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Abstrakt

Prvnim cilem této prace bylo pfipraveni médi modifikované elektrody z uhlikové plsti tak,
aby ji bylo mozné detekovat aminokyseliny, které jsou na béznych elektrodach
elektrochemicky neaktivni. Jako modelovy vzorek slouzil roztok fenylalaninu
o koncentraci 1,0 mmol dm™.

Elektroda modifikovand pomoci elektrochemického nanaseni médi ze smésného roztoku
siranu  médnatého a siranu sodného poskytovala velmi nizké odezvy, které
v pribéhu prvnich méteni klesly, ziejmé kvili nedostatecnému mnozstvi nanesené medi.
Proto byly dals$i experimenty provadény s pouzitim mikroc¢astic médi jako modifikétoru.
Mikro¢astice aktivované pomoci kyseliny dusi¢né o koncentraci 80 mmol dm™ byly
nanaSeny na plst pomoci michdni plsti v suspenzi mikrocastic médi a kapanim této
suspenze na riizné strany plsti — na stranu u kapilary (proximadlni), u kontaktu s mérnou
nadobkou (distalni) a mezi dvé poloviny uhlikové plsti (sandwichové). Jako nejvhodné;si
se z hlediska stability a velikosti signalu jevily elektrody modifikované v distalnim
a sandwichovém uspotfadéani. V posledni fazi byla proto na téchto elektrodach zmétena
kalibra¢ni zavislost pro fenylalanin v rozsahu 0,025 mmol dm™ az 1,0 mmol dm?.
Pro ovéteni funkénosti a pouzitelnosti elektrod byl pro analyzu redlného vzorku vyuzit
dopln¢k stravy s obsahem lysinu, kdy koncentrace této aminokyseliny byla stanovovana

metodou standardniho ptidavku.

Sekundarnim cilem této prace bylo zmensSeni elektrochemické cely pro prutokové metody,
v tomto piipadé HPLC, za pouziti 3D tisku. Do vytisténé cely byla umisténa pracovni
elektroda z uhlikové plsti, referencni argentchloridova a pomocnd platinova elektroda.
Pouzitelnost této cely byla ovéfena na syntetickych antioxidantech propylgallatu,
butylhydroxyanisolu, terc-butylhydrochinonu a butylhydroxytoluenu,
u kterych je znamé elektrochemické chovani ve sklenéné cele.

Antioxidanty bylo nutné nejdiive z jejich smési separovat pomoci HPLC na koloné
Lichrospher® RP-18 (125 x 4 mm, 5 um) a gradientové eluce mobilni faze, kdy béhem
osmi minut byl obsahu methanolu zvySovan z 55 % na 95 % a nasledné byl tento obsah
2 minuty udrzovdn, zbyly objem tvofil acetatovo-fosfatovy pufr o koncentraci
50 mmol dm™ a pH = 4,5.

Pti porovnani ziskanych hydrodynamickych voltamograma nebyly patrné vyrazné rozdily

mezi sklenénou a tisténou celou. Vyznamné zmény byly nalezeny pii porovnani vlivu typu
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cely na rozSifeni piku, kdy na tisténé cele bylo dosazeno téméf Zzadného vlivu
na roz$iteni oproti cele sklenéné, kde dochéazelo ke zmén¢ pikii az o 60 %.

Dalsim benefitem tiSténé cely bylo vymizeni nepravidelnosti zakladni linie v podobé
neznamého piku, snizeni Sumu zakladni linie a zaroven témét k vymizeni jejiho driftu coz

vedlo ke snizeni limitu detekce BHT z pivodnich 15,4 pmol dm™ na 5,97 umol dm™.



Abstract

The first aim of this work was to develop copper modified carbon felt electrode
for detection of amino acids, which are not electrochemically active on ordinary carbon
electrodes. Phenylalanine solution at a concentration 1.0 mmoldm™ was chosen
as the testing solution.

Electrode modified with electrochemical deposition of copper from mixture
of copper(Il) sulphate and sodium sulphate provided very low responses which were
decreasing during first measurements, apparently because of insufficient amount of copper.
Therefore, further experiments were performed using copper microparticles as a modifier.
Copper  microparticles  activated in  nitric acid at a  concentration
80 mmol dm™ were applied at carbon felt by several techniques and in different parts
of the felt, i.e. by stirring the felt in microparticles suspension, by dripping
of the suspension to the part of the felt in contact with capillary (proximal), between two
parts of the carbon felt (sandwich) and at a part of the carbon felt in contact
with electrolyte in a measuring cell (distal). Electrodes modified in the distal
and in the sandwich arrangement were chosen as the best ones. In the last part, calibration
dependences for phenylalanine in concentration range from 0.025 mmol dm™
to 1.0 mmol dm™ were measured on the last two electrodes. Since a real sample
of phenylalanine wasn't found, a food supplement containing lysine was used
for a verification of functionality and usability of the electrodes. Concentration of lysine

in the drug was determined by standard addition method.

Secondary aim of this work was to miniaturize electrochemical cell for flow methods,
in this case HPLC, with usage of 3D printing. Into printed cell working carbon felt
electrode, auxiliary platinum electrode and reference silver chloride electrode were placed.
Usability of this cell was tested on synthetic antioxidants, namely propylgallate,
butylhydroxyanisole, tert-butylhydroquinone and  butylhydroxytoluene, because
electrochemical behaviour of these analytes is known in glass overflow cell.

Before electrochemical detection was necessary to separate these analytes by HPLC
separation on column Lichrospher® RP-18 (125 x4 mm, 5 pum) and gradient elution
of mobile phase consisted of increasing methanol content from 55 % to 95 %
for 8 minutes, subsequently was this content of methanol held for 2 minutes. Rest

of mobile phase was formed by acetate-phosphate buffer at concentration 50 mmol dm™
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and pH =4.5.

When comparing obtained hydrodynamic voltammograms, there were no significant
differences between glass and printed cell. Significant changes were found when
comparing the influence of the cell type to the wide of the peak, with almost no effect
on the extension compared to the glass cell, where peaks were changed almost by 60%.
Another benefit of the printed cell was the disappearance of the baseline irregularity
in the form of an unknown peak, the reduction of noise, and almost the disappearance
of drift of the baseline, which led to a reduction of detection limit for BHT

from 15.4 umol dm™ to 5.97 umol dm™.



Seznam pouzitych zkratek a symbolu

Phe — Fenylalanin

CF — Uhlikova plst

CPE — Uhlikové pastova elektroda

HPLC — Vysokoucinna kapalinova chromatografie

FIA — priitokova injek¢ni analyza

PEEK — polyetheretherketon

LOD — limit detekce (limit of detection)

LOQ — limit stanovitelnosti (limit of quantification)

BHA — butylhydroxyanisol

BHT — butylhydroxytoluen

tBHQ — terciarni butylhydrochinon

PG — propylgallat

p.a. — pro analyzu

PpH — zaporny dekadicky logaritmus vodikového exponentu

E — potencial

I —proud

cred(out) — koncentrace redukované formy latky na vystupu z detektoru
cred(in) — koncentrace redukované formy latky na vstupu do detektoru
cox(in) — koncentrace oxidované formy latky na vstupu do detektoru
cox(out) — koncentrace oxidované formy latky na vystupu z detektoru
R — stupen pfemény analytu

Liim — celkovy limitni proud

ilim — lokalni limitni proud

n — pocet vyméenovanych elektront

F — Faradayova konstanta

Ov — Objemovy prutok

U — Linearni pritok

v — Objemovy prutok

A — Plocha prutezu elektrody

L — celkova délka elektrody

s —mérna plocha elektrody

a — vnitini plocha elektrody



mox — koeficient ptevodu hmoty
x — vzdalenost mista od vstupu do elektrody
b — sitka obdélnikového kanélu v detektoru

o. (alfa) — koeficient proudéni
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1 Uvod
1.1 Cile prace

Hlavnim cilem této prace bylo modifikovani povrchu elektrody z uhlikové plsti pomoci
medi at’ uz ve formé kovového povlaku vyluCovaného za konstantniho potencidlu nebo
komer¢né dostupnych mikrocastic nanaSenych na razné casti plsti, aby bylo mozné
na takové elektrodé¢ detekovat i ty aminokyseliny, které jsou na béznych uhlikovych
elektrodach elektrochemicky neaktivni, vtomto piipadé konkrétné¢ fenylalanin.
Samoziejmosti bylo ovéfeni funkcnosti médi modifikované elektrody na kalibra¢nich

zavislostech a analyze redlné¢ho vzorku.

Sekundéarnim cilem bylo vytvofeni takové konstrukce detektoru, ktera bude co mozna
nejvice uzivatelsky piivétiva a zaroven bude mit maly vnitfni objem. Nejslibnéjsi metodou
pro tento krok bylo, vzhledem k operativnosti uprav, vytisténi cely pomoci 3D tiskarny.
Chovani takto upraveného systému bylo porovnadvano pomoci Ctyf syntetickych
antioxidantd — butylhydroxyanisolu, butylhydroxytoluenu, terciarniho butylhyrochinonu
a propylgalatu, u kterych je jiz znamé elektrochemické chovani v komercni velkoobjemové

prepadové cele.
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2 Teoreticka cast

2.1 Aminokyseliny

Stanoveni aminokyselin hraje dilezitou tilohu téméf ve vSech odvétvich lidské ¢innosti,
jelikoz se vyskytuji ve vSech zivych organismech, kde se ucastni riiznych biochemickych
procesi od genové exprese pies homeostazi az po procesy spojené s onemocnénimi
a imunitou [1]. Z tohoto divodu se stanoveni aminokyselin stava diilezitou soucasti
chemickych analyz v potravinafstvi, mediciné a biotechnologii.

Ze strukturniho hlediska jsou aminokyseliny latky, které ve své struktuie obsahuji
amino- a karboxylovou skupinu. V zavislosti na pH roztoku a disociacnich konstantach
téchto skupin jsou pak protonizovdny, resp. deprotonizovdny. Celkem existuje
20 zakladnich proteinogennich aminokyselin. S vyjimkou glycinu maji vSechny
aminokyseliny asymetricky uhlik a na ném navazany postranni fetézec, ktery velmi
ovliviiyje jejich chemické, biochemické a fyzikdlni vlastnosti. Z tohoto hlediska lze tedy
aminokyseliny rozdélit na 5 zdkladnich skupin. Nepolarni s alifatickym fetézcem, kam
patii glycin, alanin, prolin, valin, leucin a isoleucin; polarni s nenabitym postrannim
fetézcem, mezi které se fadi serin, threonin, cystein, asparagin a glutamin; aminokyseliny
s pozitivné nabitym postrannim fetézcem, kam spadd lysin, histidin a arginin,
a aminokyseliny s negativné nabitym postrannim fetézcem, kde se nachazi aspartat
a glutamat. Posledni skupinou jsou aminokyseliny s aromatickym fetézcem, kde miZeme

nalézt fenylalanin, tyrosin a tryptofan [2].

COOH COOH
H—Ell—NHE H—Ell—NHE

Lok
i ?HE
9 ik
CH-
NH,

a) b)

Obr. 2.1.1.: Strukturni vzorec fenylalaninu (a) a lysinu (b)
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Pro ucely této prace byly jako modelové aminokyseliny vybrany fenylalanin a lysin
jejichz struktura je zobrazena na obr. 2.1.1. a zékladni chemické a fyzikalni parametry jsou
shrnuty v tabulce 2.1.1.

Jak jiz bylo fecCeno, fenylalanin patii mezi aminokyseliny s aromatickym postrannim
fetézcem. Z tohoto divodu je mozné jej zaradit také mezi nepolarni aminokyseliny.
Je vyuzivan jako prekurzor pro syntézu tyrosinu a jinych latek obsahujicich aromaticky
kruh, jako je napi. dopamin, epinefrin nebo melanin. Priimyslové se fenylalanin vyrabi
mikrobiologickou cestou za pomoci bakterii Escherichia coli. V ptirodé se bézné vyskytuje
vmléce savciu. Jeho prebytek v organismu, zplUsobeny nedostatkem enzymu
fenylalaninhydroxyldzy, ktery za normdlnich podminek katalyzuje pfeménu fenylalaninu
na tyrosin, se oznacuje jako fenylketonurie. Z tohoto ditvodu se u novorozencti provadi test
pravé na hladinu fenylalaninu, jelikoZ nezachyceni této nemoci miize vést k poskozeni
mozkové tkané. Dale je také tato aminokyselina vyuzivana v potravinafstvi k ptipraveé
umélych sladidel znamych pod nazvem Aspartam (dipeptid L-fenylalaninu a L-asparagové
kyseliny). [3]

Druhym analytem byl lysin, ktery se fadi mezi bazické aminokyseliny Tuto
aminokyselinu si lidské télo neumi syntetizovat, proto musi byt pfijiméana v potravé. Mezi
organismy, které si tuto aminokyselinu umi syntetizovat samy patii bakterie, houby,
nekterd protista a rostliny. U téchto organisml byly objeveny dvé cesty pro jeho syntézu,
tzv. oa-aminoadipatova a diaminopimelatova, které vychazeji z L-aspartatu, respektive
a-ketoglutaratu. V lidském téle hraje lysin nékolik dulezitych roli, ze kterych Ize jmenovat
proteinogenezi, zesitovani kolagenu a vznik karnitinu, ktery hraje klicovou roli
v metabolismu mastnych kyselin. Z téchto divodii mize nedostatek lysinu vést napf.
k porucham vzniku pojivovych tkani nebo anémii. Na druhé strané piebytek této
aminokyseliny, nejcastéji zplisobeny jejim nedostatecnym katabolismem, miize vést

k neurologickym problémim. [4]

Tabulka 2.1.1.: Chemické a fyzikalni parametry fenylalaninu a lysinu

pKi pK> pKRr
Rozpustnost v
M; (COOH) (NH3") (NH3")
_ _ . 1000 g vody (20 °C)
cit. [2] cit. [2] cit. [2]
Lysin 146,19 2,18 8,95 10,53 10° g cit [5]
Fenylalanin 165,19 1,83 9,13 - 13,07 g cit. [6]
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2.2 Detekce aminokyselin

V soucasné dobé se pro detekci a stanoveni aminokyselin elektrochemické metody
na uhlikovych elektrodach pouzivaji pomérné ziidka, jelikoz vétSina aminokyselin neni
na tomto materidlu elektrochemicky aktivni, protoze nemaji ve své struktufe
redukovatelnou, pfipadné oxidovatelnou skupinu, a je tedy nutné néjakym zpiisobem
derivatizovat bud’ analyt nebo elektrodu. Proto se vétSinou vyuzivaji metody jako je UV
nebo fluorescencni spektrometrickd detekce, vodivostni detekce, méteni indexu lomu, ELS
detekce nebo hmotnostni spektrometrie, kde neni potieba provadét derivatizace
aminokyselin a tim se snizi i moznost vneseni chyby [7]. Principy vybranych detekci jsou

podrobnéji rozebrany dale.

