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uvoD

Uhlikova vldkna jsou perspektivnim materidlem vyuZzivanym v nejriznéjSich
primyslovych a védecko-vyzkumnych oborech, jako je automobilovy pramysl, letectvi
a kosmonautika, nebo vojensky primysl. Ackoliv se jedna o tenka vlakna s pramérem
nékolika mikrometrti, vykazuji velkou pevnost a pruznost a dobrou tepelnou vodivost. Pro

pficemz elektricka vodivost nékterych typl vlaken se blizi vodivosti kovi.

Existuje velké mnozstvi aplikaci uhlikovych vlaken v chemii, napiiklad jejich
vyuziti ve voltametrii a amperometrii. Zde jsou vyhodou malé rozméry vlaken, které slouzi
jako mikroelektrody. Velké uplatnéni tyto elektrody nalezly v bioanalytice, naptiklad pro
sledovani katecholaminti, ale i dalSich biologicky aktivnich latek. Vyhodou je takeé
moznost aplikace elektrod z uhlikovych vlaken in vivo, protoze nejsou toxicka a nijak
nenarusuji procesy v organismech. Mezi dal§i aplikace patfi nejriiznéjsi elektrochemicke

detektory vyuzivané v HPLC, hmotnosti spektrometrii, atd.

Elektrické vlastnosti uhlikovych vlaken je mozné zlepsit vhodnou ptedapravou
vlakna. Mezi nejcastéjs$i metody patii elektrochemicka aktivace. Ddle je mozné vyuZzit

oxidaci vlaken, jejich zihani, ptipadné laserovou ablaci.

Jednim z dutlezitych katecholamini v organismu je dopamin. Jednd se
0 neurotransmiter odpovédny za spravné fungovani motoriky, podili se na emociondlnim
chovani a jeho nedostatek souvisi s Parkinsonovou chorobou, schizofrenii a dalSimi
dusevnimi poruchami. Proto jsou velmi dilezité metody umozijici jeho sledovani, aby

bylo mozné v€as zaznamenat jeho nedostatek a ptipadné predejit souvisejicim potizim.

Cilem této prace bylo nalézt vhodnou metodu upravy uhlikovych vldken pro
ptipravu elektrod z jejich svazkl tak, aby tyto elektrody poskytovaly co nejvyssi
voltametricky proudovy signdl modelovych elektroaktivnich latek. Piipravené elektrody
s malym geometrickym rozmérem a velkym elektroaktivnim povrchem by mohly byt
vyuzivany k detekci dopaminu v nizkoobjemové elektrochemické cele zkonstruované pro
studium difuze dopaminu a dalSich biologicky vyznamnych latek pfes modelovou

fosfolipidovou membranu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Uhlikova vlakna

Jednéd se 0 vldkna o priméru nékolika mikrometrl, kterd jsou tvofena alespoit z 92 %
uhlikem (pokud obsahuji 99 % a vice uhliku, jedna se o vlakna grafitova) [1,2]. Jednotlivé
atomy uhliku jsou uspofddany v hexagonalnich kruzich, respektive mikroskopickych
krystalech, které vytvareji dlouhé fetézce usporadané paralelné k ose vldkna. To je diivod,
pro¢ jsou uhlikova vldkna velice pevnad navzdory své nepatrné tlouStce. Napiiklad jejich

pevnost a pruznost v tahu je mnohonasobné¢ vyssi nez u oceli [3].

Historicky prvni uméle vyrobena uhlikova vlakna jsou pfipisovana Thomasu
Edisonovi, ktery v roce 1879 pti svych pokusech vyrobit zarovku, vytvofil uhlikova vlakna
zhavenim bavinénych vlaken a bambusovych prouzkti. Rlizné druhy uhlikovych vlaken se
objevovaly 1 nasledné, ovSem Zzadné z nich nemély dobré mechanické vlastnosti. Az ke
konci padesatych let dokazal americky védec Roger Bacon vytvoftit grafitova vldkna, ktera

méla vlastnosti modernich uhlikovych vlédken, ovSem jejich vyroba byla velmi nakladna
[3.4].

Moderni uhlikovd vldkna jsou vyrdbéna ve velkych mnozstvich (napf.
piedpokladand poptavka pro rok 2018 je vice nez 80 tisic tun uhlikovych vlaken) a naklady
na jejich vyrobu se neustale snizuji [2]. Komeréni vyroba je zalozena na pyrolyze, pfi niz
jsou vyuzivany 3 druhy prekurzord, a to polyakrylonitril (PAN), viskdza nebo dehet,
pficemz 96 % svétové produkce tvoii PAN [2,3]. Kvili svému malému priméru jsou
vlakna vyrabéna ve svazcich, které jsou tvofeny tisici jednotlivymi vlakny (jedna se
0 svazky obsahujici 1000-24000 vlaken), pficemz svazky s nizSim poctem vldken maji

obecné¢ lepsi vlastnosti nez ty s vys§im poctem vlaken [2].

2.1.1 Uhlikova vlakna z polyakrylonitrilu

Polyakrylonitril je polymerni latka obsahujici asi 68 % uhliku, pfi¢emz atomy uhliku jsou
vazany v fetézci. Tato latka je tvrda, relativné nerozpustnd a ma vysoky bod tani [5].
Vyrdbi se polymerizaci akrylonitrilu s vyuZitim béZnych iniciaci peroxidy nebo

azoslou¢eninami a to v roztoku nebo v suspenzi [6].



Jak jiz bylo feceno, uhlikova vldkna z tohoto prekurzoru dnes tvoii 96 % celkové
vyroby. Je to dano jednak nizkymi ndklady na vyrobu, jednak vlastnostmi vzniklych
uhlikovych vlaken, ktera jsou pevnéjsi, nez vladkna z viskozy a dehtu [5]. Tato vladkna se
také deli do n€kolika skupin v zavislosti na ruznych vlastnostech, napt. podle modulu
pruznosti v tahu. Jednd se o vldkna s ultra vysokou pruznosti (>500 GPa), vysokou
pruznosti (>300 GPa), sttedni pruznosti (>200 GPa) a nizkou pruznosti (100 GPa). Dale
pak mohou byt vlakna oznaCovana jako vysoce pevna (High Strength, >4 GPa). Existuje
také klasifikace 3 druhi PAN uhlikovych vlaken v zavislosti na teploté¢ pfi koneéném
zpracovani, viz Tab. I. Do skupiny PAN II vét§inou patii zminéna vysoce pevna vlakna, do

skupiny PAN I patii vétSina vlaken s vysokym modulem pruznosti [6].

Tab. | - Druhy polyakrylonitrilovych viaken v zavislosti na teploté konecné tpravy

Typ vlakna Teplota upravy
PAN I 2000 °C
PAN II 1500 °C
PAN I11 1000 °C

Samotna vyroba PAN uhlikovych vladken sestava z nékolika krok, které detailn¢ ve
své bakalatské praci popisuje Riman [7], zde je uveden pouze obecny piehled jednotlivych
kroku:

Zvlaknovani

Slouzi k tipravé polymeru do podoby vlaken. Existuje n¢kolik typli provedeni, napf.

zvlaknovani z taveniny, za Sucha, za mokra nebo gelové zvlaknovani [4,7].

Stabilizace

Provadi se pii teplotach 200-300 °C v oxidacni atmosféie (vzduch), pfiCemz vlakna
jsou napnuta. Dochdzi k navazani atomu kysliku a celkové ke zméné struktury
polyakrylonitrilu, kdy dochazi k zacykleni a vznikd tepelné stabilni polymer tzv.
zebiikovité struktury (Obr. 1) [4,5].
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Obr. 1 — Stabilizace polyakrylonitrilu a vznik PAN Zebfikovité struktury [5]

Karbonizace

Probiha pfi teplotach od 1000 °C do 3000 °C a slouzi ke zvySeni obsahu uhliku
V materidlu uvoliiovanim ostatnich prvkl z polymeru. Proces probihd v inertni atmosféte,

aby bylo zabranéno vzplanuti vlaken [4,5].
Grafitizace

Provadi se pouze pokud potfebujeme vlakna s lepSimi vlastnostmi. V principu se
jedné o pokracovani karbonizace pfti teploté 3000 °C a jde o zvySeni obsahu uhliku alespon

na 99 % [5].
Uprava povrchu

Vznikla uhlikova vlakna nejsou vhodna k pouziti v kompozitnich materialech,

proto se vlakno upravuje mirnou oxidaci [7].

