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Abstrakt

Tato bakalafska prace se zabyva problémem pasivace elektrody a otazkou, jak je pasivace
ovlivnéna vyuzitim pulznich amperometrickych metod. Létka sulfamethizol, jez je
sulfonamidové antibiotikum pasobici mimo jiné proti infekcim mocovych cest, byla vybrana

s ohledem na znamou vysokou miru pasivace elektrod.

Ke sledovani pasivace byla nejprve pouzita cyklickd voltametrie, kterd slouzila pfedevsim
jako ukazatel chovani sulfamethizolu pfi ur¢itém pH. Bylo zméfeno 15 po sobé jdoucich
meéteni roztoku sulfamethizolu bez lesténi elektrody na aluminé pii pH 2, 4, 6, 8, 10 a 12,

které potvrdily, Ze k pasivaci dochazi.

Déle byly pouzity tfi druhy pulznich amperometrickych metod, pfi kterych byl roztok
sulfamethizolu zméten pii pH 2, 4, 6, 8, 10 a 12 a bylo sledovéano, zda se pasivace nesnizi.

Ve vSech pH byla také proméiena klasicka amperometrie, ktera slouzila jako srovnavaci.

Béhem méfeni téchto tii pulznich amperometrickych metod bylo zjisténo, Ze pulzni
metody obecné¢ dosahuji nizsi pasivace nez klasicka amperometrie. NejlepSich vysledkt bylo
dosazeno pomoci pulzni amperometrické metody, pii které¢ byl na elektrodu vkladan métici
potencial o velikosti 1,3 V, ktery byl stfidan s nulovy potencidlem. Touto metodou byla
zméfena kalibraéni zavislost v rozmezi koncentraci od 110~ mol-I" do 1-10° mol-I"". Mez

detekce vysla 5,8- 10 mol-I'" a mez stanovitelnosti 1,9-10° mol-1™".



Abstract

This bachelor thesis deals with the problem of electrode passivation and the question of
how passivation is influenced by using of pulsed amperometric methods. Sulfamethizole,
which is a sulfonamide antibiotic acting against urinary tract infections, has been selected

given to the known high electrode passivation rate.

Cyclic voltammetry was the first technique used to monitor the passivation; it served
primarily as an indicator of the behavior of sulfamethizole at a certaion pH. Without polishing
the electrode on alumina, 15 consecutive measurements of sulfamethizole solution were

measured at pH 2, 4, 6, 8, 10 and 12 to confirm that passivation occurs.

In addition, three types of pulsed amperometric methods were used in which
the sulfamethizole solution was measured at pH 2, 4, 6, 8, 10 and 12 and it was monitored

whether the passivation was reduced. Classical amperometry was also used as a reference.

During the measurement of these three pulsed amperometric methods it was found that
pulse methods generally show lower passivation than classical amperometry. The best results
were achieved by means of a pulsed amperometric method, in which a measuring potential of
1,3 V was applied on the electrode, alternating with zero potential. With this method, the
calibration dependence was measured in the concentration range from 1.10-3 mol/l to
110 mol-I"". The limit of detection was 5,8 10 mol-I"! and the limit of determination was

1,9-10° mol-1".
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Seznam zkratek

PABA
PAD
MPA
FIA
HPLC

UV
DPV
GC-MS

CZE
B-R pufr

Vodikovy exponent (potential of hydrogen)
Para-aminobenzoova kyselina

Pulzni amperometricka detekce (pulsed amperometric detection)
Multi-pulzni amperometrie

Priitokova injek¢ni analyza (flow injection analysis)
Vysokotcinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid
chromatography)

Ultrafialova detekce

Diferen¢ni pulzni voltametrie (differential pulse voltammetry)
Plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (gas
chromatography-mass spectrometry)

Kapilarni zonova elektroforéza (capillary zone electrophoresis)
Brittontiv — Robinsontv pufr

Redoxni potencial [V]

Elektricky proud [A]

Cas [s]

Molarni koncentrace [mol-1"]

Relativni smérodatna odchylka

Koeficient determinace



1 Cil prace

Tato bakalatska prace se vénuje zkoumani vlivu parametri pulzni amperometrie
na pasivaci pracovni elektrody analytem. Jejim cilem je prozkoumat rizné programy vkladani
pulzi
a parametry pulzu samotného a sledovat pfitom zejména relativni pokles vysky piku analytu.
Vysledky budou porovnavany s hodnotami ziskanymi pomoci cyklické voltametrie a klasické
amperometrie s fixnim detekénim potencidlem. Jako testovaci analyt je pouZzity sulfamethizol,

ktery je znamy tim, Ze jeho oxidace ma siln€ pasivacni ucinky.



