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1 UVOD

Komeréné vyrabéna grafitova tuha vyuzivana jako napln do difevénych a mechanickych
tuzek je zajimavym elektrodovym materidlem. Svymi vlastnostmi tuha odpovida
zékladnim pozadavkim na vhodny elektrodovy material, poskytuje reprodukovatelnou
odezvu na analyty, ma dostateénou citlivost a zaroven nizky Sum a je mozné na ni
dosahnout nizkych limita detekce a kvantifikace, které jsou dostate¢né pro praxi.
Dulezitou vyhodou je jeji nizka pofizovaci cena, vysoka uniformita a dobra
dostupnost. Jeji implementace do méficich cel je snadnd, tyto cely je mozné relativné
snadno miniaturizovat a je mozné je kombinovat s fadou analytickych metod. Tuha
naléza wuplatnéni pii elektrochemickych stanovenich v klasickém nepratoéném
usporadani. Obtize pti aplikaci a slozitéjsi technické uspotradani v§ak nedovoluji Sirsi
pouziti tuhy jako elektrodového materialu v prato¢nych analytickych systémech.
Cilem této diplomové prace bylo pouzit mikrotuhu jako pracovni elektrodu
Vv kapilarnim HPLC systému, demonstrovat jeji vlastnosti pomoci smési 9 riiznych
antipsychotik v krevnim séru a provést stanoveni antipsychotik v toxikologickych

vzorcich z klinické praxe.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Tuha

Tuha je nastroj pouzivany k psani a kresleni. Je to pevny material cernoSedé¢ barvy, ktery
na rozdil od tekutych naplni do propisek a per zanechava na povrchu stopu setfenim urcité
vrstvy ¢astic ze svého povrchu. Tuha se da snadno lamat, vede elektricky proud, teplo, a jsou
U ni zaznamenany feromagnetické vlastnosti [1].

Na trhu jsou dostupné 2 typy tuh. Prvnim typem jsou tuhy s vétSim primérem
(nad 1 mm), které jsou uzavirany do dfevénych pouzder a zname je jako b&zné tuzky.
Druhym typem jsou tuhy s mensim primeérem, tzv. mikrotuhy, které se pouzivaji jako napln
do mechanickych tuzek. Dostupné priméry téchto mikrotuh jsou v fadech desetin milimetrt,
nejcastéj$im rozmérem je pramér 0,5 mm [2]. Oba typy tuh maji odlisny postup vyroby.
Mezi¢lankem mezi klasickou tuzkou a mechanickou tuzkou je versatilka, kde je tuha
0 vétsim pruméru umisténa do kovového pouzdra, coz umoziuje snadnou vyménu tuhy
za jinou.

Konkrétni slozeni tuhy se odviji od vyrobce a od pozadovanych vyslednych
vlastnosti (a¢el, pramér, tvrdost, barva atd.). Hlavnimi dvéma slozkami jsou grafit a jil.
Ve vyrobnim procesu se dale vyuzivaji rtizna pojiva, oleje, vosky a dalsi organické

latky, mezi které patii i barviva.

2. 2 Grafit

Grafit je krystalicka forma uhliku, ktera se v ptirodé vyskytuje v metamorfovanych
a vyvielych horninach [3, 4]. Ma ocelové §edou az ¢ernou barvu. Je nejb&znéjsi ptirodni
formou uhliku.

Jednotlivé atomy uhliku jsou v grafitu uspofadany v hexagonalni soustavé
s hybridnimi sp? orbitaly a tvoii tenkou planarni vrstvu, tzv. grafen (Obr. 1) [3, 5].
z velkého poctu grafenovych vrstev, které jsou mezi sebou vazany van der Waalsovymi
silami. Diky témto slabym interakcim po sobé¢ tyto vrstvy snadno klouzou a na vhodném
substratu zanechavaji tmavou stopu [5]. Diky tomu, Ze m elektrony grafitu jsou
rovnomeérné distribuovany po celém grafenovém listu, je grafit vybornym vodic¢em tepla

a elektiiny. Vyhodou grafitu je chemicka inertnost a odolnost vuci korozi [4, 6]. Grafit



se vyuzivd pro vyrobu elektrod, zaruvzdornych materidld, maziv, baterii a pro dalsi

prumyslova odvétvi. Je mozné jej syntetizovat [4].

2.3 Jil

Druhou hlavni slozkou tuhy je jil ze skupiny kaolinitu, nebo smektitu [7, 8]. Slozeni jil se
1i$i podle mista jeho vyskytu a promita se do slozeni vysledného produktu [9].

V jilu jsou nejvice zastoupeny oxidy kiemiku, hliniku, Zeleza a obsahuje i celou fadu
dalsich kovovych oxidl i mikroelementt [1, 10]. Slou¢eniny prvkd, které obsahuje, jsou pak
pritomny ve vysledném produktu, tuze. Diky jilu je vysledny produkt pevnéjsi, dodava tuze
plasticitu [7].

Obrazek 1: Schéma grafenového listu
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2. 4 Vyroba tuhy

Prvnim krokem pfi vyrobé tuhy je piecistovani dvou hlavnich slozek grafitu a jilu.
Nejprve se dana surovina, napfi. grafit, rozmélni na mikroskopické ¢astice. Rozmélnény
praskovy grafit se misi s horkou vodou, dokud se nevytvofi tekutda homogenni smés [9].
Ta se za stalého michani vede pfes sita do série nékolika trubek. Sito v kazdé¢ nasledujici
trubce je jemnéjsi nez to predchozi, do posledni trubky ze série tedy piechazi prakticky
Cisty material bez necistot. Z piecisténého grafitu se poté odstrani veskera voda. Jil se
Cisti samostatné stejnym zptsobem jako grafit [11, 12].

Precistény grafit a jil se smisi v Zddaném poméru a spolu s vodou se smes znovu
dikladné¢ mele. Kvalita tuhy zalezi na dob& po kterou je smés drcena
a homogenizovana. Tento proces mize probihat az nékolik tydna [9, 11].

Vznikla hmota se vysusi, a poté se velkym tlakem vytlacuje ven ocelovymi valci
0 rizném prameéru, tento rozmér rozhoduje o praméru vysledného produktu [9, 11, 13].
Dlouhy kusovy valec, ktery vychazi z ocelovych forem je pak sekan na krat$i délku
pro snazsi zpracovani. Jednotlivé kusy jsou polozeny na Zelezny plat, kde dochazi
k jejich vyrovnani a vysuSeni pii 100-300 °C [6, 12]. VysuSené kusy jsou nasekany
na vyslednou délku tuzek [11]. Nasleduje dalsi suseni, poté se tuhy vypaluji pii 1000 °C,
kdy dochazi k jejich vytvrzeni [14]. Regulovanim teploty pii vypalovani se da ¢aste¢né
ovlivnit vysledna tvrdost tuhy [13].

Po vypaleni jsou tuhy impregnovany ponofovanim do horké olejové
nebo voskové lazng, kdy dochazi k adsorpci téchto maziv do mikroporézni struktury
tuhy a zaplnéni jejich pora [2, 9]. Impregnace dava tuze hladké vzezieni a vyslednou
schopnost psat [14]. Po impregnaci se tuhy opét susi [11].

Tento postup vyroby neumoziuje produkci tuh s primérem mens$im nez 1 mm,
kviali lamavosti materialové smési [2, 13]. Proto je postup vyroby modifikovan
a do materialové smési se jako pojivo misto jilu ptidavaji vyssi ptirodni polymery,
napt. celuloza [6, 13]. V pribehu vypalovani tuh v bezkyslikové atmosféfe dochazi
ke karbonizaci celulézy na uhlik. Vysledna nekeramicka vazba je mechanicky odolna

a pruzna, proto je mozné produkovat tuhy o priméru mensim nez 1 mm [2, 13].
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2. 5 Rozdéleni tuh podle tvrdosti

Tvrdost tuhy se da ¢astecné ovlivnit teplotou vypalovaci pece, nejvétsi vliv na ni ma vSak
pomér grafitu a jilu ve vyrobni smési. K oznaceni jednotlivych stupnd tvrdosti tuzek se
Vv evropském systému pouzivaji pismena H pro tvrdsi tuhy (z anglického ,,hardness*) a B
pro tuhy mek¢i (z anglického ,,blackness®).

H tuhy obsahuji ve svém slozeni vétsi podil jilu [10]. Tyto tuhy jsou tvrdsi a odolné&;jsi
vuci mechanickému poruseni, pouzivaji se spiSe pro technické ucely. Tuhy oznaCené
pismenem B obsahuji vys$si podil grafitu, material je pak mékci a sndze zanechava stopu
pii kontaktu s povrchem, stopa je ¢ernéjsi. [15]. Tuhy s oznacenim B se vice pouzivaji
V oblasti uméni. K pismennému oznaceni se pfifazuji ¢isla, 10H je tuha S nejvyssi tvrdosti,
Z hlediska tvrdosti celkem existuje 22 typi tuhy [14, 15]. Na Obr. 2 jsou ukazany stopy tuh
ruznych tvrdosti.

Konkrétni pomér grafitu K jilu se v tuze dané tvrdosti miize ménit podle vyrobce [14].
Ptesné slozeni materialové smési patii k vyrobnimu tajemstvi kazdého podniku. Pfiblizné
slozeni stiedné tvrdé tuhy HB znacky Staedtler je 68% grafitu, 26% jilu a 5% vosku (w:w:w),
posledni procento mohou tvofit dalsi ptimési [15].

Tvrdost tuhy se po jejich vyrobé kontroluje pomoci testu tvrdosti ASTM D3363.
Tvrdost je schopnost materialu odolat plastické deformaci. Test probiha tak, Ze je tuha silou
a pod ur¢itym uhlem tlacena proti tvrdé podlozce, na kterou je umistén tenky film
z vhodného materialu. Sleduje se mechanické poskrabani, ktery tuha na filmu z daného

materialu zanecha [10].

Obrazek 2: Zobrazeni stop tuh riznych tvrdosti znac¢ky Pentel
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2. 6 Chemické vlastnosti tuhy

2. 6.1 Volba vhodné tvrdosti elektrody pro analytické ucely

Dvé hlavni slozky tuhy maji rozdilné elektrické vlastnosti. Grafit je vyborny vodic,
zatimco jil je izolant. Elektricka vodivost tuhy se méni s obsahem jilu, tedy s jeji
tvrdosti [7, 16]. Vodivost béznych uhlikovych elektrod siln€ zavisi na obsahu jejich
uhlikové slozky, proto se z teoretického hlediska zdaji pro analytické ucely optimalni m¢kké
tuhy (B tuhy) s vys$§im obsahem grafitu [14]. V literatufe lze nalézt vyuziti tuh rtznych
tvrdosti. Volba vhodné tvrdosti se odviji od vice faktort, autofi se v nazoru na vhodnou
tvrdost tuhy v mnoha ptipadech rozchazi [17].

M¢ekké tuhy poskytuji vysokou proudovou odezvu [18, 19], zaroven je
ale pozorovana nizsi reprodukovatelnost zaznamu pii opakovanych méfenich. Tyto tuhy
jsou Casto vyuzivany kK vyrobé kreslenych elektrod [15, 20-22]. Kreslené elektrody také
trpi nizsi reprodukovatelnosti zaznamu, V jejich pfipad¢é je obtizné zajistit Stejnou
intenzitu zanechané stopy. Jiné vyzkumy vyuzivaji tuhy stfedni tvrdosti HB,
jelikoZ pti vyzkumu vykazaly ve srovnani s jinymi testovanymi tuhami nejvy$$i pomeér
signalu a Sumu [23]. Dilezitym parametrem pro vhodnost elektrodového materidlu je
potencialova pikova separace AEp, ktera naznacuje rychlejsi pfenos elektronu na povrchu
elektrody a lepsi reverzibilitu systému. Nékteré vyzkumy uvadéji, ze nejnizs§i AEp byla
Tavares a kol. [13] zkoumali voltametrické chovani tuh n¢kolika tvrdosti od 3 riznych
vyrobcl. Lepsi pomér signalu a sumu, lepsi citlivost a reprodukovatelnéjsi odezvu vykazaly
tvrdsi tuhy, a to bez ohledu na vyrobce.

