedy bez derivatiza¢ni znacky ¢i chranici skupiny, jsou velmi
polarni slouceniny, a proto je pro jejich separaci vhodné pouzit LC na normalnich
fazich [40]. Nevyhodou tohoto uspofadani je nizkd rozpustnost sacharidii v dané
mobilni fazi. To lze vyftesit pouZzitim aprotického rozpoustédla, zpravidla acetonitrilu,

s malym pifidavkem vody jako mobilni faze. Takovéd technika je pak znaméa pod
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zkratkou HILIC (z angl. hydrophilic interaction liquid chromatography), jejiz
mechanismus neni zatim zcela objasnén, nicméné pti separaci hraji roli elektrostatické
interakce a adsorpce. V porovnani s ostatnimi LC technikami vykazuje HILIC vysokou
selektivitu a téz lepsi kompatabilitu s hmotnostni detekci.

Velmi efektivni metodou k analyze sacharidii a zdroven nejpouzivanéjsi HPLC
technikou pro onen tucel je kapalinova chromatografie na ménicich anionta (HPAEC,
z angl. high performance anion exchange chromatography). Disociaéni konstanta
sacharidl zpravidla lezi mezi hodnotami 12 a 14, coz jim udava slab¢ kyselé vlastnosti.
Diusledkem toho se v roztocich o vysokém pH ionizuji nékteré hydroxylové skupiny
v jejich struktufe a tim je umoznéna nasledna separace na kolonach, jejichZ stacionarni
faze jsou tvoreny ménici aniontl [35, 38]. Nutnost pouziti siln¢ alkalické mobilni faze
s sebou piinasi téz katalyzu mutorotace redukujicich cukri, coz ma za nasledek
spole¢nou eluci a i f anomert piislusného monosacharidu [35]. Zpravidla vyuzivanou
detekci HPAEC je pulzni ampérometricka detekce. Pomoci HPAEC-PAD jsou
nejCastéji separovany N-vazané glykoproteiny, ale téz aldopentdzy a aldohexozy.
V komplexnich vzorcich polysacharidi je nutné chromatografickou separaci opakovat,
coz je zakladem multidimenzionalnich chromatografii [40]. Jakozto hlavni technika pro
analyzu sacharidi je HPAEC-PAD c{asto vyuZivana jiz kjejich rutinni analyze
v potravinovych vzorcich. Nevyhodami této metody je nestabilita zakladni linie, ztrata
citlivosti v disledku znacného Sumu a nutnosti pracovat pfi vysokych hodnotach pH
a ve vysokych koncentracich soli [42]. Uskali spojena s UV detekei sacharidd jiz byla
zminéna, nicméné i pies nepfitomnost chromofori ve struktute sacharidii 1ze HPAEC
spojit t¢Z s UV fotodetekci bez predchoziho zaclenéni vhodného absorbujiciho
substituentu do struktury derivatizaci. V siln€ alkalickém prostfedi probihd b&hem
detek¢niho okna fotochemicka reakce, ktera pfevadi sacharidy na malonenolatové
slouceniny, které absorbuji pii 266 nm. [40]

Kapalinova chromatografie na katexech (CE-HPLC) je téZ moZznd a sni spojeny
detek¢ni systém obvykle piedstavuje refraktometricky detektor [35]. Stacionarni fazi,
tedy silny katex, tvofi imobilizované pomocné kationty, zpravidla ionty vapenaté na
pryskyficich. Vzorek je rozpustén ve véapenaté soli kyseliny ethylendiamintetraoctové,
kterd plni funkci mobilni faze. Vysledné komplexy vapenatych iontl s monosacharidy

se pak lisi konstantou stability a eluujici cukry vykazuji riizné retencni casy. Vylucovaci
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efekt je ovlivnén stupném zesitovani divinylbenzenu v polystyrenu formujiciho
kationtovy iontoméni¢. Vyhodou refraktometrického detektorumje Siroky dynamicky
rozsah a jednoduchost, na druhou stranu neni tento typ detektoru kompatibilni
s gradientovou eluci a ma dlouhou periodu pro ustdleni zakladni linie béhem zmén
mobilni faze.

Zapojeni hmotnostni spektrometrie do detekce sacharidii se pomalu dostava do
popiedi zajml, nicméné se nejednd o rutinni zalezitost [36, 38]. Kapalinova
chromatografie spojena s hmotnostni detekci vykazuje vysokou rychlost separace,
znacnou citlivost a vyuziva malé vstfikované objemy. Jako iontovy zdroj zde slouzi
povétsinou elektrosprej, chemicka ionizace za atmosférického tlaku a matrici asistovana
laserova desorpce/ionizace (MALDI) [36]. Obecné¢ lze fici, ze uc¢innost ionizace
sacharidi je nizka, proto Casto byvaji spektra slozitd. Pro zjednoduseni a zvySeni
citlivosti k detektoru jsou obvykle sacharidy, resp. jejich redukujici konce, pted
samotnou hmotnostni analyzou derivatizovany substituentem s vysokou afinitou
k protoniim. Elektrosprej jako iontovy zdroj se vyznacuje vysokou citlivosti pro
sacharidy, nicméné nelze jej vyuzit pro analyzu komplexnéjSich polysacharidi [43].
Ioniza¢ni metodou MALDI vznikaji vétSinou jednou nabité ionty, coz zjednoduSuje
hmotnostni spektrum. Je preferovana pro svou vysokou citlivost pro sacharidy a také
toleranci k pfitomnosti moznych kontaminantli v matrici. Zarovenl je vhodna volba
matrice klicovym faktorem pro dal$i zvySovani citlivosti. [36]

Samotnych hmotnostnich analyzatori jako mist, kde probihda sefazeni
vygenerovanych iontil dle poméru m/z je téZ vyuzivano nékolik typil a neexistuje jeden
univerzalni pro analyzu sacharidd [36]. Kvadrupo6lovy analyzitor je pomérné
jednoduchy a robustni, a je-li trojity, vyznaCuje se vysSi citlivosti, selektivitou,
specifitou a Sirokym linedrnim dynamickym rozsahem. Vyzaduje-li hmotnostni analyza
vysoké rozliSeni, pak je vhodnou volbou TOF analyzator (z angl. time of flight), jehoZ
vyhodami je velka presnost, rychlost méfenti, citlivost a 1ze jim dosahnout nizkych LOD
a limit kvantifikace (LOQ).

Dalsi detektory, které lze ve spojeni s LC pouzit pro analyzu sacharidi je
napf. odpafovaci detektor rozptylu svétla jako nadéjna alternativa k UV ¢i
refraktometrické detekci, ke které neni potfeba pfedbéznéd derivatizace analytu, nabizi

vysokou citlivost a jednoduchou ptipravu vzorku [42]. Je kompatibilni s gradientovou
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eluci a odolny vii€i nestabilité zakladni linie [36, 42]. Fluorescencni detektor vyzaduje
piredbéznou derivatizaci, jelikoz sacharidy postradaji fluorescencni skupiny. Lze ji
dosahnout pomérné vysoké citlivosti v porovnani napt. s UV detekei.

