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Abstrakt

Cilem této prace bylo navrhnuti vhodného prostfedi pro detekci
oxidace stigmasterolu na borem dopované diamantové elektrodé. Méreni
probihalo ve smésném vodné — organickém prostfedi metodou cyklické
voltametrie. Nejprve byl studovan vliv organického rozpoustédla na
celkové potencialové okno borem dopované elektrody pro rtzné pomeéry
rozpoustédlo — fosfatovy pufr. Pouzitymi organickymi rozpoustédly byly
methanol, isopropanol, N-dimethylformamid a acetonitril a vodnou slozku
zahrnoval fosfatovy pufr o pH 3,0 a koncentraci 0,075 mol.l-1.
Z dosazenych vysledkt vyplynulo, Ze vhodnym rozpoustédlem pro detekci
stigmasterolu na BDD byl acetonitril, ktery poskytuje dostatecné Siroky

potencialovy rozsah v anodické oblasti.

Klicova slova: borem dopovana diamantova elektroda, cyklicka

voltametrie, organické rozpoustédlo, 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.l1-1, 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
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borem dopovana diamantova elektroda

chemical vapor deposition (chemicka depozice par)

gas chromatography (plynova chromatografie)

flame ionization detection (plamenova ionizacni detekce)
flow injection analysis (pritokova injek¢ni analyza)
high-performace liquid chromatography (vysokouc¢inna
kapalinova chromatografie)

elektrochemicka detekce

liquid chromatography (kapalinova chromatografie)
atmospheric pressure chemical ionization (chemicka
ionizace za atmosferického tlaku)

mass spektrometry (hmotnostni spektrofmetrie)

molarni koncentrace

linearni dynamicky rozsah

relativni smérodatna odchylka
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1 Teoreticka cast

1.1 Cil prace

Cilem této prace bylo navrhnuti vhodného prostredi pro detekci
oxidace stigmasterolu na borem dopované diamantové elektrodé.

Za timto ucelem byl studovan vliv slozeni smeésného vodné-
organického prostredi na proud pozadi a celkovy rozsah potencialového
okna borem dopované diamantové elektrody. Za ucelem dalsi studie primé
elektrochemické oxidace vybranych rostlinnych sterolt, fytosterol, na
borem dopované diamantové elektrodé, bylo z dosazenych vysledku

vybrano nejvhodnéjsi organické rozpoustédlo.

1.2 Borem dopované diamantové elektrody

Béhem poslednich dvaceti let byl vyvinut a zdokonalen novy
elektrodovy material pouzivany nejen v elektrochemii — borem dopované
diamantové  elektrody (BDD). BDD elektrody se  vyuzivaji
k elektrochemické oxidaci organickych latek nachazejicich se v odpadnich
vodach, za ucelem jejich kvantitativni destrukce. Druha moznost vyuziti
BBD elektrod je velektroanalyze k oxidaci ¢i redukci organickych latek ¢i
anorganickych iontu. Kromé voltametrie je Ize pouzit k detekci
v prutokovych  metodach, jako jsou vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC), pruatokova injekéni analyza (FIA) a kapilarni

elektroforéza [1-4].

1.2.1 Pfiprava BDD filmu

Diamantové filmy bez dopantu se pfipravuji za vysokého tlaku
a vysoké teploty (high pressure and high temperature — HPHT), kde se
aplikuji podminky podobné, jako jsou pro pfirozeny rust diamantu. Vlivem
vysokého tlaku a vysoké teploty dochazi k preméné monokrystal
diamantu a alotropicky modifikovanych uhliki na velmi Cisty diamant

s pravidelnym tetraedrickym usporadanim [2].



Priprava diamantovych filmti dopovanych borem se provadi
chemickou depozici par (chemical vapor deposition — CVD), na rozdil od
predchozi metody je CVD provadéna za nizkého tlaku. Tato metoda
umoznuje dle podminek depozici az ¢tyr typu uhliku: na amorfni uhlik
s sp? hybridizaci, tetraedricky uhlik, polykrystalicky a monokrystalicky
diamant [2].

Chemickou depozici par lze provadét raznymi technikami, kdy
aktivace reakCcni smeési probiha napf. termalni iniciaci Zzhavenym vlaknem
pii teploté okolo 2000 — 2900 K, chemickou indukci za pouziti plamene
v teplotnim rozmezi 2000 — 3550 K, elektromagnetickou excitaci za pouziti
mikrovinného ohfevu (3000 MHz az 300 GHz), laserovou indukéni
plazmou nebo elektrickou indukci zalozenou na stejnosmérném proudu
a plazmatickém vyboji mezi dvéma elektrodami. AvSak k pfipravé BDD
filmu jsou nejvhodnéjsi pouze dvé metody, a to termalni iniciace Zhavenym
vlaknem a elektromagneticka excitace za pouziti mikrovlnného ohfevu.
Tyto techniky jsou podrobné popsané v review [2].

Princip CVD spociva v chemické reakci plynné faze a ukladani
produktia rozkladu na povrch substratu, kterym vétSinou byva kremik.
Reak¢nimi plyny jsou vodik, nosic¢e uhlikového atomu — vétSinou methan —
a dopanty boru napf. diboran, trimethylboran, nitrid boru. Iniciaci
zhavenym vlaknem nebo mikrovinnym ohfevem dochazi k tvorbé
vodikovych radikalti a radikalti uhlikatych sloucenin. V této fazi je do
smeési privadén zdroj boru a radikaly obsahujici uhlik se stabilizuji

depozici na kfemikovy substrat [2, 3].

1.2.2 Vlastnosti borem dopovanych diamantovych elektrod

Borem dopované diamantové elektrody jsou pro své vlastnosti hojné
vyuzivané v elektrochemické analyze. BDD poskytuji Siroky potencialovy
rozsah jak v katodické tak anodické oblasti, v kyselych roztocich
a neutralnich roztocich az okolo 3,5 V. DalSimi vyhodnymi vlastnostmi
jsou chemicka inertnost, vysoka termicka konduktivita, chemicka

a mechanicka stabilita. Diky sp3 hybridizaci je BBD méné nachylny



k pasivaci a zpravidla odolné&jsi vici adsorpci organickych latek na svij
povrch [1, 2, 4], oproti jinym uhlikatym materialim.

Velky vliv na chovani elektrody v roztoku ma jeji povrch, ktery mutze
byt bud hydrogenovany ¢i oxidovany. Hydrogenovany povrch se ziskava
v CVD reaktoru v zavérecné fazi depozice v atmosfére vodiku, tento povrch
vykazuje vyssi vodivost a je hydrofobni. Oxidovany povrch vykazuje nizsi
vodivost a hydrofilnost, v nékterych pripadech umoznuje snadnégjsi oxidaci
analytt. Cisty hydrogenovany povrch BDD elektrody lze snadno prevést
na oxidovany povrch pfi anodické polarizaci v kyselych roztocich
(podrobneéji viz nize) [S5]. Dochazi k zavedeni funkénich skupin na povrch
BDD, napt. karbonyl, karboxyl, hydroxid, ether. Funkc¢ni skupiny
obsahujici kyslik 1ze na povrch BBD elektrody zavést i dalSimi zptsoby,
napt. proudem kysliku pfi vysokych teplotach, kyslikovou plasmou, varem
v kyselinach, Fentonovou reacii (rovnice (1.1)) ¢&i elektrochemicky.
Elektrochemické zavedeni funkéni skupiny se provadi potenciostaticky pri
potencialu vysSim nez cca 2 V (potencial rozkladu vody, viz rovnice
1.2) nebo cyklickou voltametrii v anodické oblasti.

