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SOUHRN

Predlozena disertacni prace se zabyva aplikaci miniaturizovanych uhlikovych elektrod v
elektroanalytickych metodach realizovanych v prutoku. Teoreticka cCast se zabyva
elektrodovymi materialy na bazi uhliku, zejména mikroelektrodami z uhlikového vlakna a
mikrotuhy, coz je nahradni elektrodovy material, ktery je v soucasnosti popularni diky nizké
cené a dobrym analytickym vlastnostem. Pro uvedené materialy je podan prehled soucasné
literatury o jejich vyuziti v analytické elektrochemii. Déle jsou v teoretické ¢asti prace popsany
metody analyzy v proudicich kapalinach s elektrochemickou detekci, diskutovana je kapalinova
chromatografie, elektroforéza a amperometrie v pritoku vyuzivajici mikrodialyzu jako
vzorkovaci techniku. Experimentalni ¢ast prace popisuje konstrukci elektrochemickych
detektort vyuzivajicich jako pracovni elektrody uhlikové vlaknové mikroelektrody a mikrotuhu
o pruméru 0,2 mm, ktera je nejtenci bézné€ dostupna na trhu (Pentel AinStein). Vyvinuté

detektory s vlaknovymi elektrodami byly aplikovany:

1. Jako neenzymatické glukosové senzory, piicemz uhlikové vlakno bylo opatfeno
vrstvou materialu na bazi niklu resp. slitiny médi a niklu. Detektory dosahovaly
velmi vysoké citlivosti pfi amperometrii v michaném roztoku a byly pouzitelné i v
nastfikové prutokové analyze.

2. 'V kapilami elektroforéze, byla demonstrovana aplikovatelnost pfi stanoveni dvou
fenolickych kyselin (ferulové a gallové)

3. Pro automatizovanou analyzu snadno oxidovatelnych latek v pivu ve spojeni s
mikrodialyzou. Vysledky uspokojivé korelovaly se standardni Kanedovou metodou

vyuzivajici DPPH

Detektor s mikrotuhou byl testovan pii HPLC analyze setu osmi antipsychotickych 1é¢iv,

detekcni vlastnosti mikrotuhy umoznily analyzu realnych vzorka krevni plasmy pacientt.



SUMMARY

The submitted dissertation deals with the application of miniaturized carbon electrodes in
electroanalytical methods realized in flowing streams. The theoretical part deals with carbon-
based electrode materials, in particular carbon fiber microelectrodes and miniature pencil lead,
an alternative electrode material that is currently popular due to its low cost and good analytical
properties. For these materials, a review of the current literature on their use in analytical
electrochemistry is given. In addition, the theoretical part of the work describes methods of
analyses in flowing streams featuring electrochemical detection - liquid chromatography,
electrophoresis and flow amperometry utilising microdialysis as a sampling technique are
discussed. The experimental part of the thesis describes the design of electrochemical detectors
using as working electrodes the carbon fiber microelectrodes and a 0,2 mm diameter micro

pencil lead, which is the thinnest commercially available (Pentel AinStein).
The developed detectors with carbon fiber microelectrodes have been applied:

1. As non-enzymatic glucose sensors, where the carbon fibre was coated with a
layer of nickel-based material or a copper-nickel alloy. The detectors
achieved very high sensitivity in stirred solution amperometry and were also
applicable in flow injection analysis.

2. In capillary electrophoresis, applicability in the determination of two
phenolic acids (ferulic and gallic) was demonstrated.

3. For automated analysis of easily oxidisable substances in beer in conjunction
with microdialysis. The results correlated satisfactorily with the standard

Kaneda method using DPPH.

The pencil microlead detector was tested in the HPLC analysis of a set of eight antipsychotic
drugs; the detection properties of the micro pencil lead allowed the analysis of real patients’

blood plasma samples.
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1 UVOD

Technicky pokrok umoziuje realizaci elektronickych zafizeni bézné potieby (pocitace,
telefony, aj.), které jsou miniaturizovany, nebo jsou stale vykonnéjsi bez zvétSovani jejich
rozmérd. Podobné moznosti se oteviraji i v dalSich oblastech a chemicka instrumentace
nezustava stranou. Analyticka chemie mize dale tézit z pokroku v mikroobrabéni a jinych
zpusobech vyroby malych objektt pro tvorbu pfistroju typu ,,laboratof na Cipu®. Je potieba mit
1 prosttedky pro kontrolu systému a sbér dat. K tomu je idealni mit, pokud mozno, poméerné
jednoduchou, malou a levnou fidici elektroniku. V dobé vSudypiitomnych chytrych telefont
neni ani potieba vytvaret zcela nova zafizeni. Dokonce i nejlevnéjsi modely telefont obsahu;i
uz z vyroby celou fadu senzoru, jako jsou akcelerometry, ¢idla vzdalenosti a kameru. Dale
komunika¢ni moduly pro spojeni pomoci sit€ Wi-Fi, samoziejmé& mikrofon, reproduktor, audio
vystup pro sluchatka a port typu USB. Castym operaénim systémem levngjsich telefond je
Android a pro nadsené a zkuSené uzivatele jsou dostupné nastroje pro tvorbu vlastnich aplikaci.
To vSe dohromady nam poskytuje rozsahlé pole moznosti konstrukce nebo vylepseni malych

analytickych zafizeni.

Kli¢ovou komponentou v takovychto miniaturnich ,laboratofich® jsou ovSem senzory,
slouzici jako detektory poskytujici vlastni analytickou informaci. Zde narazime hned na nékolik
obtizi. Jednou z nich je velice komplikované nebo dokonce nemozné zmenSeni nékterych
detekCnich technik, jako jsou jinak vyborné hmotnostni spektrometry. V jiném piipad€ neni
zmenSeni pfistroje problém, nebo je dokonce velice jednoduché, ale utrpi nékteré analytické
vlastnosti. Typicky je to ztrata citlivosti fotometrickych detektord kvuli velmi kratké optické
draze v mikrofluidnich zafizenich. Nastésti existuje jesté dalsi varianta, a tou je elektrochemie.
V rutinnich separacnich technikach lehce opomijena a mezi studenty nepfili§ oblibend, avsak
dovolujici beze ztraty citlivosti zmensovat detekéni elektrody, vcetné potiebnych

doprovodnych elektronickych zatizeni.

Cilem predlozené dizertacni prace bylo prozkoumat vyuziti miniaturnich uhlikovych
elektrod v pratokovych systémech. Za timto ucelem byly piipraveny elektrody z uhlikového
vlakna a také z nejtenéi dostupné mikrotuhy (primér 0,2 mm). Ukolem bylo zkonstruovat
detek¢ni cely pro oba typy elektrod a vyzkouset jejich moznosti v raznych pratocnych

analytickych systémech. Uhlikové vlaknové elektrody byly vyuzity pfi detekci glukosy, jak v



konvenénim amperometrickém uspofadani, tak v pratokové vstiikovaci analyze. Probéhly
pokusy aplikovat detektor s uhlikovym vldknem v kapilarni elektroforéze. Detektor na bazi
uhlikového vlakna byl dale aplikovan pfi stanoveni celkového obsahu snadno oxidovatelnych
latek v pivu. Pro tento ucel byl sestaven automaticky vzorkovaci systém, vyuzivajici
mikrodialyzu k precisténi méfenych vzorkud piva pro naslednou amperometrickou detekci. Dale
byl zkonstruovan detektor zalozeny na mikrotuhové elektrod€ a jeho uplatnéni bylo ovéfeno ve

spojeni s kapalinovou chromatografii pfi stanoveni antipsychotickych 1é¢iv v krevni plasmé.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Mikroelektrody

Vzhledem k miniaturizaci instrumentace dochéazi i1 k miniaturiazaci elektrochemickych
detekénich cel a elektrod v nich obsazenych, zejména pracovni elektrody. ZmenSovani rozméra
elektrod pifinasi obtize v podobé hor§i manipulace s nimi. Na druhou stranu dochazi
k vyraznému zlepSeni né€kterych jejich vlastnosti. Mensi elektrody maji nizsi elektrickou
kapacitu a stim souvisi i menS$i nabijeci proudy pii aplikaci, nebo zménach pracovniho
potencialu. Dusledkem je pak rychlejsi ustaleni zakladni linie a lepsi pomér signalu ku Sumu.
Pokud se néktery z rozméra elektrody dostane do fadu jednotek az desitek mikrometrti, vznika
tzv. mikroelektroda. Vyznamnou vlastnosti mikroelektrod je jejich vysoka relativni citlivost.
Duivodem je specialni mod transportu elektroaktivni latek z roztoku k povrchu elektrody. Pokud
probiha elektrodova reakce v nemichaném roztoku, je za dopravu latky k elektrodé zodpovédna
diftize. RozliSujeme dvé formy difuze a to planarni a radialni, z nihz radialni difuze je schopna
dodavat vétsi mnozstvi latky k elektrodé. Radialni difuze se projevuje pouze tehdy, pokud je
rozmér aktivni casti elektrody mensi nez tloustka difuzni vrstvy. Tuto podminku
mikroelektrody spliiuji a proto je u nich radialni difize dominantni. Existuji 1 soustavy
oddélenych mikroelektrod zvané mikroelektrodova pole. Signal takovych poli se lisi
v zavislosti na vzajemné vzdalenosti elektrod a prekryvu jejich difuznich vrstev [1].

Malé rozméry mikroelektrod umoziiuji jejich umisténi do elektrochemickych cel nepatrnych
rozméra, méfeni piimo ve vystupnich kapilarach kapalinovych chromatografti, elektroforéz,
nebo v zivé tkani. Pfiprava mikroelektrod a mikroelektrodovych poli muze byt pomérné
jednoducha s pouzitim tfeba kovovych nebo uhlikovych vlaken. Nebo je mozné pozadovaného
vysledku dosahnout technikami mikroobrabéni a mikrofabrikace, pfipadné¢ kombinaci vSech
uvedenych zpusobu [2, 3]. Starsi piehledové ¢lanky o miniaturizovanych elektroanalytickych
zafizenich jsou dilem J. Wanga [4, 5].

Prakticky libovolny material vhodny pro konstrukci makroelektrod muaze byt pouzity i pro
mikroelektrody. Z divodu zaméfeni piedkladané prace se dale budeme zabyvat hlavné

miniaturnimi elektrodami a mikroelektrodami na bazi uhliku.



2.2 Uhlikova vlakna a jejich vyuziti pro konstrukci

mikroelektrod

Uhlikové vlakno je material, pramyslové vyrabény fizenou karbonizaci nékterych
polymernich vlaken, jak pfirodniho, tak syntetického ptivodu. Nejcast€jSimi prekurzory jsou
viskoza, dehet a polyakrylonitril, pfiCemz v soucasnosti nejbéznéjsi jsou uhlikova vlakna
vyrobena z polyakrylonitrilového prekurzoru (Obr. 1). Uhlikova vlakna se beéhem pul stoleti
vyvinula z kuriozity v bézny a cenové dostupny material. Disponuji dobrym pomeérem pevnosti
v tahu k hmotnosti a tim jsou jako stvorena k vyrobé dila pro letecky a vojensky pramysl, ale
také sportovniho vybaveni, nebo modelti. Vlakna sama o sob&é maji malé uplatnéni - nemaji
dostatecnou tuhost. Daleko vétsi vyuziti maji kompozitni materidly. Kompozity se vyrabéji
smisenim bud’ dlouhych uhlikovych vlaken nebo vlaken nasekanych na kratké kousky, ptipadné

uhlikové tkaniny s polymernimi pojivy, jako jsou epoxidové a polyesterové pryskyftice.

Obr. 1: SEM snimek uhlikového vidkna bez dodatecnych viprav.

2.2.1 Vyroba uhlikového vlikna

Kofeny prumyslové vyroby uhlikovych vlaken sahaji do pocatku druhé poloviny dvacatého
stoleti, kdy R. Bacon pfipravil a popsal grafitova vlakna s dobrymi mechanickymi
vlastnostmi [6]. Objev byl ucinén pfi pokusu o stanoveni trojného bodu grafitu. V atmosfére
argonu o tlaku okolo 0,9 MPa byl zazehnut stejnosmérny elektricky oblouk mezi grafitovou

tyCinkou a grafitovym blokem. Pfi snizeni tlaku odpateny grafit zkondenzoval a na grafitovém
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bloku utvofil depozit podobny krapniku. Pfi jeho odlomeni a rozbiti si Bacon v§iml, ze obsahuje
vlakna délky az 3 cm a sily v jednotkach mikrometr(i. Vnitini struktura vlaken byla tvorena
listy grafitu stocenymi do svitkd nebo trubicek. Méfeni mechanickych vlastnosti ukazalo, ze
vlakna maji dobrou pruznost v ohybu a vysokou pevnost v tahu a vysoky modul pruznosti v

tahu. Tento zptsob vyroby vlaken je malo produktivni a velmi nakladny.

Jak jiz bylo zminéno, praktickym zplsobem vyroby uhlikovych vlaken je karbonizace
vlaken vyrobenych z materialli jako je viskoza, dehet nebo polyakrylonitril a dalSich. Uhlikova
vlakna pripravena zriznych vychozich surovin se mohou svymi vlastnostmi a detaily
vyrobniho procesu velmi liSit, zakladni postup je vSak podobny. ZjednoduSené popsano,
vyrobni proces zahrnuje tyto kroky: Opatrna oxidace pfi teploté¢ 200-400 °C, prti teploté okolo
1600 °C probiha karbonizace za nepfistupu vzduchu a pfipadné grafitizace pti 3000 °C.
Prehledné pojednani o prekurzorech uhlikovych vlaken, jejich vyrobé a vlastnostech nabizi
E. Frank a kol. [7]. Vice o historii uhlikovych vlaken je k dispozici na webovych strankach

American Chemical Society [8].

2.2.2 Upravy povrchu uhlikovych mikroelektrod

Prvni prace o vyuziti uhlikovych vlaknovych mikroelektrod pro ucely elektroanalytické
chemie se objevily koncem sedmdesatych let 20. stoleti. Tyto prace se zaméfovaly na studium
katecholamint piimo v zivé tkani [9, 10]. Uhlikova vlakna jsou vhodny material pro uvedena
meéfeni, protoze maji tloustku v jednotkach az desitkach mikrometra a jsou biokompatibilni a

nezpusobuji tak vétsi poskozeni tkani. Jsou také dostatecné mechanicky a chemicky odolna.

Ve stejném obdobi, kdy se poprvé pouzila mikrovlakna k in vivo elektroanalyze, se pracuje
i na jejich charakterizaci a modifikaci povrchu za uUcelem vylepSeni elektroanalytickych
vlastnosti [11, 12]. Jde zejména o Upravy vedouci k potlaceni vlivu rusivych latek a zlepSeni
citlivosti. V pfipad€¢ in vivo méfeni hladiny dopaminu je interferujicim analytem zejména

kyselina askorbova.