2 Teoreticka c¢ast

2.1 Sulfamethizol

Strukturni vzorec:

Sumarni vzorec: CoH;9N4O,S,
Systematicky nazev: 4-amino-N-(5-methyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)benzenesulfonamid

CAS cislo: 144-82-1 [1]

2.1.1 Chemickeé a fyzikalni vlastnosti sulfamethizolu

Jednd se o bily nebo zlutavé bily krystalicky prasek nebo krystaly. Je rozpustny
ve ziedénych minerdlnich kyselindch a v roztocich alkalickych hydroxidii.[2] Molekularni
hmotnost sulfamethizolu je 270,325 g-mol’. Teplota tani je 208 °C. Jeden gram
sulfamethizolu je rozpustny pii pH 7.5 v5 ml vody, pii pH 6.5 ve 4000 ml vody,
40 g methanolu, 30 g ethanolu, 10 g acetonu, 1370 g etheru, 2800 g chloroformu a je

prakticky nerozpustny v benzenu. Rozdélovaci koeficient oktanol/voda ma hodnotu 0,54.[1]
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2.1.2 Sulfonamidy

Sulfamethizol je jednim ze sulfonamidovych antibiotik. Sulfonamidy jsou synteticka
bakteriostatickd antibiotika, ktera plisobi proti vét§in¢ gram-pozitivnich organismi a mnoha
gram-negativnim organismim.[3] Kromé sulfamethizolu patfi mezi sulfonamidova antibiotika

také sulfacetamid, sulfadiazin, sulfadoxin, sulfamethoxazol a dalsi.

Tyto antibiotické latky se obvykle pouZzivaji k 1€cbé bakteridlnich infekci mocCovych cest
a traviciho systému. Lze je vyuZit 1 pfi lécbé popdalenin pii lokdlnim pouziti a také jako
veterinarni lé€ivo. Sulfonamidy mohou mit u ¢lovéka 1 nezddouci Gcinky, jako napfiklad,
nevolnosti, priijmy, zvraceni, alergické kozni reakce, vznik mo¢ovych kamenti, hemolytickou

anémii a pokles poctu bilych krvinek.

Sulfonamidy jsou strukturnimi analogy kyseliny para-aminobenzoové (PABA) a proto
pusobi jako kompetitivni antagonisté v mikrobidlnich buiikdch. Mikroby potiebuji PABA, aby
vytvofily kyselinu dihydrofolovou, tedy prekurzor kyseliny listové. Kyselina listova je
potieba k tvorb¢ purinu a pyrimidinu a tedy k syntéze nukleovych kyselin.[3]

Historicky prvnim pramyslové vyrabénym a klinicky aplikovanym sulfonamidovym
antibiotikem byl 1ék zvany Prontosil. Byl to prvni 1€k, ktery uspésné 1€¢il bakterialni infekce —
predchtidce antibiotik. Za tento objev ziskal jeho tviirce Némec Gerhard Domagk v roce 1939

Nobelovu cenu, kterou byl donucen odmitnout.[4]
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2.1.3 Metody stanoveni sulfamethizolu

Nejbeéznéjsi metodou pro stanoveni sulfamethizolu, potazmo pro simultanni stanoveni vice
sulfonamidii, je vysokouUc¢innd kapalinovd chromatografie (HPLC). Stanoveni probiha
ve vzorcich krve [5], ¢i suSeném mléce pro kojence [6]. U HPLC je pro stanovovani
sulfonamidi je nejcastéjsSi hmotnostni detekce, pomoci které se stanovuje jejich obsah
v ruznych druzich mas [7], mléku [8], vejcich [9], ale také riznych vzorcich kosmetiky [10].
Dalsi moznosti detekce u vysokoucinné kapalinové chromatografie je detektor s diodovym

polem [11], nebo UV detekce [12].

Dalsi relativné selektivni a citlivou metodou je plynova chromatografie s hmotnostnim
spektrometrem (GC-MS), u které ale nejsou realizovatelné rutinni analyzy rezidui, protoze

pfed analyzou tepelné nestalych a netékavych sulfonamidl je zapotitebi nékolik krokt €isténi.

Pomoci kapilarni zénové elektroforézy (CZE) lze stanovovat sulfonamidy v mase
a ve spodni vod¢. Jedna se o separacni techniku, jejimiz vyhodami jsou rychlé analyzy,
vysoké rozliSeni, vysoka u¢innost, a malé spotteba vzorku i rozpoustédla ve srovnani s HPLC.

[13]

Vzhledem ke struktufe sulfamethizolu je pro jeho stanoveni mozné pouzit elektrochemické
metody, béhem nichz lze predpokladat, ze bude dochézet k rozstépeni molekuly v mistech,
kde se nachazi sira a navaze se misto ni atom kysliku. Jednd se o mozny mechanismus

oxidace latek, které maji podobnou strukturu jako sulfamethizol nebo sulfamethoxazol.[14]

Popséana byla stanoveni, pfi kterych byl sulfamethizol stanovovan pomoci diferenéni pulzni
voltametrie (DPV), jejiz vyhodou je nendro€nost zpracovani vzorkl, levnost, rychlost
a spolehlivost stanoveni, a pomoci které lze stanovovat sulfamethizol ve farmaceutickych
preparatech [15]. Déle lze ke stanoveni sulfamethizolu pouzit coulometricky detector

s obnovitelnym pracovnim materidlem [16].
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2.2 Pouzité metody

2.2.1 Pritokova injek¢ni analyza

Prttokova injek¢ni analyza je zalozena na vstfikovani kapalného vzorku do pohyblivého
nosné¢ho proudu vhodného roztoku. Vsttikovany vzorek tvofi zonu, kterd je po nastiiku
transportovana smérem k detektoru, ktery pribézné zaznamendva absorbanci, potencial

elektrody nebo dalsi fyzikalni parametry.

