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PREDMLUVA

Tato skripta vznikla pro potieby kursu “Moznosti inovaci v elektroanalytické che-
mii“, pofadaného v ramci projektu “Prazské analytické centrum inovaci”
cz.04.3.07/4.2.01.1/0002 v grantovém schématu jpd3 “Spoluprace vyzkumnych a vyvojo-
vych pracovist’ s podnikatelskou sférou, podpora inovaci”.

Jsou pokusem demonstrovat moZnosti a omezeni vybranych elektroanalytickych
metod a perspektiv jejich dal§iho rozvoje a predstavuji vhodny doplnék k dal§im ucebnim
materidlim vydanym v ramci tohoto kursu, zejména k CD s prezentacemi vSech prednase-

jicich v powerpointu. Toto CD je pro pfipadné zajemce k dispozici u garanta tohoto kursu.

Cilem celého projektu je piispét k rozsifeni komunikace mezi vyzkumnou a vyvojo-
vou sférou na stran¢ jedné a sférou podnikatelskou na strané druhé, a tim 1 k urychleni pte-
nosu novych poznatkli vzniklych ve vyzkumné sféfe, do oblasti praktickych aplikaci. Au-
tofi jednotlivych kapitol budou proto vdécni za jakékoliv kritické ptipominky k jejich kon-
cepci 1 provedeni a zejména za jakékoliv ndméty vedouci k ptipadné realizaci prezentova-

nych poznatki v praxi.

Jiri Barek



1. PERSPEKTIVY ELEKTROANALYTICKYCH METOD

prof- RNDr. Jiri Barek, CSc.
Univerzita Karlova v Praze, Pfirodovédecka fakulta, Katedra analytické chemie, UNESCO
laboratoft elektrochemie Zivotniho prostiedi, Albertov 2030, 128 43 Praha 2

barek@natur.cuni.cz

1.1 Uvod

Rostouci naroky kladené moderni spolecnosti na analytickou chemii nemiize v celé jejich §ifi splnit
zadna jednotliva analytickd metoda. Vzdy je nutné hledat metodu, ktera je nejvhodnéjsi pro dany
ucel, tj. pro stanoveni konkrétniho analytu v konkrétni matrici v pfitomnosti danych interferenti
a v pozadovaném koncentraénim rozmezi, pfi co nejnizsi ekonomické a ¢asové narocnosti a mini-
malni pracnosti. A je hlavnim tkolem analytického chemika takovouto metodu z celé obrovské

plejady existujicich analytickych metod vybrat.

Tato kapitola je proto jakymsi stru¢nym zamys$lenim nad moznostmi, omezenimi a perspek-
tivami modernich elektrochemickych metod se zvlaStnim diirazem na metody voltametrické a am-
perometrické, jejichZ vyvoj je sttedem pozornosti pracovi$té autora této kapitoly [1-3]. Je pokusem
ukazat, ze tyto metody mohou byt v nékterych konkrétnich piipadech zivotaschopnou a uzitecnou
alternativou Sirokého spektra modernich spektrometrickych a separa¢nich metod. Je namisté pfi-
pomenout, ze elektroanalytické metody jsou i v dneSni dob¢ prakticky denné pouzivany v kazdé
analytické laboratofi. Sta¢i jen pfipomenout potenciometrické méteni pH ¢i vodivostni kontrolu
kvality deionizované vody. Osobni elektrochemické analyzatory pro stanoveni glukosy, elektro-
chemické pozarni sensory ¢i tzv. lambda sondy pracujici na elektrochemickém principu a regulujici
optimalni pomér vzduchu a paliva pfedstavuji mnohamiliardovy a stale rostouci trh, coz plati
i o sitotiskovych elektrodach na jedno pouziti. Rovnéz v oblasti speciace prvku ¢i sledovani jejich
biologické dostupnosti v piidé hraji voltmetrické metody nezastupitelnou roli. Piesto zlstava smut-
nou skutecnosti, ze fada modernich poznatkti z elektroanalytické chemie si jen obtizné hleda cestu
do praxe a zZe elektroanalytické metody jsou postupné vytlacovany i z téch oblasti, kde mohou
predstavovat uzitecnou alternativu k prevladajicim separa¢nim ¢i spektrometrickym metodam, a to

alternativu atraktivni zejména z ekonomického hlediska.

Pii vyvoji modernich elektroanalytickych metod se uplatiuji jednak momenty, které lze

oznacit jako tazné, a jednak momenty, které 1ze nazvat tlaéné (viz obr. 1.1).
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Obr. 1.1

Vyvoj modernich elektroanalytickych metod

Na tyto podnéty reaguje moderni elektroanalytickd chemie vyvojem:

novych typa elektrod a jejich usporadani

novych elektrodovych materialt

- nahodné

- promyslené

novych typi potencialovych programil a zpracovani proudové odezvy véetné elektrochemic-
ké ptredupravy elektrod

metod kombinujicich elektrochemii s jinymi principy a technikami (biologickymi, magnetic-
kymi, spektrometrickymi)

metod kombinujicich elektrochemickou detekci s pfedbéznou separaci a prekoncentraci
novych typi sensorti

metod zaloZenych na pritokovych métenich

Vsechny tyto pfistupy se pochopiteln¢ dopliuji, prekryvaji a vzajemné prolinaji.

Zde je nutné pripomenout, ze elektroanalytické metody mohou mit Sanci na praktické uplat-

néni jeding pfi splnéni nasledujicich podminek:

Je vypracovana odpovidajici teorie.

Je komer¢né dostupna aparatura.



. Jsou vypracovany a validovany adekvatni analytické postupy.
J Praxe je o metod¢ dostate¢né informovana.
J Metoda je konkurenceschopna z hlediska

- analytickych parametrt

ekonomickych parametrt

provoznich parametra

privétivosti k uzivateli a k pracovnimu a zivotnimu prostiedi.
Za hlavni vyhody polarografickych a voltametrickych metod lze povazovat:

1. Siroky koncentraéni rozsah se pohybuje od fadové 10~ mol L™ v piipadé DC-voltametrie a
po 10" mol L™" v piipadé adsorpéni rozpoustéci voltametrie a splituje pozadavky v celé fadé

prakticky vyznamnych oblasti (viz obr. 1.2)

2. Rozsah analytl je Siroky (anorganické i organické latky, organokovy, biologické makromo-
lekuly atd.).
3. Potizovaci a provozni naklady jsou nizké.

4. Metody jsou rychlé.
5. Metody jsou snadno automatizovatelné.

6. Molekula analytu je pfimo zdrojem signalu, na rozdil napt. od spektrometrickych metod, kde

je nutné vhodnym zptisobem nejprve pievést elektromagmetické zafeni na elektricky proud.

7. Predstavuji nezavislou alternativu, coz je dilezité z pravniho hlediska, nebot’ dikaz piitom-
nosti n¢jaké latky ,,nade v§i rozumnou pochybnost” vyzaduje pouziti nékolika navzajem ne-

zavislych metod.

8. Maji urcitou inherentni selektivitu, nebot’ vSechny slouceniny nejsou elektrochemicky aktiv-
ni, takze lze napf. selektivné stanovit elektrochemicky redukovatelné nitrované derivaty po-
lycyklickych aromatickych uhlovodikt ¢i elektrochemicky oxidovatelné aminoderivaty po-

lycyklickych aromatickych uhlovodiki v pfitomnosti inaktivnich mate¢nych sloucenin.

Za hlavni nevyhodu polarografickych a voltametrickych metod lze povazovat vyssi perso-
nalni pozadavky, nebot’ uspésna aplikace téchto technik vyzaduje vétsi zkuSenosti a znalosti nezli

aplikace napf. jednoduché spektrofotometrie ve viditelné oblasti.
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Obr. 1.2 PouZitelnost voltametrickych technik

Vyvoj modernich voltametrickych technik probihal a zfejmée i nadale bude probihat po néko-
lika paralelnich liniich:
1. Vyvoj elektrod
Vyvoj méficich technik
Vyvoj instrumentace

Vyvoj teorie

wok wN

Vyvoj konkrétnich analytickych metod pro jednotlivé analyty

Ad 1: Vyvoj rtutovych elektrod probihal po linii klasicka rtut'ova kapkova elektroda — tryskajici
rtutova elektroda — visici rtutova kapkova elektroda — staticka rtutova kapkova elektroda
— rtut'ova filmova elektroda — rtutovd mikroelektroda — krokové rostouci elektroda —
smr$tujici se rtutova elektroda — rtut'ova amalgamova elektroda. V soucasné dobé je po-
zornost vénovana vyvoji mikroelektrod, sitotiskovych elektrod, elektrod na jedno pouziti,

elektrod umoznujicich sestavit elektrodova pole a riznych typti snadno obnovitelnych elek-
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trod. Pozomost je v této souvislosti vénovana i hledani novych elektrodovych materialt.
Sem patii napt. tuhé amalgamové elektrody, vizmutové filmové elektrody, elektrody na bazi
borem dopovaného diamantu, elektrody na bazi nanotrubicek ¢i dalSich modernich uhliko-
vych materiali. Ve stfedu pozornosti jsou stale i uhlikové pastové elektrody a neustale se ob-

jevuji nové elektrodové materialy vzniklé nahodou ¢i na zakazku.

Ad 2: Pfi vyvoji novych méficich technik je vénovana pozornost riznym potencialovym progra-
mim, riznym typim zpracovani proudové odezvy a riznym zptsobiim prekoncentrace. His-
toricky se vyvoj v oblasti méticich technik pohyboval po linii DC polarografie — oscilopola-
rografie — Kalousktv pfepina¢ — AC polarografie — tast polarografie — pulsni techniky
— cyklicka voltametrie — konvolu¢ni techniky — elimina¢ni polarografie. V oblasti pre-
koncentrace analytu na povrchu pracovni elektrody se po anodické a katodické rozpoustéci

voltametrii objevila adsorp¢ni rozpoustéci voltametrie.

Ad 3: Vyvoj instrumentace se pohyboval od ptivodnich mechanickych pfistroji pies elektronické
ptistroje a pristroje na bazi operacnich zesilovact az k pocitacem fizenym piistrojim, které
jsou v soucasné dob¢ koncipovany jako virtudlni pfistroje, u nichz je do osobniho pocitace
vlozena specialni karta umoziujici jak tizeni elektrochemického experimentu, tak sledovani

a zpracovani jeho vysledkd.

Ad 4: Pti vyvoji teorie se nejprve objevil teoreticky popis polarografické kiivky vcetné teorie li-
mitniho difuzniho proudu a teorie ostatnich typl proudii. Existujici teoreticky aparat zahrnu-
je 1 detailni znalost mechanismi elektrodovych reakei a vztahl mezi strukturou a elektro-

chemickou aktivitou studovanych latek.

Ad 5: Usp&sny a rozsahly vyvoj konkrétnich analytickych metod pro jednotlivé analyty dokumen-
tuji desetitisice pracovnich postupli popsanych v rozsahlé odborné literature, desitky mono-
grafii, tabulek, kompendii, fada databazi mj. i na Internetu. Pocet ro¢né vznikajicich novych
polarografickych stanoveni se i dnes, v obdobi ziejmého utlumu polarografie, pohybuje fa-

dové ve stovkach za rok a v ptipadé stanoveni voltametrickych se jedna fadové o tisice praci.

V popfedi zajmu je i kombinace amperometrie s prutokovymi metodami (FIA — pritokova
injek¢ni analyza, SIA — sekvencni injek¢ni analyza, HPLC) a s pfedbéznou separaci a prekoncent-
raci (TLC — tenkovrstva chromatografie, LLE — extrakce kapaliny kapalinou, SPE — extrakce tuhou
fazi). K podobnému tcelu slouzi i elektrody pokryté membranami ¢i filmy (podobné jako je tomu

u Clarkova cidla).

vvvvvv

svvr

proud, pouzitelnych v riznych rozpoustédlech, odolnych viici pasivaci a s vyssi mechanickou stabi-
litou umoznujici jejich kompatibilitu s méfenim v prutokovych systémech. Vyznamna je i jejich

7



kompatibilita se zelenou analytickou chemii, pozadujici minimalni toxicitu elektrodovych materia-
It a minimalni odpad pfi analyzach. (Napf. elektrody na jeho pouziti nejsou z tohoto hlediska prilis

ohleduplné k Zivotnimu prostredi).

1.2 Nové elektrodové materialy

Uspéch voltametrického &i amperometrického stanoveni v rozhodujici mife ovliviiuje kvalita pou-
zité elektrody, ktera je v tésném kontaktu s analyzovanym prostiedim, coz mize vést k jeji pasiva-
ci, ktera byva hlavnim problémem pii praktické aplikaci voltametrickych metod. Problémy s pasi-
vaci elektrody Ize do jisté miry eliminovat mechanickym obnovovanim povrchu elektrody (brouse-
ni, lesténi, otfeni povrchu uhlikové pastové elektrody), elektrochemickou predupravou elektrody
(napft. vloZzenim vhodnych potencialovych pulsi) ¢i pouzitim elektrodového materidlu na némz se
minimalné zachycuji produkty elektrodové reakce ¢i interferujici latky. Volba elektrodového mate-
ridlu je Casto rozhodujici pro tspéch stanoveni nejen z hlediska pasivace elektrody, ale i1 z hlediska
dostupného potencialového okna, Sumu, velikosti a reprodukovatelnosti signalu atd. V nasledujicim
textu je vénovana pozornost riznym netradicnim elektrodovym materidlim perspektivnim z hle-

diska modernich voltametrickych a amperometrickych metod.

1.2.1 Tuhé amalgamové elektrody

Tuhé amalgamové elektrody, které byly vyvinuty na Ustavu fyzikalni chemie a elektrochemie Jaro-

slava Heyrovského [4], maji celou fadu piednosti:

J Jsou netoxické a tudiz privétivé k Zivotnimu prostiedi.
U Dostupné potencialové okno je srovnatelné s visici rtutovou kapkovou elektrodou (HMDE).
U Je u nich jednoducha elektrochemicka preduprava.

. Jsou mechanicky robustni a tudiz kompatibilni s HPLC, FIA a SIA .

. Jsou vhodné k selektivni detekei redukovatelnych latek.

Jejich moznosti a omezeni jsou detailné popsany v kapitole 2, a proto jim zde nebude vénovana

dalsi pozornost.

1.2.2 Bismutové elektrody

Dalsi perspektivni nahradou rtuti, jejiz pouziti je v posledni dobé omezovano vzhledem k ponékud
neopodstatnénym obavam z jeji toxicity, je bismut [5]. Lze ho pouzit v kompaktni formé, ve form¢e
filmu na vhodném substratu i ve formé praskové. ProtoZze detailni piehled této problematiky je

predmétem kapitoly 6, nebude zde tato problematika dale rozvadéna.



1.2.3 Uhlikové pastové elektrody

Uhlikovou pastu, jako neobycejné uziteCny typ elektrodového materidlu, zavedl Ralph Adams

v sedmdesatych letech minulého stoleti. Pivodné se pokousel piipravit kapajici elektrodu na bazi

vodivé kapaliny vyniklé rozpytlenim uhlikového prasku do vhodné organické kapaliny nemisitelné

s vodou. ProtoZe tato myslenka se neosvédcila, Adams zvysil obsah uhlikového prasku, takze misto

kapaliny dostal pastu, kterou vsak lze snadno vytlacit pistem z vhodné konstruovaného téla elek-

trody. Takto pfipravena uhlikova pastova elektroda tvofena smési vhodné tzv. pastovaci kapaliny

a vhodného typu uhlikového prasku ma nasledujici vyhody [3]:

1. Jeji povrch 1ze snadno obnovit vytlacenim uhlikové pasty z téla elektrody a otfenim vytlace-
né pasty, ¢imz lze eliminovat fadu problému souvisejicich s pasivaci elektrody.

2. Elektrodu Ize snadno chemicky modifikovat pfidavkem modifikatoru k uhlikovému prasku,
pastovaci kapalin¢ ¢i modifikaci kompletné ptipravené uhlikové pastové elektrody.

3. Ke zvyseni citlivosti 1ze vyuzit adsorpéni akumulace (na povrchu uhlikové pasty) ¢i extrakc-
ni akumulace (do pouzité pastovaci kapaliny).

4, Elektrodu Ize snadno pokryt rtutovym ¢i bismutovym filmem a tim vyrazné rozsifit jeji ka-

todické potencialové okno.

Z praktického hlediska je diilezité, ze pii pouziti mikrokulicek ze skelného uhliku mize byt
pastova elektroda dlouhodobé pouzivana i v prostiedi s vysokym obsahem organického rozpousté-
dla (methanolu ¢i acetonitrilu), a Ize ji tudiz snadno pouzit i jako pracovni elektrodu pfi vysoko-
ucinné kapalinové chromatografii s elektrochemickou detekci [6], kde elektrody na bazi jinych

uhlikovych praski selhavaji vzhledem k vymyvani pastovaci kapaliny organickym rozpoustédlem.

Podrobné je problematika uhlikovych pastovych elektrod zpracovana v kapitole 5.

1.2.4 Sitotiskové uhlikové elektrody na jedno pouziti

Dalsi moznosti eliminace problému souvisejicich s pasivaci elektrody je pouziti tzv. sitotiskovych
(screen-printed) elektrod na jedno pouziti. Denné se produkuje nékolik milionti téchto elektrod,
které se pouziji na jediné stanoveni. Cena téchto elektrod se pohybuje na urovni jednoho EUR,
takze v celkovych nakladech na analyzu to neni vyrazna polozka. Elektroda je pouzita na jediné
stanoveni, takze se nemlze negativné projevit vliv jeji historie. Naproti tomu jsou zde problémy
s kalibraci a s likvidaci pouzitych elektrod. Z tohoto hlediska nejsou tisténé elektrody na jedno

pouziti zcela slucitelné s koncepci tzv. ,,zelené analytické chemie®.

1.2.5 Obnovitelné elektrody pokryté filmem na bazi uhlikového inkoustu

Vhodnou alternativou k sitotiskovym elektroddm jsou elektrody pokryté obnovitelnym filmem

ptfipravenym pomoci vodivého inkoustu [7]. Pfiprava téchto obnovitelnych elektrod je velmi pros-



ta: V 5%nim roztoku polystyrenu v dichloromethanu se disperguje tfepanim ¢i pomoci ultrazvuku
vhodny uhlikovy prasek (osvédCily se vySe zminéné mikrokulicky ze skelného uhliku). Takto
vznikly vodivy inkoust se nanese na povrch libovolné pevné elekrody mikrodavkovacem ¢i prosté
jejim ponofenim do piipraveného vodivého inkoustu. Po nékolika minutach se t€kavé rozpoustédlo
odpaii a elektroda je pfipravena k méfeni. Pokud prestane poskytovat spolehlivé vysledky, film se
prosté otfe kouskem filtraéniho papiru a béhem nékolika minut se pfipravi film novy. Zustava tedy
zachovana vyhoda snadného obnoveni aktivniho povrchu elektrody a je eliminovan problém likvida-

ce pouzitych dispozabilnich elektrod. Podrobnéji je tato problematika diskutovana v kapitole 3.

1.2.6 Elektrody na bazi borem dopovaného diamantu

Problematika vyuziti diamantovych elektrod pro elektroanalytickd métfeni se zacala intenzivné
zkoumat teprve v posledni dobé¢, i kdyz prvni prace v této oblasti byly publikovany v osmdesatych
letech. Diamant se vyznacuje mimofadnou mechanickou i chemickou stabilitou. Je jednim z nejlep-
Sich ptirodnich izolatorti a pro jeho elektroanalytické vyuziti je nutné jej dopovat atomy jinych
prvki, nejcastéji boru. Nejéastéji jsou diamantové elektrody pouzivany ve formé tenkych, poly-
krystalickych filmt. Diamantové filmy se pripravuji tzv. chemickou depozici par (CVD — ,,chemi-

cal vapor deposition®) pii pouziti zhavenych vlaken nebo mikrovinného ohfevu.

