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Souhrn

Rutin a quercetin patii do skupiny flavonoidd, které se hojné nachazeji v mnoha
rostlinach napt. i v pohance (Fagopyrum esculentum Moench.). Rutin a quercetin vykazuji
elektrochemickou aktivitu a lze je analyzovat voltametrickymi metodami. Byly pfipraveny
uhlikové kompozitni elektrody nemodifikované a modifikované uhlikatymi aerogely.
Testovani elektrod bylo provadéno cyklickou a diferencné pulzni voltametrii. Pomoci
cyklické voltametrie byly testovany elektrochemické vlastnosti elektrod a to: rozsahy
potencialii, kvalita povrchu elektrod a velikost aktivniho povrchu. Pomoci diferen¢né pulzni
voltametrie byly sledovany kalibracni zavislosti rutinu, quercetinu a smési obou latek. Tti
vybrané elektrody, které vykazovaly nejvyssi citlivost na rutin a quercetin, byly pouZzity pro

analyzu realného vzorku extraktu z pohanky.

Klicova slova: uhlikova kompozitni elektroda, aerogel, flavonoid, voltametrie

Summary

Rutin and quercetin belongs to the group of flavonoids that are frequently found in
many plants such as buckwheat (Fagopyrum esculentum Moench.). Rutin and quercetin
exhibit electrochemical activity and can be analyzed using voltammetric methods. Two types
of carbon composite electrode, unmodified and resorcinol-formaldehyde aerogels modified,
were prepared in this work. Cyclic and differential pulse voltammetry were used for testing of
electrochemical properties of the electrodes: the electrochemical window, electroactive
surface and reversibility of the charge transfer. Differential pulse and adsorptive stripping
differential pulse voltammetry were employed for analysis of rutin, quercetin and their
mixture in model samples. Three selected electrodes which showed the highest sensitivity to

rutin and quercetin were used for the analysis of real sample of buckwheat seeds extract.

Key words: carbon composite electrode, aerogel, flavonoid, voltammetry
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1. Uvod

Soucasné trendy analytické chemie se déli do dvou velkych skupin. Do prvni skupiny
muzeme zatradit vyvoj analytickych metod vyuzivajicich vysoce sofistikované instrumentace
jako jsou hmotnostni spektrometrie ¢i jaderné magnetické rezonance ve spojeni s vysoce

ucinnymi separacnimi technikami, které jsou velmi citlivé, selektivni, ale také jsou financné

vvvvvvvvvv

napi. elektrochemické, které jsou rychlé, finanén¢ méné nakladné, na obsluhu jednodussi, ale
na tkor jejich nizsi selektivity. Voltametrické metody nenachazeji tak Siroké uplatnéni v praxi
jako zminované separa¢ni metody, ale vyznacuji se niz$imi pofizovacimi a provoznimi
naklady, snadnou dostupnosti materiald pro ptipravu elektrod. Vhodnou modifikaci

elektrodovych materiala lze pak zvysit selektivitu téchto metod.

Cilem této préce je ptipravit uhlikové kompozitni elektrody, které jsou alternativou ke
rtutové kapkové elektrod¢, kterd je bohuzel toxickd a neni vhodna pro dnesni svét zelené
chemie. Dale by mohly byt vhodnou alternativou k elektrodam z drahych kovl nebo skleného
uhliku, jejichz potizovaci cena se pohybuje Vv tisicich ¢eskych korun. Naklady na pfipravu
uhlikovych kompozitnich elektrod se pohybuji faddové v korundch az desitkach korun a
vhodnou modifikaci materialu téchto elektrod 1ze zvysit jejich selektivitu a citlivost pro dané

ucely.

Tato prace se vénuje stanoveni rutinu a quercetinu voltametrickymi technikami s
pouzitim uhlikovych kompozitnich elektrod, nemodifikovanych a modifikovanych uhlikatymi
aerogely, obsahujicich dva typy polymerniho pojiva. Analyza byla provadéna na modelovych

vzorcich 1 v realném vzorku pohanky.



2. Teoreticka cast

2.1. Uhlikova pastova kompozitni elektroda

Pted vice nez padesati lety, v dobé vyznamného ¢eského chemika a drzitele Nobelovy
ceny profesora Jaroslava Heyrovského, se zacala psat historie uhlikovych pastovych elektrod.
Prvnim ptfedchiidcem uhlikovych pastovych elektrod byla kapajici uhlikova elektroda, ktera
byla tvofena z uhlikového prasku a pojiva. Duvodem, ktery ptispél k jejimu zavedeni, byla
snaha objevit elektrodu s obnovitelnym povrchem a materidlem, jenz neni toxicky a
nebezpeény pro zivotni prostiedi jako rtutova kapkova elektroda (angl. drop mercury
electrode, DME). Kapajici uhlikova elektroda méla byt vhodnou alternativou. Bohuzel se
neosveédcCila, ale smési uhlikového prasku a pojiva piipravené v hust$i konzistenci se

prezentovaly jako slibné elektrodové materidly pro ptipravu uhlikovych pastovych elektrod

[1].

Uhlikova pastova elektroda (angl. carbon paste electrode, CPE) patii mezi elektrody z
uhlikatych materialti (pyrolyticky grafit, skelny uhlik). Radi se k pevnym elektrodam, ale
uhlikova pasta, ze které je vyrobena neni, kompaktnim materidlem [2]. Uhlikova pasta je
bindrni smés tvofena z vodivého uhlikového prasku a organické nevodivé kapaliny, ktera
slouzi jako pojivo. Uhlikovy praSek je tvofen mikrometrickymi ¢asticemi o vysoké Cistoté a
distribuci. Nevodiva kapalina musi spliovat dilezité vlastnosti, musi byt dostatecné
chemicky inertni, izola¢ni, permanentni a s vodou nemisitelna. Mezi pojiva splitujici tyto
vlastnosti patii parafinové oleje nebo smési polotuhych nasycenych uhlovodiki (bila

vazelina) [1].

Uhlikova pastova elektroda ma své vyhody, ale i nevyhody. Jedna z hlavnich nevyhod,
kterd omezuje jeji pouzitelnost v praxi, je experimentalni zkuSenost pracovnika, na které
zéavisi uspéch prace s uhlikovou pastovou elektrodou. Protoze povrch elektrody je heterogenni
a ma obecné niz8i reprodukovatelnost meéteni, opakovatelnd piiprava uhlikové pasty a
obnoveni povrchu elektrody vyzaduje zna¢nou zkuSenost a cvik. Dalsi nevyhoda je doba jeji
ptipravy, ktera byva delsi oproti jinym elektrodam [3]. Na trhu je moznost zakoupit
pfipravenou uhlikovou pastu a neztracet ¢as pii jeji ptipraveé. Ale pfi homogenizaci slozek
Vv tfeci misce v laboratofi si analytik maze zvolit jednotlivé slozky a jejich pomér v pasté
podle potieby. To je jedna z velkych vyhod uhlikovych pastovych elektrod [1]. Mezi dalsi

vyhody patii snadna dostupnost a predev§im nizka finan¢ni ndkladnost materidlu. Ve srovnani
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snadné, protoze jeji povrch lze snadno obnovit pomoci odiiznuti a nésledného vylesténi.
Vyuziti CPE je v oblasti anodickych potenciali vyhodné, protoze ma velice nizky zbytkovy
proud. Touto vlastnosti mnohdy pied¢i jak elektrody z platiny nebo zlata, tak pevné grafitové
elektrody. Uhlikové pasty mizeme dale modifikovat a tim zvysit citlivost a selektivitu.

Uvedené vyhody ¢ini z uhlikovych pastovych elektrod atraktivni sensory. [3].

2.2. Uhlikova tuha kompozitni elektroda

Pozornost tuhym kompozitnim elektroddm zacala byt vénovéna, kdyz se ve svété¢ aiv
Ceské republice zacaly zavadét ekologické a bezpe¢nostni predpisy, které zakazuji nebo
podstatnym zptisobem komplikuji pouzivani rtutovych elektrod. Rtutové elektrody jsou
témét idedlni pracovni elektrody (napt. kapkova rtutova elektroda — DME, visici rtutova
kapkova elektroda — HDME a rtutové filmové elektrody — MFE). Maji nizky odpor,
chemickou a elektrochemickou inertnost, snadno obnovitelny povrch, S$iroky rozsah
pracovniho potencidlu. Velmi omezena je jejich pouZitelnost pro anodickou oxidaci analytli a
navic jsou toxické a produkuji toxicky odpad, coz je jejich nejvétsi nevyhoda z hlediska
bezpecnosti prace v laboratofi a ochrany zivotniho prostiedi. Proto se objevuje snaha tyto

elektrody nahradit jinymi, pevnymi materialy [4].

Material kompozitni elektrody je tvofen smési minimalné jednoho izolantu a jednoho
vodice, ptipadné ptidaného modifikatoru. Jako materidl izolantu lze pouzit ceresinovy vosk,
teflon, polyethylen, epoxidové a metakrylatové pryskytice. Podle typu uspotfaddani vodivé faze
V polymerni matrici, mohou byt kompozitni elektrody klasifikovany jako pravidelné nebo
ndhodn¢ uspotfddané. Jako materidl pro vodi¢ se pouziva grafit a praSkové kovy [5].
Kompozitni elektrody nabizeji urcité vyhody, jako jsou nizké provozni ndklady, dlouhd
Zivotnost, nizkd hmotnost, vysoky pomér signdl — Sum, Siroké potencidlové okno, odolnost
Kk pasivaci, pfipadné snadné mechanické a elektrochemické Cc¢isténi, moznost chemické

modifikace vodi¢e nebo izolantu nebo povrchu elektrody [6].

Prikladem kompozitni elektrody obsahujici kov je stfibrna kompozitni elektroda. Tato
elektroda je vyrobena ze smési stiibrného a grafitového prasku, ktery je rozptylen v

metakrylatové pryskyfici [4].



Kompozitni uhlikové elektrody se skladaji z jedné nebo vice vodivych slozek rtizné
usporddanych (napt. grafitovy prasek), které jsou oddéleny izolantem (napf. epoxidova
pryskyftice). Tyto elektrody nabizeji mnoho potencialnich analytickych vyhod ve srovnani s
klasickymi elektrodami tvofenymi souvislou homogenni vrstvou vodivého materialu.
ZlepSeni signélu je vysvétlovano urychlenim difuzniho toku, coz vede k vétsi proudové
hustoté, niz§im detekénim limitim a snizeni zavislosti na konvekénim transportu. Rozlozeni
vodi¢e a izolantu v materidlu, a tim 1 na povrchu, hraje vyznamnou roli pifi ziskani

pozadovaného vylepSeni proudové hustoty [7].

Kompozitni elektrody lze vyuzit pro stanoveni anorganickych a organickych latek.
Nalezly uplatnéni v anodické rozpoustéci voltametrii (ASV) pii voltametrické analyze iontl
kovu (Cd, Pb, Cu, TI, As) a n€kterych aniontd (CI, Br). Praktické vyuziti kompozitnich
elektrod v organické analyze je omezeno niz$i selektivitou a problémy s pasivaci povrchu.
Problém s pasivaci mize byt vyiesen elektrochemickym nebo mechanickym ¢isténim. Kromé
toho mnoho organickych slouc¢enin poskytuje piky pfi stejném potencialu, coz vyzaduje krok
predbézné separace. Kompozitni elektrody lze napt. vyuzit pro stanoveni nitroslouc¢enin nebo
pro anodickou oxidaci aromatickych aminoslouc¢enin a fenold [6]. Podobné jako uhlikovou
pastovou elektrodu, lze i tuhou kompozitni elektrodu modifikovat rtiznymi skupinami
modifikatort, které jsou popsany nize. Pouzitim modifikatoru lze zvysit citlivost, zlepsit

selektivitu a t€innost analyzy.

2.3. Modifikované uhlikové kompozitni elektrody
Zakladem modifikovanych uhlikovych kompozitnich elektrod je smés praSkového
grafitu a nevodivého pojiva. Dalsi slozkou ve smési je pak sam modifikator. Modifikatorem je
obvykle jedna latka, ale kompozity mohou byt modifikovany i vice slozkami. MnozZstvi
modifikatoru v kompozitu se obvykle pohybuje v rozmezi od 10 do 30 % (wW/w), v zavislosti

na charakteru modifikatoru, aby v modifikovaném kompozitu byl dostatek aktivnich mist [1].