Separace CE a néasledna detekce je téz aplikovatelnd jak pro sacharidy
derivatizované, tak pro jejich nativni formy. Piima UV-detekce je nejuniverzalngjsi
detek¢éni metodou ve spojeni s CE a pro nederivatizované formy je aplikovatelna na
kyselé disacharidy uvolnéné z glykosaminoglykant pfi 232 nm nebo po komplexaci
sacharidii s boratem pfitomnym v koloné pii 195 nm. Kapilarni elektroforéza je
komplementarni technikou k HPLC a detektory pro derivatizované sacharidy jsou
obdobné pro ni uvedenym, jako je UV-detekce po reduktivni aminaci ¢i po kondenzaci

s 1-fenyl-3-methyl-5-pyrazolonem, dale pak fluorescen¢ni detekce. [34]
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Pouzita aparatura

Jednoduchd aparatura pro ampérometrické meéfeni metodou FIA se skladala ze
sttikaCkové pumpy (SyringePump NO. NE-510L, U.S.A.) pro vytvofeni nosné¢ho
proudu boratového pufru vedouci skrze Sesticestny ventil s davkovaci smyckou
o objemu 100 pl. Jako detektor byl pouzit Autolab PGSTAT204 (Metrohm Autolab
B.V., Utrecht, Nizozemsko) s nastavenym modulem pro méfeni nizkych hodnot proudu.
Detektor byl fizeny softwarem NOVA (verze 2.1), ktery pracoval v tiielektrodovém
zapojeni v usporadani wall-jet. Konvencéni zlatd elektroda (primér 3 mm, Metrohm)
a zlata mikroelektroda (primér 100 pm, Metrohm) slouzily jako pracovni elektrody.
Referen¢ni elektrodu tvofila argentchloridovd (koncentrace wvnitiniho -elektrolytu
3 mol dm™, Metrohm) a pomocnou elektrodu platinovd (Metrohm). Detekéni cela
s elektrodami byla umisténa ve Faradayové kleci.

Proméfeni cyklickych voltamogramli bylo provedeno ve vsaddkovém uspofadani.
Detektor, pouzité elektrody, umisténi detekéni cely s elektrodami ve Faradayové kleci
a pritomnost boratového pufru jako slepého roztoku byly obdobné podminky tém

pouzitym v ampérometrickém meéteni.

3.2 DalSi pouzité pfistroje
pH metr (digitalni mé&fici pfistroj Conductivity and pH meter 3510; Jenway, UK
Magnetickd michacka (Microstirrer Magnetic Stirrer, VELP Scientifica, Europe)

3.3 Chemikalie

Zasobni roztok glukozy (Sigma-Aldrich) o koncentraci 1-10 mol dm™ byl pfipraven
kvantitativnim pfevedenim piesné navazky latky do odmérné banky. Ta byla nasledné
doplInéna po rysku boratovym pufrem. Pro méfeni byla dale pouzita koncentrace 1-107

a 1-10*mol dm™, které byly ptipraveny fedénim zasobniho roztoku glukézy.

Boratovy pufr byl pfipraven z kyseliny borité (min 99,5 %, Chemapol, Praha)

o koncentraci 0,1 mol dm™ ahydroxidu sodného (8 M, Fluka Analytica, Némecko)

3

o koncentraci 1 mol dm™. Pro piipravu kyseliny borit¢ byla jeji pfesnd navazka
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kvantitativné prevedena do odmérné baiiky. Ta byla destilovanou vodou (Millipore,
USA) doplnéna po rysku a navazka kyseliny byla rozpusténa pro dosazeni pozadované
koncentrace. Hydroxid sodny o koncentraci 8 mol dm™ byl zfedén destilovanou vodou
na vyslednou koncentraci 1 mol dm=. Pozadovaného pH = 10 pufru bylo dosaZeno
pfidavkem hydroxidu sodného do roztoku kyseliny borit¢ za stalého michani na

magnetické michacce a kontroly pH metrem.

3.4 Podminky mérfeni

Voltametrickdi méfeni byla provedena s roztokem glukézy o koncentraci
1-102 mol dm™ s rychlosti méfeni 1 Vs'!. Pocate¢ni potencidl byl nastaven na
—0,8 Vakoneény na +1,1 V. Vpribéhu méfeni byla Faradayova klec s celou
a elektrodami uzavfena.

Pro optimalizaci pulznich programti byl pouzit zasobni roztok glukézy s koncentraci
1-102 mol dm?. Boratovy pufr o pH = 10 slouzil jako nosny roztok a byl pumpovan
stiika¢kovou pumpou s rychlosti priitoku 1 ml min™!. Pfi ampérometrickém méfeni byla
Faradayova klec z divodu pritokového uspofddani s nutnosti manudlnich néstiikl
oteviena.

Volba vychozich hodnot potencialii pro klasickou PAD se tiemi vloZzenymi pulzy
mél zéklad v proméfenych cyklickych voltamogramech. Délky trvani jednotlivych
pulzi byly pfevzaty zliteratury [12]. Vychozi detekéni potencial E; mél
velikost +0,3 V s délkou trvani 400 ms, oxida¢ni E> byl nastaven na +1 V a jeho perioda
t> trvala 200 ms a konec¢ny redukéni potencidl £3 = 0 V s periodou #3 = 400 ms. Béhem
optimalizace byly jednotlivé potencidly pulzli upravovany (smérem k vyS§Sim i1 niz§im
hodnotam) a byla sledovana zavislost vysky piku na zmén¢ velikosti daného potencialu.

Zékladni nastaveni Q-PAD vychdzelo zliteratury [13] a taktéZ z prométenych
voltamogramii. Hodnoty potencidl E» (Cistici) a E3 (aktivacni) zdstavaly neménné,
nicmén¢ s hodnotami detek¢niho a redukéniho potencidlu bylo manipulovano podobné
jako v ptipadé klasické PAD. Vychozi podminky byly nastaveny pro detekéni potencial
E;+0,3 V s trvanim 400 ms, Cistici potencial £>—2 V a trvani 20 ms, aktivacni potencial
E; +0,6 Vsperiodou 10 ms a konecny redukéni potencial E; mél hodnotu

0 V s periodou 4 = 70 ms.
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Vsechna méteni byla provedena se zlatou konvencni elektrodou a potazmo se zlatou
mikroelektrodou jakozto s pracovnimi elektrodami. Pro obé uvedené elektrody byla
zvolena takovéa kombinace dil¢ich potenciali pro klasickou PAD i Q-PAD tak, aby
vyska pikl v jeji zavislosti na Case byla co nejstabilngjsi. Pro tento sled byla prométena
kalibracni zavislost metodou nejmensSich ctvercu. Povrch obou elektrod byl pred
kazdym novym meétfenim lestén na aluming. Limity detekce a kvantifikace pro ob¢ zlaté

pracovni elektrody obou pulznich metod byly pocitany dle vztaht:

LOD = 3Dn rov. 3.1
m
10-hp

LOQ = T rov. 3.2

kde hy je Sum zdkladni linie a m je smérnice kalibra¢ni pfimky.
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4 Vysledky a diskuze
4.1 Cyklicka voltametrie

Pro optimalizaci pulznich programi, resp. velikosti jednotlivych potencialovych
pulzli, bylo nezbytné ziskat alespont odhad vychozich hodnot potencidli E;, E>, E3,
popt. E4, okolo kterych by se hodnoty optimalni mély pohybovat. Pro tento ucel byla
zvolena metoda prométeni cyklickych voltamogrami dané¢ho studovaného roztoku
glukozy.