2.1.2 Uhlikova vlakna z dehtu

Dehet je latka vznikajici pfirodné i synteticky. Pfirodni dehet je produktem zpracovani
ropy a karbonizace uhli, synteticky dehet se vyrabi pyrolyzou syntetickych polymert.
Ackoliv uhelny dehet obsahuje vice aromatickych latek nez ropny dehet, obsahuje také
velké mnozstvi pevnych ¢astic z uhli, které pii vyrob¢ vlaken zpiisobuji problémy, proto se
prakticky vyuziva hlavn€ ropny dehet. Soucasné je také vyhodné&jSi pouzivat synteticky
z PAN ma také nékolik vyhod, zejména prekurzor je mnohem levné;si, vznikla vlakna maji
lepsi pruznost a tepelnou a elektrickou vodivost, ovsem obrovskou nevyhodou je

nakladnost vyroby téchto vlaken, ktera probiha obdobné¢ jako u vlaken z PAN [6].
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2.1.3 Uhlikova viakna z viskézy

Viskéza je jednim z mnoha materiali obsahujicich celuldézu, ktera je zékladnim
prekurzorem viskozovych uhlikovych vlaken. Vyrabi se zvlaknovanim v roztoku
Z nejlevnéjsi dostupné suroviny — dievénych tisek. Proto je v komeréni vyrobé vyuzivana
pravé viskoza oproti napt. baving, Inu a dalsim materialim. Viskéza je ovsem nevyhodna
kvili nizkému vytézku uhliku (20-30 %), nakladné vyrobé a omezenym mechanickym

vlastnostem [6].

2.1.4 Elektrické vlastnosti uhlikovych viaken

Dobré elektrické vlastnosti uhlikovych vldken jsou dény vysokym obsahem
delokalizovanych n elektronti a samotnou strukturou vldkna. Obecné maji lepsi elektrickou
vodivost vlakna z dehtu oproti PAN vlaknim, pficemz elektricka vodivost grafitovych
vldken (10°-10°Sm™) se blizi elektrické vodivosti kovii [4,6]. Elektrickd vodivost
uhlikovych vlaken také pfimo imérné souvisi s teplotou v kone¢né fazi vyroby vlaken, kdy
vlakna s vétsi hodnotou modulu pruznosti v tahu maji dokonalejsi krystalickou strukturu,
ktera umoziiuje jednodussi pohyb elektroni ve vlakné. Poruchy v krystalové struktute

lokaln¢ snizuji elektrickou vodivost [4].

Pro svou vysokou elektrickou vodivost, chemickou odolnost, mechanické vlasnosti
a nizkou cenu se uhlikova vldkna stala materidlem vyuzivanym ke konstrukci elektrod,
které nalezly uplatnéni v elektrochemickych reaktorech, biopalivovych ¢lancich a také

Vv elektrochemické analyze.

2.2 Vyuziti uhlikovych viaken v chemii

Uhlikova vlakna maji diky svym mechanickym vlastnostem Sirokou oblast vyuziti, at’ jiz
vV automobilovém pramyslu, letectvi a kosmonautice, vojenstvi a dalSich primyslovych
odvétvich [2,3]. Jejich elektrické vlastnosti jsou vSak idedlni k pouZiti uhlikovych vldken
jakozto elektrodového materidlu a tyto elektrody nachazeji uplatnéni v nejriznéjSich

chemickych aplikacich.
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2.2.1 Uhlikova vlakna pro voltametrii a amperometrii

Duvodem, pro¢ se uhlikova vlakna pouzivaji jako elektrody ve voltametrii a amperometrii,
jsou hlavné jejich malé rozméry, fadici tyto elektrody k tzv. mikroelektrodam (jejich
charakteristicky rozmér je v fadu desitek az desetin mikrometri [8]). To umoziuje
provadst rychlé voltametrické skeny (rychlosti vyssi nez 100 V s™). Voltametrie s rychlym
skenovanim umoziiuje méfeni latek s rychlym transportem elektront (rychlostni
konstanta > 0,1 cm S'l). Ackoli obecné je vnitini odpor uhlikovych vldken zanedbatelny,
u experimentli s vysokymi rychlostmi skenu mutze byt odpor problémem zejména kviili
nizkym analytickym proudiim, které elektroda generuje. Z tohoto divodu je tfeba pfi
méfenich s elektrodami z uhlikovych vldken dbat na snizeni elektrického Sumu a Sumu
prostiedi, napt. umisténim elektrochemického ¢lanku ve Faradayové kleci. Samotny odpor
se pak také zvySuje s obsahem necistot na povrchu elektrody, proto je dobré pred métenim
tyto necistoty odstraniovat elektrochemickou aktivaci, pfipadné lesténim elektrody pokud

mame diskovou elektrodu z uhlikovych vlédken [1].

2.2.2 Bioanalytické aplikace

Meéieni nejriznéjSich biologicky aktivnich latek ¢i latek, které se UCastni riiznych
fyziologickych procesi, je dilezité nejen pro vyuziti v mediciné a pfi vyzkumu funkci
a vlastnosti téchto latek, ale také je tfeba vyvijet metody pro sledovani cizorodych

toxickych latek v prostredi.

Elektrochemické metody jsou vhodné pro bioanalytické aplikace zejména proto, ze
vétSina biologicky aktivnich latek je také elektroaktivni. A pravé elektrody z uhlikovych
vldken se diky vysoké citlivosti ukazaly byt vhodné pro rizné stanoveni. Pfikladem miize
byt stanoveni parabend v 1éCivech metodou diferen¢ni pulzni voltametrie. Parabeny se
pouzivaji jako konzervanty v kosmetice, farmaceutickém a potravinarském pramyslu.
Jejich vyssi koncentrace mohou byt rizikové pro lidské zdravi. Proto je sledovani obsahu
téchto latek dalezité v kontrole kvality vyrobki, zejména pro ochranu zdravi spotiebiteld.
Voltametrie ve spojeni s diskovymi elektrodami z uhlikovych vldken piedstavuje rychlou,
jednoduchou a citlivou metodu pro jejich stanoveni bez nutnosti odd€lovat je od

matrice [9].
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Kawagoe a spol. [10] popsali amperometrické stanoveni katecholamint
vyluCovanych izolovanymi biologickymi bunkami. Vyuzity pfitom byly dva typy
mikroelektrod: elektroda z uhlikového vlakna zataveného ve sklenéné kapilafe (diskova
elektroda s primérem disku 5,2—10 pum) a elektroda z uhlikového vlakna vyc¢nivajiciho
z kapilary ze sklenéného vldkna z mékkého skla. Vy¢nivajici konec uhlikového vlakna byl
naleptan elektrochemicky stfidavym proudem sinusového pribéhu (frekvence 60 Hz,
amplituda stfidavého napéti 6-15 V) v roztoku K,Cr,0; a H,SO,4. Méfeni prokazala stejné
vysledky obou elektrod v nejtésnéjsi blizkosti bun¢k (do 1 um). Vyhodou elektrody
Z leptaného vldkna jsou jeji celkov€é mensi rozméry umoznujici 1€épe nastavit pozici pro

snimani signalu u malych objektd, u nichz miize existovat chemicka nehomogenita.

Jednou z dalsich popsanych aplikaci je sledovani oxidu dusnatého, ktery mohou
produkovat bunky savci, a ktery maze slouzit jako mediator v riznych antimikrobialnich
a protinadorovych procesech nebo jako neurotransmiter [11]. Samotné méfeni obsahu
oxidu dusnatého je mozné provadét napt. elektrodou z uhlikovych vlaken, ktera je pokryta
nékolika vrstvami ftalocyanintetrasulfonatu nikelnattho a polyamidoaminového
dendrimeru vyuzitim elektrostatickych sil [12]. Podobné lze uhlikové vldkno pomoci

elektrodepozice pokryt vrstvou médi a pouzit k méfeni sacharida [13].

2.2.3 Mikroelektrody v elektrochemickych detektorech pro HPLC

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) je separa¢ni analyticka metoda, v niz
jsou vedle jinych zptuisobu detekce separovanych latek vyuzivany elektrochemické metody
[8]. Nejbézngjsi elektrochemickou (EC) detekéni metodou v HPLC je amperometrie, V niz
se pouzivaji pracovni elektrody z raznych uhlikovych materidlii. Perspektivni se v této
oblasti jevi mikroelektrody z uhlikovych vlaken, jejichz vhodnou pfedupravou lze zvysit

jejich proudovou odezvu, coz umoziuje jejich vyuziti k citlivé detekci v HPLC [14].

BartoSova a spol. [15] se zabyvali vyuzitim mikroelektrod z uhlikovych vlaken
v HPLC a vyvinuli jednoduchou, rychlou a citlivou metodu pro stanoveni bromfenoli
a tetrambrombisfenolu A ve vodé. Tyto latky se vyuzivaji hlavné jako zpomalovace hofeni
a fungicidy, ale maji negativni G¢inky na endokrinni soustavu. Proto je potfeba kontrolovat
jejich vyskyt ve vodach. Mikroelektrody z uhlikovych vldken, které byly pfed métenim
elektroaktivovany v 1% roztoku NaCl, se ukazaly jako vyborny EC detektor s nizkymi

Sumy a limitem detekce danych latek v rozsahu 1,8-56,6 ng ml™.
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Dalsi mozny zpusob detekce latek pro HPLC je voltametricky detektor z vlaken ze
skelného uhliku. Jedna se 0 svazek vlaken umistény v plastové trubici, kterd je umisténa
v detektorovém prostoru obsahujicim elektrolyt (mobilni fazi), referentni elektrodu
a pomocnou elektrodu. Samotnd trubice je napojena na chromatografickou kolonu a délka
pracovni elektrody odpovida délce vldkniim od konce kolony k otvoru v plastové trubici,
kterym se eluat dostava do kontaktu s elektrolytem. Tento otvor je poté od dalsi ¢asti
vlaken oddélen tésnénim, kterym eluat neprojde. Detektor 1ze vyuzit k méteni nizkych

koncentraci latek s vysokou citlivosti [16].