Rada autori vyzdvihuje pouziti tvrdich tuh kvili dobré reprodukovatelnosti
zdznamu. Diky vy$§imu obsahu jilu jsou tuhy pravdépodobné rezistentnéjsi vii€i zanasenti,
mék¢i tuhy maji diky grafitové slozce silng€j$i adsorpéni vlastnosti [17, 25].
Stradolini a kol. [17] testovali schopnost tuh odlisnych tvrdosti odolat zanaseni.
Z 20 testovanych tfi nejmek¢i pouzité tuhy se téméf okamzité zanesly a nebylo mozné je
vyuzit k dal$im experimentim. Na mékkych tuhach bylo dosazeno vyssi odezvy, bohuzel
soucasn¢ vykdzaly vySs$i hodnotu smérodatné odchylky. Z vysledkti vyplyva, ze zatimco
grafitova slozka zajistuje elektroaktivitu povrchu, tak jilova slozka chrani elektrodu

pred zanasenim. K analyze je tedy vhodny urcity kompromis mezi vysokou proudovou
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odezvou a ochranou proti zanaseni. K dal$im experimentim autofi vyuzili tuhu tvrdosti 3H.
Vhodnost tvrd$ich tuh jako elektrodového materidlu potvrzuje tfada dalSich praci
[16, 26, 27].

Jak lze z vySe uvedenych informaci pochopit, vhodna tvrdost tuhy se odviji od vice
parametrl. Na kone¢nou volbu ma vliv cilovy analyt a pouzita metoda, podili se na ni také
konstrukce cely. Tuhy o stejné tvrdosti, ale riznych znacek vykazuji rozdilné voltametrické
chovani [13, 14]. Vliv na vhodnost tuhy mitiZze mit také zptisob Gpravy povrchu, po kterém

se jeji elektrochemicka odezva miuze dramaticky ménit (viz Kap. 2. 9. 2) [14].

2. 6. 2 Chemické slozeni tuhy

Zakladni slozeni tuh deklarované vyrobci je potvrzené fadou védeckych studii [10, 15, 28].
Nathani a kol. [29] ve své reSersi napt. uvadéji, ze B tuhy obsahuji ptiblizné 85 % grafitu,
slozeni HB tuhy je piiblizné 68 % grafitu, 26 % jilu a 5 % vosku, posledni procento mohou
tvorit dal$i pfimési. Pfesné slozeni tuh se méni s vyrobcem.

Mimo uhlik jsou v tuze nejvice zastoupenymi prvky kiemik a kyslik [29]. Denman
a kol. [9] zkoumali chemické sloZeni 11 riznych tuh. Podle jejich vyzkumu jsou kromé vyse
uvedenych v nejvetsim zastoupeni prvky sodik, hot¢ik, hlinik, draslik, vapnik, titan a zelezo.
Toto prvkové sloZeni potvrzuji 1 jiné vyzkumy, dalsi autofi uvedli také pfitomnost dusiku
a siry [1, 30]. Tyto prvky se v tuhach vyskytuji v riznych slou¢eninach, nejcastéji ve formeé
oxidi. Jejich mnozstvi, zvlasté mnozstvi oxidu kiemicitého, hlinitého a Zelezitého, je spjato
s obsahem jilového podilu vtuze. Pfivypalovani tuh vznikaji najejich povrchu
hlinito-kiemicité oxidy, tzv. mulit [10].

Povrchova vrstva tuhy je vzdy do jisté miry oxidovana. Vyskytuji se zde vazby
uhliku s kyslikem, ato hlavné ve formé¢ C-O a C-OH, vazby C=0 se vyskytuji zfidka.
Obecné vzato vazby kysliku s uhlikem zabiraji okolo 10 % povrchového uhliku [2, 31].
Vysledny pomér téchto dvou atomtl je opét ovlivnén piitomnosti jilu a dalSich pojivovych
material [31], kdy tvrdsi tuhy maji pomé&r kysliku k uhliku vyssi, nez tuhy mékké [28]. Asi
20 % celkového povrchu tuhy je tvofeno oxidy kiemiku. SiO Ize na povrchu nalézt ve vétsi
mife nez SiOz, pravdépodobné disledkem zahtivani tuh pii vyrobnim procesu, které probiha
Vv bezkyslikové atmosféie pti teplotach vhodnych pro redukci SiO> [2].

Tuha se jako elektroda obvykle vyuziva jednorazove, kazdé méteni tedy probiha
na jiném kusu, nebo je mozné jeji povrch obnovit zkracenim jeji délky. Aby bylo mozné

tuhu takto pouzivat, je dilezité, aby jednotlivé kusy mély po celé délce stejné slozeni a také
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aby se nelisilo slozeni jednotlivych kusti. Shodnost slozeni zkoumali Denman a kol. [9].
Z jejich vyzkumu vyplynulo, Ze se slozeni jednoho kusu po celé jeho délce neméni, ani se
neméni sloZzeni nékolika kusti vramci stejného baleni. Toto tvrzeni koresponduje
s postupem vyroby, kdy ma dochazet k dlouhodobé a dikladné homogenizaci jednotlivych
komponent. Stejné slozeni jednotlivych kust ze stejné Sarze potvrzuje také
reprodukovatelnost signalu po vyméné elektrody za novy kus [14, 26]. Analyza tuh ze dvou
riznych baleni od stejného vyrobce zakoupenych v odstupu nékolika mésicti ukézala
rozdilné prvkové slozeni danych vzorku. Variabilita v prvkovém sloZeni tuh produkovanych
s takovym Casovym odstupem, stejné jako variabilita ve slozeni tuh od riznych vyrobct, je
svazana s obsahem grafitu a jilu, kdy kazdy vyrobce ma sviij vlastni zdroj téchto surovin.
Nejvetsi rozdily se projevily v obsahu vapniku, zeleza, hot¢iku, zinku, manganu a hliniku,

tedy prvka bézné se vyskytujicich v jilu [9].
2. 6. 3 Strukturni vlastnosti povrchu

Morfologie povrchu je dulezitym aspektem vodivych material, odviji se od ni
elektrochemické vlastnosti elektrody. Nepravidelna morfologie povrchu zvétSuje aktivni
povrch a piispiva k vysoké elektrochemické aktivité materialu [20]. Lateralni povrch tuh je
spiSe hladky, nékteré mikrotuhy vyrabéné lisovanim grafitu a vysSich polymert maji
podélné drazky, které vznikaji pfti protlacovani vyrobniho materialu ocelovymi valecky
[2, 32, 33] Pii vétsim piiblizeni Ize pozorovat, ze povrch ma porézni strukturu a je tvotren
nepravidelnymi Utvary, grafitovymi vlo¢kami a jilovymi casticemi Srozmeéry fadové
v nanometrech [6]. Okraje téchto Supinek jsou nositeli elektroaktivnich skupin. Povrch
tvrdSich tuh je méné uspoifadany a vyskytuje se na ném vice Supinek s ostiej§imi okraji nez
u mékcich tuh, proto tvrdsi tuhy vykazuji vyssi elektrochemickou aktivitu a mirné rychlejsi
prenos elektronu, nez tuhy mékké [6, 28]. Ackoliv je vysoka elektrochemicka aktivita
pozorovana jiz Utuh bez jakékoli predchozi aktivace povrchu, lze ji jeSté zvysit
napf. elektrochemickou aktivaci [20]. Metodami aktivace povrchu se dale zabyva
Kap 2. 9. 2. Tim, zZe je povrch tuhy tvofen z oblasti nevodivého jilu a vodivého grafitu,
da se jeho chovani navenek pfirovnat k mikroelektrodovému poli [14, 34]. Timto jevem
je mozné vysvétlit také nizky pomér signélu a Sumu, ktery tuhy obecné vykazuji.

Uhlik je napovrchu tuh v konfiguraci sp? asp®. Pfevaha jedné konfigurace
nad druhou se u jednotlivych vyrobet lisi [2, 31]. Diky tomu, ze se uhlik vyskytuje v obou

téchto stavech, ma tuha vodivé a adsorpcni vlastnosti grafitu a zaroven je chemicky
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a mechanicky odolna. [14]. Diky tomu je povrch tuhy v pribéhu elektrochemického méfeni
chemicky stabilni a nedochazi k zadnym jeho zménam [35]. V pfipadech, ve kterych
na povrchu tuhy dominuji sp® vazby, jde az o podobnost s diamantovymi uhlikovymi filmy

[2].

2. 7 Srovnani vlastnosti tuhy S jinymi uhlikovymi

elektrodami

Elektrochemické vlastnosti tuhy jsou viadé vyzkuml srovnany S ostatnimi bézné
pouzivanymi uhlikovymi elektrodami. Ve svych pracich se mnoho autort shoduje,
ze vysledky dosazené na tuze ajinych uhlikovych elektrodach jsou z hlediska velikosti
odezvy i elektronové kinetiky srovnatelné [6, 27]. Né&kteti autofi pozorovali na tuze Iépe
definované piky, vyssi odezvu a dosahli nizsich limitd detekce (LOD) [36-38]. Tuha ma
velky elektroaktivni povrch, vétsi nez nékteré jiné uhlikové elektrody [39]. Svym kapacitnim
proudem se tuhy blizi k vlastnostem borem dopovanych diamantovych elektrod (BDDE),
a V literatufe Ize nalézt zaznamy o niz§im kapacitnim proudu na tuze nez na BDD [2]. Tuhy
obvykle vykazuji velmi nizkou troveit Sumu a s vyjimkou BDD je Sum na tuze niz$i nez
na ostatnich uhlikovych elektrodach [37, 40]. Nizky Sum muize byt mimo jiné vysledkem
faktu, Ze pfi oxidaci slou€enin je mozné natuze vyuzit niZ§i potencial, nez u jinych
uhlikovych elektrod [37, 41]. Jak jiz bylo zminéno dfive, tuha se da vyuzit k vyrobé
kreslenych elektrod, které se svym designem daji ptirovnat K sitotiskem pfipravenym
elektroddm (SPE). Oba typy elektrod jsou jednorazové a daji se vyuzit
pro mikroanalyzu. Vyhodou kreslenych elektrod oproti SPE je jejich cena, naopak SPE
zase poskytuji reprodukovatelnéjsi odezvu [42].

Nejvétsim problémem pevnych uhlikovych elektrod je jejich zanaSeni oxida¢nimi
produkty slou€enin, které pak tvoii na povrchu elektrody tenky film a deaktivuji ¢ast jejich
povrchu [6]. Vysledkem zanaSeni povrchu elektrody je pokles odezvy pfinaslednych
métenich. Aby se tento jev potlacil a odezva elektrody ziistala reprodukovatelnd, zatfazuje
se do postupu analyzy Cistici krok, ktery povrch elektrody obnovuje. Elektrody se Cisti, lesti,
nebo se elektrochemicky aktivuji pfed kazdym méfenim. Takovymto postupem se
prodluzuje doba analyzy, v nékterych pifipadech mize také dojit ke zni¢eni krystalové
struktury grafitu [43, 44]. Toto ¢isténi ¢asto nezaru¢i dosazeni pivodni proudové odezvy
[23].
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V pripad¢ tuhy zanaseni povrchu nehraje velkou roli. Tuha neni nachylna ke tvorbé
oxidaénich produktl jako jiné typy uhlikovych elektrod [6]. Je schopna detekovat velmi
nizké koncentrace analyti, pii kterych k zanaSeni povrchu prakticky nedochazi. Jak jiz bylo
zminéno dfive, tuha se obvykle vyuziva jako jednorazova elektroda, je tedy po analyze
vymeénéna za novy kus a ptipadna deaktivace ¢asti povrchu neovliviiuje dals$i méteni. Povrch
tuhy mize byt také obnoven zkracenim jeji délky. Tuto obnovu povrchu elektrody pfirovnali
Wang a kol. [36] ke rtutové kapajici elektrodé, v obou piipadech je pro kazdou analyzu
dostupny Cerstvy povrch elektrody. Takova analogie mezi ostatnimi pevnymi elektrodami

mimo tuhu neexistuje.

2. 7.1 Srovnani vlastnosti tuhy s elektrodou ze skelného uhliku

Elektroda ze skelného uhliku (GCE) je jednou z nejpouzivanéjsich pevnych uhlikovych
elektrod. Jejimi vyhodami jsou vysoka chemicka odolnost mimo jiné i viici kyselinam. Praveé
pro jeji vlastnosti a Sirokou skalu aplikaci autofi nejéastéji srovnavaji vlastnosti tuh pravé
S jejimi vlastnostmi.

Tuha je ve srovnani s GCE poréznéjsi a ma tedy vétsi elektroaktivni povrch
[14, 45], diky ¢emuz je schopna detekovat velmi nizké koncentrace analytt. V mnoha
studiich je na tuze dosahovano citlivéjsi a reprodukovatelné;jsi odezvy na analyt nez na GCE
[46-48]. Pii analyze biologickych vzorkt byla ve vyzkumu Kariukiho a kol. [28] na tuze
ve srovnani s GCE zaznamenana vys$i proudova odezva. Vyhodou tuhy oproti GCE je,
ze k oxidaci sloucenin je tfeba nizSich hodnot potencialu [18]. Zaroven lze natuze
dosahnout lepsiho tvaru piku [49]. Jak jiz bylo zminéno, kinetika pifenosu elektronu
na povrchu tuhy se miize odvijet od pouzité tvrdosti, proto je na toto hledisko mozné nalézt
rozdilné nazory. Podle n€kterych vyzkumt ma rychlejsi Kinetiku pfenosu elektronu GCE
[28], v jinych vyzkumech je kinetika popsana jako srovnatelna [47]. Z celkového nadhledu
vyplyva, Ze oba typy elektrod vykazuji srovnatelné vysledky a zalezi spiSe

na stanovovaném analytu [2, 14, 24, 45].