Usporadani cyklické voltametrie bylo vsadkové a jako pracovni byly postupné
zapojeny konvencni zlatd elektroda a zlata mikroelektroda. Byl proméien roztok
gluk6zy s koncentraci 1:102 mol dm™ v boratovém pufru o pH = 10. Rychlost mé&feni
byla nastavena na hodnotu 1 V s, hodnota po¢ate¢niho potencialu —0,8 V a koneéného
potencidlu +1,1 V.

Znatelny pik viditelny na obr. 4.1 — cyklicky voltamogram 1 odpovidajici signalu
oxidace glukézy byl patrny pouze na mikroelektrodé ve vsadkovém uspotradani
s rychlosti méfeni 1 V s v kombinaci s koncentraci glukozy v roztoku 1:102 mol dm™.
Hodnoty potencidl vychozich pulzi pro klasickou tfipotencidlovou PAD byly
z voltamogramu odecteny a jsou vyznaceny preruSovanymi svislymi ¢arami a popsany
pod osou y grafu. Hodnota vychoziho detekéniho potencialu (£;) byla zvolena +0,3 V,
tedy v oblasti mezi nartistem proudu v disledku oxidace glukézy a nartistem proudu
v disledku tvorby povrchového oxidu. Pro oxidaéni potencidl (E£2) byla zvolena hodnota
+1 V a jako redukéni potencidl (£3) 0 V.

Pro Q-PAD byla zvolena totozna hodnota detekéniho potencidlu (E;), tedy
+0,3V a hodnota kone¢ného reduk¢ni potencidlu (£4) byla totoznad s redukénim
potencidlem klasické PAD (E;), tedy 0 V. Cistici potencial (E2) shodnotou
—2 V a aktivacni potencial (£3) s hodnotou +0,6 V byly pirevzaty z literatury [13].
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Obr. 4.1 Cyklické voltamogramy (CV) glukézy (¢ = 1-102 mol dm™) na
mikroelektrodé (1) a zakladniho elektrolytu (2), glukézy (¢ = 1-102 mol dm™) na
konvenéni elektrodé (3) a zakladniho elektrolytu (4). Rychlost méfeni 1 Vs
PferuSovanymi ¢arami vyznaceny vychozi potencialy pro klasickou PAD. Vysvétleno

v textu nad obrazkem.

4.2 Modifikace potencialt klasické PAD

Klasickou tfipotencidlovou PAD v kombinaci s FIA bylo provedeno sledovani
chovani glukézy a optimalizace hodnot jednotlivych potencidlovych pulzl. Boratovy
puft o pH =10 slouzZil jako nosny roztok, do jehoz proudu bylo aplikovano vzdy
minimélné pét nastiikd zasobniho roztoku glukézy s koncentraci 1-102 mol dm™. Byla
sledovana zavislost vysky piku na jeho potradi nastfiku v ase pii zméné detekcniho,
oxidacniho a v neposledni fadé¢ téz redukéniho potencidlu. Toto méfeni bylo provedeno
zapojenim konvenéni zlaté pracovni elektrody a bylo zopakovano také za pouziti zlaté
pracovni mikroelektrody. Pfed kazdym novym zapocatym métenim byl povrch pracovni

elektrody preleStén na aluminé.
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Jednotliva méteni byla zopakovana minimalné dvakrat a mezi nimi byl dostatecné
dlouhy casovy interval (v fadech dni), aby bylo jisté, ze jednotlivé pritbéhy pii stejném

potencidlovém programu neméni trend (pokles piktl/ rist pikil/ stabilni vysky piki).

4.2.1 Konvencni zlata elektroda

Zavislosti vysek pikd na jejich potadi nastfiku pti daném potencialovém programu
jsou zobrazeny na obr. 4.2 (zména E;), 4.3 (zména E>) a 4.4 (zména E3). Z obr. 4.2 je
z jednotlivych prabéhu patrné, ze a¢ pii potencidlu +0,15 V dosahuji piky nejvétsich
vysek, nevede takto zvoleny detekcni potencial ke stabilni odezvé ani v rdmci pouze
péti nastiikl a trend je klesajici. Pti zbylych tfech prométenych detekénich potencialech
je proudova odezva elektrody stabilni. Pii niz§ich vkladanych potencialech, tedy

+0,15 V a+0,2 V jsou piky vyssi, nez pii potencidlech +0,3 V a +0,4 V.

Na obr. 4.3 je demonstrovano, jak se na proudové odezve projevi zména oxidacniho
potencidlu E>. Z jednotlivych prubéhia lze uvazovat, Zze jeho zména nema velky dopad
na vysky piki, vzhledem k tomu, Ze se jejich absolutni velikost uvedena v tabulce 4.2.
ptili§ nelisi. Odlisnosti jsou patrné spiSe ve stabilité¢ jednotlivych pribéht. Odezvu pii
vkladdaném oxida¢nim potencialu +1,1 V s relativni smérodatnou odchylkou 12,78 %
(viz tab. 4.2) nelze povazovat za stabilni. Divodem rostouciho trendu by mohl byt
nedostatecné piecisStény elektrodovy povrch na aluminé ¢i predpoklad, ze vyssi
vkladany oxidaéni potencial je Uc¢inngjsi cestou v Cisténi elektrodového povrchu nez

lesténi na aluminé.

Zménu redukcéniho potencidlu E3 zobrazuje obr. 4.4. VSechny tfi pribéhy maji RSD
pod 10 % (ukazano v tab. 4.3) a Zadny z nich nevykazuje zadny trend, ktery by, kdyby
byl klesajici, mohl byt vysledkem postupné pasivace -elektrody oxidacnimi
(mezi)produkty. VloZenim redukéniho potencidlu +0,1 V jsou piky vyssi v porovnani se

zbylymi dvéma vlozenymi potencialy.
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Obr. 4.2 Zavislost vysky piku 7, na jeho pofadi n, pfi dil¢ich zménach detekéniho
potencidlu (£;). Zmény jeho hodnot uvedeny vlegendé vedle grafu. Hodnota
oxida¢niho potencidlu (£2) +1 V a redukéniho potencidlu (£3) 0 V. Méfeno na

konvencéni zlaté elektrodé.

