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Abstrakt 

 Cílem této práce bylo navrhnutí vhodného prostředí pro detekci 

oxidace stigmasterolu na borem dopované diamantové elektrodě. Měření 

probíhalo ve směsném vodně – organickém prostředí metodou cyklické 

voltametrie. Nejprve byl studován vliv organického rozpouštědla na 

celkové potenciálové okno borem dopované elektrody pro různé poměry 

rozpouštědlo – fosfátový pufr. Použitými organickými rozpouštědly byly 

methanol, isopropanol, N-dimethylformamid a acetonitril a vodnou složku 

zahrnoval fosfátový pufr o pH 3,0 a koncentraci 0,075 mol.l–1. 

Z dosažených výsledků vyplynulo, že vhodným rozpouštědlem pro detekci 

stigmasterolu na BDD byl acetonitril, který poskytuje dostatečně široký 

potenciálový rozsah v anodické oblasti. 

 

Klíčová slova: borem dopovaná diamantová elektroda, cyklická 

voltametrie, organické rozpouštědlo, oxidace, stigmasterol 

 

Abstract 

 The aims of the study thesis was to suggest suitable solvent for 

oxidation of stigmasterol on boron doped diamond electrode. Cyclic 

voltammetry in mixed media of water and organic solvents was used for 

this purpose. First of all, the effect of organic solvent on potential window 

of boron doped diamond electrode was studied. Solvents used were 

methanole, isopropanole, N-dimethylformamide and acetonitrile; the water 

components was phosphate buffer (0,075 mol.l–1, pH 3,0). It was deduced 

from the results, that suitable solvent for detection of stigmasterol on was 

the acetonitrile, which  provided sufficiently large potential window in 

anodic area. 

 

Keywords: boron doped diamond electrode, cyclic voltammetry, organic 

solvent, oxidation, stigmasterol 
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Seznam zkratek 
 

BDD   borem dopovaná diamantová elektroda 

CVD   chemical vapor deposition (chemická depozice par) 

GC    gas chromatography (plynová chromatografie) 

FID    flame ionization detection (plamenová ionizační detekce)  

FIA   flow injection analysis (průtoková injekční analýza) 

HPLC  high-performace liquid chromatography (vysokoúčinná 

kapalinová chromatografie) 

ED    elektrochemická detekce 

LC    liquid chromatography (kapalinová chromatografie) 

APCI  atmospheric pressure chemical ionization (chemická 

ionizace za atmosferického tlaku) 

MS    mass spektrometry (hmotnostní spektrofmetrie) 

c   molární koncentrace 

LDR    lineární dynamický rozsah  

RSD    relativní směrodatná odchylka 

LOD    detekční limit 
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1 Teoretická část 

 

1.1 Cíl práce 

Cílem této práce bylo navrhnutí vhodného prostředí pro detekci 

oxidace stigmasterolu na borem dopované diamantové elektrodě. 

Za tímto účelem byl studován vliv složení směsného vodně-

organického prostředí na proud pozadí a celkový rozsah potenciálového 

okna borem dopované diamantové elektrody. Za účelem další studie přímé 

elektrochemické oxidace vybraných rostlinných sterolů, fytosterolů, na 

borem dopované diamantové elektrodě, bylo z dosažených výsledků 

vybráno nejvhodnější organické rozpouštědlo.  

 

1.2 Bórem dopované diamantové elektrody 

 Během posledních dvaceti let byl vyvinut a zdokonalen nový 

elektrodový materiál používaný nejen v elektrochemii – borem dopované 

diamantové elektrody (BDD). BDD elektrody se využívají 

k elektrochemické oxidaci organických látek nacházejících se v odpadních 

vodách, za účelem jejich kvantitativní destrukce. Druhá možnost využití 

BBD elektrod je v elektroanalýze k oxidaci či redukci organických látek či 

anorganických iontů. Kromě voltametrie je lze použít k detekci 

v průtokových metodách, jako jsou vysokoúčinná kapalinová 

chromatografie (HPLC), průtoková injekční analýza (FIA) a kapilární 

elektroforéza [1-4]. 

 

1.2.1 Příprava BDD filmů 

 Diamantové filmy bez dopantu se připravují za vysokého tlaku 

a vysoké teploty (high pressure and high temperature – HPHT), kde se 

aplikují podmínky podobné, jako jsou pro přirozený růst diamantu. Vlivem 

vysokého tlaku a vysoké teploty dochází k přeměně monokrystalů 

diamantu a alotropicky modifikovaných uhlíků na velmi čistý diamant 

s pravidelným tetraedrickým uspořádáním [2].   
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Příprava diamantových filmů dopovaných borem se provádí 

chemickou depozicí par (chemical vapor deposition – CVD), na rozdíl od 

předchozí metody je CVD prováděna za nízkého tlaku. Tato metoda 

umožňuje dle podmínek depozici až čtyř typů uhlíku: na amorfní uhlík 

s sp2 hybridizací, tetraedrický uhlík, polykrystalický a monokrystalický 

diamant [2]. 

 Chemickou depozici par lze provádět různými technikami, kdy 

aktivace reakční směsi probíhá např. termální iniciací žhaveným vláknem 

při teplotě okolo 2000 – 2900 K, chemickou indukcí za použití plamene 

v teplotním rozmezí 2000 – 3550 K, elektromagnetickou excitací za použití 

mikrovlnného ohřevu (3000 MHz až 300 GHz), laserovou indukční 

plazmou nebo elektrickou indukcí založenou na stejnosměrném proudu 

a plazmatickém výboji mezi dvěma elektrodami. Avšak k přípravě BDD 

filmů jsou nejvhodnější pouze dvě metody, a to termální iniciace žhaveným 

vláknem a elektromagnetická excitace za použití mikrovlnného ohřevu. 

Tyto techniky jsou podrobně popsané v review [2]. 

 Princip CVD spočívá v chemické reakci plynné fáze a ukládání 

produktů rozkladu na povrch substrátu, kterým většinou bývá křemík. 

Reakčními plyny jsou vodík, nosiče uhlíkového atomu – většinou methan – 

a dopanty boru např. diboran, trimethylboran, nitrid boru. Iniciací 

žhaveným vláknem nebo mikrovlnným ohřevem dochází k tvorbě 

vodíkových radikálů a radikálů uhlíkatých sloučenin. V této fázi je do 

směsi přiváděn zdroj boru a radikály obsahující uhlík se stabilizují 

depozicí na křemíkový substrát [2, 3].  

  

1.2.2 Vlastnosti borem dopovaných diamantových elektrod 

 Borem dopované diamantové elektrody jsou pro své vlastnosti hojně 

využívané v elektrochemické analýze. BDD poskytují široký potenciálový 

rozsah jak v katodické tak anodické oblasti, v kyselých roztocích  

a neutrálních roztocích až okolo 3,5 V. Dalšími výhodnými vlastnostmi 

jsou chemická inertnost, vysoká termická konduktivita, chemická 

a mechanická stabilita. Díky sp3 hybridizaci je BBD méně náchylný 
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k pasivaci a zpravidla odolnější vůči adsorpci organických látek na svůj 

povrch [1, 2, 4], oproti jiným uhlíkatým materiálům.  

 Velký vliv na chování elektrody v roztoku má její povrch, který může 

být buď hydrogenovaný či oxidovaný. Hydrogenovaný povrch se získává  

v CVD reaktoru v závěrečné fázi depozice v atmosféře vodíku, tento povrch 

vykazuje vyšší vodivost a je hydrofobní. Oxidovaný povrch vykazuje nižší 

vodivost a hydrofilnost, v některých případech umožňuje snadnější oxidaci 

analytů. Čistý hydrogenovaný povrch BDD elektrody lze snadno převést 

na oxidovaný povrch při anodické polarizaci v kyselých roztocích 

(podrobněji viz níže) [5]. Dochází k zavedení funkčních skupin na povrch 

BDD, např. karbonyl, karboxyl, hydroxid, ether. Funkční skupiny 

obsahující kyslík lze na povrch BBD elektrody zavést i dalšími způsoby, 

např. proudem kyslíku při vysokých teplotách, kyslíkovou plasmou, varem 

v kyselinách, Fentonovou reacií (rovnice (1.1)) či elektrochemicky. 