Fe2+* + HoO2 — Fe3* + OH- + OH® (1.1)
Funkéni skupiny na povrchu elektrody maji velky vliv na prenos naboje
v katodickych i anodickych reakcich [6].

1.2.3 Déje limitujici potencialové okno

Filmové BBD elektrody poskytuji Siroké potencialové okno jak ve
vodném tak nevodném prostredi, tato vlastnost je ziskana nutnosti
adsorpce vody (protonu) na povrchu elektrody pred vlastni oxidaci ¢i
redukci [7]. Velky vliv na potencialové okno ma povaha rozpoustédla
a acidobazické vlastnosti zakladniho elektrolytu. Elektrochemické
chovani latek na BBD elektrodé bylo zkoumano v rtznych nevodnych
rozpoustédlech a zakladnich elektrolytech. V nevodném prostredi
poskytuji BDD elektrody az 1,5 — 2,5 krat SirSi potencialové okno nez ve
vodnych kyselych roztocich. Bylo zjiSténo, Zze potencial anodického
a katodického uniku proudu je zavisly jak na povaze rozpoustédla, tak na

povaze zakladniho elektrolytu [8].



Ve vodnych roztocich vede elektrochemicka oxidace vody
absorbované na povrch elektrody ke generaci hydroxidovych radikal,
které se adsorbuji na elektrodovy povrch (rovnice (1.2)). Sledem dalSich
reakci pak dochazi k vyvoji kysliku.

H-.O (BDD) — OH* (BDD) + H* + e~ (1.2)

Velky vliv na generaci OH radikall ma hodnota pH roztoku.
V roztocich pfi pH<9 zakladniho elektrolytu dochazi v oblasti uniku
anodického proudu k elektrochemické generaci OH radikald, které mohou
oxidovat pritomné latky a zptsobit tak elektrochemickou oxidaci
organickych latek, které jinak v rozsahu potencialového okna elektrody
nelze elektrochemicky oxidovat. Generované OH radikaly tak hraji velkou
roli jako mediatofi oxidace sloucenin. V opacéném piipadé, kdy pro
elektrolyt plati, ze je pH>9 nebyla generace OH radikalti pozorovana [9].

Sifka potencialového okna v katodické oblasti je ovlivhéna
mnozstvim pritomnych H* kationtu (tj. pH roztoku). Ty se adsorbuji na
povrch elektrody a dochazi k jejich redukci na atomarni vodik, ktery je
adsorbovan na povrch elektrody (rovnice 1.3, Volmeruav krok generace Hp).
Nasledné dochazi k interakci tohoto vodiku s dalsim H* kationtem a jeho
redukce za vzniku vodiku (rovnice 1.4, Heyrovského krok generace Ho).
V obou rovnicich S znamena povrch BDD elektrody [7].

S+e +H"— S-H (1.3)
S-H+H*+e < S+ H» (1.4)
Generace vodiku a kysliku tedy vyzaduje adsorpcéni krok (adsorpce vody ¢i

protonu), coz vede k vysokym potencialtim jejich vyvoje [7].

1.2.4 Pouziti v organické analyze

BDD elektrody jsou diky malé nachylnosti k pasivaci organickych
latek a Sirokému potencialovému oknu hojné vyhledavanym elektrodovym
materialem v organické analyze. Lze je pouzit jak pro elektrochemické
stanoveni organickych latek a polutantd, tak jako detektory pro HPLC ¢i
FIA. Dale je mozna miniaturizace elektrody do podoby dratkovych

mikroelektrod o pruméru dratku 100 um az 10 pm pouzitelnych jako
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detektory pro kapilarni elektroforézu [1]. Vyuziti BDD elektrod pro detekci

organickych latek je prehledné shrnuto v souhrnnych ¢lancich [10, 11].

1.3 Studovana latka - stigmasterol

1.3.1 Vyskyt a syntéza

Stigmasterol (3B-Hydroxy-24-ethyl-5,22-cholestadiene) je latka
obsazena v rostlinnych bunkach. Jeho struktura je velmi podobna
strukture cholesterolu (obr. 1.1), ale 1i§i se od n¢&j rozdilnym usporadanim

postranniho retézce na Ci7.

Obr. 1.1 Chemicka struktura sterolti: A — cholesterol, B — stigmasterol

Rostlinné steroly (fytosteroly), jak uz nazev vypovida, se vyskytuji
v rostlinnych bunkach. Stejné jako cholesterol, jsou i fytosteroly soucasti
lipoproteinovych bunéénych membran rostlin. V rostlinach se vyskytuji ve
strukturni podobé ¢i ve svych derivatech jako estery ¢i glykosidy [12].

Jedna z variant biosyntézy fytosterolll je polymeraci isoprenu pres
mevalonatovou drahu v plastidech rostlin (obr. 1.2). Jako prekurzor je
pouzita glukosa, z které se ziskava acetyl-CoA oxidaéni dekarboxylaci
pyruvatu. HMG-CoA (3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA) syntazou
a naslednou reduktazou ziskame isoprenovou jednotku mevalonat, ze
které se izomeraci ziska skvalén. Cyklizaci skvalénu vzniknou steroidni
kruhy s postrannim fetézcem na Ci7, a dalSimi naslednymi reakcemi

vznika stigmasterol [cit. [13]].
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Obr. 1.2 Schéma syntézy stigmasterolu mevalonovou drahou polymerace
isoprenu, A — glukosa, B — acetylkoenzym A, C — jednotka isoprenu = mevalonat,

D - skvalén, E — stigmasterol (pfevzato z [13], upraveno).

1.3.2 Vlastnosti a biologické ucinky

Stigmasterol je v ¢istém stavu bila krystalicka latka s molekulovou
hmotnosti 412,69 g.mol! Spatné rozpustna ve vodé. Rozpustnost
stigmasterolu ve vodé ma hodnotu 1,9:10-8 mol.l-! [14].

Kazdy fytosterol v rostliné ma svoji funkci, S-sitosterol
a camperosterol reguluji propustnost bunéfné membrany [15],
stigmasterol ma dulezitou roli v bunécné proliferaci a diferenciaci [16].
Velky podil fytosteroltl, vCetné stigmasterolu, se podili na déleni bunék
[16].

Lidsky organismus neni schopen fytosteroly syntetizovat a musi je
pfijimat potravou [17]. Fytosteroly ziskané potravou maji tendenci
vstfebavat se v tenkém stfevé rychleji nez cholesterol [15], tim snizuji
hladinu lipoproteinu o nizké hustoté (LDL cholesterolu) v krvi [12, 17].
Fytosteroly vykazuji mimo jiné  protizanétlive, antibakterialni,

antimykotické a antipyretické ucinky [12].
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1.3.3 Metody stanoveni

Analytické metody pouzivané k detekci fytosterol jsou plynova
chromatografie (GC) s hmotnostni detekci (MS) ¢i plamenovou ionizacni
detekci (FID) s derivatizacnim krokem kvuali pfechodu do plynné faze [18]
nebo vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) vétSinou s UV
detekci, MS nebo okrajové elektrochemickou detekci [19]. Dale lze vyuzit
kapilarni elektrochromatografii (CEC) s fotodiodovym detektorem [20].
Vyrazny vliv na citlivost stanoveni ma struktura postranniho fetézce na
Ci7, u stigmasterolu ma dvojna vazba mezi Ci9 a Czo a pritomnost
methylové skupiny na Cis vliv na jeho polaritu a hydrofobicitu [20].

Citlivost a presnost stanoveni fytosterold je v poradi [20]
GC>HPLC>CEC. V nasledujici tabulce (Tab. 1.1) jsou shrnuté nékteré

metody stanoveni stigmasterolu.

Tab 1.1 Metody vyuzivané pro detekci stigmasterolu.