2. 7. 2 Srovnani vlastnosti tuhy a mikrotuhy

Mirné rozdily Vv elektrochemickém chovani je mozné nalézt i mezi standardné vyrabénou
tuhou s vétSim pramérem a mikrotuhou. David a kol. [26] uvadi, Ze na klasické tuze je

dosahovano lepsi citlivosti a reprodukovatelnosti zdznamu a 1épe probiha pienos elektronu
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[47]. Vlastnosti mikrotuhy se vsak vice piiblizuji mikroelektrodovym vlastnostem. Diky
svému rozméru maji mikrotuhy vysS$i proudovou hustotu a Sirokou difuzni vrstvu,
kdy na stejnou plochu difunduje vétsi mnozstvi analytu. Jako nevyhoda mikrotuhy je
uvadéna jeji kiehkost, a také fakt, ze kvili absenci obalu mtize byt jeji povrch snadné&ji
kontaminovan [47]. Celu s mikrotuhou lze Iépe miniaturizovat a spojit ji S riznymi
analytickymi metodami. Diky svym rozmérim je snazsi ji implementovat do prito¢ného

systemu.

2. 8 Vyhody tuhy jako elektrody

Velkou vyhodou tuhy jako elektrodového materidlu je nizk4 cena a snadnd dostupnost,
kterou vynika nad jinymi uhlikovymi elektrodami. Nizka potizovaci cena a dostupnost ji
dovoluje pouzivat jako jednorazovou elektrodu, ¢imz se zjednodusuje manipulace s ni
a zna¢né se zkracuje celkova doba analyzy. Povrch tuhy lze snadno obnovit zkracenim jeji
délky, v piipadé potieby je tedy mozné pouzit jednu elektrodu pro vice méfeni [43]. Snadna
uprava jeji délky také umoziuje lepSi uzpusobeni pro danou méfici celu. Cely
pouzivajici tuhu jako pracovni elektrodu lze dobfe miniaturizovat aje mozné provadét
analyzu v malych objemech vzorku [45].

Povrch tuhy vykazuje vysokou odolnost a chemickou stabilitu. Tuhy jsou dobrym
materialem pro studium pribéhu a reverzibility oxida¢né-redukénich jeva [45]. Maji Siroké
potencialové okno, pii méfeni je mozné pouzit negativngjsi hodnoty potencialu nez
v piipadé kovovych elektrod [26, 43], ¢imz se rozSifuje jejich spektrum aplikaci. Tuha
vykazuje nizky Sum a je nani dosahovano nizkych LOD a LOQ, diky ¢emuz je vhodna
pro analyzu vzorkdi s nizkou koncentraci analytu, aniz by bylo nutné provadéet
prekoncentraci. Tim se opét zkracuje celkova doba analyzy [45]. Povrch tuhy je mozné diky
jeho adsorpénim vlastnostem modifikovat tak, aby mél vyssi selektivitu a citlivost viéi
cilovému analytu [14, 26]. Zpusoby modifikace povrchu tuhy se zabyva Kap. 2. 9. 3.

V neposledni fad¢ hraje v chemii roli také ekologicky faktor. Tuha je v podstaté
pfirodnim materidlem, je Setrna k zivotnimu prostfedi a neni toxicka. Diky tomu nevyZaduje
specialni podminky zachazeni, skladovani ani likvidace na rozdil od jinych, napf. rtutovych
elektrod [6, 26]. V piipadé pouziti tuhy v analyze neni nutné laboratofe vybavovat zadnym

specialnim zatizenim.
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2. 9 Upravy povrchu tuhy a jejich aplikace

Z morfologie a elektrickych vlastnosti povrchu tuhy popsanych v pfedchozich kapitolach
vyplyva, ze bézn¢ dostupnad grafitova tuha je vhodnym elektrodovym materidlem. Toto
tvrzeni je podlozeno celou fadou vyzkumi, ve kterych je tuha jako pracovni elektroda
vyuzita. Povrch tuhy vykazuje vysokou elektrochemickou aktivitu jiz bez jakékoliv Gipravy,
presto se néktefi autoii rozhodli zafadit do procesu analyzy jeji povrchovou Gpravu, aby tak
dosahli jesté vyssi elektrochemické aktivity.

Povrch  elektrody  mlze byt upravovan  mechanicky,  chemicky,
nebo elektrochemicky, stale Castéji jsou ve vyzkumech vyuzivany adsorpcni vlastnosti
povrchu tuhy a jsou vyvijeny rozsahlej$i modifikace vhodnymi chemickymi strukturami.
Tuha pak v nékterych ptipadech slouzi jako nosi¢ pro jiné elektroaktivni materialy, které
vyznamné méni vlastnosti jejiho povrchu, na samotné redoxni reakci se nepodili [6, 50].
Nasledujici kapitoly se zabyvaji vyuzitim tuhy a moznostmi Gpravy jejich povrchu, které lze

nalézt v literatufe.

2. 9. 1 Elektrody bez povrchové upravy

Povrch tuhy vykazuje dobré elektrochemické vlastnosti i bez jakékoliv povrchové
upravy. Tim, Ze je povrch tuhy tvofen nepravidelnymi Supinkami, nachdzi se na ném
dostatek elektroaktivnich mist pro oxidaci a redukci molekul analytu. Diky tomu,
ze nedochazi k zadné upravé povrchu, tak se zkracuje celkovy cas analyzy
a zjednodusuje se manipulace s elektrodou. Tuha si tak zachovdva vyhodu nizké ceny
a snadné dostupnosti, kterou vynika oproti ostatnim pevnym elektrodam.

Tab. 1 zobrazuje nékteré vyzkumy, které vyuzivaji tuhu s neupravovanym
povrchem jako pracovni elektrodu. Z téchto vyzkumu vyplyva, ze tuhu bez povrchové
upravy lze vyuzit mimo jiné jako biosenzor pro DNA hybridizace a také pro stanoveni
latek ve slozitéjSich matricich, je tedy mozné provadét stanoveni latek v realnych

vzorcich.
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Tabulka 1: Pfehled nékterych vyzkumu pouzivajicich jako pracovni elektrodu povrchové neupravovanou tuhu (pramér tuhy je v.mm)

Typ
Rotring 0,5 HB
Rotring 0,5 HB

pramér 0,5

pramér 0,5

tvrdost HB
Rotring 0,5 HB

Tombo 0,5
Tombow Ultra-polymer
0,52B
Pentel Hi-polymer Super
C5050,5 HB
Rotring 0,5 HB
0,5HB
Rotring, 0,5 2B
0,5HB
Rotring 0.5 HB

Analyt

kyselina rozmarynova

kyselina chlorgenova

antioxidanty

kyselina askorbova

vitaminy B a Be

celkovy obsah polyfenolil jako kyselina kavova

celkovy obsah fenolil jako kyselina kdvova,

interakce flavonoida a iontd Cu®*

eugenol

DNA a RNA

oligonuklidy
famotidin
flutamid a irinocetan
paklitaxel

klozapin

20

Matrice
vodné extrakty Caje
vodné extrakty Caje

dopln¢k stravy (tablety)
vodné extrakty Caje

pomerancovy dzus
Milgama NA vials
(VB1, VB6, kyselina vinna)
standardy
desinfekéni prostiedek

Disinol
standardy

standardy
tablety Famotidin ZENTIVA
moc¢ a krevni sérum
krevni plasma

krevni plasma

Metoda
DPV
DPV
DPV

FIA

Ccv

DPV

DPV

DPV

AdSV

AdS-DPV
DPV
SW-CSV
LSV
DPV

Zdroj
[51]
[52]
[53]

[23]
[24]
[54]
[45]

[55]

[36]

[56]
[49]
[19]
[39]
[57]



2. 9. 2 Povrchové upravené elektrody

Ptestoze pro mnoho analytli ddva jiz neupravend tuha dostatecnou odezvu, nektefi autoti
zafazuji pred analyzu povrchovou upravu elektrody. Takovou upravou dochazi
k aktivaci a zvétseni povrchu, coz mize vyznamné ovlivnit vysledek kone¢ného stanoveni
[14]. Napovrchové upravovanych elektrodach jsou cCasto ziskavany  vySsi
a reprodukovatelnéjsi proudové odezvy.

Povrchova tprava elektrody spociva v jejim mechanickém, nebo chemickém ¢isténi,
také je mozné povrch elektrochemicky aktivovat. Casto se uvedené moZnosti pouzivaji
v kombinaci. Existuji i méné obvyklé zplsoby upravy elektrod, napf. tepelnd uprava
za vakua, uprava laserem, mikrovlnnou plasmou, nebo radiofrekvenéni iprava povrchu
elektrody [50]. Vysledek zvolené tipravy povrchu elektrody zavisi na vlastnostech daného
kusu (primér, tvrdost, vyrobce), na cilovém analytu, pfitomnych ruSivych latkach a také

na pouzité¢ metode.

2.9. 2. 1 Mechanicka a chemicka aktivace povrchu

Pfi mechanické upravé je cilem odstranit z povrchu elektrody necistoty a adsorbované
¢astice. V ptfipadé tuhy se obvykle provadi lesténi na prifezu pomoci filtraéniho papiru,
nebo jiného vhodného materidlu. Odstranénim adsorbovanych castic je dosazeno
stejného elektroaktivniho povrchu jednotlivych elektrod. Plast elektrody se pak
pro analyzu obvykle obaluje parafilmem, nebo teflonovou paskou [58].

Pti chemickém c¢iSténi povrchu se tuha ponechava po urcitou dobu v organickém
rozpoustédle nebo smési. V roztoku dochéazi k rozpusténi a desorpci necistot z jejiho
povrchu. PouZzivaji se vysoce Cista rozpoustédla, napt. dichlormethan, acetonitril, toluen,
nebo ethanol [50]. K ¢isténi povrchu 1ze vyuzit i anorganické kyseliny, napt. HNO3, nebo
HF [2, 59]. Mechanicka a chemicka Gprava povrchu jsou Casto prvnimi kroky piipravy

povrchu pro elektrochemickou aktivaci nebo modifikaci dalsimi strukturami.

2. 9. 2. 2 Elektrochemicka aktivace povrchu

Elektrochemicka aktivace povrchu je snadnym, rychlym, levnym a ekologicky Setrnym
zpusobem upravy povrchu elektrody [26]. Zahrnuje vloZeni ur¢ité hodnoty nebo rozsahu
hodnot potencidlu na pracovni elektrodu po dobu ftadové v sekundéch. Pracovni

elektroda je v pribéhu aktivace ponotfena do zakladniho elektrolytu [26]. Aplikaci
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takového potencidlu dochazi nejen k desorpci necistot, ale také k oxidaci povrchové
vrstvy grafitu a tvorbé dalSich okrajovych Supinek na povrchu elektrody, které jsou
nositelé redoxné aktivnich funkénich skupin (Obr. 3) [31, 48, 50, 60]. Tyto funk¢ni
skupiny obohacuji elektrostatické sily a vodikové vazby mezi povrchem elektrody
(oxidy grafenu) a dusikovymi nebo kyslikovymi skupinami v oxidovatelnych
molekulach, ¢imz odezva elektrody roste [31, 61]. Podle nékterych autorii dochazi
po clektrochemické aktivaci také k lepsi pikové separaci a ke zvyseni selektivity [62].

U¢innost elektroaktivace povrchu elektrody zavisi pfimo umérné na hodnoté
aplikovaného potencialu [50, 62]. Dale je zavisla na druhu zakladniho elektrolytu,
iontové sile roztoku, poc¢tu skenti a pouzité skenovaci rychlosti [26, 50]. V Tab. 2 lze
nalézt nékteré vyzkumy, které povrch tuhy pied samotnou analyzou elektrochemicky
aktivovali.

Nevyhodou elektrochemické aktivace je, Ze se zvySujici odezvou se soucasné
zvySuje Sum elektrody. Diky zvétSovani povrchu a tvorbé novych Supinek také mize
dochazet k silngjsi adsorpci, a tedy silnéjsimu zanaseni elektrody, coz muze mit za nasledek
snizovani odezvy v priabéhu méfeni. Nekteré latky na elektrochemicky upravené tuze

poskytly vyssi odezvu nez na tuze s modifikovanym povrchem [63].

