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Stanoveni vanilinu na uhlikové pastové elektrod¢.

Tato prace se zabyva stanovenim vanilinu metodou pratokové injekéni
analyzy (FIA) s elektrochemickou detekci na uhlikové pastové elektrodé
(CPE) a spektrofotometrickou detekei.

Byly nalezeny optimalni podminky pro stanoveni vanilinu pomoci FIA.
Za optimalnich podminek byly proméfeny kalibra¢ni zavislosti

v koncentraénim rozmezi 1-10* mol-I"* az 210" mol-I™*. Kalibra¢ni
zavislosti byly vyhodnoceny metodou linearni regrese. Meze detekce
byly vypocteny z kalibra¢nich kiivek. Pti stanoveni vanilinu metodou
FIA s elektrochemickou detekci na CPE bylo dosaZeno srovnatelnych
vysledk jako pfi stanoveni s detekci spektrofotometrickou. Meze
detekce byly shodné 1,7-107 mol-1™.

vanilin, uhlikova pastova elektroda, pratokova injek¢ni analyza,

elektrochemicka detekce, spektrofotometricka detekce

Determination of vanillin using carbon paste electrode.

The aim of this work is the determination of vanillin by flow injection
analysis (FIA) with electrochemical detection using carbon paste
electrode (CPE) and spectrophotometric detection.

Optimal conditions for determination of vanillin by the FIA were found.
Under optimal conditions calibration dependences were measured in the
concentraction range from 1-10* mol-1™* to 2:107 mol-I"*. The calibration
dependences were evaluated using linear regression method. Comparable
results were achieved for the determination of vanillin by FIA with
electrochemical detection using CPE and for the determination of vanillin
by FIA with spectrophotometric detection. Limits of detection were
identical 1.7-10” mol-1™.

vanillin, carbon paste electrode, flow injection analysis, electrochemical

detection, spectrophotometric detection
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1 TEORETICKA CAST

1.1  Cil prace

Predkladana bakalatska prace se zabyva studiem stanoveni vanilinu metodou
pritokové injek¢ni analyzy (FIA) na uhlikové pastové elektrodé (CPE).

Cilem této prace bylo prozkoumani, nalezeni a nasledné vyuziti optimalnich
podminek pro stanoveni studované latky metodou prutokové injekéni analyzy
s elektrochemickou detekci na uhlikové pastové elektrodé a spektrofotometrickou

detekci, porovnani obou detekci a stanoveni mezi detekce.

1.2 Vanilin a jeho vilastnosti

Vanilin je hlavni fenolovou soucasti (1-3%) extraktu vanilky pravé, tropické
popinavé orchideje péstované ptivodné v Mexikul, Vv soucasné dobé¢ i v oblastech
Madagaskaru, Tahiti a Indonézie’. Kromé vanilinu obsahuje vanilka prava také velka
mnozstvi dalSich organickych slozek, jmenovité p-hydroxybenzaldehyd,
p-hydroxybenzoovou kyselinu a vanilinovou kyselinus.

Vanilin je jednou z 250 slouéenin obsazenych ve vanilkovém extraktu. Ten se
ziskava ethanolovou extrakci vanilkovych luski. Zelené vanilkové lusky se susi
za vysoce prisnych teplotnich a vlhkostnich podminek tak, aby byl ziskan nejen vanilin,
ale také dalsi senzoricky aktivni latky z glykosidickych prekurzorﬁ4.

V piirod¢ se vanilin nachazi ve stopovém mnozstvi v mnoha rostlinach,
napt. V bramborach, narcisech a hyacintech. Je obsazen také v esencidlnich olejich, a to
ze skoftice, hiebicku nebo muskatového kvétu. Velké mnozstvi vanilinu bylo nalezeno
ve vSech rostlinach rodu Vanilla, kterych existuje pies 130 druhd, av§ak pouze dva
Z nich, vanilka pravé a vanilka tahitska, jsou povoleny pro pouziti v potravinaiském
prﬁmyslus.

Vanilin poprvé izoloval v roce 1858 Nicolas Theodore Gobley, ktery odpafil
vanilkovy extrakt do sucha a ptekrystalizoval jej ve vanilin. V roce 1874 ho poprvé
syntetizoval Ferdinand Tiemann a Wilhelm Haarmann z koniferinu nalezeného

ve tkanich borovic. V roce 1876 byl vanilin syntetizovan z guajakolu, o coz se zaslouzil



Karl Ludwig Reimer. Na konci devatenactého stoleti byla syntéza vanilinu dosaZzena
také hydrolyzou eugenolu, hlavni slozky hiebic¢kového oleje4.

Vanilin je Siroce pouzivany v potravinach, napojich, kosmetice a lécich.
Koncentrace pouzivana v potravinach a napojich je velmi $iroka, a to 0,3 az 33 mM°.

Kromé¢ dulezité chutové funkce je vanilin cenén i pro své antioxidacni,
antimikrobialni a protizanétlivé ucinky. Je povazovan také za afrodiziakum, v mediciné
se pouzivé pro zklidnéni zaludku”.

Mezi metody pouzivané pro stanoveni vanilinu patfi vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) s UV detekei’®
nebo s detekei fotodiodovym polemg. Déle pak plynova chromatografie ve spojeni
s hmotnostni detekei (Gas Chromatography-Mass Spectrometry, GC-MS)™ ¢&i kapilarni
elektroforéza (Capillary Electrophoresis (CE)™.

1.2 Vanilin jako antioxidant

Béhem poslednich dvou desetileti byly antioxidacni vlastnosti vanilinu
studovany mnoha védci. V roce 1986 Otha et al. poprvé ukazal na antimutagenni G¢inek
vanilinu na mutageneze vyvolané 4-nitrochinolin-1-oxidem, furylfuramidem, kaptanem
nebo methylglyoxalem v Escherichia coli. Nasledné bylo zjisténo, Ze vanilin vyrazné
snizuje mutace vyvolané puisobenim ultrafialového svétla nebo rentgenového zéareni
v sav¢ich butikach in vitro a in vivo.