Elektrochemické zavedení funkční skupiny se provádí potenciostaticky při 

potenciálu vyšším než cca 2 V (potenciál rozkladu vody, viz rovnice 

1.2) nebo cyklickou voltametrií v anodické oblasti. 

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH- + OH• (1.1) 

Funkční skupiny na povrchu elektrody mají velký vliv na přenos náboje 

v katodických i anodických reakcích [6]. 

 

1.2.3 Děje limitující potenciálové okno 

Filmové BBD elektrody poskytují široké potenciálové okno jak ve 

vodném tak nevodném prostředí, tato vlastnost je získána nutností 

adsorpce vody (protonu) na povrchu elektrody před vlastní oxidací či 

redukcí [7]. Velký vliv na potenciálové okno má povaha rozpouštědla  

a acidobazické vlastnosti základního elektrolytu.  Elektrochemické 

chování látek na BBD elektrodě bylo zkoumáno v různých nevodných 

rozpouštědlech a základních elektrolytech. V nevodném prostředí 

poskytují BDD elektrody až 1,5 – 2,5 krát širší potenciálové okno než ve 

vodných kyselých roztocích. Bylo zjištěno, že potenciál anodického 

a katodického úniku proudu je závislý jak na povaze rozpouštědla, tak na 

povaze základního elektrolytu [8]. 
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Ve vodných roztocích vede elektrochemická oxidace vody 

absorbované na povrch elektrody ke generaci hydroxidových radikálů, 

které se adsorbují na elektrodový povrch (rovnice (1.2)). Sledem dalších 

reakcí pak dochází k vývoji kyslíku. 

H2O (BDD) → OH• (BDD) + H+ + e–  (1.2) 

Velký vliv na generaci OH radikálů má hodnota pH roztoku. 

V roztocích při pH<9 základního elektrolytu dochází v oblasti úniku 

anodického proudu k elektrochemické generaci OH radikálů, které mohou 

oxidovat přítomné látky a způsobit tak elektrochemickou oxidaci 

organických látek, které jinak v rozsahu potenciálového okna elektrody 

nelze elektrochemicky oxidovat. Generované OH radikály tak hrají velkou 

roli jako mediátoři oxidace sloučenin. V opačném případě, kdy pro 

elektrolyt platí, že je pH>9 nebyla generace OH radikálů pozorována [9].  

Šířka potenciálového okna v katodické oblasti je ovlivněna 

množstvím přítomných H+ kationtů (tj. pH roztoku). Ty se adsorbují na 

povrch elektrody a dochází k jejich redukci na atomární vodík, který je 

adsorbován na povrch elektrody (rovnice 1.3, Volmerův krok generace H2). 

Následně dochází k interakci tohoto vodíku s dalším H+ kationtem a jeho 

redukce za vzniku vodíku (rovnice 1.4, Heyrovského krok generace H2). 

V obou rovnicích S znamená povrch BDD elektrody [7]. 

S + e– + H+ ↔ S-H   (1.3) 

S-H + H+ + e– ↔ S + H2  (1.4) 

Generace vodíku a kyslíku tedy vyžaduje adsorpční krok (adsorpce vody či 

protonu), což vede k vysokým potenciálům jejich vývoje [7]. 

 

1.2.4  Použití v organické analýze 

 BDD elektrody jsou díky malé náchylnosti k pasivaci organických 

látek a širokému potenciálovému oknu hojně vyhledávaným elektrodovým 

materiálem v organické analýze. Lze je použít jak pro elektrochemické 

stanovení organických látek a polutantů, tak jako detektory pro HPLC či 

FIA. Dále je možná miniaturizace elektrody do podoby drátkových 

mikroelektrod o průměru drátku 100 µm až 10 µm použitelných jako 
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detektory pro kapilární elektroforézu [1]. Využití BDD elektrod pro detekci 

organických látek je přehledně shrnuto v souhrnných článcích [10, 11]. 

 

1.3 Studovaná látka - stigmasterol 

1.3.1 Výskyt a syntéza 

 Stigmasterol (3β-Hydroxy-24-ethyl-5,22-cholestadiene) je látka 

obsažená v rostlinných buňkách. Jeho struktura je velmi podobná 

struktuře cholesterolu (obr. 1.1), ale liší se od něj rozdílným uspořádáním 

postranního řetězce na C17.  

 

 

Obr. 1.1 Chemická struktura sterolů: A – cholesterol, B – stigmasterol 

 

Rostlinné steroly (fytosteroly), jak už název vypovídá, se vyskytují  

v rostlinných buňkách. Stejně jako cholesterol, jsou i fytosteroly součástí 

lipoproteinových buněčných membrán rostlin. V rostlinách se vyskytují ve 

strukturní podobě či ve svých derivátech jako estery či glykosidy [12].  

Jedna z variant biosyntézy fytosterolů je polymerací isoprenu přes 

mevalonátovou dráhu v plastidech rostlin (obr. 1.2). Jako prekurzor je 

použita glukosa, z které se získává acetyl-CoA oxidační dekarboxylací 

pyruvátu. HMG-CoA (3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA) syntázou  

a následnou reduktázou získáme isoprenovou jednotku mevalonát, ze 

které se izomerací získá skvalén. Cyklizací skvalénu vzniknou steroidní 

kruhy s postranním řetězcem na C17, a dalšími následnými reakcemi 

vzniká stigmasterol [cit. [13]].  

A B 

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Cholesterol.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Stigmasterin.svg
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Obr. 1.2 Schéma syntézy stigmasterolu mevalonovou dráhou polymerace 

isoprenu, A – glukosa, B – acetylkoenzym A, C – jednotka isoprenu = mevalonát,  

D – skvalén, E – stigmasterol (převzato z [13], upraveno). 

 

1.3.2 Vlastnosti a biologické účinky 

 Stigmasterol je v čistém stavu bílá krystalická látka s molekulovou 

hmotností 412,69 g.mol–1 špatně rozpustná ve vodě. Rozpustnost 

stigmasterolu ve vodě má hodnotu 1,9.10–8 mol.l–1 [14].  

 Každý fytosterol v rostlině má svojí funkci, β-sitosterol  

a camperosterol regulují propustnost buněčné membrány [15], 

stigmasterol má důležitou roli v buněčné proliferaci a diferenciaci [16]. 

Velký podíl fytosterolů, včetně stigmasterolu, se podílí na dělení buněk 

[16]. 

 Lidský organismus není schopen fytosteroly syntetizovat a musí je 

přijímat potravou [17]. Fytosteroly získané potravou mají tendenci 

vstřebávat se v tenkém střevě rychleji než cholesterol [15], tím snižují 

hladinu lipoproteinu o nízké hustotě (LDL cholesterolu) v krvi [12, 17]. 

Fytosteroly vykazují mimo jiné protizánětlivé, antibakteriální, 

antimykotické a antipyretické účinky [12]. 
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1.3.3 Metody stanovení 

Analytické metody používané k detekci fytosterolů jsou plynová 

chromatografie (GC) s hmotnostní detekcí (MS) či plamenovou ionizační 

detekcí (FID) s derivatizačním krokem kvůli přechodu do plynné fáze [18] 

nebo vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) většinou s UV 

detekcí, MS nebo okrajově elektrochemickou detekcí [19]. Dále lze využít 

kapilární elektrochromatografii (CEC) s fotodiodovým detektorem [20]. 

Výrazný vliv na citlivost stanovení má struktura postranního řetězce na 

C17, u stigmasterolu má dvojná vazba mezi C19 a C20 a přítomnost 

methylové skupiny na C18 vliv na jeho polaritu a hydrofobicitu [20]. 