2.2.4 Elektrody z uhlikovych vlaken v hmotnostni spektrometrii

Elektroda ze svazku uhlikovych vldken naSla vyuZiti pro stanoveni latek, které se na
vlaknech naadsorbuji pfi elektrolyze. Detekci téchto latek 1ze provést ihned po elektrolyze
metodou hmotnostni spektrometrie, vyuzivajici principu tzv. Atmospheric Solids Analysis
Probe (ASAP-MS). Principem této metody je vkladani vzorku na vhodném substratu
(nejcasteji se pouziva sklenéna kapilara zatavend na obou koncich) do iontového zdroje
hmotnostniho spektrometru, v némz je vzorek odpatfen proudem horkého dusiku a jeho
slozky jsou ionizovany korénovym vybojem. Vzniklé ionty jsou nasledné separovany
a detekovany v hmotnostnim spektrometru. Naptiklad pfi stanoveni produkti
elektrochemické oxidace bromfenolli 1ze vzniklé oxidacni produkty piimo desorbovat
a ionizovat z povrchu elektrody ze svazkt uhlikovych vlaken, ktera slouzi jako substrat pro
ASAP. Vyhodou této elektrody je jeji velky specificky povrch, ktery umozituje zachyceni
dostate¢ného mnozstvi adsorbovanych produktli pro jejich spolehlivou detekei, ptipadné
I semikvantifikaci. Pomoci této metody bylo detekovano 11 novych oligomernich produktt
oxidace pentabromfenolu a 2,4,6-tribromfenolu, které v predchozich experimentech
s GC/MS a LC/MS nalezeny nebyly [17].
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2.2.5 DalSi vyuziti

Existuji nejriznéjsi aplikace elektrod z uhlikovych vlaken. Yang a kol. [18] popisuji
vyuziti elektrod z uhlikovych vlaken pokrytych ionofory k selektivnimu stanoveni
médnatych iontl v komplexnich vzorcich. Uhlikova vlakna jako pracovni a pomocna
elektroda pak mohou byt pouzity v kombinaci NMR a elektrochemie, jak uvadi Klodova
aspol. [19]. Kombinace téchto metod umoziuje méfeni strukturalnich zmén redoxnich
latek v systému, jako pfiklad je uvadéna redukce p-benzochinonu v roztocich o rtizném

pH.

Perspektivni je také wvyuziti elektrod z uhlikovych vldken Vv mikrobidlnich
palivovych ¢lancich. Ty slouzi ke generovani elektrické energie vyuzitim bakterii [20].
Uhlikova a grafitovd vlakna jsou k tomuto ucelu vhodnd zejména diky jejich velkému
specifickému povrchu, na kterém elektroaktivni bakterie snadnéji vytvaieji kolonie.
Elektrodu pokrytou elektroaktivnimi bakteriemi pak lze vyuZzit napf. pfi zpracovani
odpadni vody. Bakterie se Zivi biomasou a pii zpracovani zivin produkuji také elektrickou

energii, kterou odvadime pomoci elektrody [21].

2.3 Preduprava uhlikovych viaken

Preduprava (pretreatment) vlaken je dulezitym krokem pfipravy elektrod, jelikoz zasadné
ovliviiuje povrch a dalsi vlastnosti elektrody. Béhem piedupravy dochédzi k vycisténi
povrchu vlakna, k narusSeni jeho struktury, pfipadné ke vzniku pért, ¢imz se povrch
zvetsi [22]. Zpusobu predupravy je velké mnozstvi, napf. elektrochemicka aktivace,

tepelna uprava, oxidace, laserova ablace, atd.

2.3.1 Zihani uhlikovych vlaken

Tato ptreduprava vyuziva vyssi teploty ke zméné struktury vlaken. Feng a spol. [22]
popisuji zihani vlakna v muflové peci pii 450 °C po dobu 30 minut. Podle jejich zjisténi
vznikaji ve struktufe vldken praskliny a dochazi ke zméné obsahu prvki. Jelikoz se
samotna vldkna vyrabé&ji za vysokych teplot, dochazi pii této Upravé k nardistu obsahu
uhliku. Pfi Zzihani v atmosféfe amoniaku soucasné nardsta 1 obsah dusiku, hlavné
protonizovaného. Kladné nabity povrch takto upravené anody je divodem lepsi produkce

elektiiny v mikrobidlnich palivovych ¢lancich.
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Pokud je zihani provadéno v bezkyslikaté atmosfére, napt. v proudu vodiku pfi
950 °C, dochazi k desorpci ¢i rozkladu skupin obsahujicich kyslik a ke zvySeni mnozstvi
nepolarnich, hydrofobnich mist na vlakné¢, kterd zabranuji adsorpci kysliku. I za téchto
podminek vSak nékteré kyslikaté (zejména fenolové a chinonové) skupiny v malém
mnozstvi na vlakné zlstavaji [23]. Elektrody z takovychto vlaken by pak mohly byt

pouzity pfi elektrochemické analyze nepoldrnich latek.

2.3.2 Oxidace uhlikovych viaken

Oxidace mlze mit rizny vliv na uhlikové vladkno v zavislosti na pouzitém oxida¢nim
¢inidle. Basova a kol. [23] popisuji dvé ¢inidla. Kyselina dusi¢na zpisobuje zvétSeni
povrchu. Naopak pouziti peroxodisiranu amonného velikost povrchu neovliviiuje, ale ma
znacny vliv na upevnéni navazanych, siln¢ kyselych skupin (hydroxylovych,
karbonylovych a karboxylovych) na vldkné. Ty zlepSuji elektrochemické interakce mezi
uhlikovym vldknem a elektrolytem, a mezi vlaknem a elektroaktivni latkou, napt. kyslikem

rozpusténym v roztoku elektrolytu.

Peroxodisiran amonny lze ovSem pouZzit v kombinaci se silnou kyselinou, napf.
kyselinou sirovou. Oxidace vldken v roztoku téchto latek zpiisobuje zvétSeni povrchu
a generovani vétsich proudd. Nejlepsi moznosti je pak kombinovat tuto oxidaci se Zihanim

[22].

2.3.3 Elektrochemicka aktivace

Tato metoda predupravy spociva ve vyuziti elektrického signdlu (napéti nebo proudu)
piivedeného na elektrodu, ktera je ponofena do roztoku kyseliny, pufru, apod. Dochazi
pfitom k vycisténi povrchu za vzniku vrstvy oxidid, pii vysokych potencidlech mize
dochazet také k narusovani struktury vlakna [24]. Nejcastéji se aktivace provadi anodickou
polarizaci pfi rizném rozsahu potenciali. Velmi diilezita je také volba prostfedi — slozeni

a pH roztoku — kter¢ se voli v zavislosti na zamysleném pouziti elektrod [7].
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Gonon a spol. [25] popisuji dvou krokovou elektroaktivaci elektrod z uhlikovych
vlaken ve smésném roztoku KCI, NaCl a MgCl;, ve fosfatovém pufru. V prvnim kroku byla
elektroda polarizovana cyklenim v daném roztoku pii potencidlech 0 az +3 V, frekvenci
70 Hz, po dobu 20 sekund. V druhém kroku byla elektroda polarizovana pii konstantnim
potencialu +1,5 V proti referentni elektrodé (Ag/AgCl) po dobu 20 sekund. Tyto elektrody
pak byly vyuzity pro méfeni kyseliny askorbové a dopaminu diferen¢ni pulzni voltametrii.
Neupravenou elektrodou byl ve smiseném roztoku dopaminu a kyseliny askorbové
naméien jeden pik, protoze samotné latky mély pik pii +550 mV (dopamin) a +600 mV
(kyselina askorbovd). Stanoveni téchto dvou latek vedle sebe je proto obtizné.
Po elektrochemické aktivaci doslo Kk posunu piki obou latek do negativnéjsi oblasti
potencialu. Kyselina askorbovd méla naméfené maximum pii -80 mV a dopamin pii

+70 mV, coz umoznilo separaci téchto dvou pikti a stanoveni obou latek vedle sebe.