2.2.1 Princip detekce aminokyselin neelektrochemickymi metodami

2211 Detekce pomoci komplext s kovy

M¢éd a prechodné kovy obecné jsou ve své iontové formé, diky ¢astecné zaplnénému
d-orbitalu, schopné tvofit s aminokyselinami donor-akceptorové vazby. Tato vlastnost
je klicova zejména v riznych biologickych procesech [8], ale 1ze ji vyuZzit také pro detekci
aminokyselin, jelikoz tyto komplexy absorbuji ve viditelné oblasti spektra v rozsahu
230-250 nm. Vyhodou této metody je uplné vynechdni Casov€é narocné derivatizace
analyti a diky rychlosti reakce vzniku komplexi lze tuto techniku zafadit napf.
za separaCni krok a provést tak online detekci. Takovy postup jiZ byl ovéten pro detekci
alaninu, valinu, leucinu [9] a také vSech 20 proteinogennich aminokyselin [10] v HPLC

s postkolonovou derivatizaci.

221.2 Detekce aminokyselin ninhydrinovou reakci

Principem detekce je probéhnuti reakce mezi ninhydrinem a aminokyselinou, ktera dava
fialové zbarveny produkt. Nevyhodou této detekce je velkd Skala analytl, kterd
s ninhydrinem reaguje. Jako piiklad lze uvést primdrni aminy, sekundarni aminy,
aminoalkoholy, iminokyseliny nebo amoniak [11].

Ninhydrin z a-aminokyseliny, kterd zde slouZi pro ilustraci mechanismu reakce,
odebere dva vodikové atomy za vzniku a-iminokyseliny a redukované formy ninhydrinu.
Tento produkt podléha nasledné hydrolyze a vznikd a-ketokyselina a molekula amoniaku.
Vznikla a-ketokyselina poté podléha dekarboxylaci za vzniku aldehydu a oxidu uhli¢itého.

Redukovana forma ninhydrinu nasledné reaguje suvolnénou molekulou amoniaku a
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druhou molekulou ninhydrinu za kone¢ného vzniku fialové zbarvené slouceniny [12]. Cely

proces je schematicky znazornén na obr. 2.2.1.

O @) R
Ninhydrin i aminokyselina
O
@OH NH, + RCHO + COp
N + 3
H
(@]

Redukovana forma ninhydrinu

o o o Q
OH
o o O O

Fialové zbarveny produkt
Obr. 2.2.1: Schematické znazornéni reakce aminokyseliny a ninhydrinu. Prevzato

a upraveno z cit. [12]

2.2.2 Princip detekce aminokyselin elektrochemickymi metodami

Elektrochemicka detekce je oproti ostatnim jmenovanym méné instrumentacné naro¢na
a vysoce selektivni. Dal§imi elektrochemickymi metodami pro detekci aminokyselin, které
lze vyuzit, jsou rizné voltametrické, potenciometrické techniky nebo elektroimpedanc¢ni
spektroskopie (EIS) [13].

Pro detekci aminokyselin elektrochemickymi technikami se nejcastéji vyuzivaji kovové
elektrody, které jsou Casto finanéné narocné, jelikoz se jednd o kovy jako je platina [14],
zlato [15] nebo stiibro [16]. Z finan¢né ptiznivejSich materialt pak 1ze vyuzit méd’, kobalt
nebo nikl [16-18]. Také Ize vyuzit rizné slitiny téchto kovii — nikl s titanem [19], méd’
s manganem [20] nebo méd sniklem [7]. Nevyhodou vSech pracovnich elektrod
zhotovenych z téchto materidli je zména jejich geometrie v pribéhu méfeni jelikoz
dochazi k oxidacim povrchu, a s tim souvisejici zménou velikosti odezvy [21]. Reenim
problému se zménami geometrie elektrody je naneseni tenké vrstvy kovu na uhlikové
materialy jako je skelny uhlik (GC) [22], uhlikové nanotrubicky [23], uhlikova pasta [17]

nebo, v pfipadé€ této prace, uhlikova plst. Takovato uprava omezi zoxidovani jen na tenkou
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nanesenou vrstvu, Casto o tloustce nckolika desetin az jednotek mikrometri a tim se
prakticky odstrani problémy se zménami geometrie pracovni elektrody.

Reakce aminokyselin na povrchu elektrod se odviji od materidlu elektrod, ze které¢ho
je zhotovena a také od potencidlu na ni vlozeném. V principu je moznych nékolik
mechanismu, které¢ elektrochemickou detekci aminokyselin umoziuji. Jednim znich
je adsorpce aminokyseliny na povrch elektrody a nasledna pieména jejiho postranniho
fetézce. Tento zpusob detekce je mozny jen u tyrosinu, tryptofanu a cysteinu. Tato
adsorpce probiha nejcastéji pomoci karbonylové skupiny. Pfeména postranniho fetézce pak
probihda vétSinou za poskytnuti dvou elektronli, coz lze znazornit na mechanismech
elektrochemickych oxidaci tyrosinu (obr. 2.2.2.1A) a tryptofanu (obr. 2.2.2.1B) nebo

cysteinu, ktery elektrochemickou pfeménou ptechédzi na cystin (obr. 2.2.2.2) [24, 25].

0 0
A /g/\‘)LGH 267, -2H* MCHS
HO 2 o NH;
0 0
B = ) OH -2, 20 NG CH,
HH MH; == NH

2

Obr. 2.2.2.1.: Schéma elektrochemické oxidace tyrosinu (4) a tryptofanu (B). Prevzato

a upraveno z ref. [24].

0 0 o
J\ De OH J J\
HS OH HO 5—5 OH
HyN NH, Hy N

Obr. 1.2.2.2.: Schéma elektrochemické premeny cysteinu na cystin. Prevzato a upraveno

z ref. [25].

Druhou moZznosti je komplexaéni reakce aminokyseliny s kovem na povrchu elektrody
[13, 18]. Tato reakce miize probihat az do druhého stupné, ale elektrochemicky vyuzitelna
je pouze reakce do stupné prvniho, kde nasledné¢ dochdzi k redukci médnatych iontt

na méd’né, jak je vidét na obr. 2.2.2.3.
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Obr. 2.2.2.2: Schéma komplexacniho mechanismu do prvniho (A) a do druhého stupné (B)
aminokyseliny na povrchu uhlikové sitotiskové elektrody modifikované médi. Prevzato

a upraveno z ref. [26].

V prvnim kroku jsou na povrchu elektrody z kovové médi elektrochemicky generovany
médnaté ionty, které podléhaji komplexacni reakci v bazickém prostiedi s jednou
molekulou aniontu aminokyseliny. Dale vznik4, za pfenosu zaporného naboje mezi
karboxylovym kyslikem aminokyseliny a méd’natym iontem, kovalentni vazba a zaroven je
médnaty ion redukovan na médny. Vznikly médny ion je nakonec elektrochemicky
regenerovan na méd’'naty, dojde k uvolnéni aminokyseliny a cely proces detekce se opakuje
(obr. 2.2.2.3A). V pfipadé, Ze koncentrace aminokyseliny ve vzorku je vyS§i neZ
koncentrace médi na povrchu elektrody, dochazi ke komplexaci druhé aminokyseliny do
komplexu [CuA]" za vzniku komplexu [CuAz] (obr. 2.2.2.3B). V tomto pfipadé jiz

nedochazi k elektrochemické redukci médi aminokyselinou a ta tedy neni detekovana [26].
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Obdobné¢ jako v ptedchozim ptipade€ je popsan vznik komplexu tryptofanu s ionty kovu
v roztoku. Nevyhodou tohoto zptisobu jsou odliSnosti v reaktivité v kyselém a v zasaditém
prostiedi. Principem detekce napiiklad tryptofanu pomoci ionti médi v kyselém prostiedi
je vznik komplexu jednomocné médi s tryptofanem dle rovnice (1), ktery se v roztoku
vyskytuje ve form& [CuTrp]’. Tento komplex samovolné pfechazi podle rovnice (2) na
komplex tryptofanu s dvojmocnou médi. Nakonec dojde k neptimé detekci aminokyseliny
diky elektrochemické redukci dvojmocné médi na jeji kovovou formu, viz rovnice (3)

[27].

Cu* + Trp — [CuTrp]* (1)
2 [CuTrp]" — Cu + [CuTrpz]* ()
[CuTrp2]** +2 e~ — Cu’+2 Trp (3)

V bazickém prostfedi je principem detekce oxidace tryptofanu dle rovnice (4), které

ptedchézi vznik komplexu CuTrpz.
CuTrp2+2 e~ — Cu’+2 Trp- 4)

Tretim moznym principem detekce aminokyseliny pomoci iontl kovi je urychleni
tvorby méd’natych iontd na povrchu elektrody v ptipadé, Ze dojde k zakomplexovani jiz
vytvofenych méd’natych iontll s aminokyselinou, tak, aby byla stale udrzovana rovnovaha
mezi atomarni a iontovou formou kovu [28].

V posledni varianté mlZe reagovat kov vdzany v organické slouceniné [29]. Takovym
pfipadem je naptiklad vyuziti heminu, v jehoz struktufe se nachazi ion zeleza, ktery lze
vyuzit jako redoxni mediator. V pfipad¢, ze se k povrchu takto modifikované elektrody
pfiblizi aminokyselina, dojde k redukci trojmocného iontu Zeleza na jeho dvojmocnou

formu a zaroven k oxidaci aminokyseliny, v tomto piipadé tryptofanu (obr. 2.2.2.4).

o] 8]
) LCIH -2e, -2HY o I\OH
cle (Hemin), + | —  —GC (Heminy,
MH,, L MHy
M h
H

Obr. 2.2.2.4: Mechanismus detekce tryptofanu na heminem modifikované uhlikové

elektrodeé. Prevzato a upraveno z ref. [29].
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2.3 Modifikace uhlikovych elektrod

Aby bylo mozné elektrochemicky detekovat i ty aminokyseliny, které nejsou
elektrochemicky aktivni nebo je za potiebi pro jejich detekci velmi vysokych nebo naopak
nizkych potencidli (napt. fenylalanin), je nutné upravit povrch elektrody tak, aby se
umoznila vyména elektroni mezi modifikdtorem nanesenym na pivodnim materidlu
elektrody a analytem a aby tuto vyménu bylo mozno pozorovat a kvalitativné
a kvantitativné ji vyuzit. Nejjednodussi metodou, jak elektrody upravit, je naneseni Castic
kovli pfimo na jejich povrch klasickymi galvanostatickymi nebo potenciostatickymi
metodami z roztokli téchto kovi. Tyto metody byly pouzity k modifikovani elektrod
ze skelného uhliku, na které byly, po vylesténi elektrody aluminou, pii konstantnim
potencialu -0,20 V vylu¢ovany nanogastice zlata z 2,0 x 10° mol dm™ roztoku kyseliny
chlorozlatit¢ [30]. Obdobnou modifikaci elektrody je prvotni naneseni uhlikovych
nanotrubicek na vylestény povrch elektrody ze skelného uhliku nasledované
potenciostatickym vylouCenim nanoCastic zlata zroztoku kyseliny chlorozlatité
o koncentraci 0,2 g dm™ [15]. Obé& takto piipravené elektrody byly pouzity ke stanoveni
tryptofanu. Vzhledem k pomémé finan¢ni néarocnosti piiprav elektrod modifikovanych
zlatymi nanocasticemi jsou Castymi pouzitymi kovy nikl, jehoZ nanoc¢éstice jsou na povrch
uhlikovych nanotrubicek nandseny za konstantniho potencidlu -1,5 V z roztoku sirant o
koncentraci 4,0 x 10~ mol I"! [18]. Dalsi moznosti je pouziti 0,1 mol I"! roztoku chloridu
kobaltnatého pro naneseni nanocastic oxidu kobaltnato-kobaltitého na povrch vylesténé
elektrody ze skelného uhliku oSetfené vrstvou grafénu. Tyto nanoc¢astice byly na povrch
vylu€ovany za pouziti potencidlu v rozsahu -0,8 az 1,2V [31]. Poslednim vybranym
kovem je méd’, jejiz nanocastice se vyuzivaji zejména pro modifikaci elektrod urcenych
k detekci a stanovovani sacharidii [32, 33], ale své uplatnéni naSla 1 ve spojeni
s aminokyselinami. Piikladem muze byt elektroda z uhlikového filmu potazend vrstvou
kovové meédi ziskané jeji potenciostatickou depozici pifi potencidlu -0,4 V
73,0 x 10 mol dm™ roztoku siranu médnatého v prostiedi kyseliny sirové [27] nebo
uhlikova sitotiskova elektroda s nanoklastry médi, které se pfipravuji za konstantniho
potencialu -1,0 V ze smésného roztoku siranu méd'natého a siranu sodného [23].

