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Abstrakt

V tejto praci boli preskimavané moznosti vyuzitia elektrochemického dudlneho detektora
v prietokovom usporiadani pomocou prietokovej injekénej analyzy. Dudlny detektor bol
najprv testovany pre hexakyanozeleznatan draselny pre jeho reverzibilnu oxidaciu na
generacnej elektrode a néslednej redukcii na detekénej elektrode. Preskimavané boli
moznosti stanovenia nitrolatok, kedy na generacnej elektrode vznikal redukciou nitroskupin
hydroxylamin, ktory bol nasledne oxidovany na detek¢nej elektréde. Vdaka stanoveniu
v oxida¢nych potencidloch sa podarilo vyhnit' Sumu spdsobeného redukciou kyslika a bol
dosiahnuty limit detekcie pre dinitrofenol 0,47 umol-dm™. Boli overené moZnosti vyuZitia
dudlneho detektora pre detekciu v redukénych potencidloch minimalizovanim vplyvu kyslika,
jeho redukciou na generacnej elektrode. Dalej bola sledovana moznost vyuzitia dudlneho
detektora pre stanovenie dopaminu v pritomnosti kyseliny askorbovej na zaklade reverzibilnej
oxidacie dopaminu a ireverzibilnej oxidacie kyseliny askorbovej. Limity detekcie dopaminu
pomocou redukcie na detekénej elektrode boli v pritomnosti kyseliny askorbovej o
koncentracii 0,1 mmol-dm™ 0,31 pmol-dm™>. V pritomnosti kyseliny askorbovej o
koncentracii 1,0 mmol-dm™ klesal redukény signal dopaminu a zaroveri vznikal redukény
signal bez jeho pridania, ¢o zvysilo limit detekcie dopaminu na 2,8 pumol-dm™. Sugastou

prace bolo sledovanie elektrochemickych vlastnosti analytov pomocou cyklickej voltametrie.
KPacové slova

duélny detektor, ampérometria, cyklicka voltametria nitrolatky, dopamin, kyselina askorbova,

redukcia kyslika



Abstract

In this work, the possibilities of using an electrochemical dual detector in a flow arrangement
were investigated using flow injection analysis. The dual detector was first tested for
potassium ferrocyanide for its reversible oxidation at the generation electrode and subsequent
reduction at the detection electrode. The possibilities of determination of nitro substances
were explored, when hydroxylamine was formed by the reduction of nitro groups on the
generation electrode, which was subsequently oxidized on the detection electrode. Thanks to
determination in the oxidation potentials, it was possible to avoid the noise caused by oxygen
reduction and the detection limit for dinitrophenol 0.47 umol-dm™> was achieved. The
possibilities of using a dual detector for detection in reduction potentials by minimizing the
influence of oxygen, by reducing it on the generation electrode, were verified. Furthermore,
the possibility of using a dual detector for the determination of dopamine in the presence of
ascorbic acid based on the reversible oxidation of dopamine and the irreversible oxidation of
ascorbic acid was investigated. The limits of dopamine detection using reduction on the
detection electrode were 0.31 pmol-dm™ in the presence of ascorbic acid with a concentration
of 0.1 mmol-dm™>. In the presence of ascorbic acid with a concentration of 1.0 mmol-dm™,
the reduction signal of dopamine decreased, and at the same time, a reduction signal was
formed without its addition, which increased the detection limit of dopamine to 2.8
pumol-dm™3. Part of the work was monitoring the electrochemical properties of the analytes

using cyclic voltammetry.
Key words

dual detector, amperometry, cyclic voltametry, nitrocompounds, dopamine, ascorbic acid,

Electrochemical oxygen reduction



Z.oznam skratiek

AA — kyselina askorbova

BR — Brittonov-Robinsonov tlmivy roztok
CF — uhlikova plst’

CV — cyklicka voltametria

DA — dopamin

DPV — diferenc¢na pulzna voltametria
E — elektricky potencial

FIA — prietokova injek¢né analyza
GCE - elektréda zo sklovitého uhliku
I — elektricky prad

LOD — limit detekcie

LOQ — limit kvantifikacie

LSV — linearna voltametria

O — elektricky naboj
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1. UVOD

1.1. Ciele prace
Hlavnym cielom prace je overit funkcnost elektrochemického dualneho detektora

v prietokovom usporiadani. V rdmci toho je zvolené sledovanie moznosti pouzitia dualneho
detektora jednak pri stanoveni nitroaromatickych latok elektrochemickou detekciou
medziproduktov vzniknutych na generacnej elektrode a jednak pri aplikacii detektora pri
selektivnom stanoveni dopaminu v pritomnosti kyseliny askorbovej. Ako tretia cast je
skiimang, ¢i je moznost’ vyuzit' generacnu elektrodu na elektrochemicku redukciu kyslika
a minimalizovat vplyv kyslika pri redukcii na detekénej elektrode. Pre overenie
elektrochemického chovania analytov na elektrode zo sklovitého uhliku a elektrody

z uhlikovej plsti je pouzita cyklicka voltametria.



2. Teoreticka Cast’

2.1. Dualne elektrochemické detektory
Dualny elektrochemicky detektor je ampérometricky detektor sdvoma pracovnymi

elektrédami bud’ v sériovom, alebo paralelnom zapojeni pricom na elektrody je vlozeny
nezavisly elektricky potencial. V pripade sériového zapojenia pracovnych elektrod je
elektroéda, ktord je proti prudu ateda dostava sa ako prva do styku s analytom nazyvana
»generacna elektréda“ a elektroda, ktora je po prude nazyvana ,detekéna elektroda“. Na
generacnej elektréde dochadza k elektrochemickej oxiddacii, alebo redukcii analytu za vzniku
medziproduktov, ktoré su d’alej elektrochemicky oxidované, alebo redukované na detekéne;j
elektrode. Elektrochemickd reakcia medziproduktov na detekcénej elektrode moéze viest’
k pouzitiu vhodnejSich potencialov oproti generacnej elektrode, ¢im umoziuje selektivnejsie

stanovenie, alebo nizsi prud pozadia[1].

Dualny elektrochemicky detektor ma uplatnenie v pripade stanovenia latok, ktoré podliehaju
elektrochemickej redukcii pri potencidloch, kedy sa elektrochemicky redukuje kyslik.
Prikladom st nitrolatky [1-4], alebo azofarbiva [5]. Na generacnej elektrode sa analyt
redukuje a nasledne produkt redukcie podlieha na detekcnej elektrode redukeii pri potenciali

blizSom 0 [2-3], alebo oxidécii [1-4] pri potencidli v ktorom sa kyslik neredukuje.

Dalsie vyuzitie dualneho elektrochemického detektoru v separaénych technikach ako HPLC
[6,7], kedy je mozZné selektivne stanovit’ analyty s velmi blizkym retenénym Casom, kde
dostdvame dva chromatogramy, jeden pre generacni a druhy pre detekénu elektrodu.
Prikladom je stanovenie aminokyselin, ktoré boli derivatizované a na generacnej elektrode sa
oxidujt, ale na detekénej elektréde nastdva redukcia sekundarnych aminokyselin, vdaka
comu dostdvame chromatogram generacnej elektrody pre vSetky aminokyseliny a druhy
chromatogram detek¢nej elektrody, na ktorom mame selektivnu redukciu sekundarnych
aminokyselin [7]. Podobnym prikladom je stanovenie katecholaminov v pritomnosti kyseliny
askorbovej, kedy na generacnej elektrode ziskavame chromatogram spdsobeny oxidaciou
katecholaminov a kyseliny askorbovej a ndsledne na chromatograme detek¢nej elektrody,
ktora je nastavena v redukénom potencidli, kde nastava redukcia produktov vzniknutych
oxidaciou katecholaminov, ale produkty oxidacie kyseliny askorbovej nevznikaji ana

chromatograme sa nenachadzaju [8].
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2.2. Elektrochemické stanovenie nitroaromatickych latok

2.2.1. Nitroaromatické latky
Nitroaromaty st rozsiahlo vyuzivané chemikalie so Sirokou aplikaciou ako napriklad vo

farbivach, vybusSninach, herbicidoch, pesticidoch, plynarenskom priemysle, odevnom
priemysle az po farmaceuticky priemysel. Vzhl'adom na ich pocetnost’ a zarovenl vysoku
toxicitu je potrebné kontrolovat mnozstvo odpadnych nitroaromatickych latok nakolko pri
nespravnom c¢isteni vody uz mald koncentracia spdsobuje znecistenie zivotného prostredia
a moze ohrozit’ zdravie Pudi [9-20]. Struktiirne vzorce vybranych nitroaromatickych latok st

zobrazené na obrazku 1.