2.3.4 Laserova ablace

Dalsi z moznosti pfedupravy uhlikovych vlaken je pouziti laserové ablace, kdy dochazi
K odstranéni necistot z povrchu vlakna, pfipadné k naruSeni jeho struktury a zvétSeni
povrchu. U této metody jsou vysledny povrch elektrody a ji generované proudy zavislé na
vykonu laseru. Naptiklad pii pouziti 30 wattového laseru je optimalni pouziti 80 %
vykonu, protoZze pii 100 % je jiz naruSeni struktury piili§ destruktivni a dochdzi ke

zmen$eni povrchu elektrody [26].

2.4 Studovana latka

2.4.1 Dopamin

Systematicky 4-(2-aminoethyl)benzen-1,2-diol, je jeden z hlavnich neurotransmitert
vznikajicich v mozku, ktery patii do skupiny katecholaminti. Dopamin (Obr. 2) je soucasti
¢tyt dalezitych mozkovych cest a je mimo jiné dilezity pro spravné fungovani motoriky,
zprostiedkovava emocionalni a kognitivni chovani, pficemz nedostatecnd produkce
dopaminu souvisi s Parkinsonovou chorobou, schizofrenii, mlize za poruchy nalad a dalsi

dusevni poruchy [27].
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Obr. 2 — Dopamin

Dopamin, jakozto neurotransmiter podilejici se na mnoha funkcich mozku, je
pfedmétem dikladného studia. Zasadni je jeho sledovani v redlném case piimo
v organismu, k ¢emuz je vhodné vyuziti elektrochemickych metod [28]. Elektrochemické
stanoveni dopaminu je mozné diky jeho snadné oxidaci, pfi¢emz vznikajici produkty jsou
zavislé na pH. Na Obr. 3 1ze vidét schéma oxidace dopaminu. Vznikajici 0-dopaminchinon
je stabilni pouze pii pH nizS§im neZz 2, pii vy$§im pH dochazi k zacykleni a vznika

leucodopaminochrom. Ten se snadno oxiduje na finalni formu — dopaminochrom [29].

Ke sledovani dopaminu Ize vyuzit napf. cyklickou voltametrii nebo
chronoamperometrii, které poskytuji velmi rychlou detekci (v fadu milisekund). K témto
metodam, zejména k cyklické voltametrii, je vhodné vyuZit elektrody z uhlikovych vldken,
protoze diky jejich malym rozmérim a netoxickym vlastnostem je lze pouzit piimo
v organismu. Citlivost téchto elektrod pii méfeni dopaminu je vSak omezena, ovSem lze ji

zvysit napf. pokrytim uhlikovych vlaken poly(3,4-ethylendioxythiofen)/grafen oxidem

[28].
HO. NH; o NH3
:©/\/ = D/\/ +2e+2H
HO fo)

Dopamin o-dopaminchinon
(o] NH; HO
D/\/ —> +H
N
o HO H
o-dopaminchinon leucodopaminochrom
HO. (o}
=S +2e+2H
N <y
HO H HO
leucodopaminochrom dopaminochrom

Obr. 3 — Schéma postupné oxidace dopaminu [29]
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Dopamin je také studovan v souvislosti s jeho interakcemi s lipidovymi
dvojvrstvami, coz slouzi k lepSimu pochopeni pienosu vzruchtt dopaminem v mozku. Bylo
dokazéno, Ze dopamin, ktery se v organismu pii normalnim pH 7,4 vyskytuje ve formé
kationtu, reaguje se zdporné nabitymi lipidovymi membranami. Takovéto membrany se
vyskytuji na mozkovych neuronech a mozny metabolismus dopaminu interagujiciho

S neuronovou membranou muze mit vliv na vznik neurologickych poruch [30].

2.5 Pouzité elektrochemické metody

2.5.1 Cyklicka voltametrie

Tato metoda je vhodna ke studiu elektrochemickych reakci latek. Principem je vkladani
potencialu trojuhelnikového pribéhu (Obr. 4A) na stacionarni elektrodu v nemichaném
roztoku. Potencial se od po¢ate¢niho potencialu E; linearné méni az do tzv. prepinaciho
potencialu E,, a poté zpét na pocatecni potencidl. Ziskané kiivky maji tvar pikt, které
odpovidaji oxidaci ¢i redukci elektroaktivni latky v roztoku (Obr. 4B). Velikost proudu
piku zavisi na rychlosti zmény potencialu (rychlost polarizace). Je-li polarizace dostatecné
rychld, produkty elektrodové reakce nestaci oddifundovat od elektrody a za vhodnych

podminek je 1ze detekovat pii opaéném sméru zmény potencialu [8].
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Obr. 4 — Cyklicka voltametrie. A) Potencialovy program: E, - pocate¢ni potencial, E -
prfepinaci potencial. B) Cyklicky voltamogram — pik a odpovida oxidaci elektroaktivni latky,
pik b odpovida redukci vznikle latky, E, .- potencial anodického/katodickeho piku. Iy -

proud anodického/katodického piku [8]
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2.5.2 Elektrochemicka impedanc¢ni spektroskopie

EIS je metoda, kdy je na elektrodu vkladan konstantni potencial se superponovanym
stiidavym napétim s ménici se frekvenci (pouzivaji se frekvence od 1 MHz do 0,1 mHz)
a je métena stfidava slozka proudové odezvy. Podle Ohmova zdkona je timto zplisobem
meéfen odpor systému, ktery je frekvencné zavisly a oznacuje se jako impedance, ktera ma
dvé slozky — redlnou a imaginarni, pficemz redlnd slozka je frekvencéné nezavisla,

imaginarni slozka je frekvenéné zavisla [31].

Velikost impedance pfi elektrochemické reakci je dana nejen elektrodou, ale také
procesy, které se v méfici cele odehravaji. Pii prichodu elektrického proudu ¢lankem
dochazi k polarizacnim jevim, které priichod omezuji. Tyto jevy jsou ddny procesy, které
probihaji mezi elektrodou a roztokem. Jsou to napf. transport latek z roztoku k elektrodé
a naopak, pfenos naboje, odpor v roztoku elektrolytu. Ptispévky jednotlivych jevil lze
popsat ur¢itymi elektrickymi velicinami (odpor, kapacita, indukce, apod.) a jejich
vzajemnou kombinaci. To umoziuje sestavit ndhradni elektricky (tzv. ekvivalentni) obvod,
ktery obsahuje prvky podobné realnym elektrotechnickym prvkim, jako jsou rezistor,
kapacitor a induktor, ale i Ccist¢ elektrochemické prvky, jako jsou Warburgova
a Gerisherova impedance [8,31]. Nejjednodussi je Randlestiv ekvivalentni obvod, Obr.
5[8].

Experimentdlné¢ zméfend impedancéni data (impedancni spektra) se zobrazuji
nejcastéji Nyquistovym diagramem, coZ je graf zavislosti imaginarni slozky impedance na
redlné slozce pii riznych frekvencich. Nyquistiiv diagram dovoluje navrhnout vhodny
ekvivalentni obvod a nésledné aproximovat experimentalni data vhodnou funkei popisujici
navrzeny nahradni obvod. Tento postup vyhodnoceni impedan¢nich spekter umoziluje
interpretovat jednotlivé casti zkoumaného elektrochemického clanku ¢i poloclanku

(tj. elektrody a okolniho prostfedi) a kvantifikovat jejich elektrické vlastnosti [31].

R —L___

Obr. 5 — Schématické znazornéni Randlesova ekvivalentniho obvodu, R - odpor roztoku,

R - odpor k pfenosu naboje, Cy - kapacita elektrické dvojvrstvy [31]
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3 EXPERIMENTALNIi CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Jako studovana latka byl vyuzivan dopamin hydrochlorid p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,

Némecko).

Pro ptipravu elektrod z uhlikovych vldken byla vyuZivana vldkna z grafitové
tkaniny KTC-03 (Karbotechnik spol. s.r.o., Plzen, Ceska republika), epoxidové lepidlo
Epoxiceys (AC Marca Czech Republic s.r.o., Cesky Brod, Ceska republika), tmel
Lukopren® N1522 (Lu&ebni zavody Kolin, Kolin, Ceska republika).

Pro experimentdlni méfeni ve dvoukomorové cele byly vyuzivany agar
bakteriologické cistoty (Acros Organics, Geel, Belgie), asolectin ze sojovych bobu
s obsahem fosfatidylcholinu = 25 %.(Fluka, Buchs, Svycarsko).

Dalsi pouzivané chemikalie — peroxodisiran amonny p.a., ferrokyanid draselny p.a.,
ferrikyanid draselny p.a., chlorid draselny p.a. (vie Lachema, Brno, Ceska republika),
kyselina sirova 96% p.a., kyselina orthofosfore¢na 85% p.a., kyselina chlorovodikova 35%
p.a., methylalkohol p.a. (vie Penta, Praha, Ceska republika), aceton p.a., hexan p.a., chlorid

sodny p.a. (vie Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika).