Zakladni analyzator pro stanoveni analytu pomoci pritokové injekéni analyzy se sklada
z pumpy, ktera se pouziva k pohonu nosného proudu uzkou trubici, vstiikovaciho portu, jehoz
pomoci je dobfe definovany objem roztoku vzorku vstfikovan do nosného proudu
a mikroreaktoru, ve kterém vzorek reaguje se slozkami nosného proudu, cozZ je poté sniméano

prutokovym detektorem a zaznamendvano.[17]

2.2.2 Pulzni amperometricka detekce

Pulzni amperometrickd detekce (PAD) je technika, ktera je vyuzivana kvili své vysoké
citlivosti a selektivité a Cisténi elektrod pouzitim Cisticich pulzii. PAD je diilezitou detek¢ni
technikou pro fadu elektrochemicky aktivnich sloucenin a zvlast’ dilezita je pro analyty, které
nelze detekovat ultrafialovou fotometrickou detekci, jako napiiklad organické alifatické
slouCeniny a sacharidy. Jiné slouceniny maji naopak tendenci zneciStovat povrch elektrod,

coz ztézuje praci s béZnou amperometrickou detekei s konstantnim potencialem.

V PAD jsou na elektrodu pii konstantnim detekénim potencidlu vkladany Cistici pulzy.
Aplikace Cdisticich pulzli zvySuje proud pozadi oproti b&Zzné amperometrické detekci
s konstantnim potenciadlem. Je to zplsobeno tim, Ze se elektroda nenechdva ekvilibrovat déle

nez n€kolik set milisekund, nez se na ni opét vlozi dalsi €istici pulz.[18]

Pritokovou injekéni analyzu (FIA) je vyhodné kombinovat s metodou selektivni detekce,
kterou je multi-pulzni amperometrie (MPA), kterd je zalozena na vkladani vice méticich
pulzti za sebou.[19][20][21][22] Vhodné posloupnost pulzli na pracovni elektrodé umoziuje

rozliSeni analytli ve smési bez nezbytnosti jeji separace, chemické tpravy vzorku, modifikace
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elektrody. Tento postup byl pouzit pro soucasné stanoveni cukru[23], l€cCiv[19][21][22],
antioxidanti[20][24], ¢i syntetickych barviv[25].

Vyhodami pulzni amperometrické detekci jsou vysoka citlivost a selektivita a ¢isténi
povrchu elektrod béhem métfeni pomoci Cisticich pulzii. Vhodné kombinace potencialt
jednotlivych pulzi mohou umoznit méfeni analytl, které nelze detekovat ultrafialovou
fotometrickou detekci, jako jsou naptiklad organické alifatické slouceniny a sacharidy. PAD
umozhuje on-line pulzni potencidlove cCiSténi a spojeni s kapildrnimi nebo standardnimi

separa¢nimi metodami.[ 18]
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3 Experimentalni c¢ast
3.1 Pouzité chemikalie

sulfamethizol [4-amino-N-(5-methyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)benzenesulfonamid (99%, Sigma-
Aldrich)]

destilovana voda (Millipore, USA)

kyselina boritd (min. 99,5%, Lachema, Brno)

kyselina fosfore¢nd (85%, p=1,71 g-ml’1, Lachner, Neratovice)
kyselina octova (99%, p = 1,06 g-ml™', Lachner, Neratovice)

hydroxid sodny (8 M, Fluka Analytica, Némecko)

3.2 Pouzita aparatura

Pro voltametrickd méfeni byla pouzita aparatura Eco-Tribo Polarograph fizena softwarem
PolarPro verze 5.1 (PolaroSensors, Praha). Bylo pouzito ttielektrodové zapojeni s pracovni
elektrodou ze skelného uhliku (primér 3 mm, Metrohm), referentni argentchloridovou
elektrodou (Eco-Tribo Polarograph, P 003-05, Ceska republika) a s pomocnou platinovou
elektrodou (Eco-Tribo Polarograph, R 008-05, Ceska republika).

Pro amperometrickd méteni byla pouzita pumpa High Pressure pump HPP 5001. Smycka
o objemu 100 pl byla upevnéna na davkovac¢ typu Sample Injector D (ECOM, spol. s.r.0.,
Ceska republika). Jako detektor byl pouzit Autolab PGSTATI101 fizeny softwarem Nova
verze 1.11 (Metrohm Autolab B.V., Utrecht, Nizozomsko) v ttielektrodovém zapojeni typu

wall-jet se stejnou pracovni, referentni i pomocnou elektrodou jako u voltametrického meteni.
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3.3 Dalsi pouzité pristroje

pH metr (digitalni métici ptistroj Conductivity and pH meter 3510 (Jenway, UK)

s kombinovanou sklenénou elektrodou
Magnetickd michacka (Microstirrer Magnetic Stirrer, VELP Scientifica, Europe)

Ultrazvukova ¢isticka (PSO2000A, Powersonic, USA)

3.4 Priprava chemikalii
3.4.1 Priprava zasobniho roztoku

Zasobni roztok sulfamethizolu o koncentraci 1-10° mol-I" byl pripraven rozpuiténim
piesn¢ odvazeného mnozstvi latky v destilované vodé za pouziti ultrazvuku. Pro méfeni byl
pouzit 10x zfedény roztok, ktery byl pfipraven odpipetovanim pottebného mnoZzstvi

zasobniho roztoku do odmérné baiiky a doplnénim B-R pufrem o pozadovaném pH.