_ Oxp° OH O
Oy +.0 N I,
N NS
@)
OH o RXg
nitrobenzén 4-nitrofenol 2 4-dinitrofenol

Obrazok 1. Struktirne vzorce nitrobenzénu, 4-nitrofenolu, 2,4-dinitrofenolu.

Jednou z najcastejSie vyuzivanych nitroaromatickych latok je nitrobenzén. Je to latka
kvapalného skupenstva so sladkou mandl'ovou vonou. Jednd sa o jednu z najnebezpecnejsich
organickych latok [9-14]. Cloveku sposobuje methemoglobinémiu (vy$§ie mnoZstvo
oxidovaného hemoglobinu) [9], poSkodenie pecene a anémiu [10,14], jedna sa o karcinogénnu

latku [11].

Dalsou &asto sa vyskytujucou skupinou s nitrofenoly, zktorych je ako najtoxickejsi
povazovany 4-nitrofenol, u ktoré¢ho su preukazané karcinogénne a teratogénne ucinky [15,16].
Jeho nebezpeCenstvo spoCiva v pomerne dobrej rozpustnosti vo vode oproti inym

nitroaromatickym latkam [15].

Nebezpecenstvo nitroaromatickych latok sposobuje aj aktivne uzivanie I'ud’'mi. Prikladom je
dinitrofenol, ktory bol pouZivany ako prostriedok na chudnutie, kde dinitrofenol prerusuje
oxida¢nu fosforylaciu v dychacom retazci pri tvorbe ATP, ¢im zrychluje metabolizmus

a spal’ovanie tukov. Vedl'ajSim ucinkom je vSak Sedy zdkal a zvySenie telesnej teploty, ktora
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v niekol’kych pripadoch viedla k extrémnemu prehriatiu organizmu a nasledne k smrti, preto

bol tento prostriedok zakdzany pre uzivanie u I'udi [21,22].
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2.2.2 Elektrochemické vlastnosti nitrolatok
Nitroskupina sa elektrochemicky redukuje na vSetkych zadkladnych elektrodach 4

elektronovym a 4 protonovym prenosom na hydroxylamin pricom tato reakcia je ireverzibilna
a na cyklickych voltamogramoch sa objavuje v zapornych potencialoch jedna katodicka vina.
Hydroxylamin sa vSak reverzibilne oxiduje 2 elektronovym a2 protdnovym prenosom na
nitrézoskupinu [3,11,15,16,19]. V pripade latok s viacerymi naviazanymi nitroskupinami ako
je dinitrofenol, je mozné pozorovat’ 2 katodické viny a celkovo 8 elektronovy a 8 protonovy

prenos [19]. Elektrochemické reakcie nitroskupiny st zobrazené na obrazku 2. a 3.

0O
17 1
1 +
4e+4H" + RN ——— N~
0" NH
nitro hydroxylamin

Obrazok 2. Oxidacia nitroskupiny na hydroxylamin.

R OH — & 7

S - RN +2e +2H"

Obrazok 3. Reverzibilna reakcia hydroxylaminu na nitrézo.
V pripade, kedy je v organickej zlu€enine skupina, ktora moze odstapit’ vodikovy kation médze
po redukcii nitroskupiny na hydroxylamin ddjst’ ku samovolnému odsStiepeniu vody a moze

pokracovat’ d’alSia elektrochemickd redukcia [1,4]. Prikladom takejto reakcie je redukcia

4-nitrofenolu, ktord je zobrazena na obrazku 4. [1].

0. ,.0 OH
SN HN NH NH,
4H* +4e -H,0 2H" +2¢°
—_— 3 R
-
2H" - 2e
OH OH O OH

Obrazok 4. Mechanizmus redukcie 4-nitrofenolu [1].
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2.2.3 Elektrochemické stanovenie nitroaromatickych latok
Z dovodu potreby monitorovania nitroaromatickych latok kvoli ich nebezpecnosti a Castosti

vyskytu boli vyvinuté citlivé techniky na principe separacie kvapalinovou chromatografiou

a naslednou detekciou ako napriklad hmotnostna spektrometria, UV- detekcia, fluorescen¢na

detekcia. Ako rychle, finan¢ne vyhodné analyzy sa ukazali elektrochemické techniky. [13]

Elektrochemické techniky vyuzivaju elektrochemicki redukciu nitroskupiny. NajéastejSie

pouzivanymi technikami su diferen¢na pulzna voltametria [11,12,15,17,18,19] a linearna

voltametria [9,10]. NajcastejSie pouzivanymi elektrédami st rézne modifikované sklovité

uhliky, ktoré maji oproti beznému sklovitému uhliku vysSie signaly ateda nizSie limity

detekcie. Analyzy najCastejSie prebichaju v neutrdlnom, alebo mierne kyslom prostredi.

Vybrané elektrochemické stanovenia nitroaromatickych latok st zobrazené v tabul’ke 1.

Tabul’ka 1. Vybran¢ elektrochemické stanovenia nitroaromatickych latok.

Technika Prostredie a pH Typ elektrédy a potencial Analyt, LOD Zdroj
pri redukcii (umol-dm™)
LSV fosfatovy tlmivy roztok, modifikovany GCE nitrobenzén [9]
7,2 —0,65V 2,2
LSV ftalatovy tlmivy roztok, visiaca kvapkova ortut'ova nitrobenzén [10]
5,2 elektréda 5
—0,8V
DPV fosfatovy tlmivy roztok, modifikovany GCE nitrobenzén [11]
7,0 —0,5V 0,14
DPV fosfatovy tlmivy roztok, modifikovany GCE nitrobenzén [12]
7,02 -0,752V 1,68
DPV fosfatovy timivy roztok, Sietotlacova elektroda nitrofenol [15]
7,0 potiahnuta grafitickym 0,000075
poréznym nitridom uhika
—0,75V
CcvV acetatovy tlmivy roztok modifikovany GCE nitrofenol [16]
4,6 -0,65V 0,062
DPV fosfatovy timivy roztok modifikovana zlata nitrofenol [17]
7,0 elektroda 0,1
—0,6 V
DPV acetatovy tlmivy roztok modifikovany GCE dinitrofenol [18]
5,8 0,24
DPV acetatovy tlmivy roztok modifikovany GCE dinitrofenol [19]

3,0

0,4
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2.2.4 Stanovenie nitrolatok pomocou dualneho elektrochemického detektora
Duélne detektory vyuzivaji generacnu elektrodu v redukénom mode, kde sa v zapornych

potencidloch redukuje nitroskupina na hydroxylamin a nésledne sa na detekcnej elektrode
oxiduje hydroxylamin vzniknuty na generacnej elektréde. Vd’aka tomuto usporiadaniu je
mozné elektrochemicky stanovovat nitrolatky v oxida¢nych potencidloch a vyhnat sa
neziaducej redukcii kyslika v zapornych potencidloch. [2,3]. Duélny detektor moze pracovat
aj v redukénom mode pri detekénej elektrdde. Ide o pripady kedy sa po redukcii nitroskupiny
na hydroxylamin samovolne odstiepi voda a latka sa d’alej na detekcnej elektrode redukuje
(obrazok 4). Redukény-redukény moéd je vyuzity napriklad pri stanoveni nitrofenolu [1], alebo
lieCiv ako je nitrazepam, flunitrazepam [4]. V oboch pripadoch vSak mozZeme pozorovat’, ze
detek¢nd elektroda pracuje pri potenciali blizSom nule, ¢im sa vyhyba redukcii kyslika.
Elektrochemickej detekcii predchadza kvapalinové chromatografia vd’aka ktorej je mozne
selektivne stanovit’ dané analyty. Dualnym detektorom je moZzné stanovit’ priamo nitrolatky,
ale aj latok derivatizovanou nitroskupinou, vd’aka ktorej je latka elektrochemicky aktivna.
Prikladom st aminokyseliny derivatizované Sangerovym ¢inidlom, vd’aka ktorému obsahuju
nitroskupiny [2,3]. Prehl'ad vybranych stanoveni nitrolatok pomocou dudlneho detektora je

zobrazeny v tabul’ke 2.