Citlivost a přesnost stanovení fytosterolů je v pořadí [20] 

GC>HPLC>CEC. V následující tabulce (Tab. 1.1) jsou shrnuté některé 

metody stanovení stigmasterolu. 

 

Tab 1.1 Metody využívané pro detekci stigmasterolu. 

Metoda  LDR/ µmo.l–1 LOD / µmol.l–1 Citace 

GC – FID 97 – 1551  0,27  [18] 

HPLC – ED 10 – 200  1,06  [19] 

LC/APCI–MS 0,017 – 0,065 4,36.10–3 [21] 

APCI – atmospheric pressure chemical ionization (chemická ionizace za atmosferického 

tlaku); ED – elektrochemická detekce; FID – flame ionization detection (plamenová 

ionizační detekce); GC – gas chromatography (plynová chromatografie); HPLC – high-

performace liquid chromatography (vysokoúčinná kapalinová chromatografie); LC – liquid 

chromatography (kapalinová chromatografie); LDR – lineární dynamický rozsah; LOD – 

detekční limit; MS – mass spectrometry (hmotnostní spektrometrie) 

  

1.3.4 Elektrochemické stanovení steroidních látek 

Elektrochemická oxidace cholesterolu a od něj odvozených sterolů 

(fytosteroly, žlučové kyseliny) není příliš prostudována a využívána 

k analytickým účelům. Předpokládá se, že elektrochemická oxidace 

probíhá na hydroxylové skupině v beta poloze na C3 steroidního kruhu 

[19]. Obecně platí, že přímá elektrochemická oxidace je úspěšná 

v nevodném prostředí či v prostředí s vysokým obsahem organické fáze 
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[22] vzhledem k vysokému anodickému potenciálu oxidace. Druhý způsob 

oxidace je nepřímá oxidace prostřednictvím vhodného mediátoru.  

Elektrochemické chování cholesterolu bylo studováno v nevodném 

prostředí ve směsi acetonitril-isopropanol (90:10, v/v) s obsahem  

50 mmol.l–1 LiClO4 jako základního elektrolytu na BDD elektrodě [23]. 

Možnost elektrochemické detekce fytosterolů byla využita u metody  

HPLC-ED, přičemž detekční limit fytosterolů byl menší než 3,4 µmol.l–1, 

pro stigmasterol to bylo 1,06 µmol.l–1 [19]. Nepřímé elektrochemické 

oxidace žlučových kyselin vedou k syntéze různých druhů oxo-cholových 

kyselin [22].  

Steroly zpravidla nelze elektrochemicky redukovat. Pouze žlučové 

kyseliny, které se od fytosterolů liší přítomností další hydroxidové skupiny 

na C7 či C12, lze redukovat ve vodném i v nevodném prostředí díky 

přítomnosti karboxylové skupiny na C24 nebo C27. Ke stanovení vybraných 

žlučových kyselin byla použita metoda diferenční pulzní polarografie (DPP) 

na rtuťové kapkové elektrodě (DME). Detekční pík se pohyboval v oblasti 

potenciálů –1150 mV až –1350 mV [22].  

 

1.4 Organická rozpouštědla pro elektrochemii 

Organické rozpouštědlo pro elektrochemické účely lze použít  

v potenciálovém rozsahu, ve kterém nevystupuje jako depolarizátor. Běžně 

se používá např. acetonitril, N-dimethylformamid, 2-propanol, 

dimethylsulfoxid (DMSO), aceton aj. Všechna zmíněná rozpouštědla jsou 

neomezeně mísitelná s vodou. Jako základní elektrolyty se většinou 

používají různě koncentrované roztoky chloristanu lithného či sodného  

a tetraalkylamoniové soli. Při použití dipolárních aprotních rozpouštědel 

(např. acetonitril) jsou zpravidla volena ta z nich, která mají relativně 

vysokou hodnotu dielektrické konstanty (tab. 1.2). 

V této práci byla použita polární protická (methanol, isopropanol)  

a polární aprotní (acetonitril, N-dimethylformamid) rozpouštědla mísitelná 

s vodou. Polarita rozpouštědla se získá změřením dielektrické konstanty či 

relativní permitivity rozpouštědla, přičemž čím je hodnota těchto konstant 
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vyšší, tím je rozpouštědlo polárnější. Hodnoty dielektrické konstanty  

rozpouštědel jsou shrnuty v tab. 1.2. 

 

Tab. 1.2 Seznam použitých rozpouštědel a hodnoty jejich dielektrických 

konstant (ε). 

Rozpouštědlo ε 

Isopropanol 18 

Methanol 32 

Acetonitril 37 

N-dimethylformamid 38 

 

Methanol je vysoce jedovaté polární protické rozpouštědlo. Je to 

bezbarvá kapalina alkoholového zápachu špatně rozeznatelná od 

ethanolu. Methylalkohol je neslučitelný s anorganickými zásadami, 

alkalickými kovy, hydroxidem barnatým, bromem, bromoformem a silnými 

oxidačními a redukčními činidly. I při malých dávkách způsobuje otravu 

organismu, nevratnou ztrátu zraku a v nejhorším případě smrt. 

Isopropanol je polární protické bezbarvé rozpouštědlo 

charakteristického zápachu. Je to toxická vysoce hořlavá kapalina, která 

vzplane už při 12°C (v uzavřeném kelímku). Isopropanol je mísitelný  

s vodou, ale je neslučitelný s anorganickými kyselinami, organickými 

nitrosloučeninami, alkalickými kovy a silnými oxidačními činidly. 

Mezi dipolární aprotní rozpouštědla patří N-dimethylformamid, je to 

bezbarvá, vysoce hořlavá a silně toxická kapalina se zápachem po aminu. 

Vykazuje prudké chemické reakce s alkalickými kovy a je neslučitelný  

s halogenovanými sloučeninami, redukčními činidly, silnými oxidačními 

látkami a s alkalickými kovy. 

Acetonitril je dipolární aprotní bezbarvé toxické kapalné 

rozpouštědlo velmi štiplavého zápachu. Páry acetonitrilu jsou těžší než 

vzduch a drží se při zemi. Je mísitelný s vodou a je neslučitelný s bázemi, 

oxidačními a redukčními činidly, kyselinami.  

  



 

16 
 

2 Experimentální část 

 

2.1 Chemikálie a příprava zásobních roztoků 

Původ použitých chemikálií: kyselina sírová 96%, kyselina 

fosforečná, hydroxid sodný a chlorid sodný od Lach-Ner (Neratovice); 

methanol, isopropanol a N-dimethylformamid dodal Merck; 

hexakyanoželeznatan draselný od Lachema (Brno) a acetonitril pro HPLC 

od Sigma-Aldrich. 

K elektrochemické aktivaci BDD elektrody byl použit 0,1 mol.l–1 

roztok kyseliny sírové. K charakterizaci BDD elektrody byl použit roztok 

hexakyanoželeznatanu draselného o koncentraci 10–3 mol.l–1 v roztoku 

1 mol.l–1 KCl. 

Byl připraven zásobní roztok fosfátového pufru o pH 3,0 

a koncentraci 0,075 mol.l–1. Roztok byl připraven rozpuštěním kyseliny 

fosforečné v čisté deionizované vodě a k získání požadované hodnoty pH 

smíchán s 0,2 mol.l–1 hydroxidem sodným. 

 Byly připraveny dva zásobní roztoky stigmasterolu (95 %, Sigma 

Aldrich) o koncentraci 1.10–3 mol.l–1 v methanolu a acetonitrilu. 