Hlavni divod, pro¢ modifikovat uhlikovy kompozit, je ziskat elektrodu s zadoucimi
novymi, Casto preddefinovanymi vlastnostmi. Modifikace uhlikovych kompozitnich elektrod
muze byt dvojiho typu. Chemicky modifikovana CPE je prvni typ. Na rozdil od relativné
slozit¢ upravy pevnych materiald je piiprava chemicky modifikovanych uhlikovych

pastovych elektrod (CMCPE) velmi jednoduchd, prostfednictvim rtiznych alternativnich
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postupti. Modifikdtor miize byt rozpuStén v pojivu nebo smichan mechanicky pfi
homogenizaci uhlikové pasty. Je také mozné smacet uhlikovy prések s roztokem modifikéatoru
a po odpafeni rozpoustédla se ziska uhlikovy prasek impregnovany modifikatorem [1]. Druhy
typ je modifikace elektrody in situ. Modifikator je pouze na povrchu elektrody a muze byt
odstranén po skonceni méfeni. K dispozici je potom nemodifikovana elektroda. Vyhodou

modifikace in situ je, Ze stejna uhlikova pasta mize byt modifikovana nékolika modifikatory

[2].
Funkce, které plni modifikator v uhlikovém kompozitu jsou:

e zachyceni zddouciho analytu, napf. pii zakoncentrovani v rozpoustéci analyze
e zprostfedkovani elektrodovych reakci pomoci imobilizované molekuly

e zména povrchovych vlastnosti uhlikovych kompozitnich elektrod

Mezi modifikatory pouzivanymi V posledni dobé lze najit jednotlivé slouceniny,

specialni anorganické materialy nebo i zivé organismy [1].

2.3.1. Skupiny modifikatori

1. Chemické slouceniny a analyticka ¢inidla

Pro modifikaci uhlikovych pastovych elektrod lze pouzit klasicka analyticka €inidla,
jako jsou dimethylglyoxim, 8-hydroxychinolin nebo derivaty 2-naftolu. Pouzivaji se jako

selektivni modifikatory pro akumulaci v adsorpéni voltametrii vybranych iontt [1].
2. lontoménice

Napf. cetyltrimethylamonium-bromid (CTAB) se pouZziva jako vhodny modifikator
pro prekoncentraci kovi. Z katexi napt. dodecylsulfat sodny se pouzivd v elektroanalyze

aminu jako jsou dopamin a serotonin [8,9].

3. Jilové mineraly

Patii sem napft. zeolit a montmorillonit. Tyto latky mohou byt pfirodni i syntetického
puvodu, predstavuji skupinu hydratovanych krystalickych aluminosilikatd. Vykazuji
adsorpéni a katalytické vlastnosti. Uhlikové pastové elektrody modifikované jilovymi

mineraly se vyuzivaji ve speciacni analyze realnych vzorka [1].
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4, Huminové latky

Huminové kyseliny a humaty jsou znadmy jako efektivni iontoméniCe piirodniho
pivodu. Uhlikova pastova elektroda modifikovana humaty je velmi vhodna pro detekci iontt

vzacnych kovu [1].

5. Substraty ze zivych organismu

Uhlikovou pastu lze modifikovat pomoci biomasy, jako jsou raselina, vodni fasy,

bakterie nebo chitin [1].

6. Uhlikaté materialy

Pro modifikaci uhlikové pasty lze pouzit rizné formy ptirodniho uhli (hnédé, cerné),
aktivni uhli a uhlikaté¢ aerogely. Zminéné uhlikaté materidly pfitahuji pozornost jako
adsorbenty. Adsorp¢ni vlastnosti jsou zpusobeny velkou povrchovou plochou a poérovitou
strukturou. Uhlikaté aerogely vykazuji nizky elektricky odpor, maji vysokou povrchovou
plochu > 400 m?/g a velikost porii je < 100 nm. Uhlikaté aerogely pouzité v elektrodach se
jevi jako vhodny zpiisob pro elektrickou sorpci v odstranéni iontii z brakické vody, motské
vody a radioaktivnich odpadnich tokt. Dalsi vyzkumy ukazaly, ze i méd’, kadmium, olovo,

nikl a zinek lze odstranit z roztokti pomoci uhlikatych aerogeli [3].

Modifikované elektrody jsou ¢asto pouzivané pii voltametrickych stanovenich
organickych sloucenin, protoze pouzitim vhodného modifikatoru lze zlepsit selektivitu,
udinnost a predevsim zvysit citlivost, a to zejména v anodické a katodické rozpoustéci

voltametrii [10].
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2.4. Priprava uhlikové pastové elektrody

Pro ptipravu uhlikové pasty se pouziva uhlikovy (grafitovy) prasek a vhodné pojivo
(organicka kapalina), které se musi dikladné homogenizovat v tieci misce. Vhodnym
uhlikovym materidlem je grafitovy prasek. Tento material ma vysokou jednotnost distribuce
Castic, jejichz velikost cca 5 um odpovida pozadavkiim na vhodny uhlikovy material pro
pripravu past. Aktivni uhli a saze nelze doporucit k piipravé uhlikovych past. Tyto formy
uhliku mivaji obtizné definovatelné velikosti ¢astic a jejich distribuce a vykazuji adsorp¢ni
schopnosti, které se mizou nezadoucim zpusobem projevit v chovani past. Jako vhodné
pojivo se pouzivaji chemicky inertni, elektrochemicky inaktivni a malo tékavé latky. Tyto
pozadavky splnuji lehké uhlovodiky Ce — C10, aromaty, silikonové oleje nebo parafinovy olej,
ktery se pouziva nejcastéji a je znam pod nazvem Nujol. Ob¢ slozky pro piipravu uhlikové
pasty se dikladné homogenizuji v tfeci misce. Pfiprava pasty by méla byt pecliva, protoze
tato faze ovliviiuje budouci vlastnosti elektrody. Vznikla pasta je husta, ale zdroven se nesmi
drolit a lepit se na povrch tieci misky. Uhlikovou pastu l1ze uchovavat v plastové nadobce,
pasty jsou stabilni, vydrzi fadu tydnl bez vyraznéjSich zmén vlastnosti. Uhlikova pasta se plni
do elektrodového pouzdra, které je tvofeno napt. z plexiskla a mosazného Sroubu (obr. 1).
Duté elektrodové télo se naplni uhlikovou pastou a utlaci se pomoci mosazného Sroubu. Takto

piipravena elektroda se ponecha nékolik dni vyzrat, aby se dokon¢ila homogenizace [2].

/7 mosazny Sroub

télo elektrody z plexiskla

———
———
——
| ——
——
——

][]
}/—uhlikové pasta

aktivni plocha elektrody
Obrazek 1 Uhlikova pastova elektroda



2.5. Priprava uhlikové tuhé kompozitni elektrody

Uhlikova kompozitni elektroda je tvofena vodivym a nevodivym materidlem. Jako
vodiva Cast se pouziva grafitovy prasek a jako izolant 1ze pouzit napi. epoxidovou pryskyfici.
Uhlik a epoxidova pryskyfice se homogenizuji, ¢imz dojde k vytvoreni plastické kompozitni
hmoty. Takto pfipravena smés se naplni do plexisklového valeCku a necha se Sest hodin
polymerizovat v susarné pii 65°C. Poté se aktivni povrch elektrody zabrousi. Elektricky
kontakt se vytvoii médénym dratkem, ktery se vsune do vrstvy praskového grafitu
nasypané¢ho do téla elektrody a zajistujiciho elektricky vodivé spojeni mezi kompozitnim

materialem a kovovym vodi¢em (obr. 2) [11].

plastova Spicka

grafit
/7 médény drat

/(kompozﬁr

aktivni plocha elektrody

Obrazek 2 Uhlikova kompozitni elektroda
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2.6. Testovani elektrod

Kazdou nov¢ piipravenou uhlikovou kompozitni elektrodu je potieba otestovat.
Dtivodem je, ze na rozdil od komeréné dostupnych pevnych elektrod, pro néz zakladni
elektrochemické vlastnosti jsou srovnatelné, u kompozitnich uhlikovych elektrod se
jednotlivé fyzikaln¢ — chemické a elektrochemické vlastnosti mohou vyrazné lisit ptipad od
piipadu. Vybér komponent uhlikové smési pro piipravu elektrod, jejich kvalita a vzajemny
pomér ve smési, zpusob piipravy a optimalni homogenizace — vSechny tyto aspekty urcuji
vysledné chovani elektrod. Elektrochemické vlastnosti riznych typi elektrod 1ze jen piiblizné
predvidat a jejich podrobnéjsi popis vyzaduje provedeni piislusnych testt. Mezi parametry,

které se sleduji pfi testovani elektrod, patii [12]:

e Ohmicky odpor
¢ Rozsah potenciali a zbytkovy proud

e Meéfeni s modelovym systémem

Velikost ohmického odporu mé pfimy vliv na méteni elektrochemickych zavislosti.
Uhlikové smési s vysokym ohmickym odporem vykazuji zvySené zbytkové proudy. Ohmicky
odpor uhlikovych smési se pohybuje v desitkach ohmi. Vyssi odpor mize byt zplsobeny

pouzitim nevhodného grafitu nebo pojiva [12].

Vlastnosti jako rozsah potenciali a zbytkové proudy piedstavuji asi nejvyznamnéjsi
parametry kompozitnich uhlikovych elektrod ve voltametrii. Bezpochybné by mély byt
testovany u kazdé nové pfipravené elektrody. Rozsah potencidlu, v némzZ lze méfit, urcuje
pfedevSim kvalita pouzitého uhlikového prasku a pojiva a jejich vzijemny pomér.
Potencidlovy rozsah zavisi na prostiedi, v némzZ méteni bylo provedeno. V kyselych roztocich
byva -1,0 V az +1,5 V, v neutralnich -1,3 V az +1,4 V a v alkalickych -1,2 Vaz +1,2 V
(vs. Ag/AQCI). Velikost zbytkového proudu nemiize byt presn¢ definovana, protoze silné
zavisi na slozeni uhlikové smési a pouzitého typu meéfeni. Zbytkové proudy Se mohou

pohybovat v desitkach nA nebo mohou byt v fadu pA [12].
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Mezi modelové systémy pouzivané pro jednoduchou charakterizaci elektrod ve

voltametrii patii:

o [Fe(CNe)]s‘ / [Fe(CNe)]A‘- tento redoxni par predstavuje typicky reverzibilni
systém. Doporu¢end koncentrace se pohybuje mezi 10* az 10° mol/l. Pti
pouziti klasické cyklické voltametrie by mél byt potencialovy rozdil 4E, mezi
anodickymi a katodickymi piky 59 mV pii 25°C [12].

e Ag'/Ag° — tento systém se obvykle sleduje cyklickou voltametrii v octanovych
tlumivych roztocich nebo roztocich dusi¢nanti a poskytuje stejné informace
jako ptedesly redoxni par [12].

e Chinon/hydrochinon — je klasifikovan jako kvazi-reverzibilni systém, jehoz

reakéni kinetika zavisi na typu pouzité elektrody a pH prostiedi [12].

2.7. Vyuziti uhlikovych kompozitnich elektrod v chemické analyze

Uhlikové kompozitni elektrody naSly Siroké uplatnéni v anorganické a organické
analyze. Pro chemickou analyzu se vyuZzivaji nemodifikované i modifikované uhlikové
kompozitni elektrody. Mén¢ Casto se pro stanoveni anorganickych iontii, komplexti a molekul
pouzivaji nemodifikované elektrody. Oproti tomu se v organické analyze vyuzivaji jak
nemodifikované tak i modifikované elektrody. Nemodifikované elektrody jsou predevsim
atraktivni v pfipadech, Ze hydrofobni pojivo, které je pouZzito v uhlikovém kompozitu jako
izolant, ptsobi jako ur€ity druh modifikatoru, ktery pfitahuje lipofilni molekuly mnoha

organickych a biologickych latek, v¢éetné drog nebo 1é¢iv [13].