Dalsi moznosti je nanést nejdiive polymerni nebo kopolymerni film a nasledné¢ na n¢j
nanést kov ve form¢ nanocastic nebo oxidii. Tento zplisob umoziuje snadnéjsi kontrolu

miry povrchové Upravy a tim zvySuje reprodukovatelnost mezi jednotlivé pfipravenymi
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elektrodami. Piikladem takového postupu je vytvoreni vrstvy poly-terthiofenkarboxylové
(poly-TTCA) kyseliny na elektrodé¢ ze skelného uhliku zroztoku jejtho monomeru
za pouziti cyklické voltametrie v rozsahu 0,0 V az 1,6 V. Potfebné kovové ionty, v tomto
piipadé meédeéné, jsou naneseny z roztoku vyuzitim komplexacni reakce mezi poly-TTCA
a siranem médnatym [34]. Obdobnym zplsobem piipravy modifikované elektrody je
elektrochemické naneseni vrstvy polyanilinu na elektrodu ze skelného uhliku aplikovanim
cyklické voltametrie v rozsahu -0,1 Vaz 1,1 Vna roztok anilinu. Polymerni film je
nasledn¢ vystaven ptisobeni roztoku chloridu médnatého, ze kterého jsou do filmu
zakomplexovany méd’naté ionty a ty se poté pii konstantnim potencialu -0,3 V pievedou
na kovovou méd [35]. Dalsimi polymery, které lze vyuzit v kombinaci s kovy, jsou
napiiklad polymethylviolet’ s platinou [36] nebo polypyrrol s médi, niklem nebo kobaltem
[37].

Posledni moznosti je pouziti filmu pouze z nanesenych organickych molekul, které
slouzi jako zprostfedkovatel redoxni reakce. Tento film mulze byt tvofen naptiklad
4-aminobenzoovou kyselinou, kterd se na povrch elektrody ze skelného uhliku, po jejim
pfedchozim vylesténi a aktivovani v kyselin¢ sirové, nanaSi pomoci cyklické voltametrie
v rozpéti potenciali -1,5 V az +2,5 V [38]. Dalsi moznosti je naneseni iontové vymeénné
membrany, kterd ma za ucel zvysit selektivitu a citlivost elektrody vici analytu.
V takovém piipadé lze pouzit naptiklad Nafion®, ktery se na elektrodu ze skelného uhliku
nanese pouhym omytim v jeho roztoku a odpafenim rozpoustédla na vzduchu. Takto
ptipravena elektroda poskytuje dobrou selektivitu pro tryptofan v kyselém prostredi
s melatoninem a dopaminem [39].

V ptipad¢ uhlikovych pastovych elektrod neni potfeba provadét depozici kovu
na povrch elektrody, ale stac¢i kov, pfipadné jeho oxid, vmichat do pfipravované pasty.
Ptikladem muzZe byt pfiprava uhlikové pastové elektrody se zakomponovanymi oxidy
médi, niklu, kobaltu, olova nebo stfibra pro detekci argininu, histidinu, glycinu, lysinu,

cysteinu a cystinu v kapilarni elektroforéze [17].
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2.4 Matematicky popis prulin¢itych elektrod [28, 40]

Pro zjisténi, jak se s velikosti uhlikové plsti vyviji limitni proud, jakd je minimalni
pottebnd velikost uhlikové plsti, aby elektrochemicka detekce probihala, pokud mozno
se stoprocentni ucinnosti a zaroven jak je velikost proudu tekouciho elektrodou zavisly
na pratoku kapaliny, je potieba si tento systém popsat matematicky. Za timto ucelem
se prulinCité elektrody, kam se tadi i1 elektroda z uhlikové plsti, zjednodusSuji na systém
rovnobéznych valcovitych kanalki o stejném praméru a délce, kterymi pravé protéka

analyt, viz. Obr. 2.5.1.

2
—>{ dx !-e/ Co (%) A(em?)
3 ~ f— £
v (cm“/s) =, I 77
S —F f
Coy (i) - = T — C, (out)
( 1
; ¢ (
[Cg (in) = 0] — C (out)
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T —x \
— A \ 1
NN AN
x=0 X 1.

Obr. 2.5.1.: Schématické znazornéni uhlikové plsti pro potreby jejiho matematického
popisu. Prevzato a upraveno z ref. [40]

Pro matematické popsani tohoto systému je potteba zavést n¢kolik predpokladi, které
popis znacné zjednodusuji. Prvnim z nich je pfedpoklad, Ze elektrochemickd pfeména
analytu je fizena pouze transportem hmoty. Dal$im je ptedpoklad zanedbatelného
ohmického poklesu napéti v roztoku a v poérech elektrody. Tretim je piedpoklad pribehu
reakce za limitniho proudu a poslednim je ptedpoklad pribéhu pouze jedné reakce
na elektrod¢ [28].

Zakladni uvahou je predstava plsténé elektrody jako vélce o valcovité ploSe prurezu
s plochou A (cm?), jejiz délkou L (cm), protékd proud kapaliny objemovou rychlosti
v (cm® s1). Nami potiebny linearni prittok U (cm s™') Ize z téchto hodnot zjistit pomoci

vztahu

<
Il
N <
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Pokud budeme tedy piedpokladat, ze reakce Ox + ne” — Red na elektrodé probiha
se stoprocentni proudovou ucinnosti, bude koncentrace latky ve svém oxidované forme
na vstupu do elektrody rovna cox(in) a koncentrace v redukované formé na vystupu bude
rovna cred(out). Na zaklad¢ tohoto Ize definovat stupen piemény R jako pomér oxidované
formy na vstupu a redukované formy na vystupu

_crealout)
~ cou(in)

Jednoduchou matematickou tivahou lze vyjadrit koncentrace redukované a oxidované
formy na vystupu jako

Cred(0ut) = cox(in) - R
cox(out) = cox(in) - (1 - R)
Za opétovného vyuziti predpokladu stoprocentni proudové ucinnosti a za vzniku

celkového limitniho proudu Ziim, 1ze celkovou pfeménu latky vyjadtit pomoci

Liim
in)-R=—
Cox(ln) I’IF

nebo za vyuziti objemového prutoku kapaliny jako

. lim
c ‘R= 2
ox(in) - R = 2

coz lze upravit a ziskat vztah pro stupen konverze ve tvaru

Dale je potieba definovat mérnou plochu elektrody s (cm™), kdy se vychazi z vnitiniho
povrchu elektrody a (cm?), celkového objemu elektrody ¥ (cm?) a za pouziti vztahu pro

vypocet objemu valce z obsahu plochy podstavy 4 a jeho délky L (cm), se ziska vztah
_a
A-L

Dalsi avahou je kontinudlni pokles koncentrace oxidované formy latky s rostouci

N

urazenou vzdalenosti od vstupu do elektrody (kde x = 0), z ¢ehoz lze usoudit, Ze limitni
proudova hustota v daném misté iim(x) se bude odvijet od hodnoty x. Pro vypocet ilim(x)
plati

iim(X) = nEFmoycox (X)
kde mox je koeficient pfevodu hmoty.

Zmeéna koncentrace latky ve vzdalenosti x od vstupu do elektrody je dana vztahem
ilim(x) sA dx
nFv

Kombinaci té€chto dvou rovnic, lze ziskat vztah

- chx(X) =
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dCOx(X) B mOxCOx(X) sA
dx %

A naslednou integraci této rovnice od vstupu latky do elektrody po vzdalenost x ziskdme

[t
cox(in) Cox (X) v 0

) - moy sS4
cox(X) = cox(in) exp -, °
Kombinaci této rovnice a rovnice pro limitni proudovou hustotu v daném misté lze

ziskat vztah pro vypocet limitni proudové hustoty ve vzdalenosti x od vstupu do elektrody

ve znéni

. . - Mox s4
() = oo in) exp (2 x)

Pro vypocet celkového limitniho proudu, tekouciho elektrodou je potfeba integrovat

rovnici pro lokdlni limitni proud ptes celou délku elektrody, ¢imz se ziska vztah

L. . - Mox sA
Lim= f Iim(X) 84 dx =nFmgycox(in) s4 j exp (— x) dx
0 0 v

. - Moy SAL
Lim=nFco,(in) v [1 - exp (—)]
v

L

Kombinaci této rovnice s rovnici R = —=—  ge ziska vztah
nFvcoy(in)
- Mox SAL
R=1-exp|———
\%

Dale se dosazenim vztahu mg,, = bU%, ktery popisuje zavislost koeficientu pifevodu
hmoty na velikosti linedrniho proudéni a koeficientu o definujiciho, jestli je proudéni
laminarni nebo turbulentni, ziska vztah

R=1-exp(-bU"'sL)

Na zékladé tohoto vztahu lze urcit, ze stupein konverze exponencidlné vzrista s klesajici

rychlosti proudéni kapaliny a zaroven vzristd do ur€itého bodu 1 s rostouci velikosti

elektrody.
mox SAL cy qwe , v , cevo vy
Ze vztahu R=1 - exp [T ) lze vyjadiit L a ziskat tak vztah pottebny ke zjisténi

potiebné délky elektrody k zajisténi, pokud mozno, stoprocentnimu nebo této hodnoté

se blizicimu stupni konverze.

v

L=-

In(1-R)

moxSA
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2.5 Konstrukce prutokovych amperometrickych detektort

V pritokovych metodach lze vyuzit nékolik moznosti zapojeni pracovni elektrody viici
kapilare, ve které proudi elektrolyt a viici ostatnim elektrodam, tj. pomocné a referenc¢ni.
Jako ptiklad lze jmenovat wall-jet zapojeni, tubuldrni elektrody, cylindrické elektrody,
nebo v naSem piipadé pralinité zapojeni elektrody. Kazdé ztéchto zapojeni ma své
vyhody a zaroven své limity. At se jiz jedna o limity fyzické, kam se fadi moznost tpravy
elektrod do pozadovanych tvarii a velikosti, nebo o limity parametrické, ze kterych Ize
jmenovat pomér signal/Sum nebo rozmyvani zon, které v detekci v pratokovych metodach
Casto tvoii pomérné velké problémy. Pritokové zapojeni elektrod ma ale oproti
vsaddkovému zapojeni také nesCetné vyhody naptiklad v podob& neustalého odmyvani
produktt elektrochemické reakce z pracovni elektrody a tim dochdzi ¢astecné k jejimu
¢isténi. Dale také rychlej$i odezva na analyt, jelikoz je k povrchu elektrody dopravovan
také konvekci, a ne pouze difuzi, coz umoziuje dosahnout nizsich limit detekce [41].

Jak jiZ bylo naznaceno, jednim z hlavnich problémi elektrochemické detekce, a vSech
detekci obecné, v pritokovych metodach je rozmyvani zon. Tomuto jevu lze zabranit, nebo
ho alesponi omezit, zmenSenim objemu detektoru. Obecné plati, aby rozmyti zény analytu
vlivem prichodu detektorem bylo mensi nez 2 %, musi byt vnitini objem detektoru mensi
nez 10 % z celkového objemu piku [42]. MozZnost zmenSeni detektoru je v elektrochemii
pomérné limitovana moZnostmi elektrod, které se musi do mérné cely vejit. Zaroven musi
byt splnéna podminka homogenniho elektrického pole mezi pracovni a referencni
elektrodou, ¢ehoZ se dosahne umisténim téchto elektrod co mozna nejblize sobé. Obdobna
podminka plati pro umisténi pomocné elektrody co nejbliZze pracovni, aby se omezil
potencidlovy a napétovy spad mezi nimi [43]. Na druhou stranu mohou produkty vzniklé
na pomocné elektrodé ovlivnit odezvu pracovni elektrody, proto by v idedlnim ptipade
mély tyto elektrody byt od sebe oddélené polopropustnou membranou, kterd by méla
tomuto jevu zabranit [43]. Tento fakt jde ovSem proti potfebam miniaturizace detektoru,
jelikoZ umisténi membrany mezi elektrody vyzaduje urcity prostor. Piipadné lze tedy
pomocnou a referen¢ni elektrodu umistit po proudu kapaliny od pracovni elektrody, takze
ptipadné vedlejsi produkty vzniklé na pomocné elektrod€, nebo unik roztoku z referencni
elektrody neovlivni detekci [42]. V neposledni fad€ je pti konstrukci elektrochemického
detektoru potfeba myslet na uZzivatelskou nenarocnost, tj. jednoduché c¢isténi, vyménu
a zapojeni [44]. Casto je proto potieba volit kompromis mezi naroky na elektrochemicky

detektor, rozmyti zO6n analyta a uzivatelskou piivétivosti.
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2.6 Geometrie detektoru a elektrod na bazi uhlikové plsti

V poslednich par letech se uhlikova plst jako elektrodovy material tési velké oblibée,
zejména v analytické chemii, elektro-energetickych technologiich nebo elektro-syntézach
[45-52]. Kazda aplikace uhlikové plsti vyuziva odlisné uspotadani elektrochemické cely.
Mezi nejCastéji pouzivand uspotradani v prutokovych metodach patii pralincité
(flow-through) [46-48], obtokové (flow-by) [48, 49] a bezmembranové (membrane free)
[50], dale jsou také mozna vyuziti ve vsadkovych zapojenich [51, 52]. V nasledujicich
radcich jsou jednotliva zapojeni popsana podrobnéji.