Dalsi prokazané tlumivé uc¢inky ma vanilin na mutace zptisobené mitomycinem
C a methylmethansulfonatem v somatickych buiikach octomilky obecné a v bunkach
kostni difen¢ mysi. Pfedpoklada se, ze antimutagenni vlastnosti vanilinu je dosazeno
ZlepSenim rekombinacénich oprav gent tim, ze odblokuje inhibici opravy genu. Vanilin
,»uklizi“ kyslikové radikéaly (Reactive Oxygen Species, ROS), ¢imZ omezi jejich vliv.
Vanilin méni jejich strukturu a tim také jejich funkci.

Obecné plati, ze ROS generované in vivo (hydroxylovy radikal, peroxidovy
radikal) jsou vysoce reaktivni a nestabilni. Zda se, Ze rozhodujici je rychlost likvidace
ROS, aby nestihly napadnout a poskodit biomolekuly. I kdyZ existuje mnoho riznych
zprav o antioxida¢nich u€incich na ROS a jiné radikaly, toto je S jistotou jedna z cest,

jak vanilin pisobi proti mutacim.



Na druhou stranu bylo velmi dobte zdokumentovéno, ze antioxida¢ni schopnost
vanilinu je velmi nizk4; vanilin nejmén¢ ucinkoval proti superoxida¢nimu aniontu v péti
testovanych fenolovych slouceninach a nemél témét zadny vliv na lipidovou peroxidaci.
Vanilin vykazoval jen malou nebo zadnou antioxida¢ni aktivitu v 1,1-difenyl-
pikrylhydrazylu, B-karotenu, ¢i pii oxidaci linolové kyseliny a cholesterolu.

Avsak vanilin dokazal inhibovat oxidaci bilkovin a lipidi, které byly vyvolany
fotosenzitivitou v mitochondriich krysich jater. Navic vanilin vystaveny hydroxylovym
radikalim a 2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazolin)-6-sulfonové kyseliné vykazoval
vychytavaci (scavenging) aktivitu na radikaly.

Rovnéz vSak bylo zjisténo, ze vanilin je Spatny antioxidant a samotny vanilinovy
radikal podporuje oxidaci glutathiolu, sulthydrylovych skupin ve vajecném bilku
a NADPH. Proto neexistuji jednozna¢né diikazy o tom, ze vanilin je skutec¢né dilezity

antioxidant®.

1.3  Uhlikova pastova elektroda

V roce 1958 R. N. Adams poprvé predstavil novy typ elektrody, uhlikovou
pastovou elektrodu (Carbon Paste Electrode, CPE). Stoji za povSimnuti, Ze objev
uhlikové pasty je tzce spojen s polarografii Prof. Heyrovského a jeho rtutovou
kapkovou elektrodou (Dropping Mercury Electrode, DME). N¢kolik let po predstaveni
uhlikové pasty jeji vynalezce ptipustil, Ze prvotnim zdmérem bylo vytvoreni uhlikové
kapkové elektrody. Senzor byl zkonstruovan podobné¢ jako u DME, tj. zZ nadrzky,
ve které byl uhlikovy prasek v tekutin€ piipojeny ke kapilaie, coz umoziovalo
pozorovat pravideln¢ se objevujici kapicky uhlikové elektrody.

R. N. Adams doufal, Ze toto nastaveni mize slouzit jako urcita analogie ke rtutové
kapkové elektrodé, kterd by byla vyuzitelnd k anodické oxidaci organickych sloucenin
tam, kde elektrody na rtutové bazi byly neaplikovatelné. Ackoliv praktické experimenty
s uhlikovou kapkovou elektrodou byly netspésné, vySe zminénd hustsi smes uhlikového
prasku a organické kapaliny se ukazala jako slibny elektrodovy material. Jeji
pouZitelnost byla zdliraziovana uz v pritkopnickych zdznamech, nasledny boom na poli
elektrochemickych senzori toto o&ekavani jenom potvrdil*?,

Uhlikova pastova elektroda je specialni druh heterogennich uhlikovych elektrod.

Sklada se z elektrodového teflonového pouzdra a uhlikové pasty uvniti dutého prostoru



elektrody (Obr. 1.1). Uhlikova pasta je tvoiena smési pripravené z uhlikového prasku
(napft. grafit, skelny uhlik a dalsi uhlikaté materidly) a vhodného kapalného pojiva
(pastovaci kapaliny). Kapalnym pojivem byva vétSinou inertni, elektrochemicky
inaktivni a malo t&kava latka, napk. silikonovy nebo parafinovy olej.*®

Uhlikova pastova elektroda je pfipravovana smisenim uhlikového prasku
s pastovaci kapalinou za vzniku uhlikové pasty, kterou se plni elektrodové pouzdro.
Optimalni pomér se obvykle voli v rozmezi 0,4-0,5 ml pastovaci kapalinya 1 g
uhlikového prasku. Grafitovy prasek lze velmi dobie smisit s kapalnym pojivem
V porcelanové tfeci misce, pficemz homogenizaci pasty je vhodné provést po n€kolika
etapach, kdy se pozvolna vznikajici hmota postupné seSkrabuje ze stén misky na jeji
dno, kde lze 1épe vyuzit energicky tlak a tfeni tloucku. Pasta je pak hotova v né¢kolika
minutach a mize se uskladnit nebo 1épe ihned pouzit k ptfipraveé elektrody. K ustéleni
chovani uhlikové pasty dochazi vétSinou az po urcité dobé, proto se doporucuje pastu
nechat 24 hodin ustat, aby pasta homogenizovala a vykazovala stabilni vlastnosti.
Protoze mtize dojit k pozvolnému vysychani pasty, neni vhodné nechéavat pastu delsi
dobu na vzduchu. V dusledku toho se doporuc¢uje uchovavat elektrodu ponofenou
koncovym otvorem v nadobé s destilovanou vodou' *°. Uhlikovou pastovou elektrodu
lze uchovavat az n¢kolik mésicti, pred kazdym méfenim je vSak nutné obnovit povrch
elektrody otfenim pasty napt. do vlhkého filtraéniho papirulG.