3.4.2 Priprava Brittonova — Robinsonova pufru (B-R)

Pro ptipravu B-R pufru byla potieba kyseld a zasadita slozka. Kyselad slozka pufru byla
pfipravena odpipetovanim potfebného mnozstvi kyseliny borité, kyseliny o-fosforecné
a kyseliny octové, aby jejich vyslednd koncentrace byla 0,04 mol-1', a doplnénim
destilovanou vodou v odmérné banice po rysku. Zasaditd slozka pufru o koncentraci
0,2 mol-I" byla ptipravena odméfenim potiebného mnozstvi roztoku hydroxidu sodného
(8 M, Fluka Analytica, Némecko) a doplnénim destilovanou vodou na vysledny objem. Pufr

byl pfipraven titrovanim kyselé slozky pufru roztokem hydroxidu sodného na potiebné pH.
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3.5 Podminky méreni

Pomoci cyklické voltametrie a pulzni amperometrické detekce bylo sledovano

elektrochemické chovani sulfamethizolu.

Cyklicka voltametrie byla méfena rychlosti skenu 100 mV-s”. Bylo méfeno v rozsahu

potenciali od -200 mV do konce potencidlového okna.

U kazdé z metod PAD byl méfen roztok sulfamethizolu o koncentraci 1-10* mol-I"". Bylo
pouzito riznych pH u nosnych roztokd, konkrétné pH 2, 4, 6, 8, 10 a 12. U kazdého pH byla
vybrana tada potenciali, konkrétné¢ od 0,8V do 1,5V po jedné desetiné. Tato fada se liSila
upH 10 a 12. U pH 10 byly nastaveny potencialy od 0,6V do 1,3V au pH 12 byly nastaveny
potencialy od 0,5 V do 1,2 V. Bylo tak u¢inéno kvili posunutému potencidlovému oknu. Byla
pouzita smy¢ka o objemu 100 pl a pritok na pumpé byl nastaven na 0,5 ml-min”'. Doba

vkladani potenciali na elektrodu byla 100 ms, neni-li uvedeno jinak.

Kazd¢é méieni bylo provedeno minimalné tiikrat. Povrch pracovni elektrody ze skelného

uhliku byl pfed kazdym dal$im novym méfenim vyleStén na aluming, neni-li uvedeno jinak.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Voltametrické méreni

4.1.1 Vliv pH zakladniho elektrolytu na chovani sulfamethizolu

Bylo sledovano chovani roztoku sulfamethizolu o koncentraci 1-10* mol-I" pomoci

cyklické voltametrie v prostiedi B-R pufru pH 2 az 12 s krokem po dvou jednotkach pH.

V zéavislosti na zvySujicim se pH je zObr. 4.1.1 patrné, Ze se piky posouvaji
po potencidlové ose smérem doleva. Z tohoto diivodu byly pozménény podminky meéfeni
u pH 10 a 12 a to konkrétn¢ zmenseni potencidlového okna. Pocatecni potencial byl u vSech
pH stejny, -200 mV. Kone¢ny potencidl u pH 10 byl nastaven na 1100 mV a u pH 12

na 1000 mV. Rychlost m&feni byla nastavena na 100 mV-s™.

U pH 4 a 6 je mozné sledovat déleni hlavniho piku, vznika zde meziprodukt, protoze
dochazi k protonizaci sulfamethizolu. VySka piku zlstava prakticky konstantni v celém

rozsahu pH.

/[mA]
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Obr. 4.1.1 Cyklické voltamogramy sulfamethizolu o koncentraci 110 mol-I"' pro rozmezi

pH 2 az 12. Mé&feno na elektrodé¢ ze skelného uhliku.
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4.1.2 Pasivace elektrody

Pro urceni opakovatelnosti méfeni byly zméfeny série 10 méfeni pfi pH 2, 6 a 12 roztoku
sulfamethizolu o koncentraci 1-10* mol-l'. Mezi kazdym dil¢im méfenim u kazdého
zpH byla elektroda ze skelného uhliku vylesténa na aluminé, aby se obnovil povrch

elektrody. Cyklicky voltamogram tohoto méteni je na Obr. 4.1.5.