Hlavni vyhody borem dopovaného diamantu jakozto elektrodového materialu jsou:
o mimotadn¢ Siroké potencialové okno zhruba od —0,7 V.do + 2,3 V;
. mimoiadné nizky Sum az o jeden tad nizsi nezli pii pouziti klasickych uhlikovych elektrodo-

vych materiald;

. minimalni problémy s pasivaci elektrody dané parafinickym charakterem povrchu diamanto-
vého filmu;
. kompatibilita diamantu s Zivou tkani, umoziujici konstrukci implantovatelnych sensort.

Detailnéji je problematika diamantovych elektrod diskutovana v kapitole 11.

1.3 Kombinace voltametrie ¢i amperometrie s jinymi principy

Stejné jako v ostatnich odvétvich analytické chemie Ize i v oblasti voltametrie a amperometrie oCe-
kavat vyrazny pokrok v oblasti aplikace dalSich fyzikalnich ¢i biologickych principd. Tato kombi-
nace umoziuje v fad¢ pripadl podstatné zvysit citlivost ¢i selektivitu prislusnych voltametrickych
¢i amperometrickych stanoveni a v neposledni fadé vyraznym zplisobem pomaha pfi objasiiovani

mechanismu elektrodovych reakci, zejména organickych latek.
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1.3.1 Kombinace s fyzikalnimi principy

Do této oblasti lze zaradit napf-.:

1. Vyuziti OTE (opticky transparentnich elektrod). Pomoci téchto elektricky vodivych a optic-
ky propustnych elektrod Ize soucasné ziskat elektrochemickou informaci a informaci o spektrech
produktd elektrodové reakce v ultrafialové ¢i viditelné oblasti, coz vyrazné€ pfispiva k objasnovani

mechanismu elektrodovych reakei.

2. Kombinace elektrochemie a hmotnostni spektrometrie. V tomto pifipadé je u povrchu elek-
trody umistnéna trubicka zakoncena semipermeabilni membranou na ocelové frité, branici priicho-
du polarnich latek (molekul rozpoustédla ¢i zakladniho elektrolytu), ale umoznujici prichod nepo-
larnich molekul vznikajicich pfi elektrodové reakci. Ty jsou pak nasaty do hmotnostniho spektro-

metru umoznujiciho jejich identifikaci.

3. Vyuziti magnetickych jevl pfi elektrochemickych métenich. Z této oblasti 1ze pro ilustraci

uvést dva zajimavé pripady. Prvnim je vyuziti magnetickych mikrokuli¢ek, na nichz je navazana
sonda pro hybridizaci DNA. Na tuto sondu se na vaze pouze komplementarni DNA, magnetické
kulicky jsou zachyceny na magnetu a nekomplementarni DNA se snadno odstrani promytim. Poté
se navazana DNA uvolni a stanovi napf. voltametricky. Druhym zajimavym piikladem je vyuziti
hydrofobnich magnetickych mikroc¢astic dispergovanych v toluenu ke zvyseni selektivity soucasné
elektrochemické detekce laktatu pomoci laktatdehydrogenasy s pouzitim PQQ jako mediatoru
a glukosy pomoci glukosaoxidasy za pouziti ferrocenu jako mediatoru (viz obr. 1.3). Je-1i magnet
nad roztokem (piipad A na obr. 1.3), je hydrofobni toluenova vrstva, ktera se stéhuje s hydrofob-
nimi magnetickymi mikrokulickami, nad vodnym roztokem a na elektrodé probihd pouze oxidace
laktatu s hydrofilnim mediatorem. Pokud se d4 magnet pod elektrodu (ptipad B na obr. 1.3), pie-
stéhuje se hydrofobni toluenova vrstva s hydrofobnimi magnetickymi mikrokulickami k povrchu
elektrody a s ni i hydrofobni mediator oxidace glukosy. Tato hydrofobni vrstva na povrchu elektro-
dy zabranuje ptistupu hydrofilniho mediatoru oxidace laktatu, ktera tudiz ptestane probihat. Nao-
pak je usnadnén pfistup hydrofobniho mediatoru oxidace glukosy k pracovni elektrod¢ a tato oxi-
dace zacne probihat. Pouhym pfesunem magnetu tudiz pfepiname sensor z detekce glukosy na de-

tekei laktatu a naopak.

1.3.2 Kombinace se separa¢nimi principy

Prikladem muze byt pokryti elektrody vhodnou membranou, ktera propousti k povrchu elektrody
pouze urcité Castice z analyzovaného roztoku a tim zvySuje selektivitu elektrochemického stanove-
ni. Selektivitu stanoveni miize zvysit i pouziti vtiSténych polymert, které jsou uspé$né pouzivany

v separac¢nich metodach.
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1.3.3 Kombinace s biologickymi principy

Selektivitu ¢i stanoveni lze Casto vyrazné zvysit — vedle chemické modifikace elektrody — 1 jeji
biologickou modifikaci. Jako ptiklad 1ze uvést tzv. enzymové elektrody, kdy se pouziva modifikace
vhodnym enzymem (napf. polyfenyloxidasou pro stanoveni dopaminu na zaklad€ jeho oxidace na
odpovidajici chinon ¢i kifenovou peroxidasou) ¢i tzv. tkanové elektrody, kde se k modifikaci pouzi-

va ptimo levnéjsi biologicka tkan obsahujici tento enzym (napf. banan v ptipadé polyfenyloxidasy

¢i kien v piipad¢ kienové peroxidasy).

Obr. 1.3
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1.4 Vyuziti nanotrubicek v elektroanalytické chemii

Z hlediska elektroanalytické chemie maji pfitazlivé vlastnosti tzv. uhlikové nanotrubicky, coz jsou

utvary 10 000krat ten¢i nezli lidsky vlas. Lze je pfipravit nékterym z nasledujicich zptsobt:

V blizké budoucnosti Ize ocekavat jejich Castejsi aplikace v elektroanalytické chemii jako:

vybojem v oblouku mezi dvéma uhlikovymi elektrodami,
laserovou technikou z uhliku obsahujici CO,

chemickou depozici par.

materialu pro mikroelektrody,

materialu pro pastové elektrody,

materidlu pro modifikaci elektrod,

molekulovych vodi¢ii ptipojujici objemné enzymy k povrchu elektrody.
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Zajimavé jsou i jiZz popsané aplikace vyuzivajici nanotrubicky modifikované alkalickou fos-
fatasou jako znacky navazatelné na signalni sondu DNA. Navazany enzym pak katalyzuje uvolnéni
1-hydroxynaftalenu, ktery lze citlivé detegovat pomoci uhlikové elektrody rovnéz modifikované
uhlikovymi nanotrubickami. Timto zplsobem lze detegovat extrémné nizkda mnozstvi (fadoveé

1 000 molekul) DNA.

1.5 Kombinace voltametrie a ampérometrie s pritokovymi mérenimi

Tato kombinace se s ispéchem pouziva ke:

. zvyseni citlivosti stanoveni, nebot’ v fad¢ piipadi je elektrochemicka detekce citlivejsi nezli
prevladajici spektrofotometricka detekce v ultrafialové ¢i viditelné oblasti;

. zvyseni selektivity stanoveni, nebot’ pfedbézna separace analyti napt. pomoci HPLC ¢i CZE
zvySuje selektivitu ve srovnani s pfimym voltametrickym stanovenim;

. zkraceni doby stanoveni, nebot’ pratokova injekéni analyza (FIA) ¢i pratokova sekvencni
analyza (SIA) podstatné zkracuje dobu stanoveni (fadoveé na 30-60 sekund) ve srovnani se
stanovenim vsadkovym (fddové 10 minut).

Této problematice bude vénovana pozornost v kapitole 15.

1.6 Zavérecné uvahy

Zavérem lze konstatovat, ze obrovska rozmanitost problému nastolovanych ptfed moderni analytic-

kou chemii vyZaduje stejnou rozmanitost metod pouzivanych pro jejich optimalni feSeni. Pfes ob-

rovsky potencial soucasnych spektrometrickych a separacnich metod je zfejmé, ze moderni elek-

troanalytické metody mohou v fad€ piipadl piedstavovat konkurenceschopnou alternativu. Neni

staci nalézt metodu pravé vhodnou pro dany ucel (,,fit for the purpose method®), ktera spliuje

vSechny pozadavky a ptitom neni ,,pfedimenzovana®, coz se miZe negativné odrazit v pofizovacich

¢i provoznich nakladech. Lze divodné predpokladat, Ze moderni voltametrické a amperometrické

metody se budou dale rozvijet a uplatiiovat z divodi:

. ekonomickych (mimotfadné nizka potizovaci i provozni ndklady);

. parametrovych (pro fadu pripadii postacujici selektivita, Siroky linearni dynamicky rozsah
a mimoradné nizké meze stanovitelnosti a meze detekce);

. legislativnich (z pravnického hlediska bude ve spornych ptipadech pozadovana analyza né-
kolika nezavislymi metodami);

. zakladniho principu (zdrojem elektrického signalu je pfimo sledovana ¢astice a odpada nut-

nost konverze napt. elektromagnetického zateni na elektricky proud);
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moznosti miniaturizace, ktera bude stale potfebnéjsi zejména v souvislosti s detekci v prito-
kovych systémech (kapilarni elektromigra¢ni metody, kapilarni elektroforéza, separace na

¢ipu ¢i dokonce laboratof na ¢ipu, ,,lab on chip®).
Moderni pohled na soucasné elektroanalytické metody 1ze nalézt napft. ve skriptech [8].

A autor této kapitoly nepochybuje o tom, ze vynalézavost nadSenych elektroanalytickych

chemikl pfijde na celou fadu dal$i moznosti, jak zvysit vyznam modernich elektroanalytickych

metod v moderni analytické laboratofi a pfispét tak k feSeni stale slozit€jsich ukoli, které moderni

spole¢nost pred analytickou chemii klade.
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2. PEVNE AMALGAMOVE ELEKTRODY A JEJICH
VYUZITI V ANALYZE BIOLOGICKY AKTIVNICH
SLOUCENIN

Ing. Bogdan Yosypchuk, Ph.D.
Ustav fyzikalni chemie Jaroslava Heyrovského AV CR, Dolejskova 3, 182 23 Praha 8,
josypcuk@jh-inst.cas.cz

2.1 Uvod

Polarizovatelna elektroda je v polarografii a v od ni metodach odvozenych (voltametrii, chronopo-
tenciometrii aj.) zdrojem zpracovatelného elektrochemického signalu. Z hlediska obnoveni povrchu
elektrody a pfilehlé elektrodové dvojvrstvy lze za idealni povazovat rtutovou kapajici elektrodu
(DME - dropping mercury electrode) zavedenou pro polarografické metody J. Heyrovskym [1].
Relativné vysoka mez stanovitelnosti pii méfeni s DME (107 az 10° mol ™) na stran& jedné
a omezena moznost prace v kladné oblasti potencialt kvili rozpousténi rtuti na stran¢ druhé posi-
lovaly potiebu rozvoje stacionarnich elektrod. Zavedeni visici rtutové kapkové elektrody (HMDE,
hanging mercury drop electrode) a modernich citlivych technik (napiiklad, rozpoustéci voltametrie
a chronopotenciometrie) dovolily sniZit mez stanovitelnosti do 10'° az 10~ mol 1"". Prace za pozi-
tivnich potencialii je realné mozna jen s nertutovymi elektrodami, nejcastéji z riznych druhti uhli-
ku a z uslechtilych kovi. Snad nejvétsimi problémy pevnych nertutovych elektrod jsou nedostacu-
jici regenerace jejiho povrchu, ¢asto provadéna pravidelnym lesté€nim, a nizké prepéti vodiku. Urci-
tym mezi¢lankem mezi pevnymi a ¢isté rtutovymi elektrodami jsou elektrody z kompaktnich kovi
pokrytych vrstvou rtuti, vétSinou Ag/Hg, Pt/Hg, Au/Hg, Ir/Hg, Cu/Hg . Tento typ elektrod ma vy-
soké prepéti vodiku a umoziuje pohodlnou praci jako s pevnymi elektrodami; regenerace jejich
povrchu se vétSinou provadi elektrochemickou cestou. Na druhé strané miize byt analyza kompli-
kovana tvorbou intermetalickych sloucenin, nestabilitou rtutového pokryti kvili postupnému roz-
pousténi kovové podlozky ve rtuti doprovazenému vytvofenim pevného amalgamu, technickymi
problémy spojenymi s fixaci kovi v téle elektrody (kromé platiny se zminéné kovy do skla nezata-

vuji) apod.

Vyvoj novych pevnych elektrodovych materiald je urcitym kompromisem mezi potiebou
docilit pozadované vlastnosti a zachovat reprodukovatelnost méteni na potiebné urovni. Moderni
trend analytickych aplikaci (prace v pritokovych a/nebo automatizovanych systémech, pouziti
monitorovacich zatizeni, elektrochemicka detekce v HPLC aj.) vyZzaduje zejména zavedeni pev-
nych elektrod a prakticky vylu¢uje moznost mechanického lesténi nebo chemickou regeneraci pra-
covni elektrody (WE — working electrode). Kvalitativné blizkou alternativou rtutovym kapalnym

elektroddm by méla byt pevna elektroda se Sirokym rozsahem pracovnich potenciald, srovnatelnym
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s HMDE, ktera by se dobfe regenerovala elektrochemickou cestou. Pouziti moderniho, pocitacem
fizeného zafizeni by mélo dovolit provadét elektrochemickou regeneraci automaticky pred kazdym
métenim. Pred nékolika lety byly jako alternativni material pro vyrobu elektrod nabidnuty pevné
amalgamy [2—4] ziskdvané amalgamaci jemného prasku pfislusného kovu (MeSAE — metal solid
amalgam electrode; kde Me — Ag, Au, Ir, Cu, Bi, Cd aj.). V dalSim se budeme vénovat pevnym
amalgamovym elektroddm, pod kterymi budeme rozumét elektrody obsahujici kovy nebo jejich
slitiny, které se mohou smacet rtuti a tvofit pevné amalgamy. Tyto amalgamy predstavuji Cistsi
obdobu zubnich amalgamtl, o nichZ je znamo, Ze jsou zcela netoxické. Pti jejich piipadné modifi-
kaci rtuti je mnozstvi kovové rtuti na jejich povrchu velmi malé. Nahodné odstranit rtut’ je obtizné,
pfi¢emz postupem casu vytvari podlozka elektrody s kapalnou rtuti netoxicky pevny amalgam.
Nékteré MeSAE maji, jak bude uvedeno dale, jen o malo mensi rozsah pracovnich potenciall, nez

HMDE, a proto dovoluji vétsinu méfeni proveditelnych jen na rtutovych WE.

2.2 Priprava pracovnich elektrod z pevnych amalgami

Do dolni ¢asti trubicky 1 (viz obr. 2.1) se napéchuje jemny prasek kovu (Ag, Cu, Au aj.) 2 tak, aby
byl vznikly sloupecek vysoky 0,5 az 1 cm. Do horni ¢asti sloupecku se zavede platinovy dratek 3
(o pruméru 0,1 mm) slouzici jako kontakt. Dolni ¢ast trubicky se ponoii do malé lahvicky s 0,5 az
1 ml suché kapalné rtuti a ponecha se v ni, dokud se cely sloupecek praskového kovu nesmoci rtuti.
Lahvicka se rtuti se vzduchotésné uzavie a elektroda se ponecha v klidu po 10 az 12 hodin,. az do
ztuhnuti amalgamu. K hornimu konci platinového dratku se ptipevni ptivod elektrického kontaktu
4 a horni ¢ast trubicky se opatii krytkou. Dolni ¢ast trubicky se pomoci jemného smirkového papiru

zarovna a pomoci vlhkého praskového oxidu hlinitého (aluminy, 0,3 um) se vylesti.

&

[t

1w

15)

Obr. 2.1: Schéma MeSAE
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2.3 Popis aplikace pracovnich elektrod z pevnych amalgamu

Pro uspésnou aplikaci MeSAE jsou nutné tii zakladni operace:

1 amalgamace pro m-MeSAE, vytvofeni rtutového filmu pro MF-MeSAE nebo lesténi pro
p-MeSAE a kompozitni elektrodu;

2. aktivace;

3. regenerace.

Amalgamace m-MeSAE se provadi jednou tydné, nebo Castéji, je-li tfeba (naptiklad pfi zhorSeni
citlivosti ¢i reprodukovatelnosti, neni-li na povrchu elektrody patrny meniskus kapalného amalga-
mu apod.). Do lahvic¢ky (objemu 5-10 ml) se da 0,5-1 ml kovové rtuti a 2-5 ml redestilované vody.
Dolni ¢ast MeSAE se ponofti do rtuti a intenzivné se lahvic¢kou se rtuti pfiblizné 15 s micha. Poté se
lahvicka vzduchotésn€ uzavie a ulozi na bezpetné misto pred dal§im pouzitim (uvedené mnozstvi
rtuti staci pro mnohaletou opakovanou amalgamaci elektrody). MeSAE se oplachne redestilovanou
vodou, zkontroluje se (nejlépe pomoci lupy) pfitomnost menisku rtuti na dolni ¢asti elektrody. Ne-

ni-li meniskus patrny, popsana operace se opakuje.

Vytvoreni rtut’ového filmu pro MF-MeSAE se provadi elektrochemickou cestou z roztokl obsa-
hujicich rtutnaté ionty (napt. 0,01M-HgCl,, 0,1M-HCl.; E,. = —800 mV, ¢, = 600 s).

Lesténi p-AgSAE se provadi pomoci vlhké aluminy o velikosti ¢astic 0,3 pm po dobu 1-3 min.
Aktivace MeSAE trva asi 5 min a provadi se vzdy na zacatku pracovniho dne, po pfestavce v me-
fenich vétsi nez 1 h a po amalgamaci, vytvofeni filmu nebo lesténi. Béhem aktivace (0,2M-KClI;
Etivace = =2 200 mV; Lagivace = 300 s; vzdusny kyslik se nevybublava) se z povrchu MeSAE odstra-
nuji oxidy a adsorbované latky, ¢imz se zlepSuje citlivost a reprodukovatelnost naslednych meéteni.
Povrch m-MeSAE a MF-MeSAE po nékolikaminutové elektrochemické aktivaci predstavuje fak-
ticky nasyceny kapalny amalgam pfislusného kovu. Proto napfiklad m-CuSAE vykazuje kromée
jiného vlastnosti jak elektrody z kovové meédi, tak i stacionarni kapkové elektrody tvofené kapal-
nym amalgamem médi.

Regenerace MeSAE trva asi 30 s, provadi se v analyzovaném roztoku pfed kazdym méfenim au-
tomaticky, a to vzdy po spusténi méficiho programu; tim se dociluje dobré opakovatelnosti vysled-
ki pfi obvyklé odchylce do 2-3 %. Parametry regenerace MeSAE mohou byt ptreddefinované
v programu analyzatoru a jejich nastaveni nebo zména se provadi v ptislusném okné programu. Pro
obnoveni povrchu MeSAE postaci vétSinou vlozit na elektrodu po dobu 20-30s potencial
0 50-100 mV pozitivngj$i, nez je potencial vylu¢ovani vodiku nebo rozkladu zakladniho elektroly-
tu. Pti tomto potencialu dochazi k redukci oxidt kov tvoticich pevny amalgam (v piipadé AgSAE
jsou to Hg a Ag) i k odstranéni adsorbovanych latek. Soucasné s tim vSak probiha akumulace vét-
Siny kovil pfitomnych v analyzovaném roztoku. Aby se zabranilo nekontrolovatelnému procesu
této akumulace, provadéji se skokové zmény potencialu z negativnich hodnot na pozitivnéjsi, pti

nichz se naakumulované kovy rozpoustéji. Hodnota pozitivnéjsiho potencialu regenerace by vsak
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neméla byt takova, aby dochazelo k rozpousténi materialu elektrody nebo k rozkladu zakladniho
elektrolytu. Tak napt. pro stanoveni Cu, Cd, Pb, Zn a TI proces regenerace m-AgSAE v 0,2M octa-
novém pufru o hodnoté pH 4,6-5,0 spociva v aplikaci 50 polarizacnich cykli, pii nichz se vzdy po

dobu 0,3 s vklada na pracovni elektrodu sttidavé 0 a —1 300 mV.