Uhlikové pastové elektrody maji pomérné Siroky potencialovy rozsah,
Vv kyselych roztocich ptiblizné -1,0 V az +1,5 V vs. SCE. V neutralnim prostiedi
-1,3V az +1,4 V, v alkalickych roztocich je rozsah v rozmezi -1,2 V az +1,2 \Val
Ackoliv nejsou prili§ vyuzivany v kombinaci s FIAY, maji uhlikové pastové elektrody
mnoho vyhod. Kromé Sirokého potencialového okna jsou cenény také pro nizké
hodnoty zbytkovych proudti a moznost chemickych nebo biologickych modifikaci
uhlikové pasty'®. CPEs jsou citlivé detektory (typické limity detekce jsou kolem
1.107 mol-I™)™®, maji velice snadnou regenerovatelnost pasivovaného povrchu
elektrody, jednoduchou robustni konstrukci?’ a nizkou cenu®'.

Nevyhodou uhlikovych past je, Ze nejsou ptili§ pouzitelné pro méteni
pii potencidlech niz§ich nez -0,5 V, vykazuji totiZ nezanedbatelny proud, ktery vznika
v diisledku redukce kysliku rozpusténého v past™.

CPEs mohou byt pouZivany pro analyzu 16¢iv a jejich rezidui*'. V organické

analyze jsou uhlikové pastové elektrody vyuZzivany hlavné pro pifimé stanoveni
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oxidovatelnych léc¢iv v riznych farmaceutickych vyrobcich nebo k pfimému stanoveni

n&kterych snadno oxidovatelnych fenold, aromatickych aminti nebo thioldt 7.

teflonova hlava

pist se zavitem

télo elektrodového pouzdra

duty prostor naplnény uhlikovou
pastou

koncovy otvor

Obr. 1.1
Pouzdro pro uhlikovou pastovou elektrodu.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Studovana latka

Vanilin®?’

OH

C.A.S. Name: 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde
C.A.S. Registry number: 121-33-5

SMILES: O=CC1=CC(0OC)=C(0O)C=C1

CsHsg03

M, = 151,15

t; = 80-81 °C

pKa, = 7,396

Fyzikalni stav: Bily prasek charakteristické viiné

12



2.2 Pouzité chemikalie

Studovanad latka: Vanilin, Cistota > 99 % (Sigma Aldrich, USA)

Z4sobni roztok o koncentraci 1-10° mol-I™ byl piipraven rozpusténim piesnd
odvazeného mnozstvi latky v methanolu (Merck, Némecko). Roztoky o nizsich
koncentracich byly pfipravovany pifesnym fedénim zasobniho roztoku smési
voda:methanol v poméru shodném se slozenim mobilni faze. Roztoky byly uchovavany

v temnu v chladnicce pfi konstantni teploté 5 °C.

Tlumivy roztok:

Brittoniv-Robinsoniv pufr byl pfipraven smisenim vodného roztoku hydroxidu
sodného (Lach-Ner, CR) o koncentraci 2:10™ molI™ s vodnym roztokem obsahujicim
kyselinu boritou (Lachema, CR), octovou (99,8%, Lach-Ner, CR) a kyselinu
fosfore¢nou (84-87%, Lach-Ner, CR), viechny o koncentraci 4-10% mol-I"*. Pfesna
hodnota pH byla méfena pH metrem (Jenway, UK).

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

Priprava CPE:
Uhlikova pasta byla piipravena smisenim 250 mg uhlikovych mikrokuli¢ek
0 pruméru 0,4 — 12 um (Alfa Aesar, USA) a 90 ul minerdlniho oleje (Fluka

Biochemika, Svycarsko).

2.3  Pouzita aparatura

Pumpa: vysokotlaka pumpa Beta 10 (Ecom, CR)

Ddvkova¢: 1L.CI 30 (Laboratorni piistroje, Praha, CR), nastiik provadén injekéni
stitkackou

Detektory: Spektrofotometricky UV/VIS detektor Sapphire 800 (Ecom, CR)
Amperometricky detektor ADLC 2 (Laboratorni ptistroje, Praha, CR)

Elektrody: Pracovni elektroda: uhlikova pastova elektroda tvotena teflonovym télem,
vytlaceni pasty umozioval nerezovy pist
Referentni elektroda: argentchloridova elektroda s 3 mol-I" KCI
(ETP CZ R 006-05, Monokrystaly, CR)
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Pomocna elektroda: platinova dratkova elektroda
Programové vybaveni: Clarity (Data Apex, CR), pracujici v prostiedi Windows XP
(Microsoft)

2.4  Dalsi pouzivana zarizeni

Spektrofotometr: Agilent 8453 Diode-Array Spectrophotometer (USA), méfeno
v kfemennych kyvetach o tloustce 1 mm
pH metr: digitalni métici pristroj Conductivity and pH metr 3510 (Jenway, UK)
S kombinovanou sklenénou elektrodou

Odstranéni vzduchu: ultrazvukova Cisticka PSO200A (Powersonic, USA)

2.5  Pracovni postupy

Stanovovan byl roztok vanilinu ve smési voda:methanol v poméru 1:1 (v/v).
UV detekce probihala pii vinové délce 230 nm.

Elektrochemicky detektor (ED) typu wall-jet (Obr. 2.1) byl zapojen sériové
za UV detektor a pracoval v tticlektrodovém zapojeni; pracovni elektrodou byla
uhlikova pastova elektroda, referentni elektrodou byla argentchloridova elektroda
s 3 mol-I" KCI a pomocnou elektrodou byla platinové dratkové elektroda. Pomocna,
referentni a pracovni elektroda, na kterou byl piiveden konec kapilary, byla ponotfena
V mobilni fazi.

Kalibracni zavislosti vanilinu byly prométeny v koncentracnim rozmezi
1-10* mol-I'* az 2-10”" mol-I"". VSechna m&feni byla provedena nejménd tiikrat. Ziskané
zéavislosti byly zpracovany metodou linearni regrese. Mez detekce byla vypocitana
Z rovnice regrese jako mnozstvi analytu poskytujici signal, jehoz vyska je rovna
trojnasobku absolutni hodnoty Sumu.

Vsechna méteni probihala za laboratorni teploty 1 tlaku.
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pracovni elektroda

referentni elektroda ——— ! !

- —

pomocna elektroda

~\\\~-—_—"/z
vystup (odpad)
& "
y// \\*

vstup

Obr. 2.1
Detektor typu wall- jet.