  

2.2 Aparatura 

 Bylo měřeno na přístroji Eco-Tribo se softwarem PolarPro 5.1 (Eco-

Trend Plus, Praha). K měření byla použita jako pracovní elektroda BDD 

komerční elektroda Windsor Scientific (UK), vyrobená z inertního 

teflonového těla, elektrických kontaktů a leštěné diskové BDD destičky  

o průměru 3 mm (plocha 7,1 mm2) dopované borem, přibližně 1000 ppm 

B/C (obr. 2.1). Jako pomocná elektroda byla použita platinová elektroda  

a jako referentní elektroda byla použita argentochloridová elektroda  

(3 mol.l–1 KCl) (obě Elektrochemické detektory, Turnov). 
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Obr. 2.1 Komerční BDD elektroda Windsor Scientific (UK). 

 

2.3 Postupy  

Před každou sérií měření byla elektrochemicky zaktivována BDD 

elektroda po dobu 5-10 minut při ± 2,4 V v 0,1 mol.l–1 H2SO4.  

Při studiu vlivu obsahu organických rozpouštědel na potenciálové 

okno byly roztoky směsí připravovány do 10 ml odměrných baněk 

následným způsobem: Nejprve bylo automatickou pipetou napipetováno 

požadované množství rozpouštědla a poté fosfátovým pufrem (0,075 mol.l–1 

a pH 3,0) doplněno po rysku. Tyto roztoky byly připraveny pro obsah 

rozpouštědla 100 l, 1,0 ml, 5,0 ml, 9,0 ml, 9,5 ml a 9,9 ml a v textu jsou 

označovány jako 1%, 10%, 5%, 90%, 95% a 99% obsah rozpouštědla.  

Při studiu vlivu prostředí na voltametrické chování stigmasterolu 

byly roztoky směsí o určitém poměru připravovány do 10 ml odměrných 

baněk následujícím způsobem. Nejprve bylo automatickou pipetou 

napipetováno požadované množství stigmasterolu rozpuštěného 

v methanolu či acetonitrilu. Poté bylo napipetováno požadované množství 

příslušného rozpouštědla a pak opět doplněno fosfátovým pufrem po 

rysku. 

Roztok byl převeden do voltametrické nádobky a po dobu 3 minut 

probublán dusíkem k odstranění vzdušného kyslíku. Poté bylo 

zaznamenáno deset cyklických voltamogramů při rychlosti polarizace  

100 mV.s–1, vždy od záporných potenciálů ke kladným a zpět. 

Pro jednotlivé poměry rozpouštědel byla spočítána z cyklických 

voltamogramů při konkrétních hodnotách potenciálu kapacita elektrodové 

dvojvrstvy C v jednotkách µFcm–2 podle vztahu 𝐶 =  
𝐼k+ 𝐼a

2∙𝑣∙𝐴
, kde Ik a Ia (µA) je 
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katodický a anodický proud, v (mV.s–1) rychlost polarizace a A (cm2) 

geometrická plocha BDD elektrody.    
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3 Výsledky a diskuse 

 

3.1 Charakterizace elektrody 

 Charakterizace elektrody slouží ke sledování fyzikálně-chemických 

vlastností elektrody. Mimo jiné slouží i ke sledování elektrochemického 

chování elektrody jako je polarizovatelnost [24]. 

 K charakterizaci BDD elektrody byl zvolen hexakyanoželeznatan 

(ferrokyanid) draselný (obr. 3.1) pro své charakteristické voltametrické 

křivky. Charakterizace byla prováděna na počátku měření a na konci 

měření (po 8 měsících). 

 

Změnou rychlosti polarizace systému mohou být získány informace  

o reverzibilitě děje. Obr. 3.1 zobrazuje cyklické voltamogramy se změnou 

rychlosti polarizace na počátku měření (obr. 3.1A) a po osmi měsících  

(obr. 3.1B) měření. Obr. 3.1B ukazuje, že píky nejsou tak ostré a vysoké 

jako u obr. 3.1A, a lze odhadovat, že i potenciálový rozdíl píků ΔE je větší. 

Tab. 3.1 zaznamenává rozdíly potenciálů ve vrcholech píků, které jsou 

větší než 59 mV, což vypovídá o quazireverzibilním chování systému.  

Poměr výšek anodického a katodického píku |Ia/Ik| se pohybuje 

v rozmezí od 1,09 po 1,18 na počátku měření a od 1,01 po 1,06 po osmi 

měsících měření, přičemž teoretická hodnota pro reverzibilní děj je 1,0. 

Insety v obr. 3.1 dokazují lineární závislost proudu ve vrcholech 

píků Ip na druhé odmocnině z rychlosti v1/2, tj. elektrodový děj řízený 

difúzí. Pro anodický pík lze tuto závislost popsat rovnicí regrese na 

počátku měření (3.1A) a po osmi měsících měření (3.1B). Pro katodický pík 

lze tuto závislost popsat rovnicí regrese na počátku měření (3.2A) a po 

osmi měsících měření (3.2B).  

Ip,a (µA) = 8,47.v1/2
 (mV.s–1) + 26,4 (R2 = 0,997)  (3.1A) 

Ip,a (µA) = 8,23.v1/2 (mV.s–1) + 16,9 (R2 = 0,981)  (3.1B) 

Ip,k (µA) = –5,59.v1/2 (mV.s–1) – 37,8 (R2 = 0,988)  (3.2A) 

Ip,k (µA) = –6,55.v1/2 (mV.s–1) –22,6 (R2 = 0,998)  (3.2B) 
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Obr. 3.1 Porovnání cyklických voltamogramů 1.10–3 mol.l–1 K4[Fe(CN)6] v 1 mol.l–1 

KCl při různých rychlostech polarizace u vedených v jednotkách mV.s–1  

u příslušných křivek, (A) na začátku měření a (B) po 8 měsících měření. Vložena  

je lineární závislosti proudu ve vrcholech píků Ip na odmocnině z rychlosti 

polarizace v1/2. 

 

Tab. 3.1 Porovnání změn rozdílu potenciálu anodického a katodického píku ΔEp  

a absolutní hodnoty poměru anodického a katodického proudu |Ia/Ik| ve 

vrcholech píku ferrokyanidu draselného, v průběhu 8 měsíců měření. 

v [mV.s–1] 
Počáteční hodnoty Hodnoty po 8 měsících 

ΔEp [mV] |Ia/Ik| ΔEp [mV] |Ia/Ik| 

20 118 1,09 188 1,02 

50 140 1,12 246 1,01 

100 170 1,14 294 1,06 

300 220 1,19 400 1,03 

500 255 1,18 464 1,06 
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3.2 Vliv organického rozpouštědla na potenciálové okno 

 Nejprve byl studován vliv poměru směsi rozpouštědla a fosfátového 

pufru (0,075 mol.l–1, pH 3,0) na šířku potenciálového okna a průběhu 

voltametrické křivky. Použitými rozpouštědly byly: methanol, isopropanol, 

N-dimethylformamid a acetonitril. Následující kapitoly (3.2.1-5) ukazují na 

změny v oblasti hraničních potenciálů potenciálových oken s rostoucím 

obsahem organického rozpouštědla ve směsi s fosfátovým pufrem. 

 V další části práce bylo ze získaných poznatků vybráno vhodné 

prostředí pro studium elektrochemické oxidace stigmasterolu. 

 V jednotlivých měřeních byla použita metoda cyklické voltametrie 

(CV), při které se měří protékající proud BDD elektrodou v závislosti na 

lineárně se měnícím potenciálu. Pro všechna rozpouštědla byl jeho obsah  

v 0,075 mol.l–1 fosfátovém pufru (pH 3,0) měněn v rozsahu 0 % (samotný 

fosfátový pufr), 1 %, 10 %, 50 %, 90 %, 95 % a 99 %.  