2.8. Anorganicka analyza

Anorganicka analyza s riznymi druhy uhlikovych kompozitnich elektrod patii mezi

-----

volnych iontl nebo vazanych v komplexech a molekuldch, bylo stanoveno uhlikovymi
kompozitnimi elektrodami v kombinaci s voltametrickymi, amperometrickymi nebo

potenciometrickymi metodami [13].
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Chemicky modifikované uhlikové kompozitni elektrody jsou prevazné vyuzivané
Vv kvantitativni analyze. Umoznuji zvysit citlivost a selektivitu pomoci prekoncentrace analytu

na povrchu elektrody s vyuzitim metody rozpoustéci voltametrie [13].

Uhlikové kompozitni elektrody umoznuji analyzovat Siroké spektrum materialt
rizného pivodu: technologické a komeréni produkty, vzorky z Zivotniho prostiedi, které
mohou byt pevné, kapalné nebo plynné, biologické tkané. Miizeme analyzovat pratelské
materialy jako ovoce a zeleninu nebo velmi nebezpecné nestabilni latky jako je azid olovnaty.
Uhlikové kompozitni elektrody se stale drzi na pifednich pfickach ve vyuziti v moderni
anorganické elektroanalyze. Pfedev§im chemicky modifikované elektrody ptinesly mnoho
novych a zajimavych postupt jako je speciacni analyza. Napft. pro sledovani tézkych kovi a

jejich migrace v zivotnim prostiedi byla vyuzita CPE s jilovym modifikatorem [1].

Uslechtilé kovy, jako Au, Ag a t€zké kovy Hg, Cu, Pb, Cd, Zn ve vodnych roztocich
urcitého slozeni, mohou byt detegovany na CPE pomoci anodické rozpoustéci voltametrie,
kdy se nejprve na povrchu elektrody elektrolyticky redukuji ionty M™ a deponuji se ve formé
kovu M s nasledné se re-oxiduji M® — M™. Pro stiibro byl pouzit modelovy vzorek matrice
(fotograficka lazen), zatimco dalsi t€zkeé kovy byly analyzovany v redlnych vzorcich (pfirodni
nebo znecisténé vody, sedimenty, ovzdusi, odpady, lidské vlasy, povystielova rezidua). lonty
s negativnim potencidlem redukce napf. Zn?* nelze detegovat pomoci nemodifikované
uhlikové pastové elektrody, nebot’ jejich signal lezi v katodické oblasti mimo vyuZitelny
potencidlovy rozsah CPE. Zplsob jak piekonat toto omezeni je pouzit pokovovanou
(modifikovanou) CPE, ktera je pokryta filmem rtuti, coz umoziuje redukci kovovych iontt ve
form¢ amalgamu [13]. V tabulce 1 jsou uvedeny nékteré analytické aplikace uhlikovych

kompozitnich elektrod v anorganické analyze.
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Tabulka 1 Aplikace uhlikovych kompozitnich elektrod v anorganické analyze

Analyt | Vzorek Elektroda MeéFici LOD citace
Pojivo Modifikator technika

Au"" | Modelovy | Minerélni olej - LSV -10° mol/l [14]
roztok (Nujol)

Ag' | Modelovy | Minerélni olej - LSV -10° mol/I [14]
roztok (Nujol)

Cd? Riéni Mineralni olej | Amberlit IRC DPV - 10 mol/l [15]
voda (parafin)

Cu" | Mineralni | Mineralni olej Hektorit DPV =107 mol/l [16]
rudy (Nujol)

PbZ* Lidska | Minerdlniolej | Amberlite IRC ASV 107 mol/l [13]
mo¢& (Nujol)

Hg?* | Odpadni | Mineralni olej Silikagel DPASV -10° mol/l [13]
voda (parafin)

zn* Pitna trikresylfosfat |  Rtutovy film DPASV - 107 mol/l [17]
voda in situ

2.9. Organicka analyza

Pro siroké pouziti kompozitnich a uhlikovych pastovych elektrod v organické analyze

je nékolik diivodl. Hlavnim diivodem je téméf neomezend moznost volby sloZeni uhlikovych

smeési, ¢cimz lze elektrody piizptisobit pro zamyslené analytické pouziti, které umoziuje bud’

zvysit citlivost a selektivitu stanoveni nebo potlacit rusivé vlivy [1]. Praktické vyuziti

uhlikovych kompozitnich elektrod v organické analyze je spojeno s dvéma problémy. Prvni je

pasivace povrchu elektrody. Druhy problém je zpisobeny tim, ze organické slouceniny maji

stejné nebo velmi podobné potencialy (napf. nitro-slouceniny). Tento problém vyzaduje

pouziti pfedbéZného separaniho kroku. Ale 1 pfes tyto problémy jsou uhlikové kompozitni

elektrody hojné vyuzivany v organické analyze [18].
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Modifikované i nemodifikované uhlikové kompozitni elektrody jsou vyuzivany v
pfimém stanoveni oxidovatelnych 1é¢iv v riznych farmaceutickych ptipravcich nebo se
vyuzivaji pro stanoveni fenoli ¢i aromatickych amind. Mez stanovitelnosti se na
nemodifikovanych CPE pohybuje od 1 - 10° do 1 - 107 mol/l bez akumulace. S akumulaci
mez stanovitelnosti klesne az na 1 - 10 mol/l. Vyb&rem vhodné prekoncentraéni techniky se
muze mez stanovitelnosti jest¢ snizit. Nemodifikované CPE nasly uplatnéni predevsim ve
farmaceutické a klinické analyze. Napf. pii stanoveni metaboliti 1€kt a drog v moéi, jejichz
matrice je komplikovand, analytik hledd pfitomnost nebo nepiitomnost latky urcitého
potencialu. Uhlikové pastové elektrody modifikované enzymy jako jsou peroxidaza,
glukézoxiddza atd. se vyuzivaji napf. V analyze sacharidii, predevsim glukozy, kterd se

stanovuje v potravinach a krevnim séru [1].

Karboxylové kyseliny jsou dal§i skupinou, kterou lze analyzovat uhlikovymi
kompozitnimi elektrodami. Nej€astéji studovanym analytem je laktat, ktery je predevSim
sledovan v analyze potravin ve fermentacnich procesech nebo v klinické analyze. Mez
stanoveni se u karboxylovych kyselin pohybuje v #adech 1 - 10° az 1 - 10 mol/l. Nejnizsi
mez stanoveni 1 - 10® mol/l byl naméfen u kyseliny askorbové. Ethanol je analyt, ktery se
nejcastéji analyzuje ve skupiné alkohold. Stanovuje se v riznych napojich. U modelovych
vzorki byla naméfena mez detekce 8 - 101% mol/l, ale u realnych vzorki je tato mez o nékolik
radi vyssi. Dalsi skupinou jsou pesticidy, které lze stanovit v redlnych vzorcich jako je piida,
fiéni vody s mezi stanovitelnosti v fadu 10 mol/l nebo nizsi [1]. V tabulce 2 jsou uvedeny

vybrané aplikace uhlikovych kompozitnich elektrod pro organickou analyzu.
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Tabulka 2 Aplikace uhlikovych kompozitnich elektrod v organické analyze

Analyt Vzorek Elektroda MéFici LOD citace
Pojivo Modifikator technika
Bisfenol A Odpadni Mineralni olej CTAB DPV 8 nmol/I [13]
plastové (parafin)
materialy
4-nitrofenol Modelovy | Mineralni olej Zeolit DPV 10 umol/1 | [13]
roztok (parafin)
Azobenzen Odpadni Mineralni olej - DPV - [13]
voda (Nujol)
Nikotin Tabakové Mineralni olej Cholin oxidaza + DPASV 1-10° [13]
listy (parafin) hovézi sérovy mol/I
albumin
Aspirin Acylpirin Mineralni olej - SWv 1 fmol [13]
(parafin) (v5pul)
Heroin Zabavena Mineralni olej - LSV - [13]
droga (parafin)
Kyselina Ovocny - - DPCSV 5-10° [1]
askorbova dzus mol/Il

2.10. Flavonoidy

Flavonoidy jsou rozséhlou skupinou rostlinnych fenoll. Strukturnim zakladem vsech

flavonoida je molekula flavonu (obr. 3), odvozena od kyslikaté heterocyklické slouceniny

2H-chromenu, ktery ma v poloze C-2 substituovanou fenylovou skupinu. Vsechny tii kruhy

byvaji substituovany hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami. Mohou se vyskytovat jako

volné latky, ale Castéji se vyskytuji jako glykosidy, acylované glykosidy nebo polymery [19].

O

Obrazek 3 Struktura flavonu
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Flavonoidy se nachazeji v mnoha rostlinach, ovoci, zelening a ¢aji. Nékteré flavonoidy
jsou dulezitd rostlinna barviva, jiné jsou znamé pro svoji chut (trpkost, hotkost).
Nejvyznamnéjsi flavonoidni barviva jsou zluté zbarvené flavonoly. Mezi né patii quercetin a

rutin [19].

2.10.1. Quercetin
Quercetin (obr. 4) je zluta krystalicka latka Spatné rozpustna ve vodé, ale dobie
rozpustna v methanolu [20]. Quercetin je hojné rozsiten v rostlinné fi$i a z flavonoidnich
molekul patfi k nejrozsifenéjsim. Nachazi se napf. V pohance seté, ktera ho obsahuje
2,4 mg/100g pohanky [21]. Quercetin je aglykon ze skupiny flavonoidii a do této skupiny pafi
i isoquercetin, rutin nebo hyperosid. Quercetin nema navazanou cukernou slozku v kruhu C
v poloze 3 a ma oproti rutinu tuto polohu obsazenou navic hydroxylovou skupinu, coz

zvysuje aktivitu quercetinu [22].

Obrazek 4 Strukturni vzorec quercetinu [23].

Quercetin vykazuje prospésné ucinky na lidské zdravi, pisobi jako silny antioxidant,
pusobi proti zanétim, kardiovaskuldrnim onemocnénim, bakteriim a viram. Quercetin
zachytava radikaly kysliku a inhibuje oxidace LDL cholesterolu a tim chrani vitamin E
Vv lidském téle. Quercetin spolecné s kyselinou askorbovou snizuji vyskyt oxida¢niho

poskozeni neurovaskularni struktury v kuzi [22].
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Struktura quercetinu obsahuje fenolové skupiny, které se mohou oxidovat a z toho
vyplyva, zZe quercetin je elektrochemicky aktivni a Ize jej analyzovat pomoci
elektrochemickych metod. Pro zjisténi elektrochemického chovani quercetinu se pouzivaji
voltametrické techniky jako CV, DPV a SWV (angl. Square-Wave Voltammetry). Cyklicky
voltamogram (obr. 5) quercetinu ukazuje ¢tyfi oxidacni piky. Nejsiln€j$i anodicky signal 1
odpovida oxidaci dvou hydroxylovych skupin v kruhu B v polohach 3¢ a 4. Jedna se o
dvouelektronovu oxidaci, projevujici se reverzibilnim pikem 1¢, jejiz produktem je o-chinon
(schéma 1). Potencialy piki jsou zavislé na pH, se snizujici se hodnotou pH se piky posouvaji
smérem ke kladnéj$im hodnotam potencialu. Produkty oxidace quercetinu se siln¢ adsorbuji

na povrch elektrody, coz ma za nasledek snizeni proudové odezvy ve druhém cyklu [22].

-DI.E ' 0.‘0 ' D.[E I 01-1 ' D.[E ' [VR:] ' 1.0
E/Vvs. Ag/AgCl

Obrazek 5 Cyklicky voltamogram 1 - 10° mol/l quercetinu ve fosfatovém pufru pH = 7,7,
rychlost polarizace elektrody 50 mV/s [22].

oH
CH
o
OH
oH O

Schéma 1 Prvni stupeii oxidace quercetinu [22].

oH O
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Kromé¢ elektrochemickych metod lze pouzit i jiné techniky pro stanoveni quercetinu.
Velmi vyuzivané jsou separacni techniky jako kapalinové a plynova chromatografie. Dale se

vyuzivaji spektralni techniky (NMR, UV) a elektroforetické techniky [24].