Nejbéznéjsi modifikaci povrchu je elektrochemicka oxidace uhlikového vladkna. Je snadno
proveditelna a znatelné méni citlivost a selektivitu elektrody [13, 14]. Vysvétleni, jak
elektrooxidace ovliviiuje vlastnosti elektrody, bylo navrzeno na zakladé SEM snimku nativniho
vlakna a vlakna po rizném stupni elektrooxidace [15]. Uhlikové vlakno pouzité v uvedené praci
mélo ,,cibulovitou® strukturu. Pivodné pomérné hladka vnéjsi slupka uhlikového vlakna je po
oxidaci naruSena a odhaluji se vnitfni vrstvy, bohaté na hrany (,edge plane™) grafitického

uhliku. Dochazi tedy k odkryti reaktivnéj§i a morfologicky clenit€jsi struktury. Kromeé



odstranéni povrchové vrstvy vlakna dochazi pii elektrooxidaci 1 k zavedeni kyslikatych
funk¢nich. Podrobné se elektrooxidaci uhlikového vldkna zabyvali Roberts a kol. [16] a
Halouzka a kol., [17]. Prvni skupina aplikovala potencial cyklujici mezi -0,5 a 1,8 V (pokud
neni uvedeno jinak, jsou vSechny v této praci uvedené potencialy v elektrochemickych
meétenich vztazeny k Ag/AgCl referencni elektrod€) s frekvenci 10 Hz po dobu 5 min. Nasledné
meétreni Ramanovych spekter odhalilo zvySeny vyskyt kyslikatych skupin oproti nativnimu
vlaknu. Méfeni povrchu technikou AFM vsak neukazalo na vyznamné zvySeni drsnosti.
Z uvedenych zjisténi vyplyva, ze pii uprave elektrody , mirnym* elektrooxida¢nim procesem
nedochazi k rozpadu povrchu vldkna a podstata zlepSeni citlivosti na dopamin s nejveétsi

pravdépodobnosti spociva v jeho adsorpci na oxidovany povrch elektrody.

Druhd zminéna skupina [17] se zabyvala vlivem tvaru viny aplikovaného potencialu
(sinusoida/trojahelnik) v rozsahu 0-2,9 V s frekvenci 50 Hz. Potencial byl aplikovan po rizné
dlouhou dobu a byl sledovan odpovidajici elektricky proud. Charakteristicky pokles proudu po
asi 0,1 s byl pfisouzen rozpadu kompaktni povrchové vrstvy vlakna, nasledny opétovny nartst
proudu je zpusoben odkrytim reaktivnéjSich vrstev. Ramanova spektra ukazala vyskyt
hydroxylovych skupinv dob€ 0,1 s a v tomto ase méla elektroda i nejvyssi odezvu na dopamin.
S rostoucim Casem oxidace vlakna selektivita k dopaminu klesala soucasné s vyskytem
karboxylovych skupin a mé&feni SEM ukézala postupné ztenovani vlakna. Uprava elektrody
potencialovym programem se sinusovym prubéhem po dobu pouze 0,1 s se ukazala jako

nejlepsi pro detekci dopaminu.

Popsané metody elektrooxidace vlakna, v anglickém jazyce nazyvané electrochemical
pretreatment (ECP), maji jeste dalsi cil. Uplatni se efekt ztenceni vlakna pisobenim proudu a
pfi vhodném provedeni je mozné vytvorit na vlakné ostrou §pi¢ku. Takto tvarovana elektroda
je lepsi pro méteni in vivo, nez elektroda s tupym koncem [18]. Postup je v pfipadé velmi
kratkych vlaken pracny a obtizné kontrolovatelny. Vyrobené elektrody je navic poteba zbavit
chemikalii pouzitych v pracovnim roztoku (NaCl nebo H2CrO4). Zahroceni vldkna je mozné
docilit 1 ,,suchou cestou pii pouziti jiskrového vyboje [19, 20]. Pozadovaného vysledku se
dosahuje ve dvou krocich. V prvnim kroku se mezi vlakno a wolframovy hrot vlozi stfidavé
napéti 400-600 V a hrot se priblizi kolmo k vlaknu v misté, kde je potfeba vlakno oddélit,
typicky na délku 50 um. Pfi vz4jemné vzdalenosti hrotu a vlakna asi 10 pm preskoci jiskra a
po kratké dobé se vlakno v miste jiskry pretrhne. V druhém kroku se pouzije stejnosmerné
napéti 700-800 V a elektrody se piiblizi tak, aby se mezi nimi zazehl koronovy vyboj, ktery

opracuje konec vlakna do hrotitého tvaru.



Dosud bylo psano pouze o modifikacich samotného uhlikatého materialu vlakna. Nic ale
nebrani tomu, aby se vlakno stalo nosi¢em krycich vrstev, ¢astic kovii nebo enzyma. Pokryti
vlakna celistvym filmem ma opét ptuvod v in vivo méfenich dopaminu. Uplatnéni zde nalezl
fluorovany polymer firmy DuPont dodavany pod nazvem Nafion. Vytvofena vrstva je
propustna pro kationty, takze dopamin muze projit, zatimco aniontové latky jako kys.
askorbova ne [21-23]. Alternativou Nafionu je polypyrrol [24]. Lepsi selektivita polypyrrolem
modifikované elektrody je vykoupena delsi dobou odezvy elektrody [25].

Elektrody modifikované kovymi povlaky maji velky vyznam v elektroanalyze. Jako
vyznamné zastupce muzeme uvést zlato a jeho pouziti pfi analyze organickych sloucenin
obsahujicich siru [26, 27], dale arsenu nebo [28, 29] antimonu [30]. Platinové elektrody pro
detekci aminobifenyli a aminonaftalenti [31]. Médéné a niklové elektrody maji uplatnéni pii
detekci sacharida [32, 33]. Nelze zapomenout na, v nasich krajinach tradi¢ni, rtut’ a jeji dobré
vlastnosti pfi detekci redukovatelnych latek [34], ale pro toxicitu jejich sloucenin se od rtuti
upousti. Pouziti makroskopickych kovovych elektrod nemusi byt vyhodné pro vysokou cenu

materialu, nevhodné rozméry pro zvolenou aplikaci a podobné.

Nanaseni kovu na uhlikové vlakno muze probihat prostou elektrochemickou redukci
pozadovaného kovu zroztoku jeho soli, Casto za pfitomnosti aditiv, ovliviiyjicich tvar
kovovych mikrokrystald rostoucich na vlakné€. Tento postup byl vyuzit V. Halouzkou a kol.
[35] k pripravé mikroelektrody citlivé na peroxid vodiku, se stfibrnymi nanocasticemi jako
aktivni latkou a s vrstvou Nafionu ke stabilizaci elektrody a omezeni vlivu nezadoucich analyta.
Pokryti vlakna drobnymi krystalky ma jeden velky pfinos-podstatné narista plocha povrchu
dostupného pro elektrochemické reakce, ve srovnani s hladkym dratkem podobnych rozméra.
Pokud dostane povrch podobu nanostruktur, relativni citlivost takovéto elektrody muze dale
rast [36]. Odlisny zptsob pokovovani vliaken predstavil J. Suzuki a kol. [37]. V jejich provedeni
se vlakna pokryla hladkym filmem kovu (Au, Ag nebo Cu) metodou PVD (physical vapor
deposition) Tento proces probiha pod vakuem, kov odpareny za vysoké teploty z matetfského
materialu kondenzoval na uhlikové tkaniné. Za zminku stoji, ze cilem nebylo v tomto pfipadé
vytvoril senzor, ale material elektrody pro baterie. I rtut’ ma své misto v oblasti pokovenych
uhlikovych vlaken. Aby se co nejvice omezilo jeji mnozstvi, vyvinuly se techniky piipravy
tenkého filmu rtuti na vlakn€, nebo mikrodisku. Opét jde o elektroredukci rtuti z prislusné soli
a jsou dva pristupy. V ex situ verzi je nejprve vytvoren povlak rtuti a poté se elektroda presune
do méfici cely [38]. In situ varianta obsahuje rtutnatou sul jako soucast podptrného elektrolytu

[39].



Zajimavym zpusobem pfipravy vlaken s obsahem kovu je metoda elektrostatického
zvlaknovani. Prekurzorem je polyakrylonitril a acetylacetonat nikelnaty, oboji v roztoku
dimethylformamidu. Po zvlaknéni nasleduje tepelny program v kontrolované atmosféie pro
redukci Ni** na nano&astice niklu a karbonizaci vlakna. Autofi dale nepouzivali samotna vlakna,
ale pastu vzniklou smisenim vlaken s mineralnim olejem. Cilem bylo vytvofit neenzymaticky

senzor na glukosu nebo ethanol [40, 41].

Jako zastupce enzymatickych senzori uved'me elektrodu citlivou na acetylcholin. Na
uhlikové vlakno je v polymerni matrici inhibovana dvojice enzymu, acetylcholinesterasa a
cholinoxidasa. Podstatou méfeni je kaskdda enzymovych reakci na jejimz konci stoji peroxid
vodiku a ktery je detekovan amperometricky [42]. Z novéjsi doby pochazi senzor, kombinujici
témér vSechny vysSe uvedené techniky uprav vladkna. Na vldkno jsou postupné deponovany
porézni zlaté nanocastice, platinové nanocastice, nasleduje vrstva Nafionu. Po zaschnuti
nasleduje zafixovani glukosaoxidasy a laktatoxidasy na predchozi vrstvy. Finalni pokryti tvori
polyuretan a permselektivni vrstva z fenylendiaminu. Vysledkem je ¢idlo schopné soucasné

detekovat glukosu a kyselinu mlé¢nou in vivo [43].

2.3 Mikrotuha

Snadno dostupnou a levnou formou uhliku pro pfipravu elektrod jsou bézné tuhy vyuzivané
v psacich pottebach. Tuhy lze rozdélit do dvou kategorii, a to na klasické tuhy (typicky primér

2 mm) znamé z dievénych tuzek a mikrotuhy o sile 0,2-0,9 mm.

Klasické tuhy jsou vyrobeny ze smési jemné mletého grafitu a jilu nebo dalSich piisad. Smés
se za mokra dukladné promisi a po vylisovani piebyte¢né vody je protlacena matrici s otvorem
o prumeéru odpovidajicim vysledné tuze. Nasleduje suseni a vytvrzeni za vysokeé teploty, finalni
upravou byva napusténi tuhy olejem nebo voskem. Mikrotuhy uz nevystaci s keramickym
pojivem. K dosazeni uspokojivych mechanickych vlastnosti obsahuje tuha podil polymeru,
ktery po karbonizaci za vysoké teploty doda potiebnou odolnost vici zlomeni. Nejtensi
mikrotuhy maji nominalni primér 0,2 mm, nejcasteji pouzivana tloustka mikrotuhy pro bézné
psani a rysovani je 0,5 mm. SEM snimek tuhy tohoto typu je uveden na Obr. 2. Pouziti tuhy
z tuzky nebo grafitové tyCinky z baterie ¢i elektrické obloukové lampy jako uspokojivé
nahrazky specialnich, precizné ptipravenych, ale hife dostupnych elektrod, je zminéno v praci
z roku 1995. Tuha zde byla aplikovana jako elektroda pro abrazivni rozpoustéci voltametrii

[44]. Dalsi pouziti zahrnuje tuhu se rtutovym filmem, opét pro rozpoustéci voltametrii [45].
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Obr. 2: SEM snimky tuhy Pentel AinStein 0,2 mm. Vievo: prurez, vpravo: bocni sténa.

Tuhy se kromé& rozmért 1isi svym sloZenim, jak uz bylo uvedeno vyse. Kromé odstinu ¢erné
ma slozeni vliv i na elektrochemické chovani. Tuhy sily 0,5 mm a riznych tfid tvrdosti byly
testovani jako Cidlo pro analyzu DNA a RNA a detekci hybridizace DNA [46, 47]. Rozdily
v chovani tuh mohou byt pfisouzeny rizné struktufe povrchu a vlivu negrafitickych piisad
(polymery, jil). Dikladné se studiem vlastnosti mikrotuh zabyval R. Navratil a kol. [48].
Mikrotuhy s obsahem polymeru byly testovany cyklickou voltametriii na redoxni sondé
[Fe(CN)s]*/*. Tuhy byly upraveny tak, aby v kontaktu s elektrolytem bylo pouze &elo tuhy,
nebo bocni sténa. Z namérfenych dat vyplyva, ze sténa tuhy ma daleko lepsi schopnost prenosu
naboje oproti Celu a to 1 pokud byla povrchova vrstva bo¢ni stény opatrné odstranéna brusnym
papirem. Dalsi studium technikou SEM odhalilo riznou kvalitu povrchu tuhy (hladky, podélné
brazdy). Vétsi priblizeni umoznilo nahlédnout na detailni strukturu. Vyskytuji se zde listky
grafitu, nebo malé Castice na amorfnim pozadi. Chemické slozeni podle EDX a XPS potvrzuje
vyskyt uhliku, oxidy kfemiku-pravdépodobné pozistatek silikonového oleje pouzitého pfi
vyrobé tuhy. V piipadé tuhy neobsahujici polymer se objevily signaly hliniku, sodiku a
vapniku, prozrazujici pouziti jilového pojiva. Ve vSech piipadech vykazoval uhlik jen velmi

maly stupeni oxidace.

Pro aplnost uved'me, ze uz o nékolik let dfive se J. Kariuki [49] podrobné zabyval studiem
tuhy s obsahem jilu, tedy bézné dievéné tuzky, a jejimu srovnani se skelnym uhlikem a vysoce
orientovanym pyrolytickym grafitem. Tuzka byla ostrouhana obvyklym zplisobem a bez

dalSich uprav podrobena meéfeni. Z cyklické voltametrie nékolika modelovych redoxnich



systému vyplynulo, ze tuha dosahuje podobné rychlosti pfenosu naboje jako skelny uhlik a

muze tedy slouzit jako levngjsi alternativa k uslechtilej§im uhlikovym materialt.

Na rozdil od uhlikovych vlaken, ma tuha dobré elektrochemické vlastnosti uz z vyroby a lze
ji rovnou pouzit k méfeni. Jako piiklad mize byt pratocna cela pro méfeni celkové antioxidacni
kapacity ¢aju [50], méfeni hladiny paracetamolu v krevnim séru v cele o malém objemu (15 pl)
[51], vysoce ucinny detektor oxidovatelnych latek po HPLC separaci [52], pro detekci nizkych
koncentraci kyseliny chlorogenové v moc¢i [53]. Zafizeni typu ,laboratof ve stiikacce
vyuzivalo tuhu ve dvou provedenich - holou a pokrytou Nafionem, pro méfeni dopaminu

v mozkomi§nim moku mysi [54].

V posledni uvedené praci se setkavame s tuhou, ktera je pokryta funkéni vrstvou. Stejné jako
u uhlikovych vlaknovych elektrod, neni zadnych piekazek tvofit elektrody z tuhy vylepsené o
dalsi materialy. Motivace a zpusoby piipravy jsou obdobné. Jako zastupce lze predstavit
nanojehlicky oxidu cini¢itého, pfipravené ex situ. Po smiseni s Nafionem jsou naneseny na
mikrotuhu s cilem vytvofit senzor na arsen [55]. Elektrodeponovana vrstva niklu, ktera je
nasledné oxidovana na aktivni formu hydroxidu-oxidu niklu. Hotova elektroda byla pouzita pro
elektrooxidaci glycerolu, ethanolu a methanolu [56]. Pro stanoveni bisfenolu A a bisfenolu
S byl na tuhu nanesen povlak z 1,3,5-triformylfloroglucinolu a 2,6-diaminoanthrachinonu.
Vznikla tak vodiva vrstva schopna adsorbovat aromatické latky [57]. I jiné formy uhliku jako
grafen nebo uhlikové nanotrubicky mohou byt pouzity k vylepsSeni vlastnosti tuhy. Jako tfeba
mnohovrstevnaty senzor pokryty Nafionem s obsahem nanotrubi¢ek, na které je dale
elektrodeponovan bismut. Hotovy senzor ma uplatnéni v detekci olovnatych a kademnatych
iontd [58]. Existuji i imunosenzory na zakladé tuhy, jako je senzor schopny méfit hladinu
protilatek proti toxinu bakterie Corynebacterium diphtheriae, zpusobujici zaskrt [59]. Pro
detekci glukosy v pratokovém systému byl sestrojen i senzor, ktery pro dosazeni dobrych
vlastnosti kombinuje pii své vyrobé€ elektrochemickou aktivaci tuhy, poté elektrodepozici
kvantovych teCek ZnS-CdS, na které je posléze navazana glukosaoxidasa prostfednictvim
chitosanu [60]. Tuha maze byt i aktivni Casti integrovaného senzoru. Byla zainkorporovana do

keramické desticky obsahujici pomocnou a referencni elektrodu vytvorenou sitotiskem [48].
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2.4 Elektrochemicka detekce v separac¢nich technikach

2.4.1 Kapalinova chromatografie a elektrochemicka detekce
Kapalinova chromatografie je pravdépodobné nejroz§ifenéjsi separacni metodou pro
analyzu kapalnych vzorkd. Podobné jako u jinych technologii jsou i zde snahy o zmensSeni

pouzivané instrumentace, pfi zachovani, nebo dokonce zlepSeni pozadovanych vlastnosti.