Tab. 4.1 Opakovatelnost méfeni pro rizné hodnoty detekéniho potencidlu E; na

konvencéni zlaté elektrodé

Detekéni potencial E; Vyska piku = L1, RSD
VI [MA] [Yo]

+0,15V 1,537 +0,211 10,66
+0,2V 1,210 + 0,486 3,11
+0,3V 0,468 £ 0,044 9,38

+0,4 V 0,303 £ 0,010 2,92
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Obr. 4.3 Zavislost vysky piku 7, na jeho potadi np pfi dil¢ich zménach oxidac¢niho
potencidlu (£7). Zmény jeho hodnot uvedeny v legend¢ vedle grafu. Hodnota
detekéniho potencidlu (E£;) +0,3 V a redukéniho potencidlu (£3) 0 V. Méfeno na

konvencni zlaté elektrodé.

Tab 4.2 Opakovatelnost méfeni pro rizné hodnoty oxidacniho potencidlu E> na

konvencéni zlaté elektrodé

Oxida¢ni potencial E> Vyska piku = Li,2 RSD
V] [MA] [%o]

+0,8 V 0,529 £ 0,014 2,27

+1V 0,468 + 0,044 9,38

+1,1V 0,547 £ 0,082 12,78
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Obr. 4.4 Zavislost vySky piku I, na jeho pofadi np, pfi dil¢ich zménédch redukéniho
potencidlu (£3). Zmény jeho hodnot uvedeny v legendé vedle grafu. Hodnota
detekéniho potencidlu (E;) +0,3 V a oxida¢niho potencidlu (£2) +1. Meéfeno na

konvencéni zlaté elektrodé.

Tab 4.3 Opakovatelnost méfeni pro rtizné hodnoty redukéniho potencidlu E3; na

konvencéni zlaté elektrodé

Reduk¢ni potencial E3 Vyska piku = L1, RSD
V] [MA] [%o]

ov 0,468 + 0,044 9,38

+0,05 V 0,622 + 0,006 8,21

+0,1' V 0,875 + 0,008 6,68
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4.2.2 Zlata mikroelektroda

Obdobna méfeni, kterd byla provedena na konvencni zlaté elektrodé a jez jsou
shrnuta v pododdile 4.2.1, byla zopakovana na mikroelektrod¢. Podminky méfeni jsou
totozné, stejné tak postup obménovani jednotlivych pulzi.

Na obr. 4.5 je ukdzana zména detek¢niho potencialu E;. Se soucasnym nahlédnutim
vSech Ctyt proméfenych detekénich potencidlii nejvétsi tendenci ke stabilni odezveé bez
postupného klesani vysek pikii pfisuzovaném pasivaci povrchu pracovni elektrody. Na
druhou stranu, pfi vlozeni nizSich detekCnich potencidli jsou piky vys$si, nejvyssi
s 0,2 V. Pfi potencidlech +0,3 a +0,4 je jak prubéh, tak nizsi relativni hodnota vysek
pikti oproti zbylym dvéma obdobny zavislosti naméfené na konvencni zlaté elektrodé

(viz obr. 4.2).

Obr. 4.6 zobrazuje promeéfeni riznych oxidacnich potencidli E>. Pfi potencialu
+0,8 Vje oxidacni ciSténi pravdépodobné nedostatecné, proto dochédzi k pasivaci
elektrody a postupnému snizovani vySky piku. Postupny rist odezvy pifi potencidlu
+1,1 V mize byt znamkou toho, ze povrch pracovni elektrody nebyl pfedem dostate¢né
vylestén na aluminé a néaslednym vkladanim potencidlovych pulzi se ne plné aktivni
povrch postupné elektrochemicky Cistil a staval se vice aktivnim. Nicméné€ tato pficina
je diskutabilni, jelikoZ podobného vysledku bylo dosazeno za stejnych podminek na
zlaté elektrodé (viz obr. 4.3) a pravdépodobnost, Ze v obou piipadech byl elektrodovy
povrch pouze nedolestén, neni vysoka. Dal§i moZnou pficinou, ktera jiz byla uvedena,
je predpoklad, ze vyssi vklddany oxidacni potencidl je ucinngj$i cestou v CiSténi
elektrodového povrchu nez lesténi na aluminé.

Zmeéna redukéniho potencialu je ukdzana na obr. 4.7. Pro vSechny tii pribéhy plati,
7ze maji klesajici tendenci a ztabulky 4.6 lze vycist, ze nejveétsi RSD, a tedy také
nejvetsi pokles vykazuji piky pii potencialu +0,05 V. Volba tohoto potencialu tedy
nebude klicova pfi snaze nalézt co nejstabilngj$i odezvu. Zaroven pii vlozeném
potencialu +0,1 V jsou piky v relativni hodnot€ nejvyssi, a to jak na mikroelektrod¢, tak

na konvenéni elektrod¢, jak je ukazano na obr. 4.4, kde je na ni tatadz zavislost ukazéna.
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Obr. 4.5 Zavislost vysky piku I, na jeho potadi n, pti dil¢ich zménach detek¢niho
potencidlu (E£;). Zmény jeho hodnot uvedeny v legendé¢ vedle grafu. Hodnota
oxidac¢niho potencialu (£2) +1 V a redukcniho potencialu (£3) 0 V. Métfeno na zlaté

mikroelektrodg.

Tab 4.4 Opakovatelnost méfeni pro riizné hodnoty detekéniho potencidlu E; na zlaté

mikroelektrodé
Detekéni potencial E; Vyska piku + Li,2 RSD
V] [nA] [%o]
+0,15V 3,821 +0,723 16,05
+0,2 V 5,348 £ 0,771 12,22
+0,3V 1,4621 £0,212 12,28

+0,4V 1,826 +0,228 10,58
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Obr. 4.6 Zavislost vySky piku /, na jeho pofadi n, pii dil¢ich zménach oxida¢niho
potencidlu (E>). Zmény jeho hodnot uvedeny v legendé vedle grafu. Hodnota
detek¢éniho potencidlu (£;) +0,3 V a reduk¢niho potencidlu (£3) 0 V. Méteno na zlaté

mikroelektrodé.

Tab 4.5 Opakovatelnost métfeni pro rizné hodnoty oxidacniho potencidlu E> na zlaté

mikroelektrodé
Oxidacni potencial E; Vyska piku = L1, RSD
[VI [nA] [Vo]
+0,8 V 0,759 £ 0,273 30,57
+1V 1,4621 £0,212 12,28

+1,1V 1,863 £ 0,234 10,64
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Obr. 4.7 Zavislost vySky piku I, na jeho potadi np pfi dil¢ich zmé&néach redukéniho
potencidlu (E3). Zmény jeho hodnot uvedeny v legendé vedle grafu. Hodnota
detek¢éniho potencialu (E;) +0,3 V a oxidac¢niho potencialu (£2) +1 V. Méfeno na zlaté

mikroelektrodé.