2.10.2. Rutin

Rutin (obr. 6) je zluta krystalicka latka, dobfe rozpustna Vv pyridinu, methanolu, hife
ve vodé, acetonu a téméf nerozpustna v chloroformu a etheru [20]. Rutin je jednim z nejvice
bioaktivnich flavonoidl, je zndm také pod nazvem vitamin P. Vyzkumy ukézaly, Ze rutin
protinadorové, antibakteridln€, snizuje LDL cholesterol, posiluje stény krevnich kapilar a
zvysuje pruznost cév [25]. Rutin se vyskytuje v mnoha rostlinach, ovoci, zelening a zeleném
Caji. Nejvétsi obsah rutinu se nachazi v pohance seté, 10 mg/100g [21]. Rutin je tvofen dvéma
¢astmi, necukernou ¢asti - quercetinem, na kterém je v kruhu C v poloze 3 navazana cukerna

¢ast - disacharid rutinosa [24].

Obrazek 6 Strukturni vzorec rutinu [25]

Podobn¢ jako quercetin i rutin obsahuje snadno oxidovatelné fenolové skupiny, tzn. ze
je elektroaktivni a miZeme jej analyzovat pomoci elektrochemickych metod. Stejné jako
Vv ptipad¢ vySe zminovaného quercetinu se elektrochemické chovani rutinu sleduje pomoci
voltametrickych technik CV, DPV a SWV. Cyklicky voltamogram (obr. 7) znazoriuje

reverzibilni pik 1, ktery nalezi oxidaci dvou hydroxylovych skupin kruhu B v polohach 3° a
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4¢. Jednd se o dvouelektronovou oxidaci, jejiz produktem je 0-chinon (schéma 2). Pik 2

odpovida ireverzibilni oxidaci dvou hydroxylovych skupin v kruhu A v polohéach 5° a 7¢ [25].

L5

T T T T T T T T
02 04 08 08 10 12

E/V vs Ag/ AgCl

Obrazek 7 Cyklicky voltamogram 0,1 mM rutinu v acetatovém pufru pH = 4,5, rychlost
polarizace elektrody 100 mV/s [25].

Podobné jako u quercetinu i u rutinu se produkty oxidace siln¢ adsorbuji na povrch
elektrody a snizuji proudovou odezvu v nasledujicich potencialovych cyklech. Se snizujici se

hodnotou pH se proudové piky posouvaji ke kladn&jsim hodnotam potencialu [25].

Schéma 2 Prvni stupeii oxidace rutinu [26]
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2.11. Stanoveni quercetinu a rutinu uhlikovymi kompozitnimi
elektrodami

Pro analyzu smési rutinu a quercetinu v modelovém a redlném vzorku byla pouzita
pastova elektroda s mnohosténnymi uhlikovymi nanotrubickami (CNTPE). Pfesna mnozstvi
quercetinu a rutinu byla pfidina do zfedéného krevniho séra a moci a vzorky byly
analyzovany. Pramérna vytéznost byla 97 % a limit detekce 5 - 10® mol/l. Diky akumulaci
quercetinu a rutinu na povrchu elektrody byly ziskdny dobie oddélené piky pro citlivé a
selektivni stanoveni. Tato pastova elektroda snizila redoxni potencidl quercetinu a tim doslo
Kk lepsi separaci quercetinu a rutinu oproti elektrodé ze skelného uhliku, na které proudové

piky obou latek nebyly rozliseny [27].

Pomoci uhlikové patové elektrody modifikované ftalocyaninem zeleza (IP/CPE) a
iontovou kapalinou (IL/CPE) byl stanoven rutin v pohance seté. Jako méfici technika byla
pouzita DPV. Mez detekce rutinu obou elektrod byl IP/CPE 8 - 10® mol/l a IC/CPE 6 - 107
mol/l. Nalezeny obsah rutinu v pohance seté byl 12,3 a 11,0 mg/100g, coz odpovida mnozstvi
13,6 mg/ [21], které je uvadéno v literatuie [28].

Pro stanoveni quercetinu v redlném vzorku ¢aje a zimolezu byla pouZita uhlikova
pastova elektroda modifikovana silikagelem. Ptipravena elektroda vykazovala nizkou
relativni smérodatnou odchylku 2,8 %, coz vypovida o dobré reprodukovatelnosti a piesnosti

detekce. Mez detekce byla uréena metodou DPV byla 1,16 - 10" mol/I [29].

Uhlikova pastova elektroda modifikovana DNA za pouziti iontové kapaliny jako
pojiva byla pouzita pro stanoveni rutinu. Byla pouzita CV a DPV. Mez detekce rutinu byla
1,3 - 10°° mol/l. Elektroda vykazovala vyssi citlivost a selektivitu na rutin oproti elektrodg, u

ktera nebyla pouzita iontova kapalina jako pojivo a nebyla modifikovana DNA [30].

Byla popsana prekoncentrace rutinu a dalSich flavonoidl (quercetin, morin, galangin
atd.) na uhlikové pastové elektrod¢ a jejich nasledné stanoveni pomoci adsorpéni rozpousteci
voltametrie. Mez stanovitelnosti flavonoidii bez pouziti akumulace byla 10 mol/l, po pouziti

akumulace 1 - 4 min se mez detekce snizila na 10 — 107" mol/I [31].
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Chemikalie
Pro pfipravu uhlikovych past byl pouzit vlockovy grafit (Sigma — Aldrich, Steinhem,
Némecko), parafinovy olej a nujol (oba byly zakoupeny v 1ékarn¢€). Pro ptipravu uhlikového
kompozitu byl pouzit vlo¢kovy grafit a dva druhy pojiva, rychleschnouci epoxidové lepidlo
transparentni typ CEP-12021 (Metrum, Pferov) a Dentacryl technicky (SpofaDental, Ji¢in).
Jako modifikatory pro uhlikové kompozity byly pouzity dva typy uhlikatych aerogeld, které
byly ziskany od tymu doc. Vaclava Slovéka z katedry chemie Ostravské Univerzity:

e Aerogel typu RFAx — roztok resorcinolu a formaldehydu byl smichan
s roztokem katalyzatoru (HCI a dusi¢nany kovii). Pfipravena smés byla nalita
do forem ke kondenzaci. Vznikly gel byl vytlaten z formy a nasekdn na malé
kousky. Organicky aerogel byl pyrolyzovan v atmosféte dusiku za vzniku
¢erného prasku [32, 33].

e Aerogel typu RFBx — roztok resorcinolu a formaldehydu byl smichan
s roztokem katalyzatoru (Na2COs a dusi¢nany kovit). Aerogel typu RFBx byl
pfipraven stejné jako vySe zminovany aerogel typu RFAx [32, 33].

Zasobni roztoky 0 koncentracich 1-10° mol/l quercetinu (98%, Sigma-Aldrich,
Steinhem, Némecko) a rutinu (95%, Sigma—Aldrich, Steinhem, Némecko) byly piipraveny
rozpu$ténim navazky pevné latky v methanolu (p.a., Lech—Ner, Neratovice). Zakladni
Britton-Robinsondv pufr byl pfipraven z kyseliny trihydrogenborité (p.a., Lechema, Brno),
kyseliny trihydrogenfosforecné (85% p.a., Sigma—Aldrich, Steinhem, Némecko), octové
kyseliny (99% p.a., Lach—Ner, Neratovice) a hydroxidu sodného (p.a., Lech—Ner,
Neratovice), ktery byl pouzit pro upravu pH. Dale byl pfipraven zasobni roztok
hexakyanoZzeleznatanu draselného (&isty, Lachema, Brno) o koncentraci 1-10° mol/l

V 1 mol/I chloridu draselném (p.a., Penta, Chrudim).

3.2. Pristrojové vybaveni
Voltametrickd méfeni byla provadéna na pfistroji Eco—Tribo—Polarograf (Polaro—

Sensors, Praha) v tiielektrodovém zapojeni (obr. 8). Jako pomocna eclektroda byla pouzita
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dratkova platinova elektroda, jako referentni Ag/AgCl elektroda a byly pouzity dva typy
pracovnich elektrod - uhlikové pastové elektrody a uhlikové tuhé kompozitni elektrody.
Jejich ptiprava je popsdna déle v ¢asti 3.3. Pro porovnani byla pouZzita komer¢ni elektroda ze
skelného uhliku (pramér disku 3 mm, Bioanalytical Systems, USA). Pro pfipravu tlumivych

roztokli byl pouzit pH—metr InoLab 720 (WTW, Weinheim, Némecko).

AND MICROELECTRODE SYSTEM UM.E

Obrazek 8 Eco-Tribo-Polarograf v tiielektrodovém zapojeni

Obsah rutinu a kvercetinu v extraktech z pohanky byl stanoven metodou HPLC.
Kapalinovy chromatograf sestaval z isokratického ¢erpadla Alfa 10 Plus, UV-VIS detektoru
Safir 800 a davkovaciho ventilu se smyckou 20 pl (vSe Ecom, Praha). Byla pouzita kolona
Kinetex 2.6 um C18 100 A 100 x 4.6 mm od firmy Phenomenex (Chromservis, Praha).

Analyza metodou GC-MS byla provedena na plynovém chromatografu Agilent 6890
S hmotnostnim detektorem Agilent 5973N MSD (Agilent, Palo Alto, CA, USA). Byla pouzita
kolona: HP-5 ms, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm (Agilent, Palo Alto, CA, USA) a jako nosny
plyn He, 99,998 % (SIAD, Bergamo, Italie).
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3.3. Pracovni postupy

3.3.1. Priprava pracovnich roztoku
Ze zékladniho Britton—Robinsonova pufru byly titraci 50% roztokem hydroxidu
sodného pripraveny pufry o pH 3; 7 a 11. Zasobni roztoky rutinu a quercetinu o koncentraci
1 - 10 mol/l byly piipraveny navazenim pevného standardu a jeho rozpusténim v methanolu.
Roztok hexokyanoZeleznatanu draselného o koncentraci 110 mol/l v 1 mol/l chloridu
draselném byl pfipraven navazenim vypocteného mnozstvi standardii obou latek a jejich

rozpus$ténim V destilované vodg.

3.3.2. Priprava uhlikovych pastovych elektrod

Pied ptipravou uhlikovych past bylo potifeba zvlh¢it uhlikaté aerogely, které byly
pouzity jako modifikatory. Proces zvlhéovani probihal v atmosféte vodnich par v exikatoru.
Piesné navazené mnozstvi aerogelu (0,5 g) se rozprostielo na hodinovém skli¢ku a vlozilo se
do exikétoru, ktery byl naplnén destilovanou vodou. Zvlh¢ovani probihalo nékolik dni, dokud
hmotnost modifikatoru nebyla konstantni. Aerogel RFAx byl zvlhéovan dva dny a obsah vody
byl 5,26 % hm (pouzity pro CPE_A/N) a 6,53 % hm (pouzity pro CPE_A/P). Aerogel RFBx
byl zvlh¢ovan pét dnli a obsah vody byl 19,80 % hm (pouzity pro CPE_B/N) a 21,05 % hm
(pouzity pro CPE_B/P).

Poté se piesné navazily podily vlockového grafitu (0,5; 2,0 a 2,0 g). 0,5 g grafitu se
vpravilo to sklenéné tieci misky a ptidal se zvlhéeny aerogel a smés se homogenizovala po
dobu 10 minut. Homogenizaci bylo potfeba provadét dikladné, cilem bylo ziskat dobie
zhomogenizovanou smés. Po 10 minutach se pifidal druhy podil grafitu 2,0 g a opét se
provadéla dikladnd homogenizace po dobu 10 minut. Béhem homogenizace bylo potfeba
seSkrabavat casti smési, které ulpély na sténach teci misky. Pridala se posledni ¢ast grafitu
2,0 g a smés se homogenizovala 15 minut. Po homogenizaci se po ¢astech pridavalo piesné
odvazené mnozstvi nujolu nebo parafinového oleje, které slouzily jako pojivo. Cela smés se
dikladné zhomogenizovala. Pfipravend pasta se uloZila do polypropylenové nadobky a

oznacila se ndzvem pasty a datem pfipravy.

Pfipravend pasta se vpravila do téla elektrody, kde se utlacila Sroubem. Takto

piipravena uhlikova pastova elektroda se nechala ve svislé poloze n¢kolik dnti vyzrat.
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Novy povrch elektrody byl ptipraven vytlatenim malého mnozstvi pasty (asi 0,5 mm
pomoci mosazného Sroubovaciho pistu), které bylo setfeno na filtraénim papife a vylesténo na
kiidovém papife do kovového lesku. Na takto piipraveném povrchu byla provadéna métent.

Uvedenym postupem byl pfipraven novy pracovni povrch pred kazdym métenim.