2.6 Spektrofotometrické studium stalosti zasobniho

roztoku vanilinu

Stalost zasobniho roztoku vanilinu o koncentraci 1-10° mol-I* v methanolu byla
sledovana spektrofotometricky pfti tfech vinovych délkach (230, 278 a 308 nm) v 1 mm
ktemennych kyvetach proti methanolu v rozmezi vinovych délek 200 — 700 nm po dobu
3 mésicti. Naméfené spektrum je uvedeno na Obr. 2.2.

Z hodnot uvedenych v Tab. 2.1 vyplyva, ze v prabchu sledované doby nedoslo
k vyraznému poklesu koncentrace vanilinu. Roztok je tedy pii uchovani ve tmé

Vv chladnice pfi konstantni teploté 5 °C nejméné 3 mésice staly.
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Tab. 2.1
Stalost zasobniho roztoku 1-10° mol-I"t vanilinu v methanolu.

A=230nm A=278 nm A=308 nm
t (dny)
A (AU) % A (AU) % A (AU) %
0 1,601 100,0 1,157 100,0 1,080 100,0
1 1,599 99,9 1,152 99,6 1,078 99,8
3 1,597 99,8 1,150 99,4 1,075 99,5
10 1,603 100,1 1,159 100,2 1,081 100,1
24 1,593 99,5 1,153 99,7 1,077 99,7
59 1,592 99,4 1,150 99,4 1,071 99,2
87 1,594 99,6 1,148 99,2 1,075 99,5
1,9
A, AU
1,4 t
0,9 t
0,4 t
0,1
200 260 320 380 A nm 240
Obr. 2.2

UV-VIS spektrum 1-:10” mol-I"* vanilinu v methanolu.
Méieno v kifemenné kyveté o tloust’ce 1 mm proti methanolu.
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Optimalizace detekce

Pro optimalizaci stanoveni vanilinu metodou FIA je dalezité nalezeni podminek,
pti kterych je pik nejvyssi a nejlépe vyhodnotitelny. Optimalizovan byl davkovany
objem studované latky, potencial pracovni elektrody, pH vodné slozky mobilni faze

a prutokova rychlost.

3.1.1 Vliv davkovaného objemu studované latky

Byla prométena zavislost vysky, resp. plochy piku na davkovaném objemu
s vyuzitim spektrofotometrické detekce. Proméieny byly hodnoty objemtli v rozmezi
5 a7 1000 pl. Pritokova rychlost byla 1 ml.min™, mobilni fzi byl Brittontv-
Robinsontv pufr o pH 8 s methanolem v poméru 1:1 (v/v).

Ziskané zavislosti vySky pikd, resp. plochy piki na davkovaném objemu jsou
znazornény na Obr. 3.1, resp. Obr. 3.2. Zaznam FIA pro rizné davkované objemy je
na Obr. 3.3.

Jako optimalni davkovany objem pro stanoveni vanilinu s ohledem na velikost

piku a spotiebu stanovované latky byl zvolen objem 100 pl.
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Obr. 3.1

Ap,

Zavislost vysek pika (hp) na davkovaném objemu.

1100

Spektrofotometricka detekce (A=230 nm), davkovan roztok vanilinu v methanolu
o koncentraci 1-10” mol-I'*, mobilni faze BR pufr o pH 8 s MeOH 1:1 (V/v),

pritokova rychlost 1 ml-min™,

60000

mAU-s

45000

30000 |

15000 |

0 -

-100 200 500 800

Obr. 3.2
Zavislost ploch pikt (Ap) na davkovaném objemu.

V, Ml

1100

Spektrofotometricka detekce (A=230 nm), davkovan roztok vanilinu v methanolu

o koncentraci 1:10™ mol-I", mobilni faze BR o pH 8 s MeOH 1:1 (v/v),
prittokova rychlost 1 ml-min™,
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Obr. 3.3
Zaznam FIA se spektrofotometrickou detekci (A=230 nm) pro rizné davkované
objemy.

Davkovano 5, 10, 20, 100, 200, 300, 500 a 1000 ul roztoku vanilinu v methanolu
o koncentraci 1-10™ mol-1™*, mobilni faze BR o pH 8 s MeOH 1:1 (v/v),
pritokova rychlost 1 ml-min™,

3.1.2  Vliv potencialu pracovni elektrody

Vliv potencialu pracovni elektrody byl vyhodnocen z vysek a ploch pikd.
Meéieni bylo provedeno pro pH vodné slozky mobilni faze 2, 4, 6, 8, 10 a 12. Proméfeny
byly hodnoty potencialu pracovni elektrody v rozmezi +0,1 az +1,3 V. Davkovano bylo
100 pl roztoku vanilinu v methanolu o koncentraci 1-10™* mol-I"*, pritokova rychlost
byla 1 ml.min™.

Ziskané hydrodynamické voltamogramy jsou zndzornény na Obr. 3.4 pro vysky
pika a na Obr. 3.5 pro plochy pikd.

Jako optimalni potencidl pracovni elektrody byl zvolen potencial +1,1 V

v mobilni fazi BR pufr pH 6 s methanolem v poméru 1:1 (v/v).
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Obr. 3.4

Zavislost vysek pikt (Ip) na vlozeném potencialu pracovni elektrody.
Elektrochemicka detekce, davkovano 100 pl roztoku vanilinu v methanolu

o koncentraci 1-10™ mol-1™*, mobilni faze BR pufr (pH uvedeno v grafu) s MeOH
1:1 (v/v), pritokova rychlost 1 ml-min™.