Prulincité uspotfadani vyuziva plochu celé plsti, jelikoz elektrolyt proudi celym jejim
objemem, jak je vidét na obr. 2.7.1, kdy v obou znazornénych ptipadech je ptivodni
kapiléra ptivedena k jednomu konci elektrody tak, aby nedoslo ke kontaminaci pracovni
elektrody produkty vedlejSich elektrodovych reakei a zaroven se minimalizovalo rozmyti
zon. Toto zapojeni se vyuziva zejména pro analytickd méfeni v amperometrickém, resp.
coulometrickém zapojeni, kdy pravé kontakt s velkou plochou elektrody umoziiuje vysoka

procenta konverze.
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Obr. 2.7.1.: Schematicka zndazorneéni prilincitych zapojeni uhlikové plsti ve
dvojelektrodovém (A) (prevzato z cit. [46]) a tiielektrodovém usporadani (B)
(prevzato z cit. [47])

A — Perspexovy blok, B — nerezové Sroubeni, C — Sroubeni se vstupni kapilarou,

D — elektricky kontakt k pracovni elektrodé€, E — uhlikova plst, F — membranovy filtr
millipore, G — gumova podloZka, H — nylonova sitka, I — platinovéa referen¢ni elektroda,
J — Sroubeni s vystupni kapilarou; 1 — Vstupni kapilara, 2 — Sroub s plochou feruli,

3 — ¢epicka, 4 — uhlikova plst, 5 — vystupni otvor, 6 — platinovy elektricky kontakt,

7 — referencni elektroda, 8 — pomocna elektroda, 9 — elektrolyt
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Principem obtokového (flow-by) uspotadani je pouze kontakt elektrolytu a pracovni
elektrody. Vétsinou se takové uspotadani pouziva v ptipadech, kdy je nutné sytit elektrolyt
v kontaktu s pracovni elektrodou plynem, aby mohla nasledna reakce probihat s co mozna
nejvetsi ucinnosti. Prikladem miize byt fizend degradace organickych polutantli pomoci
elektrochemické Fentonové reakce [48], nebo in-situ generovani peroxidu vodiku [49].
Uspotadani takové elektrochemické cely je zndzornéno na obr. 2.7.2., kde je vidét ptivod a
odvod vzduchu, kterym se syti roztok v t€sném okoli elektrody, na stranu uhlikové plsti

odvracenou od roztoku.

Plsténa
elektroda
Odvod
oooo g ﬁ

Pfivod vzduchu

o :
° 8 -\.:_," y, 2 Pomocna

elektroda

Obr. 2.7.2.: Zobrazeni elektrochemické cely s uhlikovou plsti v obtokovém zapojeni.

Prevzato a upraveno z cit. [49].

Poslednim zminénym zapojenim uhlikové plsti v pratokovych metodach je takzvané
bezmembranové (membrane free) zapojeni. Tento typ cely je velmi podobny prilin¢itému
usporadani, jelikoz i zde je elektrolyt protlacovéan skrz pracovni elektrodu. Rozdilem zde
je, ze uhlikova plst je zapojena jako anoda i katoda. Toto zapojeni se vyuziva
k elektrochemické ptipravé a separaci latek v jednom kroku. Jak je znazornéno
na obr. 2.7.3., do spodni casti prostoru mezi plsténymi elektrodami je vhanén smésny
roztok elektrolytt, ktery je protlacovan elektrodami, kde probiha konverze a nasledné jsou

produkty ihned od¢erpavany [50].

-28 -



Oxidovany Redukovany
A —

elektrolyt * elektrolyt

14 cm

10 em

12 mm 12 mm

|

Vstup elektrolytu

Obr. 2.7.3.: Schematické znazornéni bezmembranového zapojeni elektrod z uhlikové plsti.

Prevzato a upraveno z cit. [50]

Jak jiZ bylo zminéno, lze nalézt nékolik praci, kdy je uhlikovéa plst vyuzivana jako
elektrodovy materidl pro elektrody ve vsadkovém usporadani. V takovych piipadech lze
jako télo elektrody pouzit pipetovaci Spicku, viz obr. 2.7.4., kdy je k uzsimu konci Spicky
pfichycena uhlikova plst a elektricky kontakt je kni pfiveden pomoci rtuti. Takto
pfipravena elektroda je v $ir§im konci Spicky nésledné uzaviena epoxidovou pryskyfici.
Tento koncept elektrody byl otestovdn na voltametrickém stanoveni fenolickych
endokrinnich disruptort [51]. Nejjednoduss$im zapojenim uhlikové plsti pro vsadkové
metody je jeji prosté zaveéSeni na hacek z platinového dratku, ktery zéaroven slouzi jako
elektricky kontakt. Toto zapojeni bylo vyuZito pro analyzu stfibra pomoci anodické

rozpoustéci voltametrie [52].
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Obr.: 2.7.4.: Schematické znazornéni plstené elektrody v pipetovaci spicce pro

voltametricka méreni. Prevzato a upraveno z cit. [51]
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Pouzité chemikalie

3.1.1 Priprava fosfatového pufru

Kyseld slozka pufru o koncentraci 0,025 mol dm

byla pfipravena odvazenim
potiebného mnozstvi dihydrogenfosforeénanu sodného (p.a., Lachema, Ceska republika) a
jeho rozpusténim v deionizované vode¢.

Alkalickd slozka pufru také o koncentraci 0,025 mol dm>

byla pfipravena
odpipetovanim potfebného mnozstvi roztoku hydroxidu sodného (8 M, Fluka Analytical,
Némecko)
a doplnénim deionizovanou vodou na potfebny objem.

Vysledny pufr byl pfipraven titrovanim kyselé slozky pufru slozkou zésaditou na

potiebné pH.

3.1.2 Priprava acetatového pufru

Kysela slozka pufru o koncentraci 4,0 mol dm™ byla pfipravena odpipetovanim
potiebného kyseliny octové (99 %, p.a., Lachner, Ceska republika) a jeho rozpusténim
v deionizované vodé.

Alkalick4 slozka pufru také o koncentraci 4,0 mol dm™ byla pfipravena odpipetovanim
potfebného mnozstvi roztoku hydroxidu sodného (8 M, Fluka Analytical, Némecko)
a doplnénim deionizovanou vodou na pottebny objem.

Vysledny pufr byl pfipraven titrovanim kyselé slozky pufru slozkou zasaditou

napH=35,5.

3.1.3 Priprava roztokt pro elektrochemické nanaseni médi

3 a siranu sodného

Smésny roztok siranu médnatého o koncentraci 10 mmol dm
o koncentraci 0,1 mol dm™ byl pfipraven navaZenim potfebného mnozstvi pevného
pentahydratu siranu méd’natého (p.a., Lach-Ner, Ceska republika) a siranu sodného (p.a.,
Lach-Ner, Ceska republika) a jejich rozpusténim v deionizované vods.

Roztok siranu sodného o koncentraci 0,1 mol dm™ byl pfipraven navaZenim potiebného
mnoZstvi pevného siranu sodného (p.a., Lach-Ner, Ceské republika) a jeho rozpusténim

v delonizované vode.
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3.1.4 Priprava roztokl aminokyselin

Zasobni roztok fenylalaninu o koncentraci 0,01 mol dm™ byl pfipraven odvazenim jeho
potfebného mnozstvi a naslednym rozpuSténim v potfebném objemu kyseliny
chlorovodikové o koncentraci 0,01 mol dm™. Zasobni roztok lysinu byl pfipraven
odvazenim jeho potfebného mnozstvi a rozpusténim v deionizované vodé.

Roztoky aminokyselin pouzivané k méteni byly pfipraveny nafedénim zasobnich

roztokli na pozadovanou koncentraci fosfatovym pufrem o pH = 6,80 [53].

3.1.5 Priprava suspenze mikroc¢astic médi

Ptiprava suspenze mikroc¢astic byla pfevzata a lehce upravena pro potieby této prace
z cit. [54]. Potfebnd navazka mikrocastic médi (99 %, sféricky prach, primér ¢astic 14-25
um, Sigma-Aldrich, USA) byla po dobu 45 vtefin aktivovana v roztoku kyseliny dusi¢né
(65 %, cista, Lach-Ner, Ceska republika) o koncentraci 0,08 mol dm™. Napiiklad na
navazku 0,90 g mikrocastic médi bylo pouzito 3,5 ml fedéné kyseliny dusi¢né. Po uplynuti
této doby byla takto pfipravend suspenze nafedéna deionizovanou vodou, aby doslo
k zastaveni reakce mezi mikrocasticemi médi, respektive oxidy na jejich povrchu,
a kyselinou dusi¢nou. Objem pfidané¢ deionizované vody byl takovy, aby pomér

mikroc¢astic mé&di ku celkovému objemu suspenze byl 1 ku 10.

3.1.6 Priprava ninhydrinového ¢inidla

Ninhydrinové ¢inidlo bylo pfipraveno dle jiz dfive popsaného postupu [55]. Pro potieby
této prace bylo upraveno pouze mnozstvi pfipraveného ¢inidla.

Bylo navazeno 1,50 g ninhydrinu (Lachema, Ceska republika) a 19 mg chloridu
cinattho (BDH Chemicals, Velka Britanie). Ob¢ tyto latky byly rozpusténé v 50 ml
smésného rozpoustédla sestavajiciho z dimethylsulfoxidu (Lachema, Ceska republika),
deionizované vody a acetatového pufru o pH = 5,5 a koncentraci 4 mol dm™ v objemovém
poméru 2:1:1. Takto pfipraveny roztok ninhydrinu byl uchovavan v tmavé sklenéné lahvi

se zabrusovou zatkou a pouzit v den pfipravy.

3.1.7 Priprava roztokd antioxidantu

Zasobni roztoky antioxidantii o koncentraci 1,0 mmol dm™ byly pfipraveny navazenim
potiebného mnozstvi propylgallatu (Sigma-Aldrich), tercidrniho butylhyrochinonu (97 %,
Sigma-Aldrich), butylhroxyanisolu (>98,5 %, Sigma-Aldrich) a butylhydroxytoluenu
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(>99 %, Sigma-Aldrich) na analytickych vahach a naslednym pievedenim navazky
do odmérné bailky a jejim rozpusténim v methanolu. Takto pfipravené roztoky byly
uchovavany v chladnicce.

Roztoky pouzivané k méfeni a sestrojeni kalibracnich kiivek byly pfipravovany
odpipetovanim potfebného mnozstvi zasobniho roztoku a doplnénim po rysku smési

methanol:deionizovana voda (1:1, v/v).

3.1.8 Priprava acetatovo-fosfatového pufru

Kyseld slozka pufru byla pfipravena odpipetovanim potfebného mnozstvi kyseliny
octové (99 %, p.a., p=1,05 g cm>, Lach-Ner, Ceské republika) a kyseliny o-fosforeéné
(85 %, p.a., p=1,70 g cm™, Lach-Ner, Ceska republika) pro pozadovanou koncentraci
0,05 mol dm™ a dopInénim deionizovanou vodou na vysledny objem.

3 byla piipravena odméfenim

Alkalicka slozka pufru o koncentraci 0,2 mol dm
potfebného mnozstvi roztoku hydroxidu sodného (8 M, Fluka Analytica, Némecko)
a doplnénim deionizovanou vodou na vysledny objem.

Vysledny pufr byl pfipraven titrovanim kyselé slozky sloZkou zasaditou na pH = 4.,5.
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3.2 Pouzita aparatura a pristroje

3.2.1 Stanoveni aminokyselin na médi modifikované elektrodé z uhlikové
plsti

Pro pritokova meéteni byla pouzita sestava skladajici se z degasseru DG 4014 (Ecom,
Ceska republika), linearni pumpy HPP 5001 (Laboratorni piistroje Praha, Ceska republika)
a Sesticestného dédvkovaciho ventilu (Rheodyne, USA) se smyckou o objemu 20 pl.

Jako detektor byl pouzit ADLC 1 (Laboratorni piistroje Praha, Ceska republika)
pracujici v tiielektrodovém zapojeni. Pracovni elektrodou byla médi modifikovana
elektroda z uhlikové plsti, referen¢ni elektrodou byla argentchloridova elektroda (3M KCl)

a pomocnou byla platinova elektroda (ob&é Monokrystaly Trutnov, Ceska republika).

3.2.2 Méreni na miniaturizované cele

Pro méfeni na miniaturizované cele ve spojeni s HPLC separaci byla pouzita sestava
skladajici se z degasseru DG 4014 (Ecom, Ceska republika), gradientové pumpy Beta
(Ecom, Ceskd republika) a Sesticestného davkovaciho ventilu (Rheodyne, USA)
se smyCkou o objemu 20 pl. Jako kolona zajiStujici separani krok byla pouzita
Lichrospher® RP-18 (125 x 4 mm, 5 um).

Jako detektory byly pouzity UV/VIS detektor Sapphire (Ecom, Ceska republika)
a ADLC 1 (Laboratorni piistroje Praha, Ceska republika) pracujici v tfielektrodovém
zapojeni. Pracovni elektrodou byla elektroda z uhlikové plsti, referen¢ni elektrodou byla
argentchloridovéd elektroda (3M KCIl) a pomocnou byla platinovd elektroda
(ob& Monokrystaly Trutnov, Ceska republika).

3.3 Dalsi pouzité vybaveni

Spektrofotometr: Specord 210 plus (AnalytikJena, Némecko)

pH metr: digitdlni méfici piistroj Conductivity and pH meter 3510 s kombinovanou
sklenénou elektrodou (Jenway, UK)

Magnetickd michacka: Magnetic stirrer MS 3000 (Biosan, Litva)

Ultrazvukova lazen: PS 02000A (Powersonic, USA)

Analytické vahy: Nimbus (Adam Equipment, USA)

Ptredvazky: EW600-2M (Kern, Némecko)

Ptistroj na tpravu vody: Millipore system Symplica UV (Millipore, USA)
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3.4 Konstrukce miniaturizované cely

T¢lo detektoru bylo vytisténo z kyseliny polymlééné pomoci 3D tiskarny. Otvory pro
uhlikovou plst a referencni argentchloridovou elektrodu byly vytvoteny jiz pii tvorbé cely.
Pro platinové dratky, slouzici jeden jako pomocna elektroda a druhy jako elektricky
kontakt pro uhlikovou plst, bylo nutné vytvoftit otvory dodate¢né. Uhlikova plst byla v téle
detektoru uzaviena pomoci ploché ferule s pfivodni kapilarou. Pro zamezeni Unikt
elektrolytu kolem referencni elektrody bylo do pfedpfipravenych zéhybli vlozeno

krouzkové tésnéni. Celkové prifezové schéma sestaveného detektoru je zobrazeno

na obr. 3.3.1.
1 \ 6

8 2
Obr. 3.3.1.: Schéma tisténé miniaturizované elektrochemické cely (méritko 2,7:1)
1 — uhlikova plst, 2 — pomocna platinova elektroda, 3 — referencni argentchloridova
elektroda, 4 — privodni kapilara, 5 — odtokovy otvor, 6 — tésneni, 7 — plocha ferule,

8 — platinovy kontakt k pracovni elektrodé (pozn.: Sipky naznacuji smeér toku kapaliny)

3.5 Modifikace pracovnich elektrod

Vzhledem k nizké smacivosti uhlikové plsti, ktera zapfic¢inuje zachytavani vzduchovych
bublin v jeji struktufe, bylo nutné, pied jakymkoliv zpisobem nandseni médi, uhlikovou
plst oSetfit vloZzenim do ultrazvukové 14zn€ s methanolem po dobu 5 minut. Tento krok mél
za ucel praveé odstranéni téchto bublin. Jednotlivé postupy piipravy médi modifikovanych

elektrod jsou uvedeny nize.