Bylo pfipraveno celkem Sest uhlikovych past (Tabulka 3). Byly pouzity dva druhy
pojiva, parafinovy olej a nujol, ze kterych byly pfipraveny tfi uhlikové pasty, nemodifikovana

a dvé modifikované uhlikatymi aerogely typu RFAx a RFBx.

Tabulka 3 Obsah slozek zastoupenych v uhlikovych pastovych elektrodach

Elektroda Obsah Druh pojiva Obsah MnozZstvi Obsah
vlo¢kového pojiva modifikatoru | modifikatoru
grafitu [g] [a] [%0]
CPE_O/N 5,00 Nujol 2,00 g - -
CPE_A/N 4,50 Nujol 2,009 0,50 10
CPE_B/N 4,50 Nujol 2,009 0,50 10
CPE_0/P 5,00 Parafinovy olej | 1,25 ml - -
CPE_A/P 4,50 Parafinovy olej | 1,25 ml 0,50 10
CPE_B/P 4,50 Parafinovy olej | 1,25 ml 0,50 10

3.3.3. Priprava uhlikovych tuhych kompozitnich elektrod
Nejprve byla pfipravena téla elektrod z plastovych Spicek o objemu 1 ml. Konec
Spicky se zkratil o 0,5 mm a vnitini sténa Spicky se pokryla tenkou vrstvou epoxidové

pryskyfice, ktera zajistila fixaci kompozitu uvnitt $picky.

Pfed samotnou ptipravou uhlikovych kompozitnich elektrod bylo potieba zvlhcit
modifikatory, stejnym postupem jako u uhlikovych pastovych elektrod, ktery je popsan vyse.
Obsah vody v aerogelu typu RFAx byl 2,70 % a 1,18 % hm. Obsah vody v aerogelu typu
RFBx byl 4,05 % a 7,25 % hm.

Byly ptipraveny uhlikové kompozitni elektrody S riznym obsahem uhliku a pojiva ve

smési. Byly pouzity dva druhy pojiva, Dentacryl (DAC) a epoxidova pryskyfice (CCE).
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Obsah uhliku v kompozitni smési byl 30 %, 40 %, 50 % a 60 % hm. Slozeni jednotlivych
elektrod je uvedeno v Tabulce 4. Nemodifikované uhlikové kompozitni elektrody byly
piipraveny smichanim navazené¢ho mnozstvi vlockového grafitu a pojiva. Vzniklad smeés
s epoxidovou pryskyfici se vpravila do plastikové Spicky a nechala se polymerizovat
Vv susarné pii 65°C po dobu 6 hodin. Smés piipravena z Dentacrylu se nechala polymerizovat
pti 75°C po stejnou dobu. Modifikované elektrody se pfipravily dikladnou homogenizaci
vlockového grafitu a zvlheného aerogelu v tieci misce, ke smési se piidalo navazené
mnozstvi epoxidové pryskyfice a cela smés se promichala. Vznikla smés se vpravila do
plastové $picky a nechala se polymerizovat v suSarn¢ pii 65 °C po dobu 6 hodin. Po
polymerizaci se vSechny elektrody zabrousily na brusném kameni. Na takto pfipravenych
elektrodéach se provadéla méteni. Pied kazdym méfenim se povrch elektrody obnovil jemnym

zabrouSenim povrchu na jemngjsi ¢asti brusného kamene.

Byly ptipraveny vzdy dvé elektrody stejného slozeni, u kterych byly testovany jejich
elektrochemické vlastnosti. Pro dal$i méteni byla z kazd¢ dvojice vybrana ta elektroda, ktera

vykazovala vhodnéjsi vlastnosti.

Tabulka 4 Obsah sloZek zastoupenych v uhlikovych tuhych kompozitnich

elektrodach
Elektroda | Obsah vlo¢kového Obsah pojiva MnoZstvi Obsah
grafitu [g] [0] modifikatoru modifikatoru
[a] [%]
CCE30 0,30 0,70 - -
CCE40 0,40 0,60 - -
CCE50 0,50 0,50 - -
CCE40_A 0,36 0,60 0,04 10
CCE50_A 0,45 0,50 0,05 10
CCE40_B 0,36 0,60 0,04 10
CCE5S0_B 0,45 0,50 0,05 10
DAC40 0,40 0,60 - -
DAC60 0,60 0,40 - -

CCE-pojivo epoxidova pryskytice, DAC-pojivo Dentacryl
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3.3.4. Cyklicka voltamtrie
Pomoci cyklické voltametrie (CV) byly testovany elektrochemické vlastnosti elektrod,
a to potencialovy rozsah, reverzibilita redoxniho paru [Fe(CNg)]*"* a velikost elektroaktivni
plochy elektrod. Pii méfeni rozsahu potencialti se do nadobky napipetovalo 20 ml zakladniho
elektrolytu, ktery byl tvofen 10 ml destilované vody a 10 ml Britton—Robinsonova pufru o pH
3, 7 a 11. Parametry CV byly: rozsah potencialu -1500 az +1500 mV, rychlost polarizace
elektrody 100 mV/s.

Pfi méfeni reverzibility redoxniho paru bylo do nadobky napipetovano 20 ml roztoku
Ka[Fe(CN)s] 0 koncentraci 1 - 10 mol/l v 1 mol/l roztoku KCI. Parametry CV byly: rozsah
potencialu -600 az +1000 mV, rychlost polarizace elektrody 20 mV/s.

Pti méfeni velikosti elektroaktivni plochy elektrod bylo do nddobky napipetovano 20
ml roztoku Ka[Fe(CN)s] o koncentraci 1 - 10° mol/I v 1 mol/l roztoku KCI. Parametry CV
byly: rozsah potencialu -200 az +600 mV, rychlosti polarizace elektrody byly 5; 10; 15; 20 a
25 mVJs.

Vsechna méteni byla provedena Sestkrat, data byla testovana na odlehlé¢ body pomoci

Grubbsova testu. Pro vyhodnoceni byly pouzity primérné hodnoty.

3.3.5. Diferencné pulzni voltametrie

Pomoci diferencné pulzni voltametrie (DPV) byly u jednotlivych elektrod sledovany
zéavislosti proudové odezvy na dobé akumulace, zméné potencidlu akumulace a kalibracni
zavislosti. Parametry DPV: rychlost polarizace elektrody 20 mV/s, vyska pulzu 50 mV, §itka
pulzu 100 ms. Pti méteni zavislosti proudové odezvy na dobé akumulace a zméné potencialu
akumulace bylo do nadobky napipetovano 10 ml Britton — Robinsonova pufru pH = 3, 10 ml
destilované vody a 100 pl zasobniho roztoku quercetinu o koncentraci 1 - 10 mol/I. Stejnym
postupem byly pfipraveny dvé sady kalibracnich roztokti quercetinu a rutinu o vyslednych
koncentracich quercetinu a rutinu v nadobce 10; 8; 6; 4; 2; 1; 0,1 umol/l pro akumulaci 30 s, a
1,2;1,0; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2; 0,1 umol/I pro akumulaci 60s.
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Pomoci DPV se sledovala proudova odezva smési rutinu a quercetinu, jejichz
koncentrace v nadobce byly 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 10 umol/l bez pouziti akumulace. Parametry
DPV: rychlost polarizace elektrody 20 mV/s, vyska pulzu 50 mV, $iika pulzu 100 ms.

Vsechna méfeni byla provedena Sestkrat, data byla testovana na odlehlé¢ body pomoci

Grubbsova testu. Pro vyhodnoceni byly pouzity praimérné hodnoty.

3.4. Analyza obsahu rutinu a quercetinu v extraktu z pohanky

Bylo pfipraveno Sest vzorkti pohanky. Semena pohanky byla rozdrcena Vv tfeci misce.
Na kazdy vzorek se navazil vzdy 1 g rozdrcenych semen pohanky. Ke tfem vzorkiim
rozdrcenych semen se pridalo 40 ml destilované vody a smés se varila pod hodinovym sklem
pét minut. K dal$im tfem vzorkiim pohanky se pfidal 1 ml standardu quercetinu ¢ = 1 - 103
mol/l a 1 ml standardu rutinu ¢ = 1 - 10 mol/I a methanol pouzity jako rozpoustédlo se
nechal voln¢ pii laboratorni teploté odpaftit. Pak se ke vzorkim ptidalo 40 ml destilované
vody a smés se varila pod hodinovym sklem pét minut. Po vychladnuti se obsah kadinky
kvantitativné pievedl do odmérnych ban¢k o objemu 50 ml a doplnil se destilovanou vodou
po rysku. Nasledné se vSechny vzorky zcentrifugovaly pii otackach 40 000 rpm po dobu 20
minut. Vzorky se nésledné zfiltrovaly ptes filtratni papir a byly pouZity pro analyzu pomoci

dvou technik: elektrochemické DPV a separa¢ni techniky HPLC.

3.4.1. Analyza pomoci DPV
K zakladnimu elektrolytu, ktery obsahoval 10 ml Britton-Robinsonova pufru o pH =3
a 8 ml destilované vody, byl pfidan extrakt z pohanky o objemu 2 ml. Nasledné byly pfidany
tfi pridavky standardd rutinu a quercetinu (c = 1 - 10° mol/l) o objemu 40 pl obou latek.
Me¢teni bylo opakovano Sestkrat. Po vyhodnoceni kiivek byl obsah rutinu a quercetinu

prepocitan na mg/100g pohanky.
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3.4.2. Analyza pomoci HPLC

Byly piipraveny dva standardy rutinu a quercetinu o koncentracich 2 a 20 - 10 mol/l.
Extrakt z pohanky byl ztedény methanolem v poméru 1 : 1 (v/v). Takto ptipraveny vzorek se
zcentrifugoval pii otackach 40 000 rpm po dobu 20 minut a ptefiltroval ptes stiikackovy filtr.
Nastiik byl 100 pl a smy¢ka nadavkovala 20 pl. Analyza probihala na kolon¢ Kinetex 2.6 um
C18 100 A 100 x 4.6 mm, detekce UV-VIS detektorem byla pii vinové délce A = 258 nm.
Mobilni faze byla CH3OH : H20O : HCOOH v poméru 50 : 49 : 1 o prutoku 0,5 ml/min. Obsah
rutinu a quercetinu byl vyhodnocen z rovnice regresni piimky a nasledné prepocitan na

mg/100g pohanky.

3.4.3. Analyza pomoci GC-MS

Extrakty z pohanky byl analyzovany metodou plynové chromatografie s hmotnostni
detekci nasledujicim postupem: 1 ml vzorku extraktu s pfidavkem 10 pg fisetinu jako
vnitiniho standardu byl odpaten proudem dusiku pii 50°C. Odparek byl rozpustén v 75 pl
pyridinu a 75 pl N,O-bis-trimethylsilyl-trifluoroacetamidu (BSTFA) a derivatizovan 1 hodinu
pi1 90°C. Vzorky byly doplnény hexanem do 1 ml, resp. 0,5 ml a analyzovany plynovou
chromatografii s hmotnostni detekci. Separace byla provedena na nepoléarni kapilarni kolong
kolon¢ HP-5ms (30m x 0,25 mm x 0,25 pm) s heliem jako nosnym plynem o pritoku
0,9 ml/min. Objem nastiiku byl 1 ul a davkovaci puls: 140 kPa, 0,4 min. Byl pouzit teplotni
program (50 °C — 2 min — 10 °C/min — 300 °C — 15 min). Hmotnostni spektra byla snimana

v rozsahu 29 — 800 m/z.
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Uhlikové pastové elektrody

Bylo pripraveno celkem Sest uhlikovych pastovych elektrod. Béhem pfipravy
uhlikovych past se nevyskytl Zadny problém a uhlikové pasty byly peclivé ptipraveny podle
navodu. Béhem méteni s uhlikovymi pastovymi elektrodami se vyskytl problém s obnovenim
jejich povrchu. Povrch elektrody nebylo mozné vylestit do kovového lesku, na povrchu byly
ryhy a dochazelo k odlupovani vlockového grafitu z povrchu elektrody. Novy povrch
elektrody byl pfipraven obvyklym postupem, ktery je popsan v kapitole 3.3.2. | kdyz byly
pripravené nové elektrody s pouzitim dvou druhli pojiva a uhlikova pasta byla dikladné
zhomogenizovand a pfipravend podle postupu, ktery se v ptipraveé diive osvédcil, nepodatilo
se pripravit uhlikové pastové elektrody s povrchem, na kterém by §lo méfit. Po pul roce
neuspéSnych pokusti byly dal$i experimenty provadény pouze stuhymi kompozitnimi

elektrodami.