 Pro uvedené poměry byly studovány následující charakteristiky: 

a) limitní potenciály na anodické a katodické straně potenciálového 

okna 

b) celková velikost potenciálového okna elektrody 

c) velikost základního proudu při vybraných potenciálech uvnitř okna 

 

3.2.1 Methanol – fosfátový pufr 

 Cyklické voltamogramy směsi methanol – fosfátový pufr  

(0,075 mol.l–1, pH 3,0) jsou zaznamenány na obr. 3.2. Na obr. 3.3A je 

znázorněna závislost limitního potenciálu Elim na obsahu methanolu ve 

studované směsi. Rozdíl potenciálového okna pro poměry s 1% a 99% 

obsahem methanolu ve směsi je zřejmý z obr. 3.3B. 

  

 Limitní potenciály na anodické straně (obr. 3.2 a 3.3A) se zkracují 

již při nepatrném přídavku methanolu (1%) ve směsi. Dochází 

k výraznému posunu k nižším potenciálům oproti samotnému 

fosfátovému pufru. Je tomu tak, protože dochází k elektrochemické 

oxidaci methanolu na BDD elektrodě a dochází tak ke snížení limitního 

anodického potenciálu oproti základnímu elektrolytu bez přídavku 
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methanolu [25-27]. Křivky v této oblasti vykazují pro únik elektrolytu ostré 

stoupání bez náznaku zplošťování.  

 Limitní potenciály na katodické straně (obr. 3.2 a 3.3A) se 

s rostoucím obsahem methanolu ve směsi zvětšují směrem k zápornějším 

potenciálům. To je zřejmě způsobeno adsorpcí methanolu na povrch BDD 

elektrody, která zabraňuje adsorpci H+ iontů a tím pádem je inhibován 

vývoj vodíku. Na rozdíl od anodické oblasti jsou křivky s rostoucím 

obsahem methanolu ve směsi zploštělé bez proudového stoupání. 

 Na obr. 3.3B lze pozorovat rozdíl potenciálového okna pro směsi 

obsahující 1 % a 99 % methanol, přičemž v oblasti záporných potenciálů 

je rozdíl limitních hodnot potenciálů pro tyto poměry až 1200 mV, zatímco 

v anodické oblasti je rozdíl limitních potenciálů minimální. 

Methanol vykazuje, podobně jako N-dimethylformamid (viz kapitola 

3.2.3), výrazné rozšíření potenciálového rozsahu v katodické oblasti, takže 

by mohl být vhodným rozpouštědlem pro elektrochemické redukce 

organických látek se zápornějšími hodnotami redukčních potenciálů.  
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Obr. 3.2 Cyklické voltamogramy v prostředí 0,075 mol.l–1 fosfátový pufr (pH 3,0) – 

methanol s obsahem methanolu ve směsi: (1) 0 %; (2) 1 %; (3) 10 %; (4) 50 %; (5) 

90 %; (6) 95 % a (7) 99 %. Rychlost polarizace 100 mV.s–1, desáté cykly. 



 

23 
 

0 30 60 90
-3000

-1500

1500

2000

Elim, mV

 

 

 

A

-2000 -1000 0 1000

99 %

1 %

Elim, mVMethanol, %

 

M
e
th
a
n
o
l,

 %

B

 

Obr. 3.3 (A) Závislost limitního potenciálu Elim potenciálového okna na katodické 

(■) a anodické (●) straně na množství methanolu ve směsi methanol – fosfátový 

pufr (0,075 mol.l–1, pH 3,0), (B) hodnoty limitního potenciálu Elim potenciálového 

okna na katodické a anodické straně pro 1% a 99% obsah methanolu. Odečítáno 

z cyklických voltamogramů pro hodnoty proudů –3500 nA a +5600 nA. 

 

3.2.2 Isopropanol – fosfátový pufr 

Cyklické voltamogramy směsi isopropanol – fosfátový pufr  

(0,075 mol.l–1, pH 3,0) jsou zaznamenány na obr. 3.4. Na obr. 3.5A je 

znázorněna závislost limitního potenciálu Elim na celkovém množství 

isopropanolu ve studované směsi. Rozdíl potenciálového okna pro roztoky 

obsahující 1 % a 99 % isopropanolu ve studované směsi 

zobrazuje  obr. 3.5B.  

 

Limitní potenciály na anodické straně (obr. 3.4 a 3.5A) se výrazně 

zkrátí oproti samotnému fosfátovému pufru již při nepatrném obsahu 

(1 %) isopropanolu ve směsi. Rozdíl směsi s 1 % isopropanolu oproti 

samotnému fosfátovému pufru je cca 200 mV. Stejně jako u methanolu lze 

předpokládat, že příčinou zkracování potenciálového okna je 

elektrochemická oxidace isopropanolu na povrchu BDD. S vyšším 
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obsahem isopropanolu ve směsi dochází k dalšímu snižování limitních 

potenciálů, které není ale tak výrazné jako v případě methanolu. Křivky 

s 50% zastoupením isopropanolu mají ostrý nástup úniku základního 

elektrolytu, od směsi s 90% obsahem isopropanolu dochází ke zplošťování 

křivek a důsledkem toho ke zvyšování hodnoty Elim, která byla v této 

oblasti odečítána při poměrně vysoké hodnotě proudu. 

Limitní potenciál na katodické straně (obr. 3.4 a 3.5A) 

se  minimálním přídavkem isopropanolu nepatrně sníží oproti samotnému 

fosfátovému pufru. Limitní potenciál ve směsi obsahující 99 % 

isopropanolu je dán vzdálením o hodnotu cca 600 mV (obr. 3.5B) směrem 

k zápornějším potenciálům oproti 1% obsahu methanolu. Stejně tak jako 

v anodické oblasti mají křivky s 50% zastoupením methanolu ostrý nástup 

základního elektrolytu, směsi  s 90% obsahem isopropanolu mají tendenci 

se zplošťovat. 
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Obr. 3.4 Cyklické voltamogramy v prostředí 0,075 mol.l–1 fosfátový pufr (pH 3,0) – 

isopropanol s obsahem isopropanolu ve směsi: (1) 0 %; (2) 1 %; (3) 10 %; (4) 50 

%; (5) 90 %; (6) 95 % a (7) 99 %. Rychlost polarizace 100 mV.s–1, desáté cykly. 
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Obr. 3.5 (A) Závislost limitního potenciálu Elim potenciálového okna na katodické 

(■) a anodické (●) straně na množství isopropanolu ve směsi isopropanol – 

fosfátový pufr (0,075 mol.l–1, pH 3,0), (B) hodnoty limitního potenciálu Elim 

potenciálového okna na katodické a anodické straně pro 1% a 99% obsah 

isopropanolu. Odečítáno z cyklických voltamogramů pro hodnoty proudů –3500 

nA a +5600 nA. 

 

3.2.3 N-dimethylformamid – fosfátový pufr 

 Cyklické voltamogramy směsi N-dimethylformamid – fosfátový pufr 

(0,075 mol.l–1, pH 3,0) jsou zaznamenány na obr. 3.6. Na obr. 3.7A je 

znázorněna závislost limitního potenciálu Elim na celkovém množství  

N-dimethylformamidu ve studované směsi. Rozdíl potenciálového okna pro 

směs obsahující 1 % a 99 % N-dimethyformamidu zobrazuje obr. 3.7B. 

 

 Limitní potenciály na anodické straně (obr. 3.6) vykazují již při 

přidání 1% N-dimethylformamidu ve směsi snížení přibližně o 150 mV 

oproti samotnému fosfátovému pufru. S rostoucím obsahem  

N-dimethylformamidu již nedochází k dalšímu zkracování hraničních 

potenciálů (obr. 3.7B). Křivky vykazují ostrý nástup úniku základního 

elektrolytu. 
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 Limitní potenciály na katodické straně (obr. 3.6 a 3.7A) nevykazují 

s obsahem 1 % N-dimethylformamidu ve směsi výrazné prodloužení, ale 

s rostoucím přídavkem dochází k velkému rozšíření okna k zápornějším 

potenciálům. Rozdíl potenciálů směsi s 99 % obsahem  

N-dimethylformamidu a samotného fosfátového pufru je až 1700 mV. 