3.5.1 Modifikace elektrochemickym nanasenim médi
MéEd byla zroztoku siranu médnatého na uhlikovou plst nandSena v nckolika
uspofadanich. V pratokovém uspotadani, kdy byl elektrolyt prosly uhlikovou plsti znovu

nasan pumpou a opétovn¢ dopraven na uhlikovou plst. Toto usporddani bylo zkouSeno
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v normalnim toku, kdy byl elektrolyt pumpou tlacen na uhlikovou plst a zpétném sméru
toku, kdy byl elektrolyt pumpou nasavan.

Dale byla méd’ nandsena pomoci z6n, kdy v mérné nadobce byl roztok siranu sodného
o koncentraci 0,1 mol dm™ a nanaSeci roztok smési siranu médnatého o koncentraci
10 mmol dm™ a siranu sodného o koncentraci 0,1 mol dm™ byl dopravovan na plst
az v prubé¢hu elektrolyckého vylu¢ovani.

Dalsim postupem bylo vsadkové uspotfadani, pii kterém byla plst uchycena
na platinovém hacku a ponofena do roztoku smeési siranu médnatého o koncentraci
10 mmol dm™ a siranu sodného o koncentraci 0,1 mol dm™.

Poslednim zptisobem bylo tzv. stopped-flow, kdy byla plst vlozena do téla elektrody
a priloZena na povrch roztoku siranu sodného o koncentraci 0,1 mol dm™ v mérné nadobce
a zarovefi byl na plst kapan roztok smési siranu médnatého o koncentraci 10 mmol dm™
a siranu sodného o koncentraci 0,1 mmol dm™, dokud nebylo na vystupu z téla elektrody
pozorovano modré zbarveni roztoku.

VSechna vySe zminénd nandSeni médi probihala za potencialu -0,40 V vloZeného

na pracovni elektrodu.

3.5.2 Michani plsti v suspenzi mikrokulicek médi

Pii tomto zplsobu nanaSeni byla uhlikova plst, upravena do potfebnych rozmért
a zbavena vzduchu, vloZzena do lahvicky se suspenzi z médénych mikrocastic. Cela
lahvicka byla umisténa na magnetickou michacku, kde, vlivem michani po potiebnou

dobu, doslo k naneseni mé&di na povrch uhlikové plsti.

3.5.3 Kapani suspenze médi na povrch elektrod

Suspenze mikroc¢astic byla kapdna do rlznych ¢asti elektrody. Konkrétn€¢ na stranu
ptilehlou ke kapilafe (proximalni strana), dovnitf mezi dv€ poloviny roziizlé plsti
(sandwich) a na stranu pftilehlou k elektrolytu v mérné nadobce (distalni strana). Pti té€chto
postupech bylo potfebné mnozstvi suspenze pfipravovano piimo navazenim
odpovidajiciho mnozstvi médénych mikrocastic a posléze jejich aktivaci v odpovidajicim

mnozstvi fedéné kyseliny dusi¢né.
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3.6 Spektrometrické stanoveni L-lysinu v realném vzorku

Do suchych lahvi¢ek bylo pipetovano 1,00 ml vzorku, pfipadné vzorku s ptidavkem
standardu lysinu. Dale bylo ke vzorku pipetovano 0,50 ml ninhydrinového Ccinidla
a 3,50ml rozpoustédla sestavajiciho z dimethylsulfoxidu a deionizované vody
v objemovém pomeéru 4:1. Slepy pokus byl pfipraven obdobnym zplisobem, jen misto
1,00 ml vzorku bylo pipetovano 1,00 ml deionizované vody. Takto pfipravené roztoky
byly umistény na 30 minut do vrouci vodni lazné. Po uplynuti této doby byly vzorky
ochlazeny pod tekouci studenou vodou na laboratorni teplotu a nasledné¢ meéfena

absorbance spektrometricky pii vinové délce 580 nm.
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4 Vysledky a diskuze
4.1 Modifikace uhlikové plsti pomoci médi a jeji vyuziti
4.1.1 Modifikace elektrochemickym nanasenim meédi

Prvni volbou pro modifikaci uhlikové plsti pomoci médi bylo potenciostatické
vyluCovani kovové meédi z roztoku médnatych iontl, konkrétné siranu médnatého ve
smésném roztoku se siranem sodnym, ktery zde slouzil jako zékladni elektrolyt pro
zvyseni vodivosti roztoku. Bylo zkouSeno nekolik postupti, resp. usporddani nanaseni médi
z nichZ lze jmenovat nanaSeni v priitoku, at’ jiz normalnim nebo zpétném, nanaSeni pomoci
stopped-flow, nebo vsaddkové nanaSeni, kdy byla uhlikova plst ponofena do nandSeciho
roztoku (viz kap. 3.5.1). VSechny takto modifikované elektrody byly zkoumany pomoci
skenovaciho elektronového mikroskopu, kde bylo pozorovdno mnozstvi nanesené médi.
Zde se ukdzalo, Ze nejvetsi mnozstvi médi, bylo nanaSeno na stranu plsti pfilehlou
k elektrolytu v mérné nddobce a do vnitini struktury bylo naneseno pouze minimalni
mnozstvi. Zaroven na zakladé fotografii z elektronového mikroskopu bylo zjisténo,
ze naneseni médi je témef nezavislé na technice nanaseni roztoku médnatych iontd,
s vyjimkou nandSeni ve vsadkovém uspofadani, kde byl pokryt cely povrch plsti, jelikoz
cela elektroda, zav€Send na platinovém hacku, byla ponofena v nanaSecim roztoku. Pro
dalsi méteni bylo jako nejvhodnéjsi a Casové nejusporn€j$i nandSeni vybrano nanéseni

médi pomoci zon.
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Obr. 4.1.1.3.: Ustalovani signalu zakladni linie po vioZeni detekcnich podminek
(Eder. = 0,20 V, Qv = 0,6 ml min™, fosfatovy pufr 25 mmol dm™ o pH = 6,80)
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V dalsim kroku bylo pfistoupeno k méfeni odezvy fenylalaninu na elektrodé¢ pomoci
priatokové injekéni analyzy. Pfi zméné roztoku protékajiciho skrz plst a roztoku v mérné
cele na fosfatovy pufr o koncentraci 25 mmol dm™ a pH 6,80 a zméné potencidlu
na +0,20 V, kdy dochazi k detekci aminokyselin pomoci komplexacni reakce, byl ze
zacatku pozorovan prudky pokles signalu, proto byl pfed samotnou detekci aminokyselin
vlozen krok, pti kterém bylo ¢ekdno na ustaleni zakladni linie, jak je patrno na obrazku
4.1.1.1. Po ustaleni zakladni linie bylo davkovano 20 ul roztoku fenylalaninu o koncentraci
10,0 mmol dm™, ale tento roztok i pfes relativné vysokou koncentraci poskytoval velmi

nizky signal, ktery se v prub¢hu nékolika prvnich méfeni nadéle snizoval viz obr. 4.1.1.2.
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Obr. 4.1.1.2.: Meéreni opakovatelnosti stanoveni fenylalaninu (Ege.. = 0,20V,
Ov = 0,6 ml min!, fosfatovy pufi 25 mmol dm™ o pH = 6,80, cpre = 1,0 mM)

Dal$im krokem, pro zvySeni signdlu bylo testovani rtznych objemovych pritoki
elektrolytu a tim poskytnuti vétSsiho Casu analytu pro komplexaéni reakci s ionty médi
tvofenymi na povrchu elektrody. Tato zavislost byla sledovana v rozmezi objemovych
pritokt 0,1 ml min™! az 0,6 ml min™!, viz obr. 4.1.1.3. Jako nejlepsi se zde jevil pritok
0,1 ml min’!, jelikoZ poskytoval nejvétsi signal, co se vysky i plochy piku ty¢e. Nevyhodou

tohoto pratoku byla velmi dlouhd elu¢ni doba — ptiblizn€ 5 minut.
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Obr. 4.1.1.3.: Zavislost vysky piku na objemovém priitoku pufru
(Eger. = 0,20V, fosfatovy pufi- 25 mmol dm™ o pH = 6,80, cpre = 1,0 mM)

Jelikoz se ani snizenim objemového pritoku nosného elektrolytu nepodatilo dosahnout
zasadné vysSich hodnot odezvy za piijatelné kratké doby analyzy, bylo nanaSeni médi
pomoci potenciostatickych metod opusténo a bylo pfistoupeno k nanidSeni médi ve forme

jejich mikrocastic na uhlikovou plst.

4.1.2 Kapani suspenze médénych mikroéastic — proximalni strana

Nanaseni suspenze médénych mikroc€astic na proximalni stranu uhlikové plsti, neboli
na stranu pfilehlou k vyusténi kapiléry, bylo provadéno v n¢kolika hmotnostnich hladinach
meédi, konkrétné 60, 90, 120, 150 a 180 mg. BohuZel Zadny z téchto postupli neposkytl
stabilni elektrodovou odezvu na analyt, jak je patrné na obréazcich 4.1.2.1 az 4.1.2.5.
Pfic¢inou tohoto problému muze byt pravé poloha médi vici kapilate vystupujici z pumpy,
potazmo davkovaciho ventilu. Pfi zaSroubovani ploché ferule s kapilarou do téla elektrody
dochézelo k vytlateni médénych mikroc¢astic do stran téla elektrody a tim mimo vyusténi
kapilary a pro komplexacni reakci mezi aminokyselinou a ionty médi, ktera je principem
tohoto  zpiisobu detekce, nemohla probéhnout kvantitativné, nebo alespoii

v reprodukovatelné mife.
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Obr. 4.1.2.1.: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody v proximalnim usporadani na

fenylalanin v pritbéhu deseti méreni (mcy = 60 mg; Egee = 200 mV; Qv = 1,0 ml min;
25 mmol dm> fosfatovy pufi- o pH = 6,80; cpre = 1,0 mmol dm)
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Obr. 4.1.2.2.: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody v proximalnim usporadani na

fenylalanin v priitbéhu deseti méreni (mcy = 90 mg; Eqer = 200 mV; Qy = 1,0 ml min™;
25 mmol dm fosfatovy pufir o pH = 6,80; cpre = 1,0 mmol dm™)
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Obr. 4.1.2.3.: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody v proximalnim usporadani na
fenylalanin v prubéhu deseti méreni (mcy = 120 mg; Eqer = 200 mV; Qy = 1,0 ml min’';
25 mmol dm fosfatovy pufi- o pH = 6,80; cpre = 1,0 mmol dm™)
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Obr. 4.1.2.4.: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody v proximalnim usporadani na
fenylalanin v priibéhu deseti méreni (mcy = 150 mg; Eger = 200 mV; Qy = 1,0 ml min™;
25 mmol dm fosfatovy pufi- o pH = 6,80; cpre = 1,0 mmol dm)

-4 -



m h

® h(rel)
7,0 1.6
6.0 - 1,4
5,0 ‘ } } F1,2
40 o * : T - 1,0
= 3,0 -0,8 =

Cislo méfeni

Obr. 4.1.2.5.: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody v proximalnim usporadani na
fenylalanin v prubéhu deseti méreni (mcy, = 180 mg; Eqer = 200 mV; Qy = 1,0 ml min’';
25 mmol dm fosfatovy pufi- o pH = 6,80; cpre = 1,0 mmol dm™)

Pravé z vyse uvedenych diivodd, tj. nizké odezvy pii vysSich nandSenych mnozstvich
médénych mikrocastic, nizké stabilité odezvy a velmi nizké reprodukovatelnosti ptipravy
elektrod, bylo pfistoupeno k modifikaci elektrody pomoci michdni plsti v suspenzi
médeénych mikrocastic, ktery mél poskytnout rovnomérnéjsi a reprodukovatelné naneseni

médénych mikroc¢astic na povrch uhlikové plsti.
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4.1.3 Michani plsti v suspenzi mikrokulicek médi

Pii tomto postupu byla uhlikovd plst michdna v suspenzi médénych mikrocastic
po casové useky 10, 20, 30 a 40 minut. VSechny doby nanaSeni méli za nasledek
rovnomeérné naneseni médi na cely vnéjsi povrch uhlikové plsti, nevyhodou bylo naneseni
pouze velmi malého mnozstvi do jeji vnitini struktury.