60000
—8—pH=2
, NA's —= pH=4
—A&—pH=6
45000 | pH=8
—x—pH=10

—e pH=12

30000 r

15000 |

0,4 0,6 0,8 1 1,2 Eprac, V 1,4

Obr. 3.5

Zavislost ploch pikt (Ap) na vloZeném potencialu pracovni elektrody.
Elektrochemicka detekce, davkovano 100 pl roztoku vanilinu v methanolu

o koncentraci 1-10™ mol-I", mobilni faze BR pufr (pH uvedeno v grafu) s MeOH
1:1 (v/v), pritokova rychlost 1 ml-min™,
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3.1.3 Vliv pH mobilni faze na spektrofotometrickou detekci

Jelikoz byla pozorovana zména absorbance pti riznych pH mobilni faze, bylo
chovani roztoku vanilinu o rizném pH proméfeno také spektrofotometricky.
Pro stanoveni optimalniho pH vodné slozky mobilni faze pti stanoveni vanilinu
metodou FIA byla zmétena zavislost vysky, resp. plochy piku na pH vodné slozky
pouzité mobilni faze. Méfeni bylo provedeno pro pH mobilni faze 2, 4, 6, 8, 10 a 12
(BR pufru). Davkovano bylo 100 ul roztoku vanilinu v methanolu o koncentraci
1-10" mol-I"', potencial pracovni elektrody byl +1,1 V a pritokova rychlost 1 ml'min™

Ziskané zavislosti jsou zobrazeny na Obr 3.6 pro vysky pikd a na Obr. 3.7
pro plochy pikd.

Byly méfeny roztoky vanilinu o koncentraci 1-10° mol'1* ve smé&si BR pufr
0 uvedeném pH s methanolem v poméru 1:1 (v/v). Spektra byla méfena v kiemennych
kyvetach o tloustce 1 mm proti roztoku voda s methanolem v poméru 1:1 (v/v).
Rozmezi vinovych délek bylo 200 — 440 nm. Prométena spektra vanilinu v roztoku
0 pH 2 az 12 jsou uvedena na Obr. 3.8.

Z uvedenych obrazkl vyplyva, Ze vyska, resp. plocha piki s rostoucim pH klesa.
Vyska i plocha piku je tedy nejvétsi pii pH 2, s ohledem na hydrodynamické
voltamogramy a UV-VIS spektrum byl jako optimalni pro dalsi méteni zvolen BR pufr

pH 6 s methanolem v poméru 1:1 (V/V).
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Obr. 3.6

Zavislost vysek pikt (hp) na pH vodné slozky mobilni faze.

Spektrofotometricka detekce (A=230 nm), davkovan roztok vanilinu v methanolu
o koncentraci 1-10* mol-I", mobilni faze BR puft o uvedeném pH s MeOH 1:1

(v/v), prittokova rychlost 1 ml-min™.

6000
®

Ap, mAUs |

5000 r

4000

3000 r

2000 r

1000

0
0 2 4 6 8

Obr. 3.7
Zavislost ploch pikii (Ap) na pH vodné slozky mobilni faze.

10 g 12

Spektrofotometricka detekce (A=230 nm), davkovan roztok vanilinu v methanolu
o koncentraci 1:10* mol-I*, mobilni faze BR pufr o uvedeném pH s MeOH 1:1

(v/v), priitokova rychlost 1 ml-min™.
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Obr. 3.8

Zavislost absorbance na pH roztoku vanilinu o koncentraci 1-10° mol-I*

ve smési BR pufr ptislusného pH s MeOH 1:1 (v/v) v rozmezi vinovych délek
200 az 440 nm, méteno v kiemenné kyveté o tlouStce 1 mm proti roztoku voda
s MeOH 1:1 (v/v).

A nm 440

3.1.4  Vliv priitokové rychlosti

Meéieni zavislosti vysky, resp. plochy pikii na pratokové rychlosti mobilni faze
probihalo za optimalnich podminek zjisténych v méfenich piedchozich, tj. BR pufr pH
6 s methanolem v poméru 1:1 (v/v), potencialu pracovni elektrody +1,1 V, davkovano
bylo 100 pl roztoku vanilinu v methanolu o koncentraci 1-10* mol-I"". Pratokova
rychlost byla méfena v rozmezi 0,5 az 9 mlI‘min™’. Naméfena zavislost pritokové
rychlosti na vysce piki (plose pikt) je pro elektrochemickou detekci na Obr. 3.9
(Obr. 3.10).

Mg¢feni bylo provedeno také pomoci UV detekce pti vinové délce 230 nm.
Zavislosti jsou znazornény na Obr. 3.11 pro vysky pikd a na Obr. 3.12 pro plochy piki.

Z danych zavislosti je patrné, Ze pritokova rychlost ovliviiuje spiSe plochu pik,
na vysku pikti nema zasadni vliv. Jako nejvhodnégjsi pritokova rychlost byla tedy

zvolena hodnota 1 ml-min™.
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Obr. 3.9
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0

Zavislost vysek pika (hp) na pratokové rychlosti mobilni faze.
Elektrochemicka detekce pti potencialu +1,1 V, davkovan roztok vanilinu

v methanolu o koncentraci 1-10™* mol-I*, mobilni faze BR pufr pH 6 s MeOH
1:1 (viv).

10

0 2 4 6 8

Obr. 3.10

Zavislost ploch piki (Ap) na pritokové rychlosti mobilni faze.
Elektrochemicka detekce pti potencialu +1,1 V, ddvkovan roztok vanilinu

v methanolu o koncentraci 1-10* mol-I"*, mobilni faze BR pufr pH 6 s MeOH
1:1 (VIv).
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Obr. 3.11
Zavislost vysky pikl na prutokoveé rychlosti mobilni faze.

Spektrofotometricka detekce (A=230nm), davkovan roztok vanilinu v methanolu
o koncentraci 1-10™ mol-I", mobilni faze BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (V/v).
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Obr. 3.12
Zavislost plochy pikl na priitokové rychlosti mobilni faze.

Spektrofotometricka detekce (A=230nm), davkovan roztok vanilinu v methanolu
o koncentraci 1:10* mol-1*, mobilni faze BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (V/v).
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3.2 Kalibrac¢ni zavislosti

Kalibra¢ni zavislosti roztoku vanilinu byly proméfeny pfi stanovenych
optimalnich podminkach. Mobilni faze byla slozena z Brittonova-Robinsonova pufru
0 pH 6 a methanolu v poméru 1:1 (v/v). Potencial pracovni elektrody byl +1,1 V,
pritokova rychlost 1 ml-min™, davkovéano bylo 100 pl roztoku vanilinu ve smési BR

pufr o pH 6 s methanolem v poméru 1:1 (V/v).