Pasivace elektrody ze skelného uhliku byla rovnézZ sledovana piti pH 2, 6 a 12 zakladniho
elektrolytu. Bylo provedeno 15 za sebou jdoucich méteni bez CiSténi elektrody. Byl opét
pouzit roztok sulfamethizolu o koncentraci 1-10™ mol-1". Mezi jednotlivymi mé&fenimi byl
roztok 10 s michan a poté byl jesté 5 s pfed méfenim nechén v klidu, aby byl dostate¢né
zajistén transport analytu k povrchu elektrody. Cyklické voltamogramy téchto méfeni jsou

na Obr. 4.1.2 pro pH 2, na Obr. 4.1.3 pro pH 6 a na Obr. 4.1.4 pro pH 12.

Proudova odezva v zavislosti na zvySujicim se poctu méfeni nejprve strmé klesala,
ale zhruba u devatého méfeni se zacala proudova odezva ustavovat a dalsi pokles byl mirng;jsi.

U pH 2, 6 112 dochazelo k posunu piku vpravo a relativni pokles piku byl zhruba 20-25 %.

Poslednim méfenim za pouziti cyklické voltametrie byl pokus, zda by se lesténi elektrody
na alumin¢ nedalo nahradit ponofenim a zamichanim pasivované elektrody v kadince
s acetonem, ve kterém se sulfamethizol dobfe rozpousti. Behem meétfeni za pomoci acetonu
vSak k pasivaci dochazelo. Byla vyzkousena i jina doba ponofeni a michani s elektrodou
v acetonu v rozmezi od 13 s do 60 s, ktera ale nepiinesla jiny vysledek. K pasivaci dochazelo
bez ohledu na dobu ponoieni elektrody v acetonu. Cyklicky voltamogram vlivu ponofeni
a zamichani elektrodou v kadince sacetonem je na Obr. 4.1.5. U pokusu s acetonem
dochéazelo k ustaleni pasivace, ale k tomu dochdzelo i pfi méfeni 15 cykli bez pouziti

aluminy.
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Obr. 4.1.2 Cyklicky voltamogram sulfamethizolu o koncentraci 1-10™* mol-1" v prosttedi

B-R pufru pH 2. Bez lesténi elektrody na aluming, 15 po sob¢ jdoucich cykli.
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Obr. 4.1.3 Cyklicky voltamogram sulfamethizolu o koncentraci 1-10™ mol-1" v prostedi

B-R pufru pH 6. Bez lesténi elektrody na aluming, 15 po sobé jdoucich cykli.
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Obr. 4.1.4 Cyklicky voltamogram sulfamethizolu o koncentraci 1-10™* mol-1" v prosttedi

B-R pufru pH 12. Bez lesténi elektrody na aluming, 15 po sob¢ jdoucich cykli.
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Obr. 4.1.5 Cyklické voltamogramy sulfamethizolu o koncentraci 1-10* mol-I" v prostiedi
B-R pufru pH 6. Obrazek vlevo znazoriiuje meéteni s elektrodou lesténou pied kazdym
méfenim na aluming. Obrazek vpravo znazoriiuje méfeni s elektrodou ponofenou do acetonu

pred kazdym métenim.
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4.2 Amperometrické méreni
4.2.1 Amperometrické metody

Pomoci prutokové injekéni analyzy s riznymi metodami amperometrické detekce byla
sledovana pasivace elektrody ze skelného uhliku pii méfeni roztoku sulfamethizolu
o koncentraci 1-10* mol-I" a bylo sledovano, jaky bude vliv pouzité metody na miru
pasivace. Bylo méfeno v prostiedi o pH 2, 4, 6, 8, 10 a 12 a provadéno 10 opakovanych

nastiiki.

Pouzivand amperometrickd detekce zahrnovala c¢tyfi metody. Jednalo se o metodu
,Hradby“, kdy se vzdy nastaveny méfici potencidl stiidal snulovym potencidlem
na elektrod¢, dalsi metodou byly ,,Schody “, kdy bylo vlozeno na elektrodu n€kolik po sobé
jdoucich méticich potencialti, které se neprokladaly nulovou hodnotou a posledni metodou
byly ,, Mrakodrapy “, u kterych se n€kolik stejnych po sobé jdoucich méficich potenciala jako
u predchozi metody prokladaly nulovou hodnotou potencidlu vzdy po kazdém potencialu
zvlast. Ctvrtou metodou byla klasicka amperometrie, pro kterou byl konkrétni vhodny
potencial pro méfeni pii urCitém pH vybran po vyneseni hydrodynamickych voltamogramu
z metod Hradby, Schody a Mrakodrapy. U pH 2, 4, 6 a 8 byl zvolen potencial 1,3V,
u pH 10 byl zvolen potencial 1,2V a u pH 12 potencial o velikosti 1,1V. Délka pulzu u vSech
¢tyf metod byla 100 ms.