3.2 Priprava roztoku

Roztok dopaminu o koncentraci 1 mmol I byl pfipraven rozpusténim odpovidajiciho

mnozstvi dopaminu v deionizované vodé (Millipore, 18,2 MQ).

Fosfatovy pufr o pH 6,5 byl pfipraven z kyseliny fosfore¢né o koncentraci

0,1 mol I upravou pH pomoci 50% roztoku hydroxidu sodného.

Agarovy elektrolyt byl pfipraven rozpusténim 0,5 g agaru v 10 ml nasyceného

roztoku chloridu draselného a naslednym zah#ivanim k varu za stalého michani.

Roztok asolectinu o koncentraci 20 mg ml™ byl pfipraven rozpusténim vhodného

mnozstvi asolectinu v hexanu.

Ostatni roztoky byly piipraveny rozpusténim vypocitaného mnozstvi latky

V destilované vode.
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3.3 Pouzivané pristroje

Pro elektrochemicka méfeni byl vyuzivan potenciostat/galvanostat Autolab PGSTAT128N
(Metrohm Autolab, Utrecht, Nizozemsko) fizeny softwarem Nova 1.11 (Metrohm Autolab,
Utrecht, Nizozemsko).

Dale byla vyuZivana muflova pec LE 15/11 (LAC, Hru$ovany u Brna, Ceska
republika), laserovy ablacni systém Analyte G2 (Teledyne Photon Machines, Omaha,
Nebraska, Spojené Staty Americké) s argonfluoridovym excimerovym laserem
(A =193 nm) a délkou pulsu < 4 ns, pH metr inoLab 720 s elektrodou SenTix 41 (WTW,
Weilheim, Némecko), ultrazvukova ¢isticka Sonorex Digitec (Bandelin, Berlin, Némecko),
magnetickd michacka s ohfevem MR Hei-Standard (Heidolph, Schwabach, Némecko),
analytické vahy ABS 220-4 (KERN, Balingen, Némecko).

3.4 Pracovni postupy

3.4.1 Vyroba elektrod z uhlikovych viaken

Elektrody (stétickové elektrody z uhlikovych vlaken, CFBE z anglického Carbon Fibre
Brush Electrode, Obr. 6) byly pfipraveny navazanim zvoleného poc¢tu svazku uhlikovych
vlaken (1-6 svazkll) na médény dratek — elektricky kontakt, ktery byl poté vtazen do
sklenéné kapilary (Open Capillary Tubes Stuart”, Cole-Parmer, Stone, Staffordshire,
Spojené kralovstvi). Délka uhlikovych vldken v kapiléfe byla 3 cm, vné kapilary v rozmezi
0,8-1,5 cm. Elektrody byly poté fixovany v kapilafe a utésnény epoxidem nebo tmelem,
aby nedochézelo ke vzlinani méfenych roztokit po uhlikovych vlaknech dovniti kapilary

a aby bylo zabranéno naleptavani médéného dratku nékterymi pouzivanymi chemikaliemi.

Pii lepeni epoxidem bylo malé mnozstvi epoxidu naneseno na kratky usek svazku
uhlikovych vlaken u usti kapilary a tato ¢ast svazku byla poté vtazena do kapilary, aby
doslo k jejimu utésnéni. Kapka epoxidu pak byla nanesena k usti kapilary z vnéjsku pro

dokonalejsi utésnéni vlaken.

Pfi lepeni tmelem Lukopren® byla kapilara vyplnéna tmelem pomoci injeké&ni

stiikacky.
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Obr. 6 - Elektrody z uhlikovych vidken. Zleva doprava — elektroda nelepena, elektroda

utésnéna epoxidem, tmelena elektroda

3.4.2 Preduprava elektrod
Pro zvyseni povrchu elektrod byly vyuzivany tyto metody:
a) Oxidace v roztoku kyseliny sirové a peroxodisiranu amonného:

Byl pfipraven roztok peroxodisiranu amonného o koncentraci 200 g 1™
a koncentrované kyseliny sirové v poméru 9:1. Do tohoto roztoku byla elektroda ponotena
na 15 minut.
b) Zihani:

Samotna uhlikova vldkna ve svazcich byla pfed vyrobou elektrody zihdna

v muflové peci po dobu 30 minut. Teplota zihani byla 500 °C, pro nékteré experimenty
v rozmezi 200-500 °C.
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¢) Kombinace oxidace a zihani:

Elektroda byla vyrobena z neupravenych uhlikovych vlaken, poté byla oxidovéana
za podminek uvedenych v bod¢ a) a nasledné zihana 30 minut v muflové peci pfi teploté

450 °C.
d) Laserova ablace:

Elektrody byly vyrobeny z nevyzihanych vlaken a byly upraveny laserovou ablaci

S témito parametry laseru:

e Vykon laseru: 10 %

e Intenzita: 1,06 J cm™

e Opakovaci frekvence: 20

e Velikost bodu: 110 um kruh

e Rychlost skenovani: 150 um st

e Mezera: 120 um

3.4.3 Elektrochemicka aktivace:

Elektroda byla ponofena do roztoku kyseliny sirové o koncentraci 0,1 mol I
a pripojena k potenciostatu jako pracovni elektroda v tiielektrodovém zapojeni s referentni
argentchloridovou elektrodou Ag|AgCI|3M-KCl1 a pomocnou platinovou elektrodou. Poté
byla provedena cyklicka voltametrie v rozsahu potenciali -1,0 V az +1,5 V, s rychlosti

scanu 0,5 V s™ a to v 50 opakovanych cyklech.

3.4.4 Cisténi elektrod

Pied vlastnim experimentem byla vzdy kazda elektroda c¢iSténa 15 minutovou

sonifikaci postupné ve ¢tyfech rozpoustédlech: aceton, hexan, methanol, destilovana voda.
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3.4.5 Priprava mérné cely

Do dna vialky (Obr. 7) byl vyvrtan otvor, kterym byla vsunuta kapilara slouzici jako
prostor pro referentni elektrodu. Zboku vialky byly vyvrtany dva otvory slouzici pro
vlozeni mérnych a pomocnych elektrod. Dvé tyto vialky pak spojenim tvofily
dvoukomorovou mérnou celu (Obr. 8). Jednotlivé komory od sebe byly oddéleny
polykarbonatovou (PC) poérovitou membranou Nuclepore Track-Etched Membranes

0 praméru 25 mm a velikosti porti 50 nm (Whatman, New Jersey, USA).

Obr. 7 - Upravena vialka tvorici jednu z komor mérné cely

Pro tvorbu referentni elektrody byla sklenénd kapilara uvnitf vialky naplnéna
pfipravenym agarovym elektrolytem, do kterého byl poté zasunut stéibrny dratek. Ten byl
predem upraven cyklenim a polarizaci v kyseling chlorovodikové o koncentraci 1 mol 17,
Bylo provedeno 10 cykli s rychlosti scanu 10 mV s v rozmezi potenciala -0,34 V az
+0,26 V, v tiielektrodovém zapojeni s referentni kalomelovou elektrodou a pomocnou
platinovou elektrodou. Nasledné byla provedena polarizace stfibrného dratku po dobu 120
sekund pfi -0,14 V a 600 sekund pii +0,06 V.

Obr. 8 — Dvoukomorova mérna cela sloZzena ze dvou vialek. Uvnitf kaZzdé vialky se

nachazi kapilara s referentni argentchloridovou elektrodou
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3.4.6 Pokryvani PC membrany vrstvou fosfolipidu

Na c¢istou polykarbonatovou membranu bylo naneseno 25 ul roztoku asolectinu v hexanu,
po odpafeni hexanu bylo znovu naneseno 25 pul asolectinu v hexanu. Naneseni bylo
provedeno celkem 5x. Po poslednim naneseni a odpatfeni byla s membranou sestavena
méfici cela a ob& komory byly naplnény roztokem chloridu sodného o koncentraci 9 g 1™

na 30 minut, kvili zformovani a stabilizaci fosfolipidové dvojvrstvy.

3.5 Elektrochemicka méreni

Vsechna méfeni byla provadéna na pfistroji Autolab PGSTATI128N v tfielektrodovém
zapojeni, pokud neni uvedeno jinak. Pracovni elektrodou byla CFBE, jako referentni
elektroda byla pouzita argentchloridova elektroda Ag|AgCI[1M-KCI, jako pomocna

elektroda byla pouZita platinova elektroda.

3.5.1 Cyklicka voltametrie

Méfeni cyklickou voltametrii bylo pouzivano pro zjisténi velikosti elektroaktivni plochy
elektrod. Pro méfeni byl vyuzivan smésny roztok ferrokyanidu draselného o koncentraci
5 mmol I a ferrikyanidu draselného o koncentraci 5 mmol I'* v chloridu draselném
o koncentraci 1 mol I'*.  Pocate¢ni potencial méfeni byl 0V, potencialovy rozsah byl
-0,3 V az +0,7 V. Rychlost skenu se postupné¢ snizovala z 30 mV st po 5 mV st az do
5mV s, Pii kazdé rychlosti byly zaznamenany vzdy 2 cykly.