Metoda LDR/ umo.l-! LOD / umol.I'!  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 (chemicka ionizace za atmosferického
tlaku); ED - elektrochemicka detekce; FID — flame ionization detection (plamenova
ioniza¢ni detekce); GC — gas chromatography (plynova chromatografie); HPLC — high-
performace liquid chromatography (vysokouc¢inna kapalinova chromatografie); LC — liquid
chromatography (kapalinova chromatografie); LDR — linearni dynamicky rozsah; LOD —

detekéni limit; MS — mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie)

1.3.4 Elektrochemické stanoveni steroidnich latek

Elektrochemicka oxidace cholesterolu a od néj odvozenych sterolt
(fytosteroly, Zzlucové kyseliny) neni pfiliS prostudovana a vyuzivana
k analytickym tucelim. Pfedpoklada se, ze elektrochemicka oxidace
probiha na hydroxylové skupiné v beta poloze na C3 steroidniho kruhu
[19]. Obecné plati, ze prfima elektrochemicka oxidace je uspéSna

v nevodném prostredi ¢i v prostredi s vysokym obsahem organické faze
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[22] vzhledem k vysokému anodickému potencialu oxidace. Druhy zptisob
oxidace je neprima oxidace prostrednictvim vhodného mediatoru.

Elektrochemické chovani cholesterolu bylo studovano v nevodném
prostfedi ve smeési acetonitril-isopropanol (90:10, v/v) s obsahem
50 mmol.lI"! LiClO4 jako zakladniho elektrolytu na BDD elektrodé [23].
Moznost elektrochemické detekce fytosterold byla vyuzita u metody
HPLC-ED, pficemz detek¢ni limit fytosteroli byl mensi nez 3,4 umol.l-!,
pro stigmasterol to bylo 1,06 pmol.l"! [19]. Nepifimé elektrochemické
oxidace zlucovych kyselin vedou k syntéze riaznych druht oxo-cholovych
kyselin [22].

Steroly zpravidla nelze elektrochemicky redukovat. Pouze zlucové
kyseliny, které se od fytosterolu liSi pfitomnosti dalsi hydroxidové skupiny
na C7 ¢i Ci2, lze redukovat ve vodném i v nevodném prostredi diky
pritomnosti karboxylové skupiny na Cz4 nebo Cz7. Ke stanoveni vybranych
zlucovych kyselin byla pouzita metoda diferencni pulzni polarografie (DPP)
na rtutové kapkové elektrodé (DME). Detekéni pik se pohyboval v oblasti
potencialti —1150 mV az -1350 mV [22].

1.4 Organicka rozpoustédla pro elektrochemii

Organické rozpoustédlo pro elektrochemické tucely Ilze pouzit
v potencialovém rozsahu, ve kterém nevystupuje jako depolarizator. Bézné
se pouziva napf. acetonitril, N-dimethylformamid, 2-propanol,
dimethylsulfoxid (DMSO), aceton aj. VSechna zminéna rozpoustédla jsou
neomezené misitelna s vodou. Jako zakladni elektrolyty se vétSinou
pouzivaji rtizné koncentrované roztoky chloristanu lithného ¢i sodného
a tetraalkylamoniové soli. Pfi pouziti dipolarnich aprotnich rozpoustédel
(napf. acetonitril) jsou zpravidla volena ta z nich, ktera maji relativné
vysokou hodnotu dielektrické konstanty (tab. 1.2).

V této praci byla pouzita polarni proticka (methanol, isopropanol)
a polarni aprotni (acetonitril, N-dimethylformamid) rozpoustédla misitelna
s vodou. Polarita rozpoustédla se ziska zmeérenim dielektrické konstanty ¢i

relativni permitivity rozpousteédla, pricemz ¢im je hodnota téchto konstant
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vysSSi, tim je rozpoustédlo polarné€jsi. Hodnoty dielektrické konstanty

rozpoustédel jsou shrnuty v tab. 1.2.

Tab. 1.2 Seznam pouzitych rozpousStédel a hodnoty jejich dielektrickych

konstant (g).

Rozpoustédlo €
Isopropanol 18
Methanol 32
Acetonitril 37
N-dimethylformamid 38

Methanol je vysoce jedovaté polarni protické rozpoustédlo. Je to
bezbarva kapalina alkoholového zapachu Spatné rozeznatelna od
ethanolu. Methylalkohol je neslucitelny s anorganickymi zasadami,
alkalickymi kovy, hydroxidem barnatym, bromem, bromoformem a silnymi
oxidac¢nimi a redukénimi ¢inidly. I pfi malych davkach zpusobuje otravu
organismu, nevratnou ztratu zraku a v nejhorSim pripadé smrt.

Isopropanol je  polarni  protické  bezbarvé rozpoustédlo
charakteristického zapachu. Je to toxicka vysoce hoflava kapalina, ktera
vzplane uz pfi 12°C (v uzavieném kelimku). Isopropanol je misitelny
s vodou, ale je neslucitelny s anorganickymi kyselinami, organickymi
nitroslouc¢eninami, alkalickymi kovy a silnymi oxida¢nimi ¢inidly.

Mezi dipolarni aprotni rozpoustédla patfi N-dimethylformamid, je to
bezbarva, vysoce hotflava a silné toxicka kapalina se zapachem po aminu.
Vykazuje prudké chemické reakce s alkalickymi kovy a je neslucitelny
s halogenovanymi slouc¢eninami, redukénimi Cinidly, silnymi oxida¢nimi
latkami a s alkalickymi kovy.

Acetonitril je dipolarni aprotni bezbarvé toxické kapalné
rozpoustédlo velmi Stiplavého zapachu. Pary acetonitrilu jsou tézsi nez
vzduch a drzi se pfi zemi. Je misitelny s vodou a je neslucitelny s bazemi,

oxidacnimi a redukcénimi ¢inidly, kyselinami.
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2 Experimentalni cast

2.1 Chemikalie a pfiprava zasobnich roztoku

Plvod pouzitych chemikalii: kyselina sirova 96%, kyselina
fosforecna, hydroxid sodny a chlorid sodny od Lach-Ner (Neratovice);
methanol, isopropanol a N-dimethylformamid dodal Merck;
hexakyanozeleznatan draselny od Lachema (Brno) a acetonitril pro HPLC
od Sigma-Aldrich.

K elektrochemické aktivaci BDD elektrody byl pouzit 0,1 mol.l-!
roztok kyseliny sirové. K charakterizaci BDD elektrody byl pouzit roztok
hexakyanozeleznatanu draselného o koncentraci 103 mol.l-!1 v roztoku
1 mol.I-1 KCI.

Byl pripraven zasobni roztok fosfatového pufru o pH 3,0
a koncentraci 0,075 mol.l'l. Roztok byl pfipraven rozpusténim kyseliny
fosforecné v cisté deionizované vodé a k ziskani pozadované hodnoty pH
smichan s 0,2 mol.l-! hydroxidem sodnym.

Byly pfipraveny dva zasobni roztoky stigmasterolu (95 %, Sigma

Aldrich) o koncentraci 1.10-3 mol.l-! v methanolu a acetonitrilu.

2.2 Aparatura

Bylo méfreno na pristroji Eco-Tribo se softwarem PolarPro 5.1 (Eco-
Trend Plus, Praha). K méfeni byla pouzita jako pracovni elektroda BDD
komer¢ni elektroda Windsor Scientific (UK), vyrobena 2z inertniho
teflonového téla, elektrickych kontakti a leSténé diskovée BDD desticky
o pruméru 3 mm (plocha 7,1 mm?2) dopované borem, priblizné¢ 1000 ppm
B/C (obr. 2.1). Jako pomocna elektroda byla pouzita platinova elektroda
a jako referentni elektroda byla pouzita argentochloridova elektroda

(3 mol.lI-1 KCl) (obé Elektrochemické detektory, Turnov).
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Obr. 2.1 Komercéni BDD elektroda Windsor Scientific (UK).