Na Obr. 4.2.1 je znazornén graf metody Hradby v prostiedi pH 6. Na Obr. 4.2.2 je graf
metody Schody v prostiedi pH 6. Obr. 4.2.3 znazorfiuje metody Mrakodrapy v prostiedi pH 6.
Graf klasické amperometrie v prostiedi pH 6 je na Obr. 4.2.4. Grafy metod Schody
a Mrakodrapy, které byly méfeny s n¢kolika riznymi potencidly, obsahuji vice nez jednu
kiivku, coZ je zplsobeno tim, Ze je kazd4 jednotlivd kiivka vynaSena jen z jednoho
potencidlu. Na grafech téchto dvou metod je vidét, ze se zvySujicim se potencidlem roste
vyska piku i velikost pozadi a u jednotlivych potenciall je ziejma pasivace a tudiz i zmenSeni
pikl. ZvySujici se pozadi je zpisobeno rozkladem zdkladniho elektrolytu. Piky metody
Mrakodrapy jsou mensi nez u metody Hradby a nejsou zcela symetrické, coz je zplisobeno

niz§im poctem bod na pik.
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Béhem méfeni klasické amperometrie dochazelo k vyrazné vétsi pasivaci nez u pulznich
amperometrickych metod. Pfi porovnani potencialt o velikosti 1,3 V metod Hradby, Schody
a Mrakodrapy z grafi je ziejmé, Ze k nejmensi pasivaci dochdzelo béhem méfeni metodou

Hradby. Z toho vyplyva, ze vyuziti pulznich amperometrickych metod zptisobilo snizeni
pasivace elektrody.

Z Tab. 4.2.1 lze vycist, Zze u klasické amperometrie se pii zvysujicim se pH sniZzovala

pasivace, ale ne natolik, aby se dalo fici, Ze nedochdzi k pasivaci. Vyjimkou je pH 12, kde byl

relativni pokles velikosti pikil, coz je pravdépodobné zplisobeno tim, ze byl métici potencial
(1,3 V) na elektrodu vkladan pouze po omezenou dobu. U metody Schody dochézelo k velké
pasivaci, coz dokazuji 1 vysoké hodnoty relativniho poklesu velikosti pikii. U nékterych pH
se hodnota relativniho poklesu ptiblizovala hodnotam u klasické amperometrie. U metody

Mrakodrapy byl zaznamenan vyssi relativni pokles neZ u metod Hradby.

Po proméfeni vSech vySe zminénych pH u vSech metod a po prostudovani vsech
namétenych dat a vynesenych grafli, byla vybrana k dalSimu méfeni metoda Hradby a jako

optimalni pH bylo zvoleno pH 6, pti kterém béhem méteni u metody Hradby dochazelo témér

k nejmensi pasivaci a u kterého byly piky nejvyssi.
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Obr. 4.2.1 Graf méfeni roztoku sulfamethizolu o koncentraci 1-10™ mol-1" metodou Hradby

na elektrodé ze skelného uhliku, velikost méticiho potencialu 1,3 V. Nosny roztok je B-R pufr
pH 6.
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Obr. 4.2.2 Graf méfeni roztoku sulfamethizolu o koncentraci 1-10* mol-I" metodou Schody

na elektrodé ze skelného uhliku. Velikost m

Ywr 7

€ric1

h potenciali je 0,8 V az 1,5 V, které jsou

v grafu znazornény vzestupné. Zvyraznéné piky jsou pii £=1,3 V. Nosny roztok je B-R pufr

pH 6.
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Obr. 4.2.3 Graf méfeni roztoku sulfamethizolu o koncentraci 1-10* mol-I" metodou

Mrakodrapy na elektrodé ze skelného uhliku. Velikost méficich potenciala je 0,8 Vaz 1,5V,

které jsou v grafu znazornény vzestupné. Zvyraznéné piky jsou pii E=1,3 V. Nosny roztok je

B-R pufr pH 6.
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Obr. 4.2.4 Graf méfeni roztoku sulfamethizolu o koncentraci 1-10% mol-1" klasickou

amperometrii na elektrodé ze skelného uhliku, velikost méficiho potencidlu je 1,3 V. Nosny

roztok je B-R pufr pH 6.

Tab. 4.2.1 Hodnoty relativniho poklesu a relativni smérodatné odchylky pro metody Hradby,

Mrakodrapy, Schody a klasickou amperometrii v prostfedi pH 6. Velikost sledovaného

potencialu byla 1,3 V, vyjimka byla u pH 10, kde byla velikost sledovaného potencialu

1,2 VaupH 12, kde byla velikost sledované¢ho potencialu 1,1 V.

Metody Hradby Mrakodrapy Schody Klasicka
amperometrie
pH Relativni | RSD | Relativni | RSD | Relativni | RSD | Relativni | RSD
pokles % pokles % pokles % pokles %
% % % %
2 7,64 3,48 13,26 5,74 43,70 16,26 93,97 122,37
4 32,73 13,18 28,31 10,57 85,49 5,04 91,14 79,96
6 11,25 4,35 10,71 4,33 59,45 33,95 81,91 59,24
8 7,72 2,80 21,49 3,43 36,78 15,18 65,45 42,08
10 14,73 6,67 28,28 11,73 28,82 10,49 51,37 20,77
12 20,35 7,27 26,46 10,40 28,79 11,51 -12,30 5,31
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4.2.2 Vliv doby vkladaného potencialu na elektrodu na pasivaci

U metody Hradby pfipH 6 bylo vyzkouseno, zda by se pasivace nedala zmensit zménou
nulového potencidlu vkladaného na elektrodu za nenulovou hodnotu. Byly tedy porovnany
hodnoty vysek piki u métfeni, kdy byl nastaven nulovy potencial, ktery se stiidal
s potencidlem o velikosti 1,3 V s hodnotami u méfeni, kdy byl nulovy potencial zaménén
za 0,4 V a 0,8 V. Pasivace se ale zvétSila, takze jako optimalni podminka zlstal stfidajici se

nulovy potencial s nenulovym potencialem s hodnotou 1,3V.