Tabul’ka 2. Prehl'ad stanoveni nitrolatok pomocou elektrochemického dudlneho detektora.

Analyt Generacna elektréda, Detekéna elektroda, LOD Prostredie, Zdroj
potencial elektrody potencial elektrody  (pmol-dm™) pH
oproti AgCl oproti AgCl
3-nitrotyrozin zlata amalganova sklovity uhlik 0,0001 acetatovy [2]
0,7V 0,6V tlmivy roztok
redukcia oxidacia 4,7
derivatizované sklovity uhlik sklovity uhlik (0,001-0,01) citratovy timivy [3]
aminokyseliny -1,2V 035V roztok, metanol
Sangerovym redukcia oxidacia 4,5
¢inidlom
prolin
valin
isoleucin
nitrofenol sklovity uhlik sklovity uhlik 0,15 fosfatovy thmivy  [1]
-1,0V 0,1V roztok, metanol
redukcia redukcia 6,0
nitrazepam uhlikové vlakno sklovity uhlik 0,35 acetatovy [4]
—2,4V 0,25V tlmivy roztok,
flunitrazepam redukcia redukcia 0,32 acetonitril

4,1
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2.3. Stanovenie dopaminu v pritomnosti kyseliny askorbovej

2.3.1 Dopamin a jeho elektrochemické vlastnosti
Sumarny vzorec: Cs HiiNO>
Molekulova hmotnost™: 153,18 g'mol ™!

Dopamin (DA, obrazok 5), je neurotransmiter a hormén, ktory sa podiela na regulacii
metabolizmu, centrdlneho nervového systému a kardiovaskuldrneho systému. Jeho nedostatok

modze spdsobit’ onemocnenia ako je Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, alebo

schizofrénia [25,26,32].

NH,

HO

HO

dopamin
Obrizok 5. Struktirny vzorec dopaminu

Dopamin sa oxiduje 2 elektronovym prenosom na dopamin chindn, ktory sa moze d’alej
oxidovat’ 2 elektronovym prenosom na leukochrom. Elektrochemické reakcie oxidacie
dopaminu st zobrazené na obrdzku 6. a7. Reakcie su reverzibilné a =z cyklickych
voltamogramov vyplyva moznost' elektrochemicky redukovat produkty, ktoré vznikli

elektrochemickou oxidaciou dopaminu [23,24,25].

Dopamin je v zasaditom prostredi nestabilny, pretoze dochddza k samovolnej oxidacii
dopaminu na tmavohnedu latku polydopamin. Tto oxidaciu je mozné pozorovat priblizne od

pH 6 a so zvySujucim sa pH rychlost’ tejto reakcie narasta [23].

HO NH, 0 NH,
s +  2e+2H
D— 0

HO

dopamin dopamin chinén

Obrazok 6. Elektrochemicka reakcia dopaminu na dopamin chinén [23,24].
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O
OD/\/NHZ ji>j> +  2e+2H
-
NH
= O

0]

dopamin chinén leukochrom

Obrazok 7. Elektrochemicka reakcia dopamin chindénu na leukochrom [24,25].
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2.3.2. Kyselina askorbova a jej elektrochemické vlastnosti
Sumarny vzorec: Cs HsOs
Molekulovad hmotnost: 176,12 g-mol™

Kyselina L-askorbova (vitamin C, obrazok 8.) je vo vode rozpustny vitamin, ktory sa 'ahko
oxiduje na kyselinu L-dehydroaskorbovu vdaka ¢omu ma silné redukcéné vlastnosti a je
antioxidant. Ako antioxidant sa vyuziva aj v potravinarskom priemysle, kde brani neziaducim
zmendm farby alebo chuti. V Tudskom tele je potrebny pri syntéze kolagénu, alebo na
imunitnej odpovedi. Rovnako sa podiel’a pri hojeni rdn a vstrebavani Zzeleza. Clovek si ho ako
jeden zmala zivoCichov nevie syntetizovat a musi ho prijat’ v potrave [27,28,29]. Jeho
mierny nedostatok moéze viest’” k unave alebo depresiam. Vysoky deficit vitaminu C vedie
k chorobe skorbut ¢o sposobuje krvacanie d’asien, vypadavanie zubov alebo znizenu tvorbu

cervenych krviniek [29].
HO
_—0
HO
HO OH
kyselina L-askorbova

Obrizok 8. Struktirny vzorec kyseliny L-askorbove;.

Kyselina askorbova je elektrochemicky aktivna latka, ktord sa oxiduje na kyselinu
dehydroaskorbovi  (obrazok 9). Samotna reakcia je reverzibilnd, ale kyselina
dehydroaskorbova podliecha rychlej ireverzibilne solvata¢nej reakcii za vzniku
kyseliny 2,3-diketogulonovej. Celkovy proces je teda ireverzibilny a v pripade cyklickej
voltametrie neposkytuje redukeny signal [27,30].

HO HO
O
HO ——> HO — S
- - + 2e +2H
HO OH O/ \O
kyselina L-askorbova kyselina L-dehydroaskorbova

Obrazok 9. Oxidacia kyseliny L-askorbovej na kyselinu L-dehydroaskorbovt [27,30].
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2.3.3. Stanovenie dopaminu v pritomnosti kyseliny askorbovej
Koncentracia dopaminu v biologickych vzorkdch je dolezity parameter pri diagnostike

ochoreni [25,27,31]. Problém stanovenia dopaminu spdsobuju elektrochemicky aktivne latky
vyskytujuce sa v rovnakych biologickych vzorkach ako kyselina askorbové, alebo kyselina
mocova. Tieto latky maji podobny oxidacny potencial a nachadzaju sa vo vzorkach

v mnohonasobne vyssSej koncentracii [31-38].

Prehl'ad elektrochemickych stanoveni dopaminu v pritomnosti kyseliny askorbovej je
zobrazeny v tabulke 3. Pri elektrochemickom stanoveni DA v pritomnosti AA je najcastejSou
pouzitou technikou DPV [32-37]. Pri pouziti tejto techniky vSak nie je mozne na beznej
elektréde ako je sklovity uhlik selektivne stanovit’ DA, pretoze DA je skryty v oxidacnej vine
AA apre jeho stanovenie je nutné modifikovat’ povrch elektrody, vd’aka ktorému su oxida¢né

potencialy dostatocne rozdielne [32-38].

Tabul’ka 3. Prehl'ad vybranych elektrochemickych stanoveni DA v pritomnosti AA.

Koncentracia LOD
Technika Typ elektrody pH AA Prostredie Zdroj
mM uM
DPV modifikovany 7,0 1,0 0,25 fosfatovy tlmivy [32]
sklovity uhlik roztok
DPV modifikovany 7,0 0,5 0,2 fyziologicky roztok  [33]
sklovity uhlik
DPV modifikovana 7,0 5.0 0,7 fosfatovy timivy [34]
uhlikova pasta roztok
modifikovany 7,4 1,0 2,6 fyziologicky roztok  [35]
DPV sklovity uhlik s fosfatovym tlmivym
roztokom
DPV modifikovana 5,0 0,4 0,1 fosfatovy timivy [36]
grafitova roztok
elektréda
DPV modifikovany 7,0 8,0 0,29 fosfatovy timivy [37]
sklovity uhlik roztok
LSV modifikovany 3,5 10 5,4 fosfatovy timivy [38]
sklovity uhlik roztok
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3. Experimentalna cast’

3.1. Pouzité chemikalie a priprava roztokov

3.1.1. Priprava zakladnych elektrolytov
Brittonov-Robinsonov tlmivy roztok bol pripraveny z dvoch zloziek, kysla zlozka tlmivého

roztoku bola pripravend odpipetovanim potrebného mnozstva kyseliny fosforecnej
(85%, p.a., Penta, Ceska republika), kyseliny octovej (99%, p.a., Penta, Ceska republika)
a odvazenim kyseliny boritej (Lachema, Ceskd republika) anaslednym doplnenim
destilovanou vodou na pozadovanu koncentraciu 0,04 mol-dm kazdej kyseliny. Kysl4 zlozka
bola titrovana 0,2 mol-dm ™ roztokom hydroxidu sodného (Penta, Ceska republika) pri pouziti

pH metra na pozadované pH.