Pfi¢ina netspéchu nebyla zjisténa. Jak bylo zminéno vysSe, byly pouzity stejné
komponenty, poméry a postupy pripravy, které se osvédCily v predeslych experimentech a

byly publikovany v praci [3].

Na obrazku 9 lze vidét ukazku méfeni s uhlikovymi pastovymi elektrodami.
Diferenéné pulzni voltamogramy quercetinu o celkové koncentraci v niddobce 1 - 10 mol/I
byly zméfeny tfemi elektrodami nemodifikovanou CPE 0/N, modifikovanou uhlikatym
aerogelem RFAx CPE_A/N a modifikovanou uhlikatym aerogelem RFByx CPE_BJ/N, ve
kterych byl pouzit Nujol jako pojivo. Elektroda CPE 0/N zaznamenala pik quercetinu
(Ep = 365 mV), ale ze tiech opakovani jsou pouzitelné dva voltamogramy a druhy Cerveny
zaznam je nepouzitelny z diivodu vysokého proudového pozadi a velkého Sumu, v nichZ se
ztraci proudova odezva analytu. Ob¢é modifikované elektrody kvuli vysokym hodnotam Sumu
a celkové nestabilité signalu byly nepouzitelné. V tomto duchu se nesla témét vsechna méteni

pomoci uhlikovych pastovych elektrod.
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Obrazek 9 Diferenéné pulzni voltamogramy quercetinu ¢ = 1 - 10 mol/l, akumulace 60 s

Na obrazku 10 lze vidét diferencné pulzni voltamogramy quercetinu o celkové
koncentraci v nadobce 1 - 107 mol/l, které byly zméfeny tfemi elektrodami: nemodifikovanou
CPE _0/P a dvéma modifikovanymi CPE_A/P a CPE_B/P, ve kterych byl pouzit parafinovy
olej jako pojivo. Jako v piedeslém piipadé ani tyto elektrody neposkytovaly opakovatelnou

proudovou odezvu a proto byly nepouzitelné pro analytické tucely.
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Obriazek 10 Diferenéné pulzni voltamogramy quercetinu ¢ =1 - 107 mol/l, akumulace 30 s
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4.2. Rozsah potencialu pripravenych tuhych kompozitnich elektrod
Vyuzitelny potencidlovy rozsah, ve kterém lze na elektrod¢ sledovat redoxni reakce
studovanych latek, je dilezity parametr pro elektrochemickd méteni. Oproti klasické rtutové
elektrodé, kterd méa anodicky rozsah maximalné do +400 mV, maji uhlikové elektrody Sirsi

anodicky rozsah az do +1500 mV v zavislosti na prostiedi.

V tabulce 5 jsou uvedeny potencialové rozsahy piipravenych kompozitnich elektrod.
dochazi u vSech elektrod k zuZeni potencialového rozsahu. Nemodifikované elektrody
S vyS8§im obsahem uhliku a s obéma druhy pojiv CCES50 a DAC60 maji Vv neutrdlnich a
alkalickych prostfedich 0 100 mV S§irSi rozsah v katodické oblasti nez nemodifikované
elektrody CCE40 a DAC40 s niz§im obsahem uhliku. Elektrody CCE40_A a CCE50_A
modifikované aerogelem typu RFAx maji SirSi katodicky rozsah oproti nemodifikovanym
elektrodam. Elektroda modifikovana aerogelem typu RFBx ma oproti elektrodam
modifikovanym aerogelem typu RFAx uzsi rozsah v anodické oblasti potenciali. Celkové l1ze
fici, ze pracovni potencialové rozsahy se pfili§ nelisi u jednotlivych elektrod a typ pouzitého
pojiva, modifikatoru nebo obsah grafitu v kompozitni smési neovliviiuje pfili§ rozsahy

potencialt.

Tabulka 5 Rozsahy potenciali elektrod v riznych prostiedich

Elektroda BR pufr pH=3 BR pufr pH=7 | BR pufr pH=11
rozsah [mV] rozsah [mV] rozsah [mV]
CCE40 -500+1000 -400+900 -300+800
CCES0 -500+1000 -500+900 -400+800
CCE40_A -600+1000 -600+800 -500+800
CCES50_A -600+1000 -600+900 -400+800
CCE5S0_B -600+900 -600+800 -500+700
DAC40 -500+1000 -400+900 -300+800
DAC60 -500+1000 -500+900 -400+800
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4.3. Kvalita povrchu elektrod
V elektroanalyze je dalezita dobra reprodukovatelnost méteni, proto je kvalita povrchu
elektrod dulezitou vlastnosti. U elektrod se méfi elektricky odpor, ktery by mél byt co
pouzitého pojiva a jeho typu. Jak lze vidét v tabulce 6, velikost odporu je velmi ovlivnéna
pritomnosti uhlikatého aerogelu jako modifikatoru, protoze uhlikaty acrogel je elektricky

nevodivy a tim pfispiva ke zvyseni odporu v modifikovanych elektrodach.

Tabulka 6 Elektricky odpor elektrod

Elektroda Odpor [Q]
CCE30 38 000
CCE40 450
CCE50 190

CCE40_A 15 000

CCES50_A 1000

CCE40_B 400 000

CCE50_B 20 000
DACA40 300
DAC60 300

Kvalitu povrchu elektrod 1ze vyhodnotit pomoci reverzibilniho elektrochemického
systému [Fe(CN)s]* + e <« [Fe(CN)s]*. Cyklicky voltamogram tohoto systému je tvoien
redukénim a oxidacnim pikem. Hodnoty redukénich Ec a oxidacnich Ea potencidlii a jim
odpovidajicich proudt lze pouzit pro hodnoceni reverzibility elektrodového déje. Mirou
reverzibility elektrodového d&je [Fe(CN)s]*"* je rozdil potenciali 4E = Ea — Ec, ktery se
pouziva jako jeden zukazateli kvality elektrodového povrchu. Na dokonalém povrchu
elektrody je teoretickd hodnota reverzibilniho jednoelektronového déje 59 mV pii 25°C. U
pevnych elektrod je tento rozdil vétsi. Na platinové elektrod¢, jejiz povrch je velmi kvalitni,
byl naméten rozdil 130 mV. Na uhlikovych pastovych elektrodach je rozdil potencidlii vyssi
kolem 300 — 390 mV [34], coz je zpusobeno heterogenitou pasty. Pti reverzibilnim dé&ji oba
piky poskytuji stejnou proudovou odezvu a jejich pomér se rovna jedné. Pomér reduk¢niho ic

a oxidac¢niho ia proudu je dalsi parametr pro hodnoceni kvality povrchu elektrod.
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Redoxni systém [Fe(CN)e]*™* lze vyuZit pro posouzeni kvality povrchu elektrody.
Cim vice se blizi rozdil potenciald pikti hodnoté 59 mV a pomér proudi pikd jedné, tim je

povrch elektrody kvalitnéjsi.

Tabulka 7 Reverzibilita elektrodového déje redoxniho systému [Fe(CN)g]*"*

Elektroda | Ea[mV] | ia[nA] | Ec[mV] | ic[NA] | EaEc[mV] ic/ia
CCE40 267 1173 156 1155 111 0,98
CCE50 276 1448 156 1355 120 0,94

CCE40 A | 282 1018 126 949 156 0,93

CCE50 A | 263 1792 165 1801 98 1,00

CCE50 B | 260 1187 150 1160 110 0,08
DAC40 253 1412 152 1421 101 1,00
DAC60 234 2414 114 2075 120 0,86

V tabulce 7 lze vidét, ze nejhor$i povrch ma elektroda DAC60, coz mize byt
zpiisobeno heterogenitou kompozitni smési, kterd se pii piipravé Spatné homogenizovala
kvili vysokému obsahu uhliku. Rozdil potencialti u kompozitnich elektrod, jejichz povrch je
heterogenni, je mensSi neZ rozdil potencidlu u platinové elektrody, jejichz povrch lze
povazovat za velmi kvalitni. Poméry proudl pikd jsou velmi blizké nebo rovny jedné. Pro
porovnani byl stejny roztok zméfen elektrodou ze skelného uhliku (gC). Rozdil potencial
pikd byl 90 mV a pomér proudu pikd 0,95. To ukazuje, ze kvalita povrchu piipravenych
uhlikovych kompozitnich elektrod je témeét srovnatelna s kvalitou povrchu komeréni gC

elektrody.

V porovnani s uhlikovymi pastovymi elektrodami, popsanymi v pracich [3, 35], kde je
rozdil Ea - Ec 300 az 600 mV, u uhlikovych kompozitnich elektrod ptipravenych v této praci
je rozdil Ea - Ec mnohem niz§i a pomér proudil blize k jedné. MizZeme tedy fici, Ze povrch
uhlikovych kompozitnich elektrod vykazuje lepsi elektrochemické vlastnosti nez povrch

uhlikovych pastovych elektrod popsanych v uvedenych pracich.
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4.4. Velikost elektroaktivni plochy elektrod

Ze zavislosti proudové odezvy redoxniho systému [Fe(CN)s]*’* na zméné& rychlosti
polarizace elektrody byla pomoci Randless—Sevéikovy rovnice vypoditana elektroaktivni
plocha elektrod. V tabulce 8 jsou uvedeny jednotlivé velikosti ploch elektrod. Rozdily v
plochach jsou zpisobeny rucni piipravou tél elektrod z plastovych $picek, kdy nelze zarucit u
vSech elektrod stejnou geometrickou plochu disku, a pfedev§im pouzitim riznych poméra
vodivého grafitu a nevodivého izolantu a také pouzitim elektricky nevodivého uhlikatého
aerogelu. Napft. elektroda DAC40, ktera ma o 20% niz8i obsah grafitu ve smési, ma mensi
elektroaktivni plochu oproti elektrodé DAC60. Velikost elektroaktivni plochy elektrod také
do zna¢né miry koresponduje s jejich elektrickym odporem (Tabulka 6).

Tabulka 8 Velikost elektroaktivnich ploch elektrod

Elektroda Plocha [mm?]
CCE40 16
CCE50 17

CCE40_A 6

CCE50_A 23

CCE50 B 12
DAC40 10
DACG60 15

4.5. Analytické vyuziti kompozitnich elektrod

Vyuzitelnost nové piipravenych uhlikovych kompozitnich elektrod pro analytické
ucely byla testovana na dvou elektroaktivnich modelovych latkach — rutinu a quercetinu. Byla
sledovana opakovatelnost meétfeni proudové odezvy téchto latek, ktera je ukazatelem
preciznosti méteni. Z literatury [23, 25] je znamo, Ze se oba flavonoidy adsorbuji na povrchu
uhlikovych elektrod. Adsorpci je mozné vyuzit ke zvySeni citlivosti méfeni metodou
adsorptivni rozpoustéci voltametrie. Proto byl sledovan vliv potencialu a doby akumulace na
proudovou odezvu rutinu a quercetinu a za vybranych vhodnych podminek byly naméfeny

kalibracni zavislosti jak samotnych latek, tak 1 jejich smési.
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4.5.1. Opakovatelnost méreni
U elektrod byla zjistovana opakovatelnost méteni. Tuhé kompozitni elektrody jako
vSechny pevné elektrody vykazuji hor$i opakovatelnost obnovy povrchu ve srovnani
se rtutovou kapkovou elektrodou [36]. Na obrazku 11 lze vidét, ze vyska proudu DPV piku
quercetinu se pi1 Sest opakovanych zdznamech poné¢kud lisi. To je zpusobeno zejména
heterogenitou elektrodového materidlu a povrchu. Pii obnové povrchu jeho ru¢nim lesténim
pred kazdym métenim se ziska pokazdé pon€kud jiny pocet elektroaktivnich mist dostupnych

pro elektrodovou reakci s analytem.