Dalsim pokusem, jak snizit pasivaci, byla zména doby potencidlii vkladanych na elektrodu.
Byla zvolena tfada ¢ast, konkrétn€ 25 ms, 45 ms, 60 ms, 150 ms, 300 ms, 450 ms, 600 ms,
750 ms, 900 ms a 1000 ms. Tyto jednotlivé ¢asy znazoriiuji dobu, po kterou byly stejné
dlouhy nulovy a nenulovy potencial vkladany na elektrodu. U vysokych casii potencialli

vkladanych na elektrodu byla zaznamenana vyssi pasivace elektrody nez u niz§ich Casi.

Na Obr. 4.2.5 je zobrazen zdznam doby vkladaného potencialu na elektrodu o velikosti
25 ms, jehoz relativni pokles je 40 %. Obr. 4.2.7 zobrazuje dobu 150 ms, pfi které dochéazelo
k relativnimu poklesu o néco mélo vyssi nez 40 %. Cas 900 ms, ktery je zobrazen
na Obr. 4.2.8, vykazoval relativni pokles okolo 60 %. Jako optimalni doba vkladané¢ho
potencialu na elektrodu byl vybran ¢as 60 ms, jehoz FIA zaznam je zobrazen na Obr. 4.2.6.

Relativni pokles velikosti pikli je u 60 ms zhruba 30 %.
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Obr. 4.2.5 Zména doby vkladanych potencidli ze 100 ms na 25 ms. Méfen byl roztok

sulfamethizolu o koncentraci 1-10 mol-1" metodou Hradby na elektrod& ze skelného uhliku.
Nosny roztok je B-R pufr pH 6.
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Obr. 4.2.6 Zména doby vkladanych potenciald ze 100 ms na 60 ms. Mécfen byl roztok

sulfamethizolu o koncentraci 1-10* mol-1" metodou Hradby na elektrodé ze skelného uhliku.
Nosny roztok je B-R puftr pH 6.
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Obr. 4.2.7 Zména doby vkladanych potenciald ze 100 ms na 150 ms. Méfen byl roztok

sulfamethizolu o koncentraci 1-10 mol-1" metodou Hradby na elektrod& ze skelného uhliku.
Nosny roztok je B-R pufr pH 6.
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Obr. 4.2.8 Zména doby vkladanych potencidli ze 100 ms na 900 ms. Méfen byl roztok

sulfamethizolu o koncentraci 1-10* mol-1" metodou Hradby na elektrodé ze skelného uhliku.
Nosny roztok je B-R puftr pH 6.
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4.2.3 Asymetrie pulzii

Dal$im parametrem, jehoz vliv na pasivaci byl testovan, je zména doby vlozeného
nulového potencialu na elektrodu oproti zvolenému potencidlu o velikosti 1,3 V, ktery byl
vkladan na elektrodu po dobu 60 ms u metody Hradby pti pH 6. Bylo zvoleno nékolik vyssich
i nizsich Cast, konkrétné 30 ms, 70 ms, 100 ms, 200 ms a 450 ms. Na Obr. 4.2.9 je zobrazen
zaznam sttidajiciho méticiho potencidlu o velikosti 1,3 V, ktery byl vkladan na elektrodu
po dobu 60 ms a nulovy potencial, ktery byl na elektrodu vkladan po dobu 30 ms.
Na Obr. 4.2.10 je zobrazen zdznam, kdy byl potencial o velikosti 1,3 V vkladan na elektrodu
po dobu 60 ms a nulovy potencidl po dobu 70 ms. Na Obr. 4.2.11 je zndzornén zdznam, ktery

byl méfen méticim potencidlem 1,3 V po dobu 60 ms a nulovym potencidlem po dobu
100 ms.

S ménici se dobou vklddaného nulového potencidlu na elektrodu nedochazelo k zadnym
veétsim zmeéndm u pasivace. U vSech vySe zminénych ¢asti dochazelo k relativnimu poklesu

velikosti piki okolo 30 %. Zména doby u nulového potencidlu tudiZ neméla Zzaddny vliv
na pasivaci elektrody.
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Obr. 4.2.9 Asymetrie pulzli méfena metodou Hradby. Méfen byl roztok sulfamethizolu

o koncentraci 1-10® mol-1" v nosném roztoku B-R pufru pH 6. Pulz 1,3 V (60 ms)/0 V
(30 ms).
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Obr. 4.2.10 Asymetrie pulzii méfena metodou Hradby. Méfen byl roztok sulfamethizolu
o koncentraci 1-10* mol-1" v nosném roztoku B-R pufru pH 6. Pulz 1,3 V (60 ms)/0 V
(70 ms).
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Obr. 4.2.11 Asymetrie pulzli méfena metodou Hradby. Métfen byl roztok sulfamethizolu
o koncentraci 1-10® mol-1" v nosném roztoku B-R pufru pH 6. Pulz 1,3 V (60 ms)/0 V
(100 ms).