Jak je patrné na obréazcich 4.1.3.1 az 4.1.3.4, dochazelo nezéavisle na dob¢ nanaSeni
k vyraznému poklesu signdlu, piiblizné o 50 % béhem.... Pii pfevedeni proudovych
odezev na jejich relativni hodnotu, pomérem signalu jednotlivych méfeni oproti prvnimu
méfeni na kazdé elektrodé, si lze povSimnout pravidelného, téméer exponencidlniho

poklesu.
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Obr. 4.1.3.1: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody modifikované michanim
v priibéhu deseti mérent (tmix = 10 min; Ezer = 200 mV; Qy = 1,0 ml min™';

25 mmol dm? fosfatovy pufir o pH = 6,80; cpre = 1,0 mmol dm™)
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Obr. 4.1.3.2: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody modifikované michanim

v prubéhu deseti merent (tmix = 20 min; Eger = 200 mV; Qv = 1,0 ml min;

25 mmol dm fosfatovy pufi- o pH = 6,80; cpre = 1,0 mmol dm™)
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Obr. 4.1.3.3: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody modifikované michanim

v priibéhu deseti mérent (twix = 30 min; Eqer = 200 mV; Qy = 1,0 ml min™!;

25 mmol dm fosfatovy pufi- o pH = 6,80; cpre = 1,0 mmol dm)
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Obr. 4.1.3.4: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody modifikované michanim
v prubéhu deseti merent (tmix = 40 min; Eqer = 200 mV; Qv = 1,0 ml min;

25 mmol dm fosfatovy pufi- o pH = 6,80; cpre = 1,0 mmol dm™)

Béhem vlozeni modifikované plsti do téla elektrody a nasledného vloZeni
a zaSroubovani ploché ferule dochéazelo ke ztratdm casti suspenze odtokovym otvorem
v téle, ktery primarné slouzil k vytvoreni kontaktu mezi pracovni a zbylymi elektrodami.
Z tohoto diivodu bylo vyzkouSeno vloZeni casti filtraéniho papiru pod modifikovanou
uhlikovou plst tak, aby doSlo k zakryti pouze odtokového otvoru, a nikoliv platinového
dratku, ktery tvofil vodivé spojeni pro pracovni elektrodu. Tento postup mél za nasledek
mirné zvySeni odezvy elektrody na analyt, jak je patrné z obr. 4.1.3.5 az 4.1.3.8. Nicmén¢

nedoslo k zastaveni poklesu odezvy elektrody v prubéhu deseti méteni.
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Obr. 4.1.3.5: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody modifikované michanim
s vloZzenym filtracnim papirem v priitbéhu deseti méreni (tmix = 10 min; Eger = 200 mV;

Oy = 1,0 ml min™; 25 mmol dm? fosfatovy pufi o pH = 6,80, cphe = 1,0 mmol dm™)

H h
® h(rel)
8,0
° - 1,0
7,0 - ¢ -0,9
- . [
- 0,8
6,0 - } * s
~ ° :
gl . 07
~ ~

5,0—- ¢ -—0,6
| | : } i ol
t L Lo

3,0 T T T T T T T T T T 0,3
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Cislo méfeni

Obr. 4.1.3.6: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody modifikované michanim
s vloZzenym filtracnim papirem v pritbehu deseti méreni (tmix = 20 min, Eger = 200 mV;

Ov = 1,0 ml min!; 25 mmol dm’ fosfatovy pufi o pH = 6,80; cphe = 1,0 mmol dm™)
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Obr. 4.1.3.7: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody modifikované michanim
s vloZzenym filtracnim papirem v priitbéhu deseti méreni (tmix = 30 min; Eqer = 200 mV;

Oy = 1,0 ml min™; 25 mmol dm? fosfatovy pufi o pH = 6,80, cphe = 1,0 mmol dm™)
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Obr. 4.1.3.8: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody modifikované michanim
s vloZenym filtracnim papirem v pritbehu deseti méreni (tmix = 40 min; Eger = 200 mV;

Ov = 1,0 ml min!; 25 mmol dm’ fosfatovy pufi o pH = 6,80; cphe = 1,0 mmol dm™)
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Na zéklad¢ zavislosti mezi mnozstvim nanesené médi na uhlikovou plst a odezvou
elektrody byla jako nejvhodnéjsi vybrdna 30minutova doba nanaSeni, jelikoz zde byla
odezva elektrody nejvyssi.

Dalsim krokem bylo proméfeni zavislosti velikosti signalu na potencialu vlozeném
na pracovni elektrodu. Tyto zavislosti byly proméfovany v rozpéti potencidlt
200 mV az 500 mV. Jak je vidét na obr. 4.1.3.7 az 4.1.3.11, ani pfi jednom z méfenych
potenciali nebylo dosazeno dostate¢né stability signalu, aby bylo elektrodu mozné vyuzit
v dalSich pokusech.

Narast signalu pfi vlozeni potencialu 500 mV (obr. 4.1.3.11.), je nejspiSe zplsoben
zacinajicim vlivem zmény v mechanismu reakce probihajici na pracovni elektrodé. Tento
jev byl jiz popsan v literatufe [20], kdy k detekci za pomoci komplexaéni reakce dochazi
v rozsahu potencidlii do pfiblizné 400 mV a pfi vySSich potencidlech jiz mize dochdzet

k tzv. elektrokatalytické reakci.
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Obr. 4.1.3.9: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody modifikované michanim
s vloZenym filtracnim papirem v priitbehu deseti méreni (tmix = 30 min; Eger = 300 mV;

Oy = 1,0 ml min™; 25 mmol dm? fosfatovy pufi o pH = 6,80, cphe = 1,0 mmol dm™)
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Obr. 4.1.3.10: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody modifikované michanim
s vloZzenym filtracnim papirem v priitbéhu deseti méreni (tmix = 30 min; Eqer = 400 mV;

Oy = 1,0 ml min™; 25 mmol dm? fosfatovy pufi o pH = 6,80, cphe = 1,0 mmol dm™)
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Obr. 4.1.3.11: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody modifikované michanim
s vloZzenym filtracnim papirem v pritbehu deseti méreni (tmix = 30 min,; Eger = 500 mV;

Ov = 1,0 ml min!; 25 mmol dm’ fosfatovy pufi o pH = 6,80; cphe = 1,0 mmol dm™)
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Z divodu poklesu signdlu b&hem deseti provadénych méfeni a nizké
reprodukovatelnosti piipravy modifikovanych elektrod, ¢emuz nebylo zamezeno ani
zvysenim potencialu vlozeného na pracovni elektrodu, byla provedena analyza nanesené¢ho
mnozstvi médi v zavislosti na jednotlivych ¢asech nanaSeni pomoci michani plsti v médéné
suspenzi. Na zaklad¢ tohoto pokusu, kdy byla zvazena uhlikova plst pfed modifikovanim,
po modifikovani a nasledné z rozdilu téchto hmotnosti bylo zjisténo, Ze mnozstvi nanesené
médi se mezi jednotlivymi ¢asy jen velmi malo lisi, zaroven se zde vyskytuje vyrazna
smérodatnd odchylka v naneseném mnozstvi za jeden <casovy usek. Zaroven
je z obr. 4.1.3.12 patrné, ze mnozstvi nanesené¢ médi se pohybuje pouze v fadu jednotek
miligramt, coz je na zaklad¢ ziskanych poznatk, tj. prudkého poklesu odezvy elektrody
na analyt, nedostate¢cné mnozstvi médi. Z tohoto divodu byla price zpét sméfovana
na modifikovani plsti pomoci nanaSeni médi kapanim, kdy se nana$i mnohem vétsi

mnozstvi.
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Obr. 4.1.3.12: Mnozstvi nanesené medi pomoci michani plsti v suspenzi mikrocdstic
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4.1.4 Kapani suspenze - “sandwich”

Pti této modifikaci byla suspenze médi kapana mezi dvé ¢asti plsti, vzniklé rozfiznutim
jednoho vytezu. Hmotnost médi v pfipravovanych suspenzich se pohybovala v rozpéti
10 mg az 50 mg. Jednotlivé zavislosti velikosti a stability signalu na mnozstvi nanesené
médi jsou znazornény na obr. 4.1.4.1 az 4.1.4.5. Na nich jsou také patrné poklesy signalu
béhem provadénych deseti méteni, které jsou ale o mnoho mensi, pouze jednotky procent
nez v ptipadech nanaSeni médi pomoci michani, kde se pokles signalu pohyboval kolem
40 % az 50 %. Nevyhodou tohoto postupu jsou velké smérodatné odchylky v proudovych
odezvach mezi jednotlivymi pfipravenymi elektrodami.

Jako nejvhodnéjsi mnozstvi nandSené medi bylo zvoleno 50 mg. Jak je vidét
na obr. 4.1.4.5, je zde pokles signalu pouze o piiblizné 4 %, zaroven jsou zde nejmensi
smérodatné odchylky mezi relativnimi i proudovymi hodnotami signald, coz znaci, v tomto
souboru vysledkt, nejlepsi reprodukovatelnost ptipravy modifikované elektrody.

Dalsim krokem bylo zméfeni zavislosti velikosti a stability signdlu na potencidlu
vloZeném na pracovni elektrodu. Tato zavislost byla métena v rozpéti potencialt 100 mV
az 500 mV. Pokles signalu byl téméf zastaven pii potencidlech 300 mV, 400 mV
a 500 mV, jak je patrné z grafii na obr. 4.1.4.8 az 4.1.4.10.

Po vybéru nejvhodnégjsiho detekéniho potencidlu 300 mV, pifi kterém byla odezva
elektrody na fenylalanin nejstabilnéjsi, byla prométfena zéavislost velikosti signalu
na objemovém prutoku nosného elektrolytu. Jak je vidét na obr. 4.1.4.11, velikost signalu
(vySky piku) klesa s klesajicim objemovym pratokem elektrolytu. Z diivodu odchylky
signalti pfi tfech nejvysSich zvolenych pritocich, byly pokus pii téchto hodnotach
opakovan. Na zéklad¢ tohoto opakovéani, kdy byly signdly témét identické, byl jako
optimalni hodnota priitoku zvolen 1,0 ml min™!. Zaroven si lze opét vdimnout velkého

rozdilu v proudovych odezvach na rtiznych ptipravenych elektrodach.
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Obr. 4.1.4.1: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody v sandwichovém usporadani

na fenylalanin v priitbéhu deseti mereni (mcy = 10 mg; Eger =200 mV; Qv = 1,0 ml min’';

25 mmol dm fosfatovy pufi- o pH = 6,80; cpre = 1,0 mmol dm™)
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Obr. 4.1.4.2: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody v sandwichovém usporadani

na fenylalanin v pritbéhu deseti méreni (mcy = 20 mg; Eqee = 200 mV; Qv = 1,0 ml min™!;

25 mmol dm fosfatovy pufi- o pH = 6,80; cpre = 1,0 mmol dm)
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Obr. 4.1.4.3: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody v sandwichovém usporadani
na fenylalanin v priitbéhu deseti mereni (mcy = 30 mg;, Eger =200 mV; Qv = 1,0 ml min’';

25 mmol dm fosfatovy pufi- o pH = 6,80; cpre = 1,0 mmol dm™)
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Obr. 4.1.4.4: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody v sandwichovém usporadani
na fenylalanin v pritbéhu deseti méreni (mcy = 40 mg; Eqee = 200 mV; Qv = 1,0 ml min™!;

25 mmol dm fosfatovy pufi- o pH = 6,80; cpre = 1,0 mmol dm)
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Obr. 4.1.4.5: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody v sandwichovém usporadani
na fenylalanin v priitbéhu deseti mereni (mcy = 50 mg; Eger =200 mV; Qv = 1,0 ml min’';

25 mmol dm fosfatovy pufi- o pH = 6,80; cpre = 1,0 mmol dm™)

m h
® h(rel)
1,1
SIEERE
| ° 3
° [ ] _1’0
= 3,51 =
&S . . il -0,9 <
[ ] . i F
) n
3,04
' L0,8

Cislo méfeni

Obr. 4.1.4.6: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody v sandwichovém usporadani
na fenylalanin v pritbéhu deseti méreni (mcy = 50 mg; Eqee = 100 mV; Qv = 1,0 ml min™!;

25 mmol dm fosfatovy pufi- o pH = 6,80; cpre = 1,0 mmol dm)
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Obr. 4.1.4.8: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody v sandwichovém usporadani
na fenylalanin v priitbéhu deseti mereni (mcy = 50 mg; Eger = 300 mV; Qv = 1,0 ml min’';

25 mmol dm fosfatovy pufi- o pH = 6,80; cpre = 1,0 mmol dm™)
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Obr. 4.1.4.9: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody v sandwichovém usporadani
na fenylalanin v pritbéhu deseti méreni (mcy = 50 mg; Eqer = 400 mV; Qv = 1,0 ml min™!;

25 mmol dm fosfatovy pufi- o pH = 6,80; cpre = 1,0 mmol dm)

- 56 -



= h

® h(rel)
6,0 I
. * } - 1,0
5,0 |
~ | i 0’9 ~
El e
~ ] ~
- 0,8
4,0 1. L} ' n
] . " n .
" [ ]
-0,7
330 T } ] } - - 0 6

Cislo méfeni

Obr. 4.1.4.10: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody v sandwichovém usporadani
na fenylalanin v priibéhu deseti mereni (mcy = 50 mg; Eger = 500 mV; Qv = 1,0 ml min’';

25 mmol dm fosfatovy pufi- o pH = 6,80; cpre = 1,0 mmol dm™)
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Obr. 4.1.4.11: Zavislost velikosti signalu elektrody modifikované v sandwichovém

usporadani na priitoku nosného elektrolytu (mc, = 50 mg; Eqer = 300 mV;

25 mmol dm> fosfatovy pufir o pH = 6,80; cpre = 1,0 mmol dm™)
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Dale bylo za potiebi zjistit stabilitu elektrodové odezvy v zavislosti na case. Jak si lze
vSimnout na obr. 4.1.4.12 a v tabulce 4.1.4.1, doSlo v pribéhu piiblizn¢ dvou hodin
k poklesu signalu o ptiblizn€ 30 % a zaroven ke zmenSeni driftu, zakladni linie a zmenSeni
relativni smérodatné odchylky mezi méfenimi. Z diivodu eliminace mozné chyby vnesené
do méfeni timto jevem bylo nutné méfit vzorky v rychlém sledu, jelikoz ¢ekani na ustaleni
zékladni linie by bylo velmi asové narocné.