Vysledky z Sesti opakovanych méteni byly statisticky zpracovany. Pomoci Grubbsova
testu byly testovany odlehlé body. Pro elektrody CCE40, CCE50, CCE40_A, CCE50_A,
CCES0 B, DAC40 a DAC60 byla opakovatelnost méfeni testovana na roztoku quercetinu o
koncentraci 8 pumol/l, doba akumulace 30 s. Pro elektrody CCE50, DAC40 a DAC60 byla
testovana opakovatelnost méteni i na roztoku rutinu o koncentraci 8 umol/l, doba akumulace
30 s (Tabulka 9).

8000
1. opakovani
7000 1 2. opakovani
6000 - 3. opakovani
4. opakovani
5000 1 5. opakovani

6. opakovani

0 T T T T
0 200 400 600 800

E (mV)

Obrazek 11 Adsorptivni diferen¢né pulzni voltamogramy quercetinu (8 pmol/l) na
elektrodé CCE50 s povrchem obnovovanym pied kaZdym méfenim, doba
akumulace 30 s.
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Tabulka 9 Opakovatelnost méfeni quercetinu a rutinu na tuhych kompozitnich elektrodach
vyjadrena relativni smérodatnou odchylkou

Elektroda Standard [8 pmol/l] RSD [%]
CCE40 quercetin 6,20
CCE5S0 quercetin 11,14

CCE40_A quercetin 8,81

CCE50_A quercetin 5,75

CCE50 B quercetin 5,78
DAC40 quercetin 4,07
DAC60 quercetin 7,83
CCE50 rutin 12,70
DACA40 rutin 10,95
DACG60 rutin 6,12

Z vysledku z tabulky 9 lze vidét, Ze relativni smérodatna odchylka se vyrazné zvysila
u elektrody DAC40 pii méfeni roztoku rutinu, coz bylo zpiisobeno vyssi adsorpci rutinu na
povrch elektrody oproti quercetinu. Pfi obnovovani povrchu se elektrochemické produkty
rutinu htfe odstranovaly z povrchu elektrody. U vSech elektrod s vyjimkou CCE50 a DAC40
byly smérodatné odchylky do 10 %. Opakovatelnost méteni v roztoku rutinu o koncentraci
0,1 mmol/l na nemodifikované CPE byla 7 % [24]. Relativni smérodatna odchylka grafitové
kompozitni elektrody stanoveni olovnatych iontl byla kolem 2 % [37]. Relativni smérodatna
odchylka 7 % byla naméfena pii detekci 2-aminonaftalénu na uhlikové kompozitni elektrodé

s obsahem uhliku ve smési 30 % [38].

41



4.5.2. Vliv doby a potencialu akumulace na anodickou odezvu quercetinu
Pomoci DPV se sledovala zavislost proudové odezvy quercetinu na dob&é akumulace.
Koncentrace quercetinu v nddobce byla 5 - 10 mol/l a doba akumulace byla 0; 10; 20; 30;
40; 50; 60 s. Nejmensi narust proudového signalu byl pozorovan u elektrod CCE40,
CCE50_B a CCE40_A (obr. 12). Tento maly narust mize souviset s mensim elektroaktivnim
povrchem téchto elektrod (tabulka 8). Elektrody, u nichz byl pouzit Dentacryl jako pojivo,
vykazuji vys§i proudové odezvy. Pro testovani zmény potencidlu akumulace byla pouzita

akumulace 30 s.

6000.00
—o— CCE40
5000.00 - &—CCES0
CCE40_A
4000.00 1 —@—CCE50_B
DAC40

E 300000 4  T@TDACE0
2000.00 -
1000.00 M
0.00 : . . . . .

0 10 20 30 40 50 60 70
t(s)

Obrazek 12 Zavislost proudové odezvy quercetinu (c =5 - 10°°) mol/l na dob& akumulace

Potencial akumulace byl ménén v rozsahu -300 az +300 mV a zaznamenavaly se
proudové odezvy quercetinu o koncentraci 5 - 10 mol/l. Potencial, u néhoz byla proudové
odezva nejvyssi, se pouzil pro dalsi experimenty. U elektrod DAC60, DAC 40, CCE50_A,
CCES0 byla nejvyssi proudové odezvu zaznamenana u potencialu -200 mV (obr. 13).
Nejvyssi proudova odezva elektrody CCES0 B byla u 0 mV. U elektrod CCE40 a CCE40 A
narast proudové odezvy nebyl tak strmy jako u ptfedeslych elektrod. Elektroda CCE40 A
vykazuje témef neménnou proudovou odezvu, ktera miize byt zpisobena malou elektroaktivni
plochou elektrody. Elektroda CCE40 vykazovala nejvyssi proud u potencialu -100 mV.
Potencialy akumulace, pii kterych elektrody mély nejvyssi proudové odezvy, byly pouzity pro

dal$i méfeni.
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Obrizek 13 Zavislost proudové odezvy quercetinu (¢ =5 - 10%) mol/l na potencialu
akumulace

4.6. Kalibraéni zavislosti
Kalibra¢ni zévislosti rutinu a quercetinu byly meéfeny pomoci diferenéné pulzni
voltametrie s pouzitim doby akumulace 30 s a 60 s. Pro jednotlivé elektrody byly urceny
meze detekce rutinu a quercetinu. Meze detekce (LOD) byly vypoéteny z parametri

regresnich kalibra¢nich pfimek naméfenych s pouzitim akumulace 60 s jednak pomoci vztahu

(1):

S, -3
a

LOD = (1)

kde sp je smérodatna odchylka tiseku, a je smérnice regresni piimky, jednak pomoci
statistického programu QC Expert. Pro uréeni meze detekce v programu QC Expert byla

pouzita ptima metoda signalu [UPAC.

Jednotlivé hodnoty LOD pro rutin a quercetin jsou uvedeny v tabulkach 10 a 11.
Kalibra¢ni zavislosti rutinu a quercetinu jsou linearni v urcitych koncentra¢nich mezich, pfi
vy$8ich koncentracich jsou nelinearni, protoze dochazi kv disledku adsorpce rutinu a
quercetinu k iplnému pokryti povrchu elektrody. V takovém piipadé proudova odezva

limituje a kalibracni kiivka ma tvar adsorp¢ni izotermy.
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Tabulka 10 Parametry kalibra¢nich regresnich piimek (y = ax + b) a meze detekce quercetinu,
doba akumulace 60 s

Quercetin
Elektroda c a b Sb R2 LOD!? LOD?
[umol/l] | [nA-l-umol?] | [nA] [nA] [nA] | [umol/l] | [Jumol/l]
CCE40 | 04-172 644 -85 51 0,9749 0,24 0,51
CCE50 |01-12 1472 -70 66 0,9813 0,13 0,27
CCE40 A | 0,2-1,0 193 -11 12 0,9739 0,19 0,41
CCE50 A | 0,1-0,6 1483 -25 11 0,9993 0,02 0,07
CCE50 B | 04-1,2 332 14 47 0,9244 0,42 0,79
DAC40 |01-1,0 990 -31 28 0,9912 0,09 0,19
DAC60 | 0,1-1,0 321 -3 12 0,9864 0,11 0,23

c-linearni koncentra¢ni rozsah, LOD! - z rovnice 1, LOD? — QC Expert, sp-smérodatna odchylka tiseku

Tabulka 11 Parametry kalibraénich regresnich piimek (y = ax + b) a meze detekce rutinu, doba
akumulace 60 s

Rutin
Elektroda c a b Sb R? LOD! | LOD?
[umol/l] | [nA-l-umol-] [nA] [nA] [nA] | [umol/l] | [umol/l]
CCE50 | 0,1-1,0 2044 -221 119 | 0,9644 0,18 0,36
DAC40 | 0,1-0,8 1842 -99 52 0,9899 0,09 0,20
DAC60 | 0,1-0,8 1510 -54 64 0,9858 0,13 0,24

c-linearni koncentraéni rozsah, LOD! — z rovnice 1, LOD? — QC Expert, sp— smérodatna odchylka Giseku

Meze detekce vypoétené z rovnice 1 (LOD') maji niz$i hodnotu nez meze detekce
vypoétené pomoci programu QC Expert (LOD?). Meze detekce LOD! realné odpovidaji
koncentracim quercetinu a rutinu, u kterych byl zaznamenan vyhodnotitelny proudovy pik
quercetinu a rutinu. U elektrody CCE50 A ani jedna z hodnot LOD neodpovida skute¢nosti.
Ac&koliv jsou LOD!=0,0696 pmol/l a LOD?=0,0219 umol/l, nejnizsi koncentrace
quercetinu, pfi které je zaznamenan zfetelny a vyhodnotitelny proudovy pik byla 0,1 umol/l.
Nejnizsi citlivost na quercetin maji elektrody CCE40 A, CCE50 B a DAC60. Nizk4 citlivost
modifikovanych elektrod mohla byt zpisobena ptitomnosti modifikatoru v kompozitni smési.
Nizka citlivost elektrody DAC60 byla zpiisobena nedokonalou homogenizaci kompozitni

smési. Uzky linearni rozsah elektrody CCES50 A je zptisoben velkym elektroativnim
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povrchem elektrody (tabulka 8), na ktery se quercetin adsorboval ve vétsi mife a kalibracni

ktfivka m¢la tvar adsorp¢ni izotermy.

4.6.1. Analyza smési rutinu a quercetinu

Flavonoidy rutin a jeho aglykon quercetin se v pfirodnich vzorcich vyskytuji velmi
casto spolecné. Rozdil jejich redoxnich potencidlii je pomérné maly, a proto je obtizné na
nékterych béznych elektrodach stanovit obé latky vedle sebe [27]. Nejprve byly zméieny
kalibracni zéavislosti smési rutinu a quercetinu o koncentracich 0,5 az 10 umol/l kazdé latky
bez pouziti akumulace. Pro tyto experimenty byly pouzity elektrody CCE50, DAC40 a
DACG60, protoze ze vSech piipravenych elektrod vykazovaly nejvyssi proudovou odezvu na
oba flavonoly. Jak je patrné z prib&hu kalibraénich zavislosti (obr. 14), vSechny tfi tuhé
kompozitni elektrody vykazovaly vyssi citlivost na rutin a stejnou citlivost na quercetin.
Z kompozitnich elektrod méla epoxidova elektroda CCE50 vyssi citlivost na rutin nez ob¢
dentacrylové elektrody. Nelinearni tvar kalibracni zavislosti zméfené elektrodou CCES0

napovida, Ze rutin se siln¢ adsorbuje na jeji povrch.
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Obrazek 14 Kalibra¢ni zavislosti rutinu a quercetinu bez akumulace
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Dale byla sledovana nejnizsi detegovatelna koncentrace jednoho flavonolu v roztoku s
koncentraci 10 umol/l bylo 0,5 pmol/l u vSech tii elektrod CCE50, DAC40 a DAC60. Rutin
tedy bylo mozné detegovat v piitomnosti dvacetinasobného nadbytku quercetinu. V roztoku
pomoci elektrody CCE50. U obou dentakrylovych elektrod byla detegovana nejnizsi
koncentrace quercetinu 1 umol/l v roztoku rutinu o koncentraci 10 umol/l. Znamena to, ze

quercetin muze byt jesté detegovan v pritomnosti zhruba desetinasobného nadbytku rutinu.

Pro porovnéni byla smés rutinu a quercetinu métena komercni elektrodou ze skelného
uhliku (angl. glassy carbon, gC). Na rozdil od kompozitnich elektrod tato elektroda
vykazovala vyssi citlivost na quercetin (obr. 15). Zaroven lze vidét, Ze pti pouziti adsorptivni
DPV srostouci dobou akumulace dochazi ke slévani obou pikt. Rutin se na povrchu
elektrody ze skelného uhliku hife akumuluje oproti quercetinu a dochazi k tomu, Ze pii

pouziti akumula¢ni techniky ho téméf nelze v ekvimolarni smési s quercetinem detegovat.
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Obrazek 15 Diferenéné pulzni voltamogramy smési rutinu a quercetinu ¢ =1 - 10° mol/I (obou
latek) zméirené pomoci gC elektrody, doba akumulace 0; 30 a 60 s.
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Na tuhych kompozitnich elektrodach se vice akumuluje rutin nez quercetin (obr. 16).
Se zvySujicim se Casem akumulace dochazi kadsorpci rutinu i quercetinu na povrch
elektrody. U kompozitnich elektrod je mozné detegovat oba piky quercetinu a rutinu v jejich
smési. Z porovnani obrazkl 15 a 16 vyplyva, ze tuhé kompozitni elektrody jsou vhodné;jsi pro
analyzu smési, které obsahuji rutin a quercetin. Rozdil potencialti piku rutinu a quercetinu
byly 90 mV u elektrody gC, 100 mV u elektrody CCE50 a 98 mV u elektrody DAC40. VéEtsi
rozdil potenciald piki u kompozitnich elektrod CCE50 a DAC40 je lepsi pro kvatifikaci obou

latek ve smési.
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Obrizek 16 Diferenéné pulzni voltamogramy smési rutinu a quercetinu ¢ = 1 - 10° mol/l (obou
latek) zméiené pomoci CCE5S0 elektrody, doba akumulace 0; 30 a 60 s.