3.5.2 Testovani pokryti PC membrany fosfolipidy pomoci EIS

Impedance polykarbonatové membrany pokryté vrstvou fosfolipidi umisténé ve
dvoukomorové cele, byla métena metodou EIS ve ¢étyfelektrodovém zapojeni (Obr. 9).
V levé komote byla argentchloridova elektroda zapojena jako referentni elektroda,
soucasn¢ zde byl platinovy dratek ponotfeny v roztoku zapojeny jako pomocna elektroda.
V pravé komote byla argentchloridova elektroda zapojena jako senzor a platinovy dratek
ponofeny v roztoku slouzil jako pracovni elektroda. Jako elektrolyt slouZil roztok chloridu

sodného o koncentraci 9 g I nachazejici se v obou komorach.
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Obr. 9 — Ctyrelektrodové zapojeni pfi méfeni impedance ve dvoukomorové cele.

RE - referentni elektroda, CE - pomocna elektroda, WE - pracovni elektroda, S - senzor

Parametry méfeni: pocatecni potencial 0 V, rozsah 60 frekvenci mezi 500 kHz az

1 Hz, s amplitudou 10 mV.

3.5.3 Amperometrické sledovani prichodu dopaminu pres PC membranu

Me¢ieni bylo situovano v levé komote dvoukomorové cely. Jako pracovni elektroda byla
pouzita CFBE z jednoho svazku vldken, jako referentni poslouzila argentchloridova
elektroda umisténa v kapilare uvniti komory, jako pomocna elektroda byl vyuzit platinovy
dratek. Jako elektrolyt byl pouzit fosfatovy pufr o pH 6,5, kterym byla naplnéna leva
komora s elektrodami. Prava komora byla naplnéna roztokem dopaminu o koncentraci
1 mmol I ve fosfatovém pufru. Komory byly oddéleny polykarbonatovou membranou

bud’ ¢istou, nebo pokrytou vrstvou fosfolipidu.

Na zacatku a na konci experimentu byly zméfeny cyklické voltamogramy pfi
pocatecnim potencialu -0,4 V, v rozsahu potenciald -0,5 V az +0,6 V (piipadné -0,65 V az
+1 V), s rychlosti scanu 20 mV s™.

Pii amperometrickém méfeni byl proud zaznamenavan za konstantniho potencialu

+0,3 V kazdych 5 minut.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Konstrukce elektrod

Jednim z cilii prace bylo zjistit, kterd metoda konstrukce elektrod je nejvhodnéjsi k tomu,
aby byla ziskdna dostatecnd proudova odezva a aby bylo mozné pouzivat elektrodu
opakovan¢. Prvnim krokem bylo vybrat vhodny pocet svazkli uhlikovych vldken na vyrobu
elektrody. Jako optimalni byly nakonec vybrany dva svazky, ackoli podle potieby lze
pouzit i vice svazkil v zavislosti na vnitinim prumeéru sklenéné kapilary, ktera slouzi jako
elektrodové pouzdro, maximalné vSak Sest. Jiz pti pouziti Sesti svazkl vlaken totiz dochézi
pii vtahovani do kapilary o vnitfnim praméru 1,3 mm k mechanickému poskozeni vlaken.
Pokud je naopak clektroda vyrabéna z jednoho svazku vlaken, je nutno pouzit uzsi

kapilaru, aby se zabranilo volnému pohybu vlaken.

Prvni pouzivané elektrody byly tvofeny pouze z kapilary, dratku a vlaken, nebyly
zalepeny. Objevil se vSak problém s opakovatelnym pouzitim elektrod. Pii méfeni mohlo
dochazet ke vzlinani roztoku po vlaknech (Castéji dochazelo ke vzlinani vody pfi Cisténi
elektrody v ultrazvuku), ktery se dostal az k médénému dratku a zpusoboval jeho
naleptavani a anodickou oxidaci pfi voltametrickych experimentech. Elektrody pak zacaly
vykazovat Spatny a nestabilni signal (Obr. 10). Proto byly vyzkouseny dvé metody

utésnéni elektrod.

Proud (mA)

-0,40 -0,20 0,00 0,20 0,40 0,60 0,80
Potencial (V)

Obr. 10 - Priklad Spatného signalu pri mérfeni cyklického voltamogramu roztoku

ferrokyanidu draselného + ferrikyanidu draselného (5 mmol I') v KCI (1 mol I'Y)
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4.1.1 Elektrody lepené epoxidem

Tyto elektrody vykazovaly stejné chovani jako elektrody nelepené (proudova odezva,
opakovana pouzitelnost elektrod). Pii dlouhodobém sledovani bylo potvrzeno utésnéni
kapilary a meéfené roztoky se jiz nedostavaly k dratku. Stejné¢ tak nedochéazelo
K rozpousténi epoxidu pii ¢isténi elektrod v acetonu, hexanu a methanolu. Epoxid se tak

ukézal jako vhodny zptisob utésnéni elektrody.

4.1.2 Elektrody tmelené

Tmelené elektrody prokazovaly stejné chovani jako nelepené i epoxidované elektrody.
Problém nastal, pokud tmel u usti kapilary nedosahoval konce kapilary. V kapiléafe tak
vznikl maly prostor, ve kterém ndsledn¢ mohla vzniknout vzduchové bublina, kterd
pusobila jako izolant a méfeni bylo znemoznéno. Tento problém je mozné eliminovat
opatrnou manipulaci s elektrodou pii ponofeni do roztoku tak, aby nedoSlo k uzavieni

vzduchu v daném prostoru.

4.2 Preduprava elektrod

Bylo vyzkouseno nékolik zpusobi piedupravy elektrod, aby bylo dosazeno zvétSeni
elektroaktivniho povrchu elektrody, a tedy vyssi proudové odezvy pii oxidaci/redukci
elektroaktivnich latek. Nejprve byly vyzkouseny chemicka oxidace, zihani a jejich

kombinace, vychazejici z literatury [22]. Poté byla zkousena laserova ablace.

Preduprava pomoci elektrochemické aktivace je bézné vyuzivanou metodou
Kk odstranéni necistot z povrchu elektrody a zvySeni proudové odezvy, kterou lze vyuzivat
opakovang, napt. vzdy pred samotnym experimentalnim métenim. Vzhledem k tomu, ze se
jednd o casto pouzivanou a osvédCenou metodu, nebylo nutné provadét samotné

experimentalni testovani tohoto zplisobu piedupravy.

Pro prvni tfi zminéné zplisoby ptedupravy byly vyuzity elektrody neutésnéné, pro

laserovou ablaci jiz byly vyuzity tmelené elektrody.
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Velikost povrchu elektrod byla vypocitana z proudu pikt ziskanych cyklickou
voltametrii v roztoku Ks[Fe(CN)e] / Ka[Fe(CN)s] (c=5mmol ") v KCI (1 mol I,
pomoci Randles-Sevéikovy rovnice (1), kde lp je proud piku v ampérech, n je pocet
vyméfiovanych elektrond, A je plocha elektrody v cm?, D je difuzni koeficient (pro dany
systém je Doy = 7,17.10° cm? s, Dyeq = 6,56.10° cm? s™), ¢ je koncentrace sledované latky

v mol cm™, v je rychlost scanu ve V s™.

I, = 268468 - n3/2.4.pY2. 0. p1/2 1)

4.2.1 Oxidace v kyseliné sirové a peroxodisiranu amonném

Plocha elektrody vyuZité pro testovani této metody byla pied tpravou 7,83 cm?. Po oxidaci
se plocha zvysila na 12,16 cm?, coz predstavuje nariist o 55 %. Zvy3eni proudové odezvy
lze vidét na Obr. 11, ze kterého je patrné, ze poloha pikt zistala stejna. Vzdalenost
maxima piku oxidace ferrokyanidu draselné¢ho (potencial +0,303 V) od maxima piku
redukce ferrikyanidu draselného (potencial +0,175 V) je 0,128 V, a to jak u elektrody pied

Upravou, tak po Uprave.

8 -
Pred oxidaci
6 - . .
——Po oxidaci

4 -
< 2
£
- 0 A
2
&2

-4 A

-6 1

_8 T T T T T 1

-0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8

Potencial (V)
Obr. 11 - Cyklické voltamogramy pfed a po oxidaci elektrody v kyseliné sirové a

peroxodisiranu amonném. Pro ukazku byly vybrany voltamogramy porizené pfi nejvy$Si

rychlosti scanu, tj. 30 mV s™
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4.2.2 Zihani elektrody pfi teploté 450 °C

Pfi tomto experimentu byla neutésnéna elektroda vyrobena z nevyzihanych vlaken a zihani
bylo provedeno az s hotovou elektrodou. Postup popisovany v kapitole 3.4.2 b) byl vyuzit

az pro dalsi experimenty.