Miniaturizace v této oblasti pfindsi zajimava technickd feSeni pro témér kazdy modul
kapalinového chromatografu. ZvySuji se naroky na pumpy dodéavajici mobilni fazi, protoze je
potieba pracovat za velmi vysokych tlakii (az stovek MPa) a soucasné spolehlivé udrzovat i
velice nizké priitoky mobilni fize (v fadu nl'min'). Klasické dvoucinné pumpy je mozné
nahradit stfikaCkovymi [61]. Pfipadné je mozné vyuzit elektroosmoticky jev v poréznim
materialu [62, 63] nebo kapilarach [64] k vyvolani proudéni kapaliny. Mobilni faze mize byt
pohanéna 1 stlaenym plynem ztlakové lahve. Tato ,,pumpa“ pak nepotiebuje ke svému
provozu elektricky proud. Uvedeny systém piedstavili S. Chatzimichail a kol. [65]. Zafizeni
ma hmotnost okolo ¢tyt kilogrami, mobilni faze je dopravovana tlakem dusiku z malé tlakové

lahve, vyuzivané jako zdroj energie pro vzduchovky nebo paintballové markery.

Vyvoj chromatografickych kolon také sméfuje k mensi praimérim, az do podoby kapilar.
Stejnym smérem se ubird vyvoj napliové stacionarni faze, kdy velikost zrn se rovnéz snizuje.
Ptinosem tohoto trendu je mensi spotfeba mobilni faze a vy§si t€innost kolon, ovsem za cenu
rostouciho hydraulického odporu kolony. Re§enim jak sniZit provozni tlak a piitom zachovat
ucinnost separace je pouziti kolon s monolitickou naplni [66]. Obdobné techniky tvorby

stacionarni faze jsou pouzitelné i v mikrofluidnich zatizenich [67, 68].

Co se detekce tyCe, maji dominantni postaveni optické detektory a hmotnostni
spektrometry, neni vyjimkou jejich tandemové spojeni. Béznou soucasti kazdého kapalinového
chromatografu je fotometricky detektor, Casto ve vicekanalovém provedeni nebo jesté 1épe, se
senzorem typu fotodiodového pole. Pouziti refraktometrickych a fluorimetrickych detektort,
pfestoze prvni z nich je univerzalni a druhy jmenovany vynika vysokou citlivosti na uzky okruh
analyt, je mén€ bézné. Hmotnostni detektory disponuji dobrou citlivosti, jsou univerzalni a
mohou pfispét k ur€eni struktury nezndmeého analytu, to vSe je ale vykoupeno vysokymi

pofizovacimi a provoznimi naklady.

Naproti tomu elektrochemicka detekce muze, v idealnim piipad€, dosahnout citlivosti

srovnatelné s fluorimetrickou detekci. Latek obsahujicich elektroaktivni funk¢ni skupinu je
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pomeérné velké mnozstvi, pfipadné lze detekovat jinak obtizné¢ detekovatelné latky, typicky
sacharidy. Nezanedbatelnou vyhodou elektrochemickych detektorti je nizka pofizovaci cena,
srovnatelna s optickymi detektory, a malé naklady na provoz a udrzbu. Z elektroanalytickych
metod, které mohou byt uplatnény pfi provozu elektrochemického detektoru je nejcastéjsi
meéfeni za konstatniho potencidlu. Podle provedeni pracovni elektrody v detektoru pak
rozliSujeme amperometrickou a coulometrickou detekci. Amperometrické cely dosahuji malé
faradaické ucinnosti (zpravidla do 5%), ale k dispozici je vétsi vybér elektrodovych materiala,
jako jsou razné kovy, skelny uhlik nebo borem dopovany diamant. Pracovni elektrodou
coulometrické cely je nejcastéji porézni uhlikova elektroda. Velky povrch elektrody umoziuje

dosahovat faradaické uéinnosti blizici se 100 %.

Neékteré modely coulometrickych cel obsahuji vice elektrod, nebo je mozné cely fadit do
série [69]. Takové zafizeni pfinasi hned nékolik vyhod. Vlozenim postupné rostouciho
potencialu na jednotlivé elektrody mizeme ziskat elektrochemické , spektrum® a rozlisit tak
koeluujici latky. Pokud ma sledovana latka dobrou reverzibilitu elektrodového déje, mtizeme ji
na jedné elektrodé oxidovat a na dalsi opét redukovat, nebo obracené. Takto je mozné vylepsit
citlivost a selektivitu stanoveni. Tak jako kazda technika, ani elektrochemicka detekce nema
jen vyhody. Velkym potencialnim problémem je znecisténi povrchu elektrod [70]. Zdrojem
znecisténi byva sorpce nekterych latek, jako jsou proteiny, nebo produkty elektrodové reakce,
napf. pii oxidaci fenolickych latek vznikaji radikélové meziprodukty které se nasledné spojuji
do polymernich struktur [71-73]. Ze zpuasobu, jak reaktivovat elektrodu uved'me vhodny
potencialovy program, ktery muze utvoreny pasivujici film opét narusit. Elektrody z kovu a
skelného uhliku mohou byt reaktivovany leSténim. V pfipadé coulometrickych cel neni
vzhledem ke struktufe elektrody lesténi mozné. Je potfeba mit na zfeteli, ze porézni elektroda
se chova jako dobry filtr, je proto nezbytné vyvarovat se jakéhokoliv mechanického znecisténi
mobilni faze. Mezi celu a kolonu by me¢l byt vlozen filtr, protoze zdrojem znecisténi mohou byt

1 CasteCky stacionarni faze.

Byt elektrochemické detektory nabizi nesporné vyhody, je nepravdépodobné, ze by v rutinni
analytické praxi ohrozily postaveni optickych a hmotnostnich detektorti. Nicméné existuje

oblast, kde jsou nenahraditelné, a tou jsou pravé miniaturizovana zatizeni.

Prestoze v miniaturizovanych zafizenich pada prvni volba na fotometrickou detekci
s pouzitim LED [74, 75], tento typ detekce trpi vyraznym nedostatkem a tim je pokles citlivosti

s klesajicimi rozméry detekéni cely. Elektrochemicka detekce tento problém nema a stale je
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relativné technicky nenaro¢na. Piikladem uplatnéni elektrochemické detekce muaze byt zafizeni
od A. Ishidy a kol. [76]. Jde o kompletni miniaturni chromatografické zafizeni kombinujici
elektroosmotickou a membranovou pumpu, mikrofluidni ¢ipovou kolonu a elektrochemicky

detektor.

2.4.2 Elektrochemicka detekce v kapilarni elektroforéze

Na zakladé predchozi kapitoly muzeme nabyt dojmu, ze miniaturizace kapalinové
chromatografie bojuje s prekazkami hlavné na stran€ uvedeni mobilni faze do pohybu a plnéni
kolon, zatimco koncovka v podobé jednoduchych detektorti je jiz snadna.

Pokud se podivame na kapilarni elektroforézu, mohlo by se zdat, ze realizace techniky snad
nemuze byt jednodussi. Nepotiebuje presna Cerpadla ani sofistikované sorbenty pro stacionarni
fazi a presto ma dobré separacni schopnosti. Stejny pohled mizeme mit na elektrochemickou
detekci v kapilami elektroforéze, a hlavné v mikrofluidnich elektroforetickych zafizenich.
Pfinasi dobrou citlivost, ktera neni snizovana nepatrnym prusvitem mikrofluidnich kanalkd.
Spolu s existenci mikroelektrod a malych potenciostatu se tato cesta pfimo nabizi ke konstrukci
,,Jaboratofe na Cipu“. Pfehledovy ¢lanek na téma elektrochemie a mikroelektroforeticka zatizeni

je k dispozici od J. Wanga [4] .

Ve skuteCnosti je realizace takového zafizeni pon€kud =ztizena velmi rozdilnymi
elektrickymi poméry pii separaci latek a pfi jejich detekci. Na strané separace se bézné pracuje
s napétim o velikosti jednotek az desitek kilovoltt, pfi detekci pak v pfipadé amperometrie
okolo jednotek voltu a méné. Jsou dva vyznamné smeéry, jak vliv separa¢niho pole omezit.
V ptipadé CE na Cipu se vyuzilo skokového rozsiteni separacniho kanalku tésné pred méfici
elektrodou, napf. z 50 na 1000 pm [77, 78]. Umérné tomu klesne elektricky odpor kanalku a
s tim je spojeny 1 prudky pokles sily elektrického pole pole. Stejny princip, ale s extrémné
uzkou kfemennou kapilarou (2 um) pouzili S. Sloss a A. Ewing [79]. V tomto pfipadée byl konec
kapilary vyleptan fluorovodikem do kuzelovitého tvaru a do né& vlozena uhlikova vldknova
elektroda. V pondékud odlisném pfistupu byla detekéni elektroda vsunuta do navleku
z Nafionu, ktery je propustny pro nékteré ionty. Tento navlek byl nasazen na konec separacni
kapilary a slouzil k uzemnéni separacniho napéti [80]. Usporadani kdy je detekéni elektroda na
konci  separaéniho  kandlku se v anglické literatufe oznacuje jako ,end-

column/capillary/channel detection®.

Druha moznost, detekce v kanalku, tzv. ,,on-column/capillary/channel detection, stavi na

n¢jaké formé uzemnéni separaCniho pole jeste¢ pied detekéni elektrodou (metoda
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,,decoupling/decoupler). Reseni ma n&kolik variant a dva problémy, které je potieba mit na
paméti. V misté uzemnéni je nulové elektrické pole, to znamena Ze pohyb iontd se zde
zastavuje. Aby se analyt dostal dale, je nezbytné mit dostatecné silny elektroosmoticky tok.
Nektera prakticka provedeni maji uzemnéni vné separaniho kanalku a analyt je tedy tazen
gradientem elektrického pole mimo oblast detekce. Byla testovana fada zptsobu, jak uzemnéni
provést. Na Cipové elektroforéze muiize byt zemnici elektroda zabudovana pfimo do kanalku a
teprve dale po proudu za ni je umisténa detekéni elektroda [81]. Pokud pracujeme
s kfemennymi kapilarami, mize tato byt prerusena a pfemosténa membranou typu Nafion nebo
poréznim sklem. Trhliny lze vytvofit tézZ zlomenim, nebo tepelnym Sokem a opét pouzit
vhodnou kryci vrstvu. Technika laserové ablace je pouzitelna pro vyvrtani velice jemnych dér
jak do kfemennych kapilar , tak i do stény kanalku Cipové elektroforézy [82]. Prehledovy
¢lanek, zabyvajici se elektrochemickou detekci v klasické kapilarni elektroforézy, napsal FM.
Matysik [83]. Clanek z oblasti spojeni elektroforézy na mikro&ipu s elektrochemickou detekci

je dostupny od autorského kolektivu B. Costy [84].

2.4.3 Mikrodialyza a jeji primé spojeni s amperometrickou detekci

Dialyza obecné je d€j, kdy dochazi k prostupu latky pfes membranu. Hnaci silou je rozdilna
koncentrace této latky na obou stranach membrany, uplatiiuje se tedy difiize a osmoza. Zasadni
vlastnosti membrany je schopnost propoustét pouze nekteré latky, obvykle na zakladé velikosti
molekul. Membrana je pak definovana mezni molekulovou hmotnosti latky, ktera mize volné
prochazet. Pouziva se anglicky termin ,,cut-off™, je uvadeén zpravidla v kiloDaltonech (kDa), a
ma souvislost s porozitou membrany [85]. Je vSak potfeba pamatovat, ze mezni hodnota neni
strikné nepropustna hranice pro vétsi molekuly a naopak volné propustna pro molekuly mensi.
V zésadé lze tvrdit, ze molekuly mnohem mensi nez mezni hodnota budou membranou
prochazet vyrazné rychleji, nez ty, které jsou svou velikosti pobliz, nebo nad tuto hodnotu.
Prakticky se pouzivaji hlavné synteticky pfipravené membrany z materiald jako jsou
regenerovana celulosa (celofan), polysulfon, polyethersulfon nebo polykarbonat a mnohé dalsi

[86, 87].

Prikladem vyuziti dialyzy je vycisténi proteinii od nizkomolekularnich latek, obvykle soli.
V tomto pripadé se roztok obsahujici znecistény protein naplni do tzv. dialyza¢niho sacku
zhotoveného tfeba z celofanu a ponofi se do Cistého rozpoustédla. Po ustaleni rovnovahy je
koncentrace nizkomolekularnich latek v roztoku proteinu daleko niz§i. S vyhodou lze
postupovat 1 obracen¢ a vycistit vzorek od vétSich molekul, které mohou komplikovat

pozadovanou analyzu.
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Druhého principu vyuziva mikrodialyzacni sonda. Sondu tvoii dvé kapilary, pro vstup
¢istého roztoku (perfuzat) a vystup roztoku obohaceného o dalsi latky (dialyzat). Tyto kapilary
vedou do trubickové polopropustné membrany, ktera je aktivni Casti sondy. Sonda pracuje
s velmi malymi pratoky perfuzni kapaliny (v oblasti 10 pl/min a mén¢). Nalezeni idealni
prutokové rychlosti komplikuje zvlastni chovani mikrodialyzy. Vétsi pratokova rychlost
poskytne za dany Casovy interval vétsi absolutni vytézek mikrodialyzy, ale koncentrace latek
v dialyzatu (relativni vytézek) bude nizsi [88]. Abychom se dopracovali pozadovaného
vytézku, musime uvazit dva jevy, souvisejici s rychlosti proudéni perfuzni kapaliny. Prvnim
z nich je vétsi koncentracni spad mezi vnitini a vnéj§i stranou membrany, vyvolany rychlejsim
proudénim perfuzniho roztoku, coz by mélo urychlit pienos latek skrz membranu. Druhy jev
souvisi s tim, Ze rychlost prostupu Zadanych latek membranou ma svij limit. Pokud tedy bude
prutok perfuzni kapaliny pfili§ velky, nemusi byt ustalovani koncentra¢ni rovnovahy mezi
obéma stranami membrany dostate¢né rychlé. Vysledkem je nafedéni dialyzovanych latek

velkym objemem proteklé perfuzni kapaliny.

Aktivni Cast sondy miize byt pomérné mala, mén¢ jak milimetr v primeéru a centimetr délky.
Nalezla proto uplatnéni v medicinském vyzkumu, jako miniinvazivni metoda pro dlouhodobé
sbirani vzorka pfimo z Zivé tkané [89]. Mezi sledované latky patii neurotransmitery nebo
molekuly zprostiedkujici pfenos energie, 1éCiva nebo antioxidanty. Mikrodialyza ma uplatnéni
i mimo zivé tkang, skupina G. Bazzu a kol. [90] pouzila mikrodialyzu k extrakci fenolickych
latek z olivového oleje. Nameétrené koncentrace fenolickych latek ziskanych dialyzou, byly

v dobré shodé s vytézkem obvyklé extrakce kapalina-kapalina.