2.3 Postupy

Pred kazdou sérii meéfeni byla elektrochemicky zaktivovana BDD
elektroda po dobu 5-10 minut pfi + 2,4 V v 0,1 mol.l-1 H2SO4.

Pfi studiu vlivu obsahu organickych rozpoustédel na potencialoveé
okno byly roztoky smeési pfipravovany do 10 ml odmérnych banék
naslednym zpusobem: Nejprve bylo automatickou pipetou napipetovano
pozadované mnozstvi rozpoustédla a poté fosfatovym pufrem (0,075 mol.l-1
a pH 3,0) doplnéno po rysku. Tyto roztoky byly pripraveny pro obsah
rozpoustédla 100 ul, 1,0 ml, 5,0 ml, 9,0 ml, 9,5 ml a 9,9 ml a v textu jsou
oznacovany jako 1%, 10%, 5%, 90%, 95% a 99% obsah rozpoustédla.

Pri studiu vlivu prostfedi na voltametrické chovani stigmasterolu
byly roztoky smési o urcitém poméru pfipravovany do 10 ml odmeérnych
banék nasledujicim zplusobem. Nejprve bylo automatickou pipetou
napipetovano  pozadované mnozstvi stigmasterolu = rozpusténého
v methanolu ¢i acetonitrilu. Poté bylo napipetovano pozadované mnozstvi
pfislusného rozpoustédla a pak opét doplnéno fosfatovym pufrem po
rysku.

Roztok byl pfeveden do voltametrické nadobky a po dobu 3 minut
probublan dusikem k odstranéni vzdusného kysliku. Poté bylo
zaznamenano deset cyklickych voltamogramti pfi rychlosti polarizace
100 mV.s1, vzdy od zapornych potencialti ke kladnym a zpét.

Pro jednotlivé pomeéry rozpoustédel byla spocitana z cyklickych

voltamogramu pfi konkrétnich hodnotach potencialu kapacita elektrodové

I+ I
2:v°A

dvojvrstvy C v jednotkach uFcm—=2 podle vztahu C = , kde I a L (uA) je
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katodicky a anodicky proud, v (mV.s™1) rychlost polarizace a A (cm?)
geometricka plocha BDD elektrody.
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3 Vysledky a diskuse

3.1 Charakterizace elektrody

Charakterizace elektrody slouzi ke sledovani fyzikalné-chemickych
vlastnosti elektrody. Mimo jiné slouzi i ke sledovani elektrochemického
chovani elektrody jako je polarizovatelnost [24].

K charakterizaci BDD elektrody byl zvolen hexakyanozeleznatan
(ferrokyanid) draselny (obr. 3.1) pro své charakteristické voltametrické
krivky. Charakterizace byla provadéna na pocatku meéreni a na konci

meéfeni (po 8 mésicich).

Zmeénou rychlosti polarizace systému mohou byt ziskany informace
o reverzibilite dé€je. Obr. 3.1 zobrazuje cyklické voltamogramy se zménou
rychlosti polarizace na pocatku meéfeni (obr. 3.1A) a po osmi meésicich
(obr. 3.1B) meéreni. Obr. 3.1B ukazuje, ze piky nejsou tak ostré a vysoké
jako u obr. 3.1A, a lze odhadovat, Ze i potencialovy rozdil piktl AE je vétsi.
Tab. 3.1 zaznamenava rozdily potenciall ve vrcholech piku, které jsou
veétsi nez 59 mV, coz vypovida o quazireverzibilnim chovani systému.

Pomér vysSek anodického a katodického piku |I./Ix| se pohybuje
v rozmezi od 1,09 po 1,18 na pocatku meéreni a od 1,01 po 1,06 po osmi
meésicich méreni, pficemz teoreticka hodnota pro reverzibilni déj je 1,0.

Insety v obr. 3.1 dokazuji linearni zavislost proudu ve vrcholech
piki L, na druhé odmocniné z rychlosti v!/2, tj. elektrodovy dé&j fizeny
diftzi. Pro anodicky pik lze tuto zavislost popsat rovnici regrese na
pocatku meéreni (3.1A) a po osmi mésicich méreni (3.1B). Pro katodicky pik
lze tuto zavislost popsat rovnici regrese na pocatku meéreni (3.2A) a po

osmi meésicich meéreni (3.2B).

La (uA) = 8,47.01/2 (mV.s1) + 26,4 (R2 = 0,997) (3.1A)
Loa (uA) = 8,23.01/2 (mV.s-1) + 16,9 (R2 = 0,981) (3.1B)
Lx (uA) = —5,59.01/2 (mV.s1) — 37,8 (R2 = 0,988) (3.24A)
L (uA) = —6,55.01/2 (mV.s1) —22,6 (R2 = 0,998) (3.2B)
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Obr. 3.1 Porovnani cyklickych voltamogramti 1.10-3 mol.l-! K4[Fe(CN)s] v 1 mol.l-!

KCl pfi raznych rychlostech polarizace u vedenych v jednotkach mV.s-!

u pfislusnych kfivek, (A) na zacatku méfeni a (B) po 8 mésicich méfeni. Vlozena

je linearni zavislosti proudu ve vrcholech pikti I, na odmocniné z rychlosti

polarizace v!/2.

Tab. 3.1 Porovnani zmén rozdilu potencialu anodického a katodického piku AE,

a absolutni hodnoty poméru anodického a katodického proudu

vrcholech piku ferrokyanidu draselného, v prubéhu 8 mésicti méreni.

| I/ Irc| ve

Pocatecni hodnoty

Hodnoty po 8 mésicich

v [mV.s™1]

AE, [mV] | In/ Ik | AE, [mV] | I/ I |
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 rozpoustédla na potencialové okno
Nejprve byl studovan vliv poméru smeési rozpoustédla a fosfatového
pufru (0,075 mol.l"1, pH 3,0) na Sitku potencialového okna a prubéhu
voltametrické krivky. Pouzitymi rozpoustédly byly: methanol, isopropanol,
N-dimethylformamid a acetonitril. Nasledujici kapitoly (3.2.1-5) ukazuji na
zmény v oblasti hrani¢nich potencial potencialovych oken s rostoucim
obsahem organického rozpoustédla ve smeési s fosfatovym pufrem.
V dalsi casti prace bylo ze ziskanych poznatki vybrano vhodné
prostredi pro studium elektrochemické oxidace stigmasterolu.
V jednotlivych meérenich byla pouzita metoda cyklické voltametrie
(CV), pri které se meri protékajici proud BDD elektrodou v zavislosti na
linearné se ménicim potencialu. Pro vSechna rozpoustédla byl jeho obsah
v 0,075 mol.l"! fosfatovém pufru (pH 3,0) ménén v rozsahu 0 % (samotny
fosfatovy pufr), 1 %, 10 %, 50 %, 90 %, 95 % a 99 %.
Pro uvedené pomeéry byly studovany nasledujici charakteristiky:
a) limitni potencialy na anodické a katodické strané potencialového
okna
b) celkova velikost potencialového okna elektrody

c) velikost zakladniho proudu pfi vybranych potencialech uvniti okna

3.2.1 Methanol - fosfatovy pufr

Cyklické voltamogramy smeési methanol - fosfatovy pufr
(0,075 mol.I'1, pH 3,0) jsou zaznamenany na obr. 3.2. Na obr. 3.3A je
znazornéna zavislost limitniho potencialu Eim na obsahu methanolu ve
studované smeési. Rozdil potencialového okna pro pomeéry s 1% a 99%

obsahem methanolu ve smési je ztejmy z obr. 3.3B.