Ako dali roztok zikladného elektrolytu bol pripraveny 0,01 mol-dm™ roztok KCI, ktory

vznikol rozpustenim pevného KCI (p.a., Penta, Ceska republika) v destilovanej vode.

3.1.2. Priprava roztokov analytov
Roztoky analytov dopaminu a kyseliny askorbovej boli pripravené vzdy v defi merania série a

roztoky ostatnych analytov boli pripravené v tyZzdenl merania série navazenim na analytickych
vahach a rozpustenim navazok v roztoku zakladného elektrolytu na pozadovanu koncentraciu,
ktord bola pri pouziti FIA 1-10* mol-dm™ apri merani cyklickych voltamogramov
1:10° mol-dm™. Pouzitymi chemikéaliami boli: hexakyanoZeleznatan draselny (Lachema,
Ceska republika), nitrobenzén, dinitrofenol (obe p.a., Fluka), dopamin hydrochlorid (Sigma-
Aldrich) a kyselina askorbovéa (Sigma-Aldrich).
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3.2. Meranie a pouZzité vybavenie

3.2.1. KonStrukcia dualneho detektora a uprava jeho ¢asti pred meranim
Do prepadovej naddobky so zakladnym elektrolytom bola zo spodnej Casti nadobky vopred

namontovana detekéna elektroda zo sklovitého uhlika s priemerom 3 mm (Metrohm). Co
najblizsie k povrchu sklovitého uhliku bola z vrchnej strany prilozena kapsula s genera¢nou
elektrodou z uhlikovej plsti (Karbotechnik, CR) [39]. Do kapsuly bola zvrchnej strany
pripojend kapilara tak, aby nosny elektrolyt tiekol smerom ku uhlikovej plsti a nasledne na
detek¢nu elektrodu. Referencna argentochloridova (3M KCl) elektroda (Monokrystaly Turnov,
CR) a pomocné platinova elektroda (Monokrystaly Turnov, CR) boli vlozené do zvysného

objemu prepadovej nadobky. Schéma zapojenia elektrod je zobrazena na obrazku 10.

Pred kazdou sériou merani bola vloZena nova uhlikova plst’, ktora bola najprv namocené do

metanolu. Elektroda zo sklovitého uhliku bola pred meraniami leStend suspenziou oxidu
1
4
5 6
- %
3 7

Obrazok 10. Schéma dudlneho detektora: 1. kapilara 2. uhlikova plst’ 3. sklovity uhlik 4.
platinovy drot 5. pomocna elektrdda 6. referencna elektrdda 7. prepadova nadobka

hlinitého po dobu 10 minut.
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3.2.2. Cyklicka voltametria
Cyklické voltamogramy boli prevedené na zostave Autolab PGSTAT204 (Metroohm Autolab,

Holandsko) riadenej softwarom NOVA (2.1) v trojelektrodovom usporiadani s rovnakymi
elektrédami ako v prietokovom merani, zvlast pre sklovity uhlik a zvIast' pre uhlikovl plst.
Pri merani CV sklovitého uhliku nebola do prepadovej nadobky vlozena genera¢na elektréda.
Pri merani CV pre elektrodu z uhlikovej plsti bola uhlikova plst’ vybrata z kapsule a vodivo

spojend zavesenim na platinovy drot.

Pred meraniami bol 10 minat roztok zékladného elektrolytu prebubldvany dusikom. Vzdy
bola najprv zmerana CV zékladného elektrolytu a nasledne s pridanim analytu o koncentracii

110 mol-dm > Kazdy cyklicky voltamogram obsahoval 5 cyklov.

3.2.3. Prietokova injek¢na analyza
Pri vyuziti dudlneho detektora v prietoku bolo usporiadanie elektréd v prepadovej nadobke

podla obrazka 10. Tok kvapaliny cez kapilaru do dualneho detektora bola zaistena pomocou
zostavy (Agilent InfinityLab LC Series 1260 Infinity | Quaternary System). Zostava bola
zlozena z pumpy (Quaternary Pump G7111B), davkovaca (Vialsampler G7129A) a termostatu
(Multicolumn Thermostat G7116A). V priebehu merania bol prietok nastaveny na rychlost’ 1

ml-min! a objem davkovania bol 20 pl.

3.2.4. DalSie pouZité vybavenie
pH meter (Jenway, UK) s kombinovanou sklenenou elektroédou

Magneticka mieSacka (Microstirrer Magnetic Stirrer, VELP Scientifica, Europe)
Analytické vahy Sartorius 2004 MP (Sartalex, Ceska republika)

Ultrazvukova cisticka: PS 02000A (Powersonic, USA)
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3.3. Statistické spracovanie vysledkov

Stredna hodnota bola vypocitana ako median nameranych hodnét. Smerodajné odchylka bola

vypocitana zo sucinu Deanovho-Dixonovho koeficientu pre smerodajnti odchylku pre dany

pocet merani a rozpatia vysledkov. Interval spolahlivosti L1 bol vypocitany ako sucin

rozpétia vysledkov a Deanovho-Dixonovho koeficientu na hladine vyznamnosti 0,05 pri

danom pocte merani.

Hodnoty kalibracnej zavislosti boli prelozené trendovou spojnicou, ktorej parametre boli

stanoven¢ v programe Origin metodou najmensich Stvorcov. Limit detekcie (LOD) a limit

kvantifikéacie (LOQ) bol vypocitany podl'a vztahov:

LOD ===,
m

__10-s

LOQ="2

Kde s je smerodajna odchylka vypocitana z vysledkov najmensej meranej koncentracie

1:10 *mol-dm™ a m je hodnota smernice kalibracnej zavislosti.
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4. Vysledky a diskusia

4.1. Overenie funk¢nosti dualneho detektora v prietoku
Pre overenie funkCnosti dudlneho detektora v prietoku bol vybrany analyt

hexakyanozeleznatan draselny, ktory sa na generacnej elektrode z uhlikovej plsti oxidoval na
hexakyanozelezitan draselny a nasledne redukoval na detekcnej elektrode zo sklovitého
uhliku spét’ na hexakyanozeleznatan draselny. Pred pouzitim dualneho detektora v prietokove;j
injek¢nej analyze bolo pomocou cyklickej voltametrie overené elektrochemické spravanie

analytu na oboch elektrédach.

4.1.1. Cyklické voltamogramy hexakyanoZeleznatanu draselného
Cyklicka voltametria bola prevedena v 0,01 mol-dm™ roztoku KCI pri rychlosti skenu

100 mV-s'! spiatimi opakovaniami. Cyklicky voltamogram bol prevedeny najprv len
v pritomnosti  elektrolytu anasledne aj spridanim analytu. V pripade cyklického
voltamogramu elektrody zo sklovitého uhliku sa maximum oxidacnej viny nachadzalo pri
0,3 V a redukéné minimum pri 0,15 V. Pre elektrodu z uhlikovej plsti polohy vin boli oproti
sklovitému uhliku posunuté do oboch strdn, kde maximum oxidacnej viny sa nachadzalo pri
potenciali 0,8 Vaminimum redukénej vlny pri —0,4 V. Cyklické voltamogramy

hexakyanozeleznatanu draselného pre obe elektrody su zobrazené na obrazku 11.