Voltametrické křivky vykazují stejně jako v anodické oblasti ostré stoupání 

na konci potenciálového okna. 

 Zvyšující se procentuální zastoupení N-dimethylformamidu ve směsi 

má tedy za následek výrazné rozšíření potenciálového okna, a to 

především v katodické oblasti, v anodické oblasti se potenciálové okno 

téměř nemění (obr. 3.7A).  

 N-dimethylformamid je tedy vhodným rozpouštědlem pro redukci 

organických látek, neboť poskytuje se zvyšujícím se obsahem ve směsi 

široký potenciálový rozsah v katodické oblasti, téměř –2,8 V (obr. 3.6). 
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Obr. 3.6 Cyklické voltamogramy v prostředí 0,075 mol.l–1 fosfátový pufr (pH 3,0) – 

N-dimethylformamid s obsahem N-dimethylformamidu ve směsi: (1) 0 %; (2) 1 %; 

(3) 50 %; (4) 90 % a (5) 99 %. Rychlost polarizace 100 mV.s–1, desáté cykly. 
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Obr. 3.7 (A) Závislost limitního potenciálu Elim potenciálového okna na katodické 

(■) a anodické (●) straně na množství N-dimethylformamidu ve směsi  

N-dimethylformamid – fosfátový pufr (0,075 mol.l–1, pH 3,0), (B) hodnoty 

limitního potenciálu Elim potenciálového okna na katodické a anodické straně pro 

1% a 99% obsahu N-dimethylforamidu. Odečítáno z cyklických voltamogramů 

pro hodnoty proudů –3500 nA a +5600 nA. 

 

3.2.4 Acetonitril – fosfátový pufr 

 Cyklické voltamogramy směsi acetonitril – fosfátový pufr  

(0,075 mol.l–1, pH 3,0) jsou zaznamenány na obr. 3.8. Na obr. 3.9A je 

znázorněna závislost limitního potenciálu Elim na celkovém množství 

acetonitrilu ve studované směsi. Rozdíl potenciálového okna pro směsi 

obsahující 1 % a 99 % acetonitrilu je zobrazena obr. 3.9B. 

 

 Limitní potenciály na anodické straně (obr. 3.8) se nemění 

s minimálním přídavkem acetonitrilu ve směsi. Ale již s obsahem 10 % se 

limitní potenciál oproti 1 % ve směsi rozšíří až o 1000 mV. Největší 

rozšíření vykazuje směs s obsahem acetonitrilu 50 %, kde je rozdíl oproti 

samotnému fosfátovému pufru přibližně o 1500 mV směrem 
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k pozitivnějším potenciálům. Do tohoto poměru vykazují křivky relativně 

ostré stoupání v oblasti úniku základního elektrolytu. Od směsi s 90 % 

obsahem acetonitrilu dochází k výraznému zplošťování křivek, přičemž 

hodnota potenciálu, od kterého dochází k pozvolnému zvyšování proudu, 

se neliší od potenciálu, při kterém dochází k ostrému úniku základního 

elektrolytu pro 50% obsah acetonitrilu. 

 Limitní potenciály na katodické straně (obr. 3.8) se stejně jako na 

anodické straně s minimálním přídavkem acetonitrilu ve směsi nemění, 

avšak při obsahu 10 % acetonitrilu ve směsi dochází k rozšíření až  

o 800 mV oproti 1 % obsahu acetonitrilu ve směsi. Největší rozšíření 

vykazuje opět směs s 50% přídavkem acetonitrilu ve směsi, přičemž rozdíl 

potenciálu při tomto poměru oproti samotnému fosfátovému pufru je 

okolo 1400 mV směrem k zápornějším potenciálům. Voltametrické křivky 

s 90%, 95% a 99% obsahem rozpouštědla pak mají stejně jako na 

anodické straně sklon ke zplošťování s rostoucím obsahem acetonitrilu ve 

směsi, přičemž hodnota potenciálu v oblasti úniku základního elektrolytu 

se pro jednotlivé poměry výrazně neliší. 

S rostoucím procentuálním zastoupením acetonitrilu ve směsi 

dochází k výraznému rozšiřování potenciálových oken jak v anodické tak 

v katodické oblasti (obr. 3.9A), nejvýraznější rozšíření u směsi s 50% 

obsahem acetonitrilu, pro vyšší obsah acetonitrilu je rozšíření dáno pouze 

zplošťováním úniku základního elektrolytu.  

Acetonitril je tedy potenciálně vhodným rozpouštědlem pro 

organické látky jak pro oxidační tak pro redukční voltametrické procesy, 

i při relativně kladných/záporných hodnotách jejich redoxních potenciálů.   
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Obr. 3.8 Cyklické voltamogramy v prostředí 0,075 mol.l–1 fosfátový pufr (pH 3,0) – 

acetonitril s obsahem acetonitrilu ve směsi: (1) 0 %; (2) 1 %; (3) 10 %; (4) 50 %;  

(5) 90%; (6) 95 % a (7) 99 %. Rychlost polarizace 100 mV.s–1, desáté cykly. 

 

0 30 60 90
-3000

-1500

1500

3000

E
lim

, mV

E
lim

, mV

 

 

A

-1250 0 1250 2500

99 %

1 %

A
c
e
to
n
it
ri
l,
 %

Acetonitril, %

 

B

 

Obr. 3.9 (A) Závislost limitního potenciálu Elim potenciálového okna na katodické 

(■) a anodické (●) straně na množství acetonitrilu ve směsi acetonitril – fosfátový 

pufr (0,075 mol.l–1, pH 3,0), (B) hodnoty limitního potenciálu Elim potenciálového 

okna na katodické a anodické straně pro 1% a 99% acetonitrilu. Odečítáno 

z cyklických voltamogramů pro hodnoty proudů –1000 nA a +1000 nA. 
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3.2.5 Pozorování vlivu přídavku organických rozpouštědel  

1) Porovnání potenciálových oken elektrody 

a) Změna limitního potenciálu po přídavku 1 % rozpouštědla ve směsi 

Na anodické straně dochází vlivem přídavku 1 % rozpouštědla ve 

směsi ke zkrácení limitního potenciálu a to pro methanol, isopropanol  

a N-dimethylformamid. Nejvýraznější zkrácení je pro methanol,  

u kterého je rozdíl oproti samotnému fosfátovému pufru přibližně 200 mV, 

pro N-dimethylformamid je to 150 mV a pro isopropanol 100 mV. 

V katodické oblasti je situace podobná. Potenciálové okno rozšiřují 

isopropanol a N-dimethylformamid o hodnoty 100 a 150 mV směrem 

k zápornějším potenciálům.  

Směs obsahující 1 % acetonitrilu nemá žádný vliv na rozšiřování či 

zkracování anodického či katodického potenciálu oproti samotnému 

fosfátovému pufru. 

b) Chování rozpouštědel na anodické straně 

Acetonitril jako jediný výrazně rozšiřuje hranici limitních potenciálů  

a to již s 10 % obsahem ve směsi. Největší rozdíl limitního potenciálu 

oproti samotnému fosfátovému pufru je u poměru obsahující 50 % 

acetonitrilu ve směsi, kde je potenciálový rozdíl okolo 1500 mV směrem 

k pozitivnějším potenciálům. Ostatní použitá rozpouštědla (methanol, 

isopropanol a N-dimethylformamid) zkracují potenciálové okno již 

s minimálním přídavkem rozpouštědla ve směsi a zkracování pokračuje 

s jejich vyšším procentuálním zastoupením. U těchto rozpouštědel to 

může být způsobeno jejich elektrochemickou oxidací na povrchu BDD 

elektrody, jak bylo popsáno pro methanol [25-27]. 