Se ziskanym dialyzatem 1ze nalozit dvojim zpisobem. Bud’ jej jimat a dale analyzovat napf.
pomoci HPLC [91], CE [92], nebo je mozné provadét detekci ptimo na vystupu ze sondy, pokud
neni potieba latky obsazené v dialyzatu dale separovat. Tento druhy zptsob byl vyuzit
k amperometrické detekci dopaminu produkovaného bunécnou kulturou PC12 [93].
Mikrodialyza je ve spojeni s elektrochemii uzite€na pro svou schopnost zadrzet nekteré
biomolekuly (proteiny, lipidy), které by jinak svou sorpci na povrch elektrody velmi rychle
znehodnotily jeji citlivost [70, 94].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie, material a pristrojové vybaveni

3.1.1 Pouzité chemikalie a material

Detaily sloZeni a ptipravy roztoka a vzorki jsou soucasti prislusnych oddilt v kapitole 4.

Pokud neni uvedeno jinak, byly chemikalie ziskany od spolecnosti Sigma-Aldrich
(Némecko). Kyselina gallova, kyselina ferrulova, kyselina borita, kyselina mravenci, kyselina
askorbova, kyselina mocova, paracetamol, amoniak, kyselina fosfore¢na (puriss),
hydrogenfosfore¢nan draselny (TraceSelect, Honeywell Fluka, Svycarsko),
difenylpikrylhydrazil, D-glukosa (Penta, Ceska republika). Methanol, acetonitril, voda (vie
gradientova Cistota, VWR Chemicals, Francie), lyofilizované kontrolni sérum (BCS)

(BioSystems, Spanélsko)

Antipsychotické substance: Kvetiapin hemifumarat, olanzapin, clozapin, flufenazin
hydrochlorid, promazin hydrochloride, promethazin hydrochlorid, levomepromazine

hydrochlorid, chlorpromazin hydrochlorid, thioridazine hydrochlorid

Piva: Corona Extra (Modelo Brewery, Mexico City, Mexiko), Leffe Blonde (Anheuser-
Busch InBev, Leuven, Belgie), Stella Artois (Anheuser-Busch InBev, Leuven, Belgie),
Heineken lager (Heineken group, Zoeterwoude, Nizozemsko), Rastinger (Pivovar Nymburk,
Tesco Brewing Group, Ceska republika), Radegast (Pivovar Radegast, Nosovice, Ceska
republika), Budweiser Budvar (Bud&ovicky Budvar, a.s., Ceské Bud&jovice, Ceska republika),
Pilsner Urquell (Plzefisky Prazdroj, a.s., Plzeii, Ceska republika), piva byla koupena v mistnich

prodejnach potravin nebo ve specializovanych prodejnach.

Materidl pro vyrobu elektrod: Epoxidova lepidla EC101 (Polytec, Némecko) a L285 (Havel
Composites, Ceska republika), polyakrylonitrilova uhlikova tkanina (Havel Composites, Ceska
republika), hematologické kapilary (Keraglass, Ceska republika), grafitové tuhy AinStein 0,2
mm B (Pentel Ltd., Japonsko) a Tombow Polymer 0,5 mm HB (Japonsko), drat Ni (99,99 %) a
Cu/Ni (55/45 %, m/m) (Alfa Aesar, Némecko)

Dalsi materidl: ktemenné kapilary vnitiniho praméru 50 um a 200 pm (Polymicro
Technologies, USA), mikrodialyzacni sonda MAB 11.8.10, 6 kDa (Microbiotech/se AB
Stockholm, Svédsko)
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3.1.2 Pristrojové vybaveni

VN zdroj napéti pro elektroforézu CZE1000R (Spellman, USA), zafizeni na tazeni
sklenénych kapilar Narishige PC10 (Japonsko), laboratorni zdroj napéti NRP-3630 (Manson,
Hongkong), skenovaci elektronovy mikroskop Vega 3 (Tescan, Ceska republika), EDX modul
pro SEM — Quantax EasyEDS (Bruker, USA), mikroskop se skenujici sondou Dimension Icon
AFM (Bruker, USA), rentgenovy fotoelektronovy spektrometr PHI VersaProbe II XPS
(Physical Electronics, USA), UV/VIS Spektrometr Genesis 180 (Thermo Scientific, USA),
stifkatkova pumpa Labflow S300 (Trystom, Ceska republika), potenciostat Nanoamperel L-
Chem (Ceska republika), potenciostat ESA Coulochem III (USA), amperometricka cela model
5040, skelny uhlik (ESA, USA), sestava HPLC LC10 (Shimadzu, Japonsko), referencni
elektroda LF2 (Innovative Instruments Inc., USA). Dalsi vybaveni jako je VN zdroj napéti pro
jiskrovy vyboj, potenciostat pro amperometrii pii kapilarni elektroforéze a pozi¢ni zafizeni pro
mikrodialyzu s amperometrickou detekci, vcéetné doprovodné elektroniky sestrojil

prof. RNDr. Jan Hrba¢, Ph.D.

3.1.3 Konstrukce pruto¢né elektrochemické cely

Pro vsechna elektrochemicka méteni, ktera jsou piedstavena v této praci a byla provadéna
v pruto¢nych systémech, byla jako detekCni systém vyuzita prito¢na cela vlastni vyroby.
Zakladem detekEni cely byl nylonovy blok s vyvrtanym méficim prostorem o objemu asi
300 ul. K pfipojeni dalsiho prisluSenstvi, jako jsou pifivodni a odpadni trubice a drzaky
referencni a pracovni elektrody jsou po stranach bloku vyvrtany otvory, které jsou opatfeny
zavitem na standardni PEEK §roubeni pouzivané v HPLC. Otvory jsou orientovany tak, aby
byly vzdy dva presné naproti sobé. Pomocnou elektrodou je nerezovy Sroub na dné nylonového
bloku. Blok je shora uzavien nylonovym, nebo pruhlednym polyakrylatovym vickem. Na Obr.
3 je k vidéni podrobné schéma prutocné cely. Vice podrobnosti a ptivodni technicky vykres
cely je k nalezeni v praci D. Rimana a kol [52]. Obr. 4 ukazuje rozmisténi vnitinich komponent
pro méfeni s vlaknovou mikroelektrodou. Takto sestrojena cela nasla Siroké uplatnéni, jak
v prutoku (HPLC, CE, mikrodialyza), tak ve stacionarnim roztoku, pokud je potieba
elektrochemicka studie malého mnozstvi vzorku (asi 250-350 pl). V tomto pifipadé neni
elektroda vsunuta do kapilary, ale pouze uchycena v cele a otvory pro pfivodni a odpadni

kapiléaru zaslepeny.
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A-A(2:1)

Obr. 3: Detailni technicky ndkres elektrochemické prutocné cely. Prevzato z prilohy ¢lanku
D. Rimana a kol. [52].

Obr. 4: Vnitini usporadani elektrochemické cely s vidknovou mikroelektrodou. Cervend
kapildra privadi eluat z HPLC kolony. Do kapildry je vsunuto vidkno pracovni elektrody W.
Ddale cela obsahuje referencni elektrodu R a kovové dno tvori pomocnou elektrodu A.
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3.2 Vyroba a tipravy uhlikové vlaknové elektrody

3.2.1 Vyroba elektrody

Zakladem mikroelektrody je uhlikové mikrovlakno ziskané rozdélenim komeréné dostupné
uhlikové tkaniny na jednotliva vlakna. Tato vlakna maji primér okolo 10 um. Prekurzorem
uhlikového vldkna je vtom pfipadé vlakno z polyakrylonitrilu. Nachystand vladkna jsou
zkracena na asi centimetrové useky. Privodni kontakt je zhotoveven z médéného dratu o
praméru asi 0,1 mm. Vlakno je pfilepeno k dratu pomoci stiibrem plnéné epoxidové pryskyfice,
misto kontaktu musi byt dobfe zbaveno mastnoty a oxidace. Za timto ucelem se osvédcilo
zahtati meédénych dratd do Cerveného zaru a okamzité schlazeni v ethanolu, takto ziskame
cerstvy meédény povrch. Epoxid se vytvrzuje po dobu jedné hodiny pii teploté 120 °C. Aby se
zajistil styk analyzované latky pouze s uhlikovym vldknem a dodala se elektrodé mechanicka
ochrana, je sestava drat—vlakno vlozena do sklenéné kapilary, kterd je na jednom konci
vytazena do uzké Spicky. Timto zizenim je vlakno vyvedeno ven a utésnéno nizkoviskozni
epoxidovou pryskyfici L285 a stejné tak se utésni zadni strana kapilary, pro ochranu spoje
vlakno-stfibro-meéd’ pred vlhkosti a ptipadnou korozi. Epoxid vytvrdne za pokojové teploty
béhem 24 hodin, nebo lze tvrdnuti urychlit zvySenim teploty na 60 °C. V tomto piipadé ale
nemuizeme zalepit oba konce soucasné, protoze rozpinajici se vzduch uvnitt kapilary by vytlacil
lepidlo ven. Pii lepeni zGzeného konce kapilary maze dojit k tomu, ze kapilarni sily nasaji
lepidlo a v okoli vlakna zistane prohluben, ta mize zapfiCinit rozkmitani vlakna pokud by
protékajici méfend kapalina zaCala v prohlubni vifit. Tento jev se projevi zvySenym Sumem
meéfeného signalu. Abychom tomuto zabranili, je vhodné na vytvrzenou pryskyfici nanést jeste
jednu malou kapku, ktera vytvori na Spicce kapilary kulicku. Poslednim krokem pfipravy je
odmasténi vlakna kratkym ponotfenim napt. do dichlormethanu v ultrazvukové lazni a zkraceni

vlakna na pottebnou délku.

3.2.2 FElektrochemicka aktivace a ¢iSténi vlakna

Takto zhotovena elektroda je pouzitelnd pro méfeni, avSak je vhodné provést dodatecné
upravy pro zlepSeni elektrochemickych vlastnosti. V této praci bylo vyuzito zkracené varianty
elektrochemické aktivace (,,pretreatment”) podle V. Halouzky a kol. [17]. Byl zachovan
zakladni program cyklovani potencialu mezi 0 V a 2,9 V s frekvenci 50 Hz se sinusovym
prubéhem po dobu 1 s a nasledn€ dva kondicionacni kroky o stalém potencialu -0,8 Va 1,5V,
kazdy po dobu 5 s. Jde prakticky o jeden z mala zpasobu Cisténi vlaknové mikroelektrody.

Prubéh proudu mize byt béhem procedury monitorovan, typicky zaznam je ukazan na Obr. 5.
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V prubéhu procedury dochazi k odstranéni tenké vrstvy materialu vlakna, coz postupné vede

k jeho ztencovani. Po provedeni fadové desitek Cisticich krokl je elektroda znehodnocena.

50 pA

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Cas (s)

Obr. 5: Pritbéh proudu pri ,, pretreatmentu “ uhlikového vidkna.

3.2.3 Aktivace a pokoveni vlikna jiskrovym vybojem

Dal$i pouzita modifikace elektrody je jeji eroze pomoci jiskrového vyboje. Pfi vhodné
konstrukci napéjeciho zdroje je jinak kratkodoby vyboj generovan s vysokou frekvenci a
teplota jisker dosahuje az néekolik tisic Kelvint. Z uvedeného vyplyva, ze takto provedeny
jiskrovy vyboj ma dostate¢nou energii k odpafeni materialu elektrod a tim dojde k vytvoreni
oblaku aerosolu [95]. Tento jev ma Siroké uplatnéni ve strojirenstvi pfi tzv. elektroerozivnim
obrabéni jinak obtizn€ opracovatelnych materialti s vysokou presnosti [96]. Pro ucely upravy
vlaknové elektrody byla metoda ptvodné pouzita k zahroceni vlakna pro aplikace, kdy je
potfeba meéfit pfimo v zivé. Jiskrovy vyboj preskakoval mezi uhlikovym vlaknem a
wolframovym hrotem umisténym kolmo na vldkno. V pfipadé, ze bychom se chtéli vyvarovat
kontaminace uhlikového vlakna kovovym materidlem, dalo by se ocekavat, ze pokud pfipojime
uhlikovou elektrodu ke kladnému pdélu zdroje, mélo by dochéazet k tomu, ze kladny naboj
elektrody bude odpuzovat kationty kovu z protielektrody. Na toto upozorfiuji autoii ptuvodni

metody [19].
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Nicméne¢ k prenosu materialu elektrody dochazi spiSe opanym smérem. Pii vyboji je totiz
ionizovan vzduch (kyslik, dusik) a vzniklé kladné nabité ¢astice bombarduji povrch elektrody,
ktera je ptipojena k zapornému polu zdroje vysokého napéti. To vede k erozi uvedené elekrody
a uvolnény material se po ochlazeni usazuje na elektrode¢ pripojené ke kladnému polu, Casto ve
formé nanocastic (je-li jiskrovy vyboj provadén na vzduchu, mize byt material oxidovan) [97].
Jak doklada Obr. 6, snimky ze SEM potvrzuji, ze pti kladné polarité vlakna dochazi k mirné
erozi uhliku a depozici nanocastic kovu vtomto pfipadé platiny. Zapornd polarita pak
zpusobuje silnou erozi vlakna a minimalni vyskyt ¢astic kovu. Ukazalo se vSak, ze pfitomnost
kovovych Castic nemusi byt na zavadu a naopak muze vyrazne zlepsit vlastnosti elektrody, napf.
katalyzou elektrochemickych dé&u nebo k ovlivnéni selektivity elektrody. Jev byl uplatnén
k pokoveni uhlikovych tisténych elektrod bismutem [98], dale zkouman 1 v pfipadé vlaknovych
elektrod [99].

Obr. 6: SEM snimek jiskrou upraveného vidakna. Jiskrovy vyboj byl provadeén pri napéti
1,2 kV proti Pt elektrodeé. Vyslednd podoba viakna se lisi podle pouZzité polarity vioZzeného
napéti. Vlevo: elektroda pripojena na minus pol, vpravo: plus pdl zdroje vysokého napéti.

Praktické provedeni je nasledujici: Elektrodu pfipojime k meékkému zdroji napéti a polaritu
zvolime podle pozadovaného ucinku. Pokud nebude uvedeno jinak, byla pouzita plus polarita
na vladkno. Jako protielektroda slouzi vycistény kousek wolframu. Napéti je nastaveno na
800 V a pfi priblizeni obou elektrod dojde k preskoku jiskrového vyboje. V piipadg, ze je zdroj
dodava prilis§ velky proud, muaze se stat, Ze se vlakno muze ohfat do ¢erveného zaru, piipadné

okamzité shotet. Vykon zdroje se d4 naladit vlozenim vhodného rezistoru do série s vlaknovou
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elektrodou. Vysledné elektrody byly v ramci této prace pouzity vSude, kde se hovoti o vlaknové

elektrode a neni uveden jiny zpusob Gpravy.

3.2.4 Pokoveni vlikna mokrou cestou

Jinym zkoumany zptsobem naneseni kovu na povrch elektrody je mezielektrodovy prenos
materialu. Metoda byla dfive pouzita k depozici ¢astic stiibra [100] nebo médi [101]. Pfi tomto
procesu dochazi k anodické oxidaci materialu kovu v tomto pfipadé médi nebo slitiny médi a
niklu (55/45), ptenosu vzniklych kationt na povrch katody, kterou je uhlikové vlakno, a jejich
opétovné redukci. Vlozené napéti je okolo 20 V po dobu 30 minut. Protoze pouzity ,,elektrolyt™
je velmi Cista voda, je koncentrace iontl uvolfiovanych zkovu velmi mala. To vede
k prednostni nukleaci novych castic na ukor rustu stavajicich. Situace se vSak zcela zméni po
delsi dobé pusobeni napéti. Zacne dochazet k tvorbé celistvé vrstvy, ktera jiz nema charakter
kovu s malym mnozstvim oxidovanych forem. Podil oxidové a hydroxidové podoby vrstvy a
jeji tloustka v Case narasta. Piedpoklada se, Ze toto je zptsobeno zménou mechanismu vzniku
vrstvy, z redukce kovovych iontii na povrchu katody na elektroforeticky prenos vétSich Castic
materialu anody a jejich opétovné usazeni na katodé. Tyto oxidované vrstvy, pokud byly
tvoreny oxidy a hydroxidy niklu a médi, se ukazaly jako velmi vhodné pro oxidaci glukosy

v alkalickych roztocich a tedy umoziiuji konstrukci miniaturniho glukosového senzoru.
3.3 Sestaveni cely s mikrotuhovou elektrodou

Zde pouzité elektrody vychéazely z mikrotuhy Pentel AinStein o nejmensim dostupném
prumeéru, tedy 0,2 mm a tvrdostni tfidy B. Tato mala velikost byla zvolena, protoze bylo potieba
elektrodu vsunout pfimo do vystupni kapilary chlomatografu, aby se co nejvice omezilo

rozmyti zon vychazejich z kolony.