Limitni potencialy na anodické strané (obr. 3.2 a 3.3A) se zkracuji
jiz pfi nepatrném pridavku methanolu (1%) ve smési. Dochazi
k vyraznému  posunu k niz§im potencialim oproti samotnému
fosfatovému pufru. Je tomu tak, protoze dochazi k elektrochemické
oxidaci methanolu na BDD elektrodé a dochazi tak ke snizeni limitniho

anodického potencialu oproti zakladnimu elektrolytu bez pridavku
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methanolu [25-27]. Kfivky v této oblasti vykazuji pro unik elektrolytu ostré
stoupani bez naznaku zplostovani.

Limitni potencialy na katodické strané (obr. 3.2 a 3.3A) se
s rostoucim obsahem methanolu ve smeési zvétSuji smeérem k zapornéjSim
potencialim. To je zfejmé zplisobeno adsorpci methanolu na povrch BDD
elektrody, ktera zabranuje adsorpci H* iontd a tim padem je inhibovan
vyvoj vodiku. Na rozdil od anodické oblasti jsou krivky s rostoucim
obsahem methanolu ve smési zplostelé bez proudového stoupani.

Na obr. 3.3B lze pozorovat rozdil potencialového okna pro smési
obsahujici 1 % a 99 % methanol, pficemz v oblasti zapornych potenciala
je rozdil limitnich hodnot potencialtl pro tyto pomeéry az 1200 mV, zatimco
v anodické oblasti je rozdil limitnich potencialtt minimalni.

Methanol vykazuje, podobné jako N-dimethylformamid (viz kapitola
3.2.3), vyrazné rozsifeni potencialového rozsahu v katodické oblasti, takze
by mohl byt vhodnym rozpousStédlem pro elektrochemické redukce

organickych latek se zapornéjsSimi hodnotami redukcnich potencialt.

5000
I, NA

2500

-2500

-5000

1500
E, mV

Obr. 3.2 Cyklické voltamogramy v prostiedi 0,075 mol.l-! fosfatovy pufr (pH 3,0) —
methanol s obsahem methanolu ve smési: (1) 0 %; (2) 1 %; (3) 10 %; (4) S0 %; (5)
90 %; (6) 95 % a (7) 99 %. Rychlost polarizace 100 mV.s-!, desaté cykly.
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Obr. 3.3 (A) Zavislost limitniho potencialu Eim potencialového okna na katodické
(m) a anodické (e) strané na mnozstvi methanolu ve smeési methanol — fosfatovy
pufr (0,075 mol.l'1, pH 3,0), (B) hodnoty limitniho potencialu Eim potencialového
okna na katodické a anodické strané pro 1% a 99% obsah methanolu. Odecitano

z cyklickych voltamogramti pro hodnoty proudu -3500 nA a +5600 nA.

3.2.2 Isopropanol - fosfatovy pufr

Cyklické voltamogramy smeési isopropanol - fosfatovy pufr
(0,075 mol.l'l, pH 3,0) jsou zaznamenany na obr. 3.4. Na obr. 3.5A je
znazornéna zavislost limitniho potencialu Eim na celkovém mnozstvi
isopropanolu ve studované smési. Rozdil potencialového okna pro roztoky
obsahujici 1 % a 99 % isopropanolu ve studované smési

zobrazuje obr. 3.5B.

Limitni potencialy na anodické strané (obr. 3.4 a 3.5A) se vyrazné
zkrati oproti samotnému fosfatovému pufru jiz pfi nepatrném obsahu
(1 %) isopropanolu ve smeési. Rozdil smeési s 1 % isopropanolu oproti
samotnému fosfatovému pufru je cca 200 mV. Stejné jako u methanolu 1ze
predpokladat, ze pfiCinou zkracovani potencialového okna je

elektrochemicka oxidace isopropanolu na povrchu BDD. S vySSim

23



obsahem isopropanolu ve smeési dochazi k dalSimu sniZzovani limitnich
potencialll, které neni ale tak vyrazné jako v pripadé methanolu. Kfivky
s 50% zastoupenim isopropanolu maji ostry nastup uniku zakladniho
elektrolytu, od smési s 90% obsahem isopropanolu dochazi ke zploStovani
kiivek a dusledkem toho ke zvySovani hodnoty Eim, ktera byla v této
oblasti odecCitana pfi pomérné vysoké hodnoté proudu.

Limitni potencial na katodické strané (obr. 3.4 a 3.5A)
se minimalnim pfidavkem isopropanolu nepatrné snizi oproti samotnému
fosfatovému pufru. Limitni potencial ve smeési obsahujici 99 %
isopropanolu je dan vzdalenim o hodnotu cca 600 mV (obr. 3.5B) smérem
k zapornéjSim potencialim oproti 1% obsahu methanolu. Stejné tak jako
v anodické oblasti maji kfivky s 50% zastoupenim methanolu ostry nastup
zakladniho elektrolytu, smési s 90% obsahem isopropanolu maji tendenci

se zplostovat.
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Obr. 3.4 Cyklické voltamogramy v prostfedi 0,075 mol.l-! fosfatovy pufr (pH 3,0) -
isopropanol s obsahem isopropanolu ve smési: (1) O %; (2) 1 %; (3) 10 %; (4) SO
%; (5) 90 %; (6) 95 % a (7) 99 %. Rychlost polarizace 100 mV.s"!, desaté cykly.
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Obr. 3.5 (A) Zavislost limitniho potencialu Eim potencialového okna na katodické
(m) a anodické (e) stran€é na mnozstvi isopropanolu ve smési isopropanol -
fosfatovy pufr (0,075 mol.l-l, pH 3,0), (B) hodnoty limitniho potencialu Eim
potencialového okna na katodické a anodické strané pro 1% a 99% obsah
isopropanolu. Odecitano z cyklickych voltamogram®i pro hodnoty proudua -3500

nA a +5600 nA.

3.2.3 N-dimethylformamid - fosfatovy pufr

Cyklické voltamogramy smeési N-dimethylformamid - fosfatovy pufr
(0,075 mol.I'1, pH 3,0) jsou zaznamenany na obr. 3.6. Na obr. 3.7A je
znazornéna zavislost limitniho potencialu Eim na celkovém mnozstvi
N-dimethylformamidu ve studované smeési. Rozdil potencialového okna pro

smeés obsahujici 1 % a 99 % N-dimethyformamidu zobrazuje obr. 3.7B.

Limitni potencialy na anodické strané (obr. 3.6) vykazuji jiz pfi
pridani 1% N-dimethylformamidu ve smési snizeni pribliZzné o 150 mV
oproti  samotnému  fosfatovému  pufru. S rostoucim  obsahem
N-dimethylformamidu jiz nedochazi k dalSimu zkracovani hrani¢nich
potencialu (obr. 3.7B). Krivky vykazuji ostry nastup uniku zakladniho
elektrolytu.
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Limitni potencialy na katodické strané (obr. 3.6 a 3.7A) nevykazuji
s obsahem 1 % N-dimethylformamidu ve smési vyrazné prodlouzeni, ale
s rostoucim pridavkem dochazi k velkému rozSifeni okna k zapornéjSim
potencialim. Rozdil potencialli smési s 99 %  obsahem
N-dimethylformamidu a samotného fosfatového pufru je az 1700 mV.
Voltametrické krivky vykazuji stejné jako v anodické oblasti ostré stoupani
na konci potencialového okna.

