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1 Uvod

Rostlinny alkaloid kolchicin je znamy pro své G¢inné zmirnéni bolesti pti akutnich
zachvatech dny. Déle nachazi vyuZiti jako Iék pouZivany pii nddorovych onemocnéni
a akutnich zanétlivych onemocnéni perikardu. U rostlinnych bunék zpasobuje polyploiditu
a v metalurgii je vyuzZivan pro ochranu mékké oceli proti kyselé korozi. Aby se jedinec
otravil, sta¢i velmi malé mnozstvi kolchicinu. K otravam dochazi nejcastéji ze
sebevraZzednych pohnutek ¢i predavkovanim léka obsahujicich kolchicin. Pro prokazani
a stanoveni kolchicinu existuje  mnoho analytickych metod. Jsou zndmy metody:
spektrofotometrické, volumetrické, gravimetrické a elektrochemické.

Kolchicin se pro svou snadnou oxidovatelnost fadi do skupiny elektrochemicky aktivnich
latek, této wvlastnosti je wvyuZito piedevS§im Kk jeho stanoveni prostiednictvim
elektrochemickych metod. Jsou popséna stanoveni kolchicinu ve farmaceutickych
preparatech diferen¢né pulsni voltametrii na GCE ¢&i anodickou diferenéné pulsni
voltametrii na PSE. Své vyuziti nachazeji i modifikované elektrody, napi. pti square wave
anodické stripping voltametrii na GCE modifikované kompozitnim filmem sloZeného

z oxidu grafenu a Nafionu stanoveni kolchicinu v realnych vzorcich.

Cilem mé diplomové prace bylo charakterizovat uhlikové elektrody jak nemodifikované,
tak modifikované a vybrat tu nejlepsi pracovni elektrodu. K charakterizaci elektrod byly
pouzity metody: cyklickd voltametrie, diferen¢né¢ pulsni voltametrie a skenovaci
elektronova mikroskopie. K modifikaci byly pouZity: elektroforeticka depozice a jiskrovy
vyboj. DalSim Ukolem bylo najit elektrochemickou metodu pro stanoveni kolchicinu
v pratoku, jako nezavislou alternativu k metodam spektrofotometrickym a separa¢nim, zde
se uplatnila amperometrie. Hlavnimi naroky bylo, aby piiprava a modifikace pracovni
elektrody nebyly naro¢né na cas, finance anezatéZzovaly Zivotni prostiedi. DalSim
pozadavkem bylo otestovat vybranou elektrodu jako sensor v elektrochemické cele v ramci
kapalinoveé chromatografie s elektrochemickou detekci.



2 Teoreticka ¢ast

2.1. Rostlinné toxiny a jedy

Rostliny produkuji mimo latek potiebnych ke svému Zivotu také sekundarni metabolity. Ty
vznikaji jako kone¢ny produkt latkové vymeény rostliny. Do ZivociSnych bunék vstupuji
cestou endocytdzy. Jsou biologicky aktivni a mohou pusobit toxicky na Zivé organismy

nebo mohou mit vyznam jako léciva v zavislosti na podaném mnoZstvi a stavu piijemce.

Obsahové latky v rostlinach jsou rozdéleny do mnoha skupin: alkaloidy, terpeny,
glykosidy, toxické aminokyseliny aaminy, toxické proteiny, fenylpropany, fenoly
a fenylové derivaty, polyalkany, lignany, saponiny, kumariny, nitroslouceniny
a azoxyslouceniny, fytoestrogeny a dalsi.

Jednou z nejvyznamnéjSich skupin téchto latek jsou alkaloidy. Spole¢nym znakem
alkaloidu je pritomnost jednoho nebo vice atomia dusiku. Jsou zabudovany pievazné
v kruhovém (heterocyklické alkaloidy), nékdy v alifatickém ftetézci (protoalkaloidy,
alkaloidy s exocyklickym atomem dusiku) amaji aminovy charakter [1]. Vznikaji
metabolickou pieménou  aminokyselin, ijinych  prekurzord  (pseudoalkaloidy).
Heterocyklické alkaloidy muzeme dale rozdélit dle usporadani zékladniho cyklu na
izochinolonové, chinolizidinové, chinolinove, pyridinové, piperidinové, pyrolyzidinové,
indolové, terpenové, imidazolové, steroidni aj. Alkaloidy se nej¢astéji chovaji jako slabé

baze s vyjimkou kvartérnich amonnych bazi, které jsou silngjsi.

Izochinolinové alkaloidy maji spolec¢nou strukturni jednotku izochinolinové jadro. Jsou
rozliSnych struktur s Sirokym vyskytem a riznym spektrem ucinku. Pravé do této skupiny
patii alkaloidy vznikajici z tyrosinu, mezi které se fadi i kolchicin [2].

2.1.1. Kolchicin

Kolchicin N-[1,2,3,10-tetramethoxy-9-0x0-6,7-dihydro-5H-benzoheptalen-7-yl]acetamid
s molekulovou hmotnosti M = 399,44 g/mol, teplotou tani t; = 155-157 °C a jeho derivat
demekolcin N-desacetyl-N-methylkolchicin s molekulovou hmotnosti M = 371,43 g/mol
a teplotou téni t; = 186 °C se fadi mezi izochinolinové alkaloidy s dusikem véazanym
v postrannim fetézci ve formé amidu (aminu v piipadé demekolcinu). | pies to, Ze ma

kolchicin velmi specifickou strukturu (Obr. 1), byl jeho biosynteticky zéklad dokéazan ve
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fenylalaninu atyrosinu [1]. Enolické vlastnosti ptitomnych methoxy skupin zpusobuji
kysely charakter kolchicinu a jeho snadnou oxidovatelnost [3]. Kolchicin je nicméné¢ také
schopen redukce diky piitomnosti tropolonového kruhu. U tropolonovych slougenin
dochazi v kyselém prostiedi k jednoelektronové redukci a v neutrdlnim a alkalickém
prostiedi dochazi k dvoulelektronové redukci. Prostrednictvim polarografie se podatilo
zjistit, Ze alkoxyderivaty téchto sloucenin se redukuji pfi niZSich potencidlech, nezZ
samostatné tropolony [4]. Pravdépodobné se redukuje karbonylova skupina, u kolchicinu
muZe také dochézet k redukci amidu na amin. Pti stanoveni vSak dochazi k pasivaci
povrchu elektrody vyslednym produktem redukce [5]. Demekolcin se od kolchicinu
odliSuje nahrazenim acetylove skupiny za methylenovou skupinu, viz Obr. 2. Pokusy na
krysach bylo zjisténa jeho relativné nizka toxicita pii vysoké stathmokinetické uc¢innosti
(vliv na bunécné deleni) [4]. VyuZiti nachazi v kombinované chemoterapii s cinidly
poSkozujicimi DNA pro lé¢bu nddorovych onemocnéni jako je napi. leukémie [6], dale pfi
Iécb¢ nadoru rezistentnich na klasickou chemoterapii [7]. Mimo jiné je vhodny jako
pomocna latka k predikci karcinoma v kombinaci s chemickymi ¢inidly [8] ¢i v kombinaci
s radia¢ni indukci [9]. Demekolcin spolu s indukci rentgenového zétreni byl pouZity pro
uréeni vySe nachylnosti k nddorovym onemocnénim u lidi s genetickou poruchou

(Alzheimerova nemoc, Downuv syndrom) [10].

H,CO o H5CO
O NH—(|:|—CH3 «NH—CHjg
H4CO HsCO
OCH,
o O
OCH, OCHj4
Obr. 1: Kolchicin Obr. 2: Demekolcin
CZZHZSNOG C21H25N05

Kolchicin se poprvé podarilo isolovat jako nazloutlou amorfni latku panam Pelletierovi
a Caventouovi, kteti r. 1820 isolovali kolchicin z hliz ocinu jesenniho [11]. Pozdgji r. 1947

F. Santavy vypracoval jednoduchy postup extrakce kolchicinu ze semen Ocunu jesenniho

[4].
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Ocun jesenni, také nazyvany podzimni (Colchicum autumnale) nalezici do ¢eledi liliovité
(Liliaceae), je vytrvala rostlina s neobvyklym Zivotnim cyklem. Na jare vyrustaji pouze
ploché zelené listy se semeniky obsahujicimi hnédocerna kulovitad seminka a na podzim se
objevuji Sesticipé razovofialové kvéty (Obr. 3). Je rozSiien po celé Evropé, nejvice se mu
dati na prihnojovanych a zaplavovanych loukach, dale se vyskytuje na vlhkych hornatych
loukéch, ve svétlych lesich a je také péstovan jako okrasna rostlina na zahradach. Cela
rostlina je prudce jedovata, obsahuje 21 alkaloidt, mezi n¢ patti nejvice zastoupeny
kolchicin a jeho derivat demekolcin. Nejvétsi mnoZstvi kolchicinu se nachazi v semenech
(0,2-0,6 % z hmotnosti semene) [1]. Zatimco v hlizach je obsazeno vétSi mnozstvi
demekolcinu [12]. V kotenech (hlizach) je bohaté vyvinut methyla¢ni systém, proto
obsahuji vyss8i mnoZstvi kolchicinu a demekolcinu oproti demethylovanym latkdm
pritomnych v kvétech a listech. Hlizy odevzdavaji do semen ptevazné kolchicin, tim se
0 né&j ochuzuji, a proto v dob¢ jejich dozravani v nich pievazuje demekolcin [4]. Kolchicin

Ize také extrahovat z gloriézy vzneSené (Gloriosa superba) [13].

listy se semeniky detail semenike a seminek kvet
Obr. 3: Ocun jesenni (Rajnochovice, Hostynské vrchy)

Toxicita a priznaky otravy

Kolchicin a demekolcin jsou oznacovany jako mitoticky, kapilarni a bunéény jed neboli
jed déliciho vieténka se stathmokinetickou ucinnosti (cytostatika rostlinného pavodu).
V nervovych bunkach inhibuji rychly ptrenos proteini nebo sacharida, dale inhibuji
transport sekrec¢nich vezikul z bunééného centra k plazmatickym membrénam. Zputisobuji