Tab. 4.6 Opakovatelnost méfeni pro rizné hodnoty redukéniho potencidlu E3 na zlaté

mikroelektrodé
Redukéni potencial E3 Vyska piku £ L2 RSD
VI [nA] [Yo]
ov 1,4621 £ 0,212 12,28
+0,05 V 1,617 £ 0,331 17,38

+0,1 V 2,484 £ 0,330 11,26
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4.3 Modifikace potenciali Q-PAD

Metodou Q-PAD v kombinaci s FIA byla prométena zavislost vysky piku na jeho
poradi nastfiku v kazdém novém zapocatém méfeni, tj. zméné kombinace vkladanych
potencialovych pulzii obdobné, jako bylo provedeno v pododdile 4.2 s tfipotencialovou
PAD. Byl pouzit zasobni roztok glukézy o koncentraci 1:102 mol dm™ a nosny proud
tvotil boratovy pufr s pH = 10. Kazdd zména potencidlovych pulzi byla promérfena
minimalné péti nastiiky zasobniho roztoku glukozy. Potencialy Cistici (£>) a aktivacni
(E3) zustaly pfes vSechny zmény detekéniho (E£;) a redukéniho (E4) potencialu
konstantni. Méfeni bylo provedeno s konvenéni zlatou pracovni elektrodou a poté se

zlatou pracovni mikroelektrodou.

4.3.1 Konvencni zlata elektroda

Vysky pikli prométené detekénimi potencidly +0,2 V, +0,3 Vi +0,4 V jsou v ramci
peti nastiik stabilni, jak je vidét na obr. 4.8 A, s relativni smérodatnou odchylkou
mensi nez 10 % (viz tab. 4.9). Vlozenim detekéniho potencidlu +0,45 V se s kazdym

dal$im nastfikem vyska piku viditelné méni a vytvaii skoky.

Pti zméné redukcéniho potencialu, obr. 4.8 B, se rozdily v jednotlivych prubézich
projevi vice, kdy za pouzitelny pro dal§i méfeni lze povazovat pouze 0 V, také
vzhledem k tomu, Ze nepodléhd Z4dnému trendu. Piky ziskané pii zbylych tfech
prométenych redukcnich potencidlech, jejichz RSD zna¢né ptresahuji 15 %, nelze

povazovat za stabilni.
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Obr. 4.8 Zavislost vysky piku I, na jeho potadi np, pfi dil¢ich zménach detekéniho
potencidlu (E;) — obr. 48 A, a pii dil¢ich zménich redukéniho potencidlu
(E4) - obr. 4.8 B. Zmény jejich hodnot uvedeny v legend¢ vedle grafu. Hodnota Cisticiho

potencialu (E2) —2 V a aktivacniho potencidlu (£3) +0,6. Méfeno na zlaté elektrod¢.
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Tab. 4.9 Opakovatelnost méteni pro rtzné hodnoty detekéniho potencidlu E; na

konvencéni zlaté elektrodé

Detekéni potencial E; Vyska piku = L1, RSD
V] [MA] [%]

+0,2 V 0,801 + 0,046 7,89

+0,3V 0,641 + 0,040 4,80

+0,4V 0,839 + 0,052 5,30
+0,45V 0,372 + 0,094 18,48

Tab 4.10 Opakovatelnost méfeni pro rizné hodnoty redukéniho potencidlu E; na

konvenéni zlaté elektrodé

Redukéni potencial Ey4 Vyska piku £ Li.2 RSD
VI [mA] [o]

-0,05V 1,305+ 0,315 18,77

ov 0,641 + 0,040 4,80

+0,05 V 0,787 £ 0,294 27,21

+0,1'V 0,701 £ 0,272 30,20

4.3.2 Zlata mikroelektroda

Me¢fteni obdobna provedenym v pododdile 4.3.1 na konvencni zlaté elektrodé byla
zopakovana na mikroelektrodé. Podminky méfeni jsou totozné, stejné tak postup

obménovani jednotlivych pulzi.

Obr. 4.9 A ukazuje, Ze pro stabilni vysky pikit jsou vhodnéj$i volbou detekcni
potencidly vyS$si neZ niZ8i a potencial +0,45 V, pfi némz byly vysky pikd na konvenéni
zlaté elektrodé nejméné stabilni, je vramci péti nastiiki nejvhodnéjsi. Ackoliv
vloZzenim detekéniho potencialu +0,4 V vykazuji piky relativni smérodatnou odchylku
pomérné vysokou, 12,47 % (viz tab. 4.11), z jejich priabchu neni patrny zadny trend.
Potencial +0,3 V, ktery mél na konvencni elektrodé ze vSech proméfenych potenciali

nejstabilnéjsi odezvu, je na mikroelektrod¢ stabilni nejméné.
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Vzhledem ke klesajicim prabéhiim na obr. 4.9 B, Ze pii zménach redukcniho
potencialu je patrné, ze detekéni potencial +0,3 V neni vhodny v kombinaci s ani
jednim proméfenym redukénim potencidlem, a proto bude nutné proméfit je v ramci

testovani stability s jinym detekénim potencialem.
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Obr. 4.9 Zavislost vysky piku 7, na jeho potadi np pfi dil¢ich zménéach detekéniho
potencialu (E;) — obr. 49 A, a pii dil¢ich zménach redukéniho potencialu
(E4) - obr. 4.9 B. Zmény jejich hodnot uvedeny v legend¢ vedle grafu. Hodnota Cisticiho

potencialu (£>2) —2 V a aktiva¢niho potencidlu (£3) +0,6. Méfeno na mikroelektrod¢.
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Tab 4.11 Opakovatelnost méteni pro rtizné hodnoty redukcniho potencidlu E£; na zlaté

mikroelektrodé
Detekéni potencial E; Vyska piku £ L2 RSD
V] [nA] [%o]
+0,25 V 5,655+ 1,066 20,46
+0,3V 11,044 £2,978 22,86
+0,4 V 3,056 + 0,449 12,47
+0,45V 2,558 + 0,098 3,20

Tab 4.12 Opakovatelnost méteni pro rtizné hodnoty redukcniho potencidlu £s na zlaté

mikroelektrodé
Reduk¢éni potencial Ey Vyska piku = L1, RSD
[VI [nA] [Yo]
-0,05V 8,100 + 3,818 39,96
ov 11,044 £ 2,978 22,86
+0,05 V 2,984 + 0,407 11,56
+0,1V 7,144 £+ 3,782 44,89

4.4 Stabilita vySek piku v Case

Z pribéhii predvedenych v pododdile 4.2 a 4.3 byly vybrany takové kombinace
potencidlovych pulzl, které se, s pfihlédnutim na jejich prib&h v ramci péti nastiikd
ado tabulek svySkami pikdi a relativnimi smérodatnymi odchylkami, jevily jako
stabilni, coz bylo dale otestovano patnacti po sob¢ jdoucim nasttiky. Parametry pro obé
pracovni elektrody proméfené klasickou PAD a Q-PAD jsou uvedeny v piehlednych
tabulkach 4.13 a 4.14.