3.2.1 Elektrochemicka detekce

Kalibraéni zavislosti byly proméfeny s elektrochemickou detekci pii potencialu
pracovni uhlikové pastové elektrody +1,1 V. Proméfeny byly koncentrace vanilinu
v rozmezi 1-107 az 1-10* mol-I"",

Kalibra¢ni zavislosti byly vyhodnoceny pro vysky a plochy pikt a byly
zpracovany metodou linedrni regrese. Parametry kalibra¢nich zavislosti jsou uvedeny
v Tab. 3.1 a Tab. 3.2. Na Obr. 3.13 a 3.14 jsou znazornény kalibra¢ni zavislosti vysek,
resp. ploch piki vanilinu v celém koncentraénim rozmezi. Obr. 3.15 a 3.16 pak
znazoriuje stejné zavislosti v logaritmické forme€. FIA zaznamy v koncentracnim
rozmezi 10-107 a2 2:10” mol-1* jsou na Obr. 3.17.

V méiené oblasti koncentraci jsou kalibracni zavislosti linearni, coz potvrzuji
hodnoty smérnic logaritmickych zavislosti, jejichz hodnota se blizi jedné.

Mez detekce Lp = 1,7-10” mol-I* byla stanovena jako mnoZstvi analytu

poskytujici pik, jehoz vyska se rovna trojnasobku absolutni hodnoty Sumu.
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Tab. 3.1

Parametry kalibra¢nich zavislosti vanilinu pro FIA s elektrochemickou detekci na CPE
ptipotencidlu +1,1 V, vyhodnoceno z vysek piki.

C smérnice usek 5 Lo
(mol-I™) (mA-mol™1) (nA) R (mol-IY)
1-10° - 1-10" 40,4 114,7 0,9984 -
1-10°-1-10" 41,8 14,8 0,9953 -
2:107 - 1-10° 30,8 6,2 0,9982 -
2:107 - 110 41,7 16,5 0,9992 1,7-107

Parametry logaritmické zavislosti: log | =alog ¢ + b; a=0,982; b = 7,55; R% =0,9968

Tab. 3.2

Parametry kalibra¢nich zavislosti vanilinu pro FIA s elektrochemickou detekci na CPE
pfi potencidlu +1,1 V, vyhodnoceno z ploch pikd.

smeérnice

usek

¢ 2 Lp
(mol-I™) (mA-s-mol™I) (nA-s) R (mol-I'"
1-10° - 1-10" 342,5 819,4  0,9977 -
1-10° - 1-10° 328,9 163,0  0,9981 -
21107 - 1-10° 275,0 19,9  0,9989 -
2107 -1-10 352,6 68,9  0,9991 1,7-107

Parametry logaritmické zavislosti: log | =alog ¢ + b; a=1,015; b = 8,62; R =0,9980
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Obr. 3. 13

Kalibra¢ni zavislost vanilinu vyhodnocena z vysek piku () v koncentraénim rozmezi
2:107 az 1-10" mol-I"". Elektrochemické detekce na CPE pii potencialu +1,1 V,
davkovano 100 pl roztoku vanilinu ve smési BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v), mobilni
faze BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v), prittokova rychlost 1 ml-min™.
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Obr. 3. 14

Kalibracni zavislost vanilinu vyhodnocena z ploch pikti (Ap) v koncentraénim rozmezi
2:10" az 1-10™ mol-I". Elektrochemicka detekce na CPE pii potencialu +1,1 V,
davkovéano 100 pl roztoku vanilinu ve smési BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v), mobilni
faze BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v), pritokova rychlost 1 ml-min™.
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Obr. 3.15

Kalibra¢ni zavislost vanilinu v logaritmické formé vyhodnocena z vysek piki (1p)

v koncentraénim rozmezi 2-10” az 1-10™* mol-I™.

Elektrochemicka detekce na CPE pii potencialu +1,1 V, davkovano 100 ul roztoku
vanilinu ve smési BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v), mobilni faize BR pufr pH 6 s MeOH
1:1 (v/v), pritokova rychlost 1 ml-min™,

5

log Ap
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4T °
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Obr. 3.16
Kalibra¢ni zavislost vanilinu v logaritmické formé vyhodnocena z ploch pika (Ap)

v koncentraénim rozmezi 2:107 az 1-10™ mol-I"",

Elektrochemicka detekce na CPE pfi potencialu +1,1 V, davkovano 100 pl roztoku
vanilinu ve smési BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v), mobilni faze BR pufr pH 6 s MeOH
1:1 (v/v), prittokova rychlost 1 ml-min™.
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Obr. 3.17

FIA-ED zaznamy vanilinu.

Elektrochemicka detekce na CPE pii potencialu +1,1 V, davkovano 100 ul roztoku
vanilinu ve smési BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v), mobilni faze BR pufr pH 6 s MeOH
1:1 (v/v), pritokova rychlost 1 ml-min™,

Koncentrace vanilinu: 10-107, 8:107, 6:107, 4-107, 210" mol-I™.

3.2.2 Spektrofotometricka detekce

Spektrofotometricka detekce byla proméiena pii vinové délce 230 nm.
Proméfeny byly kalibraéni zavislosti vanilinu v rozmezi koncentraci 1-107
az 1-10* mol-I™.

Kalibra¢ni zavislosti byly vyhodnoceny pro vysky a plochy piku a byly
zpracovany metodou linedrni regrese. Parametry kalibra¢nich zavislosti jsou uvedeny
v Tab. 3.3 a Tab. 3.4. Na Obr. 3.18 a 3.19 jsou znazornény kalibra¢ni zavislosti vysek,
resp. ploch pikt vanilinu v celém koncentra¢nim rozmezi. Obr. 3.20 a 3.21 pak ukazuje
stejné zavislosti v logaritmické formé. Zdznamy FIA v koncentraénim rozmezi 10- 107
az 2-10”" mol-I"* jsou na Obr. 3.22.

V celé méfené oblasti koncentraci jsou kalibracni zavislosti linedrni. Linearitu

potvrzuji také hodnoty smérnic logaritmickych zavislosti, které se blizi jedné.
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Mez detekce Lp = 1,7-10" mol-I" byla stanovena jako mnoZstvi analytu
poskytujici pik, jehoz vyska se rovna trojnasobku absolutni hodnoty Sumu.
Mez detekce stanovena spektrofotometrickou detekci je po zaokrouhleni shodna

s elektrochemickou detekci.