2.4 Pracovni elektrody (WE) z pevnych amalgamii

Na obr. 2.2 je uvedeno schéma zobrazujici zaclenéni pevnych amalgamovych elektrod mezi jinymi
typy kovovych elektrod. Podle stavu povrchu lze MeSAE rozdélit na nasledujici typy:

leSténa — pevna amalgamova elektroda neobsahujici kapalnou rtut’ (p-MeSAE);

filmova — lesténa MeSAE pokryta rtutovym filmem (MF-MeSAE);

meniskova — lesténa MeSAE pokryta rtutovym meniskem (m-MeSAE);

pastova — WE na bazi jemného prasku pevného amalgamu a kapalného oleje (MeSA-PE);

kompozitni — WE na bazi jemného prasku pevného amalgamu a tuhého polymeru (MeSA-CE).
Uvedené MeSAE i dalsi typy lze podle jejich zakladnich vlastnosti rozdélit na dve hlavni skupiny:

1. Amalgam tvoti kov (¢i kovy, v pfipad¢ viceslozkovych pevnych amalgami), ktery je elek-

trochemicky méné¢ aktivni nez rtut’ (napt. AgSAE, AuSAE, IrSAE).

2. Amalgam tvofi kov (nebo asponl jeden kov u viceslozkovych pevnych amalgami), ktery je

elektrochemicky aktivnéjsi nez rtut’ (napt. CuSAE, BiSAE, BiAgSAE, CdSAE, CdAgSAE).

Pracovni elektrody prvni skupiny se svymi vlastnostmi vice podobaji HMDE. Potvrzuji to
blizké hodnoty rozsahu pracovnich potenciall (viz tab. 2.1), téméf shodné potencialy pikd rGznych
latek na HMDE a m-MeSAE. Hodnoty proudu pozadi na riznych MeSAE a HMDE se 1i§i malo,
pticinou je spise rozdil v geometrické plose aktivniho povrchu WE nez rozdil v jejich vlastnostech.
Pracovni elektrody z pevnych amalgamii obsahujicich kov elektrochemicky aktivnéjsi nez rtut’ se
mohou nejlépe uplatnit pro specifické ucely, kdy se vyuziva interakce analytu pravé s timto kovem

(napf. interakce adeninu a cysteinu s medi, ktera je rozpusténa v menisku m-CuSAE).

MeSAE pfipravené postupem popsanym v odst. 2.2 se mohou pouzivat piimo po vylesténi
povrchu (p-MeSAE). Rozsah pracovnich potencialt p-AgSAE je pro elektrody neobsahujici kapal-
nou rtut’ mimotadné Siroky, Casto srovnatelny s HMDE (viz tab. 2.1). Tato skutec¢nost dovoluje
aplikovat p-AgSAE pro stanoveni vysoce elektronegativnich latek (Zn**, Mn**, I0;™ aj.), pro sledo-
vani elektrochemickych procest pii velmi negativnich potencidlech (katalyza vyluovani vodiku,
adsorpce-desorpce organickych latek aj.), a to i v téch piipadech, kdy pouziti elektrod osahujicich
kapalnou rtut’ neni vhodné. Pevny povrch p-MeSAE mtize byt riznym zplisobem modifikovany
(viz obr. 2.2), coz podstatné rozsifuje vyuzitelnost MeSAE. Dilezity je téz fakt, ze relativné jedno-
duchym zpisobem Ize pfipravit elektrody z pevnych amalgamt rtiznych kovi a pak vyuzit speci-
fickou interakci téchto kov se sledovanou latkou.
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rtut’ové elektrody

kovové elektrody

DME, HMDE AgE, CuE, AuE, PtE, ItE aj.
MeE
amalgamové elektrody
elektrody z kapalnych elektrody z pevnych amal- amalgamované
amalgamu gamu kovy
DCuAE, DCAAE, HAgA- AgSAE, CuSAE, AuSAE, Ag/Hg, Au/Hg, Cu/Hg,
DE, HCuADE aj. DMeAE a IrSAE, BiAgSAE aj. Me- Pt/Hg aj. Me/Hg
HMeADE SAE
vylesténé pastové kompozitni
p-MeSAE MeSA-PE MeSA-CE
modifikované
i organickymi lat- MeSAE nerozpustnymi
rtuti kami, DNA, enzy- s polymery, oxidy, latkami kovii
my, proteiny aj. slitiny aj. amalgamu
meniskem filmem anorganickymi organickymi
m-MeSAE MF-MeSAE latkami latkami
Obr. 2.2:  Ruzné druhy kovovych pracovnich elektrod

Z analytického hlediska se nejlepsimi MeSAE ukazaly elektrody modifikované rtuti, a to

meniskem (m-MeSAE), nebo filmem (MF-MeSAE). Jejich kapalny povrch je idealn€ rovny a stej-

norody, coz dovoluje vyloucit snad nejvétsi problém pevnych elektrod — jejich mechanickou rege-

neraci a ¢asto s tim svazanou nevyhovujici opakovatelnost paralelnich métreni. Elektrochemické

obnoveni povrchu meniskové nebo filmové elektrody pied kazdym meéfenim, zvIast pii vyuziti

pocitatem fizeného analyzatoru (kde se da tato operace snadno zaclenit do méticiho programu),

dovoluje dosdhnout RSD pii opakovanych métenich mensi nez 2-3 % (viz obr. 2.3). Tato skutec-

nost dovoluje pouzit MeSAE v pritokovém systému, v automatickém systému s autosamplerem,

v amperometrickém detektoru v HPLC apod.
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Obr. 2.3:  Opakovatelnost méreni na m-AgSAE

2.4.1 Elektrody ze stiibrného pevného amalgamu

Stribro je jednim z nejpouZzivangjSich materiald pro vyrobu elektrod, zv1ast pokrytych filmem nebo
meniskem rtuti. Dilezité je, Ze stfibro rozpusténé ve rtuti prakticky netvoii intermetalické slouce-
niny s jinymi kovy, na rozdil od Pt, Au, Cu. Film Hg na Ag je mnohem stejnorodé¢jsi nez na Pt a Ir,
i kdyzZ je jeho Zivotnost mensi. V tab. 2.1 je uveden pracovni rozsah potenciali AgSAE. Jak je vi-
dét, tento typ elektrod se nejvice blizi HMDE. Elektroda p-AgSAE viibec neobsahuje kapalnou rtut’
a je jedina nam znama nertutova kovova elektroda s tak vysokym potencialem vylu¢ovani vodiku.
Nutno vsak podotknout, Ze opakovatelnost méfeni s p-AgSAE je horsi nez s m-AgSAE. Elektrody
AgSAE mohou byt vyuzitelnou alternativou HMDE pro vétSinu analytickych ukold a v nékterych
pripadech, napt. méfeni v terénu, v prutokovém systému, je prace s AgSAE pohodIngjsi. Lze s nimi
dlouhodobé pracovat v prostiedi HF, coz s HMDE neni mozné kvili rychlé korozi sklenéné kapila-
ry. Shoda potencialit DPV-pik{ a hodnoty proudu pozadi na m-AgSAE a HMDE dovoluji vzajem-
n¢ prenaset a vyuzit postupy a metodiky diive vypracované pro rtutové elektrody. Zvyseni citlivos-
ti analyz Ize dosahnout téZ prodluzovanim doby akumulace ¢,.. V ptipadé DPASV 10 ppb Pb(II)
v 0,2M octanovém pufru o pH 4,8 byla vyska piku ve stanoveném rozsahu od 0,5 do 60 min piimo
Gimérna f,. s vysokou hodnotou korelaéniho koeficientu (R* = 0,999 6). HMDE za stejnych podmi-
nek poskytovala linedrni zavislost i,~t,. v rozmezi 0,5-15 min. Kratsi linedrni isek na HMDE je
zpisoben difuzi olova do kapilary elektrody. Prace se rtuti modifikovanymi AgSAE je obdobna
jako s HMDE, pro kazdé méteni se pouze prodluzuje o ptiblizné 30 s, béhem kterych probiha au-
tomaticky regenerace elektrody.
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Tab. 2.1:

Rozsah pracovnich potencidlii riiznych druhii elektrod ve vybranych zdkladnich elektrolytech

Elektroda
(prumér disku, mm)

Rozsah pracovnich potenciala, V

0,2M acetatovy pufr,

0,05M-Na,EDTA,

O,OSM-N32B4O7

0,1IM-HCI10, 0,1IM-HC1 pH 4,8 0,2M acetatovy pufr, pH 9.2 0,1M-NaOH
pH 4,8

HMDE -1,19 az +0,44 -1,27 az +0,11 -1,70 az +0,31 -1,55 az +0,09 -1,98 az +0,15 -1,97 a7z 0,07
PtE (0,40) | 0,32 az +1,37 0,30 az +1,11 0,51 az +1,28 -0,51 az +1,05 —0,77 az +1,16 —0,96 az +0,85
AuE (0,40) | —0,54 az +1,69 -0,55 a7z +0,93 0,91 az +1,49 —0,84 az +0,75 -1,39 az +1,15 -1,62 az +0,81
AgE (0,40) | —0,64 az +0,39 -0,81 az +0,08 -0,99 az +0,36 -0,99 a7 +0,35 -1,20 a7z +0,38 -1,41 a7z +0,19
CuE (0,60) | —0,95 az +0,017 -0,80 az —0,12 -0,99 az —0,011 —0,97 az-0,039 -1,17 az +0,97 -1,34 az 0,19
p-AgSAE 0,70) | -1,12 az +0,45 -1,12 az +0,11 -1,51 az +0,31 -1,45 az +0,11 -1,88 az +0,16 -1,96 az 0,06
m-AgSAE  (0,70) | —1,08 az +0,43 -1,09 az +0,11 —-1,44 az +0,21 -1,33 a7z +0,09 -1,92 az +0,16 -1,95 az 0,07
0,54) | -1,11 az +0,44 -1,12 az +0,12 -1,39 a7z +0,30 -1,39 az +0,10 -1,92 a7z +0,15 -1,99 a7z 0,06

m-AuSAE  (0,40) | —1,12 az +0,45 -1,11 az +0,12 -1,47 a7z +0,31 -1,45 a7z +0,11 -1,90 az +0,16 -1,91 az-0,05
m-IrSAE 0,67) | —1,01 az +0,43 -1,01 az +0,12 -1,32 az +0,29 -1,34 az +0,10 -1,63 az +0,15 -1,72 az 0,06
m-CdAgSAE (0,53) | —1,07 az—0,66 -1,06 az 0,69 -1,29 az 0,68 -1,29 az 0,73 -1,93 az 0,69 -1,93 az 0,84
m-CuSAE  (0,48) | —1,17 az +0,06 -1,18 az 0,07 -1,44 a7z 0,03 -1,43 az 0,13 -1,75 az +0,95 -1,86 az 0,24
m-BiAgSAE (0,70) | —0,97 az 0,02 —0,96 az —0,09 -1,25 az 0,18 -1,29 az 0,17 -1,84 a7z 0,29 -1,82 a7z 0,48

Experimentalni vysledky ziskané metodou DCV; hodnoty potencialii odpovidaji proudu 1 pA; referentni elektroda SCE; rychlost scanu 20 mV s™'; kyslik]
byl z roztoku vybublan dusikem.
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Stanoveni kationtii. NejSirSi uplatnéni mtize AgSAE najit pfi stanoveni kationtil, zvlast' tézkych
kovi. Stanoveni kovovych iontll je nezbytnou soucasti monitoringu zivotného prostiedi, sledovani
vyskytu skodlivych latek a biogennich prvki v télnich tekutinach, kontroly technologickych proce-
st atd. Ve voltametrii se pro tyto ucely nejcastéji pouziva visici rtutova kapkova elektroda, elek-
trody z uslechtilych kovii, podle potfeby modifikované rtutovym filmem, rtutovym meniskem,
biologicky aktivnimi latkami, a dale kompozitni elektrody a elektrody z riznych druhl uhliku,
véetn¢ uhlikovych pastovych elektrod. Byla otestovana moznost analyzy As(III), Cd(II), Co(Il),
Cr(III), Cu(Il), Fe(III), In(1I1), Mn(II), Ni(Il), Pb(Il), Sn(II), TI(I), Zn(Il) aj. na riznych AgSAE.
Stiibrna pevna amalgamova elektroda dovoluje stejné jako HMDE stanovit méd’, olovo, kadmium

a zinek beéhem jednoho potencidlového scanu [5] (viz odst. 2.5).

Stanoveni aniontl. Pro méfeni na AgSAE v roztocich aniontl lze vyuzit rizné elektrochemické
procesy, jako redukce (1057, Nb(V)), katalytické jevy (NO;"), chemisorpce v kombinaci s nasledu-
jicim katodickym scanem (CI-, Br, I', S*", CNS™ aj.), &i adsorpce (Cr(VI)). V odst. 2.5 je popsan

postup stanoveni jodi¢nanti v kuchyiiské soli.

Stanoveni organickych litek. V analyze organickych latek patii voltametrickda méfeni k jedném
z nejcitlivéjsich, nevyzadujicich sloZitou a drahou techniku. Tak napiiklad citlivost na arovni 107

az 10 mol "' je b&zna pro stanoveni adeninu, guaninu, nukleotidd, cysteinu, cystinu aj.

Elektrodové reakce za ucasti organickych slouc¢enin probihaji na povrchu pracovni elektrody.
Nepiedpoklada-li se v analyzovaném roztoku vysoky obsah kovovych iontd, neni nutné pro regene-
raci MeSAE provadeét ,,cyklovani, tj. skokové ménit potencial regenerace WE z maximalné mozné
negativni hodnoty na pozitivngj$i hodnotu (pro rozpusténi kovli nahromadénych v prvnim kroku
regenerace). Pro odstranéni organickych komponent méteného roztoku i produkti elektrodovych
reakci adsorbovanych na povrchu WE je vétSinou dostacujici aplikace vysokého negativniho po-
tencialu po dobu 20-30 s. Béhem této doby se také zredukuji oxidy kovi tvoficich amalgam. Mala
mnozstvi kovovych iontl, které mohou v roztoku byt jako piimési, se sice béhem regenerace WE
redukuji a akumuluji na/v WE, ale vétSinou se rozpoustéji v nasledujicim kroku méteni (napt. pii
akumulaci organické latky v katodické rozpoustéci voltametrii). Jako radikalni a spolehliva metoda
obnoveni vlastnosti MeSAE slouzi kratkodobé vylesténi povrchu WE pomoci vlhké aluminy

a nasledujici amalgamace.

Ruzné AgSAE byly vyzkouSeny pro studium a sledovani adeninu, guaninu a DNA, deoxyo-
ligonukleotidd, cysteinu, cystinu, SH-latek krevni plazmy, nitrobenzent, nitrovanych polycyklic-
kych aromatickych uhlovodikti (1-nitronaftalenu, 2-nitronaftalenu, 2-nitrobifenylu, 3-nitrobifenylu,
4-nitrobifenylu), karcinogenni latky 3-nitrofluoranthenu, pesticidu 2-methyl-4,6-dinitrofenolu,

barviv na zéklad¢ azosloucenin, 1éCiv aj.
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Vzhledem k tomu, Ze elektrochemickému métfeni obvykle predchazi separace stanovované
latky, AgSAE (stejn€ jako i jiné MeSAE) nachazi uplatnéni v HPLC jako amperometricky detektor
na vystupu z kolony. Pro méfeni vzacnych nebo drahych latek na zakladé¢ AgSAE byla zhotovena
tiielektrodova cela na 5-20 pl analyzovaného roztoku. Toto usporadani je vhodné pfi studiu DNA,
kromé toho se dobie osvédcilo pro zvyseni citlivosti v téch ptipadech, kde se sledovana latka kon-

centruje odparenim do malého objemu.

2.4.2 Elektrody z médéného pevného amalgamu

Pfitomnosti médi v materidlu pracovni elektrody nebo médnatych iontd v méfeném roztoku se
Casto pouziva pro studium a analytické stanoveni latek interagujicich s Cu(l) nebo Cu(Il) a v sys-
témech, kde méd’ projevuje své katalytické vlastnosti. Prace s m-CuSAE je v podstaté stejna jako
s jinymi MeSAE. Z tab. 2.1 je vidét, ze prepéti vodiku na m-CuSAE se prili§ nelisi od prepéti na
HMDE a v kladné oblasti jsou pracovni potencidly m-CuSAE omezeny rozpousténim medi z elek-
trody. Vyjimkou je roztok Na,B,0; a pii vétSich proudech i roztok NaOH, kde se v kladné oblasti
potenciala elektroda pokryva kompaktni vrstvou oxid zabranujicich jejimu dal§imu rozpousténi.
V zavislosti na potencidlu se méd elektrody miize oxidovat do jedno-, dvou- nebo trojmocného
stavu. Trojmocna med’ se tvofi kolem +600 mV a katalyticky oxiduje alkoholy, cukry a jiné latky,
které by se na jinych elektrodach oxidovaly bud’ pfi mnohem kladné&jsim potencialu, nebo by se
neoxidovaly vlibec. V naSich experimentech pfi oxidaci ethanolu na m-CuSAE byly ziskany dobfte
vyvinuté piky (i kdyz pfi znacném proudu pozadi) a koncentracni zavislost byla linearni v rozmezi

0,5-11 obj. % vodného roztoku tohoto alkoholu (R* = 0,9967).

Meniskova CuSAE je vhodna pro méfeni s nahromadénim analyzovanych kovli na elektrodé.
Bylo otestovano stanoveni kadmia a olova v acetatovém pufru. Pfesto doporucujeme pro anodickou
rozpoustéci voltametrii kovil pouzivat prednostné m-AgSAE, ktera nabizi podstatn€ vyssi citlivost
méfeni a omezenou tvorbu intermetalickych sloucenin, jejichz pritomnost vétSinou rusi (napt. méd’
tvofi ve rtuti intermetalické slouceniny se zinkem, které se pak na voltamogramu projevuji bud’

pikem v blizkosti piku médi, nebo samostatnym pikem posunutym vici piku zinku o 150 mV).

Pti aplikaci elektrod z médi nebo z médéného amalgamu se nejcastéji klade diraz na rozdil-
nou interakci analyzované latky s médi, ve srovnéni se rtuti nebo s jinym kovem. Pii katodické
rozpoustéci voltametrii (CSV — cathodic stripping voltammetry) se z médéné elektrody uvoliujici
jonty Cu” nebo Cu®" (v piipadé HMDE to jsou ionty Hg,” nebo Hg™"), tvorici s ¢etnymi latkami
(adenin, guanin, adenosin, cystein, cystin, fytochelatiny aj.) malo rozpustné nebo komplexni slou-
Ceniny, které se mohou akumulovat na elektrod¢. Béhem nésledujiciho scanu ve sméru k negativ-
nim potencialiim se pak ionty médi z adsorbovaného komplexu redukuji, coz se projevuje vznikem
prislusného voltametrického piku. ProtoZze je méd’ elektrochemicky aktivnéjsi nez rtut, je pik rov-

néz posunut k negativnéj§im potencialim (v porovnani s pikem redukce iontl rtuti z obdobného
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komplexu). Katodicka rozpoustéci voltametrie na m-CuSAE nasla uplatnéni pro stanoveni adeninu,
guaninu, hydrolyzované DNA, cysteinu, glutathionu a fytochelatinti. Vzhledem k vzacnosti a vyso-
ké cené vzorkti DNA se stava prioritni citlivost méfeni. Na zaklad¢ provedenych pokusti byly zjis-
tény podminky méteni hydrolyzované DNA, pfi nichZ se dosahne nejvyssi (resp. optimalni) citli-
vosti. Realné zméfené koncentraci hydrolyzované DNA 3 - 10~ mol I odpovida méfitelna odezva,
nachazejici se na linearnim tseku kalibra¢ni kiivky. Tato hodnota koncentrace je v souladu s hod-
notou meze detekce vypoc¢itanou na zakladé paralelnich méfeni (4,4 - 10~ mol I'"). Nizka hodnota
relativni smérodatné odchylky (3,7 %) svéd¢i o moznosti stanovit velmi nizké koncentrace DNA
s dostatecné vysokou piesnosti. Na zaklad¢ popsaného vyzkumu byla m-CuSAE pouzita jako sou-

¢ast sensoru hybridizace DNA [7].