Vyssi akumulace rutinu oproti quercetinu na povrchu tuhych kompozitnich elektrod by
mohla byt zpisobena interakci cukerné slozky rutinu s pojivem obsazenym v elektrodovém
materidlu. Ob& pouzitd pojiva, epoxidova pryskyfice i methylmetakrylatova pryskyftice
(Dentacryl), obsahuji kyslikové funkéni skupiny: hydroxylové a etherové (epoxid), esterova
(Dentacryl). Vyse uvedené vysledky naznacuji, Zze zejména kyslikové skupiny epoxidu by

mohly mit zadsadni vliv na adsorpci rutinu.

47



4.7. Analyza obsahu rutinu a quercetinu v extraktu z pohanky

Jako realny vzorek byla vybrana pohanka, protoZze obsahuje oba flavonoly. Extrak¢ni

postup byl pievzat z prace [28] jako nejvice ucinny z postupti uvedenych v citované praci.

Extrakty z pohanky byly méfeny na tfech elektrodach CCE50, DAC40 a DAC60. Méteni byla

provadéna pomoci DPV bez akumulace, aby se zabranilo pasivaci povrchu elektrody

vvvvvv

prokdzan rutin i quercetin. Voltametrickou metodou bylo ve vzorcich stanoveno veétsi

mnozstvi quercetinu nez rutinu. Kvantifikace byla provedena metodou standardniho ptidavku

k mé&fenému vzorku. V tabulce 12 jsou uvedeny primérné koncentrace rutinu a quercetinu

naméfené v pohankovych extraktech.

Tabulka 12 Priimérny obsah rutinu a quercetinu v extraktech ze semen pohanky zméreny

pomoci tFi tuhych kompozitnich elektrod

Rutin Quercetin
[mg/100g] | [mg/100g]
CCE50 6,9 80
DAC40 4.7 104
DAC60 6,2 112

V diferen¢né pulznich voltamogramech pohankovych extraktid (obr.

17) byly

zaznamenany piky s potencialy, kterym odpovida rutin (druhy pik) a quercetin (prvni pik) a

doslo ke zvySeni proudovych odezev téchto pikli po pfidani standardli obou latek.
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Obrazek 17 Diferen¢né pulzni voltamogramy extraktu z pohanky méiené elektrodou CCE50
se tfemi pridavky 40 p standardu smési rutinu (1 - 10° mol/l) a quercetinu (1 - 10 mol/I)

Jako srovnavaci metoda byla pouzita HPLC. Reten¢ni Cas standardu rutinu byl
6,63 minut a reten¢ni ¢as standardu quercetinu byl 3,23 minut. Témto naméfenym retenénim
Casum odpovidaly retenéni Casy rutinu a quercetinu, které byly detegovany v extraktu
z pohanky. Vzorky extrakti z pohanky, které byly naméfeny pomoci HPLC obsahovaly
v priméru quercetinu 0,09 mg/100g (RSD = 60%) a rutinu 4,06 mg/100g pohanky
(RSD =19 %). Obsah rutinu se téméf shoduje s obsahem naméfenym pomoci tuhych
kompozitnich elektrod (tabulka 12). Ale obsah quercetinu naméfeny pomoci HPLC je
tisickrat mens$i nez obsah quercetinu, ktery byl naméfen pomoci tuhych kompozitnich
elektrod. S opakovanym nastfikem vzorku pohanky dochéazelo ke snizovani ploch piku, které
odpovidaly quercetinu. Navratnost méfeni, ktera byla zméfena pomoci dvou vzorkd extraktl
pohany, do kterych byly ptidany standardni pfidavky obou latek (1 ml + 1ml), (3ml + 3 ml) o
koncentraci 1 mmol/l. Navratnost u rutinu byla 73 % zatimco u quercetinu byla 8 %. To by
naznacovalo, Ze quercetin v extraktu podléhal rozkladu pravdépodobné v disledku snadné
oxidace vzdusnym kyslikem [39]. Na obrazku 18 je ukazka chromatogramu extraktu
Z pohanky. Intenzivni pik v mrtvém Case ziejmé naleZzel Skrobiim, které jsou obsaZeny

Vv pohance.
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Obrazek 18 Chromatogram extraktu z pohanky

K objasnéni nesouladu mezi obsahem quercetinu v pohankovych extraktech
stanovenym voltametrii a kapalinovou chromatografii pfispély vysledky analyzy extraktl
provedené pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS). Pomoci této
metody byly v extraktu pohanky nalezeny flavonoidy catechin a epicatechin (obr. 19)

V mnozstvi vétsim neZ je mnozstvi rutinu stanovené voltametricky a HPLC (tabulka 13).

Tabulka 13 Koncentrace fenolovych latek obsazenych v extraktu pohanky

Molekularni | Retené¢ni ¢as | Plocha | Koncentrace | Koncentrace
Latka iont [m/z] [min] [pg/ml] [mg/100g]
pohanky
Fisetin 559 28,87 8076956 10 -
Quercetin 647 29,69 133348 0,18 3,67
Epicatechin 368 26,96 1631403 2,02 20,20
Catechin 368 27,11 962135 1,19 11,91
Vanilova kys. 297 17,52 12867 0,02 0,16
Protokatechova 193 18,14 235214 0,29 2,91
kys.

Galova kys. 458 19,57 36686 0,05 0,45
Kavova kys. 396 21,18 20750 0,03 0,26

50



Catechin a epicatechin maji podobnou strukturu jako quercetin. Oxida¢ni potencial
catechinu v pufru o pH 3,6 je 400 mV [40] a oxida¢ni potencial quercetinu v pufru o pH 3,0 je
370 mV. Ob¢ hodnoty jsou si blizké a pifi voltametrickém méfeni mohl byt pifi stejném
potencialu detegovan quercetin, catechin, epicatechin a dalsi flavonoidy, které maji podobné
oxidac¢ni potencialy jako quercetin, coz mohlo mit za nésledek vyssi proudovou odezvu piku,
ktery nalezel quercetinu. Mohl by to byt diivod, pro¢ se dvéma technikami (DPV a HPLC)

nam¢fily rozdilné koncentrace quercetinu v extraktu z pohanky.
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10000 (ﬂ»
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Obrazek 19 Zaznam z GC-MS analyzy vzorku pohanky
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5. Zaveér
Byly pfipraveny dva typy uhlikovych kompozitnich elektrod: pastové elektrody
nemodifikované a modifikované uhlikatymi aerogely a tuhé kompozitni -elektrody
nemodifikované a modifikované aerogely, s polymernimi pojivy. VSech Sest pfipravenych
uhlikovych pastovych elektrod vykazovalo Spatné opakovatelnou a tudiz analyticky
nepouzitelnou odezvu, kterd byla zplisobena nedokonalym vylesténim pracovniho povrchu
elektrod. Pro dalsi analyzy byly pouzity pouze tuhé kompozitni elektrody a uhlikové pastové

elektrody se pro dal$i experimenty nepouzivaly.

Tuhé kompozitni elektrody byly pfipraveny smichanim grafitového prasku a dvou
riznych polymernich pojiv: epoxidové pryskyiice a methylmetakrylatové pryskyfice
(Dentacryl). Byly ptipraveny kompozity s riznymi poméry grafit/pojivo, kde obsah vodivého
grafitu byl 30 — 60 hmotnostnich procent. Elektrochemické vlastnosti ptipravenych elektrod
byly testovany pomoci cyklické a diferenéné pulzni voltametrie. VSechny elektrody
vykazovaly témét stejny vyuzitelny potencidlovy rozsah. Pii testovani kvality povrchu
elektrod byly poméry proudu katodického a anodického piku ic/ia modelového systému
[Fe(CN)s]*™ rovny nebo téméf rovny jedné a rozdil potenciali Ea—Ec se pohyboval
vrozmezi 98 -156 mV. Povrch uhlikovych kompozitnich elektrod vykazoval lepsi

elektrochemické vlastnosti nez povrch uhlikovych pastovych elektrod popsanych v literatuie.

Pro analytickou aplikaci tuhych kompozitnich uhlikovych elektrod byly vybrany
flavonoly rutin a quercetim. U vSech elektrod byl zaznamenan nartist proudové odezvy po
akumulaci rutinu a quercetinu na povrch elektrody. Elektrody vykazovaly vyssi citlivost na
rutin nez na quercetin pravdépodobné v disledku interakce rutinosidu s kyslikovymi
skupinami polymerniho pojiva. U elektrod byly namétfeny kalibrac¢ni zavislosti rutinu a
quercetinu s akumulaci 30 a 60 s. Tii elektrody CCE50, DAC40 a DAC60, které m¢ély
nejvyssi proudovou odezvu na rutin a quercetin, byly pouZity pro stanovani smési rutinu a
quercetinu. Na vSech tfech elektrodach doslo k dobrému rozliSeni pikii obou latek. S rostouci
dobou akumulace se rutin na povrch elektrody vice akumuloval neZ quercetin, oba piky bylo
mozné vyuzit ke kvantifikaci. Oproti tomu na elektrod¢ ze skelného uhliku dochazelo k mensi
akumulaci rutinu nez quercetinu a s rostouci dobou akumulace se pik rutinu sléval s pikem

quercetinu a nebylo mozné rutin detegovat. Lze tedy fici, Ze tuhé kompozitni elektrody
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popsané v této praci jsou vhodnéjsi pro analyzu smési rutinu a quercetinu nez elektroda ze

skelného uhliku.

Elektrody CCE50, DAC40 a DAC60 byly pouzity pro analyzu realného vzorku
pohanky. V extraktech z pohanky byly voltametrickou technikou stanoveny rutin a quercetin.
Mnozstvi rutinu v extraktu se pohyboval od 4,7 do 9,2 mg/100g pohanky. Mnozstvi
quercetinu se pohybovalo od 80 do 112 mg/100g pohanky. Pomoci HPLC byl také prokazan a
stanoven rutin a quercetin v extraktu z pohanky. Primérny obsah rutinu byl 4 mg/100g
pohanky, ale obsah quercetinu byl 0,09 mg/100g pohanky coz je tisickrdt mensi obsah
quercetinu  stanoveny pomoci voltametrie. Pomoci GC-MS analyzy byl v extraktu
zaznamenan catechin a epicatechin. Oba tyto flavonoidy maji podobné hodnoty oxidacniho
potencidlu jako quercetin. Vyssi proudovd odezva pii potencidlu oxidace quercetinu
zaznamenana voltametricky byla tedy zifejm¢ zplisobena smési latek o stejném oxida¢nim
potencialu jako ma quercetin, coZ mohlo mit za nasledek nadhodnoceni obsahu quercetinu

stanoveného voltametricky.
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6. Seznam pouzitych zkratek

DME
HDME
MFE
CPE
CMCPE
gC
ASV
LSV
DPV
DPASV
DPCSV
SWV
CcVv
CNTPE
LOD
HPLC
GC-MS
RSD

NMR

Rtut'ova kapkova elektroda

Visici rtutova kapkova elektroda

Rtutova filmova elektroda

Uhlikova pastova elektroda

Chemicky modifikovana uhlikova pastova elektroda
Elektroda ze sklené¢ho uhliku

Anodické rozpoustéci voltametrie

Voltametrie s linearné rostoucim napétim

Diferen¢né pulzni voltametrie

Diferencné pulzni anodicka rozpoustéci voltametrie
Diferen¢né pulzni katodicka rozpoustéci voltametrie
Square wave voltametrie

Cyklicka voltametrie

Pastova elektroda s mnohosténnymi uhlikovymi nanotrubickami
Mez detekce

Vysokotlaké kapalinova chromatografie

Plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
Relativni smérodatna odchylka

Nuklearni magneticka rezonance
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