Prestoze je uvadény prumér tuhy 0,2 mm, neni mozné ji rovnou vsunout do modré PEEK
kapilary (0,254 mm). Zmé&feny pramér tuhy je 0,26 £ 0,01 mm. Refenim je ruéni prevrtani
kapilary na mirn€ vétsi pramér. Jako vhodny nastroj se nabizel karbidovy mikrovrtacek 0,3
mm. Pfi ruénim vrtani se da jen obtizné zabranit bo¢nimu namahani a kirehky karbidovy
material se pfi tomto zatizeni snadno zlomi. Vybornou alternativou se stala insulinova stiikacka
(Omnican 100, B. Braun) s jehlou o vn&jsim primeéru asi 0,33 mm [52]. Pfi vrtani bylo potieba
mit kapilaru ptipojenou k HPLC pumpé¢ a udrzovat staly tok vody, aby se odplavovaly odvrtané
pilinky, jinak dochazi kucpani kapilary na cele vyvrtu. Takto upravend kapilara je

ptiSroubovana k detekcni cele a vlozi se do ni tuha tak, aby prochazela celou a ven protéjSim
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otvorem. Na tuhu se nasune PEEK Sroubeni s mékkou silikonovou hadickou a zasSroubuje se k
blocku cely. Pfestoze vyrobce slibuje zvlast€ odolnou strukturu tuhy, diky pfitomnosti
kfemikatého skeletu, je stale pomérné kiehka a pii zasouvani do kapilary a utazeni Sroubeni je
potieba si pocinat velmi opatrn€. Ze stejného divodu neni mozné piipojit na tuhu béznou
krokosvorku a elektricky kontakt s potenciostatem je proveden nasunutim , §tétecku” jemnych
meédénych dratk z rozpleteného kabelu. Sestava tuha-kapilara v tomto provedeni umoziuje
kontakt tuhy s eluatem nejenom uvnitt kapilary, ale i ve zbylém prostoru cely a tim nepiiznivé
ovlivnit tvar piku (chvostovani). Da se predpokladat, ze dojde k velkému rozptyleni zony
analytu po opusténi kapilary a tim padem zanedbatelnému vlivu na méteny signal, ale i presto
je vhodné Cast tuhy mimo kapilaru izolovat. Jednoduchym zptisobem je pouziti delsi silikonové
trubicky, upeviujici tuhu ve Sroubeni, tak aby zasahovala az dovnitf cely, téméf k asti pfivodni
kapilary. Dukladné&jsi, ale pracnéjsi postup je pokryti Casti tuhy elektroforeticky nanesenym
filmem, technikou zvanou e-coating a bézné pouzivanou ve Sperkafstvi, napt. KLIAR-CB
(Legor Group). Pro malé rozméry cely je nezbytné pouzit i miniaturizované Ag/AgCl referencni
elektrody jako je Leak-Free LF2 (Innovative instruments Inc, USA) nebo domaci konstrukce s

vyuzitim pipetoveé Spicky.
3.4 Sestava kapilarni elektroforézy s amperometrickou detekei

Pro elektroforetické experimenty byla zvolena kiemenna kapilara s polyimidovym potahem
o vnitinim pruméru 50 um, vnéjsim 363 um a délky 25 cm. Tato délka byla zvolena pro snadné
srovnani dosazenych migracnich Casu s kapilarni elektroforézou Agilent G1600 a odpovida
nejkrat§i mozné efektivni délce kapilary (minimalni celkové délka kapilary asi 33 cm) pro tento

pristroj.

Abychom omezili deformace zo6n analytu a pro usnadnéni instalace mikroelektrody, je
zadouci mit konce kapilary zarovnané. Toho lze dosahnout odiezdnim konce kapilary
specialnim diamantovym fezakem. Protoze jsou tyto nastroje pomérné drahé, bylo vyzkouseno
zabrousSeni konce kapilary jemnym brusnym papirem (P800). Postup je nasledujici: Konec
kapilary ur€eny k obrouseni je vsunut do 3 cm dlouhé teflonové hadicky tak, aby asi 1 cm
kapilary vy¢nival ven. Poté je hadicka vsunuta do bezného PEEK §roubu pro HPLC kapilary o
vng&j§im praméru 1/16 palce. Sroub nam umozni pohodIné drzeni kapilary mezi prsty. Opaény
konec kapilary je jinou hadi¢kou spojen s inzulinovou stfikackou, ktera je umisténa v pruzinové

pumpé a tak zajistuje prutok smési vody a methanolu kapilarou. Béhem brouseni je nezbytné
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zajistit staly pratok kapaliny, jinak dojde k ucpani kapilary uvolnénym abrazivem, viz Obr. 7.
Pfi brouseni muze dojit k nezadoucimu vystipnuti kapilary. Tomuto problému zamezime,
pokud na kapilare ponechame polyimidovy povlak. Prace se kontroluje pomoci mikroskopu.
Postup se doporucuje provést i u druhého konce kapilary. Po vysuSeni kapilary proudem
vzduchu se z jejich konct odstrani nékolik milimetri polyimidového potahu opalenim ve
specialnim pristroji (Window Maker). Kapilara se upevni do méfici cely pomoci stejného
Sroubu s hadickou, ve kterém byla uchycena pti brouseni. Nyni je mozné do kapilary vsunout

vlaknovou mikroelektrodu.

Obr. 7: Vlevo: kapilara po rucnim zabrouSeni konce brusnym papirem. Vpravo: Nevhodné
opracovana kapildra, kde doslo k ucpdni casticemi brusného materidlu.

Pred vlastnim méfenim je potfeba kapilaru promyt roztokem NaOH (0,1 mol-1"!) po dobu
5 min. a poté vodou a zakladnim elektrolytem. Promyvani zadkladnim elektrolytem je vhodné
provadét po dobu alesponi 10 min. K promyvani mazeme pouzit stiikacky typu Hamilton nebo
insulinové stiikacky, nejlépe svyuzitim pruzinové nebo elektrické stfikackové pumpy.
Davkovani vzorku bylo provadéno elektrokineticky. Elektricky kontakt separa¢niho napéti na
vstupni strané kapilary poskytuje platinova elektroda z pfistroje Agilent G1600, na vystupni

strané nerezovy Sroub, ktery je soucasti méfici cely. Sestavena aparatura je k vidéni na Obr. 8.

Pro ovéreni funkce separacni Casti sestavy byla pouzita fluorescenéni barviva fluorescein a
rhodamin B. M¢fici cela je oteviena a vystup z kapilary je osvicen ultrafialovou vybojkou nebo

LED a pozorovan vizualn€ nebo s pomoci USB mikroskopu.
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Obr. 8: Aparatura pro kapilarni elektroforézu s amperometrickou detekci je tvorena
elektronikou potenciostatu A. Cela detektoru B je spojena separacni kapilarou (vyznacena
teckované) s vialkou obsahujici zakladni elektrolyt a elektrodu privadéjici separacni napéti C,
které doddva nastavitelny zdroj vysokého napéti D.
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3.5 Sestava pro automatizovanou mikrodialyzu

s amperometrickou detekci

Zakladem automatizované mikrodialyzacni aparatury je pozicni zafizeni [102], které
zajistuje vzajeny pohyb mikrotitrani desticky a mikrodialyzacni sondy. Detailni fotografie

sondy je na Obr. 9.

Obr. 9: Mikrodialyzacni sonda. V levé cdasti obrazku je privodni (Cervend) a vystupni
(prithledna) kapilara. Aktivni éast sondy, dialyzacni membrana, je oznacena v krouZku.
Rozsirend stredova cdst zajistuje spojeni viech ti'i komponent sondy.

Perfuzni roztok o pozadovaném prutoku je dodavan presnou stiikackovou pumpou. Hadicky
o vnéj$im prameéru 0,65 mm a prasvitu 0,12 mm jsou spojeny pruznym navlekem, ktery po
namoceni do 70% ethanolu nabobtna, snadno se navlece na hadicku a po uschnuti se opét smrsti
a hadicky tésné sevie. Upevnéni vystupni hadicky mikrodialyzacni sondy do elektrochemické
prutocné cely detektoru je realizovano béznym HPLC Sroubenim, skrze které je vedena
teflonova trubi¢ka odpovidajiciho vnitiniho i vnéj$iho primeéru. Detaily pratocné cely jsou

popsané v kapitole 3.1.3.

Kontrolu potencialového programu a sbér proudu obstarava potenciostat, ktery je schopen
pracovat jak v fezimu amperometrického meéteni, tak Cisténi elektrody. Prepinani obou funkci

je rovnéz automatizované. Veskery fidici software pozi¢niho zafizeni, potenciostatu a

26



stiikackové pumpy je napsan v programovacim prostfedi LabView. Zakladni uspotadani pro
mikrodialyzu vzorku je na Obr. 10. Detail zobrazujici dialyzacni a elektrochemickou cast

automatické aparatury je na Obr. 11.

Obr. 10: Aparatura pro mikrodialyzu vzorku zahrnuje vialku pro sbér dialyzatu pro dalsi
analyzu A. Mikrodialyzacni sondu ponorenou do vzorku piva B a strikackovou pumpu C.
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Obr. 11: Detail aparatury pro automatickou mikrodialyzu s amperometrickou detekct.
Mikrodialyzacni sonda A je uchycena v zarizeni zajiStujici jeji vsunuti do vzorku a opétovné
vytazeni. Vespod je mikrotitracni desticka na vzorky, kterd je pripevnéna v pozicnim zarizeni.

Vyvod mikrodialyzacni sondy je v priitocné cele detektoru B. Béhem méreni je mérici cela
uzaviena v uzemnéné kovové nadobé.

4 Vysledky a diskuze

4.1 Modifikace vlakna niklem, slitinou médi s niklem a tvorba

glukosového senzoru

Cist¢ uhlikové vlakno neni piili§ vhodny material ke konstrukci elektrody na detekci
sacharida. Daleko lepsi volbou je méd’, nikl, ptipadné jejich slitina. Podstatou funkce elektrod
ptipravenych zuvedenych prvkl je v pfipadé glukosy jeji oxidace na glukonolakton reakci
s hydroxid-oxidy médi a niklu ve vysokém oxidacnim stavu (IIT) [103, 104]. Tento neobvykle

vysoky oxidacni stav je mozné pripravit elektrooxidaci v alkalickém prostiedi.
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Jak je u elektrod obvyklé, tak i v piipadé téchto materiala vlastnosti ptipraveného senzoru
silné zavisi na struktufe povrchu nebo jeho chemické formé. Niklové elektrody poskytuji
vybornou citlivost, maji ale horsi stabilitu odezvy. Na vin¢ je pravdépodobné vznik odlisnych
forem hydroxidu, hydratované a-Ni(OH)2 a bezvodé, stabilng;si B-Ni(OH)> formy, ve kterou o
forma samovolné prechéazi. Dalsi oxidaci v alkalickém prostiedi vznika hydroxid-oxid -
NiO(OH), ktery se castecné transformuje na nestabilni y-NiO(OH) formu, pokud oxidace
probiha za vysokého potenciélu, velkého proudu nebo vysoké koncentrace alkalii [105-107].
Transformace mezi jednotlivymi formami je pomaléd a nekompletni, mezi ptisluSnymi formami
se ustavuje rovnovaha. Tvorba y-NiO(OH) je nezadouci, protoze pfi ném dochazi k interkalaci
alkalickych iontt do struktury a tim k jeji expanzi a tvorbé trhlin a rozpadu vznikajici oxidované
vrstvy [108, 109]. Pouziti slitiny Cu/Ni jako vychoziho materialu pro tvorbu elektrody je
vyhodné nejen z divodu synergického efektu obou kovi (jejich oxidovanych forem) na oxidaci
glukosy, ale také proto, ze pfitomnost médi a jejich sloucenin inhibuje prechod B-NiO(OH) na

nevyhovujici y-NiO(OH) a tim pfispiva ke stabilité elektrody [106].

4.1.1 Pokryvani uhlikového vlakna aktivni vrstvou

Snadnym zptuisobem nanaseni kovovych materialti na uhlikové vlakno je elektrodepozice a
to nejen s pouzitim Cistého kovu jako anody, ale i slitin kovii. Vysledkem je poté pokryti katody
smésnymi Casticemi vychozich kovi nebo vznik silnéjsi vrstvy v zavislosti na experimentalnich
podminkach.

Nanostrukturované vrstvy mohou byt pfipraveny elektrodepozici kovu anody v prostiedi
velmi Cisté vody [100, 101]. Takto uspotradany systém obsahuje pouze velmi malé mnozstvi
kovovych iontl, kontrolované soucinem rozpustnosti piislusného hydroxidu nebo nebo

hydroxid-oxidu. Na piikladu médi je déj popsan rovnicemi:

Oxidace materidlu anody: Cu — Cu?*

Reakce v roztoku: Cu** + H,O — Cu(OH); + 2 H*
Cu(OH); 2 Cu?+ + 2 OH

Redukce na katodeé : Cu’*— Cu

Neékteré kovy se pii oxidaci potahnou kompaktni vrstvou koroznich produktd, ktera brani
dal§imu naruSovani kovu. To je pfipad i médi a niklu a mnozstvi materialu uvolnéného pri

anodizaci je tedy dale omezeno vznikem pasivujici vrstvy [110, 111].
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Uhlikové vlaknova elektroda a dratek z niklu nebo jeho slitiny s médi (45/55 hm.%) byly
ponofeny do ultracisté vody v kiemenné kadince. Vzajemna vzdalenost obou elektrod byla asi
1 cm. Uhlikové vlakno je zapojeno jako katoda, na elektrody je poté vlozeno napéti 20 V. Doba
po kterou je elektrodepozice provadéna, mé zasadni vliv na vyslednou podobu pokryti

uhlikového vlakna.

4.1.2 Elektronova mikroskopie a spektralni méreni

Pomoci SEM byly potizeny snimky vlaken po rizné dobé depozice (Obr. 12). Po asi 15
minutach zacina dochazet k rovnomérnému pokryti povrchu vlakna jednotlivymi
nanocasticemi piislusnych kovii. Mezi 22. a 25. minutou uz nema pokryti podobu jednotlivych
Castic, ale vznika souvisla vrstva o tloustce asi 2 pum. Mohutnost vrstvy dale nartsta a po
uplynuti 30 minut dosahuje tloustky asi 5 um. Zmény na vlakné jsou, pfi porovnani

s neupravenym vlaknem, patrné i pouhym okem.

Obr. 12: SEM snimky uhlikového vidkna s nanosem diskrémich nanocastic po uplynuti
15 minut depozice(vlevo). Vpravo je vidkno s poSkozenou nanesenou vrstvou, ze snimku je
dobre patrnd mohutnost depozitu po 30 minutdch.