30



4.3 Kalibracni zavislost

Pro ovéfeni vyuzitelnosti pulzni amperometrie byla zméfena koncentracni zavislost
za optimalnich podminek, tj. metoda Hradby s méticim potencidlem o velikosti 1,3 V, ktery
se sttidal po 60 ms s nulovym potencidlem. Nosny roztok mél pH 6. Tyto podminky byly
vybrany z divodu nejmensi pasivace a nejvétsiho signalu. Byly zméfeny koncentrace roztoku
sulfamethizolu od 1:10° mol-I" do 1:10° mol-I', v kazdém koncentraénim fadu bylo

zméteno vzdy pét hodnot.

Z Obr. 4.3.1 je patrné, ze kalibracni zavislost neni po celé své délce linearni. Lineéarni je
vrozsahu koncentraci 2:10° mol'I" az 1-10* mol'l’, tato &ast zavislosti je ukézana
na Obr. 4.3.2. Dosazend mez detekce je 5,8-10° mol'l' a mez stanovitelnosti je
1,9:10° mol-I". Vysledky kalibratni zavislosti jsou uvedeny v Tab. 4.3.1. Koeficient

determinace ma hodnotu 0,9877, coz neni zcela vyhovujici hodnota.

/+10° [A]

¢+ 10™ [molel]
Obr. 4.3.1 Kalibraéni zavislost sulfamethizolu pro koncentrace 2-10° az 1:10° mol-I",

Nosny roztok je B-R pufr pH 6. Méteno metodou Hradby na elektrodé ze skelného uhliku.
Pulz 1,3 V (60 ms)/0 V (60 ms).
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Obr.4.3.2 Kalibra¢ni zavislost sulfamethizolu pro koncentrace 2-10° az 1-10* mol-1".

Nosny roztok je B-R pufr pH 6. Méfeno metodou Hradby na elektrodé ze skelného uhliku.
Pulz 1,3 V (60 ms)/0 V (60 ms).

Tab. 4.3.1 Parametry kalibra¢ni zavislosti méfeni sulfamethizolu.

Koncentracni rozmezi Smérnice Usek [A] R’
[mol-1"] [A-mol 1]
2:10°-1-10" 0,124 1,96-10° 0,9877
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5 Zavér

Byla sledovana pasivace elektrody ze skelného uhliku sulfamethizolem pomoci cyklické

voltametrie, klasické amperometrie a tfech riznych metod pulzni amperometrie.

Béhem méfeni 15 po sobé jdoucich cykli cyklickou voltametrii v prostfedi pH 2, 6 a 12
bez lesténi na alumin€é dochdzelo k pasivaci elektrody. Relativni pokles velikosti pikti byl
u vSech tti pH okolo 20-25 %, coz je vyrazné¢ méné oproti klasické amperometrii, kde
relativni pokles piesahoval 50 %. Nizsi relativni pokles u cyklické voltametrie oproti klasické

amperometrii mize byt zpisoben zpétnym skenem, ktery elektrodu trochu cistil.

Pulzni amperometrické metody povétSinou pasivaci snizovaly v porovnani s cyklickou
voltametrii a klasickou amperometrii. Vyjimkou je metoda Schody, kterd vykazovala vyssi
relativni pokles pikQl nez cyklicka voltametrie. Metody Schody a Mrakodrapy maji
tu nevyhodu, Ze se na elektrodu vklada vice potencialli po sobé€, vCetné vysSich potenciali.
Metoda Hradby byla nastavena tak, Ze se na elektrodu vkladal pouze jen méfici potencial,
ktery se stfidal s nulovym potencialem, a tudiz byl na elektrodu vkladan méfici potencial
po kratsi dobu nez u dalSich dvou pulznich amperometrickych metod, cozZ mohlo zplsobit

mensi pasivaci u metody Hradby.

Jako optimalni podminky pro méteni byla zvolena metoda Hradby v prostiedi B-R pufru
o pH 6, méfici potencial mél velikost 1,3 V a stejné¢ jako nulovy potencial byl vkladan
na elektrodu po dobu 60 ms. Za téchto podminek byla proméfena kalibracni zavislost
v rozmezi koncentraci od 1-10° mol-I" do 1:10° mol'I"", p¥icemz v kazdém koncentraénim
tadu bylo zméfeno vzdy pé&t hodnot. Dosazena mez detekce je 5,8:10° moll"' a mez

stanovitelnosti je 1,9-10° mol 1™,

V diive popsané praci, kde byl vzorek sulfamethizolu sledovan pomoci HPLC
s amperometrickou detekci na uhlikové pastové elektrodé byla nalezena mez detekce
0,34:10° mol-1".[26] Omezeni miry pasivace elektrody je tedy, na druhou stranu,

doprovazeno zvySenim meze detekce ptiblizné o jeden fad.
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