Vyuzitim této metody predupravy doslo k narGstu plochy elektrody o 259 % ze
14,17 cm® na 50,84 cm® Doslo viak k posunu maxim pikd (rozdil maxim oxidace
a redukce je 0,15 V pted Zihanim a 0,33 V po Zihani), jak je vidét na Obr. 12, coz souvisi
se zhorSenim pfenosu elektronti pii vysSich rychlostech scanu. Takovéto zpomaleni
prenosu elektronli (zhorSeni reverzibility elektrodové reakce) bylo popsano pti zvétSeni
povrchu pracovnich elektrod a s tim spojenym vétSim ohmickym ubytkem napéti [1].
Elektroda upravena timto zpisobem se chova jako makroelektroda, jejiz velky povrch je
vyhodny pro pouziti napt. v coulemtrii a dalSich elektrochemickych technikdch zaloZenych
na kvantitativni pfeméné analytu. Samotné zvétSeni povrchu nemusi souviset pouze se
zvétSenim porovitosti vldken, ale vlivem vysoké teploty mohly byt odstranény necistoty

Z povrchu vlaken.
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Obr. 12 - Cyklické voltamogramy pfed a po Zihani elektrody. Pro ukazku byly vybrany

voltamogramy pofizené pfi nejvy$si rychlosti scanu, tj. 30 mV s
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4.2.3 Kombinace oxidace a zihani elektrody

Pfi této metodd doslo k narastu plochy z 21,95 cm? na 31,08 cm?, coZ piedstavuje zvétseni
pouze necelych 42 %. Jak lze vidét z cyklického voltamogramu (Obr. 13), doslo po
provedeni predupravy k velkému zhorseni reverzibility ptfenosu elektronti. Po prozkoumani

elektrody bylo zjisténo, ze preduprava zpusobila nevratné poskozeni elektrody, kdy se

uhlikova vldkna zacala trhat a odpadavat.
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Potencial (V)
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Obr. 13 - Cyklické voltamogramy pfed a po kombinované pfedupravé elektrody. Pro

ukézku byly vybrany voltamogramy pofizené pfi nejvy$si rychlosti scanu, tj. 30 mV s™

V Tab. Il jsou uvedeny jednotlivé metody a jimi dosazené zvétSeni plochy

elektrody. Jak lze vidét, nejlepSi vysledky byly dosazeny zihanim. Proto bylo Zihéani

vybrano jako zakladni forma piedipravy pro dalsi experimenty.

Tab. Il - Zjistény nartst plochy jednotlivych elektrod podle vyuzité metody pfedupravy

Prediiprava Plocha Izif;r(]iz )1’1pravou Plochz(lcli]z)z;'lpravé Narist plochy (%)
Oxidace 7,84 12,16 55
Zihéni 14,17 50,84 259
Oxidace + Zihani 21,95 31,08 42
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4.2.4 Vybér vhodné teploty pro zihani uhlikovych vlaken

V dalSich experimentech byla testovana reprodukovatelnost vysledka ziskanych pii prvnim
experimentalnim méfeni, spolecné s teplotni zavislosti zvétSeni povrchu elektrod. Bylo
pripraveno 12 elektrod, které byly zalepeny epoxidem a poté byly zihany vzdy 3 pfi stejné
teplote, pficemz teploty byly v rozsahu 200-500 °C.

Tab. lll - Experimentalné zjisténé plochy elektrod pred a po upravé Zihanim pfi riiznych
teplotach
Tepl(zzezj ?ihém’ Elektroda z};lggi}:l I()Cfref? ) Ploch?c;r?:2 )ﬁhémi Nriist (%)
1 5,63 15,79 170
200 2 5,66 12,28 110
3 2,98 4,38 47
4 1,87 8,86 409
300 5 - - -
6 2,56 8,71 199
7 7,31 20,95 181
400 8 7,89 8,94 22
9 4,33 9,04 88
10 8,57 8,67 9
500 11 7,04 14,16 105
12 4,22 13,10 314
Na zaklad¢ dat uvedenych v Tab. Ill bylo zjisténo, ze narust plochy nezavisi na

teploté, ale je ovlivnén vice faktory. Néktera vlakna mohla byt zneciSténa, v peci mohlo
dochdézet k oxidacim a vzniklé¢ latky se nepodafilo odstranit. Napf. elektroda ¢islo 5, Zthana
pti 300 °C, davala po zihani Spatny signal a nebylo mozné ziskat zpracovatelna data. Pti
bliz§im prohlédnuti bylo zjiSténo, ze epoxid byl zarem v peci naruSen (jeho teplotni
odolnost je 160-180 °C) a pfi nasledném ¢isténi elektrody pied méfenim doslo ke

kontaminaci vnitiku kapilary rozpoustédly a byl poskozen médény kontakt.

Vzhledem ke skutecnosti, Ze zména plochy nezavisi na teploté zihani, byla pro dalsi
piedupravu vsech elektrod zvolena teplota 500 °C. Pro dalsi experimenty byla také zvolena

nova vyroba elektrod, kdy byla vlakna zihana pied konstrukci elektrody.
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4.2.5 Laserova ablace

Pro testovani laserové ablace jako mozné metody predipravy byly vyrobeny tii elektrody
Z nevyzihanych vlaken ur¢ené pro laserovou ablaci a tii1 elektrody z vlaken vyzihanych pii
500 °C jako srovnavaci elektrody. VSechny tyto elektrody byly vyrobeny z jednoho svazku
vldken a jejich pocatecni povrch byl primérné 1 cm?+0,1 cm?. Ablatovani laserem pak

bylo provedeno po celé plose elektrody.

Tab. IV - Ziskané plochy elektrod po provedeni laserové ablace nebo Zihani uhlikovych
vlaken pri 500 °C

Elektroda Plocha po (lélr;ezr)OVé ablaci Plocha po Zihani (cm?)
1 4,17 4,14
2 1,97 2,88
3 4,36 3,56

Ze ziskanych dat (Tab. IV) je zfejmé, Ze laserova ablace a zihani uhlikovych vlaken
zpusobuje priblizn€ stejny nartst plochy. Primérna plocha vsech tfi ablatovanych elektrod
byla 3,50 cm? Zihanych elektrod pak 3,53 cm® Zihani bylo na ziklads Gasové naro&nosti
(laserova ablace jedné strany elektrody trva asi 90 minut, Zihani pouze 30 minut) a levné;si
instrumentace vybrano jako vhodnéjsi metoda piedupravy. Nejdulezit€jsi je vSak mnozstvi
vyrobenych elektrod — jednim laserem dokazeme soucasné ablatovat vzdy jen vlédkna jedné
elektrody, kdezto v muflové peci je mozné zihat i stovky svazkd uhlikovych vlaken

0 ruzné délce soucasné.

4.3 Amperometrické sledovani prichodu dopaminu

V tomto experimentu bylo testovano vyuziti elektrod z uhlikovych vlaken (respektive
tmelené elektrody z jednoho svazku uhlikovych vldken) pro amperometrické aplikace.
Jako modelova latka byl vybran dopamin, pfi¢emz byla sledovana jeho schopnost
difundovat z pravé komory mérné cely do levé skrz polykarbonatovou membranu s pory
o velikosti 50 nm. Nejprve byla testovana difize pies ¢istou membranu, poté difuze pies

membranu pokrytou vrstvou fosfolipidd, slouzici jako bariéra omezujici prostupnost.

35



4.3.1 Difuze dopaminu pies nepokrytou polykarbonatovou membranu

Nejprve bylo nutné ovéiit Casovou stabilitu amperometrické odezvy v samotném
fosfatovém pufru o pH 6,5. K tomu byl vyuzit 24 hodinovy experiment, kdy byly obé&
komory mérné cely naplnény Cistym elektrolytem. Z vysledkt (Obr. 14) je vidét, ze
zaznamenané proudové odezvy jsou nizké a pohybuji se konstantné¢ kolem 1,9 pA
s odchylkou maximaln¢ + 0,9 pA. Bylo tedy potvrzeno, ze amperometricky signal

Vv samotném elektrolytu je v prubéhu 24 hodin stabilni.
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Obr. 14 — Amperometricky zaznam sledovani Cistého elektrolytu (fosfatovy pufr pH 6,5) v

cele s nepokrytou PC membranou po dobu 24 hodin

Vysledky 24 hodinového sledovani dopaminu jsou na Obr. 15. Narustajici proud je
dikazem diftize elektroaktivni latky, v tomto ptipadé¢ dopaminu, do prostoru levé komory.
Pokles zaznamenanych proudii v ¢ase od cca 20 hodin souvisi s problémem odpafovani
roztoku z komory. Tento problém je mozné ¢asteCné eliminovat pribéznym dopliovanim
elektrolytu, ovSem dochazi ke snizovani koncentrace dopaminu. Pfi experimentu byly také
otvory v jednotlivych vialkdch utésnény parafilmem, k odpatfovani roztoku vSak stale

dochazelo.