Jednim z poslednich krokt bylo zméteni kalibracni zavislosti fenylalaninu za Gcelem
zjisténi pouzitelnosti modifikované elektrody na realné vzorky. Tato zavislost byla méfena
v rozmezi koncentraci od 1,0 mmol dm™ do 25,0 pmol dm>. Jak je patrné z obr. 4.1.4.13,
je nutné tuto zavislost prolozit dvéma linedrnimi ¢astmi. Jednu v rozsahu od 1,0 mmol dm™
do 0,1 mmol dm™ a druhou v rozsahu od 0,1 mmol dm> do 25,0 umol dm™. Tento jev
muze byt s nejveétsi pravdépodobnosti zpisoben chybou pii fedéni vzorkd automatickou
pipetou, jelikoz se zlom nachdzi na rozhrani koncentracnich fadu. V tabulce 4.1.4.1 jsou
vypsany parametry jednotlivych linearnich casti kalibracnich zavislosti. Limit detekce,
ktery je zde 0,06 mmol dm>, plati pouze pro tuto konkrétni elektrodu, jelikoZ
reprodukovatelnost ptipravy elektrody je pomérné nizkd a kazda elektroda poskytovala

odli$né proudové odezvy.
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Obr. 4.1.4.12: Dlouhodoba stabilita odezvy elektrody modifikované v sandwichovém
usporadant (mcy = 50 mg; Eqer = 300 mV; Qy = 1,0 ml min™;
25 mmol dm fosfatovy pufi- o pH = 6,80; cpre = 1,0 mmol dm™)
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Tabulka 4.1.4.1.: Pokles odezvy elektrody na fenylalanin v pribéhu dvou hodin.

Drift zakladni linie

V{ika (LA) e (%
) (WA min™)
1.—3. pik 6,72 (100 %) 2,7 0,19
4.— 6. pik 4,61 (68,6 %) 2,0 0,04
5,0
25!
=
0,0 _- =t = T T T T T T T T T T
0,500 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
ERER
~
0’1 i T T T T T T T
0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

¢(Phe) (mmol dm™)

Obr. 4.1.4.13: Kalibracni zavislost fenylalaninu ziskana na elektrodé modifikované
v sandwichovém uspordadani (mc, = 50 mg; Eqer = 300 mV; Qy = 1,0 ml min’';

25 mmol dm? fosfatovy pufi o pH = 6,80)

Tabulka 4.1.4.11.: Parametry kalibracni zavislost fenylalaninu ziskané na elektrodé

modifikované v sandwichovém uspotadani.

Rozsah Smérnice Usek R LOD LOQ

1,0 mmol dm™ —
476+0,06 -0,15+0,05 0,999 --- -—-
0,1 mmol dm?

0,1 mmol dm™ —

250 | dm 2,82+0,29 0,12+0,02 0,968 0,06 mmol dm™ 0,21 mmol dm™
,0 umol dm
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4.1.5 Kapani suspenze — distalni strana

Na zékladé zkuSenosti z predchozich modifikaci kapanim suspenze médi a teoretického
modelu prulinc¢itych elektrod, kdy proudovéa hustota roste se zmenSujici se vzdalenosti
od pfivedeného kontaktu a roste tedy i proudova odezva elektrody na analyt, bylo
vyzkouSeno naneseni suspenze médénych mikrocastic na distalni stranu plsti, respektive
na filtracni papir uzavirajici odtokovy otvor s naslednym ptilozenim plsti.

Pfi tomto postupu jiz nebylo optimalizované mnozstvi nanasené¢ médi a bylo ve vSech
méienich pouzivano suspenze tvofené¢ z 50 mg médénych mikrocastic, coz je mnozstvi
optimalizované pfi modifikovani v sandwichovém uspofadani. Jednim z optimalizovanych
parametrl v distdlnim usporadani byl potencial vkladany na pracovni elektrodu. Zavislost
velikosti a stability signalu byla na tomto parametru sledovana v rozmezi od 100 mV
do 500 mV. Stability signalu bylo dosazeno pfi pouZiti potencidlu 200 mV, jak je vidét
na obr. 4.1.5.2. V piipad¢ pouziti niz§iho potencialu, tj. 100 mV, dochéazelo k poklesu
signalu, obr. 4.1.5.1 a naopak, pfi aplikovani potenciali 300 mV a vyssich, dochézelo
k postupnému rastu signdlu béhem meéfeni, jak si lze vSimnout na obrazcich 4.1.5.3

az4.1.5.5.
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Obr. 4.1.5.1: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody modifikované v distalnim
usporadani na fenylalanin v priubehu deseti mereni (mcy = 50 mg; Edqer = 100 mV;

Ov = 1,0 ml min!; 25 mmol dm’ fosfatovy pufi o pH = 6,80; cphe = 1,0 mmol dm™)
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Obr. 4.1.5.2: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody modifikované v distalnim

usporadani na fenylalanin v pribéhu deseti méreni (mcy = 50 mg; Eger = 200 mV;

Oy = 1,0 ml min™; 25 mmol dm? fosfatovy pufi o pH = 6,80, cphe = 1,0 mmol dm™)
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Obr. 4.1.5.3: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody modifikované v distalnim

usporadani na fenylalanin v priubehu deseti mereni (mcy = 50 mg; Edqer = 300 mV;

Ov = 1,0 ml min!; 25 mmol dm’ fosfatovy pufi o pH = 6,80; cphe = 1,0 mmol dm™)
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Obr. 4.1.5.4: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody modifikované v distalnim

usporddani na fenylalanin v pribéhu deseti méreni (mcy = 50 mg; Eger = 400 mV;

Oy = 1,0 ml min™; 25 mmol dm? fosfatovy pufi o pH = 6,80, cphe = 1,0 mmol dm™)
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Obr. 4.1.5.5: Zavislost velikosti a poklesu odezvy elektrody modifikované v distalnim

usporadani na fenylalanin v priubehu deseti mereni (mcy = 50 mg; Edqer = 500 mV;

Oy = 1,0 ml min™; 25 mmol dm? fosfatovy pufi o pH = 6,80, cphe = 1,0 mmol dm™)
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Druhym optimalizovanym parametrem byla zavislost velikosti signdlu na objemovém
prittoku nosného elektrolytu, viz obr. 4.1.5.6. Ta byla méfena v rozmezi od 0,1 ml min’!
do 1,0 ml min!. Jako nejvhodnéjsi byla pouzita hodnota 1,0 ml min™!, byt zde nebyla
hodnota nejvyssi. Tento bod byl zvolen na zéklad¢ statistického porovnani mezi timto
a o jednu desetinu mililitru za minutu mens$im pritokem, které se mezi sebou vyznamné
statisticky neliSily. Také byl v uvahu vzat poznatek z méfeni zavislosti na objemovém
pratoku na elektrodé modifikované v sandwichovém usporadani. Zaroven je mozné, ze pii
nejvyssim objemovém prutoku, ktery byl méteny jako prvni, nebyla elektroda v dostate¢né
stabilnim stavu, coz by naznacovala praveé vyssi smérodatna odchylka nez u ostatnich boda

zavislosti.
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Obr. 4.1.5.6: Zavislost velikosti signalu elektrody modifikované v distalnim usporadani na
prutoku nosného elektrolytu (mcy, = 50 mg; Edqer = 200 mV;
25 mmol dm? fosfatovy pufi o pH = 6,80; cpre = 1,0 mmol dm™)

Poslednim krokem bylo opét zméfeni kalibracni zavislosti fenylalaninu na této
elektrodé. Tato zavislost byla méfena v rozsahu koncentraci od 25,0 pmol dm™
do 1,0 mmol dm™. Jak lze vidét v grafu kalibraéni zavislosti na obr. 4.1.5.7., tato kalibraéni
zavislost je linearni pouze v nizkych koncentracich. Pfi vysSich koncentracich dochazi
k vyraznému odchyleni od linearity.

Vyhodou modifikovani elektrody v distdlnim uspoiadani byl téméf pétkrat nizsi
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dosazeny limit detekce, nez tomu bylo u elektrody modifikované v sandwichovém

usporadani.

Tabulka 4.1.5.1.: Parametry kalibracni zavislost fenylalaninu ziskané na elektrodé

modifikované v distdlnim usporadani.

Smérnice Usek R LOD LOQ

16,99 + 0,54 -0,06 + 0,06 0,998 14,1 umol dm™ 47,1 pmol dm’
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¢(Phe) (mmol dm'3)

Obr. 4.1.5.7: Kalibracni zavislost fenylalaninu ziskana na elektrodé modifikované
v distalnim usporddadni (mcy = 50 mg; Egee = 200 mV; Qv = 1,0 ml min™;

25 mmol dm? fosfatovy pufi o pH = 6,80)
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4.1.6 Stanoveni lysinu v realném vzorku

Pro ovéfeni funk¢nosti a pouzitelnosti pfipravenych elektrod pro analyzu redlnych
vzorki byl vybran komeréné dostupny 1é¢ivy piipravek HerpeNorm™ s vyrobcem
deklarovanym obsahem lysinu 475 mg v jedné tableté o celkové hmotnosti 0,6 g. Obsah
lysinu ve vzorku byl stanovovan metodou pifidavku standardu. Jako pracovni elektroda
byla vybrana elektroda v ,,sandwichovém® usporadani a elektroda v distalnim uspotadani.
Jako referencni metoda, pro ovéteni spravnosti elektrochemického stanoveni, byla vybrana
spektrometrie ve viditelné oblasti za pouziti piedfazené ninhydrinové reakce,
kdy ninhydrin v pfitomnosti aminokyselin poskytuje barevny produkt.

Jak je vidét v tabulce 4.1.6.1, za pomoci elektrochemického stanoveni bylo dosahovéano
vy$§i pfesnosti stanoveni s relativni smérodatnou odchylkou 1,2 % pro elektrodu
v sandwichovém uspofadani, ptipadné¢ 2,5 % pro elektrodu v uspofadani distadlnim.
Zaroven obsah stanoveny pomoci elektrody v sandwichovém uspofadani se pohyboval
blize k vyrobcem deklarované hodnoté nez za pouziti distdln¢ modifikované elektrody.
Stanoveni obsahu pomoci ninhydrinové metody bylo zatizeno nejvétsi relativni
smérodatnou odchylkou, konkrétné 9,4 %. To bylo nejspiSe zplisobeno nerovnomérnym
probéhnutim reakce lysinu s ninhydrinem nebo moZnym vnesenim jiné chyby pfi
provadeéni reakce. Zaroven tato metoda poskytovala hodnoty obsahu lysinu v pfipravku

nejblize vyrobcem deklarované hodnoté.

Tabulka 4.1.6.1: Obsah L-lysinu v ptipravku HerpeNorm™ stanoveny jednotlivymi

metodami
Stanoveny obsah Relativni
) Rozptyl (mg) Sr )
lysinu (mg) obsah lysinu
Sandwichové usporadani 4942 5,7 1,2 % 104,0 %
Distalni usporadani 4420 10,9 2,5% 93,1 %
Ninhydrinova metoda 482,8 45,3 9.4 % 101,6 %

Pozn.: Vyrobcem deklarovany obsah lysinu v tableté byl 475 mg.

- 65 -



4.2 Modifikace rozméru cely

V této Casti prace jsou porovnavany vysledky ziskané na cele vytvoirené metodou
3D tisku oproti tém naméfenych na sklenéné ptepadové cele. K porovnani byly pouzity
hydrodynamické voltamogramy a kalibracni zavislosti antioxidanti propylgallétu,
terciarniho bultyhydrochinonu, butylhydroxyanisolu a butylhydroxytoluenu, namétené
za podminek optimalizovanych v piedchozi praci [56]. Konkrétné Slo o gradientovou eluci
s pouzitim methanolu, jehoZz obsah byl béhem osmi minut zvySovan z piivodnich 55 %
na konecnych 95 % a nasledn¢ byl tento obsah 2 minuty udrzovan. Zbylou ¢ast mobilni

faze tvofil acetatovo-fosfatovy pufr o koncentraci 50 mmol dm™ a pH = 4,5.
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Obr. 4.2.2.1: Chromatogramy antioxidantu p¥i potencialech 0,80 V (dole) a 1,40 V
(nahore) ziskanych na tistené miniaturizované cele. (HPLC, kolona Lichrosper® RP-18,
125 x 4 mm, 5 um; priitok MF 1,0 ml min™!; gradientova eluce: Béhem osmi minut
zvySovani obsahu methanolu z 55 % na 95 % a ndsledné 2 minuty udrZovani 95% obsahu

methanolu, zbyly objem tvoril acetatovo-fosfatovy pufir 50 mmol dm™ o pH = 4,5).
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4.2.1 Chromatogramy

Na chromatogramech ziskanych na tisténé cele (obr. 4.2.2.1.) je mozné pozorovat
mnohem mensi pokles zdkladni linie vlivem zmény poméru methanolu
ku acetatovo-fosfatovému pufru v mobilni fazi, nez tomu bylo na sklenéné cele. Zaroven
na tisténé cele nebyly pozorovany nepravidelnosti zékladni linie pii pouziti detekéniho
potencidlu 1,40 V, znichz jednu lze pozorovat pii méfeni s komeréni sklenénou celou

piiblizné v Sesté az sedmé minuté chromatogramu (obr. 4.2.2.2.).
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Obr. 4.2.2.2: Chromatogramy antioxidantu pri potencialech 0,80 V (dole) a 1,40 V
(nahore) ziskanych na bézné sklenéené prepadové cele. Prevzato a upraveno z cit. [56]

Rozsiteni pikd, které je mozné pozorovat pii porovndni chromatogrami ziskanych
na tisténé cele oproti tém ziskanym na cele sklenéné, je ziejme zplsobeno separacnim
krokem, nikoliv detek¢nim. Pfi porovnani §ifek pikli v poloving jejich vySek bylo zjisténo,
Zze tato hodnota ziskand pifi UV detekci, kterd byla piedfazena elektrochemické,
a 0,20 min pro BHT. Hodnoty ziskané¢ béhem nyné&jSich méteni byly 0,22 min pro PG,
0,25 min pro tBHQ a 0,27 min pro BHA a BHT. Soucasné s rozsifenim pikti doslo
k mirnému poklesu jejich vysek. Z téchto divodh nelze piesné urcit, jak velky podil zmén
na elektrochemické detekci je zpisoben prave separacnim krokem a jaky samotnou

zménou geometrie detektoru.
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V tabulce 4.2.1.1 je porovnan vliv jednotlivych detekénich cel na rozsiteni pikli analytu.