Na zakladé ziskanych vysledkt lze pfedpokladat, Zze m-CuSAE muze byt aplikovana tam,
kde jsou pouzitelné elektrody z kompaktni médi, poamalgamované kompaktni médi ¢i kapalné
médéné amalgamy, a dale pro systémy, v nichZ se Cu®" ptidava do roztoku pro vytvofeni komplexii

nebo jinych sloucenin na elektrod¢.

2.4.3 Elektrody z pevnych amalgami jinych kovii

Kromé jiz popsanych AgSAE a CuSAE byly pfipraveny pracovni elektrody z pevnych amalgamui
zlata, iridia, bismutu a kadmia. Jak jiz bylo zminéno, pracovni elektrody obsahujici kov elektro-
chemicky méné aktivni nez rtut’ se svymi vlastnostmi vice podobaji HMDE. Potvrzuji to témef
shodné potencialy pikil rGznych kovi na HMDE a m-AgSAE, adeninu a guaninu na HMDE,
m-AgSAE, m-AuSAE a m-IrSAE, cysteinu na HMDE a m-AuSAE. Na druhou stranu mtize kov
tvorici amalgam podstatné ovlivnit pribéh dé€je na elektrodé. Bylo napft. studovano [8] stanoveni
osmiem modifikované DNA (DNA-Os,bipy) na elektrodach z pevnych amalgami na zakladé vyso-
ce citlivé reakce katalytického vylucovani vodiku a ziskané vysledky byly srovnany s méfenimi na
HMDE, a dale byla zkoumana aplikace tzv. pienosové adsorptivni voltametrie (AdTSV) pro hybri-
dizaéni pokusy. Na vylesténé AgSAE, stejné jako na elektrodé z pyrolytického grafitu, nebyl pozo-
rovan katalyticky pik DNA-Os,bipy (neni znazornéno), coz rovnéz potvrzuje, zZe pro zminéné kata-
lytické vylucovani vodiku je nutny rtutovy povrch. Elektrody m-AuSAE a m-BiAgSAE maji na
rozdil od p-AgSAE povrch kapalny, ale jejich meniskus obsahuje i ve rtuti rozpusténé zlato, bismut
a stiibro. Na obou uvedenych elektrodach byl katalyticky signal tipIn€ potlacen, ziejme inhibi¢nim
pusobenim zlata a bismutu. Dobfe vyvinuté voltametrické piky s prakticky stejnou polohou (poten-

cial piku kolem —1 220 mV) byly ziskané jen na m-AgSAE, m-CuSAE a HMDE.

Interakce mezi analytem a komponentami menisku m-MeSAE miiZze nastat i v pfipad¢ ano-
dické rozpoustéci voltametrie kovovych iontli. Je znamo, ze zlato rozpusténé ve rtuti tvoii s kadmi-
em, zinkem, indiem a jinymi kovy malo rozpustné intermetalické slouceniny, coz vede ke snizeni

citlivosti stanoveni téchto kovii. Srovnani m-AuSAE a m-AgSAE pfi anodické rozpoustéci volta-
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metrii Zn(II), Cd(Il), Pb(Il) a Cu(Il) (neni znazornéno) ukazuje, Ze zinek a kadmium na elektrode
se zlatym amalgamem prakticky neposkytuji rozpoustéci piky a proudova odezva olova a médi je
podstatné mensi. Tento pokus jasné naznacuje, ze aplikace m-AuSAE pro stanoveni nizkych kon-
centraci kovli neni vhodna. Na druhou stranu by se tato elektroda mohla uplatnit v situaci, kde je

nutné eliminovat vliv zinku nebo kadmia.

Iridiové elektrody pokryté rtutovym filmem byly zavedeny kvili velmi malé rozpustnosti
iridia ve rtuti, coz mélo zamezit tvorb¢ intermetalickych sloucenin; takovy film by se m¢l pak cho-
vat jako ¢isté rtut'ovy. Pfi studiu elektrochemického chovani m-IrSAE nebyly zatim zjistény takové

jeji uziteéné vlastnosti, které by mohly racionalné zdivodnit nahrazeni m-AgSAE touto elektrodou.

Vliv sloZeni pracovni elektrody na CSV-signal sulfidovych ionti je demonstrovan na obr.
2.4. V zavislosti na elektrochemické aktivit¢ kovu tvoficiho amalgdm a také na pevnosti vazby
kovu se sirou se miize poloha piku pohybovat v Sirokém rozsahu potenciali. Potencialy pikli na
MeSAE tvofenymi kovy uslechtilejSimi nez rtut’ se liSi podstatné méné, nez v ptipad¢ piitomnosti
elektronegativnéjsich prvkl v elektrodovém materidlu. Rizné MeSAE se daji pouzit pro studium
latek obsahujicich siru a také jako zasobnik kovovych iontd, jejichz uvolnéni (napf. pro tvorbu

komplexti) 1ze velmi pfesné fidit nastavenim vhodného potencialu a doby rozpousténi elektrody.

-1500 - <«—— HMDE; E,=-732mV

nA

=} h«—— m-IrSAE; E,=-748 mV

m-AuSAE; E,=-761 mV

-1000 i
i m-AgSAE; E,=-776 mV
| W
X m-BiAgSAE
: E,=-855mV
-500 H
m-CuSAE m-CdAgSAE
£,=-1068 mV E,=~-1506 mV

-900 -1300 -1700

E, mV

Obr. 2.4:  Voltametrické zdznamy ziskané pii stanoveni S* na riiznych MeSAE

Experimentalni podminky: DPV; zakladni elektrolyt 0,1M-NaOH; ¢, = 60 s v michaném roz-
toku; regenerace m-MeSAE: £, = —1 700 mV po dobu 30 s automaticky pfed kazdym méie-
nim; v =20 mV s™'. Koncentrace iontii s> 0,2 mg !
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Na zéklad¢ uvedenych ptiklada lze fici, ze pevné amalgamové elektrody dovoluji v mnoha piipa-
dech nejen nahradit HMDE, ale pfinaseji i moznosti bud’ nové, nebo dokonce neproveditelné na

¢isté rtutovych elektrodach.

2.5 Priklady pouziti pevnych amalgamovych elektrod

Voltametrické stanoveni Cu, Pb, Cd, Zn a Tl na m-AgSAE [5]

Mineralizace vzorku. Organické latky obsazené v piirodnich a odpadnich vodach, ve vyluzich
z pud, v t€lnich tekutinach apod. mohou zasadné ovlivnit prubéh voltametrického méteni a vysled-
ky analyzy. Mineralizace takovych vzorki se provadi riznymi zpisoby a s pouzitim riznych oxi-
dacnich cinidel. Pitna voda by neméla obsahovat tak velké mnozstvi organickych sloucenin, které
by vysledky analyzy mohlo podstatn€ ovlivnit, proto vét§inou neni nutno vzorky vody mineralizo-
vat. Pevné vzorky (potraviny, rostliny, suroviny, rudy aj.) je tfeba rozkladat (mineralizovat) podle

metodik vypracovanych pro dany typ vzorku.

Pro mineralizaci vzork riznych druhd vod a vyluhti z pud Ize doporudit tento postup:
K 5-50 ml kapalného vzorku v baiice nebo nadobce se pfida se 1 ml koncentrované kyseliny dusi¢-
né a 1 ml 30%niho roztoku peroxidu vodiku. Smés se odpaii do sucha, odparek se ochladi na teplo-
tu okoli, znovu se ptfida 1 ml koncentrované kyseliny dusi¢né a 1 ml 30%niho roztoku peroxidu
vodiku a roztok se znovu odpafi do sucha. Je-li suchy odparek bily nebo zlutavy (slouceniny Zele-
za), je mineralizace ukoncena. Je-li odparek hnédy, pridavani a odpafeni oxidantil se opakuje.
V tomto mineralizovaném suchém stavu je mozné vzorky pohodIné uchovavat a transportovat,
jestlize nelze provést analyzu ihned na misté. K suchému odparku se ptida 10-25 ml 0,1M-HCI.
Roztok se zahtiva a micha, dokud se neobjevi para; poté se ochladi, a pokud je to nutné, prefiltruje

se. Takto pfipraveny mineralizat vzorku se pouziva pro voltametrickd méfeni.

Piiprava roztoki pro voltametricka méreni

Soucasné stanoveni Cu(Il), Pb(Il), Cd(Il) a Zn(Il). V zavislosti na piredpokladané koncentraci iontu

daného kovu ve vzorku se do polarografické nadobky ptida 1-6 ml mineralizatu vzorku (doplni se

redestilovanou vodou na objem 6 ml) a 4 ml 1M octanového pufru o pH 4,8-5,0.

Stanoveni TI(I). V zavislosti na pfedpokladané koncentraci thallnych ionti ve vzorku se do polaro-
grafické nadobky pfida 1-5 ml mineralizatu vzorku (doplni se redestilovanou vodou na objem

5 ml), 4 ml 1M octanového pufru o hodnoté pH 4,8-5,0 a 1,0 ml 0,1M-Na,EDTA.

Voltametricka méieni

Parametry soucastného stanoveni Cu(Il), Pb(Il), Cd(Il) a Zn(I): DPV; m-AgSAE; E;,, = —1 300 mV;

Egy = 50 mV; E,. = —1 300 mV; ¢, = 30-300 s v michaném roztoku; regenerace m-AgSAE:

50 polarizac¢nich cykld, pfi nichz se vzdy po dobu 0,3 s vklada na pracovni elektrodu stiidavé 0 mV
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a—1300 mV (automaticky pied kazdym méfenim); rychlost scanu 20 mV s'; hodnoceni vysledki

se provadi metodou standardniho pfidavku.

Parametry stanoveni TI(I). DPV; m-AgSAE; E;, = —-800 mV; Eg, = -300 mV; E,. = —800 mV; ¢,.

< =30-300 s v michaném roztoku; regenerace m-AgSAE: 50 polarizacnich cyklt, pii nichz se vzdy
po dobu 0,3 s vklada na pracovni elektrodu stiidavé —50 a —1300 mV (automaticky pfed kazdym

méfenim); rychlost scanu 20 mV s™'; hodnoceni vysledki se provadi metodou standardniho piidav-

ku.

Na obr. 2.5 jsou uvedeny voltametrické zaznamy a kalibra¢ni kiivky téchto prvki pfi riznych kon-
centracich. Vysledky statistického zpracovani 11 opakovanych méteni v modelovém roztoku jsou
uvedeny v tab. 2.2. Linearni zavislost proudu piku (7,) na koncentraci sledovanych iontl a vysledky
statistického zpracovani opakovanych méfeni svédci o dobré aplikovatelnosti m-AgSAE pro analy-

tické ucely.

Cu ip, NA Cu
1000 r

1000 r

500 | n
500 |

-300 -800 -1300
E, m 0 40 80 c, ppb

Obr. 2.5:  Kalibracni zaznamy a kiivky ziskané p¥i stanoveni Cu(Il), Pb(Il), Cd(Il) a Zn(Il) na
stiitbrné pevné amalgamové elektrodé modifikované rtut’ovym meniskem

Experimentalni podminky: DPV; m-AgSAE; zékladni elektrolyt 0,4M octanovy pufr, pH 4,8;
E,.=-1300 mV; t,. = 180 s v michaném roztoku; regenerace m-AgSAE po dobu 30 s automaticky
pred kazdym méfenim; koncentrace ionti kovi: 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 a 100 ng I
ipcu=11,47c + 49,55, R* = 0,999 5; i, p, = 3,83c + 15,78, R* = 0,998 1;

ipca= 8,44 ¢ +25,24, R* = 0,998 5; i 2, = 3,76 ¢ + 42,16, R* = 0,998 4.

Tab. 2.2:  Statistické zpracovani opakovanych méieni

Koncentrace kovovych ionti 20 pug 1™'; doba akumulace TI(I) 180 s, pro ostatni ionty 300 s

Parametr Cu(ID) Pb(II) Cd(n Zn(1I) TI(D)
pramérna vyska piku, nA 216,5 77,3 157,2 127,5 50,8
interval spolehlivosti, nA 0,8 0,6 1,8 1,3 0,2
smérodatna odchylka, nA 1,1 0,9 2.8 1,9 0,3
relativni smérodatna odchylka, % 0,5 1,2 1,8 1,5 0,7
mez detekce (3-SD), pg I’ 0,3 0,7 1,1 0,9 0,4
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Je znamo, Ze pro zaznam soucasného voltametrického stanoveni nékolika latek je mozné
pouzit analogovy zapisovac za predpokladu, Ze koncentrace téchto latek se vzajemné nelisi o vice
nez jeden tad (pii méfeni s analyzatorem fizenym pocitaCem jsou tyto moznosti podstatné §irsi).
Mnohdy neni tato podminka splnéna, a proto byva nutné provadét analyzu jednotlivych latek po-
stupné; soucasné to vyzaduje spravné nastavit optimalni potencial akumulace (F,.) a potencial, pfi
kterém se scan ukon¢i (Eg,). Tyto potencialy ¢ini pro Cu(Il) -400 mV a +50 mV; Pb(Il) —800 mV
a—-200 mV; Cd(II) -1 000 mV a =500 mV a pro Zn(II) —1 300 mV a =700 mV. Pokud je koncent-
race daného iontu v roztoku ¢ > 0,5 mg 1", Ize voltametricky scan registrovat od po&ateéniho po-

tencialu £;, (rovnajiciho se uvedené hodnoté Eg,) bez uplatnéné akumulace (7, = 0 s).

Voltametrické stanoveni jodi¢nanii v kuchyniské soli [6]

Pro vyrobu jodované kuchynské soli se pouziva jodicnan draselny, proto jednoduchy a rychly zpi-
sob stanoveni jodi¢nant mize byt aktualni pro kontrolu pfislusnych technologickych procest; ve
zdravotnictvi by podobna metodika mohla pfispet ke studiu bilance jodu v lidském organismu

a k prevenci onemocnéni Stitné zlazy.

Redukce jodi¢nani probiha ve vysoce negativni potencidlové oblasti a dfive byla proveditel-
na vétsinou jen na rtutovych elektrodach. Nyni byla prokazana moznost analyzy jodi¢nanti pomoci
p-AgSAE neobsahujici kapalnou rtut’ (i kdyz citlivost a pfesnost analyzy je v pfipadé¢ m-AgSAE
lepsi), ktera nabizi rychlou a velmi jednoduchou metodu stanoveni jodu ve formé jodi¢nant v real-

nich vzorcich sériové vyrabéné jodované kuchynské soli [6].

Piiprava vzorki kuchyiiské soli a metodika stanoveni jodu. Do vhodné kadinky nebo ptimo do
polarografické nadobky se prenese 1,00 g analyzované soli, ptida se 9 ml destilované vody, rozto-
kem se micha do rozpusténi krystald a pak se ptida 1 ml 1M-NaOH. V takto pfipraveném roztoku
vzorku se po 300 s vybublani rozpousténého kysliku stanovi jod. Parametry méteni: DPV,
E,=-900 mV, Es, = -1 600 mV, vyska pulsu =50 mV, §ifka pulsu 100 ms, rychlost scanu
20 mV s, pro vypocet obsahu jodu v kuchyiiské soli se pouzivd metoda standardniho piidavku.
Jednou denné se p-AgSAE lesti po 1-2 min pomoci 0,3 um vlhké aluminy. Pred zahajenim prace
a po prestavce v méfenich delsi nez 1 h se za michani roztoku provadi elektrochemicka aktivace
AgSAE v 0,2M-KCI po dobu 300 s pii potencidlu —2 200 mV. Pfed kazdym méfenim se také au-
tomaticky obnovuji povrch a vlastnosti AgSAE, a to za nésledujicich parametri méieni: 300 skokt

mezi Ereg 1 =—-300 mV po tee 1 = 0,05 s a Eegr = —1 600 mV po freg» = 0,05 s.

Na obr. 2.6 je uvedena zavislost vysky piku redukce jodi¢nanil na jejich koncentraci pfi pou-
ziti m-AgSAE a p-AgSAE. Koncentra¢ni rozsah byl zvolen tak, aby pokryval mozné koncentrace
jodicnant v roztoku vzorku jodované kuchyniské soli pfipraveném k analyze. Stejny tvar voltamet-

rickych kiivek s nepatrn¢ odliSnym potenciadlem piku byl ziskdn na m-AgSAE i na p-AgSAE. Je
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ziejmé, ze odezva m-AgSAE na stejné piidavky jodiCnanl je podstatné vyssi nez odezva

p-AgSAE. Pro obé elektrody lze konstatovat, ze linearita kalibracnich kiivek je dobra, a tim je

vvvvvv

-800 r -800
i, NA | ip, NAL
-600 -600 |
m-AgSAE
-400 -400 |
-200 200 |
p-AgSAE
O * L * * L * * ! O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
-1100 -1400 -1700
E. mv 0 4 8 ¢ oppm 12

Obr. 2.6:  Kalibracni zaznamy ziskané pii stanoveni jodicnanit na m-AgSAE a p-AgSAE

Experimentalni podminky: DPV; zakladni elektrolyt 0,1M-NaOH; E;, = —900 mV; £
fin = —1 600 mV; rychlost scanu 20 mV s™'. Koncentrace jodi¢nanti: 0 az 9,01 ppm.
i) m-agsap = —68,43¢ — 11,37, R*=0,999 5; i, agsar = -26,83¢ + 1,67, R*=0,999 1

Prakticky bylo stanoveni jodicnanii ve vodnych roztocich uplatnéno pfi analyze jodované
kuchyniské soli (Solné mlyny, a. s., Olomouc). V tab. 2.3 jsou shrnuty statisticky zpracované vy-
sledky analyzy realnych vzorki. Je vidét, ze navrZzeny postup poskytuje dostatecné presné a repro-
dukovatelné vysledky pfi pouziti obou typi AgSAE, i kdyz prace s m-AgSAE je pohodInéjsi. Me-
todika je velice jednoduchad, fakticky obsahuje jen nezbytné operace (pfiprava navazky, jeji roz-
pousténi ve vode, ptidani roztoku NaOH). Samotné voltametrické stanoveni vcetne pétiminutového
odstranéni kysliku a hodnoceni vysledkd trva 8 — 9 minut. Voltametricky nalezeny obsah jodi¢nant

se dobie shoduje s vyrobcem deklarovanym obsahem 27 + 7 mg kg ™.

Tab. 2.3:  Statistické zpracovdni stanoveni jodu ve formé jodi¢nanii v kuchyriské soli

Udaje jsou vysledky ze sedmi analyz

Parametr m-AgSAE p-AgSAE
primérny obsah jodu, mg kg™ 22,2 24,1
interval spolehlivosti, mg kg™ 0,5 1,6
smérodatna odchylka (SD), mg kg™ 0,5 1,7
relativni smérodatna odchylka (RSD), % 2,3 7,1
mez detekce (3'SD), mg kg™ 1,5 5,2
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2.6 Zavér

Stiibrna pevna amalgamova elektroda miize byt vyuzita jako ucinna alternativa HMDE ve voltame-

trii a chronopotenciometrii. Jiné pevné amalgamové elektrody (napf. CuSAE, AuSAE) jsou vhodné

pro specifické ucely, kde se uplatnuji vlastnosti kovu tvoticiho pevny amalgam. Hlavnimi uzivatel-

skymi a technologickymi prednostmi MeSAE jsou:

Siroky rozsah pracovnich potenciald;

elektrochemicka regenerace povrchu elektrod modifikovanych rtuti;

snadna zprovoznitelnost i po nékolikamési¢ni piestavce (béhem 5-10 min);

prakticky neomezena Zivotnost elektrod (béhem 8 let jsme prakticky nezaznamenali zménu
jejich vlastnosti);

fakt, Ze elektrody vyrobené z pevnych amalgam jsou zcela netoxické;

aplikovatelnost MeSAE v mobilnich laboratofich, zvlast v téch statech, kde pouziti kapalné
rtuti v terénu je zakazano;

snadna zabudovatelnost MeSAE do automatizovaného pritokového systému nebo do vystu-
pu chromatografické kolony;

vyuzitelnost kovii, které nelze zatavit do skla (Ag, Au, Cu aj.) a kde tak automaticky odpada
nutnost pouziti specialnich lepidel; pfi modifikaci MeSAE rtutovym meniskem nebo filmem
se rtut’ nedostava dovnitf mezi sloupec pevného amalgamu a télo elektrody (to obvykle zpt-
sobi nepouzitelnost elektrody);

moznost pfipravy elektrody vhodného rozméru a tvaru jednoduchym zptisobem,;

maximalné jednoducha konstrukce MeSAE, bez pohyblivych soucasti, zvétsujici spolehli-

vost té€chto elektrod.