Na obr. 4.10 jsou zobrazeny ampérogramy nameétfené na konvenéni zlaté elektrodé
s parametry vkladanych pulzii uvedenymi v tab. 4.13 a 4.14. I pfes to, Ze vysky pika
v celém pribehu viditeln€ kolisaji, coz dokazuji také relativni smérodatné odchylky
z tab. 4.15 spoctené pro obé metody a oba koncentrované roztoky glukézy, nepodléhaji
zddnému trendu. Takto zvolend kombinace potencidlovych pulzii tedy vede
k obnovovani a relativné ucinné reaktivaci elektrodového povrchu, ktery je béhem

meéfeni pasivovan (mezi)produkty oxidace glukozy ve studovaném roztoku. Obr. 4.11
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zobrazuje tyz ampérogram stim rozdilem, ze byl proméfen na mikroelektrodé
a s odliSnymi vkladanymi potencialy, které jsou opét uvedeny v tab. 4.13 a 4.14. Pti
koncentraci glukézy 1-10* mol dm?, jeZ zobrazuje prava polovina obrazku (B) je $um
zakladni linie daleko vice patrny nez na konvencni elektrod€, zejména pak pii Q-PAD
(spodni obrazek) a projevuje se téz znacné kolisani vysek pikl, coz opét dokazuji
relativni smérodatné odchylky uvedené v tab. 4.16. Naopak pii vy$$i koncentraci
glukoézy v roztoku se vysky pikl na mikroelektrodé témét vyrovnavaji.

Parametry ztab. 4.13 a 4.14, kterymi byly proméfeny ampérogramy na obr. 4.10
a 4.11 byly vyhodnoceny jako ty, pii jejichz vkladani na pracovni elektrodu je proudova
odezva z oxidace glukoézy ve studovaném roztoku stabilni a dochazi pifi nich
k obnovovani a reaktivaci elektrodového povrchu. Bylo tak uvazovano na zakladé¢ toho,
ze vysky jednotlivych po sobé jdoucich pikii nevykazuji postupné sniZzovani, které by

poukazovalo na zmenSovani aktivniho povrchu elektrody v disledku jeji pasivace.

Tab 4.13 Parametry vybranych pulzi pro klasickou PAD

E; E; E; t t2 13

[VI [V] [V] [ms] [ms] [ms]
Konvenéni elektroda +0,4 0 +1 400 200 400
Mikroelektroda +0,4 0 +1 400 200 400

Tab 4.14 Parametry vybranych pulzii pro Q-PAD

E; E; E; Ey4 t t 13 7
[V] [Vl [V] [Vl  [ms] [ms] [ms] [ms]

Konvencéni
+0,2 -2 +0,6 0 400 20 10 70
elektroda

Mikroelektroda +0,4 -2 +0,6 0 400 20 10 70
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Obr. 4.10 Ampérogramy roztokli glukézy na konvencni zlaté elektrodé¢ ukazujici
stabilitu odezvy pfi vybranych potencidlovych pulzech. Klasickd PAD (horni obrazek)
a Q-PAD (spodni obrazek). Leva polovina grafii (A) g = 1-10”° mol dm?, prava (B)

Colu = 1 <107 mol dm™.

Tab. 4.15 Relativni smérodatné odchylky pro série pikli rizné koncentrovanych roztokt

gluk6zy na konvencni zlaté elektrod¢. Vychazi z ampérogramu na obr. 4.10

RSD [%]

Cgin [mol dm™] PAD Q-PAD
1-10° 8,71 17,18
1-10* 14,65 24,54
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Obr. 4.11 Ampérogramy roztokid glukdzy na mikroelektrodé ukazujici stabilitu odezvy
pii vybranych potencidlovych pulzech. Klasicka PAD (horni obrazek) a Q-PAD (spodni
obrazek). Levd polovina grafi (A) cau= 1:10° mol dm? pravd (B)

Colu = 1-10*mol dm>.

Tab. 4.15 Relativni smérodatné odchylky pro série piki riizn¢ koncentrovanych roztokt

glukdzy na zlaté mikroelektrod¢. Vychazi z ampérogramu na obr. 4.11

RSD [%]

Cgin [mol dm™] PAD Q-PAD
1-10° 6,20 5,92
1-10* 21,57 13,40
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4.5 Kalibraéni zavislost

Koncentra¢ni zavislost byla prométena pulzni ampérometrii v kombinaci s FIA pro
klasickou PAD a pro Q-PAD pro zvolené vhodné kombinace jednotlivych
potencialovych pulza, které byly predvedeny v pododdile 4.4.

451 Konvencéni zlata elektroda

Kalibracni zavislost pro klasickou PAD byla na konven¢ni zlaté elektrod¢ prométena
s detek¢nim potencialem (£;) +0,4 V s délkou vkladani 400 ms, oxida¢nim potencialem
(E2) +1 V vkladanym po dobu 200 ms a redukénim potencidlem (E3) 0 V o délce
400 ms. Pro Q-PAD byly zvoleny hodnoty potenciali +0,2 V pro detekéni (£7) s délkou
vkladani 400 ms, —2 V pro ¢istici potencidl (£2) vkladany po dobu 20 ms, pro aktivaéni
potencial (£3) +0,6 V po dobu 10 ms a reduk¢ni potencial (£4) 0 V na dobu 70 ms.

V tabulce 4.16 jsou shrnuty parametry kalibra¢nich zavislosti pro obé pulzni metody
na konvencni zlaté elektrodé. Smérnice kalibraéni piimky, respektive jeji velikost, je
jedno z kritérii pro porovnani citlivosti metody. Cim vétsi je jeji hodnota, tim vétsi Ghel
primka svira s kladnou poloosou x a tim strméjsi je kalibracéni pfimka a velkd zména
odezvy je disledkem pouze malé zmény koncentrace. Smérnice kalibra¢ni zavislosti
promé&fené Q-PAD je vétsi nez u klasické PAD, proto je pro konvencni zlatou elektrodu
citliveéjsi.

Hodnota korelaéniho koeficientu R rovna 0,974 pro PAD, ani 0,973 pro Q-PAD
nejsou zcela vyhovujici, coz je také patrné z obr. 4.12, kde ne vSechny body zavislosti
lezi v tésné blizkosti proloZené piimky.

Piesnost obou proméfenych kalibracnich zavislosti lze vyhodnotit z chybovych
usecek kolem jednotlivych kalibracnich bodl. K nejvétSim odchylkdm dochézelo pii
vysSich koncentracich glukozy ve studovaném roztoku. Pro Q-PAD je nejvétsi rozptyl
pfi koncentraci glukézy 1:102 mol dm™ a pro PAD pti 7,5-10° mol dm?. Pii nizsich
koncentracich glukézy nejsou chybové usecky téméert viditelné.