také zastaveni déleni bunék v metafazi nevytvorenim nebo Spatné vytvoienym délicim
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vieténkem (tvorba tubulin-kolchicinového komplexu), primarné puasobi v bunkach
s velikou délici schopnosti (lymfatické organy, bunky stievniho epitelu, kostni dren,
nadorové tkang). Primo brani polymeraci (vzniku) mikrotubuli. Né&sledné tak dochazi
k rozpadu bunék a zastaveni regenerace vSech organi s vysokou rychlosti déleni bunék
v celém organismu. Pasobi opaénym mechanismem neZ paklitaxel, ktery také patii do
skupiny toxina déliciho vieténka. Paklitaxel stimuluje polymeraci mikrotubula, avSak
inhibuje depolymeraci mikrotubula zpét na tubulin navazanim se na beta-tubulinové
podjednotky, zabrani tak rozdéleni bunky a bunka nasledné zahyne. Podobnym zpisobem
poskozuje buiky RTG zéaieni, avSak to pisobi pouze na jedno misto. Otrava kolchicinem
muZe piipominat otravy jinymi slou¢eninami napt. arsenu aantimonu. K nejcastéjSim
otravdm dochadzi na jafe, kdy hospodaiskd zvifata mohou spasat zelené listy
s dozravajicimi tobolkami, které pievySuji ostatni vegetaci. Déle k piijmu rostliny dochazi
pti krmeni senem obsahujicim ocun jesenni. Mén¢ ¢asté otravy jsou zpisobeny napiiklad
natlakovou pastvou na octnovitych loukach, kde jsou zviiata nucena konzumovat rostlinu,
kterou bézné opomijeji. (Ovce a kozy jsou odolné vigci toxicité kolchicinu, avsak kolchicin
prechazi do mléka a to muZe mit za nasledek otravu déti). Pro malé déti jsou nebezpecné
hlavné tobolky se zralymi seminky, protoZe seminka krasné chrasti a détem to miZe
pripominat méak v makovicich [14]. K intoxikaci dospélych dochéazi nejcastéji pii pokusu
0 sebevrazdu [15, 16] ¢i piekrocenim lécebné davky [17]. Nahodné otravy byvaji
nasledkem zameény listd ocunu s ¢esnekem medveédim [18, 19]. Za pramérnou letélni
davku pro dospélého ¢loveka (p. 0.) se povaZzuje 20 az 30 mg kolchicinu, 60 g ocunovych
listd nebo 6 g semen [1, 2]. Byla vSak zaznamenana smrtelnd davka 7 mg (p. 0.) [17], ale
v jiném piipadé nebyla smrtelna ani davka 60 mg (p. 0.) [20]. Z jiného zdroje vyplyva, Ze
intravenozné podany kolchicin je u¢inny pii dadvce 0,015 mg/kg, toxicky v davkéch vyssich
nez 0,1 mg/kg aza smrtelnou davku se povazuje 0,8 mg/kg kolchicinu [21]. | zvifata
reaguji razné, naptiklad LDsy pro mys je 6 mg/kg (p. 0.), pro koc¢ku je to 0,25 mg/kg (p. 0.)
a u kiecka davka 150mg/kg (p. 0.) nevykazovala Zadny efekt [2]. Vyznamny rozdil
v mnozstvi smrtelné davky je pravdépodobné zptsoben piecitlivélosti nékterych lidi
(zvirat) na kolchicin, coZz maze pasobit problém pii uréovani terapeutické davky [22, 23].
Prvni pfiznaky otravy Ize pozorovat po 2-5 hodinach po poZiti [1]. U postizeného dochazi
k drazdéni hltanu a jicnu, neschopnosti polykat, zvraceni, kolikovym bolestem bficha,
prudkému krvavému prajmu a také k ¢astému moceni, které piechazi v oligurii (snizeni
vylucovani moci). Veliké ztraty télesnych tekutin maji za nésledek Sok [15]. Nésleduje
zmena turgoru (napéti) kuze, pokles télesné teploty, pokles hladiny glukosy, bolest kloubt
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a svalu, které mohou prejit do kiece [1]. Kolchicin zpisobuje poSkozeni centralni nervové
soustavy, postizeny upada do kématu, tvoii se otok na mozku a otok papily zrakového
nervu. K poskozeni jaterni tkané ¢i k poSkozeni ledvin nedochazi vZzdy. Trombdza, sepse
a alopecie (vypadavani vlasi a ochlupeni) jsou dalsi projevy tézké otravy kolchicinem
[15, 24]. Otrava konci respira¢ni paralyzou postizeného, tzn. zastavou dechu [1], srde¢nim
selhanim [19] a celkovym selh&anim organa [18, 25]. Ke smrti dochéazi do 7 hodin po poZiti,
ale byly publikovany i ptipady amrti az po dvou [1] ¢i péti [19] avice dnech [15].
Kolchicin je eliminovan Zlug¢i a reabsorbovan strevy, coZz objasiuje dlouhotrvajici efekt
jednotlivé davky a tak moznost snadného piedavkovani [2, 26]. U postiZzeného se vyvolava
zvraceni a provede se vyplach Zaludku pro odstranéni toxické latky, dale se podava aktivni
uhli [24], mucilagindza a teply ¢aj [1]. DuleZité je také zajisténi resuscitacni péce. Otravé
Ize zabranit podanim protilatek specifickych na kolchicin, které obsahuji tzv.
Fab fragmenty (vazebné misto protilatky, kde se vaze specificky antigen) [20, 27, 28].
Jejich mechanismus G¢inku je podobny mechanismu puasobeni Fab fragmentt protilatek
specifickych pro dioxin. Protilatky se vazi na cilové lé¢ivo a umoziuji jeho redistribuci do
extracelularniho prostoru atim odstranéni podstatného mnozZstvi z perifernich tkani [29].
V soucasné dobé ale nejsou stdle komeréné dostupné [13]. U zvirat smrtelnd davka

zpusobuje ztratu Slachového reflexu, kiece a paralyzu kongici uhynutim zvitete [15].

Vyuziti kolchicinu

Antimitotické ucinky kolchicinu a demekolcinu jsou stale predmétem zkoumani v oblasti
vyvoje a vyzkumu protinddorovych Ié¢iv. Neovliviuji pouze rast zhoubného nadoru, ale
toxicky pusobi ina ostatni zdravé bunky v organismu. Proto se neustale pracuje na
vyvijeni novych derivata kolchicinu, které budou jednak G¢inné proti nadoram, ale zaroven
bude potlacena jejich toxicita vaci organismu, ktery je podroben terapii [30, 31]. Kolchicin
je pouzivan pii lé¢bé akutni myeloidni leukémie, kozniho karcinomu (mast) a familiarni
sttedomorské horecky [1, 32]. Kolchicin a demekolcin jsou také velmi G¢inné pro zmirnéni
bolesti pti akutnich zachvatech dny, zpusobuji zvySené vylu¢ovani kyseliny mocové
z organismu. UZivani kolchicinu ve formé masti je bezpe¢néjsi oproti klasickému oralnimu
je kratSi expozice léku na kaZi, kterd nevede k zanétim kuze [33]. Farmaceutické preparaty

(uréené pro lécbu dny) obsahujici demekolcin jsou G¢inngjSi nez preparaty obsahujici
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prakticky vylu¢né kolchicin [4]. Kolchicin je dale pridavan ke klasickym lékam pfi

akutnim z&nétlivém onemocnéni perikardu [34].

U rostlinnych bunék zpasobuje polyploiditu, dochazi tak ke zvySeni poétu chromozomu
v rostlinach. Tohoto G¢inku se vyuziva pro zvyseni vytéZzku hektarovych vynosu nékterych
plodin (pohanka, pSenice, len). Konkrétné napi. pelynék roc¢ni, u kterého se polyploiditou
dosahne vyssiho vytéZzku alkaloidu artemisininu [35], ktery se pak pouZiva jako Iék proti
malarii [36]. Kolchicin muze zpusobit ipieménu neplodnych rostlinnych hybridd na

plodné normalni rostliny.

Kolchicin je moZno vyuzit iv metalurgii, kdy chrdni mékkou ocel proti kyselé korozi
zptsobené raznymi UOpravami oceli pomoci kyselin, napi. kyselé moieni [37].
Maximalniho ochranného G¢inku bylo dosazeno pii spojeni s jodidem draselnym, kde byl

prokazan synergismus v protektivnim ucinku s témito dvéma latkami [38].

2.1.2. Stanoveni kolchicinu

Pouziti metod z&visi na vlastnostech kolchicinu, které jsou pro nékteré metody zésadni,
napi. oxidace a redukce v pripadé elektroanalytickych metod. Zna¢né také zaleZi na povaze
zkoumaného vzorku, na sloZitosti matrice, zda se jednad o farmaceutické piipravky Cci
télesné tekutiny (krev, plasma, mo¢, Zlu¢, zalude¢ni obsah), kde je nutné provést Gpravu
vzorku pied samotnym stanovovanim. Kazda z metod poskytuje urcité vyhody i nevyhody.
Zésadni roli hraji rychlost a ptesnost stanoveni, narocnost pristrojoveho vybaveni
a pozadavky na obsluhu, naklady spojené s analyzou, spotieba roztokt reagencii, Uprava
vzorku pted analyzou a dalSi. Vyvojem analytickych metod pro stanoveni kolchicinu se
zabyva mnoho studii. Jsou znamy metody spektrofotometrické [39], volumetrické [40],
voltametrické [41, 42], potenciometrické [43], gravimetrické [37, 44, 45], radio
aenzymatické imunoanalyzy [46], kapilarni elektroforéza [47] aceld fada
chromatografickych metod [25, 48-52].

V UV/VIS spektroskopii byla pro kolchicin v kyselém i alkalickém prostiedi prokazéana
dvé maxima pii 274 nm a 350 nm. V IR spektrech jsou charakteristické pro tropolonové
slougeniny pasy pfi 3200, 1615, 1553 a 1255 cm™. Velice jednoduché kvalitativni urcenf
kolchicinu spo¢iva v chromatografii na papite Whatmann ¢. 4, nasyceném fomamidem
s mobilni fazi: benzen-chloroform-formamid (7:3:1), detekce probiha pii dopadajicim UV
svétle, jednotlivé alkaloidy vykazuji raznou barvu. (bez jakékoliv chemické detekce) [4].
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Dalsi moznosti stanoveni jsou elektroanalytické metody, které se vyznacuji vysokou
citlivosti. Své vyuZiti nachazeji predevsim v oblasti analyzy farmaceutickych latek,
u kterych neni vyZadovano zdlouhavé pie¢istovani vzorku aneni nutna ani predbézna
separace. TudiZz se sniZuji i ndklady na jednotlivé analyzy. Pro kvantitativni stanoveni
kolchicinu se nejvice osvédéila diferenéné pulsni voltametrie. Pro rychlé a velice snadné
stanoveni kolchicinu v tabletach s limitem detekce 2x10°mol/l je moZné pouzit jak
katodickou diferenéné pulsni voltametrii na GCE [53], tak i anodickou diferen¢né pulsni
voltametrii na SPE, kterd je jeSté rychlejsi, protoZe neni nutné odstranovat kyslik. (ten rusi
stanoveni v pripadé katodické diferenéné pulsni voltametrie, proto je ho potieba odstranit)
V této metode byl limit detekce 1,026x10” mol/I [54]. | modifikované elektrody hraji
vyznamnou roli pii stopove analyze kolchicinu v lé¢ivech. CPE upravena pomoci vrstvy
vicesténnych uhlikovych nanotrubi¢ek (multiwall carbon nanotubes MWCNTS) se
osvédila co by voltametricky selektivni sensor s limitem detekce 8x107° mol/l [55].
Vyssiho limitu detekce 2,6x107 mol/l bylo dosazeno pii testovani CPE modifikované
nanocasticemi oxidu ZeleznatoZelezitého (Fe3O,4). Takto upravena elektroda byla jeste dale
testovana pro moznost kvantitativniho stanoveni velmi malého mnozZstvi jinak elektro-
neaktivniho BSA (hovézi sérovy albumin) diky ptimé interakci kolchicinu s BSA [56].
Jinou moznosti je pouziti metody square wave anodické stripping voltametrie na GCE
modifikované kompozitnim filmem sloZeného z oxidu grafenu a Nafionu, kde byl limit
detekce 1,5x10°® mol/l. Upravou povrchu elektrody se doséhlo silné absorpce kolchicinu na
povrch elektrody, vysSi stability elektrody, ale hlavné nedochédzelo k nezadoucim
interferencim, jak z hlediska organickych slou¢enin, tak ani anorganickych ionta v prabéhu
analyzy. Takovéto vysledky ukazuji moznost pouziti v realnych vzorcich, kde selhavaji
z dtivodu interferenci jiné metody [57]. Pro stanoveni stopového mnozstvi kolchicinu
v moc¢i metodou adsorptivni stripping voltametrie na HMDE, kde ptiprava vzorku spociva
pouze v naredéni vzorku mogi elektrolytem, se podatilo dosahnout limitu detekce 1,3x10™*°
mol/l [42]. V analytické praxi je vSak vyhodnéjsi spojeni vlastnosti adsorptivni stripping
voltametrie s diferen¢né pulsni voltametrii na HMDE vnesenim procesu nahromadéni
analytu na povrch elektrody, aviak limit detekce ziistava stejny 1,3x10™° mol/l [58].
Modifikaci GCE kompozitnim filmem tvorenym dihexadecyldihydrogenfosfatem
a specialnim typem acetylenovych sazi lze dosahnout vétsiho elektrodového povrchu a tim
i zvySeni adsorpce kolchicinu. Na druhou stranu, kolchicin ajeho oxidaéni produkty
zapii¢inuji pasivaci elektrodového povrchu, na tento problém bylo nalezeno snadné ieSeni.