Vznik hustého pokryti povrchu oddélenymi nanocasticemi je v souladu s modelem
formovani tenkych vrstev podle Volmera a Webera [112].Velmi nizk4 koncentrace kovovych
iontl a s ni spojena nizka vyménna proudova hustota dava prednost nukleaci novych ¢astic pied
rastem stavajicich [113]. Husté pokryti Casticemi je umoznéno velmi nizkou vodivosti
,elektrolytu®, v tomto pfipade velmi Cisté vody. Pokryty povrch elektrody byl dale zkouman
technikou EDX. Ta odhalila, ze pomér ploch kovi a kysliku ukazuje na pfevazné kovovy

charakter ¢astic s men§im zastoupenim oxidovanych forem. Zajimavé bylo zji§téni, ze plocha
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signalu médi a niklu je v pfipadé smeésnych Castic v poméru asi 5:1, kdezto vychozi material
dratu obsahoval kovy v poméru 1,2:1. ZvySeny vyskyt kovové médi mize byt vysvétlen na jeji
snazs§i redukci z ptislusného iontu ve srovnani s niklem.

Jak jiz bylo uvedeno, po uplynuti asi 22 minut ztraci nanaseny material podobu jednotlivych
Castic a zacina prevladat pokryti kompaktnni vrstvou. S rostoucim Casem depozice sila vrstvy
dale roste a muze dojit i k jejimu popraskani. Méfeni EDX spektra ukazalo, ze kromé zmény
morfologie nanesené vrstvy, se méni i jeji chemické slozeni. Objevuje se zna¢ny nartst signalu
kysliku, ktery svou plochou uz piekona plochy signalt kovi a je tedy na misté se domnivat, ze
se jejich oxidovana podoba stava dominantni. K urceni chemické podoby studované vrstvy byla
pouzita technika XPS. Touto cestou byla ziskdna informace, ze vrstva pfipravena z niklu jako
vychoziho materialu, obsahuje 74,2 % NiO a 25,8 % Ni(OH)2. Pokud se divame na vrstvu
puvodem ze slitiny Cu/Ni, pak najdeme NiO v zastoupeni 40,3 %. Z pohledu signalti médi pak
ziskame hlavni slozku 49,4 % Cu20, v mensim mnozstvi pak oxid méd’naty, hydroxid méd’'naty
a 15 % kovové médi. Vyskyt oxidovanych sloucenin v siln€jsi vrstvé depozitu na katodé, ktera
poskytuje redukujici podklad muze byt prekvapivy. Vysvétleni piitomnosti hydroxidd muaze
pfinést narust pH v okoli katody, protoze zde dochazi i k elektrolyze vody a vyredukovany kov
by mohl v prostfedi se zvySenou koncentraci hydoxidovych ionti vytvaret odpovidajici
srazeninu. Nejvétsi zastoupeni v piipravenych vrstvach nemaji hydroxidy, ale oxidy a u nich
neni uvedené vysvétleni mozné. Nabizi se moznost pfenosu oxidovaného kovu z anody na
katodu pod vlivem elektrického pole v procesu zvaném elektroforeticka depozice. Koloidni
castice nesouci na svém povrchu naboj budou migrovat k opa¢né nabité elektrod€, kde se usadi
a postupné utvoii povlak [114-116]. Elektroforetickd depozice vrstev neni neznamou
technikou. Hotové lazn€ obsahujici suspenzi koloidu materialu k depozici a pomocné latky jsou

komeréné dostupné.

4.1.3 Elektrochemicka charakterizace

Pro ziskani informace o redoxnim chovani obou vytvorenich typu elektrod byla vyuzita
cyklicka voltametrie. Na zaznamu (Obr. 13) jsou patrné dva anodické a dva katodické signaly
a odlisné chovani prvniho cyklu oproti nasledujicim. Pivodcem anodického signalu prvniho
cyklu je pravdépodobné oxidace Ni(OH); a NiO na spolecny produkt NiO(OH) [117, 118]. Je
dobré piipomenout, ze jak Ni(OH), tak NiO(OH) se mohou vyskytovat ve dvou modifikacich
a kazda ma svuj signal na voltamogramu. Pokud se jedna o CV elektrody s niklem, tak miizeme
v nasledyjicich cyklech sledovat v katodickém sméru nartust signalu redukce B-NiO(OH),

kdezto y-NiO(OH) se prili§ neméni. V anodické vétvi vidime mirny nartst signald o a -
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Ni(OH): a jejich pomalé ptfiblizovani. Tento posun by mohl ukazoval na to, ze se pfi redukci B
a y-NiO(OH) utvari treti, nebo 1épe, smésna faze obsahujici jak a, tak B- Ni(OH)>. Chovani
elektrody s Cu/Ni je obdobné, ale se zieteln€ vyssimi proudy a jinym pomérem sily signald.

Soucasné€ neni mozné odlisit signaly médi a jejich oxidovanych forem.

A

100 nA
H

0,0 01 02 03 04 05 06 07
E (V vs. Ag/AgCl)

1 | |
0,0 01 02 03 04 05 06 0,7
E (V vs. Ag/AgCl)

Obr. 13: Cyklicky voltamogram elektrody typu Ni (A) a CuNi (B) v prostredi 0,1 mol-I"!
NaOH pri skenovaci rychlosti 5 mV-s™. Kiivka 1 odpovida prvinimu skenu. Vyznamné body
al, a2 jsou signaly oxidace o-Ni(OH)z a f- Ni(OH )2 na NiO(OH). Signdly ¢l a c2 prislusi

redukci f-NiO(OH) a y-NiO(OH).
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4.14 Glukosovy senzor

Pripravené elektrody byly testovany na citlivost viuci glukose pomoci cyklické voltametrie
(Obr. 14). Pfed métenim byly elektrody kondicionovany péti voltametrickymi cykly v prostiedi
NaOH (0,1 mol-I'") a v tomto prostedi probihalo i méfeni glukosy. Elektroda obsahujici Cu/Ni
vykazuje asi dvakrat vyS$si elektrooxidacni proudy ve srovnani s Ni elektrodou, proto byla pro

dalsi experimenty pouzivana pouze elektroda typu Cu/Ni.

Aa-
3 c(glukosa):
] 0 mM
§ — 1 mM
=24 —2mM
1
0 -
I 1 I 1
0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
E (V vs. Ag/AgCl)
Bs-
6 - c(glukosa):
0mM
= ——1mM
= 41 —2mM
2 -
0
0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

E (V vs. Ag/AgCl)

Obr. 14: Cyklicky voltamogram patého cyklu kondicionace elektrody typu Ni (A) a
CuNi (B), rychlost skenu 5 mV-s'1, v prostiedi 0,1 mol-I"" NaOH bez glukosy (Cernd). Mérent
v pritomnosti glikosy o koncentraci 1 mmol-I' (modrd), nebo 2 mmol-l” (Cervena). Sipkami je
vyznacen smér potencidlového skenu.
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Dal$i optimalizace sméfovaly k ur¢eni vhodnych podminek pro amperometricka méteni, pro
ktera jsou vysledné elektrody zamysleny. Pro vyvazeni zivostnosti senzoru a vhodného pomeéru
signalu a Sumu byl jako optimalni stanoven potencial 550 mV. Funkce senzoru je zavisla na
ptitomnosti NiO(OH) na jeho povrchu a jeho vznik je podminén dostatecnym mnozstvim
hydroxidovych iontd v pracovnim roztoku. Méfeni je proveditelné uz pii koncentraci NaOH 10
mmol‘1"!, ale pouze pfi malé koncentraci glukosy. Vy$si koncentrace NaOH v hodnotach 0,1 a
0,5 mol-I"' umoziiuji méfeni ve vétsim rozsahu koncentrace glukosy a protoze 0,1 mol-1"! je

mén¢ zatizena Sumem, byla stanovena jako optimalni.

Jak ukazala fyzikalni méfeni vlastnosti deponované vrstvy, zavisi jeji morfologie a slozeni
na dobé¢, po kterou byla depozice provadéna. Proto je vhodné otestovat zda a jaky vliv ma doba
depozice na amperometrickou odezvu pii elektroxidaci glukosy. Vysledkem bylo, Ze citlivost
elektrody roste, dosahne maxima a opét klesa. Nartst citlivosti mizeme piisoudit vyssimu
mnozstvi NiO a Ni(OH); ¢ili prekurzort aktivni latky NiO(OH) v nanesené vrstve. Zdavodnéni
nasledného tipadku signalu mizeme nalézt na SEM snimku vlakna po 27 minutach depozice a
s tloustkou vrsty asi 5 pum. Uz zde jsou dobfe viditelné trhliny v pokryti a dalo by se
predpokladat, ze sdalSim zvySovanim mocnosti vrstvy roste pravdépodobnost jejiho

rozpraskani a oddé€leni od uhlikového vlakna. Optimalni doba depozice je 30 minut.

Pouziti Cu/Ni elektrod pro méfeni glukosy v krevnim séru mize byt komplikovano odezvou
na interferujici latky. Elektroda muze byt citliva nejen na glukosu, ale i na dalsi latky, jako je
napfiklad kyselina askorbova, nebo kyselina mocova apod. Pfi méfeni modelového vzorku
glukosy a interferentu, kazdy v koncentratnim pomeéru 1:10 vzhledem ke glukose, byl podil
signalu ruSivych latek zanedbatelny. Navic v lidské krvi je glukosa v asi 30-ti nasobném
nadbytku oproti potencidlnim rusivym latkam. Pro ovéfeni funkce na skute¢ném vzorku bylo
davkovano 100 pl lidského séra do cely obsahujici 30 ml 0,1 mol‘I"! NaOH a nasledovaly tii
standardni ptidavky glukosy tak, aby vysledna koncentrace piidavku &inila 10 pmol-1.
Naméfeny vysledek se dobfe shodoval shodnou ziskanou komerénim glukometrem.
Pfipraveny senzor je mozné pouzit i v prutoku (Obr. 15), je ale nutné upozornit na opatrné
zachazeni pti vkladani vlakna elektrody do kapilar. Pokud by dochazelo k ohybu vlakna pfi

manipulaci, existuje riziko rozlamani a opadani nanesené aktivni vrstvy.
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Obr. 15: Priitokova vstiikovaci analyza glukosy (c= 10-500 umol-I"') na elektrodé typu
CuNi. Pracovni potencidl 550 mV, mobilni faze 0,1 mol-I'! NaOH, priitok mobilni fize
100 ul-min™.

4.2 Amperometricka detekce v kapilarni elektroforéze

Aparatura pro kapilarni elektroforézu je, ve své nejprimitivnéjsi podobég, velice jednoducha
a pomérné malo naro¢na na pfistrojové vybaveni. Bylo proto nasnadé vyzkouset jeji spojeni s
jiz mnohokrat ovéfenymi uhlikovymi vlaknovymi mikroelektrodami v amperometrické
detekci. V kapitole 2.4.2 jsou popsana uskali takového spojeni a mozna feseni a presto bylo

rozhodnuto vyzkouset pfimé spojeni téchto technik bez pouziti ,,decouplingu®.

4.2.1 Detekce ferulové a gallové kyseliny

Pro ovéreni funkce aparatury byly zvoleny elektrochemicky snadno oxidovatelné organické
kyseliny, ferulovd a gallova. Koncentrace kys. ferulové byla 0,51 mmol-l™!, kys. gallové
0,59 mmol‘1"!, oba vzorky byly pfipraveny rozpusténim pfisluiné navazky v methanolu a vodé
(1:9) a na pracovni koncentraci ziedény 50 mmol-1"! boratovym pufrem, pH = 9,5. Tento pufr
slouzil 1 jako zakladni elektrolyt. Davkovani vzorku bylo provadéno elektrokineticky, pii 10 kV
po dobu 10 s. Separacni napéti 10 kV. Méfici cela nebyla osazena samostatnou referencni
elektrodou. Jako pseudoreference slouzil nerezovy Sroub na dné cely, soucasné plnici funkci
pomocné elektrody a uzemnovaci elektrody pro obvod vysokého napéti. Potencial vlozeny na

mefici elektrodu dosahoval 1500 mV. Vysledny zdznam je na Obr. 16.
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Obr. 16: Elektroforeogram separace gallové kyseliny (A, ¢ = 0,59 mmol'I'') a ferulové
kyseliny (B, ¢ = 0,51 mmol-I""). Separacni napéti 10 kV, potencidl pracovni elektrody
1500 mV (vs. pseudoreference).

4.2.2 Vliv separacniho napéti na detekéni systém

Experimenty prokazaly urcitou schopnost elektroforézy s amperometrickou detekci pracovat
1 bez elektrické izolace separacni a detek¢ni Casti, ale za cenu veliké nespolehlivosti a kratké
zivotnosti senzoru. Uvadénym negativnim jevem byva zvySeny Sum na detektoru [83]. V tomto
ptipadé byl béznou piicinou selhani metreni kolaps separacni €asti piistroje vlivem zavzdusnéni
kapilary a tim pferuseni proudu. Pivodni domnénka byla, ze bubliny plynu pochazeji
z nedostatecné promyté kapilary, nebo pfi neobratné manipulaci se vstupni asti kapilary pfi

presouvani mezi vialkou vzorku a zékladniho elektrolytu.

Nebylo bez zajimavosti, ze pokud byly provadény ovérovaci experimenty bez pritomnosti
mefici elektrody, pouze se smési fluorescencnich barviv a s vizualni kontrolou chovani
separacni Casti aparatury, byla Cetnost vyskytu vySe zminéného problému velmi vzacna a déleni
vzorku fungovalo bezchybné. Padlo tedy podezieni na interakci materialu elektrody s vnéjSim
elektrickym polem. Jako ptiklad uved’'me separacni napéti 15 kV pii délce kapilary 25 cm
vyvola elektrické o intenzité 600 V-cm™'. Délka vlakna pracovni elektrody uvnitt kapilary je
okolo 2,5-3 mm, vlakno je tedy vystaveno gradientu elektrického pole az 180 V. Vse za

zjednodusujiciho predpokladu, Ze separacni napéti je uzemnéno na vystupnim konci kapilary.
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Za uvedenych podminek se vldkno elektrody pravdépodobné chovalo jako bipolarni
elektroda, tedy Ze se na ném vytvofil elektricky potencial obracené polarity, nez jakou ma pole,
které jej vyvolalo [119]. Pfi¢emz nejvyssi napéti je na opacnych koncich bipolarni elektrody.
V popisovaném usporadani je vlakno jednim koncem vodivé spojeno s potenciostatem, kdezto
bipolarni elektrody maji oba konce volné. I tak byla pozorovatelna elektrolyza pfitomného
roztoku a s ni spojeny vyvoj plynu na SpiCce elektrody (Obr. 17). Protoze bylo méfeni
provadéno v alkalickém pufru a v neupravené kiemenné kapilafe, napéti na vstupu kapilary
bylo kladné a bubliny plynu byly tedy neustale vypuzovany z kapilary elektroosmotickym

tokem. Pfi obraceni polarity bylo zfetelné 1 obraceni proudu bublin smérem dovniti kapilary.

Za predpokladu kladného napéti na vstupu kapilary by méla Spicka uhlikového vlakna
zaporné napéti a tedy by na ni méla probihat redukce vodiku. V pfipadé obraceni polarity
vysokého napéti, by se dal o¢ekavat vyvoj vodiku na elektrodé v oblasti konce kapilary. Proud
plynu byl pozorovan, ale nebylo mozné spolehlivé potvrdit, ze zaCatek vyvoje bublin je praveé

na usti kapilary.

Obr. 17: Detail umisténi viakna pracovni elektrody do vystupu separacni kapilary. Ve
zvyraznéné oblasti je dobre patrny vyvoj bublin plynu v okoli konce vidkna.