U protických rozpouštědel (methanol, isopropanol) mají křivky ostré 

stoupání při úniku základního elektrolytu, narozdíl od aprotních 

rozpouštědel (acetonitril, N-dimethylformamid), kde v důsledku 

zplošťování při vyšším zastoupení ve směsi dochází k rozšíření 

potenciálového okna. 

c) Chování rozpouštědel na katodické straně 

Všechna použitá rozpouštědla výrazně rozšiřují potenciálová okna 

v této oblasti, což může být způsobeno jejich adsorpcí na povrchu BDD 



 

31 
 

elektrody, čímž brání adsorbování H+ iontů na elektrodový povrch a tím 

inhibují vývoj vodíku. Při nejvyšším procentuálním zastoupením ve směsi 

(99 %) poskytoval největší rozšíření N-dimethylformamid oproti 

samotnému fosfátovému pufru o hodnotu až 1700 mV.  

N-dimethylformamid je tedy jako aprotní protofilní rozpouštědlo schopen 

do určité míry interagovat s H+ ionty v roztoku a tím omezovat jejich 

dostupnost pro adsorpci a následnou redukci na BDD elektrodě. Při 

stejném procentuálním zastoupení (tj. 99 %) byl rozdíl potenciálů pro 

methanol a acetonitril okolo 1000 mV a pro isopropanol 600 mV.  Stejně 

jako v anodické oblasti hraje roli zplošťování křivek při vyšších obsazích 

aprotních rozpouštědel ve směsi – dochází k rozšiřování potenciálových 

oken. 

d) Celkový rozsah potenciálových oken 

S rostoucím obsahem rozpouštědla ve směsi s fosfátovým pufrem 

dochází k rozšiřování celkového potenciálového rozsahu. Tab. 3.2 

porovnává potenciálový rozsah pro směsi obsahující 1 % a 99 % 

rozpouštědla. Celkový potenciálový rozsah pro tyto dva poměry se zvětšuje 

zhruba o 830-1700 mV. Zplošťování voltamografických křivek při 99% 

obsahu N-dimethylformamidu a acetonitrilu ve směsi je důvodem 

vysokých hodnot ΔElim v tab. 3.2. 

Srovnání celkového rozsahu potenciálových oken elektrody pro 1%, 

50% a 99% zastoupení rozpouštědla ve směsi je zobrazeno na obr. 3.10.  

 Porovnáním potenciálových oken rozpouštědel při jejich 50% obsahu 

ve směsi (obr. 3.10B a 3.11B) bylo zjištěno, že acetonitril vykazuje největší 

rozšíření potenciálového okna jak v katodické, tak v anodické oblasti 

potenciálů, oproti ostatním rozpouštědlům, jejichž potenciálová okna jsou 

téměř totožná. Obr 3.10C a 3.11C ukazují, že acetonitril poskytuje při 

99% zastoupení nejširší potenciálové okno v anodické oblasti potenciálů, 

naproti tomu N-dimethylformamid vykazuje nejširší potenciálové okno 

v katodické oblasti potenciálů. 

Ze záznamu cyklických voltamogramů (obr. 3.11) jednotlivých směsí 

rozpouštědlo – fosfátový pufr (0,075 mol.l–1, pH 3,0) lze usuzovat, že 

acetonitril by se mohl stát vhodným rozpouštědlem pro oxidaci 
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organických látek, neboť poskytuje nejširší potenciálový rozsah v anodické 

oblasti potenciálů s rostoucím přídavkem acetonitrilu ve směsi.  

 

Tab. 3.2 Srovnání potenciálových oken ΔElim limitujících oxidačních EA pro  

+2000 nA a redukčních potenciálů EK pro –1200 nA poměrů s 1% a 99% 

obsahem rozpouštědla ve směsi s fosfátovým pufrem (0,075 mol.l–1, pH 3,0). 

Hodnoty získané z desátého skenu cyklického voltamogramu při rychlosti 

polarizace  

100 mV.s–1. 

 1 % rozpouštědla ve směsi 99 % rozpouštědla ve směsi 

EA (mV) EK (mV) ΔElim (mV) EA (mV) EK (mV) ΔElim (mV) 

Methanol +1602 –738 2340 +1502 –1928 3448 

Isopropanol +1538 –1182 2720 +1438 –1493 3556 

N-DMF +1540 –1076 2616 +1329 –2574 3974 

Acetonitril +1780 –920 2700 +2600 –1800 4400 

ΔElim = potenciálové okno EA – EK  
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Obr. 3.10 Vliv rozpouštědla na hodnoty limitního potenciálu Elim potenciálového 

okna na katodické a anodické straně pro (A) 1 %; (B) 50 % a (C) 99 % obsah 

rozpouštědla ve směsi rozpouštědlo – fosfátový pufr o pH 3,0 a c = 0,075 mol.l–1. 

Odečítáno pro hodnoty proudů –1200 nA na katodické straně a +2000 nA na 

anodické straně. 
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Obr. 3.11 Cyklické voltamogramy v prostředí 0,075 mol.l–1 fosfátového pufru  

(pH 3,0) pro směsi rozpouštědlo – fosfátový pufr obsahující (A) 1 %; (B) 50 % a (C) 

99 % rozpouštědla. Rychlost polarizace 100 mV.s–1, desáté cykly. 
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2) Velikost základního proudu při vybraných potenciálech uvnitř okna 

Z cyklických voltamogramů byly odečítány hodnoty proudů pro 

potenciál +400 mV v anodickém směru a -400 mV v katodickém směru 

(tab. 3.3). Z této tabulky vyplývá trend pro všechna použitá rozpouštědla 

pro katodický proud Ik při -400 mV, kdy dochází ke zmenšování proudu 

směrem k nule se zvyšujícím se obsahem rozpouštědla. Mohlo by to být 

způsobeno elektrochemickým čištěním povrchu BDD elektrody při 

zpětném katodickém skenu. Pro anodické proudy Ia při +400 mV je trend 

pro acetonitril v podobě zmenšování proudu k nule, pro ostatní 

rozpouštědla je trend nárůstu či poklesu neprůkazný. 

U poměru obsahující 50 % rozpouštědla ve směsi byla pro všechna 

rozpouštědla spočítána hodnota kapacity elektrodové dvojvrstvy C (µFcm–2) 

v rozsahu potenciálového okna od -800 po +800 mV (obr. 3.12). Kapacita 

elektrodové dvojvrstvy u všech rozpouštědel mírně stoupá s rostoucím 

potenciálem systému.  
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Obr. 3.12 Závislost kapacity elektrodové dvojvrstvy C směsi rozpouštědlo – 

fosfátový pufr (0,075 mol.l–1, pH 3,0) s 50% obsahem rozpouštědla, na vybraném 

intervalu potenciálů. 
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Tab. 3.3 Hodnoty anodického proudu IA (pro +400 mV) a katodického proudu IK 

(pro –400 mV) pro jednotlivé poměry rozpouštědlo – fosfátový pufr (0,075 mol.l–1,  

pH 3,0) 

Poměry 
Methanol Isopropanol N-DMF Acetonitril 

IA (nA)  IK (nA) IA (nA)  IK (nA) IA (nA)  IK (nA) IA (nA)  IK (nA) 

0 : 100 168,2 -513,9 196,9 -599,1 196,9 -599,1 171,1 -515,5 

1 : 99 182,9 -425,3 171,2 -309,9 193,5 -354,5 116,6 -299,1 

10 : 90 268,7 -380,7 70,8 -290,4 *) *) 9,1 -11,0 

50 : 50 168,2 -313,2 166,1 -259,4 189,8 -266,8 8,2 -7,8 

90 : 10 213,2 -226,3 150,9 -267,9 250,6 -182,9 3,7 -5,7 

95 : 5 169,6 -230,9 148,1 -254,6 *) *) 2,5 -3,0 

99 : 1 193,4 -201,2 171,6 -255,3 236,3 -164,3 72,3 -116,6 

*) tyto poměry nebyly měřeny 

 

3.3 Voltametrie stigmasterolu ve směsném prostředí 

 Při předchozím studiu vlivu obsahu organického rozpouštědla na 

potenciálové okno BBD elektrody se ukázalo, že pro elektrochemickou 

oxidaci stigmasterolu je nejvhodnější směs obsahující fosfátový pufr  

a acetonitril, neboť poskytuje nejširší okno v anodické oblasti. Oxidace 

stigmasterolu se neprojevuje přítomností píku či vlny, ale nárůstem 

proudu při potenciálu nižším než je únik základního elektrolytu. 