GPE
ionty a molekuly

RE PE elektrolytu

m ? °
COOH / * e ..
—— B — . e —__ ——— ®
e —— elektrochemicka ° .
® o,
"‘OH .

aktivace .

pronikani molekul a iontl

. mezi listy grafenu
nové okrajové
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Obrazek 3: Schéma procesu elektrochemické aktivace



Tabulka 2: Pfehled nékterych vyzkumii pouzivajicich jako pracovni elektrodu povrchové upravovanou tuhu (pramér tuhy je v.imm)

Typ Uprava elektrody Elektrolyt Analyt Matrice Metoda  Zdroj
vodny extrakt
) vylesténd, ponechéna 15 min ) .
Rotring 2,0 H - bisfenol A z kojenecké AdS-DPV  [58]
ve smési 0,1 M HCI+EtOH
plastové lahve
0Daz1l.6 V
a0az-0.6V
0,7 2B do reprodukovatelného chovani poté B-R pH 1,81 trepibuton standard SWvV [64]
60 spii 1.6 V a60 s pti-0.6 V
(vs. SCE)
) 1. metoda: 60 s pii +1400 V
Rotring 0,5 HB ABS pH 4,8 alkylfenoly vzorky vody DPV [63]
(vs. Ag/AgCl)
60 s pti +1.4 V, poté cyklovani E 0,05 M PBS pitna a studni¢ni
Tombow 0,7 B mezi -1.00 V az +1.00 V, skenovaci  pH 7,5 obsahujici alkylfenoly voda a vzorky DPV [18]
rychlost 50 mV-s (vs. Ag/AgCl) 0,1 M KCI oceli
vylesténa, 180 s pii 2 V mono-fenolické insulinové
3 mm 6B PBS pH 7 o DPV [25]
(vs. Ag/AgCl) konzervanty injekce
Kokuyo Camlin 50 cyklu pii 1.5 V, skenovaci hydrochinon a kohoutkova
0,LMPBSpH 7 CV,DPV  [65]
2,02B rychlost 0.05 V-s (vs. Ag/AgCI) katechol voda
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Typ Uprava elektrody Elektrolyt Analyt Matrice Metoda  Zdroj
0,1 MPBSpH7
vylesténa, 60 s pii+ 1.45V o
Tombow 0,5 2B obsahujici 0,1 M cetirizin sirup proti kasli SVW [66]
(vs. Ag/AgCI)
KCI
vodné médium
obsahujicim kapsaicin, vyrobky z chilli  LSV; SW-
Tombo 0,5 30 s pii 1.40 V (vs. Ag/AgCl) ) o [37]
zakladni dihydrokapsaicin papricek AdSV
elektrolyt
0,1 MPBSpH7 bilé vino,
Faber Castel 0,5 60 s pii +1.45 V (vs. Ag/AgCl) obsahujici 0,1 M kyselina taninova  ovocny dzus, = AdS-DPV  [67]
KCI Cerny Caj
0,1 M PBS pH 7
Faber Castel 0,5 60 s pii +1.45 V (vs. Ag/AgCl) obsahujici 0,1 M kvercetin ovocny dzus AdS-DPV  [68]
KCI
vylesténa, 30 s pii +1.3 V kralici krevni
HB 0,04 MB-RpH 6 pantoprazol AdSV [60]
(vs. Ag/AgCl) sérum
100 cykli pii 0.02 - 0.30 V (vs.
. . CV, DPV,
Rotring 0.7 HB Ag/AgCl), skenovaci rychlost 0,04 M B-R pH 6 nalbufin mo¢ SVW [48]

20 mV-s?
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Typ Uprava elektrody Elektrolyt Analyt Matrice Metoda  Zdroj
tryptofan,
] ) 5 cykla pii +0.1 V az -2.1 V (vs.
Rotring Hi- kyselina mo¢ova,  krevni plasma, AdS-
Ag/AgCl), skenovaci rychlost 0.1 M H3POq4 ) [31]
polymer 0,5 HB xantin, mo¢ DPSV
50 mV-s? _
hypoxantin
) DPV;
Tombo 0,5 1 min pii + 2.0V 0.1 M H3PO4 dopamin krevni sérum [62]
ATS-DPV
5 cykld -0.3V az +2.0 V, skenovaci 0,1 M LiCIO4 + ) mo¢, krevni
Tombo 0,5 kyselina mocova DPV [69]
rychlost 50 mV-s? 0,1 M NaxCO3 sérum
vylesténa, 30 cykla pii +1.5 az +2.0
_ _ moc¢, krevni
Rotring 2,0 H V (vs. SCE), skenovaci rychlost 50 0,1MPBSpH7 kyselina moCova ) DPV [70]
sérum
mV-s?
vylesténa, 100 cykld pii +1.5 az +2.0 ) )
_ dopamin, kyselina mo¢, krevni
Rotring 2,0 H V (vs. SCE), skenovaci rychlost 0,1MPBSpH7 o ) DPV [71]
mocova sérum
100 mV-s?
krevni sérum,
Rotring H 2,0 10 min pti +1.70 VV 10 min 0,1 MB-RpH 11 metamfetamin mo¢, vzorky DPV [72]

drog
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2. 9. 3 Povrchové modifikované elektrody

Povrch elektrod tuhy je mozné diky jeho adsorpénim vlastnostem relativné snadno
modifikovat jinymi chemickymi strukturami. Vhodna chemicka struktura katalyzuje
elektrochemickou reakci a napomaha pienosu elektronu [73]. Deponaci téchto struktur
dochazi ke zvétSovani povrchu, je tedy dosahovano vyssi odezvy, niz§ich LOD a zvySuje se
selektivita vii¢i cilovému analytu. Modifikace povrchu elektrody se velmi Casto provadi
pro zvyseni jejich bioaktivity, jelikoz deponované struktury vytvaii skvélé prostiedi

pro imobilizaci biomolekul a vyrobu biosenzoru [73].

2. 9. 3. 1 Modifikace povrchu pomoci polymeri

Polymery se napovrchu elektrody mohou na elektronové vyméné podilet aktivng,
nebo pasivné. K modifikaci se nej¢astéji vyuzivaji vodivé polymery, které maji aktivni podil
na redoxni reakci, napt. polypyrol apolyanilin. Polymery, které nejsou piili§ dobrymi
vodi¢i, Ize dopovat vhodnym iontem, dopantem, diky kterému pak nesou povrchovy naboj
[74]. Polymer se tak stava selektivni vii¢i analytim nesouci opa¢ny naboj a interferenty jsou
odpuzovany [75]. Pti dopovani polypyrolu nitratovymi ionty mize byt polymerovy film
vyuzit jako vysoce selektivni iontova membrana [76]. K modifikaci mohou byt vyuzity také
neutralni polymery, které pak zvysuji selektivitu elektrody svoji strukturou. Mezi polymerni
fetézce proniknou pouze malé molekuly analytu, vétsi molekuly (interferenty) se do jeho
struktury nedostanou a neproniknou k povrchu elektrody [74]. V takovém ptipadé plni
polymer pouze tlohu mechanické ochrany anepodili se navyméné elektronu.
Pf1 modifikaci povrchu polymery plsobi na analyt vice hydrofilni a hydrofobni interakce
a také elektrostatickeé sily [74].

Nektefi autofi vyuzivaji modifikaci molekularng vtisténymi polymery (MIP). Takova
modifikace spo€iva v polymerizaci funkénich monomeri v pfitomnosti pfedlohy, kterou
tvofi cilovy analyt. Po polymerizaci je pfedloha odstranéna extrakci, ¢imz vznikaji dutiny
s presnou velikosti a tvarem pro selektivni stanoveni konkrétniho analytu [59].

Modifikace pomoci polymeri je mozné vyuzit v kombinaci s dal§imi
strukturami. Katalyticka aktivita takové kombinace je vys$i nez pfii pouziti kazdého
materialu samostatné, je tedy pak mozné provadét vysoce selektivni analyzu [73]. Nékteré
polymery, napt. polypyrol, mohou v pribéhu c¢asu ztracet své vodivé vlastnosti.

Resenim je napf. umisténi nanoCastic najeho strukturu, systém pak ziskava

26



dlouhodobou stabilitu [74]. Mimo to polymer zaroven slouzi jako piedloha pro depozici

nanocastic a umoziuje jejich homogenni distribuci po povrchu elektrody.

2. 9. 3. 2 Modifikace pomoci nanostruktur

Diky svym unikatnim chemickym vlastnostem, kterymi se lisi od jinych materiald, jsou
nanostruktury skvélym materialem pro modifikaci elektrod. Depozici nanostruktur
na povrch elektrody se zvétSuje jeji povrch adochazi klepSimu pievodu hmoty.
Nanostruktury jsou vysoce stabilni. Velkou vyhodou nanostruktur je jejich mozna
funkcionalizace dal§imi strukturami, ¢imz povrch tuhy ziskava vysoce selektivni vlastnosti
[75]. V okoli elektrody modifikované nanostrukturami bézi kovergentni namisto linearni
difuze, coz urychluje pribéh elektrochemické reakce [73].

Mezi pouzivané modifikaéni materidly patifi nanocastice kovi, oxidi kovi,
komplext kovu a uhlikovych nanostruktur, ¢asté jsou i jejich kombinace s polymery.
Na rozdil od povrchové upravy elektrody lesténim ¢i oplachem, kdy dochéazi pouze
ke zlepSeni vlastnosti tuhy jako materialu, dochazi p¥i modifikaci nanostrukturami k dodani
vlastnosti, které povrch tuhy bez modifikace nema. Natyto struktury je mozné vazat
napt. enzymy, a tak vytvorfit biosenzor selektivni pouze pro jeden nebo skupinu analyti.

V takovém ptipad¢ slouzi nanostruktury pouze jako vazebné médium.

Modifikace povrchu pomoci nanocdstic
Nanocastice kovii zvySuji elektrokatalytickou aktivitu a vodivost povrchu, pfispivaji
k lepsim celkovym elektrochemickym charakteristikam elektrody. Diky nim je dosahovano
dostatecné separace pikd i u slou¢enin, které maji blizky oxidaéni potencial [73]. Vyhodou
nanocastic je, ze se daji pfimo deponovat na povrch elektrody, nepotiebuji Zadné dalsi
navazovaci médium [74, 75].

Nejcastéji vyuzivanym kovem k modifikaci je zlato. Zlaté nanocastice vykazuji
vysokou biokompatibilitu a stabilitu ¢astic. Nevyhodou této modifikace je, Ze na zaznamu
se vyskytuji nezddouci ptispévkové signdly, které maji piivod v agregatech nanocastic.
Resenim je vyuziti zlatych nanotrubiéek, které se homogennéji rozprostiraji po povrchu
elektrody a diky svému tvaru poskytuji stabiln€jsi prostredi pro detekci [77, 78].

Mimo zlato lze pro vyrobu nanocastic vyuzit také méd’ [79, 80], palladium [81],
¢i dalsi kovy (Tab. 3). Jsou také vyuzivany nanocastice oxidu kovi, nebo jejich komplexni

slouceniny.
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Modifikace povrchu pomoct uhlikovych nanostruktur
Uhlikové nanostruktury maji dutou geometrii a znacné zvétsuji povrch elektrody. Diky této
jejich vlastnosti je mozné dosahnout nizSich limitt detekce za soucasné linearni odezvy.
Uhlikové nanostruktury maji elektrokatalyticky efekt, rychlou kinetiku pienosu elektronu,
a v kombinaci s polymery nebo nanocasticemi dochazi pti detekci k synergickému efektu
[75]. K modifikaci se vyuzivaji jednosténné nebo vicesténné uhlikové nanotrubicky, stény
jsou tvofeny grafenovou vrstvou (Obr. 4).

Ackoliv je vyska signalu a citlivost modifikovanych elektrod Vv piipadé
nekterych analytii vy$§i nez nemodifikovanych, mé vyuziti modifikovanych elektrod
n¢kolik tskali. Efektivita modifikaci pomoci nanostruktur zavisi na uspésné syntéze téchto
struktur, ktera je obvykle slozitd a zdlouhava. DalSim kritickym krokem je umisténi téchto
struktur na povrch elektrody tak, aby jednotlivé kusy mély stejny aktivni povrch [50].
Nékteré metody depozice nanomateriali mohou navic podpofit adsorpci necistot na povrch
elektrody a tim jeho cast deaktivovat [74]. Tyto faktory znesnadnuji masovou produkci tuh
s modifikovanym povrchem [73].

Se znaénym zvétSenim povrhu pii modifikaci pomoci chemickych nanostruktur se
poji také zesileni adsorp¢nich vlastnosti povrchu elektrody. V pribéhu méfeni miize tedy
dochdzet ke zménam vlastnosti povrchu vlivem oxidac¢nich produktd, které mohou
na povrchu elektrody tvofit tenky film. Tento jev vede ke ztraté signalu a elektrody mohou
trpét nedostateCnou stabilitou odezvy [69]. Problémy se stanovenim se objevuji

pfi stanoveni v komplexnich matricich [73].