ProtoZe pasivace byla slabg, postacilo zaradit mezi jednotliva méteni jednoduchy cistici
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krok. Po otestovani elektrody metodou DPV bylo dosahnuto vy3Siho limitu detekce 4x10°
® mol/l n&z v predchozich publikacich zam&tenych na realné vzorky [59]. Pro monitorovani
hladiny kolchicinu v lidském séru byl vyvinut elektro-chemiluminiscen¢ni detekeni systém
(ECL) s elektricky vyhtivanou elektrodou tvorenou oxidem cini¢itym dopovanym indiem
(ITO). Kolchicin sam o sobé pasobenim ITO elektrody nevyzari Zzadné svétlo. Bylo tedy
nutné kolchicin derivatizovat bipyridylovym komplexem ruthenia (Ru[bpy]s*"). Intenzita
elektrochemiluminiscence dosahla svého maxima v potencidlové oblasti komplexu
Ru[bpy]s** v okamZiku jeho pfimé oxidace. P¥i 42°C byl zjisten limit detekce 9x10° mol/I.
Tuto metodu je mozné aplikovat i na sloZitéjsi vzorky, kde neni mozné se vyhnout separaci
pred samotnou detekci, lze ji kombinovat s kapalinovou chromatografii ¢i kapilarni
elektroforézou [60].
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2.2. Voltametrické metody

Voltametrické metody se t&Si své rozmanitosti pravé diky rozsahlému bezmala sto let
starému vyzkumu Jaroslava Heyrovského. Zabyval se elektrolyzou na DME, ze které se
v roce 1922 vyvinula polarografie. Tento vyznamny ¢esky védec byl v roce 1959 za svou
prakopnickou praci v oblasti elektrochemickych metod ocenén Nobelovou cenou.
S pribyvajicimi naroky na citlivost a selektivitu byla vSak polarografie postupné vytlacena
nejprve spektrofotometrickymi metodami a pozdéji i separacnimi metodami. Nicméné
s rozvojem elektroniky se zacali dostavat opét do popiedi pulsni polarografické metody,
dochazelo k vyvoji novych elektroanalytickych metod (DPV, SWV, ASV) [61]. Pfichodem
novych elektrodovych materidli, miniaturizaci pracovnich elektrod a moZnosti tyto
systémy snimat a kontrolovat, zacaly elektroanalytické metody opét konkurovat
spektrometrickym a separa¢nim metodam. Na druhou stranu nejsou schopné svou citlivosti
konkurovat napi. laserem indukované fluorescenci [62] nebo selektivitou hmotnostni
spektrometrii [51], ale své uplatnéni nachazi v oblasti Iékaiskych a biologickych véd [63]
¢i v oblasti monitorovani Zivotni prostiedi [64-67]. Jejich hlavni vyhodou jsou nizké
potizovaci, ale i provozni naklady [64], dalSi pfednosti je rychlost, jednoduchost a citlivost
stanoveni [66].

Zé&kladnim principem voltametrickych metod je méteni zavislosti proudu, ktery prochazi
pracovni elektrodou ponoienou v roztoku na vloZzeném potencialu. Tuto zavislost vyjadiuje
polarizacni kiivka na Obr. 4 a velikost proudu, ktery prochazi elektrodou v pfitomnosti
analytu pti vhodném potencialu je analytickym signdlem. M¢teni zavislosti proudu na

potencialu Ize provést jak v ustaleném stavu, tak i za nestacionarnich podminek.

i i a ix— dil&i proudové hustoty
]
. i— celkovd (méfend) proudova
i
2N hustota
=i+ E, — rovnovazny potenciél
i} o =" Tk .
iy E, (Er = E ¢ pro c(0x) = c(Red))
i }
E T E i, — vymenna proudova hustota
iy /{ A . p . . .
« 1’ — anodické aktiva¢ni prepéti
T, pro proudovou hustotu iy

N, 1%, - katodické aktivacni prepéti

h

pro proudovou hustotu i,

Obr. 4: Polarizacni kriivka pro a = 5 (koeficient pr/enosu naboje). Prevzato a upraveno z [68]
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Podle prabéhu vloZeného potencidlu se voltametrické metody déli na stejnosmérné,
stridavé apulsni. Voltametrickd cela se sklada z pracovni elektrody ponoiené do
analyzovaného roztoku a referentni elektrody spojené s analyzovanym roztokem solnym
mustkem, eventualné Ize jesSté pridat elektrodu pomocnou. Potenciél na pracovni elektrodé
je udrzovan potenciostatem. Pracovni elektrody nemusi byt pouze stacionarni, ale mohou
vykonavat rotacni nebo vibracni pohyb. Pro voltametrické méieni lze zvolit systém
dvouelektrodového usporadani, ktery ma vSak jednu slabinu v tom, Ze neni znam piesny
potencial pracovni elektrody, protoZe se ¢ast vloZzeného napéti pii prichodu proudu ztrati
na odporu analyzovaného roztoku. Proto se v praxi vyuZiva hlavné tiielektrodového
zapojeni s pomocnou elektrodou, kde se skute¢ny potencial méri mezi pracovni
areferentni elektrodou za bezproudého stavu. Proud prochazi pouze mezi pracovni
a pomocnou elektrodou. Potencial pracovni elektrody je udrZzovan na pozadované hodnoté
zménou napéti na pomocné elektrodé prostiednictvim potenciostatu. Tato prace se dale
vénuje vybranym nestacionarnim (koncentra¢ni gradient se s ¢asem méni) voltametrickym

metodam.

2.2.1. Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie (dale CV) patii mezi stejnosmérné techniky, kde je proud zavisly na
¢ase apolariza¢ni krivka ma tvar piku. Vyska piku (velikost proudu) zavisi nejen na
koncentraci analytu, ale také na rychlosti polarizace pracovni elektrody (rychlosti ¢asové zmeény
potencialu). VyuZiva se pomalého transportniho procesu difuze a zaroven vysoké rychlosti
polarizace k detekci produkta elektrodove reakce, které nestihly oddifundovat od elektrody za
pouziti opa¢ného sméru potencialové zmeény. Potencidl trojuhelnikového prabéhu (Obr. 5) se

vklada na stacionarni pracovni elektrodu v nemichaném roztoku, s rychlosti zmeény dE/dt.
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Obr. 5: Schéma potencialového programu pri cyklické voltametrii, cyklus je vZdy ukoncen, pokud

vloZeny potencidl klesne zpét k pocatecni hodnote E;, pievzato a upraveno z [69]

Samotné meéreni jednoho cyklu je zahajeno pii pocatecnim potencidlu (Ei), kdy je
proveden sken po hodnotu kon¢eného potencialu (Ez), vtomto bodé se smér skenu oto¢i
a vraci zpét na hodnotu E;. Lze provést ivice cykla najednou, pokud se pracuje pouze
s jednim takovymto cyklem, pak se jedna o linear sweep voltametrii (LSV) [70]. Cyklicka
voltametrie je velmi vhodnym néstrojem pro studium elektrochemického chovéni latek
zatim elektrochemicky neprostudovanych a zaroven je vétSinou prvnim experimentem
provadénym v rdmci elektroanalyticke praxe. Nehodi se v3ak pro ptimé stanoveni analytu.
Z cyklického voltamogramu na Obr. 6 Ize posoudit o jaky reakéni mechanismus se jedna,
zda o reverzibilni ¢i ireverzibilni dé&j. Za meéritko reverzibility se povazuje hodnota
vzdalenosti katodického a anodického piku v maximu. Dale je moZné zjistit redoxni
potencialy jednotlivych latek, stanovit jejich koncentraci ¢i sledovat piipadnou adsorpci
latek na elektrodu. Ta se projevi vznikem pika pti stejném potencialu. Z jednoho méteni se
tak ziskd mnoho uzite¢nych informaci pro dalsi elektrochemické experimenty.
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anodicky proud

E; ... pocate¢ni potencial

E, ... kone¢ny potencidl
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katodicky proud

Obr. 6: Cyklicky voltamogram (podle IUPAC) reverzibilniho systému latky, kterd je ve
vychozim redukovaném stavu, oxiduje se (R—O) a p#i zpétném skenu se oxidovany produkt zpet

redukuje (O—R), prevzato a upraveno z [69]

V piipad¢ pouziti mikroelektrody jako pracovni elektrody mé& cyklicky voltamogram

sigmoidni tvar. Je to zpisobeno pievladajicim vlivem radialni difuze.

2.2.2. Diferenéné pulsni voltametrie

Diferen¢né pulsni voltametrie (dale DPV) je nyni asi nejpouzivanéjSi metodou
z voltametrickych pulsnich metod. Oproti voltametrickym metodam se stiidavou sloZkou
potencialu umoziuje dosahnout sniZeni nabijeciho proudu (kapacitniho proudu) na
minimalni zanedbatelnou hodnotu a zaroven dochazi ke zvySeni poméru signal/Sum (dale
S/N), coZ se projevuje v niz$ich mezich detekce (1,3x10™° mol/l) [58]. Proto je tato metoda
vhodna ke stanovovani stopového mnoZzstvi analytu. Napétovy puls o amplitudé desitek az
stovek milivolta a dob¢ trvani nékolik milisekund (fadoveé desitky milisekund) se vklada na
potencidl, linearn¢ se menici s casem. Proud se méti na zacatku vkladaného napétového
pulsu a pred jeho koncem (Obr. 7). Doba vzorkovani proudu se pohybuje mezi 10 az 100
milisekundami. Vysledna krivka v podobé piku (Obr. 7) je dana zavislosti rozdila prouda
na potencidlu. Koncentrace analytu je umérné vysce piku a poloha piku je kvalitativnim
Udajem. DPV umoZznuje snadnéjsi rozliSeni latek s podobnym redoxnim potencialem diky
vystupu ve formé piku, proto je také uzite¢na pro analyzu smési. DalSi uzite¢nou informaci

je souvislost mezi Sitkou piku v poloviné jeho vy3ky a poétem vyménénych elektrond.
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Latky s ireverzibilnim redoxnim déjem poskytuji niZsi a SirSi pik, coZ mé za nasledek horsi
citlivost a selektivitu stanoveni. Pravé parametry jako je velikost amplitudy pulsu, doba
jeho trvani arychlost skenovani ovliviuji citlivost, selektivitu a rychlost celé analyzy.
Napriklad svyssi amplitudou pulsu roste vySka, ale iSitka piku. Bé&ézné nastaveni
parametri odpovida amplitudé napétového pulsu 25-50 mV, dobé trvani pulsu 50 ms

a rychlosti skenovani 5mV/s [69].
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proudu, I,
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Obr. 7: Potenciélovy program a proudova odezva pri DPV, prevzato a upraveno z [68]
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2.3. Amperometrie

Vv s

Jde o nejbéznéjsi techniku pro meieni v proudicich kapalindch. Pti konstantnim potencialu
vloZeném na pracovni elektrodu, ktery odpovida limitnimu proudu analytu, se méti proud,
ktery je zaznamenan pii prachodu analytu métici celou. Sleduje se proud v zavislosti na
case. Vysledkem amperometrického méieni je graf se zaznamenanymi proudovymi
odezvami v podobé ostrych pika. Z vysky piku se stanovuje koncentrace daného analytu.
Mira konverze analytu se pohybuje kolem 10 %, oproti 100% konverzi v ptipadé
coulometrie [69]. K méieni lIze pouZzit stejnou instrumentaci jako u CV. Pokud je tieba
zvysit citlivost méfeni, vyuZije se pulsnich metod jako je napi. DPV nebo voltametrie
s linearnim polarizacnim napétim (LSV). Méfeni pii pFiliS vysokém potencidlu vede ke
zvySeni Sumu pozadi zavislého na pratoku. Ke zvySeni Sumu pozadi zpisobeného
pritomnosti kysliku dochéazi také pti redukci. NejvétSim problémem byva pouZiti
PEEKovych kapilar, protoZe sténa PEEKové kapilary je propustnd pro kyslik. DalSim
pricinou, kterd neptiznivé ovliviuje velikost Sumu pozadi, jsou pulsy ¢erpadla. Jiz zminény
potencial neovliviiuje pouze citlivost, Sum pozadi, ale také selektivitu amperometrickych
meéieni. Obecné plati, Ze sniZz§im potencialem je moZné detekovat analyty s vétsi
selektivitou. Vhodny potencial pro samotna amperometrick& méteni urcitého analytu se
ziskd z cyklickeho voltamogramu. Hlavni podminkou amperometrie a celkové
elektroanalytickych metod je, aby stanovovany analyt byl schopen redoxni reakce, pokud
tomu tak neni nebo se vyskytuji analyty s nedokonalym redoxnim systémem, je nutné
pristoupit k derivatizaci elektroinaktivnich analyti formou zavedeni elektroaktivni funkéni
skupiny pouzitim raznych chemickych a biochemickych derivatizacnich schémat.
Derivatizaci je mozné provést pied kolonou (tzv. pre-column), nebo po prachodu analytu
kolonou (tzv. post-column). Post-column derivatizace muzZe poslouzit k Gpravé podminek

pro co nejucinngjsi elektrochemickou detekci [69].
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2.4. Elektroanalytickd méreni v pratokovych systémech

Pratokové systémy jsou potieba vSude tam, kde je nutné sledovat koncentraci uréité slozky
v kontinualnich procesech, at’ uz se jedna o pramysl, kde je tfeba udrZzovat optimalni
pracovni podminky, nebo sledovani polutanta v Zivotnim prostiedi. Nepostradatelné jsou
také v medicing pro sledovani biogennich ionti (napt. K*, Na* a Ca") v krevnim fegisti
pacienta. Klinické ¢i pramyslové kontrolni laboratore se kazdy den potykaji s ukolem
stanovit veliké mnoZstvi podobnych vzorki. Aby se zamezilo chybdm nejcastéji
zpusobenych lidskou rukou, snizily se néklady a zkratil se celkovy cas analyz lze vyuZit
laboratornich robotu, které jsou vSak ndkladné a nejsou schopné okamZzité reagovat na
zménu typu analyzy. VhodngjsSim feSenim je umistit vzorek do proudu nosné kapaliny, kde
je vzorek unaSen k jednotlivym procesim véetné zaveéreéné detekce. Detekéni metody
v priatokovych systémech mohou byt rizné. Volba vhodné detekeéni metody zavisi jednak
na charakteru zkoumanych analytt, na spolehlivosti vysledk®, na pozadavcich ohledné
konstrukce detektoru (jeho geometrie a velikost). Nejcastéji pouzivanou metodou
v priatokovém meéieni je amperometrie, dale to mohou byt coulometricka méieni
a potenciometricka méteni. Potenciometrie je zndm& pomalou odezvou pracovnich
elektrod, proto se prakticky nehodi pro spojeni schromatografickymi metodami ¢i
kapilarni elektroforézou.