Navrzené elektrody na bazi netoxickych pevnych amalgamii mohou byt aplikovany tam, kde je

prace s kapalnou rtuti zakazana nebo nezadouci.
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3. INKOUSTOVE FILMOVE ELEKTRODY

Ing. Bogdan Yosypchuk, Ph.D.
Ustav fyzikalni chemie Jaroslava Heyrovského AV CR, Dolejskova 3, 182 23 Praha 8,
josypcuk@jh-inst.cas.cz

3.1 Uvod

Obrovskou prednosti rtuti jako elektrodového materialu je vysoké prepéti vodiku a dokonale hladky
povrch, navic se vlastnosti elektrody pravidelné regeneruji béhem odkapavani (odklepavani) rtuti.
Hlavnim omezenim rtutovych pracovnich elektrod je vSak anodické rozpousténi rtuti pii potencialech
asi +400 mV (vs. SCE - saturated calomel electrode) v roztocich neobsahujicich komplexotvorna
¢inidla a latky tvofici srazeniny s ionty rtuti (v pfitomnosti té€chto latek je potencial rozpousténi rtuti
posunut k negativnéj$im hodnotam). Rtut'ové elektrody se proto nehodi pro fadu oxidacnich procest
vcetné detekce mnoha anodicky oxidovatelnych organickych sloucenin [1]. Totéz plati i pro elektro-
dy z pevnych amalgamt (MeSAE), které maji elektrochemické vlastnosti podobné rtutovym elektro-
dam (viz kap. 2). Elektrody ze zlata (AuE), platiny (PtE) a z jinych uslechtilych kovii jsou vhodné pro
praci v oblasti pozitivnich potenciald, ale kviili nizkému prepéti vodiku maji omezené moznosti pro
realizaci elektrodovych redukénich procest [2]. Z mnoha riiznych uhlikovych elektrod se zminime
jen o filmovych (screen-printed) elektrodach, napt. na zaklad¢ praska skelného uhliku [3] a grafitu
[4], které 1ze hromadné& vyrabét pomoci polygrafické techniky, mohou slouzit ,,na jedno pouziti*
a vyrobni néklady jsou relativné¢ nizké. Reprodukovatelnost méfeni s t€mito elektrodami by mély
zajistit identické geometrické a elektrochemické parametry a Castd obména samotnych elektrod; to

klade zvySené naroky na kvalitu vyroby i na pravidelnost zdsobovani pracovnimi elektrodami (WE).

Jednou z cest, jak u stacionarnich elektrod obsahujicich rtut’ docilit dostate¢nou reprodukova-
telnost a rozsitit rozsah pracovnich potenciali smérem ke kladnym hodnotam (resp. u elektrod s niz-
kym prepétim vodiku smérem k zapornym hodnotam) je pokryt elektrodu filmem z polymeru obsa-
hujiciho vodivé Castice. Samotny polymer by nemél byt vodivy a mél by dokonale izolovat analyzo-
vany roztok od vodivé Casti elektrody. Pti splnéni téchto podminek se tradi¢ni pevna elektroda stava
obycCejnym vodicem a elektrodovym materidlem jsou mikrocastice vodivého materialu (grafitu, skel-
ného uhliku, diamantu dopovaného borem, nanotub aj.) rozptylené v polymeru a zajist'ujici kontakt
mezi roztokem a vodivou ¢asti elektrody. Vymeéna takového filmu by méla probihat rychle a jedno-
duse. Na tyto elektrody se lze divat i jako na filmovou obdobu kompozitnich elektrod [2, 5] (viz kap.
10), které se v zavislosti na poméru polymer : vodivy prasek mohou chovat bud’ jako soubor mikro-
elektrod, nebo jako klasické elektrody se stejnorodym povrchem. Hlavnim obsahem této kapitoly je
uplatnéni uvedenych tvah pii pouziti elektrod neobsahujicich kapalnou rtut: vylesténé stéibrné pevné

amalgamové elektrody (p-AgSAE), AuE a PtE [6].
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3.2 Priprava inkoustovych filmil na pevnych pracovnich elektrodach

Pro ptipravu vodivych inkoustl byly pouZity tyto prasky:

1. grafitovy prasek o velikosti ¢astic 1-2 pm (Fluka, SRN);

2 grafitovy prasek o primérné velikosti ¢astic 2 um (obchodni znaceni ,,CR2*, Maziva, CR);
3. mikrokulicky ze skelného uhliku o velikosti ¢astic 0,4-12 um (Alfa Aesar, SRN);

4 polystyren (Sigma-Aldrich s.r.0., CR).

Priprava vodivého inkoustu

Pro ptipravu inkoustu s obsahem uhliku 90 % se do mikrozkumavky ptfenese 0,01 g polystyrenu,
0,09 g uhlikového prasku a ptida se 0,5 ml dichlorethanu. Smés se ditkladné protiepe, aby se poly-
styren rozpustil a suspenze byla homogenni. Pro homogenizaci inkoustu je vhodna ultrazvukova
lazen nebo intenzivni tfepani po dobu 3-5 min. Inkoust s jinym obsahem vodivého prasku se pfi-

pravuje podobné pfi patticné zmeéné jeho pomeru k polystyrenu.

Vytvorieni inkoustového filmu na pevné elektrodé

Inkoust se nanasi na klasickou pevnou elektrodu (p-AgSAE, AuE, PtE aj.) bud’ mikrodavkovacem
(objem 1-2 pl), nebo tak, ze se dolni ¢ast elektrody jen dotkne povrchu suspenze inkoustu. Po
1-2minutovém odpafovani dichlorethanu na vzduchu je elektroda ptipravena k méfeni. Pti pouziti
elektrochemické regenerace povrchu pracovni elektrody pied kazdym métenim lze s takovym fil-

mem pracovat i n€kolik dnt.

Obnoveni inkoustového filmu na pevné elektrodé

Pro vymeénu filmu staci setfit jej filtracnim papirem a znovu nanést inkoust na elektrodu.

3.3 Rozsifeni rozsahu pracovnich potencialii pevnych elektrod

Dulezitym tkolem je vytvofit na povrchu pracovni elektrody film, ktery by ji dokonale izoloval od
roztoku. Pfredbézné pokusy ukazaly, ze film polystyrenu na p-AgSAE je dobrym izolantem a pro
rozpousténi polystyrenu je vhodné pouzit dichlorethan; 1-2 pl tohoto roztoku se odpatuji z povrchu
elektrody 1-2 min. Pti praci s p-AgSAE takto pokrytou filmem polystyrenu nebyly na cyklickém
voltamogramu v acetatovém pufru (pH 4,8) v rozpéti potencidlti od —2 000 mV do +2 000 mV po-
zorovany zadné elektrochemické procesy (neni znazornéno), coz svédéi o tom, ze polystyren dobie
izoluje povrch pracovni elektrody. Ktivka provedena tenéi ¢arou na obr. 3.1 odpovida cyklickému
voltamogramu uvedeného zakladniho elektrolytu (ZE) ziskanému na p-AgSAE; druha ktivka byla
zaznamenana na stejné p-AgSAE, ale pokryté filmem obsahujicim 90% grafitu (Fluka) a 10% po-
lystyrenu (GF-AgSAE) - tato kiivka demonstruje o¢ekavané rozsiteni rozsahu pracovnich potencia-
Ii smérem do kladnych hodnot. Samoziejmé tato elektroda (fakticky grafitovd) ma mensi prepéti
vodiku nez samotna p-AgSAE, ale neni to podstatné, protoze odstranéni filmu a pfechod na méteni

s p-AgSAE se uskuteciiuje jednoduchym otfenim filmové elektrody o filtra¢ni papir.
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Prakticka vyuzitelnost GF-AgSAE byla vyzkouSena pro stanoveni guaninu (Gua) a adeninu (Ade),
které se Casto vyuzivaji ke studiu DNA [7]. Na obr. 3.2 je uvedena moznost stanoveni Gua a Ade
na GF-AgSAE s 90% obsahem grafitu, ktera je zaloZena na elektrochemické oxidaci téchto latek
v oblasti tak pozitivnich potencialti, kde se uz nedaji pouzit rtufové ani amalgamové elektrody

kviili jejich elektrolytickému rozpousténi (kiivka 1).

-1000

i, NA

-500

GF-AgSAE

p-AgSAE
500

1000

1200 600 0 600 g mv -1200

Obr. 3.1:  Cyklické voltamogramy ziskané na p-AgSAE a GF-AgSAE

Experimentalni podminky: film obsahuje 90 % grafitu (Fluka); ZE: 0,2M octanovy pufr o pH
4,8; Einp-agsae = —1 200 mV; Ey, gragsag = —600 mV; rychlost scanu v =20 mV s

1000 r
Ade
P 1
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Obr. 3.2:  DPV voltamogramy ziskané na p-AgSAE a GF-AgSAE

Experimentalni podminky: film obsahuje 90 % grafitu (Maziva); ZE: 0,2M octanovy pufr o pH
4,8; Einp-agsae = =500 mV; Ei, gr.agsar = —200 mV; rychlost scanu v =20 mV st

(1) ZE na p-AgSAE; (2) ZE na GF-AgSAE; (3) guanin a adenin o koncentraci 5 - 10~ mol 1™
na GF-AgSAE
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Dalsi ukazkou je vyuziti inkoustového filmu s 90 % skelného uhliku na zlaté diskové elektrodé
(GCF-AuE) pro DPV stanoveni ferrocenu, ktery se kvtli reverzibilnimu chovani Casto pouziva pro
testovani novych typt elektrod (neni znazornéno). Byla zméfena koncentracni zavislost ferrocenu v
dostatené §irokém rozsahu koncentraci. Dobra vyvinutost pikil a linearita odezvy (R* = 0,997 8;

ip [NA] = 0,61c [nA pmol 1'1- 6,00 [nA]) potvrzuji vhodné parametry pouzité elektrody.

Rozsiteni rozsahu pracovnich potenciali platinové elektrody smérem do negativnich hodnot
demonstruje obr. 3.3. Nizké prepéti vodiku na PtE zabraiuje stanovit na ni nitrobenzen, protoze vylu-
¢ovani vodiku probiha diive, nez se za¢ne redukovat nitrobenzen (obr. 3.3, kiivka PtE). Pokryti PtE
grafitovym inkoustovym filmem dovoluje bezproblémové meéteni redukénich signald nitrobenzenu

(obr. 3.3, série kiivek GF-PtE). Uvedena koncentra¢ni zavislost byla zmétena na stejném filmu.

-15 -

- — P
1 - -
B GF-PtE
.5 -
10 |

0 ¢, 10°molL* 30

A
b, pA B

0 1 1 1 1 ]
-200 -500 E, mV -800

Obr. 3.3:  Kalibracni zdaznamy ziskané p¥i stanoveni nitrobenzenu na PtE a GF-PtE

Experimentéalni podminky: DPV; film obsahuje 90% grafitu (Maziva); ZE: 0,2M octanovy pufr

opH4.8; E\,=-200mV;v=20 mVs’l; koncentrace nitrobenzenu 0 az 2,9 - 10 mol I"".

R*=10,999 6; i, = -0,35¢ + 0,03

Reprodukovatelnost vSech méteni byla zajisténa elektrochemickou regeneraci povrchu WE

pred kazdym méfenim, kterd spocCivala v aplikaci 50 potencidlovych skokd mezi —200 mV
a +600 mV po dobu 0,3 s kazdy (celkova doba asi 30 s), vSe fizeno programem analyzatoru. Statis-
ticka zpracovani paralelnich méteni (tab. 3.1) potvrzuji, ze pii vhodné elektrochemické regeneraci
povrchu inkoustovych elektrod neni nutné provadét ¢astou vymeénu filmu. Pokusy jsme prokazali,
ze se stejnym filmem Ize s dostate¢nou piesnosti a reprodukovatelnosti méfit i po dobu nékolika
dni, ale kvili jednoduchosti, rychlosti a zanedbatelné cené obnoveni inkoustového filmu doporucu-

jeme provadét jeho vymeénu pro kazdou sérii méteni.
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Tab. 3.1:

Statistické parametry opakovanych méieni

Experimentalni podminky soucasného méfeni guaninu a adeninu: DPV; ZE: 0,2M octanovy
pufr o pH 4,8; Ej, = +200 mV; Egz, = +1 300 mV; v =20 mV s7!: koncentrace guaninu a adeni-

nu2-10° molI''; N=11

Experimentalni podminky méfeni ferrocenu: DPV; ZE: 0,1M-HCI1O, + 48% ethanol;
E;, =-200 mV; Ep, =+600 mV; v =20 mV s™!; koncentrace ferrocenu 1 - 10~ mol I''; N=11

Experimentalni podminky méfeni nitrobenzenu: DPV; ZE: 0,2M octanovy pufr o pH 4,8;
E;, =-200 mV; E;, =-800 mV; v=20 mV s7': koncentrace nitrobenzenu 4,1 - 10> mol I''; N=11

Guanin Adenin Ferrocen Nitrobenzen
Parametr GF-AgSAE | GF-AgSAE | GCF-AuE GF-PtE
primeérna vyska piku (nA) 315,6 277,6 62,3 -4014
interval spolehlivosti (nA) 1,5 1,4 0,6 120
smérodatna odchylka (nA) 2,2 2,2 0,9 181
relativni smérodatna odchylka (%) 0,7 0,8 1,4 4.5

Bylo vyzkouseno i rozdilné chovani GF-AgSAE se 70%nim a 90%nim obsahem grafitu pti

meéfeni oxidaci guaninu (neni znadzornéno). Voltamogramy ziskané na GF-AgSAE s 90%nim obsa-

hem grafitu maji tvar pikd (obr. 3.2), coz je typické pro bézné pouzivané WE ve voltametrii.

GF-AgSAE se 70%nim obsahem grafitu poskytla voltamogramy ve form¢ klasickych polarografic-

kych ktivek (esovitych), ¢imz se potvrzuje, Ze se tato elektroda chova jako soubor mikroelektrod.

3.4 Zavér

Navrzené feSeni vytvoreni vodivych filmd na konvencnich pevnych elektrodach ma nasledujici

prednosti:

- dovoluje rozsitit pracovni rozsah potencialti pevnych elektrod,

- nezabranuje tradicnimu pouziti klasické pevné elektrody;

- uplatiuje se princip ,.elektrody na jedno pouziti* bez nutnosti vymeény cele elektrody;

- vyména filmu je rychla (cca 2-3 min) a velmi jednoduchd (staci tradi¢ni elektrodu otfit

o filtra¢ni papir a znovu ji ponofit do inkoustu nebo mikrodavkovacem nanést na elektrodu

1-2 pl inkoustu);

- vymeéna filmi rizného slozeni je rychla;

- reprodukovatelnost méteni je pro vétsinu tkold dostacujici;

- modifikace filmu pfidanim potfebné latky do inkoustu je jednoducha;

- jako vodivé ¢astice l1ze pouzit prasky z rznych druhti uhliku a také z jinych materialu;

- zménou obsahu vodivych ¢astic v inkoustu lze ptipravit elektrodu, ktera se chova bud’ jako

soubor mikroelekrod, nebo jako bézna pracovni elektroda;

- cena jednoho filmu je zanedbatelna.
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4.1 Definice chemického sensoru

Problematika sensorti v§eho druhu — tedy i chemickych, je velice ziva a aktualni. Svéd¢i o tom
mnozstvi védeckych setkani a konferenci, periodik, monografii a kompendii, napt. [1, 2], nehledé
na mnozstvi internetovych adres vénovanych sensorim. Vyznam sensorl pro praxi je nepochybny,
vzdyt pro kazdou ¢innost je zapotiebi dostatek spolehlivych informaci o stavu a vlastnostech pro-
stiedi, v némzZ je tato Cinnost konana. Potfebné informace jsou ziskavany prostfednictvim nejriz-
né&jSich druht sensort, biologickych (napt. vlastnich, jako jsou o¢i a v pfipadé chemickych sensort
i nos ¢i jazyk, nebo sensord jinych biologickych objektt, psii, hmyzu a jinych), ale hlavné sensort
umélych, fyzikalnich. Sensory pievadéji stav nebo projev studovaného systému na signaly-
-informace, kterym bud’ jiZ rozumime primo, nebo je lze na srozumitelné snadno prevést.
Proto jsou zékladni komponentou vSech méficich piistroji, v nichz jsou sty¢nym zafizenim mezi
sledovanym systémem a méficim piistrojem, ktery je k ziskavani urcité informace pouzivan.
V tad¢ pfipada je signal z chemickych sensort jiz dostate¢né informacné bohaty a tyto sensory
v kombinaci s jednoduchou elektronikou mohou nahradit drahé pristroje a ¢asové naro¢né
analytické postupy. Jde pfedevsim o ptipady rychlého a orientacniho monitorovani chemického
slozeni sledovaného prostiedi, kdy Casto postaci dvojuroviiova informace — ano/ne, hodné/malo
atp. Rast zajmu o fyzikalni sensory je vyvolan i tim, Ze finalnim uzivatelem informaci piestava byt
clovek, ale stavaji se jimi nejriiznéj$i samostatné pracujici systémy, automaty, roboty. Tyto systé-
my potiebuji ke své Cinnosti (podobné jako ¢lovek) dostatek spravnych informaci o pracovnim
prostiedi. Proto musi byt na toto prostfedi napojeny fadou sensortl, a pokud potiebuji informace
o chemickém stavu ¢i vlastnostech prostedi, musi byt vybaveny potfebnymi sensory chemickymi.
S vyhodou jsou zde pouzivany tzv. integrované sensory, tj. sensory kombinované s potifebnou
elektronikou (zpravidla na jednom ¢ipu integrované¢ho nebo hybridniho obvodu) nebo inteligentni
sensory, které jiz na zakladé vlozeného programu a zjisténych informaci samostatné spousté;ji urci-
tou ¢innost.

Vysoce efektivni (specifické a citlivé) jsou sensory mnoha organismt, je proto snahou kombinovat
biologicky sensoricky systémem s elektronickou vyhodnocovaci ¢asti. Nejcastéjsi je vyuziti nékte-
rych biologickych ¢i 1épe biochemickych rozpoznavacich mechanismt na trovni molekul ¢i mak-

romolekul (enzymy, protilatky, nukleové kyseliny), ale konaji se jiz pokusy o spojeni elektroniky
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s buitkami, tkdanémi ¢i celymi organy. Problematika sensori obsahujici biologickou komponentu,

......