Na zakladé experimentu byla potvrzena difize dopaminu pies polykarbonatovou
membranu, coz je dale dokazano v cyklickém voltamogramu (Obr. 16) zaznamenaném na

pocatku a na konci méteni, kde je vidét narast piku oxidace dopaminu (potencial +0,2 V).
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Obr. 15 — Amperometricky zaznam sledovani difuze dopaminu pres Cistou

polykarbonatovou membranu po dobu 24 hodin
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Obr. 16 — Cyklické voltamogramy zaznamenané na pocatku a na konci 24 hodinového

sledovani prichodu dopaminu pfes nepokrytou PC membranu
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4.3.2 Testovani pokryti PC membrany vrstvou fosfolipidu

Pred sledovanim prichodu dopaminu pfes pokrytou membranu bylo tieba ovéfit jeji
pokryti fosfolipidovou vrstvou. To bylo testovdno pomoci EIS ve ctyrelektrodovém
zapojeni. U nepokryté PC membrany (Obr. 17) jsou roztoky elektrolytu v obou komorach
v kontaktu prostfednictvim port v membrané a nic nebrani prichodu elektrického proudu.
Jelikoz jsou hodnoty Zimaginami blizké 0, neni v systému prakticky Zadny kondenzator
s dielektrikem. Hodnota Z,esn¢ odpovida odporu mezi elektrodami cca 266-271 Q (odpor
elektrolytu + odpor PC membrany). U pokryt¢é PC membrany ptedstavuje fosfolipidova
vrstva nevodivou izolaci, dochazi k omezeni prichodu elektrického proudu a zvySuje se
impedance. Celkovy systém piedstavuje Randlesiiv obvod (viz kapitola 2.5.2), ktery se
v Nyquistoveé grafu projevuje jako polokruznice (Obr. 18).

1,4
1,2 - o, * ® ®

1,0 T .. )
0,8 - *

0,6 T )

- Zimag (Q)

0,4 A °

0,2 - °

0,0 T T T T 1
266 267 268 269 270 271

Zreal (ﬂ)

Obr. 17 - Nyquistuv graf nepokryté polykarbonatové membrany ve dvoukomorové mérné

cele. Méreno ve Ctyrelektrodovém usporadani
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Obr. 18 — Nyquisttv graf polykarbonatové membrany pokryté vrstvou fosfolipidi ve

dvoukomorové mérné cele. Méreno ve Ctyfelektrodovém zapojeni

4.3.3 Difuze dopaminu pires pokrytou polykarbonatovou membranu

Stejné jako u sledovani difize dopaminu pies nepokrytou membranu bylo nejprve nutné
amperometricky sledovat ¢isty roztok elektrolytu. Podobné jako pii experimentu
s nepokrytou membranou se naméiené proudy (Obr. 19) pohybovaly okolo hodnoty
1,7 pA £ 0,9 pA (u nepokryté membrany 1,9 pA +0,9 pA). Bylo tedy potvrzeno, ze
fosfolipidova vrstva na polykarbondtové membrané nebude mit vliv na sledovani

dopaminu a amperometricky signal neni ptitomnosti fosfolipidi na membrang ovlivnén.
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Obr. 19 — Amperometricky zaznam sledovani Cistého elektrolytu (fosfatovy pufr pH 6,5) v

cele s pokrytou PC membranou po dobu 24 hodin

39



Z vysledki sledovani difuze dopaminu skrz polykarbonatovou membranu pokrytou
fosfolipidy (Obr. 20) je ziejmé, Ze stejné jako u nepokryté membrany dopamin difunduje
Z jedné komory do druhé. Difuze je mozna diky tomu, Ze aminoskupina dopaminu je pii
pH 6,5 protonizovdna a interaguje se zadporn¢ nabitou fosfatovou hlavickou fosfolipidu
(fosfolipid jako takovy je slozen z hydrofobniho uhlovodikového fetézce, ktery je
orientovan smérem k PC membrané, a hydrofilni fosfatové hlavicky, ktera je orientovana
do roztoku). To umoziuje prichod dopaminu skrz fosfolipidovou vrstvu a PC membranu.
Vrstva vSak stale do jisté miry prichodu brani a difuze neni tak rychla jako u nepokryté
membrany, proto je také nartist proudu nizsi. Stejné jako u nepokryté PC membrany byl
| zde zaznamenan cyklicky voltamogram na po¢atku méfeni a na konci (Obr. 21) ve kterém

je vidét nartst piku oxidace dopaminu.
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Obr. 20 - Amperometricky zaznam sledovani difiize dopaminu pres pokrytou

polykarbonatovou membranu po dobu 24 hodin
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Obr. 21 - Cyklické voltamogramy zaznamenané na pocatku a na konci 24 hodinového

sledovani difuze dopaminu pfes polykarbonatovou membranu pokrytou vrstvou fosfolipidt

Na Obr. 22 jsou vSechny amperometrické zaznamy. Jsou patrné konstantni proudy
pii méfeni zakladniho elektrolytu jak u pokryté, tak nepokryté PC membrany. Ddéle je
viditelny rozdil v rychlosti difaze dopaminu, v zavislosti na pokryti membrany. Pokud je
PC membrana nepokryta, difunduje dopamin rychleji. U pokryt¢ PC membrany je nartst

proudu pozvolny a nizky, dopamin tak difunduje pomaleji.
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Obr. 22 — Amperometrické zaznamy sledovani difize dopaminu pres polykarbonatovou
membrénu po dobu 24 hodin. Cervena — samotny elektrolyt, nepokrytda PC membrana;
Modra — samotny elektrolyt, pokrytda PC membrana; Zelena — dopamin, nepokryta PC

membrana; Oranzova — dopamin, pokryta PC membrana

41



5 ZAVER

Cilem této prace byla vyroba elektrod z uhlikovych vlaken urcenych pro elektrochemické
aplikace a jejich vhodna pieduprava. Aby bylo zabranéno naruSeni kontaktu mezi
uhlikovymi vlakny a médénym dratkem vzlinanim méfenych roztoku, byly elektrody

utésnény pouzitim bud’ epoxidu, nebo silikonového tmelu.

Pro zvétseni povrchu, a tim i proudové odezvy elektrod, byly experimentalné
vyzkousSeny Ctyii zpusoby piedupravy — chemicka oxidace, zihani, kombinace oxidace
a zihani, laserova ablace. Jako nejvhodnéjsi metoda bylo vybréano Zzihani elektrody.
Experimentaln¢ bylo také prokazéno, ze zvétSeni povrchu neni pfili§ ovlivnéno teplotou
zihani, ale zavisi na vice faktorech. Proto byla pro ptedupravu elektrod zvolena teplota
zihani 500 °C. Pro zlepSeni elektrochemickych vlastnosti elektrody a soucasné jeji ¢iSténi,

je potieba doplnit zihani elektrochemickou aktivaci v kyseling sirové.

Vhodné upraven¢ elektrody =z uhlikovych vldken byly aplikovany
v amperometrickych experimentech pro sledovani difuze dopaminu skrz polykarbonatovou
membranu ve dvoukomorové cele. Byla prokazana schopnost dopaminu difundovat skrz
membranu. Ta byla nasledné pokryta vrstvou fosfolipidd, do jisté miry simulujici
bunénou membranu, ktera brani prichodu nékterych latek. Dopamin patfi mezi
biologicky aktivni latky schopné prostupovat pres bunééné membrany. To bylo také
prokdzano pifi amperometrickém meéfeni, kdy dopamin difundoval skrz pokrytou
polykarbonatovou membranu, ovSem v men$i mife a pomaleji, nez pfes membranu

nepokrytou.
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6 SUMMARY

The aim of this thesis was the preparation of carbon fibre electrodes for electrochemical
applications and their appropriate pretreatment. The electrodes were sealed using
an epoxide or a silicone sealant to avoid disruption of the electrical contact between the

carbon fibres and the copper wire due to reactions with cleaning or measuring solutions.

Four methods of pretreatment were tested to increase the surface area and
consequently current response of the electrodes — chemical oxidation, annealing,
combination of oxidation and annealing, laser ablation. Annealing was chosen as the most
suitable method. Experiments carried proved, that the surface increase is mostly
independent of the temperature, but is affected by more factors. For this reason the
annealing temperature of 500 °C was chosen as the most suitable pretreatment. To better
increase the current response and simultaneously clean the electrodes, it is recommended
to supplement annealing with the electrochemical activation in sulphuric acid just before

the measurement.

Appropriately pretreated carbon fibre electrodes were used in the amperometric
monitoring of the dopamine diffusion across the polycarbonate membrane in
a two-compartment measuring cell. It was proved that dopamine can diffuse through the
membrane. In next experiment, the polycarbonate membrane was covered with a layer of
phospholipids, which allowed us to some extent simulate the biological cell membrane. As
in experiment with the clean membrane, dopamine diffused from one compartment to

another, but in less amount and slower.
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