2.4.1. Kontinualni pratokova analyza (CFA)

Star$i metoda, ktera byla vyvinuta v roce 1957. Jedna se o pratokovou techniku detekce
bez separace. Jednotlivé vzorky jsou nasavany jako Siroké zény oddélené vzduchovymi

bublinkami. Do systému lze pridavat razna reakeni cinidla. Detekce probiha v ustaleném

stavu, tzn. po ukon¢eni reakce v detekéni cele.

2.4.2. Pritokové injekéni analyza (FIA)

FIA je novéjSi prutokova technika s detekci bez separace, vyvinuta v 70. letech. Hlavnim
rozdilem oproti ptedchozi technice CFA je nastiikovani jednotlivych vzorka (fadove pl)
jako uzkych zén do proudu nosné kapaliny, jednotlivé zony od sebe nejsou nijak oddélené.
Pouziti reak¢nich ¢inidel zde hraje velikou roli, hlavné pro usnadnéni detekce. Detekce
¢asto probiha v neustaleném stavu, pied ukoncenim reakce. FIA dosahuje horsi citlivosti
nez CFA kvuli fedéni vzorku nosnym médiem. AvSak FIA je schopnd zpracovat dvakrat

vice vzorku nez CFA. FIA je snaze pouZitelna pro elektrochemické detekéni techniky.
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2.4.3. Sekvenéni injekéni analyza (SI1A)

SIA piedstavuje nejnovéjsi zptasob analyzy vzorka v proudicich kapalinach z roku 1991.
Oproti predchozim dvéma technikdm vSechny reakéni mechanismy SIA jsou programoveé
kontrolovany pocitacem. SIA je tak pIn¢ automatickou technikou, kterd pouZiva vicecestny
ventil a dvousmérnou pumpu. Velikou vyhodou je mensi spotieba vzorki a ¢inidel, tim je

SIA Setrnéjsi k Zivotnimu prostiedi. Je ideélni technikou pro lokalni monitoring.

2.4.4. Detekeni cely

Velky duraz je kladen na konstrukci detekéni cely. Voleny objem cely je zavisly jednak na
zpusobu meéfeni ataké na rychlosti a reprodukovatelnosti transportu analytu k pracovni
elektrode. V pramyslu, kde je spiSe stanovovan veétsi objem vzorku, se pouZivaji vétsi cely,
0 objemu nekolika mililitrd. Na druhé stran¢ klinické analyzéatory vyZaduji mensi cely
z davodu podstatné mensiho objemu pritoku vzorku (napi. krve). Metody, které pracuji
s oddélenymi zénami vzorku (napi. HPLC, CE, CFA, FIA), je moZné charakterizovat
poctem teoretickych pater. Podle poctu teoretickych pater je uréovana G¢innost daného
systému, pocet teoretickych pater také charakterizuje stupen rozmyti zon analytt. Zatimco
u metod CFA a FIA se pohybuje pocet teoretickych pater okolo stovky, objem patra pak
zhruba odpovida desitkim aZz stovkam mikrolitra. U metod HPLC a CE je pocet
teoretickych pater mnohem vyssi. Pii klasické HPLC je to nékolik tisic a pti kapilarni
HPLC ¢i pii CE jsou to aZ statisice, pak je objem patra roven nékolika mikrolitram ¢i
zlomkam nanolitria. Aby nedochazelo k rozmyti z6n analyta ze strany chybné zvoleného
objemu detekéni cely, je nutné dodrzovat obecné pravidlo, kdy objem detekéni cely by
nem¢l piesahovat objem jednoho teoretického patra. |z hlediska transportu analytu
k povrchu pracovni elektrody je velice vyhodné volit co nejmensi objem detekeni cely.
Draha analytu se tak zkrati a byva srovnatelna s tloustkou difuzni vrstvy, vysledkem je
reprodukovatelnéjsi rychlost transportu. Potieba nizkého mrtvého objemu s sebou nese
zvysené naroky na geometrii detekeni cely ataké na umisténi elektrod. Vzdalenost mezi
vystupem z kolony a pracovni elektrodou ovliviiuje rozmyti zon analytia (Obr. 9). Dalsi
naroky jsou kladeny na potlaceni vlivu ohmické polarizace, snadnou udrzbu.

Pro amperometrickd detektory se nejvice pouZivaji tii zé&kladni konstrukéni typy
detekénich cel: tenkovrstva (thin-layer), wall-jet (,,proti zdi*) a tubularni (tubular) viz Obr.
8. U tenkovrstvé cely kapalina omyva elektrodu, kterd tvoii tenkou vrstvu. Cela typu
wall.jet je specificka tim, Ze eluat z kolony trysk& piimo na pracovni elektrodu, kterou je
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mozné kdykoli, kdy je potieba jednoduSe vymeénit. V pripadé tubularni cely je pracovni
elektroda tvorena trubici. Referentni a pomocna elektroda by mély byt umistény po proudu
analytu blizko pracovni elektrody, tak aby reakéni produkty na pomocné elektrodé
neinterferovali s pracovni elektrodou. Referentni elektroda by méla byt umisténa co
nejblize pracovni elektrodé, nejlépe naproti ni pokud je to mozné, nebo v pripadé

tubularniho typu je umisténa po proudu za ni.

vstup | |V\]stup | vstup

JL B vstup vystup
—— vystup — — vystup

zatka zatka
pracovni elektroda

I |
pracovni elektroda pracovni elektroda

tenkovrstva cela cela typu wall-jet tubularni cela
Obr. 8: Schéma konstrukenich typii detekenich cel v amperometrii, tubulédrni cela: prirez pracovni

elektrodou, prevzato a upraveno z [68]

Na Obr. 9je uvedeno schéma elektrochemické detekeni cely pro CE, kde se snadno
dosdhne miniaturniho objemu detek¢niho prostoru  zasunutim uhlikové vlaknové
mikroelektrody do konce spojovaci kapilary. Stejného systému detekéni cely vyuziva
i technika HPLC [71].

referentni elektroda

eluat
kapilarni kolona -

[ I = -
AT pracovni elektroda

. = . ( [—| Ppotenciostat

/ LTI :

(77777777771

pomocna elektroda

Obr. 9: Schéma trielektrodového usporddani amperometrické detekeni cely s pracovni elektrodou

tvoenou CFME, vhodny systém pro HPLC a CE, prevzato a upraveno z [69]
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3 Experimentalni ¢ast
3.1. Pristroje a pomicky

Elektrochemické experimenty byly provedeny na piistroji Nanoampere electrochemical
Workstation (L-Chem, Ceska republika) s elektromagnetickou micha¢kou (MIX 1 eco,
2mag, Némecko). Méieni probihalo v tiielektrodovém zapojeni, pracovni elektrodu tvotila
CFME, SPE, GCE ¢i PGE. Referentni elektrodou byla argentchloridova elektroda
Ag/AgCIl (CHI-111, CH Instruments, U.S.A.) aplatinovy dratek o praméru cca 1mm
predstavoval elektrodu pomocnou. Modifikace elektrod byly provedeny prostiednictvim
laboratorniho zdroje Matrix MPS-3003L-3 a home-made stejnosmérného zdroje vysokého
napéti sestaveného z 10 kHz oscilatoru, transformatoru a péti stupniového Cockroft-
Waltonova generatoru (kaskadovy generator). Pro testovani modifikované elektrody jako
pracovni elektrody vramci elektrochemického detektoru bylo vyuzZito systému
sestavajiciho z pumpy (Shimadzu LC-10AD), nastrikového ventilu se smyckou 20 pl
(Rheodyne, Cotati, USA), kolony EC 250/2 NUCLEODUR C8 Gravity 5um, 250
x 2,1 mm I. D. (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren, Germany) a potenciostatu
COULOCHEM Il (ESA Inc, MA Chelmsford, USA). Davkovani vzorku bylo provedeno
mikrostiikackou Hamilton (Reno, USA). PouZita byla home-made elektrochemick cela
s pracovni elektrodou CFME modifikovanou zirkoniem a referentni elektrodou Ag/AgCI
(CHI-111, CH Instruments, U.S.A. ). Mobilni faze byly upravovany prostiednictvim pH
metru InoLab 720 (WTW, Weilheim, Némecko) tvoieného kombinovanou sklenénou
elektrodou SenTix 41-3 (WTW, Weilheim, Némecko). Nanesené kovové/uhlikové vrstvy
byly zkoumény pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu Tescan Vega3.
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3.2. Standardy a chemikalie

§
§
§
§
§

w w w W W W W W W w

ultracisté voda (Millipore Smart Direct Q 3 UV)

uhlikova vlakna (Pro Systems, Havel Composites, Piaslavice, CR)

grafit (tuha 0,7 mm, KOH-I-NOOR)

kolchicin >95% HPLC (Sigma-Aldrich) M = 399,44 g/mol
stribrna dvouslozkova epoxidova pryskyiice (epotek H2OE,Epoxy Technology,
Inc., USA)

dvouslozkova epoxidova pryskytice (Havel Composites, Piaslavice, CR)

dichlormethan p. a. (Sigma-Aldrich) M = 84,93 g/mol
isopropanol p. a. (Sigma-Aldrich) M = 60,10 g/mol
kyselina sirova p. a. 95-97% (Sigma Aldrich) M = 98,08 g/mol
kyselina chlorista p. a. 70,0-72,0% (Sigma Aldrich) M = 84,93 g/mol
hexakyanoZelezitan draselny (Sigma Aldrich) M = 329,24 g/mol
chloristan sodny 85-102,0% (Sigma Aldrich) M = 122,44 g/mol
acetonitril > 99,9% HPLC Plus (Sigma Aldrich) M = 41,05 g/mol

fosfore¢nan sodny monobasicky 99% (Sigma Aldrich) M = 119,98 g/mol
fosfore¢nan sodny dibasicky >99.0% (Sigma Aldrich) M = 141,96 g/mol

3.3. Pouzité kovy

w w W W W W W

Au (Alfa Aesar, 99,999%) M = 196,97 g/mol
Fe (Alfa Aesar, 99,999%) M = 55,845 g/mol
Mo (Alfa Aesar, 99,95%) M = 95,94 g/mol
Pd (Alfa Aesar, 99,999%) M = 106,42 g/mol
Pt (Alfa Aesar, 99,999%) M = 195,084 g/mol
W (Plansee, 99,999%) M = 183,84 g/mol
Zr (Alfa Aesar, 99,999%) M = 91,224 g/mol
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3.4. Konstrukce uhlikove vlaknové mikroelektrody (CFME)

Uhlikova vlakna byla nejprve ¢isténa dvouminutovou sonifikaci v dichlormethanu
v ultrazvukové 1azni (ultrasonifikator Sonorex, Bandelin). Prostrednictvim stiibrné
epoxidové pryskytice bylo sonifikované vlakno piipevnéno na predem ocistény meédény
dratek. Dokonalého vytvrzeni spoje uhlikového vldkna a médéného dratku tvoreného
sttibrnou epoxidovou pryskyfici bylo dosadhnuto po 30 min zahtivani v suSarné
vytemperované na 120°C. Takto ptipevnéné uhlikové vldkno bylo poté vsunuto do
sklenéné kapilary, kterd byla nasledn¢ utésnéna na obou strandch epoxidovou pryskyftici
(Obr. 10). Po 24 hodindch pii pokojové teploté doSlo k uplnému vytvrzeni pryskyfice.
Pokud by se epoxidova pryskyiice dostala na povrch vildkna, zpisobila by znehodnoceni
elektrodového povrchu a tim i celé mikroelektrody.

sklenéna kapiléra\ / médeény drat  st¥ibrny epoxid

epoxidova pryskyfice uhlikové vlakno

Obr. 10: Schéma CFME
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3.5. Modifikace pracovnich elektrod

CFME byla modifikovana elektroforetickou depozici (EPD) adepozici jiskrovym
vybojem. Povrch SPE byl modifikovan pouze jiskrovym vybojem.