37



Kromé castého preruSeni separace vlivem vyvoje bublin plynu dochéazelo i ke zménam
materialu elektrody a po Case k jeho uplné destrukci. V prabéhu experimentu bylo viditelné
postupné tmavnuti vlakna a jeho ztlusténi, ale jen uisek vnofeny do kapilary. Postupem casu se
vlakno v oblasti usti kapilary prelomilo a bylo obvykle vyplaveno ven elektrosomotickym
tokem. Zpisobem jak omezit nezadouci jevy je pouziti velice uzké kapilary (5 um) a aby bylo
mozné vlozit vlakno, je koncova cast kapilary kuzelovité rozsifena leptanim. Vychazi se ze
skuteCnosti, ze podstatna Cast elektrického pole je na vysokém elektrickém odporu odporu tizké
kapilary a toto pole rychle ztraci intenzitu s roz§ifujicim se prasvitem kapilary. Leptani
vyzaduje praci s kys. fluorovodikovou a zarover se takto uzké kapilary obtizné promyvaji.
Proto byla vyzkousSena jina cesta, ale stavéjici na stejném principu - spojeni 23 cm dlouhého
useku kapilary malého praméru (50 um) s 2 cm kratkym usekem kapilary vétsiho prasvitu, do
kterého bylo vlozeno vlakno. Technika spojovani vychazi z prace A. Sebestové a J. Petra [120].
I pfes provedené upravy nebylo dosazeno sestaveni spolehlivé aparatury pro kapilarni
elektroforézu s amperometrickou detekci. Objevovaly se 1 zavady elektronické, kdy sepnuti
vysokého napéti zplisobovalo nahlé prevraceni méfeného amperogramu, tedy signaly byly
zaporné. V jinych piipadech uzavieni separacniho a detekéniho obvodu na stejné elektrodé
zcela znemoznilo funkci potenciostatu, pokud byl fidici pocita¢ napajen z elektrické sit€ a ne
z vlastniho akumulatoru. Tyto potize nebyly uspokojivé vysvétleny a vyfeSeny a prace na

aparature byla pozastavena.

4.3 Amperometrické stanoveni antioxida¢ni kapacity piv ve

spojeni s automatickou mikrodialyzou

Vzorky Ceskych i sv€tovych piv byly zbaveny rozpusténych plynt pomoci ultrazvukové
lazné. Déle bylo zméfeno pH a po rozdéleni na asi 50 ml podily byly vzorky uskladény
v mrazni¢ce pii -18 °C. Ke stanoveni antioxidacni kapacity byly vzorky piv nafedény pufrem
mraven¢anem amonnym (50 mmoll"!, pH=3,5) v poméru 1:4. Standardni latkou byla kyselina
gallova o koncentraci 40 pmol-l"! vtémze pufru jako vzorky piva. Kyselina gallova je
pouzivana jako standard ve Folin-Ciocalteu metodé stanoveni celkového obsahu fenold a
antioxidaCni kapacity [121] a proto byla pouzita i v této praci. Roztoky k métfeni byly
rozpipetovany po 400 pl do 96-jamkové mikrotitratni desticky. Kazdy vzorek ve trech

opakovanich.
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Pro ustaleni vlastnosti membrany je potieba pred zahajenim métfeni mikrodialyzacni sondu
na asi 5 minut namocit do 70% ethanolu a poté nechat promyvat pracovnim pufrem po dobu
asi 10 minut. Jak jiz bylo uvedeno, vytézek dialyzy je nepiimo umeérny pratokové rychlosti
perfuzniho roztoku. Pro odhadnuti vytézku byl proveden voltametricky experiment s kyselinou
gallovou jako standardem. Vzorek o koncentraci 1 mmoll! byl dialyzovan pii priitoku
7 ul'min’! a ziskany dialyzat byl zfedén na polovinu a podroben square wave voltametrii na
uhlikové vlaknové mikroelektrodé. Rozdil v koncentraci kyseliny gallové pied a po dialyze
odpovidal, za danych podminek, vytézku okolo 10 %. Pritokovéa rychlost 7 pl'min™! byla
pouzita pii ziskani pivnich dialyzatd pro Gcely experimentli v kapalinové chromatografii. Pro
pfimou amperometrii dialyzat(i byla priitokova rychlost nastavena na 10 pl-min’!, jako vhodny
kompromis mezi citlivosti a rychlosti méfeni. ZvySeny prutok nema v tomto piipadé zasadni
negativni vliv na citlivost méfeni, protoze se méfi kumulativni signal vSech snadno
oxidovatelnych latek, na rozdil od signalu separovanych latek v chromatografickém

experimentu.

Pfi sestaveni aparatury je vhodné elektromagnetické odstinéni méfici cely, jednoduchym
zpusobem je uzavieni do kovové nadoby a vodivym spojenim se zemnicim bodem
potenciostatu. V priabéhu méfeni se vyskytoval problém s ostrymi faleSnymi signaly, které byly
zpusobeny prichodem poméme velkého poctu bublinek plynu pies vlakno elektrody. Pavodni
podezieni na nedostate¢né odplynéni pouzitych roztokd (ultrazvukem nebo probublanim
heliem) se nepotvrdilo. Soucasné pohyb v blizkém okoli stfikackové pumpy zpiisoboval ruseni
na amperogramu. Oba jevy zanikly po spojeni kovové jehly stfikacky, kterd je v kontaktu

s perfuznim pufrem, s kovovou nadobou odstinéni cely pomoci vodice.

Celou méfici proceduru muzeme rozdé€lit do nékolika krokt. V prvnim kroku je elektroda
aktivovana/regenerovana sekundovym elektrickym procesem sinusového priubéhu o frekvenci
50 Hz a amplitudé 2,9 V. Dale je na elektrodu vlozen pracovni potencial, po uplynuti 180 s je
proud pozadi ustalen a aparatura je pripravena k méfeni. Dialyzacni sonda se ponoifi do
meéfeného roztoku a je spustén zaznam proudu. Po uplynuti asi 50 s doputuje zona analytu
k pracovni elektrodé a dojde k rychlému dosazeni maxima proudu, ktery od tohoto bodu muze
opét zacit klesat vlivem zneciSténi elektrody. Po uplynuti 100 s je sonda vytazena z roztoku.
Zaznam proudu stale bézi a po vymyti zony analytu ze spojovacich hadi¢ek proud rychle
poklesne na uroveni proudu pozadi a zaznam je ukoncen. Délka posledniho kroku byla

nastavena na 180 s. Dale je mikrotitracni desticka posunuta do pozice pro méteni dal§iho vzorku
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a cely proces se opakuje. Obr. 18 ukazuje strucny diagram vSech vysSe popsanych kroki. Na

Obr. 19 je ukéazka uzivatelského rozhrani fidiciho softwaru.

Zaznam proudu

29V
N\/\/\M 50 Hz Pracovni potencial Pracovni potencial Pracovni potencial
ov
/L I < ” >
- T - 1l T || - 1/ -

Aktivace/€isténi vlakna Stabilizace Dialyza a méfeni Vymyti sondy a méfeni
1s 180 s 100 s 180 s

y

%x

Obr. 18: Diagram jednotlivych krokii kompletni mérici procedury se zobrazenim vzdjemné
polohy dialyzacni sondy a vzorku.
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Obr. 19: Uzivatelské prostredi ridiciho softwaru umoziuje specifikovat pozice vzorkii
v mikrotitracni desticce (A), nastavit parametry reaktivace elektrody (B) a amperometrického
meéreni (C). Ke kazdé elektrochemické procedure je zobrazen prislusny graf naméreného
proudu.

Bézné rozvrzeni vzorkt na mikrotitracni desti¢ce zacinalo vzorkem standardu, poté vzorky
piv a nakonec opét standard pro ovéfeni stability méfeni. VSe ve tfech opakovanich.
V pocateCnich experimentech pii pouziti zcela nové elektrody byl napadny nesoulad

velikosti signalu standardu na zacatku a na konci sady méfeni. Divodem je trvala zména
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vlastnosti elektrody po prvnim kontaktu s pivnim dialyzatem. Proto byla na zacatek kazdé série
meéfeni vloZzena kombinace vzorku standard-pivo-standard, typicky amperogram této sestavy je
na Obr. 20. Ze zaznamu je patrng, ze po prvnim kontaktu elektrody se vzorkem pivajeji citlivost
poklesla. V naslednych méfenich je jiz citlivost elektrody stabilni a mizeme méfit kompletni

sadu pripravenych vzorka a standardui.

A

0 200 400 600 800
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Obr. 20: Amperogram s charakteristickym prithéhem proudu pri prvnim méreni kombinace
vzorku: standard (A)-pivo (B)-standard. Na signdalu B jsou Sipkami vyznaceny bodly, kdy je
mikrodialyzacni sonda vsunuta do vzorku nebo z néj vytazena.

Abychom ovéfili divéryhodnost vysledki ziskanych amperometrickou metodou, byly
vzorky piv podrobeny analyze metodou podle Kanedy [122]. Tato metoda vyuzivéa roztoku
stabilniho radikalu DPPH v pufrovaném methanolu. Ptipraveny roztok ma syté fialovou barvu
a odpovidajici absorbéni maximum je 525 nm. Pokud dojde k reakci mezi DPPH a redukujicimi
latkami vznika nazloutly produkt. Tuto zménu Ize velice snadno sledovat fotometricky, typicky
po dobé inkubace mezi 10-30 minutami. V této praci byl zvolen interval 10 minut a pokles
absorbance byl sledovan v 10 s intervalech. Z rozdilu pocatecni a koncové absorbance se pocita

tzv. relativni redukéni aktivita.

Z vysledki amperometrickych méfeni vyplynula dobra korelace celkové antioxidacni

kapacity s metodou podle Kanedy, ale pouze pfi potencialu 600 mV. S rostoucim potencidlem
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se korelace zhorSovala (Obr. 21). Data naméfend amperometricky pfi 600 mV, ekvivalentni

koncentraci standardu gallové kyseliny a redukéni aktivitu podle Kanedy shrnuje Tab. 1.

600 mV 20 800 mVv 0

0,8
01 0,2 0,3 04 0,1 0,2 0,3 04
DPPH (RRA) DPPH (RRA)

Obr. 21: Korelace proudu, naméreného metodou mikrodialyzy s amperometrickou detekci,
a relativni redukcni aktivity ziskané metodou podle Kanedy, klesd s rostoucim pracovnim
potencidlem amperometrie. Ukdzka korelace pri 600 mV vs. 800 mV.

Tab. 1: Seznam mérenych piv a data ziskana amperometrickou metodou a metodou podle

Kanedy.
Pivo Amperometrie* Amperometrie*, DPPH
I(nA) ekv. kys. gallové (relativni
(umol17) redukéni
aktivita)
Corona Extra 0.53 8.18 0.163
Leffe Blonde 2.06 45.2 0.385
Stella Artois 1.24 25.4 0.279
Heineken Lager 0.82 15.1 0.23
Rastinger 1.08 21.5 0.255
Radegast 1.39 28.9 0.271
Budweiser Budvar 1.59 33.9 0.301
Pilsner Urquell 2.21 48.8 0.378

* Amperometrie mérend pri potencidlu 600 mV, proud je prepocitan na neziedéné pivo (x5)

Ve snaze o objasnéni dosazenéch vysledka byla provedena sada méfeni HPLC-ED na vzorku
dialyzatu piva Pilsner Urquell. Dialyzat byl rozdélen na dva podily, jeden smichéan s nadbytkem
reak¢ni smési pro metodu DPPH a druhy pouze s odpovidajicim mnozstvim methanolu. Po
hodinové inkubaci byly naméfeny chromatogramy za rtznych potenciali. Oproti ofekavani
nedoslo k Gplnému vymizeni signall relativné snadno oxidovatelnych latek po reakci s DPPH.
Nekteré signaly pouze poklesly a jiné byly zcela nedotCeny. Pfitom v dobé nastfiku mél vzorek

stale syté fialové zbarveni, nemohlo se tedy stat, ze by koncentrace DPPH nebyla v nadbytku
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oproti koncentraci antioxidantti. S rostoucim pracovnim potencialem se objevily i nové signaly,
neovlivnéné piitomnosti DPPH. Tento nesoulad mezi reaktivitou DPPH a elektrochemickou
aktivitou latek pfitomnych v dialyzatu vysvétluje, pro¢ s rostoucim anodickym potencialem
klesa korelace mezi celkovou antioxidaéni kapacitou naméfenou Kanedovou metodou a
amperometrii. Je zajimavé, Ze vzorky piv riznych vyrobcl jsou si velmi podobné z pohledu
HPLC-ED (Obr. 22). A to i piesto, ze mtizeme piedpokladat odliSnosti ve zpiisobu vafeni piva

a pouziti surovin jinych odrid a ptivodu.

50 pA
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Obr. 22: Chromatogramy dialyzdti piva namérené amperometrickou detekci pri
potencialu 600 mV. Corona Extra A, Leffe Blonde B, Stella Artois C, Heineken Lager D,
Rastinger E, Radegast F, Budweiser Budvar G, Pilsner Urquell H.

4.4 Grafitova mikrotuha pro amperometrickou detekci v HPLC

Moznost méfeni na detekéni cele, ktera ma dobrou citlivost, je pomérné snadno sestavitelna
a pfitom za zlomek ceny komeréniho vyrobku, je lakava. Takovéto parametry spliiuje cela
vyuzivajici grafitovou mikrotuhu jako elektrochemicky aktivni senzor. Vyhodou je i to, Ze se
k vyrobé takového zafizeni da vyuzit zakladni model méfici cely z nylonového bloku, bez

potieby vétsich Uprav. Prakticky to znamena jen zménu ve zplsobu uchyceni tuhy oproti
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vlaknové elektrodé a mirna zmeéna v kapilate pfivadéjici eluat z kolony. Veskeré detaily jsou
popsané v kapitole 3.3. Obdobna sestava uz prokazala své kvality a protoze se vyskytla moznost
ziskat realny wvzorek pochazejici z predavkovani antipsychotickym pfipravkem, bylo

rozhodnuto vyzkouset i tuto cestu.

4.4.1 Elektrochemicka charakterizace tuhy

Bylo vybrano osm antipsychotickych substanci, na kterych se testovalo chovani dvou typu
tuh pomoci cyklické voltametrie. Tuhy Tombow a AinStein se li§i svym prumérem (0,55 a
0,26 mm) a také svou elektrochemickou aktivitou. Srovnatelné proudy v maximu signalu byly
dosazeny v pripadé, ze byla aktivni délka (a odpovidajici geometricka plocha) tuhy Tombow
omezena na 1 mm (1,97 mm?) a 5 mm (4,13 mm?) pro AinStein. Vymezeni aktivni plochy bylo
dano hloubkou ponoteni tuhy do méfeného roztoku. Voltamogramy byly méfeny v prostiedi
fosfatového pufru (50 mmol1!, pH=7,5). Protoze bylo dale planovano vyuziti tuhy k detekci
v HPLC, bylo nezbytné ovéfit 1 vliv nemalého mnozstvi organickych rozpoustédel v budouci
mobilni fazi. Proto bylo méfeni provedeno i ve smési uvedeného pufru s methanolem v poméru
1:2. Pfi srovnani s Cistym pufrem zaznamenala tuha Tombow napadné vétsi proudy pozadi,
pokud byl pfitomen methanol, pfitom pozad’ovy signal obou tuh byl velmi podobny v prostiedi
¢istého pufru. Dale byla méfena odezva tuh na clozapin a promazin v prostedi pufr/methanol
a i zde pozorujeme odlisné chovani. Tuha Tombow poskytuje signal s horSimi analytickymi
vlastnostmi oproti tuze AinStein (redox reakce rozliSena do dvou piki - nejspise jde o absorpcni

predpik a vyssi proud pozadi). VySe diskutované voltamogramy jsou uvedeny na Obr. 23.
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Obr. 23: Cyklické voltamogramy na tuze Tombow (modrd) a AinStein (Cervend). Horni
graf zobrazuje CV v pritomnosti clozapinu (¢=0,18 mmol-I"'), linie A,C. Linie (B,D)
odpovidaji CV podpiirného elektrolytu. Dolni graf obsahuje zaznam CV promazinu
(c=0,18 mmol I""). Slozeni podpiirného elektrolytu: MeOH a fosfatovy pufi (50 mmol-1”,
pH=7,5) v poméru 2:1 (V/V). Skenovaci rychlost 50 mV-s™.