Meze detekce a meze stanovitelnosti uvedené v tab. 4.17 jsou pro Q-PAD znatelné
niz§i nez pro PAD, coz je vsouladu svyssi citlivosti metody na dané pracovni

elektrodé.



57

Na obr. 4.13 a 4.14 jsou ukdzany ampérogramy, kde vysky jednotlivych pikt,
konkrétné¢ mediany, byly pouzity pro sestrojeni kalibracnich zévislosti. PferuSované
svislé cary odd€luji koncentracni zmény glukézy v roztoku. Pro lepsi orientaci
a Citelnost pikd i v nizSich koncentracich gluk6zy nejsou ampérogramy vyneseny v celé
koncentracni zavislosti, ktera by odpovidala té kalibracni z obr. 4.12 a je vynesena
pouze jeji cast. Nicméné koncentracni rozmezi odpovida pouzitému na vnitinim
obrazku. Pro ampérogram klasické PAD (obr. 4.13) je toto rozmezi od koncentrace

glukozy 1-107 do 1-10 mol dm™ a pro Q-PAD (obr. 4.14) od 5-102 do 110 mol dm™
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Obr. 4.12 Kalibracni zavislosti glukézy klasické PAD (4.11 A) a Q-PAD (4.11 B) na
konvencni zlaté elektrodé. Vyjadieno zavislosti medidnu vySek pikti zméfenych pii
potencidlech a periodach uvedenych vysSe, na koncentraci glukozy v roztoku pro

1-10%2 mol dm™ az 1-10 mol dm.
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Tab 4.16 Parametry kalibracnich zavislosti pro konven¢ni zlatou elektrodu

Koncentraéni

Smeérnice Usek
rozmezi R
[mA mol! dm?) [A]
[mol dm]
PAD 1-10%az 1-10° 0,561 2,75-10°8 0,947
Q-PAD 1-102%az 1-107 0,843 2.48-10°% 0,973

Tab 4.17 Limity detekce a kvantifikace pro konvencni zlatou elektrodu. Vypocteny dle
vztahti 3.1 a 3.2 (viz pododdil 3.4)

LOD LOQ
[mol dm] [mol dm]
PAD 8,02-107 2,67-10%
Q-PAD 1,78-107 5,93-107
1 ,2 | 0,75 5
g 0,45 { -
8
1 -1 0,30
0 g | .
- 0,15+ - '
<§_ 0,00 4 ‘F ]
= 08- : T N
c,, (mmol dm 3)5
06+
W\ ILKLLE
0,4
t(s)

Obr. 4.13 Ampérogram FIA-PAD na konvencni zlaté elektrod¢ s koncentracnim
rozmezim glukézy od 1-107 do 1-10° mol dm™. Uvniti k nému piislugnd kalibra¢ni

zavislost s odpovidajicim koncentra¢nim rozsahem.
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Obr. 4.14 Ampérogram FIA s Q-PAD na konvencni zlaté elektrod¢ s koncentraénim
rozmezim glukézy od 5-102 do 1-10° mol dm™. Uvnitf k nému piislugna kalibraéni

zavislost s odpovidajicim koncentraénim rozsahem.

4.5.2 Zlata mikroelektroda

Na zlaté pracovni mikroelektrodé byla kalibra¢ni zavislost klasickou PAD proméfena
s nasledujicimi potencidly. Pro detekéni potencidl (E;) +0,4 V s délkou vkladani
400 ms, oxidaéni potencial (E2) +1 V vkladany po dobu 200 ms a redukéni potenciél
(E£3) 0 V o délce 400 ms.

Pro Q-PAD byly zvoleny potencidly +0,4 V pro detekéni (E£7) s délkou vkladani
400 ms, -2 V pro cistici potencidl (£2) vkladany po dobu 20 ms, pro aktiva¢ni potencial
(£3) +0,6 V po dobu 10 ms a reduk¢éni potencial (£4) 0 V na dobu 70 ms.

Citlivost obou pulznich metod je hodnocena dle smérnice kalibraéni pfimky, kterou
lze s dalSimi parametry kalibra¢nich zavislosti vycist z tab. 4.18. Hodnota smérnice je
vétsi pro klasickou PAD a je-li brano v potaz odlisné fadové rozmezi prochazejicich
proudli obéma elektrodami, tak rozdil mezi hodnotami smérnic PAD a Q-PAD je pro

ob¢ elektrody podobny. Oproti konvencni zlaté elektrod€, pro mikroelektrodu je
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citlivéjsi metoda PAD, ¢emuz nasvédCuji vyss$i hodnoty proudové odezvy oproti
odezvam metodou Q-PAD a strm¢jsi kalibra¢ni ptimka (obr. 4.15).

Poloha jednotlivych bodl kalibracnich zavislosti se od prolozené piimky viditelné
méné odchyluji, nez tomu bylo u zlaté konvencni elektrody a také presnosti vyjadiené
chybovymi useCkami vychézejicimi z bodl bylo dosazeno vétsi. Korelacni koeficient R
se blizi jedné, zejména hodnota 0,993 u PAD coz znaci piiblizeni se linearité zavislosti.

Meze detekce a meze kvantifikace uvedené v tab. 4.19 naopak nespliiuji ocekéavani,

dle kterych by mély byt znané niz$i nez meze, které byly ziskany na konvencni zlaté

vysokym Sumem zékladni linie neimémym vyskam pik, coz bylo komplikaci méfeni
na mikroelektrod¢.

Obrazky 4.16 a 4.17 zobrazuji ampérogramy obdobné ukazanym v pododdile 4.5.1
obr. 4.13 a 4.14., tentokrat ziskané na mikroelektrod¢é. Vnitini obrazek totozny

s odpovidajici kalibra¢ni zavislosti z obr. 4.15 a neni zde vyobrazena pouze jeji ¢ast.
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Obr. 4.15 Kalibra¢ni zavislosti glukdzy prométené klasickou PAD (4.12 A) a Q-PAD
(4.12 B) na mikroelektrodé. Vyjadieno zavislosti medianu vysek pikdi zmétenych pfii
potencidlech a periodach uvedenych vysSe, na koncentraci glukozy v roztoku pro

1-102 mol dm™ az 1-10 mol dm.
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Tab 4.18 Parametry kalibrac¢nich zavislosti pro zlatou mikroelektrodu

Koncentraéni rozmezi Smérnice Usek
[mol dm] [MA mol! dm?] [nA] R
PAD 1-10%az 1-10* 1,96 0,143 0,993
Q-PAD 1:102% az 1-10* 1,66 0,0640 0,985

Tab 4.19 Limity detekce a kvantifikace pro zlatou mikroelektrodu. Vypocteny dle
vztahti 3.1 a 3.2 (viz pododdil 3.4)

LOD LOQ
[mol dm™] [mol dm|
PAD 2,30-10* 7,66-10*
Q-PAD 2,71-10* 9,03-10*
30
20 .
= ?
% 10 i *
20 4 E
< ol
= 15 R —
D 3 c:gm(rr;mol dﬁﬂ) I ‘ ‘
10 +
5 - L \
0

t(s)