3.5.1. Elektroforeticka depozice

Pied samotnym provedenim depozice bylo nutné upravit délku vlakna a ocistit jeho povrch
sonifikaci v dichlormethanu. Depozice probihala v dvouelektrodovém uspotéadani (Obr.
11). Katoda (CFME) a anoda (kov/uhlik) byly ponoieny do ultracisté vody. V prabéhu
depozice dochéazelo k vytvéieni kovové ¢i uhlikové vrstvy na povrchu CFME. Tvorbu
kovové vrstvy bylo mozné u neékterych kovit pozorovat pouhym okem (Obr. 12) jako
postupné zvétSovani praméru vlakna. Depozice probihala pii napéti 20 V po dobu 10 az 30

min.

-
< B zdroj napéti

anoda (kov)
e~

< \ )\katoda (CFME)

N
demineralizovana voda

Obr. 11: Schéma elektroforetické depozice
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Obr. 12: Elektroforeticka depozice Zeleza (rozsirené uhlikové vladkno s kovovou vrstvou
tvorenou Fe), podminky depozice: 20 V, 30 min

3.5.2. Modifikace jiskrovym vybojem (spark deposition)

Pomérné jednoducha, rychla aucinnd metoda, kterd vyuZiva elektrického (jiskrového)
vyboje mezi dvéma elektrodami k prenosu materidlu jedné elektrody na druhou a opa¢né
(Obr. 13). Elektroda urc¢end k modifikaci (CFME, SPE) byla zapojena ke kladnému pdlu
(+) a kov/uhlik k zapornému poélu (-). Pii opacném zapojeni elektrod by se kovy dostavaly
na povrch CFME/SPE ve velmi malém nebo Z&dném mnoZstvi, protoZze k uvolnéni
materialu dochazi hlavné u elektrody pripojené k zapornému polu [72]. U CFME bylo pied
samotnou depozici zkréceno vldkno na cca 3 mm. Pfi priblizeni uhlikového vlakna
k protielektrodé na vzdalenost méné nez 1 mm probéhl jiskrovy vyboj, pii némz doslo
k depozici kovu/uhliku na elektrodé. Povrch uhlikového vldkna byl navic oxida¢né
aktivovan vysokou teplotou vyboje. Elektroda byla modifikovana tremi jiskrovymi vyboji.
Napéti na zdroji bylo nastaveno na 200 az 700 V. V piipadé SPE bylo tieba provést 30 az
50 jiskrovych vyboji rovnomérné rozmisténych po povrchu SPE.

31



zdroj napéti

CFME

kov

Obr. 13: Schéma modifikace jiskrovym vybojem CFME
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3.6. Cisténi a aktivace povrchu pracovnich elektrod

Elektrodovy povrch nemodifikované CFME byl o¢istén sonifikaci v isopropanolu po dobu

nékolika sekund.
SPE elektrodu postacilo oplachnout ultracistou vodou.

Uprava elektrodového povrchu GCE zahrnovala nekolik krokd. Za prvé byla elektroda
oplachnuta ultragistou vodou, po té byl povrch vylestén na lestici tkaningé (Microcloth,
Buehler, USA) pomoci malého mnozstvi suspenze aluminy (Al,O3, <50 nm, Sigma-
Aldrich, Viden, Rakousko) v ultracisté vodé. Na zavér byla elektroda o¢isténa sonifikaci
v ultrac¢isté vodé pod dobu neékolika sekund a po té jesté bylo provedeno pét cykla CV
v roztoku H,SO,4 o koncentraci 0,1 mol/l pro dokonalé vycisténi a aktivaci elektrodového
povrchu. Pro CV byly nastaveny tyto parametry:

§ pocateeni potencial: -200 mV
§ konec¢ny potencial: 1400 mV
§ rychlost skenovani: 100 mV/s

Elektrodovy povrch PGE byl oc¢istén stejnym zpasobem jako u CFME a byl dale aktivovan
péti cykly CV v 0,1 mol/l roztoku H,SO4 s témito parametry:

§ pocateeni potencial: -200 mV
§ konec¢ny potencial: 1400 mV
§8 rychlost skenovani: 100 mV/s
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3.7. Priprava standardnich roztoka a mobilni faze

Zasobni roztok kolchicinu o koncentraci  1x10°mol/l byl pripraven rozpusténim
stanoveného mnoZstvi kolchicinu v ultracisté vod¢é auchovavan byl ve tmé pii 4 °C.
Stejnym zpasobem byl pripraven iskladovan zasobni roztok hexakyanoZelezitanu
draselného (dale ferrikyanid) o finalni koncentraci 0,1 mol/l. Zasobniho roztok elektrolytu
chloridu draselného (dale KCI) byl nachystan obdobné jako zasobni roztok ferrikyanidu,
bylo navéZeno a rozpusténo takové mnozstvi KCI aby se dosdhlo vysledné koncentrace
0,1 mol/l, roztok byl skladovan pii 4 °C. Ptiprava dvou zasobnich roztoka elektrolyta
kyseliny sirové (dale H,SO,) a chloristé (dale HCIO,) byla provedena naredénim kyselin
ultracistou vodou na pozadovanou koncentraci 0,1 mol/l. Roztoky elektrolyta byly
skladovany pti laboratorni teploté.

Britton-Robinsontv pufr (dale B-R pufr) byl piipraven smichanim roztoku obsahujicim
0,04 mol/l H3PO4, 0,04 mol/l CH;COOH a 0,04 mol/l H3BO; s roztokem 0,2 mol/l NaOH
podle poZzadované hodnoty pH.

Fosfatovy pufr byl pfichystan rozpusténim poZzadovaného mnozstvi fosfore¢nanu
monosodného (dale NaH,PQO,) v ultracisté vodé, nédsledovala Uprava pH hodnoty pomoci
koncentrované kyseliny fosforec¢né a filtrace pufru. Michani mobilni faze bylo provedeno
v poméru 35 % (v/v) acetonitril (100% ACN) a65 % (v/v) pufr (fosfatovy pufr 100

mmol/l). Pted kazdym méienim byla ptipravena vZdy nova mobilni faze.
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3.8. Méreni

3.8.1. Charakterizace modifikovanych a nemodifikovanych uhlikovych elektrod
Nemodifikované i modifikované elektrody CFME, SPE, GCE aPGE byly nejprve
otestovany jako pracovni elektrody pomoci cyklické voltametrie. K testovani byl pouzit
zakladni elektrolyt 0,1 mol/l KCI obsahujici ferrikyanid o koncentraci 1 mmol/l. Mé&teni
probihalo v ttielektrodovém zapojeni, jako pracovni elektroda se vysttidaly viechny vyse
jmenované elektrody, referentni elektrodou byla argentchloridova elektroda Ag/AgCl
a pomocnou elektrodu tvofil platinovy dratek. Parametry CV byly nastaveny nasledovné:

pocateéni potencial: 700 mV
konec¢ny potencial: -200 mV
rychlost skenovani: 50 mV/s
filtr: 10

w w w w

Kazda elektroda byla pied samotnym méienim oplachnuta ultra¢istou vodou a ponoiena
nejprve do 0,1 mol/l roztoku z&kladniho elektrolytu KCI. Byl zméten tzv. blank.
Néasledovalo meéteni v 0,1 mol/l roztoku KCI obsahujicim ferrikyanid o koncentraci
1 mmol/l. Srovnanim nameétenych cyklickych voltamogramu vSech pouZitych elektrod
bylo vyhodnoceno, zda je elektroda vhodna k dalSimu méieni, nebo zda je potreba provest
znovu vylesténi v pripadé GCE, jiny zptisob modifikace ¢i zvoleni nové pracovni elektrody
v ptipadé CFME, SPE a PGE.
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3.8.2. pH zavislost kolchicinu

Experiment byl uskute¢nén na nemodifikované GCE pomoci CV v zékladnim
elektrolytu 0,1 mol/l HCIO4 pro pH hodnotu 1 a v rozsahu pH 2 az 12 v B-R pufru. GCE
elektroda byla pied kazdym méienim preleSténa. Bylo provedeno celkem Sest méteni se
vzrustajici hodnotou pH elektrolytu (2; 4,3; 6,3; 8,6; 10,9; 12,2). Koncentrace kolchicinu
ve viech roztocich byla 0,1 mmol/l. pH zavislost byla zjiStovana z davodu zmeény
potencidlu oxidace kolchicinu pii zménén pH meéteného roztoku. Métreni CV bylo

provedeno s nasledujicimi parametry:

pocate¢ni potencial: 800 mV
kone¢ny potencial: 1400 mV
rychlost skenovani: 50 mV/s
filtr: 10

w w w w

3.8.3. Cyklickéa voltametrie kolchicinu

Na vsech pracovnich elektrodach modifikovanych i nemodifikovanych (CFME, SPE, GCE
a PGE) byly naméteny cyklické voltamogramy kolchicinu v tiielektrodovém zapojeni
s referentni argentchloridovou elektrodou Ag/AgCl a platinovym dratkem coby pomocnou
elektrodou. Experimenty byly méieny ve dvou zakladnich elektrolytech: 0,1 mol/l H,SO4
a 0,1 mol/l HCIO4. Koncentrace kolchicinu ve vSech méienych roztocich byla 0,1 mmol/I.
Pied kazdym metenim kolchicinu byl roztok michan rychlosti 120 otacek/min po dobu 30
s. M¢teni CV bylo uskuteénéno s témito parametry:

pocate¢ni potencial: 800 mV
kone¢ny potencial: 1400 mV
rychlost skenovani: 50 mV/s
filtr: 10

w w w w

3.8.4. Diferenéné pulsni voltametrie kolchicinu

Vsechny experimenty byly méieny v tiielektrodovém zapojeni s pracovni elektrodou
tvoienou jednak nemodifikovanou SPE, ale také modifikovanou SPE jiskrovym vybojem
(grafit, W, Zr). Referentni elektrodu tvofila argentchloridova elektroda Ag/AgCl

a platinovy dratek predstavoval elektrodu pomocnou. Jako zakladni elektrolyt byla pouZita
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0,01 mol/l HCIO4 a kolchicin byl ptitomen o koncentraci 6 umol/l. Pied méieni byla vzdy
provedena aktivace elektrody prostiednictvim péti cykla CV s témito parametry:

§ pocateeni potencial: 800 mV
§ konecny potencial: 1400 mV
§ rychlost skenovani: 100 mV/s

Déle samotnému meieni predchédzela prekoncentrace analytu (kolchicinu) na povrch
elektrody v michaném roztoku pti 120 otackach/min po dobu 240 s v zapojeném obvodu
(800 mV). Parametry pro méteni DPV byly néasledujici:

§ pocateeni potencial: 800 mV § Siika pulsu: 50 ms

§ konec¢ny potencial: 1400 mV § doba trvani pulsu: 200 ms
§ rychlost skenovani: 20 mV/s § vySka pulsu: 50 mV