Obrazek 4: Schéma jednosténné (A) a vicesténné (B) uhlikové nanotrubicky
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Efektivita senzoru se nedd posuzovat pouze podle jeho LOD, stejn¢ dilezité jsou
doba a obtiznost ptipravy elektrody, pofizovaci cena a jeji robustnost. U nemodifikovanych
elektrod nejsou potieba K pifipravé drahé zadné materialy [55]. Tuha si tak zachova
vyhodu nizké ceny a snadné dostupnosti. Z fady studii vyplyva, Ze pro Sirokou skalu latek
zadna povrchova modifikace elektrody neni nezbytné nutna, coz zjednodusuje a zkracuje

cely proces analyzy [45, 55].
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Tabulka 3: Pfehled nékterych vyzkumu pouzivajicich jako pracovni elektrodu tuhu s modifikovanym povrchem (pramér tuhy je v.imm)

Typ Modifikace elektrody Analyt Matrice Metoda Zdroj
Shine 0,5 2B PP dopovany NO3™ -GP dusi¢nanové ionty standardy potenciometrie [76]
kohoutkova voda,
Tombo 0,5 MIP PP-GPE Insekticid chlorpyrifos puda, kukufi¢né impedimetrie [82]
listy
Owner 0,7 HB MIP PP-GPE fenothiazin vzorky masa a ryb DPV [83]
Camlin. 0,5 2B MIP-sol-gel-GPE Kyselina listova krevni sérum chronocoulometrie [33]
HB 2,0 ABSA-ND-GPE Kyselina listova mo¢ DPCSV [59]
- PVF-GPE DNA hybridizace standard DPV [84]
0,5HB Melanin-GPE dopamin standard amperometrie [85]
- CHIT-IL-GPE interakce NK s mitomycinem standard DPV, EIS [86]
Kokuyo Camlin 0,5
HB TyB-GPE hydrochlorothiazid 1é¢ivo Aquazide-25 DPV [87]
- CB-GPE hovézi albumin standardy CV, EIS [88]
Tombo 0,5 MDB-GPE DNA hybridizace HSV realné vzorky z PCR DPV [89]
- AUNPs-GPE DNA hybridizace umély PCR produkt DPV [90]
¢asti Mucuna
Camlin 0,5 2B AuNPs-GPE L-dopa pruriens, Siddha DPV [32]
produkty
Pentel 0,5 HB AUNPs-GPE hydrazin pitna voda SWV, amperometrie [40]
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Typ Modifikace elektrody Analyt Matrice Metoda Zdroj
Pentel 0,5 HB AUNPs-GPE 4-nitrofenol vzorky vody LSV [91]
- AUNPs-GPE hydrazin vzorky vody FIA [92]
XQ CERAMIC 0,5 AuNDs-GPE ionty Hg?* vzorky voda DP-ASV [93]
- AuNPs-PP-GPE adrenalone krevni sérum, mo¢ SVW [94]
- AuUNRs-GPE DNA hybridizace standard EIS [95]
Owner 0,5 HGNPs-rGO-GPE ceftizoxim krevni sérum, 1é¢iva  chronocoulometrie [96]
Pentel 0,5 HB AUNPs-GluOx-GPE glukoza vétve stromil amperometrie [97]
Pentel 0,5 HB CuNPs-GPE 4-nitrofenol standard amperometrie [75]
Tombow 0,5 CuNPs-GPE glukoza Krevni sérum amperometrie [44]
Ultra-Polymer 0,5 2B [98]vzork?*-Nf-PGE H202 kosmetické vyrobky FIA [99]
Rotring 2,0 Cu-nanofilm-GPE dusi¢nanové ionty standard chronoamperomatrie [80]
Rotring 2,0 CuHCF L-cystein mo¢ amperometirie [100]
Faber Castell, 0.7 HB Cu-AgNPs-GPE dopamin standard chronoamperometrie  [101]
Rotring 2,0 H Bi-GPE diazepam tablety, mo¢ DPV [102]
Tombow 0,5 3B Gr-Bi -GPE Pb?*, Cd? standard SW-ASV [103]
- TiO2, SN0z, Fe304-GPE DNA hybridizace standard DPV [104]
- MoS2-GPE guanin a adenin standard DPV [29]
- Ag-FeOOH-GPE H202 standard amperometrie [105]
Tombow HB SWCNTs-GPE gen p53 standard DPV [106]
- SWCNTs-CHIT-GPE vitamin B2 [éCiva tablety SWV, EIS [107]
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Typ Modifikace elektrody Analyt Matrice Metoda Zdroj
- SEP-SWCNTs- GPE DNA hybridizace standard EIS [86]
- MWCNTSs DNA hybridizace standard DPV [34]
Rotring 2,0 H MWCNTSs-GPE diclofenac tablety 1é¢iva, moc DPV, HPLC-UV [108]
interakce DNA s
- PP-MWCNTSs-GPE ) tablety 1é¢iva, mo¢ DPV [109]
merkaptopurinem
0,52B MWCNTs-AuNPs-GPE estradiol krevni sérum LSV [110]
PANI-NRs-MWCNTs-
Staedler 3,0 2B GPE bisfenol A kojenecké 1ahve FIA [111]
a CHIT-MWCNTs-GPE
(HRP-AUNPS)2-CHIT-
Staedtler 2,0 6H H20: barva na vlasy amperometrie [112]
GPE
Camlin 2,0 6B GKNPs-GPONPs-GPE glycerol krevni sérum EIS, CV [113]
Camlin 2,0 6B HbNPs-GPE H20: krevni sérum amperometrie [114]
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Vysvétlivky zkratek k Tab. 3:

ABSA
AUNDs
AUNPs
AuUNRs
CB
CuNPs
GKNPs
GluOx
GPE
GPONPs
Gr-Bi
HbNPs
HCF
HGNPs
HRP
HSV
CHIT
IL
MDB
MWCNTs
Nc

kyselina poly(p-aminobenzensulfonova)

zlaté nanotecky

zlaté nanocastice

zlaté nanotrubicky

Cibacron Blue F3G

médeéné nanocastice

nanocastice glycerol kinazy
glukéza oxidaza

tuha (,,graphite pencil electrode*)
nanocastice glycerol-3-fosfat oxidazy
nanokompozit grafenu a bismutu
hemoglobinové nanocastice
hexakyanozeleznatan

duté zlaté nanocastice

kfenova peroxidaza

herpes simplex

chitosan

iontova kapalina

Meldola Blue

vicesténné uhlikové nanotrubicky

neokuproin
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Ni

NK
p-XO
PANI

PP

PVF

rGO

SEP
SW-ASV
SWNCTs
TyB

nanotecky

nafion

nukleové kyseliny

polyxylenova oranz

polyanilin

polypyrol

poly(vinylferrocenium)
redukovany grafen

sepiolit

square wave anodicka rozpoustéci voltametrie
jednosténné uhlikové nanotrubicky

trypanova modf



2. 10 Design GPE a méricich cel

2. 10. 1 Statické cely

Z dat uvedenych v tabulkach v predchozich kapitolach je vidét, ze vétSina praci vyuziva
tuhu jako pracovni elektrodu ve statickém uspofaddani. Obvyklym postupem je vsunuti
tuhy kolmo shora do cely s elektrolytem. Do roztoku elektrolytu je ponofovana
konstantni délka tuhy, ¢imz je zajistén stejny aktivni povrch elektrod pfi jednotlivych
meéfenich [26, 62].

V ptipadé¢ klasickych tuzek je jako drzak vyuzito dfevéné pouzdro tuzky. Z obou
konct tuzky je dievo odstranéno, jeden konec je ponoien do elektrolytu v méfici cele
a pomoci druhého konce je zajistén elektricky kontakt. V ptipadé mikrotuh je jako drzak
pouzita mechanicka tuzka, elektricky kontakt je zajistén pfimym kontaktem
s mikrotuhou, nebo ¢astéji pomoci kovovych ¢asti mechanické tuzky, které jsou s tuhou
v kontaktu (Obr. 5). Lze nalézt i cely jinych konstrukci, které jako drzak pro mikrotuhu
vyuzivaji plastovou stiika¢ku [115], nebo $pi¢ku mikropipety [57, 116].

Neékteré cely svou konstrukci umoziuji po analyze vysunout z drzaku

a zkracenim obnovit jeji povrch, v jinych pfipadech je nutné po analyze vyménit kus

GPE

A GPE B

elektricky ]
kontakt

RE PE RE PE

potenciostat i potenciostat

elektricky
kontakt

Obrazek 5: Schéma zapojeni tuhy (A) a mikrotuhy (B) jako pracovni elektrody
ve statické elektrochemii. GPE: pracovni elektroda; RE: referentni elektroda; PE:

pracovni elektroda.
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za novy. Elektroda muze byt také do roztoku vnofena skrz septum [57]. Tuhu Ize vyuzit
také jako diskovou elektrodu, pti¢emz kontaktu jejiho plasté s roztokem je zabranéno
teflonovou [33], nebo PVC trubickou [117], teflonovou paskou [58, 71], parafilmem
[25] ¢i $pickou mikropipety [118].

2. 10. 2 Cely pro elektrody na papirovém zakladé

Jak jiz bylo uvedeno diive, schopnost tuhy snadno zanechat otérem stopu na substratu
se vyuziva pro vyrobu elektrod na papirovém zakladé, tedy kreslenych elektrod.
Vyhodou kreslenych elektrod je moznost vytvofit tficlektrodovy systém na jednom kusu
substratu [119]. Stopa kreslenych elektrod mize byt izolovana od okoli pomoci vosku
nebo lepidel, takové elektrody jsou znamé jako elektronické jazyky [120]. Kreslené
elektrody mohou byt vyuzity ve statickém uspofadani, nebo v mikrofluidnich celach.
Papirovy substrat tvoii sit’ mikrokanalk, skrze které miize kapalina pomoci kapilarnich

sil prochazet samovolné [121].

2.10. 3 Prutokové cely

Jednou zvyhod tuhy je snadna miniaturizovatelnost métici cely, a tedy mozné
pouziti v HPLC. Diky vlastnostem tuhy jako je napf. malé zanaSeni povrchu by bylo
vyhodné vyuzit tuhu pro stanoveni smési a analyzu slozitéjSich matric. Pfesto se mnoho
vyzkumu pouzitim tuhy v pritokovém systému nezabyva [99].

Vyzkumy, které se touto problematikou zabyvaji, obvykle pouZivaji uspotfadani
,wall-jet (Obr. 6A). Takovou celu sestrojili napf. Hiroi a kol. [122] pro stanoveni fenoli
a chlorfenoli. Plast’ elektrody byl obalen teflonovou paskou, mobilni faze z kolony byla
vedena kolmo na prufez elektrody, kde dochazelo k detekci. Cela podobné konstrukce byla
pouzita také v dalsich vyzkumech [55, 66, 118, 123]. Buratti a kol. [23] pouzili k sestrojeni
prutokové cely Pasteurovu pipetu. Na svém tencim konci byla pipeta ufiznuta, z opacné
strany do ni byla vsunuta sklenéna trubicka o vnitinim priméru 1 mm napojena na pumpu.
Do sklenéné trubicky byla zasunuta tuha o priméru 0,5 mm tak, aby byly ponofeny 4 mm
jeji délky. Schéma uspotadani této cely je zobrazeno na Obr. 6B. Pritokové cely jsou
konstruovany tak, aby bylo mozné provadét detekci ve velmi malych objemech a pfi nizkych
prutocich [124].
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A B

vstup MF mikrotuzka J l

elektricky kontakt
pomocna elektroda referentni elektroda
5cm
- —_—

wstup MF vystup MF

™ l

pracovni elektroda

vystup MF

vstup MF

Obrazek 6: A) Schéma uspotadani ,,wall-jet cely; B) schéma priitokové cely z vyzkumu

Buratti a kol. [23]
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2. 11 Antipsychotika

Antipsychotika (ATP) jsou skupinou 1é¢iv, ktera se pouzivaji k 1é€bé psychickych poruch.
Psychické poruchy maji emocionalni ptivod a jsou spojeny s vaznym naruSenim mysleni,
chovani, schopnosti rozeznat realitu, nedostate¢nym vnimanim, které vede az K halucinacim
a bludim [125]. Do psychickych poruch spadaji akutni psychdzy, maniodepresivni poruchy,
deliria, deprese ¢i schizofrenie. [126].

Psychické poruchy jsou dusledkem neurochemické disbalancie v mozku.
MySslenkové procesy aemoce jsou kontrolovany neurotransmitery (napi. dopamin,
serotonin), jejichz nadbytek se mtize projevit psychickou poruchou [125]. Antipsychotika
jsou tzv. antagonisty neurotransmiterd, tedy konkuruji jejich vazbam na receptory a doc¢asné
receptory blokuji, ¢imZz pomahaji udrzet stabilni stav pacienta [127]. Podle mechanismu
ucinku se dé€li na tfi generace.