V literatute se Ize setkat s mnoha rliznymi definicemi chemického sensoru. Jednou z nich je tato
[4]: Chemicky sensor je prevodnik, ktery poskytuje pifimo informaci o chemickém sloZeni
svého okoli. Je tvoren fyzikalnim prevodnikem a chemicky citlivou vrstvou. Graficky je tato
definice znazornéna na obr. 4.1. Fyzikalné-chemicky projev interakce molekul ¢i iontd s chemicky
citlivou vrstvou je pfevodnikem prevadén téméi vyhradné na elektricky signal. Divod je zfejmy,
elektrické signaly Ize snadno zpracovavat a informaci, kterou nesou, tak lze snadno zobrazit v po-
zadované formé ¢i vyuzit napt. k automatickému spousténi potfebnych ¢innosti. V chemicky citlivé
vrstvé nékterych sensortl Ize najit molekulovy ¢i iontovy selektor, ktery zajistuje pottebnou selek-
tivitu sensoru. Typickymi molekulovymi a iontovymi selektory jsou permeabilni membrany, mole-
kulova sita, ionofory, iontoménice, specifické katalyzatory, chemické filtry (absorpcni ¢inidla),

vtisténé polymery a vysoce specifické biochemicky aktivni molekuly.

chemicky sensor
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Obr. 4.1:  Obecné schéma chemického sensoru pievadéjici chemicky stav ¢i vlastnosti analy-
zovaného prostiedi na elektricky signdl, ktery Ize snadno ddle zpracovat do informa-
ce v poZadované formé

Typ ptrevodniku zavisi na charakteru fyzikalné-chemického projevu interakce analytu s chemicky
citlivou vrstvou. Je-li projevem této interakce zmeéna teploty, jsou prevodniky termistory nebo Pt
teplomér, zména optickych vlastnosti je pfevadéna na elektricky signal napt. fotondsobi¢em nebo
polovodicovym detektorem, zména hmotnosti piezoelektrickym krystalem, zména permitivity kon-
denzatorem atp. Je-1i vysledkem interakce analytu s chemicky citlivou vrstvou zména koncentrace,
je vhodnym prevodnikem elektroda, ¢i lépe elektrochemicka cela; mluvime pak o elektroche-

mickych sensorech.
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4.2 FElektrochemické sensory

Elektrochemické sensory zaujimaji v problematice sensorti vyznamné misto. Patii mezi n¢ desitky
variant rtutovych elekrod, stovky variant elektrod z tuhych materiali pouzivanych ve voltametric-
kych, potenciometrickych, coulometrickych i vodivostnich detekénich metodach. Tyto elektrody
tvoti aktivni ¢ast elektrochemického ¢lanku a jsou v kontaktu s analyzovanym prostfedim. Z vlast-
nosti tohoto ¢lanku ¢i zmén jeho vlastnosti je usuzovano na zménu slozeni analyzovaného prostre-

di. Hlavni pfednosti téchto sensort jsou:

- Poskytuji z principu piimo elektricky signal jako vysledek interakce elektroda-analyt, tj.

chemicky citliva vrstva a pievodnik jsou spolu integrovany.

- Jsou snadno miniaturizovatelné, tj. 1ze na malém prostoru vytvaret rozsahlé soubory sensorti

a lze je integrovat s potfebnou elektronikou.
- Znacna tvarova rozmanitost umoziuje pfizpusobit je optimalné detek¢nimu prostoru.
- Umoziiuji speciaci analytu.

- Lze je snadno modifikovat chemickymi ¢i biochemickymi latkami a vyrazné tak ovliviiovat

jejich vlastnosti.

- Jsou relativné snadno zhotovitelné a tim i levné, coz je predpoklad pro jejich mozné jednora-
Zové pouZiti.

Z nevyhod lze jmenovat pfedevsim zménu jejich vlastnosti zptisobenou pasivaci elektrod. Ve valné

veétsing typl elektrochemickych sensorti jsou elektrody v pfimém kontaktu s analyzovanym pro-

stfedim a latky doprovazejici analyt (tzv. matrice) ¢i produkty elektrodovych reakci se mohou ad-

sorbovat na elektrodovém povrchu a ménit jeho elektrochemickou aktivitu, coz se projevuje ¢aso-

vou zménou signalu i v prostfedi o konstantnim sloZeni (tzv. historie elektrod).

V souvislosti s elektrochemickymi sensory vyvstava ur€ity terminologicky problém — co je senso-
rem, indika¢ni elektroda nebo elektrochemicky ¢lanek? Pouze vlastnosti indikacni elektrody se
(zpravidla) méni se zménou chemického slozeni analyzovaného prostiedi, ale sama elektroda neu-
moziuje potfebnou informaci sejmout. Proto se 1ze setkat s terminologii: elektroda = sensor, elek-
trochemicky ¢lanek = detektor. Nicméné tato terminologie neni diisledné¢ dodrzovéana. V tomto
textu bude za sensor povazovan elektrochemicky ¢lanek, tj. jednotka, kterd (v souladu s diive

uvedenou definici) poskytuje vyhodnotitelny elektricky signal.

4.2.1 Ampérometrické sensory

Problematika elektrochemickych sensor je velice rozsahla, takze dale bude pojednano pouze
o ampérometrickych sensorech plynnych latek. Princip ampérometrickych sensorti je vSeobecné

znam. Hlavnimi komponentami sensoru plynnych latek jsou elektroda, elektrolyt a ptislusné analy-
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zované plynné prostiedi. K tomu, aby sensor mél potiebné analytické parametry, musi byt optima-
lizovan elektrodovy material i elektrolyt. Ne zcela evidentni je ta skutecnost, Ze vlastnosti sensoru
vyrazn¢ (v fad¢ pfipadi dominantn€) ovlivituje charakter kontaktu uvedenych tii zakladnich kom-
ponent sensoru, tzv. tfifazové rozhrani, schématicky znazornéné na obr. 4.2. Proto dale bude po-
jednano mnohem vice o designu sensord, o pouzivanych konstruk¢nich materialech a z toho vyply-
vajicich zptisobech realizace zminéného tfifazového rozhrani, nez o aplikacich sensort pro feseni
konkrétnich analytickych uloh. Za typické predstavitele ampérometrickych sensort plynnych latek
byly vybrany membranové sensory s kapalnym elektrolytem a solid-state sensory s tuhym poly-

mernim elektrolytem.

zona vysokého

PLYNNA odporu elektro-
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Obr. 4.2:  Schématické znazornéni tiifazového rozhrani v ampérometrickém sensoru plynnych
latek. Elektrochemické reakce p¥ispivajici vyznamné k analytickému signdlu (prou-
du) probihaji pouze v urcité oblasti tohoto rozhrani. Mimo ni je jejich prispévek za-
nedbatelny: v diisledku ubytku napéti na odporu elektrolytu ma céast pracovni elek-
trody nevhodny potencidl a v diisledku malého latkového toku probihd elektrodova
reakce na Casti elektrody pouze omezené

4.2.2 Ampérometrické membranové sensory s kapalnym elektrolytem

Ampérometrické sensory tohoto typu jsou dnes jiz klasické. Elektrodovy systém a elektrolyt jsou
v nich oddéleny od analyzovaného prostiedi permeabilni membréanou, ktera umozni, aby se k elek-
trod¢ dostaly pouze plynné komponenty. Tento typ sensorti byl navrzen lékafem L. C. Clarkem [5]
pro stanoveni kysliku v krvi. Dnes jsou sensory ,,Clarkova typu® bézné pouzivany pro stanovo-
vani nejen kysliku (obr. 4.3) v plynnych i kapalnych prostiedich (napf. pfi stanovovani biologické
spotieby kysliku), ale jejich princip je vyuzivan v konstrukcich sensorl pro detekci a stanoveni

desitek jinych plynt.

40



[}
15V 5
él L N c(9.0)
A-metr © -
= ’
o "
c
S 13)
roztok KCI plynné
= = s prostredi
Ag anodi T- - g
N~ o
©
o{ 50
N\ l—a sl d 5! vzdé;lost
Pt katoda membréna film membrana g eldy, x

A elektrolytu B

Obr. 4.3:  Schéma ampérometrického membrdanového sensoru
A — p¥iklad uspoidadani jednotlivych komponent (pro sensor kysliku); mezi membra-
nou a povrchem indikaéni elektrody je film elektrolytu o tloust’ce jednotek um,
tloust’ky membrdn (Casto z polyethylenu Ci polytetrafluoroethylenu) mivaji tloust’ku
desitek um

B — Casové rozloZeni koncentraci po p¥ipojeni elektrody k napéti, pii ném? elektro-
dou prochazi limitni proud

Na piikladé Clarkova sensoru lze demonstrovat rizné mozné pfistupy k ziskavani analytického

signalu z vicefazové ampérometrické cely, viz schéma B na obr. 4.3:

- V case ¢t = 0 neprobiha na elektrodé elektrochemicka reakce analytu, v systému se vytvori
rovnovazné rozlozeni koncentraci, v plynné fazi c(g,0), v membrane ¢(m,0) (k je particni ko-
eficient analytu mezi plynnou fazi a material membrany), ve filmu elektrolytu c(1,0). Po vlo-
zeni takového napéti na elektrodu, pti kterém prochazi elektrodou limitni proud, klesne kon-

centrace na povrchu elektrody k nule a v systému se vytvari koncentracni gradienty;

- V &ase 1(1)<< a*/D(1), kde D(1) je difuzni koeficient analytu v elektrolytu, se gradient tvofi
pouze ve filmu eletrolytu, prochazejici proud (I = nf'4j) je vysoky a klesa s Casem, jak se
gradient rozsitfuje do hloubi filmu elektrolytu, latkovy tok analytu k elektrodg je fizen difuzi

ve filmu elektrolytu (j = D(1) de(1)/da).

- V &ase a*/D(1)<t(3)< d*/D(m), kde D(m) je diftizni koeficient analytu v materialu membrany,
se gradient rozsifi do membrany a na transportu analytu se podili jak difuze ve filmu elektro-

lytu, tak i difize membranou (j = f[D(1), D(m)]), proud je nizsi a s ¢asem klesa.

- V &ase #(o0)>>d*/D(m) se v systému vytvoii stacionarni stav (j = D(m) [kc(g,0)/d)]), pokud je
konvekei v analyzovaném plynném prostfedi zajisténa konstantni koncentrace analytu

u membrany, takZe proud nezavisi na ¢ase a je pfimoumérny koncentraci analytu v plynné fazi.
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V ptipad¢, ze dostatecnou konvekci nelze zajistit, rozsifi se koncentracni gradient do analyzované-
ho prostredi (viz ¢arkované zavislosti v obr. 4.3B), tj, sensor méni jeho sloZeni a vysledek analyzy
je zatizen chybou. Problém ovlivnéni analyzovaného prostedi spotfebou analytu sensorem je za-
sadni pfi méfeni napt. vymény kysliku v biologickych tkéanich, zarodcich a embryich. V téchto
pripadech je nutno vyuzivat nestacionarnich méfeni, tj. polarizovat elektrodu napétovymi pulsy
tak, aby se gradient analytu projevoval pouze ve filmu elektrolytu nebo pouze v membrané. V pr-
vém pripad¢ je kritickym faktorem udrzeni konstantni tloustky filmu (pouZzivaji se rtizné vlozky),
udrzeni konstantni tloustky membrany byva schidngjsi, peclivéji vSak musi byt volena délka pola-

rizanich pulst a jejich frekvence.

Clarkuv sensor je vyznamnou komponentou v mnoha biosensorech. Biochemicky aktivni latka,
nejcastéji enzymy oxidasy, je imobilizovana na vnéjsi strané membrany a je v kontaktu s analyzo-
vanym prostiedim. Je-li v ném pfitomen analyt — substrat, jehoz oxidace kyslikem je katalyzovana
prislusnym enzymem, dojde k reakci spojené se spotiebou kysliku. Ubytek kysliku snimany mem-
branovym sensorem je korelovan s obsahem analytu. Nejcastéji se tento typu biosensoru pouziva
pro stanoveni glukosy. K témto tcelim jsou pozivany i jednorazové sensory vyrabéné metodami

sitotisku.

Vaznym problémem spojenym s pouzivanim tohoto typu sensorti je vysychani filmu elektrolytu,
predevsim pfi detekci latek v plynné fazi. Rychlost vysychani zavisi jednak na rozdilné tenzi vodni
pary uvnitf sensoru a v analyzovaném prostfedi a jednak na typu pouZzité membrany. Pfi konstrukei
sensoru lze volit v principu mezi dvéma typy membran — porézni a neporézni. Porézni membranou
difunduje plynna molekula plynem (napf. vzduchem), ktery vypliuje jeji pory, neporézni membra-
nou permeuje, pficemz permeacni koeficient P(m) = D(m)k. Volba membrany tedy zavisi na zpt-
sobu pouziti pfislu§ného sensoru a pii jeji volbé je tfeba vzit v ivahu fadu parametrti, z nichZ ty

nejdulezitéjsi jsou v tabulce 4.1.

Omezeni problému s vysychanim elektrolytu je feSeno i jinymi zpisoby. Eliminaci filmu elektroly-
tu umoziuji sensory, v nichZ je indika¢ni elektroda vytvofena pfimo na té strané membrany, ktera
je smacena elektrolytem, a strana nepokovena je exponovana analyzovanému prostfedi; jde o sen-
sory s pokovenou membranou. Vysychani elektrolytu je omezovano téz zvySenim viskozity ka-
palného elektrolytu, napf. pfidavkem ve vod¢ rozpustnych polymerti, imobilizaci elektrolytu v tuhé
fazi — hydrogelu, zndmé jsou polymery na bazi esterii methakrylové kyseliny, PMMA (poly-
methylmethakrylat), polyHEMA (poly-hydroxyethylmethakrylat), dale polyvinylchlorid, agarosa
a dalsi. Dulezitym konstrukénim prvkem z tohoto hlediska jsou hydrogely ptipravované technolo-

giemi sol-gel.

42



Tabulka 4.1: Porovnani nékterych vlastnosti porézni a neporézni membrdany

Porézni membrana Neporézni membrana
vysoka odezva ~ D(g), D(g) = 10~ cm® s~ obecné niz$i odezvy = P(m)=D(m)k
ptiklad: D(CO, ve vzduchu) = 0,13 cm* s D(m)=107°%-10"% cm?® s

ptiklad: D(CO, v PE)=8.10" cm” s
k(CO, PE/vzduch) = 0,48

velka rychlost odezvy rychlost odezvy zavisi na cas. konstanté, t, difuzni-
ho procesu: ty = 51, T = d2/D(m)

nezavadi selektivitu muze zavést selektivitu pro plyny lisici se particnim
koeficientem k

pory mohou byt zaplnény kapalnou ¢i tuhou fazi stabilni difizni geometrie

snadny prichod vodni pary vede k rychlému vysy- | vodni para permeuje vyrazné pomaleji
chani filmu elektrolytu

4.2.3 Solid-state sensory

Prakticky tiplna eliminace problémi spojend s vysychanim kapalného elektrolytu je jeho nahrada
tuhym elektrolytem. Tyto materialy jsou vyuzivany v solid-state sensorech, tj. sensorech, v jejichz
struktuie neni makroskopicka kapalna faze. Existuje fada anorganickych i organickych tuhych latek
s iontovou vodivosti, které 1ze k tomu vyuzit. BéZnym anorganickym tuhym elektrolytem, hojn¢
v praxi pouzivanym, je vhodn¢ dopovany oxid zirkoni¢ity. Sensory s timto elektrolytem jsou pou-
Zivany pro ftizeni nejrizné€jSich spalovacich procesii, mj. i v automobilovych motorech (lambda
sensory); tyto sensory pracuji pii teplotach az nékolika set stupnd, kdy ma elektrolyt dostate¢nou
vodivost. Za laboratorni teploty pracuji sensory napf. s tuhymi polymerni elektrolyty [6]. Jde
o tzv. polymerni soli, kde je iontovd komponenta vazana na strukturu polymeru, nikoli jen o poly-
merni matrice zadrzujici kapalny elektrolyt, jako jsou vySe zminéné hydrogely. Nejcastéji pouziva-
nym tuhym elektrolytem je iontoméni¢ znadmy pod komerc¢nim jménem Nafion. Pro konstrukce
sensort je k dispozici ve form& membran nebo v roztoku niz$ich alkohold. Zpravidla se pouziva ve

vodikovém cyklu, tedy jako tzv. protonovy vodic.

Zakladni konstruk¢ni varianty solid-state sensord jsou na obr. 4.4. Vyznam tfifdzového rozhrani
u tohoto typu sensorti dramaticky nartistd v disledku obecné nizs§i vodivosti tuhych elektrolyti
a vice brzdéného transportu latek tuhym prostredim. Bylo ukazano, Zze vhodnymi strukturami mate-
rialti pro indikacni elektrody ampérometrickych solid-state sensorti plynii jsou jemné sitky umiste-
né ve struktufe sensoru tak, jak je ukazano na obr. 4.4C. Tyto sitky lze vytvaret vakuovymi napa-
fovacimi ¢i napraSovacimi technikami pfimo na povrch tuhého elektrolytu nebo lze pouzit komer¢-
ni mikrositky znamé napt. ze spektroelektrochemie. Vakuové techniky umoznuji vytvaret velice
jemné struktury elektrod, které vSak nejsou na polymernich elektrolytech piili§ stabilni. Pii zméné
vlhkosti analyzovaného prostiedi se ponékud méni geometrické rozméry polymeru (iontové kom-
ponenty pribiraji nebo ztraceji vodu), takze napatené elektrody se trhaji. Vyhodnéjsi jsou proto
zminéné mikrositky vyrabéné elektrochemickym leptanim zlaté folie, které jsou mechanicky sta-

bilni. Délka tfifazového rozhrani je v tomto piipadé dana prakticky celym obvodem sitky.
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elektrolytu
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Obr. 4.4:  Zakladni konstrukcni varianty solid-state sensorit. V ,,hmotnostnim“ typu (A) jsou
elektrody vytvoreny piimo na tuhém polymernim elektrolytu, v tzv. plandrnich sen-
sorech jsou elektrody vytvoreny na inertnim substratu (keramika, sklo, polymer) a
poté piekryty filmem tuhého elektrolytu (B). Z hlediska citlivosti a rychlosti odezvy
je vyvhodna struktura (C), kde je indikacni elektroda v piimém kontaktu s analyzo-
vanou plynnou fazi. Vhodnou strukturou indikacni elektrody je jemna sit’ka (D)

V ptipadé Nafionové membrany lze vhodné struktury elektrod vytvaret téz chemickym vylu-
¢ovanim kovi. Zpravidla se takto vytvareji elektrody platinové, méné Casto zlaté ¢i z jinych kovu.
Platina vyloucena na Nafionu chemickou redukci je porézni, s vysokou hodnotou tzv. faktoru hru-
bosti (roughness factor, RF), tj. pomérem skute¢né plochy ke geometrické plose elektrody, takze je
vysoce elektrochemicky aktivni. Sensory s takto pokovenou Nafionovou membranou jsou zpravi-
dla pouzivany tak, ze pokovena strana je v kontaktu a analyzovanym plynnym prostfedim a strana
druha je smacena roztokem elektrolytu, v némz jsou ponoieny dalsi elektrody elektrochemického
¢lanku. Chemicky vyloucena platina na Nafionové membrané v kontaktu se vzduchem byva vyuzi-
vana v solid-state sensorech i jako pseudoreferentni elektroda; jeji potencial je asi 1 V proti SHE.
Nafionové membrany lze vSak pokovit z obou stran a pouzit ke konstrukcim solid-state sensori
pracujicich na principu palivového ¢lanku (fuel cell sensors). Schéma takového sensoru je na
obr. 4.5. Jedna elektroda je exponovana analyzovanému prostiedi, druha je v kontaktu s vhodné
zvolenym plynnym prostfedim referencnim. To musi byt vybrano tak, aby produkty elektroche-
mickych reakci vznikajici na jedné elektrodé byly spotfebovavany v reakcich na elektrodé druhé.
Tuhy elektrolyt musi zajistit transport iontovych produktii mezi elektrodami (v ptipadé Nafionu,
ktery je protonovy vodi¢, mohou byt transportovany vodikové ionty), elektrony prochazeji vnéj$im
vodi¢em a odpovidajici elektricky proud je analytickym signalem. Piiklady analytti a odpovidaji-
cich referenénich prostiedi jsou uvedeny v tabulce 4.2. Sensory tohoto typu Ize pouzit i jako poten-

ciometrické.
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analyzované prostredi
CO+H20
COz +2H" +2¢

e

!