§ filtr: 10

3.8.5. Amperometrie kolchicinu

Amperometrické méieni bylo vyuzito k vybéru vhodné pracovni elektrody pro kapalinovou
chromatografii (dale LC). Elektrolyt o koncentraci 0,01 mol/l HCIO4 a objemu 20 ml byl
po celou dobu experimentu michan (150 ot&cek/min). Kolchicin byl do elektrolytu
postupné zavadén (po 30 s) jako 30 ul, 150 ul a 300 ul pridavky o vysledné koncentraci
1 pumol/l, 5 pmol/l a 10 pmol/l. Opét byl vyuZit systém tti elektrod, jako v predchozich
experimentech s tim rozdilem, Ze jako pracovni elektroda byla pouZita nemodifikovana
i modifikovana CFME. Parametry pro amperometricka méteni byly nastaveny takto:

rychlost michani roztoku: 150 otacek/min
potencial: 1300 mV

rychlost skenovani: 4 skeny/s

filtr: 1

w w w w

3.8.6. Kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci

Meteni probihalo v detekeni cele tvorené pracovni elektrodou CFME modifikovanou Zr
(modifikace jiskrovym vybojem) vloZenou tak, aby uhlikové vlakno o délce asi 3 mm bylo
vsunuto do kapilary, kterd privadéla eluat z kolony. Referentni elektroda byla tvorena
argentchloridovou elektrodou Ag/AgCl aplatinovy dratek piedstavoval pomocnou
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elektrodu. Dle potieby, lze celu jeSté vice miniaturizovat, pak by namisto referentni
a pomocné elektrody byla pouZita pouze jedna elektroda ato pseudoreferentni v podobé
Sroubu z nerezaveéjici oceli, jak je mozné vidét na Obr. 14. Jako mobilni faze (dale MF)
byla pouzita ACN/fosfatovy pufr 100 mmol/l 35/65 % (v/v). Vodny roztok kolchicinu byl
nasttikovan o koncentraci 10 pmol/l. Nastaveni parametra pro kapalinovou chromatografii
probe¢hlo takto:

pH hodnota MF: 4,6

pratok MF: 300 pl/min

teplota systému: 45 °C

pracovni potencial 1500 mV

nasttik 50 pl (objem smyc¢ky: 20 pl)
citlivost 10 nA (10 nA odpovida 1000 mV)

w W W W W W

Obr. 14: Fotografie elektrochemické detekeni cely p7i dvouelektrodovém zapojeni s pracovni
elektrodou CFME, 5x zvetSeno, strana fotografie odpovida ve skutecnosti asi 1,5 cm, prevzato
z[73]
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4 Diskuze a vysledky

4.1. Charakterizace uhlikovych elektrod

4.1.1. Cyklicka voltametrie ferrikyanidu

Nemodifikované i modifikované uhlikové elektrody byly testovany prostiednictvim
cyklické voltametrie vroztoku ferrikyanidu o koncentraci 1 mmol/l v 0,1 mol/l KCI.
Ferrikyanid je zndmy elektrochemicky standard. VyuZiva se zde reakéniho mechanismu,

redukce Zelezitych iontt na Zeleznaté a oxidace Zeleznatych iontu na Zelezité (1).

Fe3* + e~ & Fe?* 1)
Pii testovani funk¢nosti pracovnich elektrod byla sledovana proudova odezva, tvar kiivek
a reverzibilita systému. Timto jednoduchym principem byla ovéiena funkénost kazdé

pracovni elektrody.
Modifikace jiskrovym vybojem

Modifikace probihala mezi dvéma elektrodami. CFME/SPE byla piipojena ke kladnému
polu (+) adruha elektroda (W, Pt, Zr, Pd, Fe, Au, Mo a grafit) k zadpornému polu (-).
Velikost pouzitého napéti zavisela na typu modifikované uhlikové elektrody. Pfi
modifikaci CFME napéti odpovidalo 210 V a v ptipadé SPE bylo napéti nastaveno na 680
V. Jak jiz bylo uvedeno, u CFME postacily 3 jiskrové vyboje s protielektrodou (W, Pt, Zr,
Pd, Fe, Au, Mo a grafit), ale u SPE bylo nutné provést 30 jiskrovych vybojua, které byly
rovnomeérné rozmisténé na povrchu SPE. Na Obr. 15 je moZné pozorovat, Ze i pfi stejném
zvétSeni mikroskopu je uhlikové vldkno o néco uzsi neZ na ostatnich snimcich (Obr. 16
al7). Je mozné, Ze doSlo ke ,svléknuti“ c¢asti modifikované grafitove vrstvy.
Nadeponovany grafit zptsobil narudeni povrchu uhlikového vlakna, a zaroven zaobleni
hran. Na Obr. 16 unadeponovaného wolframu si Ize vSimnout zkoseného konce,
zaoblenych hran a celkového naruSeni povrchu uhlikového vldkna. Naproti tomu
zirkonium bylo nedeponovano v podobé jemné krupicky, kterou je mozné pozorovat na
Obr. 17. Pomoci energioveé disperzni spektroskopie (dale EDS) se v3ak nepodatilo potvrdit
ptritomnost deponovaného kovu na povrchu vlakna CFME, protoZze mnoZstvi kovu muze

byt velice malé.

39



SEM HV: 10.0 kV WD: 4.58 mm I | | | | | VEGA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV. WD: 5.15 mm VEGA3 TESCAN|

View fleld: 33.5 pm Det: SE 10 pm View field: 33.7 pm | Det: SE 10 pm
SEM MAG: 8.27 kx ' Date(m/diy): 04/2517 KEF UPOL SEM MAG: 8.21 kx 'Date(mfdiy): 04/25117 KEF UPOL
Obr. 15: SEM snimek CFME modifikované Obr. 16: SEM snimek CFME modifikované
C (jiskrovym vybojem) pri 210 V W (jiskrovym vybojem) pri 210 V

SEM HV: 10.0 kV. WD: 5.15 mm ) VEGA3 TESCAN|
View field: 33.7 ym Det: SE 10 pym
SEM MAG: 8.20 kx | Date(m/d/y): 04/25[17 KEF UPOL

Obr. 17: SEM snimek CFME modifikované Zr
(jiskrovym vybojem) pri 210 V

Na cyklickych voltamogramech na Obr. 18 a), b), c), d), e), f) Ize opét pozorovat sigmoidni
tvar krivek typicky pro radiélni transport elektroni. Na Obr. 18 ch) Ize vidét odlisny tvar
krivky, protoZe vyska viny zavisi na povrchu CFME, je mozné se domnivat, Ze se muze
CFME modifikovana Zr (jiskrovym vybojem) odliSovat od ostatnich modifikovanych
CFME ve¢tsim elektrodovym povrchem, ale zaroven muaZe ztratit charakter mikroelektrody.

40



0,1 molAl KCI; CFME
1 mmolA ferrikyanid v 0,1 mold KCI; CFME

0, 1uA

0.0

0,1 mol/l KCl; CFME spark Au
1 mmol/l ferrikyanid v 0,1 mol/l KCI; CFME spark Au

I 0,1pA

0.4
E[V]

0,1 molfl KCI; CFME spark Fe
1 mmolfl ferrikyanid v 0,1 mol/l KCI; CFME spark Fe

I 0,1pA

04
E[V]

E[V]
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0,1 molA KCI; CFME spark C
1 mmolA ferrikyanid v 0,1 moll KCI; CFME spark C

0,0 0.4

E[V]

0,1 mol/l KCI; CFME spark Mo
1 mmol/l ferrikyanid v 0,1 mol/l KCI; CFME spark Mo

I 0,1pA

04 0,8

E[V]



0,1 mol/l KCI; CFME spark Pd
1 mmoll ferrikyanid v 0,1 moll KCI; CFME spark Pd

I 0,1pA

0,8
E[V]

0,1 mol/l KCI; CFME spark W
1 mmol/l ferrikyanid v 0,1 molAd KCI; CFME spark W

h

I 0,1pA

0.8
E[V]

0,1 moll KCI; CFME spark Pt
1 mmolA ferrikyanid v 0,1 mol/l KCI; CFME spark Pt

an—

I 0,1pA

0,8
E[V]

0,1 molfl KCI; CFME spark Zr
1 mmold ferrikyanid v 0,1 mol KCI; CFME spark Zr

ch

I 0,1pA

0,8
EMV

Obr. 18: Cyklické voltamogramy 1 mmol/l ferrikyanidu v 0,1 mol/l KCI, porovnani nemodifikované

CFME a CFMEs modifikovanych jiskrovym vybojem (spark), a) nemodifikovand CFME,
b) spark Au, c) spark C, d) spark Fe, e) spark Mo, f) spark Pd, g) spark Pt, h) spark W,
ch) spark Zr
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Tvar kiivky CFME modifikované Zr (jiskrovym vybojem) se podobé kiivkam cyklickych
voltamogramu elektrod s vétSim povrchem jako je GCE, SPE a PGE (Obr. 19).

a 0,1 mol/l KCI; CFME spark Zr b 0,1 molAl KCI; GCE

1 mmolA ferrikyanid v 0,1 molA KCI; CFME spark Zr 1 mmolA ferrikyanid v 0,1 mold KCI; GCE
S pA
I 0,1pA
T T 1 T T 1
0,0 04 0,8 0,0 0.4 0,8
E[V] E[V]
e 0.1 molAl KCI; SPE d 0.1 molfl KCI; PGE

1 mmol/l ferrikyanid v 0,1 mol/l KCI; SPE

i [0 /g

1 mmolA ferrikyanid v 0,1 mol/ KCI; PGE

E[V] E[V]

Obr. 19: Cyklické voltamogramy 1 mmol/l ferrikyanidu v 0,1 mol/l KCI, porovnani modifikované
CFME spark Zr a nemodifikovanych uhlikovych elektrod a) CFME spark Zr, b) GCE, c) SPE,
d) PGE)
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Elektroforeticka depozice

Dva kovy (Fe a Zr) a grafit (dale C) byly vybrany pro tento zpasob modifikace CFME.
Vzhledem k piedchozim experimentalnim zkuSenostem [74] byly zvoleny nasledujici
parametry:

§ napéti: 20 V
§ ¢as depozice: 15/30 min

Depozi¢ni ¢as 30 min byl nastaven pii modifikaci C. U Fe a Zr byl depozi¢ni ¢as 15 min,
protoZe po 30 minutach depozice bylo sice uhlikoveé vlakno CFME znatelné obohacené
ovrstvu Fe/Zr, ale tato vrstva byla natolik silna, Ze dochazelo K jejimu odlupovani
a modifikovana elektroda tak byla znehodnocena, cozZ se potvrdilo naslednym métenim
CV. Depozice probihala v cele sultragistou vodou, do které byly ponoieny CFME
predstavujici katodu a anoda, ktera byla tvoiena Fe, Zr nebo C. Po provedeni depozice
byly modifikované CFMEs také proveéreny zmerenim cyklickych voltamogramu
ferrikyanidu o koncentraci 1 mmol/l v 0,1 mol/l KCI. Na Obr. 20 je moZné pozorovat
omezeni anodického a katodického piku na cyklickych voltamogramech naméienych
vroztoku 1 mmol/l ferrikyanidu v 0,1 mol/IKCI na CFMEs modifikovanych
elektroforetickou depozici pti srovnani s predchozimi cyklickymi voltamogrami na
Obr. 18. Tato skute¢nost mohla byt zpisobena dvéma moznostmi. Za prvé, modifikaci
doslo ke zvétSeni povrchu elektrody, za druhé kov/uhlik se nadeponovaly jinym zptisobem
(vznikla jina struktura kowvu/uhliku na povrchu vldkna), neZ v ptipadé¢ modifikace

jiskrovym vybojem.
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0,1 mol/l KCI; CFME eldep C
1 mmol/l ferrikyanid v 0,1 mol/l KCI; CFME eldep C

a 0,1 molAl KCI; CFME b
1 mmolA ferrikyanid v 0,1 mold KCI; CFME

0,1pA
0, 1A
T T 1 T T 1
0,0 0.4 0,8 0,0 04 0,8
E[V] E[V]
c 0,1 mol/l KCI; CFME eldep Fe d 0,1 mol/l KCI; CFME eldep Zr
1 mmol/l ferrikyanid v 0,1 mol/ll KCI; CFME eldep Fe 1 mmol/l ferrikyanid v 0,1 mol/l KCI; CFME eldep Zr
I 0.1 pA I 0. 1pA
T T 1 T T 1
0,0 0.4 0,8 0,0 0.4 0.8
E[V] E[V]

Obr. 20: Cyklické voltamogramy 1 mmol/l ferrikyanidu v 0,1 mol/l KCI, porovnani nemodifikované
CFME a CFMEs modifikovanych elektroforetickou depozici (eldep), a) nemodifikovana CFME,
b) eldep C, c) eldep Fe, d) eldep Zr

SPEs modifikovane jiskrovym vybojem byly také otestovany méienim cyklickych
voltamogramu v roztoku ferrikyanidu o koncentraci 1 mmol/l v 0,1 mol/l KCI. (Obr. 21 a),
b), ¢)). Po modifikaci SPE Zr, ale hlavné modifikaci W doSlo ke zvy3Seni proudové odezvy
a celkoveé ke zlepSeni reverzibility v porovnani s cyklickym voltamogramem ferrrikyanidu
nemodifikované SPE (Obr. 21 d))
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0,1 molA KCI; SPE b 0,1 mol/l KCI; SPE spark C

a
1 mmol/l ferrikyanid v 0,1 mol/l KCI; SPE 1 mmol/l ferrikyanid v 0,1 mol/l KCI; SPE spark C
5ph I 2uA
——
T T 1 T T 1
0,0 0.4 0,8 0,0 0.4 0,8
E[V] E[V]
c 0,1 molfl KCI; SPE spark W d 0,1 molA KCI; SPE spark Zr

1 mmol/l ferrikyanid v 0,1 mol/l KCI; SPE spark W 1 mmolA ferrikyanid v 0,1 mold KCI; SPE spark Zr

DpA

EM E[V]
Obr. 21: Cyklické voltamogramy 1 mmol/l ferrikyanidu v 0,1 mol/l KCI, porovnani nemodifikované

SPE a SPEs modifikovanych jiskrovym vybojem (spark), a) nemodifikovana SPE, b) spark C,
c) spark W, d) spark Zr

4.1.2. Cyklicka voltametrie kolchicinu

Nejprve byl prozkoumén vliv pH zakladniho elektrolytu na velikost potenciélu, pii kterém
dochazelo k oxidaci kolchicinu. Prosttednictvim GCE bylo naméteno nékolik cyklickych
voltamogramu kolchicinu o koncentraci 0,1 mmol/l pti raizném pH zé&kladniho elektrolytu.