1000
— ] GCE zékladna linia 16
< 800 | GCE HexakyanoZeleznatan <
= CF zékladna linia 15 2
—— CF HexakyanoZeleznatan
600 14
1 13
400
i 12
200 41
01 40
1 4-1
-200 +
1 1-2
—400—_ 13
-600 + 4-4
-800 - 17
T T T T T T T T -6
-06 -04 -02 00 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
E(V)

Obrazok 11. Cyklicky voltamogram hexakyanoZeleznatanu draselného
(c =110 mol-dm) v roztoku KCI pri pouziti GCE a CF pri rychlosti skenu 100 mV-s™!
a rovnako zmerany cyklicky voltamogram bez pridania hexakyanoZeleznatanu draselného.
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4.1.2 Optimalizacia potencialov elektréd v prietokovom usporiadani
S cielom néjdenia optimalnych elektrickych potencidlov pre generacnu a detekénu elektrodu

boli premerané¢ hydrodynamické voltamogramy. V prvom rade bol premerany
hydrodynamicky voltamogram generacnej elektrody anasledne detekénej elektrody pri
optimalnych podmienkach generacnej elektrédy. So zvySujicim sa potencialom sa plochy
pikov postupne zvySovali, kym nedosiahli pri 0,9-1,0 V hodnotu maximalnej plochy 193 nC,
¢o odpoveda naboju uplnej konverzie pri reakcii Fe** na Fe’". Maximum bolo mierne
posunuté do vysSich potencidlov oproti zmeranym CV aako najvhodnejs$i potencidl pre
generacnu elektrodu bol vybraty 0,9 V. Hydrodynamické voltamogramy pre generacnt

a detekénu elektrodu st zobrazené na obrazku 12.

Naérast plochy piku pri hydrodynamickom voltamograme pre deteként elektrodu bol oproti
nameranym CV znacne posunuty do nizsich potencidlov, kedy maximalna odozva nastala az
pri —0,6 V a zaroven bol narast pradu pozvolny. Efektivita elektrochemickej redukcie na
sklovitom uhliku z Fe** na Fe** dosahovala okolo 5 %. Okrem vs§eobecne nizkeho stupha
konverzie pri wall-jet usporiadania, moze byt nizka efektivita elektrochemickej redukcie
sposobend nedokonalym tvarom a spojenim generac¢nej a detekénej elektrody. Zaznam

merania pri optimalnych podmienkach je zobrazeny na obrazku 13.

Pritomnost’ redukéného piku na detekénej elektrode, ktory vznikol redukciou vzniknutého
medziproduktu na generacnej elektrode, ukazuje funkénost’ dudlneho detektora a moznost

jeho vyuzitia pri stanoveni d’al$ich analytov v prietokovych metodach.
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Obrazok 12. Hydrodynamicky voltamogram hexakyanoZeleznatanu draselného

(c=1-10"*mol-dm) pre generaénti CF a detekéni GCE s mobilnou fizou roztoku KCl pri

prietoku 1 ml'min~".
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Obrazok 13. Zaznam merania pri pouZiti generacnej elektrody z CF pri potencidli 0,9 V a
detekénej elektrody GCE —0,6 V pre hexakyanoZeleznatan draselny (¢ = 1-10*mol-dm ) s
mobilnou fazou KCI pri prietoku 1 mlmin”"'.
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4.2. Stanovenie dinitrofenolu
Vramci stanovenia dinitrofenolu pomocou duédlneho detektora boli ako prvé zmerané

cyklické  voltamogramy  nitrobenzénu  a dinitrofenolu za  uc¢elom  objasnenia
elektrochemického spravania na elektréde z uhlikovej plsti a elektrédy zo sklovitého uhliku.
Boli prevedené hydrodynamické voltamogramy za ucelom najdenia optimalnych podmienok
potencidlov oboch elektrod a pH mobilnej fazy. Nasledne bola premerana kalibra¢na zavislost’

plochy piku od koncentracie dinitrofenolu a spocitané parametre kalibracnej zavislosti.

4.2.1 Cyklické voltamogramy nitrobenzénu a dinitrofenolu
Cyklické voltamogramy boli namerané¢ srovnakymi podmienkami ako v pripade

hexakyanozeleznatanu draselného, ako zékladny elektrolyt bol vSak pouzity Brittonov-
Robinsonov tlmivy roztok o pH 5,0. Pred kazdym meranim bol 5 minut prebublavany
dusikom za ucelom odstranenia rozpustené¢ho kyslika ateda odstranenia redukénej viny

sposobenej redukciou kyslika.

Ako prvy bol zmerany cyklicky voltamogram nitrobenzénu o koncentracii 1:10~° mol-dm>.
Pri merani CV na sklovitom uhliku (obrdzok 14.) pozorujeme reduként vinu (R1) v oblasti
okolo —0,9 V, ktoré je sposobena redukciou nitroskupiny na hydroxylamin. Nasledne mézeme
pozorovat’ oxidacnu vinu (O1) v okoli potencialu 0,3 V spdsobenu oxidaciou hydroxyaminu
na nitrozoskupinu, ktord je nésledne reverzibilne redukovana (R2) spit’ na hydroxylamin.
Redukcia sa objavuje v okoli potencidlu —0,2 V. V pripade cyklického voltamogramu pre
uhlikov plst’ (obrazok 15.) nie je mozné pozorovat redukénii vlnu nitroskupiny na
hydroxylamin, ale len pokles pradu oproti pozadiu zakladného elektrolytu. V pripade
reverzibilnej reakcie hydroxylaminu na nitrézoskupinu je redukénd a oxida¢na vlna posunuta

vyrazne od seba (—1,1 a 1,2V).

Meranie cyklickych voltamogramov dinitrofenolu bolo prevedené rovnako ako v pripade
s nitrobenzénu. V pripade cyklického voltamogramu meranom elektrodou zo sklovitého
uhliku (obrazok 16) pozorujeme dve redukéné viny Rla v okoli —0,6 V a R1b v okoli 0,9 V
sposobené redukciou dvoch nitroskupin na hydroxylaminy. V oxidacnej oblasti vidime narast
pradu oproti pozadiu priblizne od —0,2 V s maximom oxidacnej viny pri 0,2 V (O1) adve
malé redukéné viny (R2) vokoli —0,2 V, ktoré su reverzibilnou reakciou skupin
hydroxylaminu na nitr6zoskupinu. V pripade elektrody zuhlikovej plsti (obrazok 17) je
rovnako ako v pripade nitrobenzénu nemozné pozorovat’ redukcénu vinu nitroskupiny, ale len

pokles prudu oproti pozadiu zékladnej linie. AvSak pozorujeme oxidacnu a redukénu vinu
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sposobent reverzibilnou reakciou hydroxylaminu a nitrézoskupiny, ktoré sa nachadzaja

priblizne pri rovnakych potencialoch ako v pripade elektrédy zo sklovité¢ho uhlika
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Obrizok 14. Cyklicky voltamogram nitrobenzénu (¢ =1:10mol-dm>) s BR o pH 5,0 pri
pouziti GCE pri rychlosti skenu 100 mV-s™! a rovnako zmerany cyklicky voltamogram bez
pridania nitrobenzénu.
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Obrizok 15. Cyklicky voltamogram nitrobenzénu (¢ =1-10mol-dm>) s BR o pH 5,0 pri
pouziti elektrody z CF pri rychlosti skenu 100 mV-s™! a rovnako zmerany cyklicky
voltamogram bez pridania nitrobenzénu.
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Obrizok 16. Cyklicky voltamogram dinitrofenolu (¢ =1:10mol-dm ) s BR o pH 5,0 pri
pouziti GC pri rychlosti skenu 100 mV-s™! a rovnako zmerany cyklicky voltamogram bez
pridania dinitrofenolu.
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Obriazok 17. Cyklicky voltamogram a dinitrofenolu (¢ =1-10mol-dm ) s BR o pH 5,0 pri
pouziti elektrody z CF pri rychlosti skenu 100 mV-s~! a rovnako zmerany cyklicky
voltamogram bez pridania dinitrofenolu.
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4.2.2 Hydrodynamické voltamogramy dinitrofenolu
Pri hladani optimalnych podmienok funk¢nosti dudlneho detektora pre stanovenie

dinitrofenolu bol skumany vplyv vlozeného potencidlu na obe pracovné elektrody pre pH
mobilnej fazy Brittonov-Robinsonovho tlmivého roztoku 3,0., 5,0., 7,0, 9,0 a 11,0 s
prietokom 1 ml'-min!. Ako prvy bol vzdy testovany vplyv vloZzeného potencidlu na genera¢ni
elektrédu od elektrického potencidlu kedy nastala pradovd odozva smerom k zapornejSim
potencidlom az kym prestal ndrast pradovej odozvy. Potencidl detekcénej elektrody bol
testovany pri maximalnej odozve generacnej elektrody, kedy sa predpokladalo najvyssie
mnozstvo  vzniknutého medziproduktu, ktory vznikol redukciou nitroskupin na
hydroxylaminy. Meranie bolo vzdy prevedené 3-krat a meranym parametrom bola plocha
piku. Hydrodynamické voltamogramy dinitrofenolu pre genera¢nu elektrodu st zobrazené na

obrazku 18.