Objasnéni muze piinést stavba tuhy AinStein, ve které tvoii nosnou kostru zesitovana
struktura z oxidu kfemicitého. Ta ma za ukol dodavat tuze mechanickou odolnost. Soucasné
vSak zpusobi, ze je tuha tvorena ostrivky vodivého grafitu, oddélenymi nevodivou kostrou
z oxidu ktemicitého. Ve vysledku takové usporadani odpovida sestavé mikroelektrodového

pole. To se vyznacuje, ve srovnani s , makroelektrodou®, lepSim pomérem faradaickych a
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kapacitnich proudd a niz§im IR spadem, vzhledem ke geometrické plose elektrody. Pro
mikroelektrodovy charakter tuhy AinStein hovoii 1 sigmoidni tvar voltamogramu ziskany pfi

studiu tohoto typu tuhy pomoci redoxnich standardd [Fe(CN)e]*'*

a ferrocenu. Dale byla
vyuzita pouze tuha AinStein. Pro ziskani ptedstavy o podobé povrchu pouzité tuhy bylo vyuzito
techniky AFM. Ziskany snimek (Obr. 24) zobrazuje Clenitou boc¢ni sténu tuhy, pokrytou

rovnobé&znymi brazdami.

Obr. 24: AFM snimek bocni stény mikrotuhy (Pentel AinStein 0,2 mm).

4.4.2 Tuha v kapalinové chromatografii s amperometrickou detekci

Uplatnéni tuhové elektrody pii detekci antipsychotickych substanci predchéazelo nekolik
optimalizacnich krokti HPLC separace. VSechna méfeni byla provedena na koloné s reverzni
fazi C8, 5 um, 250x2,1 mm, Nucleodur Gravity s predkolonkou C8, oboji od vyrobce
Macherey-Nagel (Némecko). Zasadni vliv na retenci ma pomér vodné a organické slozky
v mobilni fazi, pH a koncentrace pouzitého pufru (iontova sila). Mobilni faze o slozeni
fosfatovy pufi/acetonitril (58/48) slouzila jako vychozi bod. Ve zkoumaném rozsahu pH (4,5—
8,5) se smérem k alkalické oblasti prodluzovaly retencni ¢asy a rostlo rozliSeni. S ohledem i na
doporucené provozni podminky kolony bylo jako vhodné pH zvolena hodnota 7,5. S tim jak
rostla iontova sila pufru v koncentraénim rozsahu 10-100 mmol-1"!, klesala retence latek na

stacionarni fazi a zlepSoval se tvar piku. Koncentrace pufru 50 mmol-1' je rozumnym
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kompromisem mezi dobou analyzy, tvarem piku a rozliSenim. Pro zlepSeni separace bylo
pozménéno i sloZzeni mobilni faze. Déle pouzivana mobilni faze obsahuje tyto slozky KoHPO4

(50 mmol-l”, pH=7,5)/MeOH/ACN v poméru 47/7/46.

Modelovym vzorkem bylo teleci serum s pifidavkem smési vybranych antipsychotickych
latek, kazda o vysledné koncentraci 250 nmol-1"! (Obr. 25, horni). Po vysrazeni proteinii
acetonitrilem a centrifugaci byl supernatant davkovan do HPLC. Vlastnosti vyvinutého
detektoru s tuhovou elektrodou byly porovnany s komercni detekéni celou. Vzhledem k tomu,
ze detektory obsahuji rozdilné referencni elektrody, bylo nutné pouzit rlzné pracovni
potencialy. Potencial vlozeny na pracovni elektrodu tuhového detektoru byl 900 mV vs.
Ag/AgCl, coz odpovida potencidlu 650 mV vs. Pd/Hz pro komeréni celu. Jak doklada
chromatogram (Obr. 25, dolni), nem4 pouziti cely doméaci konstrukce negativni vliv na tvar
signali ve srovnani s komercéni amperometrickou pratokovou celou. Navic se tuhova cela

vyznacuje rychlejsim ustalenim zakladni linie.
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Obr. 25: Chromatogramy modelové smési antipsychotickych substanci. Horni graf ukazuje
méreni v umélém séru, cervend linie odpovidd slepému vzorku, chromatogram séra
obohaceného smési sledovanych latek ukazuje modrda linie. Dolni graf porovndva
chromatogramy zmérené pomoci detektoru s tuhovou elektrodou (modrd) a na komercnim
amperometrickém detektoru s elektrodou ze skelného uhliku (Cervend).1 quetiapin,
2 olanzapin, 3 clozapin, 4 flufenazin, IS promazin, 5 prometazin, 6 levomopremazin,
7 chlorpromazin, 8 thioridazin.
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Realny vzorek krevni plasmy pacientd s otravou olanzapinem a prometazinem byl upraven
stejn€ jako modelové sérum a pred nastiikem byl ziskany supernatant jesté ziedén na polovinu
deionizovanou vodou. Ziskana informace o koncentraci daného 1éciva v plasmé pacienta byla
porovnana se standardni metodou LC-MS pouzivanou v soudnim lékafstvi. Naméfené udaje
jsou v dobré shod¢ s referecni metodou a jsou shrnuty v Tab. 2; pfislusny chromatograficky
zaznam je na Obr. 26.

Tab. 2: Koncentrace antipsychotickych ldtek v krevni plazmé pacientii, zméiend metodami
HPLC-ED a HPLC-MS a

cep) (mmol-l™!)  cms) (mmol-l™)  Vytézek (%)

Plazma 1 (Olanzapin) 717.6 £3.0 704.2 101.9+0.14
Plazma 2 (Prometazin) 1752.1+2.98 1970 88.9+0.11
1
IS
| 2
T
= IS

0 5 10 15 20 25 30
Cas (min)

Obr. 26: Chromatograficka analyza redlnych vzorkii krevni plasmy pacientii. Cerveny
chromatogram obsahuje signdl olanzapinu (1). V modrém chromatogramu je signal
prometazinu (2). Jako vnitini standard (IS) je pouZit promazin.
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5 Zavér

V predlozené disertacni praci byly studovany moznosti konstrukce a aplikace
miniaturizovanych elektrod v chemické analyze. Pro tento ucel byly vyuzity v rutinni praxi
meéné obvyklé elektrodové materialy, uhlikové vldkno a grafitova tuha, které jsou vSak velmi
levné a snadno dostupné. Kromé konstrukce elektrod byly dale studovany postupy jejich
dodate¢nych uprav za ucelem vylepsSeni citlivosti nebo selektivity. Pred vlastni analytickou
aplikaci byly elektrody podrobeny fadé fyzikalnich méfeni. Objektem zajmu byly hlavné
vlastnosti povrchu pouzitych material jak v pivodni podobé, tak po aplikaci modifikujicich
postupt. Povrch byl studovan z pohledu morfologie, s vyuzitim zobrazovacich technik SEM,

AFM a z pohledu chemického slozeni, pomoci metod EDX a XPS.

Mnohé pristupy studované v této praci vyzadovaly pouziti nestandardniho vybaveni. Musely
byt provedeny mensi upravy komercni instrumentace, jako napt. zdmeéna originalniho detektoru
v kapalinovém chromatografu za prutocnou amperometrickou celu, vyrobenou specialné za
ucelem méteni s vyuzitim mikroelektrod. Jindy bylo potieba zkonstruovat zcela nové piistroje,

jako byl zdroj napéti pro jiskrovy vyboj ¢i pozicni zafizeni pro automatickou mikrodialyzu.
Zkonstruované detektory byly testovany v nékolika oblastech:

1. Byl zkouman elektrochemicky zpisob naneseni niklu a slitiny meédi a niklu (55/44,
m/m), zalozeny na pfenosu materialu z niklové resp. meédniklové anody na uhlikové
vlakno, zapojené jako katoda v prostredi velmi Cisté vody. Vysledna podoba upraveného
vlakna byla zavisla na dobé€, po kterou reakce probihaly. Po uplynuti asi 15 minut bylo
ziskano vlakno pokryté jednotlivymi nanocasticemi vychozich kovi. Po del§im
Casovém intervalu se misto Castic zacaly tvofit celistvé vrstvy, které mély charakter jak
elementarnich kovii, tak jejich oxidd a hydroxidld, diky zméné mechanismu z
elektroredukce na elektroforetickou depozici. A pravé elektrody pokryté
elektroforetickymi vrstvami se prokazaly jako nejucinnéj§i pro stanoveni glukosy,
zejména pak ty, pro které byla vychozim materidlem slitina médi a niklu. Hotové
elektrody byly mimo modelovych vzorkt vyzkouseny i na vzorcich zfedéného lidského
krevniho séra. Stanoveni glukosy bylo provedeno amperometricky v michaném roztoku.
Naméfena koncentrace glukosy v séru &inila 5,13 mmol‘l"! a byla ve shodé s koncentraci

zjisténou komerénim glukometrem. Tato koncentrace odpovida normalni hlading
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krevniho cukru u zdravého jedince. Stejny typ senzoru byl uspé$né ovéfen i na
modelovém vzorku glukosy pii méfeni metodou nastrikové pratokové analyzy.
Moznosti spojeni nejjednodussi varianty kapilarni elektroforézy s amperometrickou
detekci byly testovany na modelovém vzorku, obsahujicim snadno oxidovatelné
fenolové kyseliny. Elektrodovym materidlem pouzitym v detektoru bylo uhlikové
vlakno, aktivované jiskrovym vybojem. Uhlikové vlakno bylo pfipojeno na plus pol
zdroje vysokého napéti, jako protielektroda slouzil wolfram. Snahou bylo vyhnout se
,,decouplingu‘ separacniho napéti a méfit s amperometrickou detekci ptimo pod vlivem
separa¢niho napéti, nebo jej alespofi omezit spojenim kapilar riznych wvnitfnich
pruméru. Podafilo se dosahnout dil¢iho Gspéchu pii separaci a detekci ferulové a gallové
kyseliny, avSak meéfeni trpélo mnoha technickymi problémy, které plynuly z
neodstinéného separa¢niho napéti. Vizualné byl pozorovatelny rozklad zakladniho
elektrolytu a vyvoj bublin plynu na vlakné elektrody. Nasledkem byla velmi nizka
zivotnost pouzitého senzoru, nestabilita separacniho obvodu a problémy s elektronikou
potenciostatu detektoru.

Elektrody z uhlikového mikrovlakna lze aktivovat a Cistit vhodnym elektrochemickym
programem, tzv. , pretreatment™, pfimo v amperometrické cele bez potifeby demontaze.
Na zakladé toho bylo mozné sestavit zafizeni, které je schopné automaticky odebirat
vzorky a provadét na nich amperometrické stanoveni. Protoze bylo cilem méfit celkovou
antioxidacni kapacitu piv, ktera souvisi s celkovym obsahem snadno oxidovatelnych
latek, nebyla nutna aplikace chromatografickych technik. Pivo je vSak pomérné
komplikovana matrice a obsahuje mnoho latek, které zpusobuji pasivaci elektrod. Tyto
latky maji ¢asto vysokomolekularni strukturu, nabizi se tedy aplikace dialyzy pro jejich
odstraneni. Kompletni aparatura tedy obsahovala mikrodialyzacni sondu, skrze kterou
byl odebiran vzorek. Ten nasledné putoval do pritocné cely, kde byl analyzovan
amperometricky. Soucasti aparatury byl potenciostat, ktery automaticky prepinal mezi
meéficim a Cisticim programem, aplikovanym na pracovni elektrodu. Ziskana
amperometricka data byla korelovana se standardni metodou podle Kanedy [122], ktera
vyuziva radikalové reakce a vyhodnocuje se fotometricky. V oblasti nizkého pracovniho
potencialu (600 mV) bylo dosazeno velmi dobré korelace obou metod (R?=0,965).
S rostoucim potencialem korelace klesa. S vyuzitim HPLC s amperometrickou detekci
bylo zjisténo, ze pii vysSich potencialech dochazi k elektrooxidaci latek, které soucasné
nejsou schopny odbarvovat radialové cinidlo DPPH pouzivané pii standardnim

stanoveni (Kanedova metoda).
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4. Grafitova mikrotuha byla bez dodatecnych tprav pouzita jako senzor pro stanoveni
antipsychotickych 1é¢iv metodou HPLC s amperometrickou detekci. Elektrochemické
chovani tuhy dvou vyrobcti (Tombow 0,5 mm a Pentel AinStein 0,2 mm) bylo nejprve
studovano cyklickou voltametrii. Tuhy byly testovany na vzorcich dvou antipsychotik,
clozapinu a promazinu (¢ = 0,18 mmol-I'"). Lepsi elektrochemickou charakteristiku
vykazovala tuha AinStein a byla tedy pouzita pro HPLC-ED méfeni. Chromatograficka
separace byla provedena na modelové smési osmi antipsychotickych latek v telecim
séru. Limity detekce pro jednotlivé latky se pohybovaly vrozmezi 1-7,9 nmol-1!.
Zkonstruovany detektor byl porovnan s komeréni amperometrickou celou, obsahujici
skelny uhlik jako pracovni elektrodu. Z hlediska citlivosti byly oba detektory na
podobné urovni, detektor s tuhou vSak pfedcil komeréni model v rychlej§im ustaleni
zakladni linie a nepomérmné nizsi cenou. Tuhovy detektor byl testovan i na realném
vzorku krevni plasmy lidskych pacientl, diagnostikovanych s otravou olanzapinem
resp. prometazinem. Nalezené koncentrace latek byly v dobré shodé se standarni
metodou HPLC-MS, pouzivanou v soudnim lékarstvi. Vytéznost metody HPLC-ED vs.
HPLC-MS byla 101,9 % pro olanzapin a 88,9 % pro prometazin.

Vyse uvedené priklady pouziti miniaturnich uhlikovych elektrod dobfe dokumentuji jejich
Siroké pole aplikaci pii detekci v instrumentalni analytické chemii. Zkonstruované elektrody
vynikaji dobrymi elektrochemickymi vlastnostmi, jako je citlivost a rychla odezva. Selektivitu
elektrod je mozné ,,usit na miru“ s pomoci rozsahlé palety modifikaci jejich povrchu. Neméné
atraktivni je velmi nizka cena materiala potiebnych pro konstrukci téchto elektrod. Miniaturni
uhlikové elektrody budou dale studovany jak z pohledu analytické chemie, hledanim novych,

zajimavych analytl, tak z pohledu jejich fyzikalnich vlastnosti.
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Seznam pouzitych zkratek

Wi-Fi
USB
SEM
PVD
ECP
AFM
HPLC
LED
MS
CE
VN
PEEK
UV/Vis
DPPH

Standard pro bezdratovou komunikaci, typicky bezdratovy internet
Univerzalni sériova sbérnice

Skenovaci elektronova mikroskopie/mikroskop

Technika naparovani vrstev

Electrochemical pretreatment, elektrochemicka tprava elektrod
Mikroskopie atomarnich sil

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Dioda emitujici svétlo

Hmotnostni spektrometrie

Kapilarni elektroforéza

Vysoké napéti

Polyetereterketon, bézny material plastovych souc¢asti HPLC instrumentace
Oblast ultrafialové a viditelné Casti elektromagnetického spektra

2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl, stabilni radikalové ¢inidlo
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