(Obr. 22) K posunu potencialu k nizSim hodnotam dochazi pii zvySovani pH zékladniho
elektrolytu (Obr. 23).

46



— pH 12,2

— pH 10,9
——pH86
—— pH6,3
1uA pH 4,3
% e
I T T T
08 1,0 1,2 14
E[V]

Obr. 22: Cyklické voltamogramy v 0,1 mmol/l roztoku kolchicinu namerené na GCE pri rizném
pH zakladniho elektrolytu, pH 2 az pH 12,2 (B-R pufr)

1,28
X
X
1,24 X X
>
w
1,20
X
X
1,16
1 1 1
0 4 8 12

pH

Obr. 23: Graf zavislosti potenciélu (E) na pH z&kladniho elektrolytu

DalSim ukolem bylo najit vhodny elektrolyt pro méteni cyklickych voltamogramua
v roztoku kolchicinu. Nejprve byl testovan elektrolyt H,SO,4 o koncentraci 0,1 mol/l dle
¢lanku [57]. Meieni bylo provedeno pomoci GCE elektrody aroztoku kolchicinu

0 koncentraci 0,1 mmol/l. Stejnym zpusobem byl podle ¢lanku [60] testovan idruhy

47



elektrolyt HCIO, o stejné koncentraci 0,1 mol/l. Z Obr. 24 a), b) vypliva, Ze kolchicin méa
vysSi odezvu v elektrolytu HCIO,4. Odezva kolchicinu v elektrolytu HCIO4 byla 0,57 pA
a Vv elektrolytu H,SO4 byla 0,4 pA. Také je na Obr. 24 a), b) moZné pozorovat posun
potencialu, pti kterém se oxiduje kolchicin, v ptipadé elektrolytu HCIO, je to 1,23
V av piipadé elektrolytu H,SO,4 to je 1,27 V.

0,1 mold HyS0Qy; GCE

b 0,1 moldl HCIO,; GCE

0,1 mmol/l kolchicin v 0,1 mold H2804; GCE

[ [

0,1 mmoll kolchicin v 0,1 mol/l HCIO4; GCE

0.8 1,2
E[V] E[V]

0,8

Obr. 24: Cyklické voltamogramy 0,1 mmol/l kolchicinu a) v 0,1 mol/l H2SOa.
b) v 0,1 mol/l HCIO,, nemodifikovana GCE

Odezva kolchicinu byla nésledné testovana na CFMEs modifikovanych jiskrovym
vybojem prostrednictvim meéteni  cyklickych voltamogramt v roztoku kolchicinu
o0 koncentraci 0,1 mmol/l v 0,1 mol/l HCIO4. Nejlépe se osvédcily CFMEs modifikované
C, W a Zr, na kterych se kolchicin oxidoval pti 1,25 V (Obr. 25 c), h), ch)). U ostatnich
cyklickych voltamogramu bylo pozorovano, Ze oxidacni piky bud’ zcela chybi, nebo jsou
slabé naznac¢eny, napt. na Obr. 25 d) CFME modifikované Fe.
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0,1 moli HCIO,; CFME

a
0,1 mmol/l kolchicin v 0,1 molA HCIO; CFME
0,01 pA
T T
0.8 1,2
E[V]
0,1 molA HCIO4; CFME spark Au C 0,1 mol/l HCIO4; CFME spark C
0,1 mmol kelehicin v 0,1 moll HCIO,; CFME spark Au 0,1 mmolA kolchicin v 0,1 mol/l HCIO,; CFME spark C
I 0,02 pA I 0,02 pA
T T T T
08 1,2 0,8 1,2
E[V] E[V]
0,1 mold HCIO,4; CFME spark Fe e 0,1 mol/l HCIO4; CFME spark Mo
0,1 mmol/l kolchicin v 0,1 moll HCIO4; CFME spark Fe 0,1 mmolfl kolchicin v 0,1 moll HCIO4; CFME spark Mo
I 0,02 A I 002 A
T T T T
0,8 1,2 0,8 1,2
E[V] E[V]
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f 0,1 mol/l HCIO4; CFME spark Pd

0,1 mmol kolchicin v 0,1 mol/l HCIQ4; CFME spark Pd

I 0,02 pA

T T
0.8 1,2
E[V]

h 0,1 mol/l HCIO4; CFME spark W

0,1 mmold kolchicin v 0,1 mol/l HCIO,; CFME spark W

I 0,02 uA
— J
08 12

E[V]

0,1 mol/l HCIO,; CFME spark Pt

0,1 mmold kelchicin v 0,1 mol/l HCIQ,; CFME spark Pt

I 0,02 pA

0.8 1,2

E[V]

0,1 molA HCIO4; CFME spark Zr

ch

0,1 mmolfl kolchicin v 0,1 moll HCIO,; CFME spark Zr

I 0,02 pA

—

08 1,2

E[V]

Obr. 25: Cyklicke voltamogramy 0,1 mmol/I kolchicinu v 0,1 mol/l HCIO,, porovnani
nemodifikované CFME a CFMEs modifikovanych jiskrovym vybojem (spark), a) nemodifikovana
CFEME, b) spark Au, c) spark C, d) spark Fe, e) spark Mo, f) spark Pd, g) spark Pt, h) spark W,
ch) spark Zr

Obr. 26
0,1 mmol/l v 0,1 mol/l HCIO, namétenych na CFMEs modifikovanych elektroforetickou

zobrazuje cyklické voltamogramy kolchicinu 0 koncentraci

depozici. Nejvétsi odezvu vykazovala CFME modifikovand Zr, mensi pik poskytovala
CFME modifikovana Fe. Nejmensi odezvu na kolchicin mela CFME modifikovana C.
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0,1 moli HCIO,; CFME b 0,1 mol1 HC1O4; CFME eldep C

a
0,1 mmol/l kolchicin v 0,1 molA HCIO; CFME 0,1 mmol/l kolchicin v 0,1 mol/l HCIO,4; CFME eldep C
I0,0‘I nA
0,01 pA
T T T T
0.8 1,2 0,8 1,2
E[V] E[V]
0,1 mol/l HCIO,; CFME eldep Fe d 0,1 moll HCIO4; CFME eldep Zr
0,1 mmolA kolchicin v 0,1 mol/l HCIO4; CFME eldep Fe 0,1 mmolA kolehicin v 0,1 molfl HCIO4; CFME eldep Zr
]: 0,01 pA I 0,01 pA

—
0:8 1,I2 O,IB 1,I2
E[V] E[V]

Obr. 26: Cyklickeé voltamogramy 0,1 mM kolchicinu v 0,1 M HCIO,, porovnéani nemodifikované
CFME a CFMEs modifikovanych elektroforetickou depozici (eldep), a) nemodifikovana CFME,
b) eldep C, c) eldep Fe, d) eldep Zr

SPEs modifikované depozici jiskrovym vybojem davaly velmi malou odezvu na kolchicin,
liSila se pouze velikost potencialu, pri kterém dochazelo k oxidaci kolchicinu. SPE
modifikované C poskytovala oxidac¢ni pik kolchicinu pti 1,28 V, SPE modfikovana W pfi
1,26 V, aSPE modifikovana Zr pti 1,27 V. Po srovnani s nemodifikovanou SPE na
Obr. 29 je jasné, Ze modifikace jiskrovym vybojem neptinesla Zadny uZitek.
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a 0,1 mol/l HC1O4; SPE b 0,1 molA HCIO,; SPE spark C

0,1 mmol kolchicin v 0,1 mol/l HCIO4; SPE 0,1 mmolfl kolchicin v 0,1 moll HCIO,4; SPE spark C

1 ph {“'A

0,8 1,2 0,8 1,
E[V] E[V]

0,1 mol/l HCIO4; SPE spark W d 0,1 molA HCIOy; SPE spark Zr

0,1 mmolA kolchicin v 0,1 mold HCIO4; SPE spark W

[~ -

0,1 mmol/l kolchicin v 0,1 molfl HCIO,; SPE spark Zr

— J — —

0,8 1,2 0,8 1,2
E[V] E[V]

Obr. 29: Cyklicke voltamogramy 0,1 mmol/I kolchicinu v 0,1 mol/l HCIO,, porovnani
nemodifikované SPE a modifikovanych SPEs depozici jiskrovym vybojem (spark),

a) nemodifikovana SPE, b) spark C, c) spark W, d) spark Zr

Z provedenych méieni na nemodifikovanych a modifikovanych CMFEs se nejvice
osvédcila CFME modifikovana Zr jiskrovym vybojem, protoZe splnila poZadavky
funkénosti v ramci méieni CV ferrikyanidu, a vykazovala i nejvyssi odezvu pti méieni CV
kolchicinu v porovnani s ostatnimi CFMEs. V porovndni s ostatnimi uhlikovymi
elektrodami (SPE, GCE) na Obr. 30, CFMe spark Zr méa nizsi odezvu na kolchicin, m¢lo
by se oviem brét v Uvahu, Ze se jedna o mikroelektrodu. Pravé diky své velikosti je velice
vhodna pro vyuziti jako sensor v elektrochemickém detektoru napt. v LC ¢i v CE.
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0,1 mol/l HCIO,4; CFME
0,1 mmol/l kolchicin v 0,1 molA HCIO; CFME

0,1 mol/l HCIO4; CFME spark Zr b

0,1 mmolfl kolchicin v 0,1 mold HCIO,; CFME spark Zr

I 0,02 A
0,01 pA
e
T T T T
0.8 1,2 08 1,2
E [V] E[V]
0,1 mol/l HC1O4; SPE d 0,1 molfl HCIO4; GCE
0,1 mmolA kolchicin v 0,1 moldl HCIO4; SPE 0,1 mmol/l kolchicin v 0,1 mol/l HCIO4; GCE
1pA

——— J o~
0,8 1,2 O,IB
E[V] E[V]

Obr. 30: Porovnani cyklickych voltamogram:i zmerenych v roztoku kolchicinu o koncentraci
0,1 mmol/l v 0,1 mol/l HCIO,4 na uhlikovych elektrodéach, a) CFME spark Zr, b) CFME, ¢) SPE,
d) GCE
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4.1.3. Diferenéné pulsni voltametrie kolchicinu

Modifikované a nemodifikované SPEs byly dale testovany pomoci metody DPV
podle [54]. Na Obr. 31 a) je zobrazen voltamogram namétreny bez prekoncentrace, na
Obr. 31 b) je voltamogram nameéieny s prekoncentraci 240 spri 120 otackach/min
v zapojeném obvodu (800 mV). Kolchicin se v obou piipadech oxidoval pti 1,24 V, ale
o¢ekavané zvyseni odezvy po prekoncetraci se neprojevilo. DoSlo pouze ke sniZeni linie
zékladniho elektrolytu.