S vlozenym zapornym potencidlom na pracovnu elektrodu z CF sa elektrochemicky
neredukoval len dinitrofenol, ale aj rozpusteny kyslik. Z dévodu zistovania mnozstva
zredukovaného analytu aredukovaného kyslika boli premerané hydrodynamické
voltamogramy bez pridania analytu, z ktorych vyplynulo, Ze pri optimalnom elektrickom
potenciali —0,6 V pri pouziti mobilnej fazy o pH 3,0 tvorila redukcia kyslika 15 % celkového
signalu a pri pH 11,0 dokonca 40 %. Hydrodynamické voltamogramy bez pridania analytu su

zobrazené na obrazku 19.

Hydrodynamické voltamogramy dinitrofenolu pre detekénu elektrdédu, ktoré boli merané pri
vloZzenom potenciali —0,6 V na generani elektrodu st zobrazené na obrazku 20. So
zniZujicim sa pH narastala plocha pikov, ktord vSak bola zapri¢inena tvorbou medziproduktu
na generacnej elektrode. Zaroven sa so znizujucim pH postvalo maximu plochy piku smerom
k vys§im potencialom. Vzhl'adom na cyklické voltamogramy sa potencidly pri maximalne
odozve nachadzali prekvapivo pri vysokych potencialoch. Podmienky, pri ktorych bol

zaznamenany najvyssi signal pre detekénu elektrodu boli pri pH 3,0 a potenciali 1,1 V.
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Obrazok 18. Hydrodynamické voltamogramy pre genera¢nu elektrodu z CF pre dinitrofenol
(c=1-10"*mol-dm™2) pri pH 3,0; 5,0; 7,0; 9,0; 11,0 s mobilnou fazou BR pri prietoku
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Obrazok 19. Hydrodynamické voltamogramy bez pridania analytu pre generacnu elektrodu
z CF pri pH 3,0; 5,0; 7,0; 9,0; 11,0 s mobilnou fazou BR pri prietoku 1 ml-min".
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Obrazok 20. Hydrodynamické voltamogramy pre detekénu elektrodu GCE pre dinitrofenol
(c=1-10"*mol-dm™>) pri pH 3,0; 5,0; 7,0; 9,0; 11,0 s mobilnou fizou BR pri prietoku
1 ml'min”!. Pri stalom potenciali generaénej elektrody z CF — 0,6 V.
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4.2.3 Kalibracna zavislost’ pre dinitrofenol
Bola premerana kalibracna zavislost’ plochy piku od koncentracie dinitrofenolu pre generacnti

a deteként elektrédu v rozmedzi 1:10° - 1-10°* mol-dm™> pricom pri kazdej hladine
koncentracie bolo meranie prevedené 3-krat. Pre meranie kalibracnej zavislosti bola vybrana
mobilnd faza o pH 3,0., elektricky potencial generacnej elektrody bol nastaveny na —0,6
V a detekénej na 1,1 V. Kalibra¢né zavislosti generacnej a detekcnej elektrody su zobrazené
na obrazkoch 21. a 22. a vypocitané parametre oboch kalibra¢nych zavislosti v tabulke 4. Na
obrazku 23. je zobrazeny zdznam merania pre obe elektrody pri koncentracii dinitrofenolu
1-10* mol-dm™, na ktorom moZeme pozorovat deformaciu piku. Tato deformacia je
pravdepodobne spdsobena geometriou dudlneho detektoru a zaroven viacerymi
elektrochemickymi reakciami. V pripade generacnej elektrody pozorujeme vyrazny usek
kalibracnej zévislosti 57 pC, co priblizne sthlasi s plochou piku bez pridania analytu pri
merani hydrodynamickych voltamogramov (obrazok 19.). Tento signal je sposobeny
redukciou rozpusten¢ho kyslika a pri oxidacii na detekcnej elektrode sa nevyskytuje, o
mdzeme pozorovat na obrazku 24., kde v pripade generacnej elektrody je signal bez pridania
analytu v podstate totozny so signalom pripridani dinitrofenolu o koncentracii 1:107
mol-dm . Genera¢né elektroda z uhlikovej plsti ohladom na jej vicsiu plochu je zatazena
vyS$§im Sumom a napriek ndsobne vys$Sim signdlom ma vyssi limit detekcie dinitrofenolu
oproti detekénej elektrode. Pomocou dualneho detektora, ktory umoziuje stanovit’ nitrolatky
nepriamo v oxida¢nej oblasti sa teda podarilo znizit Sum sposobeny redukciou kyslika
a detekény limit dinitrofenolu sa pre detekénu elektrodu znizil na 4,7-1077 mol-dm™ z

povodnych 1,1-10°% mol-dm ™ na genera¢nej elektrode

Tabulka 4. Vypocitané parametre kalibra¢nej zavislosti pre dinitrofenol.

typ elektrody smernica Usek R? LOD LOQ
[C-dm3 mol™] uc [umol-dm™3] [umol-dm™3]

Generacna

elektréda CF 3,5 57 0,9935 1,1 3,7

Detekéna

elektréda 0,37 0,3 0,9959 0,47 1,6

GCE
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Obrazok 21. Kalibra¢na zavislost’ plochy pikov od koncentracie dinitrofenolu pre genera¢nti
elektrodu CF s nastavenym potencialom —0,6 V.
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Obrazok 22. Kalibra¢na zavislost’ plochy pikov od koncentracie dinitrofenolu pre detekénu

elektrodu GCE s nastavenym potencidlom 1,0 V a s potencidlom generacnej elektrody CF

-0,6 V.
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Obrazok 23. Zaznam merania pri optimalnych potencialoch pre genera¢nu elektrodu z CF

— 0,6 V a detekénej GCE 1,1 V s mobilnou fazou BR o pH 3,0 s prietokom 1 ml'min~! pre

dinitrofenol (¢ = 1-10~* mol-dm™).
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Obrazok 24. Zaznam merania pri optimalnych potencidloch pre genera¢nu — 0,6 V ('ava os)
a detekénej elektrody 1,1 V (pravé os) s mobilnou fazou BR o pH 3,0 s prietokom 1 ml-min!

pre dinitrofenol (¢ = 1:10® mol-dm ) a bez pridania analytu.
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4.3. Vyuzitie dualneho detektora na redukciu kyslika
Moznou aplikéciu dualneho detektora je vyuzit’ prva elektrodu na redukciu kyslika a nasledne

na detek¢nej elektrode pracovat’ v redukénom modde bez interferencie kyslikového signélu.
Elektricky potencial prvej elektrédy z CF musi byt” dostatocny na to, aby sa redukoval kyslik
a zaroven sa neredukoval NB. Z hydrodynamickych voltamogramov pre CF bez pridania
analytu vyplava, ze maximum redukcie kyslika nastdva pri potenciali —0,6 V. Z cyklickych
voltamogramov CF pre nitrobenzén (obrazok 15.) vyplyva, Ze sa NB zacina redukovat’ pri

potencialoch okolo —0,6 V - —=0,7 V. Potencial elektrody z CF bol teda nastaveny na —0,7 V.

Najprv boli premerané hydrodynamické voltamogramy nitrobenzénu pre sklovity uhlik bez
zapojenia generacnej elektrody a zrovnané s voltamogrammi bez pridania analytu, kedy bol
redukovany len kyslik. Nasledne bol postup zopakovany pri zapojeni generacnej elektrody pri

potenciali —0,7 V.

Z obrazku 25. vyplyva, ze bez pouzitia CF elektrody signal po pridani analytu kopiroval
krivku redukcie kyslika s minimdlnym ndrastom, c¢o znemoziuje stanovenie NB

elektrochemickou redukciou.