Tab. 3.3
Parametry kalibrac¢nich zavislosti vanilinu pro FIA s spektrofotometrickou detekci pii

vinové délce 230 nm vyhodnocené z vysek piku.
c smérnice usek Lo

(molI?) (AU-mol™ 1) (MAU) R? (mol- 1)
110°-1-10" 6320 13,6 0,9960 -
1-10°-1-10" 7440 0,7 0,9916 -
2107 - 1-10° 9360 0,3 0,9932 -
2-107 - 110" 6440 5,1 0,9986 1,7-107

Parametry logaritmické zavislosti: log | =alog ¢ + b; a=0,909; b = 6,42; R% =0,9982

Tab. 3.4
Parametry kalibra¢nich zavislosti vanilinu pro FIA se spektrofotometrickou detekci pti

vlnové délce 230 nm vyhodnocené z ploch pik.

C smérnice usek ) Lo
(mol-I?) (AUsmol™)  (mAUs) R (molIY)
1-10° - 1-10" 45690 107,7  0,9956 -
1-10° - 1-10° 54170 12,1 0,9926 -
2107 -1-10° 70870 12,6 0,9952 -
21107 -1-10 46550 47,2 0,9986 1,7-107

Parametry logaritmické zavislosti: log | = alog ¢ + b; a = 0,845; b = 6,99; R =0,9949
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Obr. 3.18

Kalibra¢ni zavislost vanilinu vyhodnocena z vysek pikt (hp) v koncentra¢nim rozmezi
2:107" az 1-10™ mol-I*.

Spektrofotometricka detekce (A=230 nm), davkovano 100 pl roztoku vanilinu ve smési
BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v), mobilni faze BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v),
pritokové rychlost 1 ml-min™,
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Obr. 3.19

Kalibra¢ni zavislost vanilinu vyhodnocena z ploch pikt (Ap) V koncentrac¢nim rozmezi
2:107 az 1-10™* mol-I™.

Spektrofotometricka detekce (A=230 nm), davkovano 100 pl roztoku vanilinu ve smési
BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v), mobilni faze BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v),
prittokova rychlost 1 ml-min™.

32



log hp
(hp, MAU)
24 |

1.8 1

12 1

06 |

-7 -6,2 -5,4 -4,6 -3,
log ¢ (c, mol-I™)
Obr. 3.20

Kalibra¢ni zavislost vanilinu v logaritmické formé vyhodnocena z vysek piki (hp)

v koncentraénim rozmezi 2-10” az 1-10™* mol-I™.

Spektrofotometricka detekce (A=230 nm), davkovano 100 pl roztoku vanilinu ve smési
BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v), mobilni faze BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v),
pritokové rychlost 1 ml-min™,
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(Ap, mAU'S) ®
34t

28

22 |

16 |

-7 -6,2 5,4 -4,6 -3,8
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Obr. 3.21

Kalibra¢ni zavislost vanilinu v logaritmické formé vyhodnocena z ploch pikl (Ap)

v koncentraénim rozmezi 2:107 az 1-10™ mol-I"*,

Spektrofotometricka detekce (A=230 nm), davkovéano 100 pl roztoku vanilinu ve smési
BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v), mobilni faze BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v),
prittokova rychlost 1 ml-min™.
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Obr. 3.22

FIA-UV zaznamy vanilinu.

Spektrofotometricka detekce (A=230 nm), davkovano 100 pl roztoku vanilinu ve smési
BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v), mobilni faze BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v),
pritokova rychlost 1 ml-min™,

Koncentrace vanilinu: 10-107, 8:107, 6107, 4-107, 210" mol-I™.

3.3 Opakovatelnost méreni

3.3.1 Elektrochemicka detekce

Opakovatelnost méteni elektrochemické detekce na uhlikové pastové elektrodé
byla zjisténa dvacetinasobnym nadavkovanim 100 pl roztoku vanilinu o koncentraci
1-10* mol-I* ve smési BR pufr o pH 6 s methanolem v poméru 1:1 (v/v). Roztok byl
davkovan v intervalech 60 sekund.

Pro opakovatelnost méteni byly pouzity zjisténé optimalni podminky; ddvkovany objem
100 pl roztoku vanilinu ve smési BR pufr o pH 6 s methanolem v poméru 1:1 (v/v),
potencial vkladany na pracovni elektrodu +1,1 V, pritokova rychlost 1 ml-min™

a mobilni faze tvofena BR pufrem o pH 6 s methanolem v poméru 1:1 (v/v).

Ziskané vysledky méfeni jsou zaznamenany v Tab. 3.5, na Obr. 3.23 je zobrazen
FIA-ED zaznam pro vyhodnoceni opakovatelnosti méfeni s elektrochemickou detekei.

Relativni smérodatna odchylka je 2,29 % pro vysku piku a 2,46 % pro plochu piku.
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Tab. 3.5

Opakovatelnost méteni.

Elektrochemicka detekce na CPE pii potencialu +1,1 V, davkovano 100 pl roztoku
vanilinu o koncentraci 1-10* mol-I* ve smési BR pufr o pH 6 s MeOH v poméru 1:1
(v/v), mobilni faze BR pufr o pH 6 s MeOH 1:1 (v/v), pritokové rychlost 1 ml-min™.

Pik Ip(NA) Ap (NA'S)
1 4 236,6 35 669,4
2 41213 34 671,5
3 4111,0 34 601,4
4 4 040,7 33961,0
5 4161,9 34 725,6
6 4138,3 34 610,9
7 4 296,8 36 920,1
8 42727 36 011,2
9 4173,1 36 751,8
10 4289,8 36 272,4
11 4 246,6 35 555,8
12 4124,3 35729,5
13 4 066,5 35763,8
14 41433 35234,8
15 4043,3 34 637,8
16 4 013,6 34 834,1
17 4 044,8 34 659,0
18 4 015,1 34184,9
19 4 009,1 34 664,7
20 4161,9 34 070,2

Pramér 4 1355nA 35176,5nAs
S 94,8 nA 864,3 nA.s
Sr 2,29 % 2,46 %

35



5400

Ip, NA

4300

3200 r

2100 r

1000

Obr. 3.23

FIA-ED zaznam opakovatelnosti méfenti.