0,01 moli HCIO,; SPE b 0,01 mol/l HCIO,; SPE

= 6 umol/l kolchicin v 0,01 mold HCIQ4; SPE 6 umold kolchicin v 0,01 mol/l HCIO4; SPE

[ 0,02 pA { 0,02 pA

0,8 1,2 0,8 1,2
E[V] E[V]

Obr. 31: Voltamogramy DPV, 6 pmol/l kolchicin v 0,01 mol/l HCIO,, a) SPE bez prekoncetrace,
b) SPE s prekoncentraci 240 s

Na Obr. 32 je zobrazeno srovnani DPV voltamogrami naméienych v roztoku 6 pmol/I
kolchicinu v 0,01 mol/l HCIO4 na SPEs modifikovanych depozici jiskrovym vybojem a s
prekoncetraci 240 s pti 120 ota¢kach/min v zapojeném obvodu (800 mV).
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6 pmolA kolchicin v 0,01 mol/l HCIO,; SPE spark C

6 pumold kolchicin v 0,01 mol/l HCIO,4; SPE spark Zr

6 pmold kolchicin v 0,01 mol/l HCIO,4; SPE spark W

[O,MLA

I
0,8 E [V] 1,2

Obr. 32: Srovnani DPV voltamogram: nameérenych v roztoku 6 pmol/l kolchicinu

v 0,01 mol/l HCIO,, SPEs modifikované depozici jiskrovym vybojem (spark), prekoncentrace 240 s

Vysledkem obou experimenta bylo zjisténi, Ze prekoncentrace ani modifikace
s prekoncentraci neméla o¢ekavany piinos. Proto se dale nepokracovalo s dalsim mérenim

DPV.
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4.2. Amperometrie kolchicinu

Na zéklad¢ piedchozich experimenti byly pro amperometrickd méfeni vybrany tyto
elektrody: nemodifikovand CFME, CFME modifikovana elektroforetickou depozici Zr
a CFMEs modifikované jiskrovym vybojem (W, Zr). Uvedené elektrody byly otestovany
pro nasledné vyuziti jako pracovni elektrody v elektrochemickém detektoru v LC ¢i CE.
Samotna amperometrie, jako elektrochemickd metoda je vhodna pro stanoveni kolchicinu
v tabletéch.

Potencial byl stanoven dle ptedchozich méieni CV kolchicinu na 1300 mV. Kolchicin byl
davkovan do merici cely tak, aby se koncentrace vcele zménila o 1 umol/I,
5 umol/l'a 10 umol/l. Z Obr. 33 by se mohlo zdéat, Ze nejvice vyhowvujici elektrodou bude
CFME spark W, diky nejvyssi proudové odezvé na kolchicin. Problémem je nizky pomeér

signal/ Sum a také nelinearita.

0,01 pA
——CFME spark W
= CFME spark Zr
—CFME eldep Zr
= CFME
= L] L] L] L] 1
0 500 1000 1500 2000 2500

t[s]

Obr. 33: Srovnani amperometrickych zaznama znézorsujicich aktualni odezvu postupnych
pridavkii kolchicinu o vysledné koncentraci 1 pumol/l, 5 pmol/l, 10 umol/l, naméreno

na nemodifikované CFME a modifikovanych CFMEs elektroforetickou depozici (eldep)
a jiskrovym vybojem (spark)
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0,01 pA
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Obr. 34: Detailni srovnani amperometrickych zaznamii zndzornujicich aktualni odezvu postupnych
prvnich peti pridavki kolchicinu o vysledné koncentraci 1 pmol/l, naméreno na nemodifikované

CFME a modifikovanych CFMEs elektroforetickou depozici (eldep) a jiskrovym vybojem (spark)

CFME modifikovana Zr jiskrovym vybojem (dale CFME spark Zr) byla vybrana jako
pracovni elektroda pro méteni v LC, nejen na zakladé mereni CV v roztoku ferrikyanidu
a kolchicinu. V amperometrii méla nejvy3ssi pomér signal/Sum, jeji linedrni rozsah byl
(1x10°- 2x10°mol/l) a limit detekce dosahoval 0,3x10° mol/l. ProtoZe se jedna
o testovani zpasobu Upravy elektrody a nikoli o vyvoj analytické metody, je rovnice
regresni ptimky a hodnota spolehlivosti R zobrazena na Obr. 35 pouze pro CFME
spark Zr.
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Obr. 35: Kalibracni krivky kolchicinu pro nemodifikovanou CFME, CFME modifikovanou
elektroforetickou depozici (eldep) a pro CFMEs modifikované jiskrovym vybojem (spark), rovnice
regresni primky a hodnota spolehlivosti R je uvedena pro CFME modifikovanou Zr jiskrovym

vybojem
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4.3. Kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci

Pracovni potencial byl stanoven na zaklad¢ série méteni kolchicinu pomoci LC pti raznych
potencialech (v rozsahu 1200-1600 mV), vysledkem bylo vyneseni zavislosti vySky piku
kolchicinu (Ip) na potencial (E) viz Obr. 36 a nasledovalo samotné uréeni potencialu, pfi
kterém bude nejvy3Si odezva na kolchicin, viz Obr. 37. Nejvyssi pik byl zisk&n pfi
zvoleném potencialu 1500 mV.

3,5 1
3,0 1
2,5 - X
2,0 1

1,5

Ip [nA]

1,0
0,5 -
001 X

-0,5 T T T T I

E[V]

Obr. 36: Graf zavislosti vysky piku kolchicinu (I,) na potencialu (E)
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Obr. 37: Chromatogram kolchicinu o koncentraci 10 pmol/l, srovnani krivek v zavislosti na
zvoleném potencialu

Podobnym zpusobem bylo urceno ioptimalni pH MF. Za prvé bylo testovano jakym
zpusobem pH MF ovliviiuje retenéni ¢as (tr) kolchicinu (Obr. 38), za druhé jaky vliv ma
pH MF na vysku piku kolchicinu (Obr. 39).

4,05 ~

4,00 -

3,95 A

tR [min]

3,90 4

3,85 A

3,80 T T T T T T T
3,0 3,5 4,0 4.5 5,0 5,5 6,0
pH

Obr. 38: Graf zavislosti retencniho c¢asu kolchicinu (tz) na pH MF
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Obr. 39: Graf zavislosti vysky piku kolchicinu (I,) na pH MF

Na Obr. 40 je mozné pozorovat, Ze vySka piku skute¢né zavisi na pH MF a proto jsme
zvolili jako optimalni pH MF hodnotu 4,6. Odezva na mrtvy ¢as systému byla zpasobena
vysokou citlivosti elektrochemické detekce na zménu pratokove rychlosti a sloZzeni MF

(vodny roztok kolchicinu).

5nA
N
- —pH 4,6
/\ —pH 3
0 2 ty[min] 4 6

Obr. 40: Chromatogram kolchicinu o koncentraci 10 pmol/l,srovnani krivek v zavislosti na pH MF
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Nametrend data by mohla poslouZit jako zédklad pro vyvoj nové metody pro stanoveni
kolchicinu pomoci LC s vyuZitim elektrochemického sensoru v podobé CFME spark Zr.
Otvira se tak moZnost stanoveni kolchicinu v realnych vzorcich (mo¢, sérum, plasma), kde
je zapotiebi separace pied samotnym stanovenim. Konkrétng, s rostoucim poétem pacientt
trpicich dnou, u kterych je nezbytné sledovat hladinu kolchicinu v plasmé, protoZe je velmi
tenka hranice, kdy je kolchicin jesté lekem akdy uZ pusobi jako jed, se ptimo nabizi
vyvinout novou metodu, ktera by spolehlivé stanovila stopové mnoZstvi kolchicinu.
Zéaroven by mohla byt vhodnou alternativou k ostatnim analytickym metodam uvedenym

v teoretické ¢asti.
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5 Zavér

Ucelem piedkladané prace bylo charakterizovat nemodifikované a modifikované uhlikové
elektrody (CFME, SPE, GCE a PGE) a vybrat tu nejlepsi elektrodu pro elektrochemické
stanoveni kolchicinu jako nezavislé alternativy k metoddm spektrofotometrickym

a separa¢nim. D&le m¢la préce za cil otestovat moznost pouZiti vybrané pracovni elektrody

jako sensoru v ramci kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekci.

Zé&kladni testovani nemodifikovanych a modifikovanych uhlikovych elektrod (CFME,
SPE, GCE a PGE) probihalo prostiednictvim cyklické voltametrie v roztoku ferrikyanidu
draselného o koncentraci 1 mmol/l v 0,1 mol/l KCI, zndmého jako elektrochemicky
standard z davodu reverzibilniho reakéniho mechanismu, ktery se projevuje pritomnosti
katodického a anodického piku. Hlavnim ukazatelem funk¢nosti elektrody byla proudova
odezva areverzibilita systtmu. Na nemodifikované GCE byly zméteny cyklické
voltamogramy v roztoku kolchicinu o koncentraci 0,1 mmol/l pro otestovani dvou raznych
zakladnich elektrolytt 0,1 mol/l HCIO4 a 0,1 mol/l H,SO,4. Na zékladé vysledka CV byla
jako zéakladni elektrolyt pouZita 0,1 mol/l HCIO4. Porovnanim namétenych cyklickych
voltamogramu v roztoku kolchicinu byly vybrany elektrody s nejvétsi proudovou odezvou
na kolchicin. Pro dalsi testovani byly vybrany CFMEs modifikované pomoci jiskrového
vyboje (W, Zr) a elektroforetickou depozici (Zr).

Ze vSech provedenych experimenti méla nejvyssi pomér signalu k Sumu CFME upravena
jiskrovym vybojem se zirkonovou protielektrodou. Splnila poZadavky funkénosti v ramci
méieni CV ferrikyanidu draselného a méla vysoky oxida¢ni pik kolchicinu v cyklické
voltametrii. P¥i amperometrickych métenich vykazovala nejvyssi pomér signal/Sum, limit

detekce dosahoval 0,3x10° mol/l, limit kvantifikace 1x10° mol/l kolchicinu.

CFME modifikovand Zr jiskrovym vybojem byla pouZita jako pracovni elektroda jako
elektrochemicky detektor pro HPLC. Podatilo se optimalizovat zakladni parametry méreni
(pH, pracovni potencial) pro vyvoj metody stanoveni kolchicinu pomoci HPLC — ECD

ve vzorcich télnich tekutin (mog, plasma).
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6 Summary

The aim of this thesis was to characterize unmodified and modified carbon electrode
(CFME, SPE, GCE and PGE) and to choose the most suitable electrode for
the electrochemical determination of colchicine as an alternative to spectrofotometric
and separation methods. Another aim was to test the possibility of utilizing the chosen
working electrode as a sensor in liquid chromatography with electrochemical detection.

The basic testing of the unmodified and modified carbon electrodes (CFME, SPE, GCE
and PGE) was carried out using cyclic voltammetry in a solution of potassium ferricyanide
(2 mmol/l) in potassium chloride (0.1 mol/l), also known as an electrochemical standard
used in reversible reaction mechanisms, which is demonstrated by the presence of
a cathodic and a anodic peak. The main proof of the functionality of the electrode was
the current response and the reversibility of the system. The unmodified GCE electrode
provided cyclic voltammograms for the measurement of a solution of colchicine with
the concentration of 0.1mmol/l when tested in two different basic electrolytes:
0.1 mol/l HCIO4 and 0.1 mol/l H,SO,4. Based on the results of the CV, the 0.1 mol/l HCIO,
was chosen as the basic electrolyte for further measurements. The cyclic voltammograms
for the different electrodes were compared and the electrodes with the highest current
responses for colchicine were chosen for additional testing. The chosen electrodes were
CFMEs modified by spark deposition (W, Zr) and electrophoretic deposition (Zr).

Out of all the carried out experiments the CFME modified by spark deposition with
zirconium counter electrode had the highest signal-to-noise ratio. It satisfied
the functionality conditions for the CV measurement of potassium ferricyanide and showed
a high oxidation peak of colchicine in cyclic voltammetry. The electrode also showed
the highest signal-to-noise ratio during amperometric measurements, with the limit of

detection of colchicine at 0.3x10®° mol/l and limit of quantification at 1.10°® mol/!.

The CFME modified by Zr spark deposition was used as the working electrode for
the electrochemical detection in liquid chromatography. The basic method parameters (pH,
working potential) were optimized for the development of a method for the determination
of colchicine using HPLC — ECD in bodily fluids (urine, plasma).
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