Jak Ize z tabulky zjistit, pfi pouziti sklenéné cely je rozsifeni piku mnohem vétsi nez u cely

tisténé. Piikladem mtize byt pik propylgallatu (PG), kdy pfi detekci ve sklenéné cele doslo

k roz8iteni piku o 63 %, zatim co pii pouziti tiSténé cely doslo k rozsifeni piku pouze

023 %.

Tabulka 4.2.1.1: Relativni rozsifeni piki na sklenéné a tisténé cele

Sklenéna cela

TiSténa cela

PG {BHQ BHA
1,63 1,29 1,43

BHT
1,33

PG
1,23

tBHQ BHA BHT
0,96 1,06 1,06

Pozn.: Poméry pocitany jako Wo s(EC)/ Wo s(UV)
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4.2.2 Hydrodynamické voltamogramy

Pro zjisténi moznych zmén zavislosti velikosti odezvy na potencidlu vlozeném

na pracovni elektrodu byly proméfeny hydrodynamické voltamogramy. Zavislost byla

sledovana pouze pti hodnoté¢ pH 4,5, jakozto znamé optimalni hodnoté.

Na zékladé porovnani hydrodynamickych voltamograml ziskanych na sklenéné cele

a cele tiSténé lze usoudit, Ze se zménou geometrie cely nedoslo k vyraznym zménam

v elektrochemickém chovéani analytd, jelikoZ maximalni odezvy jednotlivych analyth

se pohybuji v ptiblizn€ stejnych hodnotach vlozenych potenciali na pracovni elektrodu.

Hydrodynamické voltamogramy PG (obr. 4.2.1.1.) maji obdobny pribéh na tisténé cele

v porovnani se sklenénou, lisi se pouze proudovymi hodnotami, coz muze byt opét

prisouzeno separacnimu kroku.
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Obr. 4.2.1.1: Srovnani hydrodynamickych voltamogramut PG ziskanych na tistené cele

(trojuhelniky) a komercni sklenéné cele (Ctverce, prevzato a upraveno z [56]).

(HPLC, kolona Lichrosper® RP-18, 125 x 4 mm, 5 um; pritok MF 1,0 ml min™;

gradientova eluce byla nasledujici: Béhem osmi minut zvySovdni obsahu methanolu z 55 %

na 95 % a nasledné 2 minuty udrzovani 95% obsahu methanolu, zbyly objem tvoril

acetdatovo-fosfatovy pufir 50 mmol dm™ o pH = 4,5).
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K vyraznéjsi zméné doslo pouze v piipadé tBHQ (obr. 4.2.1.2.), kde je mozné
si vSimnout $ir$i platd ¢asti hydrodynamického voltamogramu z tisténé cely v rozsahu
potenciali od 800 mV do 1100 mV, ktera pii pouziti sklenéné cely nebyla pfitomna.
Zaroven u tohoto analytu, jako jediného bylo pozorovano zvyseni odezvy na tisténé cele,
coz muze byt ¢astecné prisuzovano separacnimu kroku, jak jiz bylo uvedeno vyse.

Hydrodynamicky voltamogram BHA (obr. 4.2.1.3.) je mirné¢ posunuty k vy$Sim
detek¢énim potencialiim za souc¢asného snizeni proudovych odezev.

Hydrodynamické voltamogramy BHT (obr. 4.2.1.4.) jsou téméi identické jak pro
sklenénou, tak tisténou celu. Pouze u tohoto analytu doslo k posunu maximalni odezvy
z pivodnich 1400mV na 1500 mV, coz je nejspiSe zplsobeno samotnym vysokym

potencidlem vloZenym na elektrodu.
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Obr. 4.2.1.2: Srovnani hydrodynamickych voltamogramu tBHQ ziskanych na tisténé cele
(trojuhelniky) a komercni sklenené cele (Ctverce, prevzato a upraveno z [56]).
(HPLC, kolona Lichrosper® RP-18, 125 x 4 mm, 5 um; pritok MF 1,0 ml min™;
gradientova eluce byla nasledujici: Behem osmi minut zvysovani obsahu methanolu z 55 %
na 95 % a nasledne 2 minuty udrzovani 95% obsahu methanolu, zbyly objem tvoril

acetdatovo-fosfatovy pufir 50 mmol dm™ o pH = 4,5).
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Obr. 4.2.1.3: Srovnani hydrodynamickych voltamogramii BHA ziskanych na tisténé cele
(trojuhelniky) a komercni sklenéné cele (Ctverce, prevzato a upraveno z [56]).
(HPLC, kolona Lichrosper® RP-18, 125 x 4 mm, 5 um; pritok MF 1,0 ml min™;
gradientova eluce byla nasledujici: Béehem osmi minut zvySovani obsahu methanolu z 55 %
na 95 % a nasledné 2 minuty udrzovani 95% obsahu methanolu, zbyly objem tvoril

acetdtovo-fosfitovy pufr 50 mmol dm™ o pH = 4,5).
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Obr. 4.2.1.4: Srovnani hydrodynamickych voltamogramut BHT ziskanych na tistené cele
(trojuhelniky) a komercni sklenéné cele (Ctverce, prevzato a upraveno z [56]).
(HPLC, kolona Lichrosper® RP-18, 125 x 4 mm, 5 um; pritok MF 1,0 ml min™;
gradientova eluce byla nasledujici: Behem osmi minut zvysovani obsahu methanolu z 55 %
na 95 % a nasledne 2 minuty udrzovani 95% obsahu methanolu, zbyly objem tvoril

acetdtovo-fosfatovy pufr 50 mmol dm™ o pH = 4,5).
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4.2.3 Kalibracni zavislosti

Dal$im bodem pro porovnani dvou konstrukéné odlisnych elektrochemickych cel bylo
porovnani kalibra¢nich zavislosti na téchto celach ziskanych.

Porovnanim smérnic kalibrac¢nich zadvislosti mezi sklenénou a tiSt€nou celou si lze
povsimnout niz$i citlivosti zévislosti pro PG, tBHQ a BHA ziskanych na tisténé cele.
Pokles hodnoty smérnice je nejvice patrny u BHA, naopak u BHT doslo k mirnému
zvyseni citlivosti. Porovnaji-li se hodnoty korelacnich koeficientl, 1ze si vSimnout vyssi
piesnosti zavislosti ziskanych na tisténé cele, zejména u BHT a BHA.

Dals$im porovnavanym parametrem jsou limity detekci a stanoveni jednotlivych analyti.
Vsechny tyto hodnoty byly pocitany jako hodnota Sumu zakladni linie vynasobena tfemi
pro limit detekce, respektive deseti pro limit stanoveni, a vydélena smérnici kalibra¢ni
zavislosti pfisluSici danému analytu. V této casti dosSlo, krom& PG, k velmi malému
poklesu vSech hodnot, které byly ovlivnény zménou smérnic kalibracnich zévislosti,
jelikoz Sum zakladni linie byl srovnatelny na obou celach. K nejvétsi zmeéné doslo opét

u BHT, ktery je detekovan za odliSného potencialu oproti zbylym analytiim.

Tab 4.2.3.1: Parametry kalibra¢nich zavislosti antioxidantt ziskanych na tisténé
miniaturizované cele

Smérnice Usek LOD LOQ
E (V) R
(LA dm? umol'l) (HA) (pumol dm'3) (umol dm'3)
PG 0,244 0,517 0,995 0,98 3,27
BHA 0,80 0,156 0,189 1,000 1,35 4,50
tBHQ 0,207 -0,151 1,000 1,16 3,87
BHT 1,40 0,117 0,040 0,999 1,79 5,97

Tab 4.2.3.11: Parametry kalibracnich zavislosti antioxidantl ziskanych na sklenéné
prepadové cele. Prevzato a upraveno z cit. [56]

Smérnice Usek LOD LOQ
E (V) R
(LA dm? pmol ™) (HA) (umol dm™)  (umol dm™)
PG 0,297 0,100 0,999 0,88 2,93
BHA 0,80 0,233 0,140 0,992 1,44 4,81
tBHQ 0,237 -0,110 0,999 1,21 4,04
BHT 1,40 0,108 -0,210 0,989 4,63 15,4
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Obr. 4.2.3.1: Zavislosti vySek pikii antioxidantii na jejich koncentracich. Méreno
na miniaturizované cele. (Ede: = 0,80 V; kolona Lichrosper® RP-18, 125 X 4 mm, 5 um;
priitok MF 1,0 ml min™; gradientova eluce: Béhem 8 minut riist obsahu methanolu z 55 %
na 95 %, nasledné 2 minuty udrzovani 95% obsahu, zbytek tvoril acetatovo-fosfatovy pufr
50 mmol dm™ opH =4)5).
Ctverce — PG, kolecka — tBHQ, trojithelniky — BHA, kosoctverce — BHT
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5 Zaveér
5.1 Modifikace elektrody z uhlikové plsti

Cilem modifikaci uhlikové plsti pomoci médi bylo vytvoreni elektrochemického
detektoru vhodného pro detekci elektrochemicky neaktivnich aminokyselin. Jako prvni
technika bylo pouzito potenciostatické vylucovani kovové médi zroztoku siranu
médnatého a siranu sodného. U vSech variant uspotadani doslo k pokoveni zejména casti
plsti v pfimém kontaktu s elektrolytem v mérné nadobce, zatimco vnitini struktura byla
pokovena minimalné, ptfipadné vibec, a celkovd hmotnost nanesené¢ médi dosahovala
pouze jednotek miligrami. Pii pouziti takto modifikovanych elektrod pro detekci
fenylalaninu bylo dosahovéno velmi nizkych odezev, pravdépodobné v souvislosti
s nedostateCnym mnozstvim médi pro tento zptsob detekce.

Dale bylo proto pfistoupeno k nanaseni médénych mikrocastic na uhlikovou plst pouze
mechanicky. Pfed pouZzitim bylo tfeba médéné mikrocastice aktivovat kyselinou dusi¢nou
o koncentraci 80 mmol dm™, pro odstranéni povrchové vrstvy oxid. Elektroda
modifikovanad nanaSenim pomoci michani plsti v suspenzi mikro¢astic médi neposkytovala
dostatené stabilni odezvu elektrody na fenylalanin, kdy b&hem deseti méfeni doslo
k poklesu signdlu o ptiblizné 50 %, ziejmé kvili nedostateénému mnozstvi médi na plsti,
zaroven zde byla nizk4 reprodukovatelnost v jejim nanaSeni. U elektrody modifikované
v distdlnim uspofadani lze problémy s nizkou reprodukovatelnosti vysvétlit vytlacenim
casti médi plochou feruli mimo kontakt s elektrolytem. Elektrody modifikované
v distalnim a v sandwichovém uspofadani poskytovaly mnohem vétsi stabilitu, kdy
za optimalnich podminek na né bylo nanaSeno 50 mg médénych mikroc¢astic. Zajimavosti
je rozdil v detekénich potencidlech vklddanych na tyto elektrody, kdy na elektrodu
modifikovanou v distalnim uspofddani byl vkladan potencial o 100 mV mensi nez na
elektrodu modifikovanou v sandwichovém uspotfadani. To Ize nejspiSe vysvétlit rostouct
vzdélenosti médi od platinového kontaktu v téle elektrody a tim i rostoucim odporem.

Posledni jmenované elektrody byly pouzity k analyze redlného vzorku HerpeNorm™
s obsahem lysinu 475 mg v tableté. Jako referencni metoda byla vybrana spektrofotometrie
ve viditelné oblasti za pouziti pfedchazejici ninhydrinové reakce. VSechny tyto metody
poskytly vysledky velmi se blizici vyrobcem deklarované hodnoté. Zaroven
u elektrochemickych stanoveni byly nejmensi smérodatné odchylky, a to ziejmé diky
odstranéni vlivu derivatizacni reakce, ve které se u spektrometrické detekce mohly

vyskytovat chyby zptisobené nerovnomérnym probéhnutim reakce nebo pipetovanim.
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5.2 Modifikace rozmért cely

Cilem této ¢asti prace bylo porovnani sklenéné a tisténé elektrochemické cely. Jako
modelovy systém slouzila detekce syntetickych antioxidantli zpracovavanych jiz
v bakalarské praci [56], odkud byly pfevzaty i optimalni separa¢ni podminky.

Jednim z parametri pro porovnani byly hydrodynamické voltamogramy. Zde nebyly
patrné vyznamné zmény. Rozdily v podobé drobnych zmén ve vyskach a Sitkach pikt
a smérnicich kalibra¢nich zavislosti lze pfipsat zméndm v chromatografické ¢asti
stanoveni.

K vyznamnym zméndm doslo pii porovnani vlivu elektrochemické detekce na rozsiteni
pik analytd vici Sitkam ziskanych pomoci UV detekce, kdy na tisténé cele byl vliv
na rozsifeni pikd minimalni oproti sklenéné cele, kde dochazelo k rozsiteni piku i 0 60 %
jeho ptivodni hodnoty.

DalSim benefitem tisténé cely bylo vymizeni nepravidelnosti zakladni linie v podobé
nezndmého piku, sniZzeni Sumu zdkladni linie a zaroven témét k vymizeni jejiho driftu,
a to zejména pti vysSim potencialu, v disledku toho u BHT doslo ke sniZeni limitu detekce
z pivodnich 15,4 pmol dm™ na 5,97 pmol dm™. Vyse uvedené zmény lze pficist nejspise
krat§im vzdalenostem mezi vSemi elektrodami a tim sniZeni ptekondvaného odporu.

Na zékladé téchto poznatkl lze fici, Ze tiSt€na cela poskytuje dostate¢né benefity oproti
sklenéné cele a Upravy elektrochemickych cel pomoci metody 3D tisku jsou vice

nez vhodné pro jejich vyuziti v laboratofi.
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