Zvysujici se procentualni zastoupeni N-dimethylformamidu ve smeési
ma tedy za nasledek vyrazné rozSifeni potencialového okna, a to
predevsim v katodické oblasti, v anodické oblasti se potencialové okno
témeér nemeéni (obr. 3.7A).

N-dimethylformamid je tedy vhodnym rozpousStédlem pro redukci
organickych latek, nebot poskytuje se zvySujicim se obsahem ve smeési

Siroky potencialovy rozsah v katodické oblasti, témér -2,8 V (obr. 3.6).
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Obr. 3.6 Cyklické voltamogramy v prostfedi 0,075 mol.l-! fosfatovy pufr (pH 3,0) —
N-dimethylformamid s obsahem N-dimethylformamidu ve smési: (1) O %; (2) 1 %;
(3) 50 %; (4) 90 % a (5) 99 %. Rychlost polarizace 100 mV.s"!, desaté cykly.
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Obr. 3.7 (A) Zavislost limitniho potencialu Eim potencialového okna na katodické
(m) a anodické (e) strané na mnozstvi N-dimethylformamidu ve smési
N-dimethylformamid - fosfatovy pufr (0,075 mol.l-l, pH 3,0), (B) hodnoty
limitniho potencialu Eim potencialového okna na katodické a anodické strané pro
1% a 99% obsahu N-dimethylforamidu. Odeéitano z cyklickych voltamogramuti
pro hodnoty proudt -3500 nA a +5600 nA.

3.2.4 Acetonitril - fosfatovy pufr

Cyklické voltamogramy smeési acetonitrii - fosfatovy pufr
(0,075 mol.l'l, pH 3,0) jsou zaznamenany na obr. 3.8. Na obr. 3.9A je
znazornéna zavislost limitniho potencialu Eim na celkovém mnozstvi
acetonitrilu ve studované smési. Rozdil potencialového okna pro smési

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

Limitni potencialy na anodické strané (obr. 3.8) se nemeéni
s minimalnim pridavkem acetonitrilu ve smeési. Ale jiz s obsahem 10 % se
limitni potencial oproti 1 % ve smeési rozsifri az o 1000 mV. Nejvetsi
rozSifeni vykazuje smés s obsahem acetonitrilu 50 %, kde je rozdil oproti

samotnému fosfatovému pufru priblizné o 1500 mV smeérem
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k pozitivnéjSim potencialim. Do tohoto poméru vykazuji kfivky relativné
ostré stoupani v oblasti tniku zakladniho elektrolytu. Od smeési s 90 %
obsahem acetonitrilu dochazi k vyraznému zplostovani krivek, pficemz
hodnota potencialu, od kterého dochazi k pozvolnému zvySovani proudu,
se nelisi od potencialu, pfi kterém dochazi k ostrému uniku zakladniho
elektrolytu pro 50% obsah acetonitrilu.

Limitni potencialy na katodické strané (obr. 3.8) se stejné jako na
anodické strané s minimalnim pridavkem acetonitrilu ve smési nemeéni,
avSak pfi obsahu 10 % acetonitrilu ve smeési dochazi k rozSifeni az
o 800 mV oproti 1 % obsahu acetonitrilu ve smési. Nejvétsi rozsifeni
vykazuje opét smeés s 50% pridavkem acetonitrilu ve smési, pficemz rozdil
potencialu pfi tomto pomeéru oproti samotnému fosfatovému pufru je
okolo 1400 mV smérem k zaporné€jSim potencialim. Voltametrické krivky
s 90%, 95% a 99% obsahem rozpoustédla pak maji stejné jako na
anodické strané sklon ke zplostovani s rostoucim obsahem acetonitrilu ve
smesi, pricemz hodnota potencialu v oblasti iiniku zakladniho elektrolytu
se pro jednotlivé poméry vyrazné nelisi.

S rostoucim procentualnim zastoupenim acetonitrilu ve smési
dochazi k vyraznému rozSifrovani potencialovych oken jak v anodicke tak
v katodické oblasti (obr. 3.9A), nejvyraznéj$i rozSifeni u smeési s 50%
obsahem acetonitrilu, pro vyssi obsah acetonitrilu je roz§ifeni dano pouze
zplostovanim uniku zakladniho elektrolytu.

Acetonitril je tedy potencialné vhodnym rozpoustédlem pro
organické latky jak pro oxidacni tak pro redukéni voltametrické procesy,

i pri relativné kladnych/zapornych hodnotach jejich redoxnich potenciala.
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Obr. 3.8 Cyklické voltamogramy v prostfedi 0,075 mol.l! fosfatovy pufr (pH 3,0) -
acetonitril s obsahem acetonitrilu ve smési: (1) 0 %; (2) 1 %; (3) 10 %; (4) SO %;

(5) 90%; (6) 95 % a (7) 99 %. Rychlost polarizace 100 mV.s-1, desaté cykly.
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Obr. 3.9 (A) Zavislost limitniho potencialu Eim potencialového okna na katodické
(m) a anodické (e) strané na mnozstvi acetonitrilu ve smési acetonitril — fosfatovy
pufr (0,075 mol.l1, pH 3,0), (B) hodnoty limitniho potencialu Ein potencialového
okna na katodické a anodické strané pro 1% a 99% acetonitrilu. Odecitano

z cyklickych voltamogramuti pro hodnoty proudua —1000 nA a +1000 nA.
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3.2.5 Pozorovani vlivu pfidavku organickych rozpoustédel
1) Porovnani potencialovych oken elektrody
a) Zmeéna limitniho potencidalu po pridavku 1 % rozpoustédla ve smeési

Na anodické strané dochazi vlivem pridavku 1 % rozpoustédla ve
smesi ke zkraceni limitniho potencialu a to pro methanol, isopropanol
a N-dimethylformamid. NejvyraznéjSi zkraceni je pro methanol,
u kterého je rozdil oproti samotnému fosfatovému pufru pfiblizné 200 mV,
pro N-dimethylformamid je to 150 mV a pro isopropanol 100 mV.

V katodické oblasti je situace podobna. Potencialové okno rozSiruji
isopropanol a N-dimethylformamid o hodnoty 100 a 150 mV smérem
k zapornéjsim potencialtm.

Smeés obsahujici 1 % acetonitrilu nema zadny vliv na rozsSirovani ¢i
zkracovani anodického ¢i katodického potencialu oproti samotnému
fosfatovému pufru.

b) Chovani rozpoustédel na anodické strané

Acetonitril jako jediny vyrazné rozsSifuje hranici limitnich potencialt
a to jiz s 10 % obsahem ve smési. Nejveétsi rozdil limitniho potencialu
oproti samotnému fosfatovému pufru je u poméru obsahujici 50 %
acetonitrilu ve smési, kde je potencialovy rozdil okolo 1500 mV smérem
k pozitivnéjSim potencialim. Ostatni pouzita rozpoustédla (methanol,
isopropanol a N-dimethylformamid) zkracuji potencialové okno jiz
s minimalnim pfidavkem rozpoustédla ve smeési a zkracovani pokracuje
s jejich vySSim procentualnim zastoupenim. U téchto rozpoustédel to
muze byt zplsobeno jejich elektrochemickou oxidaci na povrchu BDD
elektrody, jak bylo popsano pro methanol [25-27].