Antipsychotika 1. generace, dfive oznacovand jako typickd ATP se vazi
na D2 receptor dopaminu pevné&ji, nez dopamin sam a jejich disocia¢ni konstanta (Kp) je
nizs$i nez Kp dopaminu [127]. U této skupiny ATP se pti 1écbé silngji projevuji vedlejsi
nezadouci ucinky (extrapyramidové symptomy apod.). [125]. Do této skupiny patii
napt. chlorpromazin, flufenazin, perferazin, promazin a thioridazin.

Dalsi skupinou je 2. generace ATP, diive oznacovand jako atypicka. Oznaceni
»atypicka“ ziskali diky tomu, Ze pfi stejné G€innosti 1é€by byly u pacientii pozorovany méné
Casto nezddouci vedlejsi projevy. ATP 2. generace se na receptor Dz vazi slabé&ji
nez dopamin sam a rychle disociuji (vyssi Kp), ¢imz dfive umoziuji béZnou transmisi
dopaminu [125]. Soucasné s dopaminovymi receptory blokuji také dalsi druhy receptort,
napf. serotoninové, nebo histaminové receptory ¢imz snizuji riziko neZzadoucich vedlejSich
projevll. Tato skupina ATP ma vSak za nasledek metabolické zmény organismu, napf.
zvySeni vahy, nebo vznik diabetu. Do této skupiny spadaji napt. klozapin, olanzapin nebo
kvetiapin [125, 126, 128].

Funkce 3. generace ATP je zalozena na parcialni blokaci D2 receptort. ATP z této
skupiny muize plsobit jako agonista nebo antagonista v zavislosti na koncentraci daného
neurotransmiteru tak, Ze v piipadé nizké koncentrace dopaminu bude receptory stimulovat
aVv ptipadé¢ vysoké koncentrace je bude inhibovat. Jedinym znamym zastupcem je
aripripazol [127, 128].

Stanoveni ATP v télnich tekutinach je diilezité z terapeutického hlediska i z hlediska

forenzni analyzy. Pfeddvkovani ATP mulze vést kumrti. ATP byvaji zneuzivany

37



k sebevrazdam, jelikoZ jsou snadno dostupné, v nékterych zemich je mozné je zakoupit
bez ptredpisu lékare.

ATP jsou elektrochemicky aktivni. Cilem prace bylo vyvinout metodu pro stanoveni
ATP vkrevni plasmé pomoci metody HPLC-ED stuhou jako pracovni elektrodou.
Funk¢nost metody je demonstrovana na smési 9 ATP (Obr. 7) ve spikované plasmé.
Vyhodou pouzité metody je nizka cena, jednoduchost obsluhy, snadna miniaturizovatelnost,
atedy nizsi spotieba organickych rozpoustédel v mobilni fazi a vyuzitelnost pro malé

objemy vzorku. Spolehlivost metody je ukazana na dvou realnych vzorcich krevni plasmy.
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Obrazek 7: Struktura jednotlivych ATP pouzitych k analyze
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3. 1 Chemikalie

Kvetiapin hemifumarat, Olanzapin, Klozapin, Flufenazin hydrochlorid, Promazin
hydrochlorid (vnitini standard), Promethazin hydrochlodrid, Levopromazin hydrochlorid,
Chlorpromazin hydrochlorid, Thioridazin hydrochlorid a Perferazin pochazely
ze Sigma-Aldrich (Némecko).

Pouzity methanol (MeOH; p.a.) aacetonitril (ACN; p.a.) pochazely z VWR
Chemicals (Francie), KoHPO4 (TraceSelect) z Honeywell Fluka (Svycarsko), HsPOs
(puriss.p.a.) ze Sigma-Aldrich (Némecko) a CERAMIX z Legor roup S. p. A. (Italie).
Jako matrice modelovych vzorki bylo pouzito lyofilizované kontrolni sérum Level I (BCS)
pivodem z BioSystems (Spanélsko). Pouzitd ultragista deinonizovana voda pochazela
ze systému Millipore Smart Direct Q-3 UV, Merci (Ceska republika).

Vzorky krevni plasmy intoxikovanych pacientdi byly obdrzeny z Ustavu soudniho
I€katstvi a medicinského prava, Fakultni nemocnice Olomouc. Se vzorky bylo nakladano

podle pokynt Etické komise Univerzity Palackého.
3. 2 Pomicky, pristrojové vybaveni a podminky méreni

3. 2. 1 Cyklicka voltametrie

K charakterizaci elektrod cyklickou voltametrii (CV) byla pouzita pracovni stanice
Nanoampere 1 (L-Chem, Ceské republika). Méfeni probihalo Vv tfielektrodovém zapojeni
V miniaturizované detekcni cele. Pracovni elektrodou byla mikrotuha AinStein s primérem
0,2 mm, tvrdosti B (Pentel Ltd., Japan), resp. Tombow Polymer HB 0 priméru 0,5 mm
(Tombow, Japan). Dale byly v cele zapojeny v laboratofi vyrobena $pi¢kova referentni
elektroda Ag/AgCl a pomocna elektroda, Sroub z nerezové oceli, ktera tvotila dno miniaturni
cely. Celkovy objem cely byl 350 ul. Zakladnim elektrolytem byla zvolena
smés MeOH:fosfatovy pufr (50 mmol-1%, pH 7,5) vpoméru 2:1(viv). Méfeni bylo
provedeno pfi skenovaci rychlosti 50 mV-17.

Do cely se zdkladnim elektrolytem byla vsunuta konstantni délka elektrody.
V piipad¢ elektrody AinStein 0,2 B bylo ponoieno do roztoku zakladniho elektrolytu 5 mm
jeji délky, v pripadé elektrody Tombow 0,5 HB byl ponofen 1 mm jeji délky. Ke stanoveni
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byly vyuzity standardni roztoky ATP, vyslednd koncentrace konkrétniho ATP v cele byla
0,18 mmol-1™.

Pfi testovani vlivu prufezu a lateralniho povrchu elektrody na velikost odezvy byla
elektroda ponofena do roztoku materialu CERAMIX na dobu 1 min pfi potencialu 30 V.
Poté byla elektroda oplachnuta destilovanou vodou a po dobu min5 min vysuSena

na vzduchu, a nasledné v susarné po dobu 120 °C, 30-40 min.

3.2.2HPLC

Mobilni faze slozena z Ko;HPO4 (50 mmol-I%, pH 7,5), MeOH a ACN byla pted pouzitim
filtrovana za vakua pomoci 0,2 mm nylonového membranového filtru (Supelco, USA)
a odplynéna proudem helia.

Pouzity HPLC systém se skladal zisokratické pumpy Shimadzu LC-10AD
(Shimadzu, Japonsko), Sesticestného ventilu Rheodyne 7725 (Rheodyne, USA) s 20 ul
smyckou (PEEKTM) pro nastiik vzorki, separacni kolony Nucleodur Gravity Cg 5 pl,
250 mm x 2,1 mm LD. sCg ptedkolonou (Macherey-Nagel, Némecko), termostatu
Shimadzu CTO-10ACvp (Shimadzu, Japonsko) nastaveného na konstantni teplotu 45 °C.,
potenciostatu ESA Coulochem Il (ESA Inc., USA) nastaveného na hodnotu +900 mV
(pokud neni uvedeno jinak) a nekomer¢ni detekéni cely vyvinuté doc. Janem Hrba¢em Ph.D.
[129]. Vsechny pouzité spojovaci elementy byly z materialu PEEK™. Vzorky byly
nastfikovany pomoci 50 pl stfikacky Hamilton (Hamilton, USA).

Analyza probihala v tfielektrodovém zapojeni, kdy jako pracovni elektroda byla
zapojena mikrotuha AinStein B o priméru 0,2 mm. Mikrotuha byla pomoci ferule umisténa
do cely a vsunuta do protilehlé kapilary ptivadéjici mobilni fazi z kolony. Aby bylo mozné
takto mikrotuhu do kapilary vsunout, byl vnitini primér kapilary (254 um) nejprve rozsiten
pomoci insulinové stiikatky v délce 12 mm na315 az 320 um. Spickova referentni
elektroda Ag/AgCl (vyrobena v laboratofi) byla umisténa v tésné blizkosti kapilary
ptivadéjici mobilni fazi z kolony, jako pomocna elektroda byl vyuzit Sroub z nerezové oceli,
ktery tvoftil dno cely. Pfipojeni detekéni cely k HPLC systému a rozlozeni elektrod v cele je
zobrazeno na Obr. 8.

Data byla zaznamendna a zpracovana pomoci chromatografického programu
DataApex Clarity (DataApex, Ceska republika). K analyze byla vyuZita metoda vnitiniho
standardu.
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Obrazek 8: A) Schéma usporadani elektrod v detekéni cele pii HPLC stanoveni. B) Detail
umisténi mikrotuhy AinStein 0,2 B (prumér 260 — 270 um) Vv kapilafe. Vnitini pramér

nerozsifené kapilary: 254 um; pomoci insulinové stiikacky rozsifen na 315 — 320 pm.
3. 2. 3 Priprava roztoku

Pro ptipravu standardnich roztoktt ATP byl pouzit vZdy 1 mg standardu, ktery byl rozpustén
v 10 ml MeOH a poté uchovavan pro dalsi pouziti ve tmé pii -20 °C po dobu n¢kolika tydnt.
Pied pouzitim byl roztok standardu dale fedén na pozadovanou koncentraci deionizovanou
vodou.

Jako matrice pro modelovou smés ATP bylo pouzito kontrolni BSC sérum,
ke kterému byly pfidany standardni roztoky ATP tak, aby vysledna koncentrace kazdého
z nich byla 250 nmol-I"* pokud neni uvedeno jinak. Koncentrace vnitiniho standardu byla
pii vSech méfenich 200 nmol-I"%. Pro kalibragni fadu bylo BSC sérum spikovano V rozmezi
koncentraci 0,5 — 500 nmol-I"%, koncentrace vnitiniho standardu byla ve vech kalibraénich

roztocich 200 nmol-IL.
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Ze vzorkl uréenych k HPLC analyze byly odstranény proteiny srazenim ACN
a centrifugaci. Ke 100 ul BSC, resp. krevni plasmy, bylo ptidano 100 ul ACN a vzorek byl
5min centrifugovan pfi 10 000 ot-min™. Supernatant blanku a spikovaného BCS byl
k nastiiku do HPLC pouzit pfimo, supernatant realnych vzorka krevni plasmy byl

pied nastfikem déle zfedén deionizovanou vodou (1:1; v:v).
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3. 3 Vysledky a diskuze

Cilem prace bylo demonstrovat, ze mikrotuha je vhodna jako HPLC detektor pro stanoveni

vvvvvv

ucelim byla vyvinuta a optimalizovana metoda.

3. 3. 1 Charakterizace elektrochemickych vlastnosti

jednotlivych latek

Nejprve bylo charakterizovano elektrochemické chovani jednotlivych ATP na povrchu
miktotuh pomoci cyklické voltametrie. Cyklické voltamogramy byly zaznamenany
na mikrotuze AinStein 0,2 B, ktera byla dale vyuzita v HPLC experimentech. Pro srovnani
jejiho chovani byly zaznamenany cyklické voltamogramy na mikrotuze Tombow 0,5 HB,
jejiz vlastnosti byly jiz diive dobife charakterizovany ada se ve srovnani s mikrotuhou
AinStein 0,2 B povazovat za velkoplochou elektrodu.

Na elektrody byl vlozen potencial v rozsahu -100 az +1100 mV (vs. Ag/AgCl).
Jednotlivé voltamogramy jsou zobrazeny na Obr. 9 a 10. NarGst signalu se na obou
mikrotuhach objevoval ve vétsing pipadi okolo +600 mV, vrchol pikt se pak nachazi mezi
+650 az +700 mV. V ptipadé olanzapinu a klozapinu se odezva zvysovala jiz od +300 mV/,
vrchol piku se nachdzel mirné pfed +600 mV. VSechna ATP vykdzala ireverzibilni,
popft. aste¢né ireverzibilni chovani na obou typech elektrod.

Mikrotuha AinStein 0,2 B poskytla ve vétsingé pripadi dobie definované piky,
kde lze urdit jejich maximum. V piipadé mikrotuhy Tombow 0,5 HB byl pozorovan narust
signalu témeét od Uplného pocatku méfeni, tedy jiZ pfi nepatrnych potencidlech. To ma
za nasledek hife definované piky, V pfipadé olanzapinu az nepozorovatelné. V piipadé
promethazinu a thioridazinu byla na mikrotuze Tombow 0,5 HB pozorovana vicestupiiova
oxidace, ktera se na mikrotuze AinStein 0,2 B neprojevila. Rozdil mezi mikrotuhou
AinStein 0,2 B a Tombow 0,5 HB je ve velikosti Sumu, kdy v ptipadé mikrotuhy AinStein
0,2 B je Sum vyrazn¢ niz$i, zména proudu zpusobena analytem je tedy v poméru k Sumu
VySSi.