Obr. 4.16 Ampérogram ziskany kombinaci FIA-PAD na zlaté mikroelektrode
s koncentraénim rozmezim glukézy od 1-102 do 1-10* mol dm™ a uvniti obrazku

k nému pfislusnd kalibracni zavislost s totoznym koncentraénim rozmezim.
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Obr. 4.17 Ampérogram ziskany kombinaci FIA s Q-PAD na zlaté mikroelektrodé
s koncentraénim rozmezim glukézy od 1-102 do 1-10* mol dm?. Uvnité obrazku

k nému pfislusna kalibracni zavislost s totoznym koncentracnim rozmezim.
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5 Zaveér

V této bakalatrské praci byl predveden vliv zmény hodnot potenciali jednotlivych
pulz pfi stanoveni glukdzy pulzni ampérometrickou detekei se tiemi a se Ctyfmi pulzy
v kombinaci s pratokovou injekéni analyzou.

Proméfenim  cyklickych  voltamogramt  roztoku  gluk6ézy s koncentraci
1-102 mol dm™ byl ziskan odhad hodnot potencialéi dil¢ich pulzil. Znatelny pik, ktery
byl piifazen naristu elektrického proudu v disledku oxidace glukézy byl patrny pouze
na mikroelektrodg, ve vsadkovém uspoiadani s rychlosti mé&feni 1 V s v kombinaci
s koncentraci glukozy v roztoku 1-102 mol dm™. To byl jeden z dfivodu, pro¢ byla takto
vysoka koncentrace zvolena pro optimalizaci pulznich programid. Druhym divodem
této volby byl vysoky Sum v porovnani s vySkami pikd, ktery zejména u mikroelektrody
komplikoval méfeni s niz§imi koncentracemi glukoézy v roztoku pufru.

Na pocatku optimalizace pulznich programii byl vzdy proméfen roztok glukozy
minimalné péti nastiiky s nastavenymi hodnotami jednotlivych pulzii vychazejicich
z promé&fenych voltamogramil. Vybrany potencidlovy program byl otestovan patnacti po
sobé jdoucimi nasttiky, béhem kterych by vyska pikid neméla s asem znatelné klesat.
Pro tento pulzni program byla proméiena vyska pikd roztokd glukdzy s rozmezim
koncentraci od 1-102% do 1-10* mol dm™ na zlaté mikroelektrodé a od 1-10 do
1-10° mol dm™ na konvenéni zlaté elektrodé a byla sestrojena kalibraéni zavislost. Pro
konvenéni zlatou elektrodu byly potencidlové pulzy za téchto podminek za optimalni
zvoleny +0,4 V pro detekéni potencial (E;) s délkou vkladani 400 ms, oxidaénim
potenciadlem (E>) +1 V vkladanym po dobu 200 ms a redukénim potencidlem (E3)
0 V o délce 400 ms. Pro zlatou mikroelektrodu byly zvoleny stejné optimalni podminky
a parametry.

Postup proméfovani jednotlivych kombinaci potencidlovych pulzii metodou Q-PAD
byl obdobny, jako pii klasické PAD s tim rozdilem, Ze hodnoty Cisticiho a aktivac¢niho
potencialu zistaly stidle na stejnych hodnotach a jejich optimalizace tedy provedena
nebyla. Vhodnost vybranych potencidlovych kombinaci byla pak otestovana patnacti po
sobé jdoucimi nasttiky, zda vysky pikd znateln¢ neklesaji, coz by poukazovalo na
nedostatecné Cisténi elektrody od naadsorbovanych (mezi)produkt oxidace. Pro zlatou

pracovni elektrodu byly zvoleny optimalni hodnoty potenciali +0,2 V pro detekéni (E7)
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s délkou vkladani 400 ms, —2 V pro Cistici potencial (£2) vkladany po dobu 20 ms, pro
aktivacni potencial (£3) +0,6 V po dobu 10 ms a reduk¢ni potencial (£4) 0 V na dobu
70 ms. Parametry pro zlatou pracovni mikroelektrodu se od ni 1i§i pouze v hodnoté
detek¢niho potencidlu (E;), kterd ¢ini +0,4 V. Také pro tyto pulzni programy byla
promé&iena koncentracni zéavislost a byla sestrojena kalibra¢ni pfimka pro totozné
koncentracni rozmezi, které bylo proméieno klasickou PAD. Pro konvencni zlatou
elektrodu byla citlivéjsi metoda Q-PAD s vétsi ¢iselnou hodnotou smérnice, naopak pro
mikroelektrodu byla za citlivéjsi vyhodnocena klasicka tfipotencidlova PAD. Dosazené

limity detekce a kvantifikace pro obé elektrody jsou uveden v tabulce 5.1:

Tab. 5.1 Limity detekce a kvantifikace pro konvencni elektrodu a mikroelektrodu

LOD LOQ
[mol dm™] [mol dm™]
PAD 8,02:107 2,67-10*
Zlata elektroda
Q-PAD 1,78-10° 5,93-107
PAD 2,30-10* 7,66-10*
Mikroelektroda
Q-PAD 2,71-10* 9,03-10*

Komplikaci pfi méfeni s mikroelektrodou byl pomérmné vysoky Sum, ve kterém se
proudovy signdl oxidace glukdzy, oproti zlaté elektrodé, ztracel pii vyssi koncentraci
glukézy ve studovaném roztoku. I pfes to, ze v absolutni hodnoté byl Sum na
mikroelektrodé¢ mensi, pomér signal/Sum byl v porovnani s konvenéni zlatou elektrodou
také mensi. Bylo vyzkouseno jesté¢ dodatecné uzemnéni samotného detektoru a umisténi
Casti aparatury do Faradayovy klece, nicméné nebylo dosaZeno lepSich vysledki.
Z tohoto divodu jsou hodnoty LOD a LOQ pro zlatou mikroelektrodu vyssi, a tedy
horS$i nez pro konvenéni zlatou elektrodu. Nelze zcela jasné urcit, zda hlavnim
problémem byl vysoky Sum na mikroelektrodé ¢i pfiliS nizké proudové odezvy,
nicméné na vysledek tato skutecnost nema velky vliv.

Zavérem lze fici, ze zmeénou hodnot jednotlivych potencidlovych pulzii je moznost
stabilitu odezvy v zésadé¢ jednoduSe regulovat, respektive ovliviiovat ucinnost
potenciostatického ¢iSténi a reaktivaci elektrodového povrchu. Upfednostnit zlatou

mikroelektrodu pfed konvencni elektrodou se konkrétné v tomto typu stanoveni nejevilo
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jako znac¢na vyhoda, naopak pouzitim konvencni zlaté elektrody bylo dosazeno nizSich

hodnot limitu detekce a limitu kvantifikace pro obé metody.
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