U protickych rozpoustédel (methanol, isopropanol) maji krivky ostré
stoupani pfi uniku zakladniho elektrolytu, narozdil od aprotnich
rozpoustédel (acetonitril, = N-dimethylformamid), kde v duasledku
zploStovani pfi vySSim zastoupeni ve smeési dochazi k rozSifeni
potencialového okna.

c) Chovani rozpoustedel na katodické strané
VSechna pouzita rozpoustédla vyrazné rozSifuji potencialova okna

v této oblasti, coz mlize byt zplsobeno jejich adsorpci na povrchu BDD
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elektrody, ¢imz brani adsorbovani H* ionttl na elektrodovy povrch a tim
inhibuji vyvoj vodiku. Pri nejvysSim procentualnim zastoupenim ve smeési
(99 %) poskytoval nejveétsi rozsSireni N-dimethylformamid oproti
samotnému  fosfatovéemu pufru o hodnotu az 1700 mV.
N-dimethylformamid je tedy jako aprotni protofilni rozpoustédlo schopen
do urcité miry interagovat s H* ionty v roztoku a tim omezovat jejich
dostupnost pro adsorpci a naslednou redukci na BDD elektrodé. Pri
stejném procentualnim zastoupeni (tj. 99 %) byl rozdil potenciali pro
methanol a acetonitril okolo 1000 mV a pro isopropanol 600 mV. Stejné
jako v anodické oblasti hraje roli zploStovani krivek pfi vysSich obsazich
aprotnich rozpoustédel ve smési — dochazi k rozSifovani potencialovych
oken.

d) Celkovy rozsah potencidlovych oken

S rostoucim obsahem rozpousStédla ve smeési s fosfatovym pufrem
dochazi k rozSifovani celkového potencialového rozsahu. Tab. 3.2
porovnava potencialovy rozsah pro smeési obsahujici 1 % a 99 %
rozpousteédla. Celkovy potencialovy rozsah pro tyto dva pomeéry se zvétsuje
zhruba o 830-1700 mV. ZploStovani voltamografickych kfivek pfi 99%
obsahu N-dimethylformamidu a acetonitrilu ve smési je duvodem
vysokych hodnot AEim v tab. 3.2.

Srovnani celkového rozsahu potencialovych oken elektrody pro 1%,
50% a 99% zastoupeni rozpousteédla ve smési je zobrazeno na obr. 3.10.

Porovnanim potencialovych oken rozpoustédel pri jejich 50% obsahu
ve smeési (obr. 3.10B a 3.11B) bylo zjiSténo, Ze acetonitril vykazuje nejveétsi
rozSifeni potencialového okna jak v katodické, tak v anodické oblasti
potencialli, oproti ostatnim rozpoustédltim, jejichz potencialova okna jsou
témér totozna. Obr 3.10C a 3.11C ukazuji, Zze acetonitril poskytuje pri
99% zastoupeni nejSirsi potencialové okno v anodické oblasti potencialq,
v katodické oblasti potencialu.
Ze zaznamu cyklickych voltamogramu (obr. 3.11) jednotlivych smési

rozpoustédlo — fosfatovy pufr (0,075 mol.l'l, pH 3,0) lze usuzovat, zZe

acetonitril by se mohl stat vhodnym rozpoustédlem pro oxidaci
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organickych latek, nebot poskytuje nejSirsi potencialovy rozsah v anodické

oblasti potencialti s rostoucim pridavkem acetonitrilu ve smési.

Tab. 3.2 Srovnani potencidlovych oken AE;, limitujicich oxidaénich Ea pro
+2000 nA a redukénich potenciall Ex pro —1200 nA poméra s 1% a 99%
obsahem rozpoustédla ve smesi s fosfatovym pufrem (0,075 mol.l-l, pH 3,0).

Hodnoty =ziskané z desatého skenu cyklického voltamogramu pfi rychlosti

polarizace
100 mV.s1.
1 % rozpoustédla ve smési 99 % rozpoustédla ve smési
Ex (mV) Ex (mV) AEim (mV) Ea(mV) Ex(mV) AEim (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

AEiim = potencialové okno Ea — Ex

32



A-1%
N-DMF

Isopropanol

Acetonitril

Rozpoustedio

Methanol

-1500 0 1500 3000
, mV

lim

B-50 %
N-DMF

Isopropanol

Acetonitril

Rozpoustedio

Methanol

-1500 0 1500 3000

lim

C-99 %

N-DMF

Isopropanol

Acetonitril

Rozpoustedio

Methanol

-1500 0 1500 30I00
E, . mV
Obr. 3.10 Vliv rozpoustédla na hodnoty limitniho potencialu Eim potencialového
okna na katodické a anodické strané pro (A) 1 %; (B) 50 % a (C) 99 % obsah
rozpoustédla ve smési rozpoustédlo — fosfatovy pufr o pH 3,0 a ¢ = 0,075 mol.l-1.
Odecitano pro hodnoty proudti —1200 nA na katodické strané a +2000 nA na

anodické strané.
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Obr. 3.11 Cyklické voltamogramy v prostredi 0,075 mol.l-! fosfatového pufru
(pH 3,0) pro smeési rozpoustédlo — fosfatovy pufr obsahujici (A) 1 %; (B) 50 % a (C)
99 % rozpousteédla. Rychlost polarizace 100 mV.s-1, desaté cykly.
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2) Velikost zakladniho proudu pfi vybranych potencialech uvnitr okna

Z cyklickych voltamogramt byly odec¢itany hodnoty proudd pro
potencial +400 mV v anodickém smeéru a -400 mV v katodickém sméru
(tab. 3.3). Z této tabulky vyplyva trend pro vSechna pouzita rozpoustédla
pro katodicky proud Ik pfi -400 mV, kdy dochazi ke zmenSovani proudu
smeérem k nule se zvySujicim se obsahem rozpoustédla. Mohlo by to byt
zpusobeno elektrochemickym ¢iSténim povrchu BDD elektrody pfi
zpétném katodickém skenu. Pro anodické proudy L ptfi +400 mV je trend
pro acetonitril v podobé zmenSovani proudu k nule, pro ostatni
rozpoustédla je trend nartstu ¢i poklesu neprukazny.

U pomeéru obsahujici 50 % rozpoustédla ve smeési byla pro vSechna
rozpousteédla spocitana hodnota kapacity elektrodové dvojvrstvy C (uFcm—2)
v rozsahu potencialového okna od -800 po +800 mV (obr. 3.12). Kapacita
elektrodové dvojvrstvy u vSech rozpoustédel mirné stoupa s rostoucim

potencialem systému.

8,0x10° | /
C, chm'2 /

0,0
—a— Methanol
—e— Acetonitril
—4— |sopropanol
-8,0x10° —v— N-DMF
-800 0 800
E, mV

Obr. 3.12 Zavislost kapacity elektrodové dvojvrstvy C smeési rozpoustédlo —
fosfatovy pufr (0,075 mol.l'1, pH 3,0) s 50% obsahem rozpoustédla, na vybraném

intervalu potenciala.
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Tab. 3.3 Hodnoty anodického proudu I (pro +400 mV) a katodického proudu Ik
(pro —400 mV) pro jednotlivé poméry rozpoustédlo — fosfatovy pufr (0,075 mol.l-1,
pH 3,0)

Poméry Methanol Isopropanol N-DMF Acetonitril
Ih(nA) KkmA) ILhmA) k(mA) LA k(A L (nhd) Lk (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 1934 -201,2 171,6 -255,3 236,3 -164,3 72,3 -116,6

*) tyto pomeéry nebyly métfeny

3.3 Voltametrie stigmasterolu ve smésném prostredi

Pri predchozim studiu vlivu obsahu organického rozpoustédla na
potencialové okno BBD elektrody se ukazalo, ze pro elektrochemickou
oxidaci stigmasterolu je nejvhodnéjSi smés obsahujici fosfatovy pufr
a acetonitril, nebot poskytuje nejSirSi okno v anodické oblasti. Oxidace
stigmasterolu se neprojevuje pritomnosti piku ¢i vilny, ale narustem
proudu pfi potencialu nizSim nez je Unik zakladniho elektrolytu.