Byly srovnany blanky roztokti prométené naobou elektrodach v elektrolytu
obsahujicim pouze fosfatovy pufr a zaznamy byly srovnany s pivodnimi voltamogramy
zaznamenanymi v zékladnim elektrolytu obsahujicim MeOH a fosfatovy pufr (2:1).

Pii méfeni ve fosfatovém pufru jsou voltamogramy srovnatelné. V piitomnosti methanolu je
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vsak situace rozdilna. Natuze AinStein0,2B se zaznam pii méfeni v elektrolytu
MeOH:fosfatovy pufr (2:1) pfilis nezménil, oproti tomu na Tombow 0,5 HB doslo k nariistu
Sumu a také k pocateCnimu narastu odezvy. Tento jev mize byt zpiisoben vyssi citlivosti
mikrotuhy Tombow 0,5 HB na slozeni zakladniho elektrolytu z hlediska organické faze,
ktera negativné ovliviiuje iontovou silu elektrolytu. Dusledkem toho jsou voltamogramy
zaznamenané na mikrotuze Tombow tahlé a hafe definované, nez na mikrotuze
AinStein 0,2 B. Povrch mikrotuhy AinStein 0,2 B se zda byt viéi organické sloZce
odoln¢jsi, coz miize byt vyhodou v HPLC systému s reverznimi fazemi, kde se organicka

slozka v mobilni fazi obvykle vyskytuje.

3. 3. 2 Vliv prispévki plochy na proudovou odezvu

Aktivni plocha mikrotuhy ponofené v roztoku se skldda z plochy prifezu a laterdlniho
povrchu, tedy plochy pléasté. Proudové odezva elektrody se tedy teoreticky skldda ze dvou
prispévki, z oxidace sloucenin na prifezu a na plasti elektrody. Pro otestovani, zda jeden
z téchto prispévktt dominuje nad druhym byl pro sérii métfeni zalepen prifez elektrody
AinStein 0,2 B pomoci chemicky inertniho matrialu CERAMIX. Na elektrodé se zalepenym
prufezem byly proméfeny blanky a voltamogramy jednotlivych latek.

Vysledky tohoto méfeni jsou nejednoznaéné a zda se, ze ani jeden z téchto piispévki
nema vyrazné vétsi vliv na celkovou proudovou odezvu elektrody. V nasledujicich métenich

tedy nebylo zalepeni prifezu elektrody zafazeno do postupu analyzy.
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Obrazek 9: Cyklické voltamogramy jednotlivych ATP: A) olanzapin; B) klozapin;
C) perferazin; D) flufenazin; E) promazin; F) promethazin. Mikrotuha AinStein 0,2 B: blank
(Cernd), jednotliva ATP (modra), mikrotuha Tombow 0,5 HB: blank (Seda) a jednotliva ATP
(Servend). Zakladni elektrolyt: MeOH:fosfatovy pufr (50 mmol-17%, pH 7,5), 2:1 (v:v),
skenovaci rychlost 50 mV-17, koncentrace analytu 0,18 mmol-1™.
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Obrazek 10: Cyklické voltamogramy jednotlivych ATP (pokracovani): G) levomepromazin;
H) chlorpromazin; 1) thioridazin. Mikrotuha AinStein 0,2 B: blank (¢erna), jednotliva ATP
(modra), mikrotuha Tombow 0,5 HB: blank (Seda), jednotliva ATP (Cervena). Zakladni
elektrolyt: MeOH:fosfatovy pufr (50 mmol-1?%, pH 7,5), 2:1(v:v), skenovaci rychlost
50 mV-1, koncentrace analytu 0,18 mmol-1L.
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3. 3. 4 HPLC experimenty

3. 3. 4. 1 Optimalizace podminek

Volba pracovniho potencialu
Vyznamnym parametrem, ktery ovliviiuje vysledek analyzy je volba pracovniho potencialu.
Potencidlem je mozné do urcité miry ovliviiovat selektivitu méfeni. Obecné plati, ze se
zvySujicim se potencialem se zvysuje také proudova odezva elektrody na analyt, zaroven se
vsak pii vyssich potencialech za¢ina oxidovat povrch elektrody, coz ma za nasledek zvySeni
sumu a poskozeni povrchu elektrody. Potencidl se tedy voli tak, aby bylo dosazeno co
nejvyssiho poméru signal:Sum (S:N).

Pro urceni optimalniho pracovniho potencialu pro stanoveni smési byly prométeny
zavislosti proudové odezvy jednotlivych analyti nahodnoté vlozeného potencialu.
Testované hodnoty potencialu byly +600 az +1000 mV (vs. Ag/AgCl), pfiCemz narust
potencialu mezi jednotlivymi experimenty byl 100 mV. Proudova odezva u vSech analytt
s potencialem roste (Obr. 11). U olanzapinu a thioridazinu lze pozorovat pozvolny nartst
odezvy, kdy k nejvétsi zméné ve velikosti odezvy dochazi od +600 do +700 mV. Narust
odezvy u flufenazinu a chlorpromazinu je prudsi, nejvyraznéj$i zména nastava v rozmezi
+700 az +800 mV. Odezva klozapinu, promazinu, promethazinu a levomepromazinu se
+600 mV do +900 mV.

Z obrazku zobrazujici hydrodynamické voltamogramy je jasné patrné, ze kvetiapin
ma odlisné elektrooxidacni vlastnosti od ostatnich vybranych ATP. K dosazeni dostate¢ného
analytického signalu je k jeho oxidaci tieba zna¢né vySsiho potencialu. Od +600 mV
do +800 mV dochazi k témét nepozorovatelnému zvySeni odezvy, pti +900 mV je zména
odezvy patrngjsi, pti +1000 mV odezva narusta téméi desetinasobné. Kvetiapin sice obecné
patii do skupiny zdjmu pfi stanoveni ATP 1é¢iv, nebyl vsak cilovym analytem, proto mu
celkové podminky meéfeni nebyly ptizptisobovany. Moznosti jeho stanoveni jsou Site
komentovany dale.

U vSech ostatnich ATP mimo kvetiapin neni nartst odezvy pii potencialu +1000 mV
vuci odezve dosazené pii +900 mV piili§ vyrazny, naopak Sum se vlivem oxidace povrchu
elektrody zna¢né zvySuje. NejvysSi pomér S:N vykazala vétSina ATP pii potencialu

+900 mV, proto byla tato hodnota potencialu zvolena pro dalsi experimenty.
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Obrazek 11: Hydrodynamické voltamogramy jednotlivych ATP. Podminky méfeni:
MF: K2HPO4 (50 mmol-I?t, pH 7,5):MeOH:ACN v poméru 47:7:46 (v:viv), pritokova

rychlost 0,3 ml-min.

Slozeni mobilni faze
Zékladnim faktorem pro UspéSnou separaci je sloZzeni mobilni faze. Tento faktor je tim
udrzet co nejkratsi moznou dobu celkové analyzy, od které se dale odviji nizsi spotieba
mobilni faze. Kromé vhodného poméru zvolenych slozek byla testovana také optimalni
pritokova rychlost, ktera ma vliv na dobu analyzy, velikost odezvy i tvar pikt. Pro tuto
optimalizaci byla pfipravena modelova smé€s ATP skladajici se z olanzapinu, klozapinu,
peferazinu, flufenazinu, promethazinu, levomepromazinu, chlorpromazinu a thiopromazinu,
kazdé z uvedenych 1é¢iv o koncentraci 250 nmol-1"! v BSC kontrolnim séru. Ve smési byl
také pfitomen vnitini standard s vyslednou koncentraci 200 nmol-1L.

Piivodni testovana smés pro mobilni fazi se skladala z KoHPO4 (50 mmol-I, pH 7,5)
a ACN a vychazela z predchozich vyzkumu [130]. Kvili vyméné kolony a vyssiho poctu
latek ve stanovované smési latek bylo nutné pfidat vyssi podil organické faze. Pti pfidavku
vys$$iho podilu ACN vsak dochazi k ¢asteénému vysrazeni hydrogenfosfore¢nanu v roztoku.
Proto byla ¢ast ACN v mobilni fazi nahrazena MeOH, kde k tomuto vysrazeni nedochazelo.

Kone¢né pouzité slozeni mobilni fadze pro dalSi stanoveni bylo K:HPO4

(50 mmol-I?, pH 7,5):MeOH:ACN v poméru 47:7:46 (v:viv) pii pritokové rychlosti
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0,3 ml-min™t, Za té&chto podminek bylo dosazeno dostate¢ného rozliseni pikii a zaroven byl
zachovam pfiméteny ¢as separace 32 min. Obr. 12 zobrazuje separaci modelové smési vsech
8 ATP vcetné vnitiniho standardu. Za optimalnich podminek se systému spolehlivé datila
separace vnitiniho standardu promazinu a analytu promethazinu, jez maji velmi podobnou
chemickou strukturu (Obr. 13). Zajimavosti je, Ze pii stanoveni pomoci LC-MS K rozliSeni

téchto dvou latek nedochézi, jelikoz se jejich MS spektra shoduji.

— blank
—— modelova smes

10 nA

t.[min]

Obrazek 12: Modelova smés 8 ATP (koncentrace kazdého 250 nmol-1?) a vnitiniho
standardu (IS) promazinu (koncentrace 200 nmol-1%): (1) olanzapin; (2) klozapin;
(3) perferazin; (4) flufenazin; (5) promethazin; (6) levomepromzin; (7) chlorpromazin;
(8) thioridzin. MF: KzHPO4 (50 mmol-It, pH 7,5):MeOH:ACN, 47:7:46 (viviv);
E =+900 mV vs. Ag/AgCI.
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Obrazek 13: Chemicka struktura promazinu (v praci IS) a promethazinu.

Do prvotnich testl separace byl zahrnut také kvetiapin, ukazalo se vSak, Ze pii vySe
uvedenych chromatografickych podminkach dochazi k jeho koeluci s olanzapinem.
Pti Gpravé mobilni faze tak, aby vyhovovala separaci téchto dvou ATP, byl ¢as analyzy
nepiimétené dlouhy, ¢imz také dochédzelo k rozmyvani pika jdoucich v kone¢né casti
chromatogramu.

Kvetiapin i olanzapin patti do druhé generace ATP, je tedy nepravdépodobné, ze by
se Vv realnych vzorcich vyskytovaly soucasné, proto bylo rozhodnuto vyloucit kvetiapin
z modelové smési ATP. V piipadé, Ze by bylo tieba ovéfit jeho pfitomnost ve vzorku, je
mozné provést doplikkovou analyzu Svy$Sim potencialem. Jak lze pozorovat
V hydrodynamickém voltamogramu, odezva kvetiapinu je pti +1000 mV oproti odezve
zaznamenané pii +900 mV téméi desetinasobna. Pokud by tedy byl v doplikové analyze
pti +1000 mV na chromatogramu pozorovan zna¢ny narist proudové odezvy V reten¢nim
Case olanzapinu, resp. kvetiapinu, dalo by se usuzovat, Ze je kvetiapin ve smési pfitomen.
V takovém ptipad¢ by bylo vhodné provést alternativni analyzu s pozménénou mobilni fazi.
Navrzend mobilni faze protuto alternativni analyzu obsahuje méné€ organické slozky
a sklada se z K2HPO4 (50 mmol-17, pH 7,5) a ACN v poméru 54:46 (v:v). Pii této mobilni
fazi je dosazeno vyhovujici separace pro kvantifikaci obou téchto ATP. Ob¢ latky se
vyskytuji na zac¢atku chromatogramu, pfitomnost kvetiapinu Ize tedy potvrdit v relativné

kratkém Case (Obr. 14). Pfi této alternativni analyze je nutné zvysit potencial na +1000 mV.

50



10 nA
C_

0 5 10 15
t.[min]

Obrazek 14: Zaznam separace kvetiapinu (1), olanzapinu (2) a klozapinu (3); mobilni faze:
50 mM-K2HPO4 (pH 7.5):ACN (54:6, v:v), E = +1000 mV (vs. Ag/AgCl).

3. 3. 4. 2 Kalibrace

Jako matrice pro kalibraci vSech ATP bylo pouzito kontrolni BSC sérum. Kalibra¢ni kiivky
jsou zaloZeny na hodnotach poméru ploch piku konkrétniho analytu a vnitiniho standardu
(Obr. 15).