NAFION

referencni prostredi

1/205+2H" +2e
H>,O

Obr. 4.5:

Struktura sensoru s oboustranné pokovenou Nafionovou membrdnou pracujici na

principu palivového Elanku. V uvedeném piipadé je sensor pouZit pro detekci a sta-

noveni oxidu uhelnatého

Tabulka 4.2. Piiklady analytii (tiStény tuéné) a vhodnych reakci na referencni strané sensoru
pro detekci a stanoveni ldatek sensory typu palivovych ¢lankii

Reakce na indika¢ni strané membrany

Reakce na referentni strané membrany

CO+H,05CO,+2H +2¢

120,+2H +2e¢ S H,0

H2:2H++267

1/20,+2H +2¢ S H,0

0,+4H +4e¢ S2H,0

2H, S4H +4¢

NO,+2H +2¢ S NO+H,0

HOS2H +2¢ +1/20,

C,HsOH 5 CH;CHO+2H " +2 ¢

120,+2H +2e¢ S H,0

Krom¢ jiz zminénych materiald pro indikacni elektrody solid-state sensorti jsou vyhodné i
dalsi, napt. retikulovany skelny grafit [7] (Reticulated Glassy Carbon, RVC). Jde o tuhy porézni ma-
terial, 40 porii na cm, s velkym povrchem, 66 cm” cm™, a velkym prazdnym objemem, az 97 %, viz
obr. 4.6A. Testovan byl i material ptipraveny dispergovanim mikroc¢astic zlata ve zmékceném poly-
vinylchloridu [8], obr. 4.6B. Vzdy jde o material, ktery umoziiuje, aby indikacni elektroda vytvoftila

na kontaktu s tuhym elektrolytem a analyzovanou plynnou fazi co nejdelsi tfifdzové rozhrani.

Zasadnim praktickym nedostatkem sensort typu palivového ¢lanku je nutnost pouzivat refe-
rencni prostiedi. V nékterych specialnich ptipadech vsak referen¢ni prostfedi neni nutné. Typickym
prikladem je stanoveni vodiku ve vzduchu (obecné v prostiedi obsahujicim kyslik). V tomto pro-
stfedi nabyva platinova elektroda smiSen¢ho potencialu, ktery je urcovan kineticky fizenou redukci
kysliku (O, — H,0) a difuzi ¥izenou oxidaci vodiku (H, — H"). Kineticky Fizeny proces zavisi na
skute¢né (mikroskopické) plose elektrody, zatimco difizi fizeny proces zavisi na plose geometric-
ké. Z toho plyne, Ze na hodnoté smiSeného potencialu elektrod s vysokou hodnotou RF se bude
vice podilet rychlost kineticky fizeného procesu, zde redukce kysliku, kdezto na hodnoté¢ smisené-

ho potencialu elektrod s nizkou hodnotou RF se bude relativné vice podilet rychlost difuzi fizeného
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procesu, zde oxidace vodiku. Elektrody liSici se hodnotou RF budou tudiZ nabyvat ve stejném
prostiedi rizného potencidlu. Nutné je, aby smiseny potencial byl ur¢ovan dvéma reakcemi
s odlisnou kinetikou, jako ve zminéném prikladé. Uvedené skutecnosti byly experimentalné potvr-

zeny [8], vysledky jsou na obr. 4.7A .

Obr. 4.6:  Priklady vhodnych materidlii pro indikacni elektrody solid-state sensorii plynnych ldtek,

reticulated glassy carbon (A) a dispergované Castice zlata ve zmékéeném PVC (B)

S vyuzitim téchto vysledkl byl zkonstruovan sensor, jehoz struktura je na obr. 4.7B. Jednou
elektrodou je platinovy dratek, potencial této elektrody je vyrazné urovan koncentraci vodiku,
druhou elektrodou je disk z chemicky vyloucené platiny, jejiz potencial se méni malo se zménou
koncentrace vodiku. Rozdil potencidli elektrod lze vyuzit pro potenciometrické i ampérometrické

stanoveni vodiku ve vzduchu [9].
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Obr. 4.7:  Zména potencidlu platinovych elektrod o riizné hodnoté faktoru hrubosti (RF) pii
expozici prostiedi obsahujicim vodik ve viduchu (A); hodnoty RF pro disk, sit’ku
a dratek byly 717, 194 a 41(podle [7]). Uspoiddani elektrod o riizné hodnoté RF
v sensoru pro stanoveni vodiku ve vzduchu, ktery nepotiebuje referencni prostiedi

(B) (podle [§])
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4.2.4 Mikroelektrody jako sensory plyni

Mikroelektrody a jejich soubory jsou specifickym elektroanalytickym (elektrochemickym) nastro-
jem, charakteristickym nejen svymi rozméry, ale pfedev$im latkovym transportem. Individualni
mikroelektrody umoznuji detekci latek v malych prostorech, v Zivych organismech nebo ve speci-
fickych prostiedich vyznacujicich se napt. vysokym ohmickym odporem. Pro detekci latek v plyn-
né fazi maji vyznam piedevsim soubory mikroelektrod, které jsou pouzivany v tzv. elektronic-
kych nosech (pii detekci v roztocich je pouzivan termin elektronicky jazyk) a umoznuji sledovat
plosné ¢i prostorové rozlozeni plynti (i jinych latek) napt. v blizkosti biologickych tkani za riznych
fyziologickych podminek atp. Na obr. 4.8 je ¢ast struktury souboru 1 024 individudlné adresovatel-
nych mikroelektrod obklopenych referentni elektrodou. Kazdy tento element je piekryt filmem
elektrolytu imobilizovaného v hydrogelu a tvofii tak elektrochemicky mikroclanek. Soubor téchto
mikro¢lanki byl testovan pro sledovani zmén koncentrace kysliku v ur¢itém prostoru (kazdy mik-

ro¢lanek je tak sensorem Clarkova typu).

Ne vzdy je nutno sledovat plosné ¢i prostorové rozlozeni plynnych latek za pouziti souboru mik-
roelektrod, ale postaci k tomu mikroelektroda jedina, je-li indikac¢ni elektrodou napt. zafizeni zvané
skenovaci elektrochemicky mikroskop (Scanning Electrochemical Microscope, SECM). Tento
mikroskop patii do skupiny pfistrojii umoznujicich sledovat vlastnosti povrchi latek na atomarni ¢i
molekulové urovni, jako jsou AFM (Atomic Force Microscope) ¢i STM (Scanning Tuneling

Microscope).

|
Ry

multiplexer 2

multiplexer 1

Obr. 4.8:  Priklad struktury souboru individudlné adresovatelnych mikroelektrod, resp. elek-
trochemickych mikrocel. KaZda cela je tvoiena mikroelektrodu obklopenou refe-
rentni elektroda o vétsich rozmérech. Podle [11]

V SECM je sensorem mikroelektroda o rozmérech jednotek pm, umisténd v roztoku elektro-
lytu v mikronové vzdalenosti od studovaného povrchu. SECM miize pracovat v né¢kolika modech,

jeden z nich, tzv. generation/collection mod lze vyuzit v ptipade, ze elektrochemicky aktivni latku,
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ktera je detegovana mikroelektrodou, produkuje sledovany vzorek. Takovymi vzorky jsou napf.
zelené Casti rostlin, produkujici kyslik. Na obr. 9 je ukazano, jak lze sledovat produkci kysliku
listem vodénky. Mikroelektroda je lokalizovana nad praduchem na spodni stran¢ listu a jeji poten-
cial je nastaven tak, aby na elektrodé dochazelo k redukci kysliku. Zaznamenavan je elektrolyticky

proud v zavislosti na osvétleni listu [12].

referentni ' pomocna
elektroda elektroda

Light OFF
- [ umor

Tip Current, pA

0 ] b L] 7 B 1
Time, min

. a

Obr. 4.9:  PouZiti SCEM pro studium produkce kysliku zlenymi rostlinami. Na schématu A je
epidermis spodni strany listu vodénky (Tradescantia fluminensis) s pricduchy. Sipka
Diedstavuje umisténi indikacni mikroelektrody. Na obr. B je zméfend zdvislost pro-
dukce kysliku na osvétleni listu [12]
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5.1 Pohled do historie

Na sklonku padesatych let minulého stoleti se v odborné literatufe objevilo kratké sdéleni s lako-
nickym nazvem ,,Carbon Paste Electrodes“'. Ani autor onoho ¢lanku tehdy nemohl tusit, jak obli-
benym elektrodovym materialem se jim objevena uhlikova pasta stane a Ze se posléze zaradi ke
klasickym materialim pro laboratorni zhotovovani sensord nejriznéjSich konstrukci a typd. Nez
takovou pozici uhlikové pasty ziskaly, prosly smési uhlikového prasku s vhodnym pojivem zajima-
vymi etapami vyvoje, béhem nichz pfispély i k rozvoji elektrochemie samotné. S odstupem casu
lze dokonce tvrdit, Ze maloktery obor doklada vitalitu a perspektivnost elektrochemickych méfeni

nazorngji, nez prave elektrochemie s uhlikovymi pastovymi elektrodami (CPE).

Uplynula desetileti existence uhlikovych past v elektrochemickych laboratofich je mozné
ilustrovat na nekolika klicovych obdobich a momentech, jez charakterizuji nejen jednotlivé stézejni

oblasti uplatnéni CPE, ale i nékteré nastupujici trendy:
® 1958: Uveiejnéni zpravy o objevu uhlikové pasty '.

® 1959-1963: Zavadéni uhlikovych past a jejich prvni praktické aplikace. Rané obdobi bylo
zcela v rezii vyzkumného tymu objevitele CPE a jejich zaméfeni na elektrochemii aromatickych

slou¢enin; prace jinych autort se zatim objevovaly jen sporadicky °.

® 1964, 1965: Prvni modifikace uhlikovych past. Jesté ke dvéma dalezitym udalostem doslo
v Adamsové laboratofi: byly zde vyzkouSeny prvni modifikace uhlikovych past. Tyto prukopnické
prace byly vyjimecné tim, ze viibec poprvé pojednavaly o ryze ucelovych tupravach slozeni CPE,

jez vedly k pozadovanym zmé&nam jejich vlastnosti .

® 1965-1973: Rozsireni uhlikovych past v elektrochemickych laboratofich. Postupné se pied-

stavuje cela fada dalSich uzivateld a propagatorti uhlikovych past.

® 1974: Piichod uhlikovych past s elektrolytickym pojivem. Prvni testy se smésmi uhlikovych
prasku s roztoky anorganickych elektrolytli s pridavkem treti latky, jejiz vlastnosti jsou zkoumany,

lze povazovat za prvopocatek hojného vyuzivani CPE v elektrochemii pevné faze.
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® 1981-1990: Era chemicky modifikovanych uhlikovych past. Zvlatni povaha uhlikovych past
a jejich stale dikladngji popsané elektrochemické vlastnosti * zahajily sérii pokusti s chemickymi
modifikovanymi uhlikovymi pastovymi elektrodami, CMCPE (cit. °). Elektrochemiky zaujalo pte-
devs§im to, Ze uhlikové pasty Ize modifikovat hned nékolika riznymi zplsoby, pficemz vSechny

postupy jsou jednoduché, ale ptitom U¢inné a vesmés spolehlivé.

©® 1988: Uhlikové pasty s primiSenymi enzymy jako novy typ biosensorta. Soubézné s rozvojem
chemickych modifikaci >’ byly uhlikové pasty poprvé vyzkouseny jako substraty k zakotveni bio-
logickych katalyzatorti — enzymt, koenzymi a v ptipad¢€ potieby i pfislusnych mediatort (pienase-
&u elektront) ®. Detekéni systémy s uhlikovymi pastovymi biosensory vyvijené ke stanoveni biolo-
gicky dulezitych slouc¢enin (BDS) brzy ptrevzaly otéze dominujici oblasti elektrochemie s CPE

, . R . o 810
a v této pozici setrvavaji az do dnesnich dnd ™.

® 1991: Soutéz klasickych uhlikovych past s tuhymi uhlikovymi kompozitnimi materialy
a tisténymi ¢idly. Neopominutelnou kapitolou elektroanalyzy s CPE je rovnéz pocatek snah o cile-
nou zaménu uhlikovych past za kompaktni, heterogenni uhlikové materidly (nékdy nazyvané “tu-
hé” uhlikové pasty), ¢i za uhlikové inkousty, jez jsou podstatou tzv. tisténych elektrod, predstavuji-
cich jeden z typu elektrod posledni generace. V tomto kontextu lze pak uhlikové pasty povaZovat
za jakysi testovaci substrat pii vyvoji dané metodiky v laboratofi, zatimco jeji konkrétni aplikace

bude adaptovana pravé pro tisténé elektrody, vhodngjii pro rutinni pouziti ”'°.

® 1999-2003: Uhlikové pasty v novych technologiich. Asi posledni vyznamnéjsi okamzik retro-
spektivniho piehledu je dikazem Zivotaschopnosti elektrod z uhlikovych past na pielomu tisicileti
a reflektuje jejich moznosti pfi vyvoji a testovani materialll nové generace, vcetné v soucasnosti
velmi popularnich nanotechnologii '°. Mozné elektroanalytické aplikace CPE se zatim rysuji a te-

prve Cas ukaze, zda se vyraznéji uplatni i v této oblasti.

Muzeme odhadnout, ze tématika elektrochemie uhlikovych past ve vSech svych podobach
byla zaro¢ena v piiblizné 1 500 pavodnich sdélenich '°, zvefejnénych v dostupn&jsich ¢asopisech.
Publikacni aktivity a jejich intenzita se nesly v nékolika vinach, které vérné odrazely obdobi zvy-
Sen¢ho zajmu ¢i naopak nezdjmu o problematiku CPE. Béhem posledni dekddy ma rozSifovani
literarni databaze mirn€ vzestupny trend, pfi¢emz kazdoro¢né lze zaznamenat az stovku novych
praci. Pfevazuje biosensorika s CPE (cca 50-60 %), ale pravideln¢ byva zastoupena tématika sta-
noveni anorganickych iontfi, komplexnich ¢astic a molekul (10-15 %), organickych sloucenin, far-
maceutickych preparatli a biologicky dulezitych latek (20-30 %); ptibyvaji i pfispévky z oboru
elektrochemie pevné faze (3-4 %) ¢i vySe zminéné prikopnické prace spojené s vyvojem novych

technologii a materiali (1-2 %).
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5.2 Nejdilezitéjsi pojmy a fakta z elektrochemie a elektroanalyzy
s uhlikovymi pastovymi elektrodami

Uhlikova pasta v tradicnim slova smyslu je smési uhlikového prasku a vhodného pojiva (pasto-
vé kapaliny), jez se vyznacuje chovanim odrazejicim jak typ a kvalitu pouzitého uhliku, tak i pova-
hu zvolené kapaliny. Mechanické, fyzikalné-chemické a elektrochemické vlastnosti uhlikovych
past mohou chovani elektrod typu CPE pfiblizovat piibuznym ¢idliim z tuhych uhlikovych materia-
4, ale pfitomné pojivo je Cini spiSe jedine¢nymi, s celou fadou zvlastnich vlastnosti. Elektrody

typu CPE se dnes fadi mezi heterogenni uhlikové elektrody.

K pripravé dvouslozkovych (nemodifikovanych) uhlikovych past vétSinou postaci b&zné
komer¢né dodavané spektralni grafitové prasky, které by mély spliovat tato kritéria:
(i)  velikost zrna v fadu pm,
(i1)  uniformni distribuce velikosti ¢astic,
(iii)  snizena absorp¢ni schopnost,

(iv) vysoka chemicka Cistota.

Binarni uhlikové pasty obsahuji jako pojivo organickou kapalinu, jejiz hlavni funkei je me-
chanické spojeni grafitovych castic. Vedle toho vSak praveé kapalna slozka rozhoduje o vétSing
charakteristickych vlastnosti past a proto se jeji volba tidi fadou kritérii. Kapalina, ktera by beze
zbytku spliiovala vSechny pozadavky, je jen stézi dosazitelnym idedlem, ale piesto se fada latek
v praxi osvédcila. Na prvnim misté je nutno jmenovat smeési vyssich kapalnych uhlovodiki, tzv.
parafinové, resp. mineralni oleje, pficemz nejoblibengjsim zastupcem této skupiny je Nujol®.
Pomérné Casto pouzivané jsou i silikonové oleje a tuky; prilezitostné uplatnéni nachazeji organic-
ké estery (napf. triarylfosfaty) ¢i halogenované uhlovodiky (CHBr;, 1-bromnaftalen aj.). Typické
parametry kapalnych pojiv pro ptipravu uhlikovych past 1ze pak shrnout do téchto bodi:

(i)  chemicka netecnost a elektroinaktivita,
(ii)  vysoka viskozita a mala tékavost,
(iii) minimalni rozpustnost ve vodg¢,

(iv) snizena misitelnost s organickymi rozpoustédly.

Zvoleny grafit se misi s pastovou kapalinou v poméru, ktery do znacné miry vychazi z pred-
chozich zkusenosti a doporuceni; optimalni pomér se obvykle se voli v rozmezi 0,4-0,5 ml pojiva
+ 1,0 g uhlikového prasku. Vyhovujici pomér obou komponent Ize nejlépe ovérit pomoci vhodné
volenych testovacich méfeni se sérii CPE, kdy lze vyuzit celé fady typizovanych experimentli se
standardnimi anorganickymi a organickymi elektrodovymi systémy a vyhodné je i porovnani se

zaznamy na tradi¢nich tuhych elektrodach.

Grafitovy prasek lze velmi dobie smisit s kapalnym pojivem v obycejné porcelanové treci

misce (viz obr. 5.1), pficemZz homogenizaci pasty je vhodné provést po n¢kolika etapach, kdy se
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pozvolna vznikajici hmota postupné seSkrabuje ze stén misky na jeji dno, kde 1ze 1épe vyuzit ener-
gicky tlak a tfeni tloucku. Pasta je pak hotova v n¢kolika minutach a mize se uskladnit nebo lépe
ihned pouzit k ptipravé elektrody. VySe zminéna testovaci meteni a podrobné navody, jak postupo-
vat pii ptipraveé uhlikovych past a CPE, autor tohoto textu pted lety zpracoval formou praktického

radce, ktery lze nalézt v Chemickych listech [roénik 93 (1999), Cislo 8; str. 490-499.].

- | - —

Obr. 5.1:  Potieby a pomiicky nezbytné ke zhotoveni uhlikovych pastovych elektrod
(spole¢né s balenim grafitového prasku a parafinového oleje)

Aby mohla byt mékka, nekompaktni uhlikova pasta pouzivana k méfenim, je nezbytné pou-
zit vhodné elektrodové pouzdro. Takova sestava pak predstavuje vlastni uhlikovou pastovou elek-
trodu (CPE), ktera miize zahrnovat rizné konstruk¢éni varianty:

(i)  trubicky a pouzdra s dutinami pro napln uhlikové pasty,
(i1))  elektrodova pouzdra s otonym pistem (s velmi jednoduchou obnovou uhlikové pasty — viz

obr. 5.1),

(iii)) uhlikové pastové mikroelektrody a soubory ultramikroelektrod,
(iv)  detektory s naplni uhlikové pasty pro méfeni v priitoku,
(v)  specialni konstrukce uhlikovych pastovych elektrod (napt. CPE ve tvaru U-trubice ¢i otaciva

kolova elektroda s periodicky obnovovanym povrchem).