 V následujících experimentech byla věnována pozornost směsi 

acetonitril – fosfátový pufr s různým obsahem acetonitrilu a pro porovnání 

byla testována i směs s methanolem. U obou rozpouštědel docházelo 

v některých případech k zakalení roztoku při přidání stigmasterolu do 

směsi, je to způsobeno nerozpustností stigmasterolu ve vodě, pro 

jednotlivé poměry specifikováno v textu níže. 

 

1) Směs obsahující methanol a fosfátový pufr 

Přidáním 1,0 ml stigmasterolu (c = 1.10–4 mol.l–4) rozpuštěného 

v methanolu ke směsi methanol – fosfátový pufr vedlo ve všech poměrech 

k různým formám zakalení roztoku a k následnému vysrážení na stěny 

voltametrické nádobky při probublávání roztoku. Vysrážením 
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stigmasterolu docházelo ke snížení jeho koncentrace v roztoku, proto byly 

testovány i nižší koncentrace stigmasterolu. Cyklické voltamogramy pro 

směs obsahující 1 % methanolu, při relativně nízké koncentraci 

stigmasterolu v roztoku 1.10-5 mol.l–1, kdy již nedocházelo k vysrážení 

stigmasterolu, jsou na obr. 3.13, ale i tak není oxidace stigmasterolu 

patrná. 
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Obr. 3.13 Cyklické voltamogramy základního elektrolytu v nepřítomnosti (1)  

a přítomnosti (2) stigmasterolu v methanolu (c =1.10-5 mol.l–1 ), pro směs 

methanol – fosfátový pufr (0,075 mol.l–1, pH 3,0) obsahující 1 % methanolu.  

Rychlost polarizace 100 mV.s–1, desáté cykly. 

 

Porovnáním hraničních potenciálů rozpouštědel methanolu  

a acetonitrilu pro jednotlivé poměry bylo zjištěno, že methanol je 

nevhodným rozpouštědlem pro detekci stigmasterolu, neboť oxidační 

potenciál stigmasterolu není v rámci potenciálového okna směsi methanol 

– fosfátový pufr. Dalším problémem je malá rozpustnost stigmasterolu ve 

směsném prostředí methanol – fosfátový pufr. 

 

2) Směs obsahující acetonitril a fosfátový  

U poměrů s 10 % a 50 % obsahem acetonitrilu docházelo k vysrážení 

stigmasterolu na stěnách voltametrické nádobky. Naproti tomu pro 90% 
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obsah acetonitrilu byl již stigmasterol o koncentraci 1.10–4 mol.l–1 

rozpustný.  

Závislosti limitních potenciálů anodické oblasti Elim vybraných poměrů 

acetonitril – fosfátový pufr jako základního elektrolytu a pak stejné směsi 

obsahující 1 ml stigmasterolu (c = 1.10–4 mol.l–1) v acetonitrilu je na  

obr. 3.14. Je zřejmé, že oxidační potenciál stigmasterolu je menší než 

limitní hodnota potenciálu základního elektrolytu.  

Následující obr. 3.15 zobrazuje cyklické voltamogramy základního 

elektrolytu a proudový únik stigmasterolu v acetonitrilu (c = 1.10–4 mol.l–1) 

pro poměry s 10 % a 90 % obsahem acetonitrilu ve směsi. Z obr. 3.15 je 

zřejmé, že 10 % obsah není vhodný pro sledování proudového odezvy 

stigmasterolu, jelikož se neliší odezva základního elektrolytu v přítomnosti 

a nepřítomnosti stigmasterolu. U směsi s 90% obsahem acetonitrilu již 

nedocházelo k zakalení roztoku. Cyklické voltamogramy pro tento poměr 

zachycují nástup proudu stigmasterolu při +1800 mV před únikem 

základního elektrolytu okolo +2000 mV. 
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Obr. 3.14 Závislosti hraničního anodického potenciálu směsi acetonitril – 

fosfátový pufr (0,075 mol.l–1, pH 3,0) v nepřítomnosti (●) a přítomnosti (○) 

stigmasterolu (c = 1.10–4 mol.l–1) v acetonitrilu na procentuálním zastoupení 

acetonitrilu ve směsi. Odečítáno pro hodnotu anodického proudu +10000 nA. 
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Obr. 3.15 Cyklické voltamogramy základního elektrolytu (plná) a stigmasterolu 

(čárkovaná) (c = 10–4 mol.l–1) v acetonitrilu ve směsi acetonitril – fosfátový pufr 

(0,075 mol.l–1
,  pH 3,0) s obsahem acetonitrilu: (1) 10 %  a (2) 90 %, rychlost 

polarizace 100 mV.s–1, desáté cykly.  

 

 

 

 

  



 

40 
 

4 Závěr 

Náplní této práce bylo navrhnout vhodné prostředí pro 

elektrochemickou detekci stigmasterolu na BDD elektrodě. Byly 

vyzkoušeny celkem čtyři typy organických rozpouštědel (methanol, 

isopropanol, N-dimethylformamid a acetonitril) ve směsném prostředí  

s fosfátovým pufrem.  

Ukázalo se, že potenciálová okna methanolu, N-dimethylformamidu  

a isopropanolu se v anodické oblasti prakticky nemění s přídavkem 

rozpouštědla ve směsi, ale naproti tomu dochází k výraznému rozšíření 

v katodické oblasti potenciálového okna. Při použití acetonitrilu se 

potenciálová okna s jeho zvyšujícím se množstvím ve směsi rozšiřovala po 

obou stranách, ale hlavně v anodické oblasti. Z těchto poznatků lze 

usuzovat, že methanol, N-dimethylformamid a částečně i isopropanol jsou 

vhodné rozpouštědla pro redukci látek na BDD elektrodě v oblasti vysoce 

záporných potenciálů, naproti tomu acetonitril se zdá být vhodným 

rozpouštědlem jak pro oxidaci při vyšších kladných potenciálech, tak pro 

redukci organických látek. 

Stigmasterol, stejně jako cholesterol, obsahuje 3β-OH skupinu, na 

které pravděpodobně dochází k oxidaci, stejně jako u cholesterolu [23]. 

Pro stanovení oxidačního potenciálu stigmasterolu bylo využito směsného 

prostředí složeného z acetonitrilu a fosfátového pufru (0,075 mol.l–1,  

pH 3,0). Toto prostředí poskytovalo nejvhodnější podmínky pro stanovení 

stigmasterolu, neboť se jeho potenciálové okno rozšiřovalo v anodické 

oblasti potenciálů s přídavkem acetonitrilu ve směsi. Viditelný rozdíl 

v limitních potenciálech stigmasterolu (1.10–4 mol.l–1) a základního 

elektrolytu byl u poměru s 90% obsahem acetonitrilu ve směsi, kde se 

přítomnost stigmasterolu projevila zvýšením proudu u +1800 mV, přičemž 

únik samotného základního elektrolytu se pohyboval okolo +2000 mV. 

Další použitá rozpouštědla nebyla testována se stigmasterolem díky 

podobnému elektrochemickému chování jako má methanol, např. šířka 

potenciálového okna. 
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Práce ukázala možnosti detekce stigmasterolu na BDD elektrodách 

ve směsném prostředí pufr – acetonitril. Dále lze uvažovat o studiu vlivu 

koncentrace a pH vodné složky a využití BDD elektrod ke stanovení 

sterolů např. pomocí ampérometrické detekce v HPLC. 
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