Elektrochemicka detekce na CPE pii potencialu +1,1 V, davkovano 100 ul roztoku
vanilinu o koncentraci 1-10* mol-I* ve smési BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v), mobilni
faze BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v), pritokova rychlost 1 ml-min™.

-100

t, min 20

3.3.2 Spektrofotometricka detekce

Opakovatelnost méteni pro UV detekci pti vinové délce 230 nm byla zjisténa
dvacetinasobnym nadavkovanim 100 pl roztoku vanilinu o koncentraci 1-10* mol-I**
ve smési BR pufr o pH 6 s methanolem v poméru 1:1 (v/v). Roztok byl davkovan
Vv intervalech 60 sekund. Pro opakovatelnost mefeni byly pouzity zjisténé optimalni
podminky; davkovany objem 100ul roztoku vanilinu ve smési BR pufr o pH 6
s methanolem v poméru 1:1 (v/v), prittokové rychlost 1ml'min™ a mobilni faze tvorena
BR pufrem o pH 6 s methanolem v poméru 1:1 (v/v).

V Tab. 3.6 jsou zaznamenany ziskané vysledky méteni, Obr. 3.24 zobrazuje
FIA-UV zaznam pro vyhodnoceni opakovatelnosti méteni s UV detekci. Relativni

smérodatna odchylka je 0,42 % pro vySku piku a 0,67 % pro plochu piku.
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Tab. 3.6

Opakovatelnost méteni.

Spektrofotometricka detekce (A=230 nm), davkovano 100 pl roztoku vanilinu

o koncentraci 1:10* mol-1* ve sm&si BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v), mobilni faze BR
pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v), pritokova rychlost 1 ml-min™.

Pik hp (MAU) Ap (MmAU:s)
1 633,7 4 557,5

2 632,1 4 547,6

3 633,9 4 576,0
4 633,1 4 554,6

5 632,5 4572,1

6 631,8 4 561,9

7 633,4 4 553,5

8 635,3 4 582,9

9 635,5 4591,8
10 634,8 4 598,4
11 633,5 4 605,9
12 634,0 4 572,6
13 632,4 4 537,1
14 633,9 4 587,7
15 632,5 4 547,8
16 633,3 4 574,0
17 632,0 4 582,5
18 622,5 4 460,8
19 633,1 4 564,9
20 633,1 4 554,6

Pramér 632,8 mAU 4 564,2 mAU.s

S 2,6 mAU 30,4 mAU.s
Sr 0,42 % 0,67 %
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Obr. 3.24
FIA-UV zaznam opakovatelnosti méfeni.

Spektrofotometricka detekce (A=230 nm), davkovano 100 pl roztoku vanilinu ve smési
BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v), mobilni faze BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v),
pritokova rychlost 1 ml-min™,
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4 ZAVER

Byla proméfena stalost zasobniho roztoku vanilinu o koncentraci 1-10° mol-I*
v methanolu po dobu 3 mésici. Roztok byl po celou sledovanou dobu staly a byl
uchovavan v temnu v chladni¢ce o konstantni teploté 5 °C.

Bylo prostudovano chovani vanilinu pomoci FIA se spektrofotometrickou
(4 =230 nm) a elektrochemickou detekci za pouziti uhlikové pastové elektrody.

Byla prostudovana zavislost vysky (hp), resp. plochy piku (Ap) na davkovaném
objemu, potencialu pracovni elektrody, pH mobilni faze a pritokové rychlosti. Byly
nalezeny optimalni podminky pro stanoveni studované latky metodou FIA na uhlikové
pastové elektrodé, pti kterych byl pik nejvyssi a nejlépe vyhodnotitelny.
Optimalni podminky: 100 pl roztoku vanilinu v methanolu, potencial vkladany
na pracovni elektrodu +1,1 V, pratokova rychlost Iml'min™ a mobilni faze tvofend
Brittonovym-Robinsonovym pufrem o pH 6 s methanolem v poméru 1:1 (v/v).
Spektrofotometricka detekce probihala pii vinové délce 230 nm.

Za zjisténych optimalnich podminek byly proméfeny kalibraéni zavislosti

I-l

v rozmezi od 1-10” mol-I™ az 2:107 mol-I™. Kalibraéni zavislosti byly vyhodnoceny

metodou linearni regrese. Meze detekce byly vypocteny z kalibracnich kiivek. Ziskané

limity detekce jsou uvedeny v Tab. 4.1.

Tab. 4.1

Meze detekce vanilinu pro metodu FIA s elektrochemickou a spektrofotometrickou
detekci.

Spektrofotometricka detekce pti vinové délce 230 nm, elektrochemické detekce na CPE

pti potencialu +1,1 V, davkovano 100 pl roztoku vanilinu ve smési BR pufr pH 6
s MeOH 1:1(v/v), mobilni faze BR pufr pH 6 s MeOH 1:1 (v/v).

Metoda stanoveni Lp, mol-I*?
Elektrochemicka detekce na CPE 1,7-10”
Spektrofotometricka detekce 1,710

Meze detekce s UV spektrofotometrickou detekei a elektrochemickou detekei
jsou po zaokrouhleni shodné. Pti stanoveni vanilinu metodou FIA s elektrochemickou
detekci na uhlikové pastové elektrodé bylo dosaZeno stejnych vysledki jako pii

stanoveni s detekci spektrofotometrickou.
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Relativni smérodatna odchylka opakovatelnosti méteni elektrochemického
detektoru je 2,29 % pro vysku piku a 2,46 % pro plochu piku. U spektrofotometrického
detektoru je relativni smérodatna odchylka 0,42 % pro vysku piku, resp. 0,67 % pro
plochu piku. Ze zaznamu opakovatelnosti obou detektorti vyplyva, ze zatimco
spektrofotometricky detektor neni pfili§ ovlivnén vnéjsimi vlivy a zpisobem davkovanti,
detektor elektrochemicky je naopak citlivéjsi a vyska, resp. plocha piki je nepatrné

ovlivnéna zptisobem nadavkovani a mechanickym zachazenim s aparaturou.
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