Q(uC)

0:0
E(V)

Obrazok 25. Hydrodynamické voltamogramy NB pre GCE s mobilnou fdzou BR tlmivy
roztok o pH 5,0 pri prietoku 1 ml'min!. (A: bez pridania NB, bez generac¢nej elektrody. B:
bez pridania NB, s generac¢nou elektrodou. C: s NB, bez generac¢nej elektrody. D: s NB, s
generacnou elektrodou.)
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V pripade pouzitia CF s vlozenym potencidlom —0,7 V pozorujeme vyrazny pokles signalu
bez pridania NB. Zaroveil md6zeme pozorovat' zvySenie rozdielu medzi pridanim NB a bez
pridania, ktory je sposobeny poklesom signalu, ktory zodpoveda redukcii kyslika. Redukcie
kyslika sa vSak nepodarilo zbavit' a stdle tvorila podstatni cast redukcie. Pri nastaveni
nizsieho potencialu na CF sa znizoval signal na detek¢nej elektrode, o bolo pravdepodobne

spdsobené redukciou NB na CF.

Pri overeni moznosti pouzitia dudlneho elektrochemického detektora pre redukciu kyslika
a naslednej elektrochemickej detekcie v redukénej oblasti sa podarilo znizit’ signal sposobeny

redukciou kyslika, avSak redukcia kyslika stale tvorila podstatnu Cast’ signalu.
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4.4. Stanovenie dopaminu v pritomnosti kyseliny askorbove;j
Z elektrochemickych vlastnosti dopaminu a kyseliny askorbovej v kapitole 2.3. vyplyva

moznost’ selektivne stanovit’ dopamin v pritomnosti kyseliny askorbovej tym, Ze sa sleduje
signal na detekcnej elektrode odpovedajuci redukcii produktov oxidacie zatial’ ¢o kyselina
askorbova takyto signal neposkytuje. Generacna elektroda pracuje v oxidacnom made, kde sa
oxiduji obe analyty DA a AA anasledne detek¢éna elektroda v redukénom mode, kedy sa
redukuju len produkty oxidacie dopaminu. Ako prvé boli zmerané cyklické voltamogramy
analytov za ucelom zistenia elektrochemickych vlastnosti na oboch elektrédach a nasledne
zmerané hydrodynamické voltamogramy za ucelom zistenia optimalnych potencidlov. Po
stanoveni optimalnych podmienok bola merand kalibra¢na zavislost pre oba detektory.
Hydrodynamické voltamogramy a kalibracnd zévislost bola merand pre rozne hladiny

koncentracie AA.

4.4.1 Cyklické voltamogramy dopaminu a Kkyseliny askorbovej
Cyklické voltamogramy boli premerané zvlast pre dopamin a kyselinu askorbovi na

elektrode zo sklovitého uhlika a elektrody z uhlikovej plsti v zakladnom elektrolyte BR o pH
7,0. Zmerané cyklické voltamogramy st zobrazené na obrazku 26. (sklovity uhlik) a na

obrazku 27. (uhlikova plst).

V pripade dopaminu pozorujeme pri oboch elektrédach oxidacnu a reduként vinu. Pri pouziti
sklovitého uhliku sa oxida¢na vlna nachadza priblizne pri elektrickom potencidli 0,75
V aredukénd priblizne pri 0,2 V. S pouzitim elektrody z uhlikovej plsti narastd rozdiel
potencialov oxida¢nej a reduk¢nej viny, ktoré su zaroveinl roztiahnutejSie. Rovnaky trend bol
pozorovany pri vSetkych CV. Maximum oxidacnej vlny sa nachadza priblizne pri
1,2 V aredukénej pri —0,2 V. Cyklické voltamogramy kyseliny askorbovej obsahovali jednu
oxida¢nll vlnu pri sklovitom uhliku pri 0,65 V a narast pozadia oproti zakladnej linii pri
uhlikovej plsti. Pritomnost’ oboch vin v CV pre DA ajednej pre AA potvrdzuje teoretické
poznatky zhrnuté v kapitole 2.3. a otvara moZnost’ stanovit’ dopamin v pritomnosti kyseliny

askorbovej dualnym detektorom.
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Obrazok 26. Cyklicky voltamogram dopaminu a kyseliny askorbovej (¢ = 1:107> mol-dm)
s BR o pH 7,0 pri pouziti GCE pri rychlosti skenu 100 mV-s ™! a rovnako zmerany cyklicky
voltamogram bez pridania analytov.
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Obriazok 27. Cyklicky voltamogram dopaminu a kyseliny askorbovej (c = 1:10 mol-dm™>) s
BR o pH 7,0 pri pouziti CF pri rychlosti skenu 100 mV-s™! a rovnako zmerany cyklicky
voltamogram bez pridania analytov.
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4.4.2 Hydrodynamické voltamogramy dopaminu v pritomnosti kyseliny askorbovej
Boli hladané optimalne potencidly pre oxiddciu dopaminu na generacnej elektrode z

uhlikovej plsti a naslednu redukciu produktov oxidacie dopaminu na detekcnej elektrode
v prietokovej injekénej analyze pri pouziti BR tlmivého roztoku o pH 7,0 v pritomnosti
kyseliny askorbovej. Hydrodynamicky voltamogram DA s roznymi koncentraciami AA,
merany na generacnej elektrode je zobrazeny na obrazku 28. Pri DA bez AA vidime
maximalnu odozvu pri 0,7 - 0,8 V. S pridanim AA nastdva zvySenie plochy pikov, kedy pri
koncentracii 1,0 mM AA sa deformuje krivka ziskana pri samotnom DA a m6Zeme pozorovat’

linearny narast odozvy s pribudajicim potencialom.

Na obrazku 29. moézeme pozorovat’ hydrodynamicky voltamogram pre detekénu elektrodu,
zatial' ¢o generacna elektrdda pracuje pri potenciali 0,8 V. Hydrodynamicky voltamogram
DA bol merany od 0,7 V smerom k niz§im potencidlom az kym neprestal néarast odozvy
detektora. V maxime odozvy bola plocha redukéného signalu na tirovni 90 % oxidacie. Pri
merani s kyselinou askorbovou boli premerané az nizSie potencialy, nakolko pri vyssich
potencidloch prevladala oxidacia AA nad redukciou produktov DA. Na detekénej elektrode
mdzeme pozorovat, ze so stipajlicou koncentraciou kyseliny askorbovej sa plocha piku
v maxime nezvysSuje a naopak mierne klesa, ¢o mohlo byt spdsobené zniZzenou oxidéciou DA
na generacnej elektrode z dovodu jeho vytesnenia AA. Zaznam merani v optimalnych

podmienkach je zobrazeny na obrazku 32.
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Obrazok 28. Hydrodynamické voltamogramy pre genera¢nt elektrédu z CF pre dopamin
(c=1-10"*mol-dm?) v pritomnosti roznych koncentricii kyseliny askorbovej s mobilnou
fazou BR, pH 7,0 a prietokom 1 ml-min'.
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Obrazok 29. Hydrodynamické voltamogramy pre detekénu elektrodu GCE pre dopamin
(c=1-10"*mol-dm™) v pritomnosti réznych koncentracii kyseliny askorbovej s mobilnou

fazou BR, pH 7,0 a prietokom 1 ml'min”! s nastavenym potencidlom generacne;j elektrody CF

0,8 V.
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4.4.3. Kalibracna zavislost’ dopaminu v réoznych koncentraciach kyseliny askorbovej
Kalibracna zavislost’ plochy piku pre genera¢nu a detekénu elektrédu od koncentracie

dopaminu bola premerana v rozmedzi 1:10° - 1-10™* mol-dm™ bez pritomnosti kyseliny
askorbovej a v jej pritomnosti v koncentrécii 0,1 a 1,0 mol-dm > s BR tlmivym roztokom o pH
7,0 s nastavenym potencidlom CF 0,8 V a GC 0,1 V. Kalibra¢né zavislosti s zobrazené na
obrazkoch 30 a31. Vypocitané parametre kalibracnej zavislosti su zobrazené v tabulke 5.
V pripade merania bez AA vykazoval generator aj detektor linedrnu odozvu oproti
koncentracii s minimalnym tusekom, pricom detekénd elektroda zaznamendvala cca. 90 %

signalu generacnej elektrody.