Limity detekce (LOD) analyti se pohybovaly v fadu jednotek nanomold, limity
kvantifikace (LOQ) tadové v jednotkach az desitkaich nanomolt. Odezva mikrotuhy
na zvysujici se koncentrace analytii byla linedrni v rozsahu LOQ — 500 nmol-I* u vSech
testovanych ATP. Navratnost stanoveni se pohybovala v rozsahu 93,4 — 114,2 %. Ptesné
LOD, LOQ jednotlivych ATP, pfislusné regresni rovnice, koeficient determinace
a vypocitana navratnost analyz jsou uvedeny v Tab. 4. Zjisténé LOD a LOQ koresponduji
s hodnotami koncentraci, ve kterych se vybrana ATP bé&zné vyskytuji v krevni plasmé.
Kalibra¢ni parametry olanzapinu a promethazinu byly dale pouZity pro urceni koncentrace

téchto ATP v realnych vzorcich.
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Obrazek 15: Kalibraéni kiivky jednotlivych ATP: A) olanzapin; B) klozapin; C) perferazin;

D) flufenazin; E) promethazin; F) levomepromazin; G) chlorpromazin; H) thioridazin
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Tabulka 4: Kalibra¢ni parametry jednotlivych ATP pro vyvinutou metodu HPLC-ED

Analyt LOD [nmol-I'] LOQ [nmol‘IY]  LDR [nmol-|] Kalibraéni rovnice R? Navratnost™ [%0]
Olanzapin 1,0 3,4 LOQ - 500 y =0,007x — 0,013 0,9964 102,3+0,35
Klozapin 11 3,6 LOQ —-500 y =0,0059x + 0,0747 0,9983 97,9+0,47
Perferazin 3,5 11,2 LOQ - 500 y =0,000x — 0,1382 0,9926 1115+1,22
Flufenazin 4,6 20,6 LOQ —-500 y = 0,0069x — 0,1794 0,9941 112,1+1,03
Promazin (IS) 1,6 5,4 LOQ —500

Promethazin 3,9 13,1 LOQ —-500 y =0,0071x + 0,1674 0,9981 88,8 +0,17
Levopromethazin 6,4 21,2 LOQ - 500 y =0,0053x — 0,047 0,9966 93,4+ 0,55
Chlorpromazin 7,9 26,2 LOQ - 500 y =0,0052x — 0,0191 0,9911 97,5+0,78
Thioridazin 5,9 19,6 LOQ —-500 y =0,0037x — 0,0579 0,9901 1142+ 1,12

n = 4; *koncentraéni hladina 250 nmol-I™.
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3. 3. 4. 3 Stabilita odezvy elektrody

Stabilita odezvy znacCi chemickou odolnost povrchu elektrody a je jeji dilezitou
charakteristikou. Ztrata signalu v pribéhu casu znamena, Ze povrch podléha zménam
v podob¢ bud'to piimé oxidace povrchu, nebo tvorby tenkého filmu oxida¢nich produkti
na povrchu elektrody.

Stabilita odezvy byla testovana v ramci jednoho dne iV ramci né€kolika po sobé
jdoucich dni pomoci standardi o koncentraci 100 a 200 nmol-1%. V obou &asovych
rozmezich povrch elektrody vykazal vybornou stabilitu na obou koncentra¢nich hladinach.
Z namétenych odezev standardil byly spocitany relativni smérodatné odchylky (RSD), které
jsou uvedeny v Tab. 5. Dle vysledku k pfilisSnému zanaSeni povrchu elektrody nedochazi.
Nevyznamné zanaseni povrchu mize byt zptisobeno nizkou koncentraci latek v roztoku,
velmi kratkou dobou kontaktu zoény analytu a také omyvanim povrchu elektrody proudem
mobilni faze s vysokym obsahem organickych rozpoustédel.

Dale byla testovana shoda odezvy po vyméné elektrody za novy kus ze stejného
baleni. Vysledky prokazaly, ze chemické slozeni mikrotuh z jedné Sarze se neméni. Vypocty
z opakovanych méfeni (n=5) ukazaly, ze RSD stanoveni naruznych mikrotuhach

ze stejného baleni je o = 3,86 % na koncentra¢ni hlading 250 nmol-I™.

Tabulka 5: Relativni smérodatné odchylky (RSD) odezev pro jednotlivé analyty

pfi opakovaném nastfiku standardt

RSD v ramci jednoho dne [%] RSD v ramci nékolika dni [%]

Analyt
100 nmol-1* 250 nmol-1* 100 nmol-1! 250 nmol-1!

Olanzapin 1,62 1,59 0,89 0,78
Klozapin 1,30 1,27 0,57 0,55
Perferazin 1,78 1,42 1,78 1,53
Flufenazin 0,25 0,27 0,51 0,38
Promethazin 0,63 0,48 1,54 1,38
Levomepromazin 1,01 0,89 2,01 1,97
Chlorpromazin 0,11 0,13 3,03 2,68
Thioridazin 2,01 1,62 1,88 1,77
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3. 3. 4. 4 Stanoveni realnych vzorku

Po optimalizaci podminek meéteni, ureni kalibracnich parametrii a dalSich charakteristik
mikrotuhy AinStein 0,2 B byla metoda pouzita pro identifikaci a ur¢eni koncentrace ATP
v realnych vzorcich krevni plasmy pacientti ziskanych z Ustavu soudniho 1ékafstvi
a medicinského prava Fakultni nemocnice Olomouc.

Vzorek 1 byla krevni plasma mladého muze uzivajiciho mimo jiné 1éky i olanzapin.
Krev byla subjektu odebrana po pokusu o sebevrazdu piedavkovanim, Ize tedy predpokladat
ptitomnost olanzapinu v Krvi. Vzorek 2 byla krevni plasma starsi Zeny, ktera byla po delsi
dobu léCena promethazinem, Uniz vlivem dlouhodobé nizkého piijmu tekutin doslo
ke zvySeni koncentrace Gi¢inné latky v Krvi.

Identifikace obou ATP byla potvrzena ptidavkem standardu piislusného 1é¢iva
ke vzorku, coz vedlo k nartistu pikll. Koncentrace 1é¢iv ve vzorcich byla stanovena metodou
vnitiniho standardu a vypocitané hodnoty byly srovnany se standardné pouzivanou LC-MS
metodou pro stanoveni 1é¢iv v praxi. Chromatogram obou stanoveni je mozné vidét
na Obr. 16.

Koncentrace olanzapinu ve vzorkul byla vyvinutou metodou stanovena
na 717,6 nmol-1?, koncentrace promethazinu ve vzorku 2 na 1752 nmol-1t. Vysledky
ziskané pomoci nové vyvinuté LC-ED metody jsou srovnatelné s vysledky bézné pouzZivané
LC-MS metody. Navratnost LC-ED metody vic¢i LC-MS byly 101,9 + 0,14 % v piipadé
olanzapinu a 88,9 + 0,11 % v piipadé promethazinu (Tab. 6).

Uvedené experimenty prokazaly, ze mikrotuha je vhodnym materidlem pro detekci
pii stanoveni elektrochemicky aktivnich latek, zejména ATP, ve vzorcich z klinické praxe.
Na mikrotuze je mozné dosdhnout vyhovujicich LOD pro klinickou praxi. Stanoveni
Vv realnych vzorcich je mozné provadét bez piilisné upravy vzorku (bez potieby extrakce

¢1 jiné prekoncentra¢ni metody).
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Obrazek 16: Chromatogramy realnych vzorki. Vzorek 1: olanzapin; vzorek 2: promethazin.
MF: K2HPO4 (50 mmol-I?, pH 7,5):MeOH:ACN, 47:7:46 (viviv); E=+900mV
vs. Ag/AgCI.

Tabulka 6: Vypocitané hodnoty koncentrace danych ATP v realnych vzorcich

Vzorek Koncentrace z HPLC-EC  Koncentrace z LC-MS  Navratnost
[nmol-17] [nmol-17] [90]

Plasma 1 717,6 £3,0 704,2 101,9+0,14

Plasma 2 1752 £ 2,98 1970 88,9+0,11

Vyhodami mikrotuhy jako elektrody je nizkd cena, snadnd dostupnost a snadna
vymeéna pracovni elektrody v pfipadé zaneSené povrchu (napt. velké mnoZzstvi analyz
redlnych vzorki obsahujici vysoké mnozstvi proteinil). Velkou vyhodou je métfeni v malych
objemech vzorku a snadné zapojeni k HPLC systému. Pii analyze dochéazi k minimalni
spotifebé organickych rozpoustédel. Mikrotuha sama je prakticky pfirodnim materidlem,

neni nutna jeji slozita likvidace.
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4 Zavér

Cilem diplomové prace bylo aplikovat mikrotuhu jako pracovni elektrodu do HPLC systému
ajeji elektrodové vlastnosti demonstrovat pomoci modelové smési 9 ATP. Mikrotuha
AinStein 0,2 B byla tspésné vyuzita pro stanoveni ATP ve dvou realnych vzorcich
Z klinické praxe.

Nejprve bylo pomoci CV srovnano elektrochemické chovani mikrotuhy
AinStein 0,2 B a Tombow 0,5 HB, kterd vtomto srovnani slouzila jako velkoplo$na
elektroda. Také bylo srovnano chovani jednotlivych ATP na obou téchto elektrodach. Bylo
testovano, zda ma na velikost proudové odezvy majoritni vliv prifez elektrody ¢i jeji
lateralni povrch, vyrazné vétsi vliv jednoho z prispévkl vSak nebyl prokdzan.

Provedené experimenty ukazaly, ze mikrotuha AinStein 0,2 B vykazuje dobrou
elektrochemickou aktivitu bez jakékoliv Gpravy povrchu. O vhodnosti mikrotuhy jako
pracovni elektrody svéd¢i dosazené LOD a LOQ, které jsou u vSech ATP v fadu jednotek
az desitek nmol 1", a jsou tedy vice nez dostacujici pro stanoveni ATP v redlnych vzorcich,
kde se ATP vyskytuji ve zna¢né vysSich koncentracich. Mikrotuha vykazala dostatecnou
stabilitu odezvy v ramci jednoho i n¢kolika dni, reprodukovatelnou odezvu poskytla také
po vyméné elektrody zanovy kus. MoZnost pouziti mikrotuhy v klinické praxi byla
demonstrovana na dvou pfipadech intoxikace. V obou ptipadech bylo dosazeno dobré shody

s vysledky ziskanymi pomoci bézné pouzivané metody LC-MS.
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5 Seznam pouzitych zkratek

ABS acetatovy pufr
ABSA kyselina poly(p-aminobenzensulfonova)
ACN acetonitril

AdS-DPV adsorp¢ni rozpoustéci diferencné pulzni voltametrie

AdSV adsorp¢ni rozpoustéci volametrie

ATP antipsychotika

ATS-DPV  adsorp¢ni pienosova rozpoustéci diferenéné pulzni voltametrie
AUNDs zlaté nanotecky

AuUNPs zlaté nanocastice

AuNRs zlaté nanotrubicky

B-R Britton-Robinsontv pufr

BDDE borem dopovana diamantova elektroda

CB Cibacron Blue F3G

CuNPs médeéné nanocastice

Ccv cyklicka voltametrie

DNA deoxyribonukleova kyselina

DPCSV diferencné pulzni katodicka rozpoustéci voltametrie
DPV diferen¢né pulzni voltametrie

EIS elektrochemicka impedanc¢ni spektroskopie
FIA pratokova injekéni analyza

GCE elektroda ze skelného uhliku

GKNPs nanocastice glycerolkinazy

GluOx glukézaoxidaza

GPE tuha (,,graphite pencil electrode®)
GPONPs nanocastice glycerol-3-fosfatoxidazy
Gr-Bi nanokompozit grafenu a bismutu

HbNPs hemoglobinové nanocastice

HCF hexakyanozeleznatan

HGNPs duté zlaté nanocastice

HPLC-ED  vysokoucinnd kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci
HPLC-UV  vysokoucinna kapalinova chromatografie s ultrafialovou detekci

HRP kienova peroxidaza
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HSV vir herpes simplex

CHIT chitosan

IL iontova kapalina

LC-ED kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci
LC-MS kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

LOD limit detekce

LOQ limit kvantifikace

LSV linearni ,,sweep* voltametrie

MDB Meldola Blue

MeOH methanol

MIP molekularné vtistény polymer

MWCNTs  vicesténné uhlikové nanotrubic¢ky

Nc neokuproin

ND nanotecky

Ni nafion

NK nukleové kyseliny

p-XO polyxylenova oranz

PANI polyanilin

PBS fosfatovy pufr

PP polypyrol

PVF poly(vinylferrocenium)

rGO redukovany grafen

RNA ribonukleova kyselina

RSD relativni smérodatna odchylka
S:N pomér signalu ku Sumu

SEP sepiolit

SPE sitotiskem pfipravené elektrody

SW-ASV square wave anodické rozpoustéci voltametrie
SW-CSV square wave katodické rozpoustéci voltametrie
SWNCTs jednosténné uhlikové nanotrubicky

SWV sgarewave voltametrie

TyB trypanova modf
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