V nasledujicich experimentech byla vénovana pozornost smési
acetonitril — fosfatovy pufr s riznym obsahem acetonitrilu a pro porovnani
byla testovana i smés s methanolem. U obou rozpoustédel dochazelo
v nékterych pripadech k zakaleni roztoku pfi pridani stigmasterolu do
smeési, je to zpUsobeno nerozpustnosti stigmasterolu ve vodé, pro

jednotlivé pomeéry specifikovano v textu nize.

1) Smes obsahujici methanol a fosfdatovy pufr

Pridanim 1,0 ml stigmasterolu (¢ = 1.10% mol.l"*) rozpusténého
v methanolu ke smési methanol — fosfatovy pufr vedlo ve vSech pomérech
k raznym formam zakaleni roztoku a k naslednému vysrazeni na stény

voltametrické = nadobky pfi probublavani roztoku. Vysrazenim
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stigmasterolu dochazelo ke snizeni jeho koncentrace v roztoku, proto byly
testovany i nizsi koncentrace stigmasterolu. Cyklické voltamogramy pro
smeés obsahujici 1 % methanolu, pfi relativné nizké koncentraci
stigmasterolu v roztoku 1.10-5 mol.l"!, kdy jiz nedochazelo k vysrazeni
stigmasterolu, jsou na obr. 3.13, ale i tak neni oxidace stigmasterolu

patrna.

5000
I, NA
2
2500 + 1
0 L
-2500 |+
-5000 . !
-1000 0 1000 2000
E, mV

Obr. 3.13 Cyklické voltamogramy zakladniho elektrolytu v nepfitomnosti (1)
a pritomnosti (2) stigmasterolu v methanolu (¢ =1.105 mol.l"! ), pro smeés
methanol — fosfatovy pufr (0,075 mol.l-!, pH 3,0) obsahujici 1 % methanolu.
Rychlost polarizace 100 mV.s"!1, desaté cykly.

Porovnhanim  hrani¢nich potenciall rozpoustédel methanolu
a acetonitrilu pro jednotlivé pomeéry bylo zjiSténo, Zze methanol je
nevhodnym rozpoustédlem pro detekci stigmasterolu, nebot oxidacni
potencial stigmasterolu neni v ramci potencialového okna smeési methanol
— fosfatovy pufr. Dal§Sim problémem je mala rozpustnost stigmasterolu ve

smésném prostfedi methanol - fosfatovy pufr.

2) Smeés obsahuyjici acetonitril a fosfatovy
U pomeért s 10 % a 50 % obsahem acetonitrilu dochazelo k vysrazeni

stigmasterolu na sténach voltametrické nadobky. Naproti tomu pro 90%

37



obsah acetonitrilu byl jiz stigmasterol o koncentraci 1.10-4 mol.l-!
rozpustny.

Zavislosti limitnich potencialti anodické oblasti Eim vybranych pomérua
acetonitril — fosfatovy pufr jako zakladniho elektrolytu a pak stejné smeési
obsahujici 1 ml stigmasterolu (¢ = 1.10-% mol.l'!) v acetonitrilu je na
obr. 3.14. Je zfejmé, Zze oxidacCni potencial stigmasterolu je mensi nez
limitni hodnota potencialu zakladniho elektrolytu.

Nasledujici obr. 3.15 zobrazuje cyklické voltamogramy zakladniho
elektrolytu a proudovy unik stigmasterolu v acetonitrilu (c = 1.10-% mol.l-})
pro pomeéry s 10 % a 90 % obsahem acetonitrilu ve smési. Z obr. 3.15 je
zrejmé, ze 10 % obsah neni vhodny pro sledovani proudového odezvy
stigmasterolu, jelikoz se neliSi odezva zakladniho elektrolytu v pritomnosti
a nepritomnosti stigmasterolu. U smeési s 90% obsahem acetonitrilu jiz
nedochazelo k zakaleni roztoku. Cyklické voltamogramy pro tento pomér
zachycuji nastup proudu stigmasterolu pifi +1800 mV pred uUnikem

zakladniho elektrolytu okolo +2000 mV.
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Obr. 3.14 Zavislosti hraniéniho anodického potencialu smési acetonitril —
fosfatovy pufr (0,075 mol.l-l, pH 3,0) v nepfitomnosti (e) a pfitomnosti (o)
stigmasterolu (¢ = 1.10* mol.l"!) v acetonitrilu na procentualnim zastoupeni

acetonitrilu ve smési. Odecitano pro hodnotu anodického proudu +10000 nA.
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Obr. 3.15 Cyklické voltamogramy zakladniho elektrolytu (plna) a stigmasterolu
(carkovana) (c = 10+ mol.l'1) v acetonitrilu ve smési acetonitril — fosfatovy pufr
(0,075 mol.lI't, pH 3,0) s obsahem acetonitrilu: (1) 10 % a (2) 90 %, rychlost
polarizace 100 mV.s-1, desaté cykly.
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4 Zaveér

Naplni této prace bylo navrhnout vhodné prostfedi pro
elektrochemickou detekci stigmasterolu na BDD elektrodé. Byly
vyzkouSeny celkem Cctyfi typy organickych rozpoustédel (methanol,
isopropanol, N-dimethylformamid a acetonitril) ve smésném prostredi
s fosfatovym pufrem.

Ukazalo se, ze potencialova okna methanolu, N-dimethylformamidu
a isopropanolu se v anodické oblasti prakticky neméni s pfidavkem
rozpoustédla ve smési, ale naproti tomu dochazi k vyraznému rozsifeni
v katodické oblasti potencialového okna. Pfi pouziti acetonitrilu se
potencialova okna s jeho zvySujicim se mnozstvim ve smeési rozSifovala po
obou stranach, ale hlavné v anodické oblasti. Z téchto poznatku Ize
usuzovat, ze methanol, N-dimethylformamid a ¢astec¢né i isopropanol jsou
vhodné rozpoustédla pro redukci latek na BDD elektrodé v oblasti vysoce
zapornych potencialti, naproti tomu acetonitril se zda byt vhodnym
rozpoustédlem jak pro oxidaci pfi vysSSich kladnych potencialech, tak pro
redukci organickych latek.

Stigmasterol, stejné jako cholesterol, obsahuje 38-OH skupinu, na
které pravdépodobné dochazi k oxidaci, stejné jako u cholesterolu [23].
Pro stanoveni oxidacniho potencialu stigmasterolu bylo vyuzito smésného
prostfedi slozeného 2z acetonitrilu a fosfatového pufru (0,075 mol.l-l,
pH 3,0). Toto prostfedi poskytovalo nejvhodnéjsi podminky pro stanoveni
stigmasterolu, nebot se jeho potencialové okno rozsSirovalo v anodické
oblasti potenciall s pfidavkem acetonitrilu ve smeési. Viditelny rozdil
v limitnich potenciadlech stigmasterolu (1.10# mol.l'}) a zakladniho
elektrolytu byl u poméru s 90% obsahem acetonitrilu ve smési, kde se
pritomnost stigmasterolu projevila zvySenim proudu u +1800 mV, priCemz
unik samotného zakladniho elektrolytu se pohyboval okolo +2000 mV.

Dalsi pouzita rozpoustédla nebyla testovana se stigmasterolem diky
podobnému elektrochemickému chovani jako ma methanol, napfr. Sirka

potencialového okna.
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Prace ukazala moznosti detekce stigmasterolu na BDD elektrodach
ve smeésném prostredi pufr — acetonitril. Dale 1ze uvazovat o studiu vlivu
koncentrace a pH vodné slozky a vyuziti BDD elektrod ke stanoveni

steroll napf. pomoci ampérometrické detekce v HPLC.
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