S pridanim kyseliny askorbovej sa vyrazne zvySoval tsek kalibracnej zavislosti pri generacne;j
elektrode, pri¢om pri koncentracii 1,0 mol-dm™> uZ nebolo mozné zmysluplne preloZit
kalibracnou priamkou, ked’ze vacsinu signalu spdsobovala oxidacia AA. V pripade detekéne;j
elektrody sa s pridanim kyseliny askorbovej menil tsek oproti generacnej elektrode len
minimélne. Funké&nost’ preukézala aj v pritomnosti AA o koncentracii 1,0 mol-dm™ kedy
v pripade generitoru nebolo mozné stanovovat’ DA. Pri 1,0 mol-dm™ AA bol pozorovany
pokles signdlu pri vysSich koncentrdcisch DA, ¢o bolo pozorované aj v pripade

hydrodynamickych voltamogramov.

Limity detekcie a kvantifikdcie sa pri stanoveni DA bez pridania kyseliny askorbovej
zhodovali pre obe elektrody, nakol'’ko mierne vyssi signél pri CV bol kompenzovany mierne
niz$im Sumom pripade GC. Po pridany AA sa vSak preukazala vyhodnost’ dudlneho zapojenia
kedy limity detekcie a stanovitenosti ukazovali lepSiu moznost’ stanovania dopaminu
v pritomnosti  kyseliny askorbovej. Zaznam merani detekénej elektrody pre DA

o koncentrécii 1-10~® mol-dm ™ je zobrazeny na obrazku 33.
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Tabulka 5. Vypocitané parametre kalibracnej zavislosti pre DA v roznych koncentraciach AA.

Koncentracia  Smernica
Typ AA [C-dm®  Usek R LOD LOQ
elektrody [mmol-dm73] mol!] nC [nmol:dm™] [pumol-dm™]
Generacna 0,0 -0,4 0,9669 0,27 0,89
elektroda 3,6
CF
0,1 6,2 263,6 0,9830 1,4 4,7
1,0 - - - - -
Detekéna 0,0 3,6 -1,7 0,9892 0,26 0,86
elektroda
GCE 0,1 5,8 13,4 0,9823 0,31 1,0
1,0 1,9 442  0,9900 2,8 9,3
8 2600__ u bez AA
% 2400 1 ° ZB%m:m ° o
2200 4 ’
2000 4
1800 % © & *
1600
1400
1200
1000
800
600
400 . "
200 1 . i
Ofumn 7 : : : :
0,0 2,0x10°  4,0x10°  6,0x10°  8,0x10°  1,0x107*
c(mol-dm™)

Obrazok 30. Kalibracna zavislost’ plochy pikov od koncentracie DA v pritomnosti AA pre
generacnu elektrodu CF s nastavenym potencidlom 0,8 V.
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Obrazok 31. Kalibrac¢na zavislost’ plochy pikov od koncentracie DA v pritomnosti AA pre
detekénu elektrodu GCE s nastavenym potencidlom 0,1 V pri nastavenom potenciali
generacnej elektrédy CF 0,8 V.
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Obrazok 32. Zaznam merania pri pouziti generacnej elektrody z CF pri potenciali 0,8 V a
detekénej elektrody z GCE 0,1 V pre dopamin (¢ = 1-10* mol-dm ) v pritomnosti kyseliny
askorbovej v prietoku 1 ml-min".
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Obrazok 33. Zaznam merania detekénej elektrody z GCE pri potenciali 0,1 V pre dopamin
(c=1-10"mol-dm ) a bez pridania dopaminu ( A: s 1,0 mM AA , B: s 0,1 mM AA, C: bez
AA).
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5. Zaver

Vtejto praci boli skimané moznosti vyuzitia elektrochemického dudlneho detektora
s generacnou elektrodou z uhlikovej plsti a detekénej elektrédy zo sklovitého uhliku
v prietokovom usporiadani pomocou prietokovej injekénej elektrody. V prvom rade boli
pomocou cyklickej voltametrie overované elektrochemické vlastnosti analytov na oboch

elektroédach pre ich d’alSie mozné vyuzitie pri stanoveni pomocou duédlneho detektora.

V pripade vsetkych analytov (hexakyanoZeleznatan draselny, nitrobenzén,dinitrofenol,
dopamin, kyselina askorbovd) boli premerané cyklické voltamogramy, ktorych vysledky sa
zhodovali s teoretickymi poznatkami a bolo mozné pokracovat’ elektrochemickom stanoveni
pomocou dudlneho detektora. V pripade elektrody z uhlikovej plsti boli pozorované vyssie
redukéné a oxidacné viny oproti elektrode zo sklovitého uhliku. Zaroven boli zaznamenané
posuny elektrickych potencidlov, kedy si oxida¢né aj redukéné viny pre uhlikovu plst’ Ziadali

extrémnejSie potencialy.

Elektrochemicky dudlny detektor bol najprv testovany na hexakyanozeleznatane draselnom,
ktory sa oxidoval na generacnej elektrode a nasledne redukoval na detekcnej elektrode.
Pomocou hydrodynamickych voltamogramov bol stanoveny optimalny potencidl pre
generaénll elektrodu 0,9 V a deteként elektrodu —0,6 V pri prietoku 1 ml-min .
V optimalnych podmienkach pracovala generacna elektroda s Giplnou elektrochemickou
konverziou, ale detek¢nd elektréda pracovala s efektivitou redukcie okolo 5 %, €o bolo

pravdepodobne spdsobené zlou geometriou dudlneho detektora.

Po overeni funkénosti dudlneho detektora v prietoku, bola testovand moZnost’ stanovenia
nitrolatok oxidéaciou produktov na detekénej elektrode vzniknutych redukciou na generacnej
elektréde atym sa vyhnut stanoveniu pri redukcii kyslika. Stanovovanym analytom bol
dinitrofenol, pre ktory boli zmerané hydrodynamické voltamogramy pre obe elektrody pre pH
3,0., 5,0., 7,0., 9,0 a 11,0. Ako optimélne podmienky pre stanovenie dinitrofenolu bolo
vybraté pH 5,0 s nastavenym potencidlom generacnej elektrody na —0,6 V a detekénej na 1,1
V. Generac¢na elektroda poskytovala priblizne 10-krat vyssi signal ako detek¢na, avSak tento
signal bol sposobeny do velkej miery redukovanym kyslikom, ktory sa prejavil ako Sum
a zarovenl akol0Onasobne vacsi Usek oproti detekcénej elektrode pri kalibracnej zavislosti.
Vdaka tomu bol limit detekcie 0,47 pmol-dm™> pre detekénti elektrodu nizsi ako pre

generacnu elektrodu.
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Dal$ou testovanou aplikaciou dualneho detektora bola moznost’ redukcie kyslika elektrodou
z uhlikovej plsti a ndsledna elektrochemicka redukcia nitrobenzénu na detekcnej elektrode bez
rusiaceho vplyvu redukovaného kyslika. Pri hydrodynamickom voltamograme NB na GC pri
zapojeni elektrody z CF s potencidlom —0,7 Vsa zmenS$il redukény signal spdsobeny
kyslikom oproti nezapojenou CF priblizne na polovicu, avSak nepodarilo sa zredukovat

vsetok kyslik.

Poslednou testovanou aplikaciou dualneho detektora v tejto praci bolo stanovenie dopaminu
v pritomnosti kyseliny askorbovej, kedy sa na generacnej elektrode oxidovali oba analyty, ale
dopamin sa na rozdiel od kyseliny askorbovej redukoval na detekénej elektrode. DA
o koncentracii 0,1 mmol- dm™ bol testovany v pritomnosti AA o koncentraciach 0,1 a 1,0
mmol- dm~>. Pomocou hydrodynamickych voltamogramov bol pre genera¢nu elektrodu 0,8 V
a detekénu elektrodu 0,1 V. Problémom stanovenia DA bol pokles redukéného signalu
v pritomnosti vyssej koncentracie kyseliny askorbovej a zaroven vyssi signal pri redukcii bez
pridania DA, usek na kalibracnej zavislosti. Limit detekcie dopaminu pomocou redukcie na
detekénej elektrode bol v pritomnosti 0,1mmol-dm™ 0,31 pumol-dm™> av pritomnosti 1,0

mmol-dm~ 2,8 umol-dm.

Elektrochemicky dualny detektor potvrdil moznost™ aplikacie pre stanovenie. Pre jeho d’alSie

pouzivanie je potrebné vylepsit’ geometriu detektora.
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