Specifické vlastnosti uhlikovych pastovych elektrod

V predchozim textu byla pozornost zaméfena na uhlikové pasty, jakoZto elektrodovy material
zvlastni mechanické povahy a specifického fyzikalné-chemického chovani. Prolinani jednotlivych
vlastnosti se projevuje u kazdé CPE trochu jinak, a to nejen v zavislosti na typu pouzité pasty ¢i
zvoleném konstrukénim feSeni elektrody, ale i na zpiisobu, jakym je pouzivana pfi métenich. Prave

tyto aspekty jsou predmétem nésledujiciho stru¢ného pojednani a nékterych poznamek.
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Fyzikalné-chemické a elektrochemické charakteristiky uhlikovych pastovych elektrod. Cha-

rakteristiky, jimiz se uhlikové pastové elektrody nejvice odlisuji od ostatnich elektrochemickych

¢idel, at’ uz jde o tuhé elektrody z uhliku ¢i drahych kovi, varianty rtutové kapky, ¢i rizné sensory

s membranami, lze heslovité popsat takto:

Specificka struktura: Uhlikové pasty jsou typické heterogenni materialy a v dusledku pfi-
tomného kapalného pojiva mivaji zcela charakteristickou strukturu. Na zakladé¢ mikrosko-
pickych pozorovani pak byly navrzeny modely, které se snazily o interpretaci struktury uhli-
kovych past v zavislosti na kvalité¢ a obsahu obou hlavnich slozek. Asi nejznaméjsi je Adam-
sova predstava, znazornéna na obr. 5.2, kde schémata 1 az 3 oznacuji struktury s klesajicim

podilem pastové kapaliny.

% mHLfK PASTOVA KAPALINA

Obr. 5.2:  Struktura uhlikové pasty v zdvislosti na poméru obou hlavnich sloiek (podle *)

Velmi nizky ohmicky odpor: Bézné smési s parafinovymi a silikonovymi oleji maji odpor
jen kolem 10 €, coZ je oceniovano napt. pii potenciometrickych titracich, kde indika¢ni ¢idla

CPE poskytuji rychlou odezvu a stabilni signal.

Labilita past v organickych rozpoustédel: Vzajemna misitelnost pojiva s rozpoustédlem
podobné povahy vede k rozkladu past. Nekteré smeési jsou vSak pomérné rezistentni a mohou

byt pouzity alespon ve smésnych roztocich.

Starnuti uhlikovych past. U vétSiny CPE lze zaznamenat tfi etapy zmén jejich chovani:
(1) zmény u Cerstvé piipravenych smési,

(i) relativné stabilni obdobi fadu tydnd,

(iii)) napadné zmény u postupné vysychajicich past.
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Hydrofobni povaha uhlikové pasty. Z hlediska praktickych dopadi je to urcit¢ nejdtlezi-
t&jsi fyzikalneé-chemicka vlastnost, souvisi s pritomnosti kapalné faze a znacna lipofilita pou-
zivanych pojiv se v plné mife projevuje i ve vysledném chovani CPE popi. CMCPE. Piimym
diisledkem je pak tzv. zpomalena reakéni kinetika * na povrchu uhlikovych past ve srovna-

ni s elektrodami z kompaktnich kovt ¢i indiferentnich materialti z tuhého grafitu.

Interakce na povrchu a uvnitié uhlikové pasty. Mezi mozné pochody a mechanismy patii fara-

dické i nefaradické procesy:

(@)
(i)
(iii)
(iv)
V)

elektrolytické déje spojené s vyménou elektrond, tj. oxidace a redukce,
adsorpce na povrchu uhlikovych past,

extrakce (penetrace) do nitra uhlikovych past,

tvorba iontovych pari a jejich selektivni zachycovani na uhlikové pasté,

dalsi specifické déje (napf. elektrokatalyza) na modifikovanych elektrodach,

které se umné vyuzivaji v nejriiznéjSich elektrochemickych a elektroanalytickych méfenich, jak

dokladaji i velmi rozmanité aplikace, shrnuté v nasledujicim odstavci.

5.3 Aplikace uhlikovych pastovych elektrod ve faktech a Cislech

V nasledujicich ptehledech jsou shromédzdény vybrané bilan¢ni udaje o stavu oboru za témét pade-

sat let jeho existence, tj. od objevu CPE v roce 1958. Neni-li uvedeno jinak, byly jednotlivé souhr-

ny sestavovany na zaklade poctu publikovanych praci, jez néjak souvisely s danou problematikou;

u velmi frekventovanych témat jsou uvadény jen piiblizné udaje.

Zastoupeni hlavnich typu uhlikovych pastovych elektrod:
nemodifikované: 200; chemicky modifikované: 500; biologicky a enzymaticky modifikova-
né sensory: 800. (Pozn.: V prvni kategorii jsou zahrnuty i pasty, pouzité k modifikacim in

situ.)

vvvvvv

analyza anorganickych iontl a molekul: 400; analyza organickych latek a polutantt: 300;
analyza biologicky diilezitych sloucenin: 500; farmaceuticka analyza 1é¢iv a drog: 150; elek-

trochemie pevné faze: 110; voltametrie in vivo: 40.

vvvvvv

navrhy a upravy konstrukci elektrod a sensort: 20 %; vyvoj, charakterizace a testovani uhli-
kovych past: 40 %; sledovani elektrodovych jevil a reakéni kinetiky: 20 %; studium specific-
kych interakci a speciacni analyza: 10 %; vyvoj a uZziti novych technologii: 3 %; jiné (napf.

elektrochemie pevné faze, voltametrie in vivo): 7 %.
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Tab. 5.1:  Piehled uplatnéni instrumentdlnich technik v elektrochemii s uhlikovymi pastami

Metoda Pocet pub- Metoda Pocet pub-
likaci likaci

Voltametrické techniky (pfima méreni): amperometrie (vsadkova) 400

cyklicka a DC-voltametrie 300 amperometrickd a voltametricka 150

diferen¢né pulsni resp. square- 400 detekee v prittokovych systémech

wave voltametrie coulometrie 10

DP-voltametrie 1,5- a 2,5-fadu 5 potenciometrie (pfima méteni 50

voltametrie s rotovanymi elektro- 5 a potenciometrické titrace)

dami rozpoustéci (chrono)potencio- 5/20
metrie v rezimu PSA / CCSA
konduktometrie 3
kapilarni elektroforéza 5

Rozpoustéci (stripping) voltametrie: Ostatni:

anodicka rozpoustéci voltametrie 450 mikroskopické studie 20

adsorptivni rozpoustéci voltamet- 300 impedancni méfeni 5

re spektrofotoelektrochemie 5

katalyticka rozpoustéci voltametrie 50 . o
chemiluminescen¢ni méteni 5

. Uhlikové pastové elektrody v elektroanalyze anorganickych ionti, ¢astic a molekul:

uslechtilé kovy: Ag' (40), Au™ (30), Hg"/ Hg' / R-Hg" (35/1/1), Cu"/ Cu' (70/10);

t&7ké kovy: Zn" (10), Pb" (40), Cd" (20), T1I'/ TI"™ (5/5), Sn"/ Sn'v (2/3), Sb™ (5), Bi™ (10);

kovy skupiny Zeleza a V.-VIL. skupiny: Fe' / Fe"" (2/10), Co" (15), Ni" (15), V¥ (5), Cr-
e 3/5), WY 2), Mo' / MoY! (1/5), Mn" / Mn" / MnY" (5/1/1), Tc'" (1);

platinové kovy: Ru™'"V (2), Rh™ (1), Pd" (8), Os' (1), Ir'""/ Ir"Y (3/1), Pt"Y (7);

kovy alkalické a alkalickych zemin: Li' (3), Na' (2), Be" (1), Mg" (2), Ca" (3);

OStatni kOV: : Al“[ (3), In“[ (3), Ga“l (2), TilV (3)’ ZI‘IV (4), SCIH (1), UVI (5)’ MeIH /1V (1)

(kde Me = kovy vzacnych zemin);

metaloidy a nekovy: As™ / As" (2/2), Se'¥ (2), Si'¥ (1) (Me = kovy vzacnych zemin);

kationty: NH," (2), N,Hs™ (5), NH;OH" (1); H' [méfeni pH] (2);

anionty: CI” (5), Br  (3), I' /105 (15/3), CN" (5), SCN™ (1), N3~ (1), NO,™ (5), NO5™ (6),
SO* (1), SO (1), S* (3), HPO,* (3), ClO5 / BrO; (1), ClO4 (2), BE, (1), S,04" (2),
[B(O2)(OH),] (1), [Fe(CN)e*"* (1);

molekuly: H,O, (50), O, (5), NOx (5), SO, (1), CO / CO; (1/1).
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E[V] vs Ag/AgCl

Obr. 5.3: Ve spektru metod elektrochemické rozpoustéci analyzy s CMCPE Ize nalézt také
unikdtni postupy, jakym je napf. moZnost simultanniho stanoveni vS§ech ti'i téZkych
platinovych kovit

1 - zakladni linie: 0,1 M octanovy pufr + 0,15 M KCI +1- 10~ M Septonex (modifikator in
situ); 2 - ptidavek smési 0,05 uM Os' +0,5 uM Pt"Y +3 uM Ir™
[z experimentalniho archivu autora]

. Elektrody a sensory na bazi uhlikové pasty v analyze organickych latek, environmen-
talnich polutanti, farmaceutickych preparati a drog:

dusikaté slouceniny: aminy (alifatické/aromatické): 1/25; nitrolatky (alif./arom.): 1/10; nitro-

solatky (arom.): 1; hydrazoderivaty (arom.): 3; hydroxylaminy (arom.): 1; azolatky: 3; dalsi
slouceniny (napf. indigo, akridin, azepin, alkaloidy): 10;

kyslikaté slouceniny: alkoholy (ethanol/alif./arom.): 10/5/2; fenol/ostatni fenoly: 15/15; al-
dehydy (alif./arom.) 2/5; chinony: 3; org. kyseliny (mimo BDS): 10; organické peroxidy: 4;

halogenderivaty (arom.): 5; sirné slouc¢eniny (mimo BDS): 10;

environmentalni polutanty (napf. pesticidy / tenzidy): 25/3;

farmaceutika a 1é¢iva/drogy: 150/5.

. Uhlikové pastové elektrody pti studiu a stanoveni biologicky diileZitych sloucenin:
aminokyseliny: 50; nukleové kyseliny (DNA, RNA / ostatni): 30/5; puriny a pyrimidiny
(kys.mocové/ostatni): 7/3; proteiny: 10; cukry (glukosa/jiné monosacharidy/disacharidy
aostatni): 60/25/3; vitaminy (kys. askorbové/ostatni): 30/15; enzymy, koenzymy
(NADH/ostatni): 20/15; hormony: 5; steroidy: 3; dal$i BDS: dopamin a katecholy: 20; flava-
noly a flavonoidy: 5; kys. mlécna a laktaty: 10; jiné: 20.
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5.4 Soucasné trendy a vyhledy do budoucna

Vyvoj novych typi CPE a CMCPE pro stanoveni anorganickych a organickych latek,
k analyze biologicky dilezitych sloucenin a farmaceutickych preparati. Piikladem cidel no-
vé generace jsou bismutem modifikované CPE (viz kap. 6), jez v elektrochemické rozpous-

téci analyze predstavuji slibnou nahrazku stale kontroverznégjsich elektrod na bazi rtuti.

Speciac¢ni analyza s CMCPE na bazi piirodnich zeoliti a syntetickych silikati. Vyuziti
selektivnich interakci téchto substratd s anorganickymi ionty a komplexy pro monitorovani

jejich vyskytu a postupnych promén v prirodnim prostiedi.

Vyvoj, testovani a aplikace novych amperometrickych a potenciometrickych biosensori.
Lze ptedpokladat, ze alespon v nejblizsich letech si tato oblast udrzi své dominantni posta-
veni. Rozmanité moznosti opét nabizi pfedevs§im oblast organickych polutantii, farmaceutic-

kych preparatii a biologicky aktivnich sloucenin.

VyuZziti uhlikovych past ke konstrukci elektrochemickych detektori pro méieni v pru-
toku. V této oblasti je tieba vénovat pozornost dokonalejSim postuplim stabilizace uhliko-
vych past v prostiedich s obsahem organickych rozpoustédel, napf. mobilnich fazi v kapali-

nové chromatografii.

Dalsi promitani nejmodernéjSich technologii do piipravy novych typu uhlikovych past

pro elektrochemicka a elektroanalytickd méteni.

5.5 Literatura

Prehled uvadi desitku kli¢ovych praci, jez byly citovany v piedchozim textu a které lze zajemctim

doporucit k dal§imu studiu. VétSinou to jsou referaty a pro lepsi orientaci Ctenare jsou k plnym
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jsou pomérné Casté nazorné piiklady z méfeni s uhlikovymi pastami, je jim vénovana i samostatny
oddil. Autor v knize také poprvé poodhaluje pozadi objevu CPE (na str. 280) a pro ¢eské Ctenare neni
bez zajimavosti, ze mél Gizkou souvislost s Heyrovského polarografii a predevsim s kapajici rtutovou
elektrodou. (Tematika CPE na str. 26-30, 55, 100, 124-130, 280-283 a 365-367; celkem 25 citaci)
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tovych elektrod. Jak napovida nédzev, autor se zaméfil hlavné na chemicky modifikované varianty
a jako prvni vystihl zacinajici éru tohoto typu elektrod s navrhem piehledné klasifikace zpisobi che-
mické modifikace CPE, jez pozdéji pievzali i dalsi autofi. Rovnéz Kalcherlv referat se zaradil mezi
klasické prace oboru a je stale hojné citovan. (Celkem 173 odkazi)

Kalcher K., Kauffmann J.-M., Wang J., Svancara I., Vytfas K., Neuhold C., Yang Z.: Sensors Based
on Carbon Paste in Electrochemical Analysis - A Review with Particular Emphasis on the Period
1990-1993. Electroanalysis 7 (1995) 5-22.

Text byl koncipovan jako volné pokraovani pfedchoziho referatu (5), ale v autorském kolektivu se
vénoval problematice v obecnéjsich souvislostech. Systematicka ¢ast navazovala na kompilaci z roku
1990. Rovnéz tento piispévek patii k nejcitovanéjSim pracem v oboru. (311 odkazit)

Kalcher K., Schachl K., Svancara 1., Vytias K., Alemu H.: Recent Progress in the Development of
Carbon Paste Electrodes. Sci. Pap. Univ. Pardubice, Ser. A 3 (1997) 57-85.

Referat je vénovan trendim v elektroanalyze s CPE a CMCPE v poloviné devadesatych let a svym
zpusobem dopliiuje oba predchozi souhrny (5, 6). Vzhledem k bilanénimu charakteru konferen¢niho
almanachu, v némz byl uvetejnén, si tento piehledovy Clanek vice v§ima vysledkd spoluprace mezi
pracovisti katedry analytické chemie na Univerzité v Pardubicich a ve Styrském Hradci. V textu lze
vSak nalézt i jedno z prvnich hlubsSich zamysleni na téma dal$i budoucnosti uhlikovych past v kon-
frontaci s nastupujicimi tist€énymi sensory. (Celkem 365 citaci)

Gorton L.: Carbon Paste Electrodes Modified with Enzymes, Tissues, and Cells. Electroanalysis 7
(1995) 23-45.

Tento piispévek byl pivodné zamyslen jako soucast prehledu (6), ale vzhledem ke znaénému rozsahu
tématiky biosensord na bazi uhlikové pasty (Bio-CPE) byl nakonec uvetejnén samostatné. Je dodnes
jedinou praci svého druhu s velkym citacnim ohlasem. (Celkem 220 referenci)

Svancara L., Vyttas K., Zima J., Barek J.: Carbon Paste Electrodes in Modern Electroanalysis.
A Review. CRAC — Crit. Rev. Anal. Chem. 31 (2001) 311-345.

Zatim posledni pfehled v podobé standardniho ¢lanku premiérové nabizi retrospektivni pohled na vy-
znamné milniky a etapy historie CPE, CMCPE a Bio-CPE a znovu navazuje na referaty 5 a 6. Piehled
jené studie ¢i aplikované prace. (Celkem 247 citaci)

10. Kalcher K., Svancara L., Metelka R., Vytias K., Walcarius A.: Heterogeneous Carbon
Electrochemical Sensors. In: Encyclopedia of Sensors, Vol. 4 (Grimes C.A., Dickey E.C., Pishko
M.V., ed.), str. 283-430. American Scientific Publishers, Stevenson Ranch (USA), 2006.

Letos uvefejnéna kapitola je velmi rozsahlym piehledem, kde dominuje tématika elektroanalyzy s uh-
likovymi pastovymi elektrodami v§ech typt. Svym zabérem a délkou kolem 150 stran knizniho textu
de facto supluje dosud chybéjici monografii, a této charakterizaci odpovida i cca 50 stran tabulek s
ptehledy prakticky vSech znamych elektroanalytickych aplikaci CPE, CMCPE a Bio-CPE; s vice nez
2200 odkazy na piivodni prace €i jiné referaty.
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6.1 Uvod do problematiky

Jednim z nejvyrazngjSich smérd moderni elektroanalyzy je vyvoj a testovani novych detekcnich
systému s pracovnimi elektrodami nejriznéjsich typt a konfiguraci. Motivaci pro zavadéni dalSich
elektrod a sensord mize byt i skuteCnost, ze osvédcené elektrodové materialy, jez po 1éta slouzily
v elektrochemickém vyzkumu i v laboratorni praxi, se postupn¢ dostavaji do pozice, kdy z n¢jaké-
ho divodu prestavaji vyhovovat soucasnym potfebam a pozadavkim. Ucebnicovym piikladem je
stavajici situace — ¢i spiSe hysterie — kolem kovové rtuti, kterd hrozi ptertist ve vSeobecny zakaz
jejiho pouzivani. Na tento stav museli chté necht¢ zareagovat i elektrochemikové a hledani vhodné

alternativy za rtut’ se postupné stalo hitem zakladniho vyzkumu poslednich let.

Jednu z nejslibnéjSich nahrazek oblibenych rtutovych elektrod bezesporu predstavuji elek-
trody z bismutu, jimzZ je vénovan tento prispévek. Elektrody na bazi bismutového filmu (BiFE;
z angl. bismuth film electrode) a pozdéji i kompaktniho ¢i praskového bismutu (BiBE resp. BiE;
bismuth bulk electrode) si za pomérné kratkou dobu existence ziskaly renomé piedevsim v elektro-

chemické rozpoustéci analyze (ERA), jak o tom sveédci i tato kratka reminiscence:
° 2000: Prvni sdéleni o objevu elektrod s povlakem bismutu a jejich moZnosti v ERA .

o 2001-2002: Charakterizace a prvni aplikace BiFE. Uvodni praci brzy nasledovaly dalsi
ptispévky, které byly vesmés vénovany podrobnéjsimu ovétovani BiFE pro méfeni v nejuZzi-
vanéjsich variantach ERA, jmenovité¢ v anodické rozpoustéci voltametrii (ASV), adsop¢ni (kato-
dické) rozpoustéci voltametrii (AdSV) a rozpoustéci (chrono)potenciometrii v obou zéklad-nich
modifikacich (PSA resp. CCSA). Cela pocatecni etapa byla ve znameni objeviteltt BiFE, Wangovy
skupiny z Nového Mexika, ale k jejich vyzkumlim se brzy pfipojilo nékolik navzajem kooperuji-

cich elektroanalytickych tymi ze stiedni Evropy °.

® 2003-2004: Bouflivy rozvoj elektroanalyzy s bismutovymi elektrodami. Také tfeti rok
existence elektrod typu BiFE byl jesté ve znameni aktivit jiz etablovanych autorskych kolektivi,
které ve svych novych pracich vénovaly dal§im moznym aplikacim elektrod na bazi povlaki z bis-
mutu a navrhim konkrétnich metod stanoveni; objevuji se také prvni pokusy o interpretaci chovani

bismutovych filmd pomoci mikroskopickych technik. V roce 2004 vsak jiz bylo mozZno zazname-
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nat nastup novych propagatorti BiFE a napf. paleta stavajicich elektrod se vyrazné rozsitila. Nastu-
pyjici tymy pokracovaly v nastoleném trendu spiSe aplikacnich praci, ale objevily se i zajimavé,

hatili i oni ptispévky, v nichZ se objevily i prvni uspé$né pokusy stanoveni organickych latek.

® 2005-2006: Bismutové elektrody dobyvaji svét elektroanalyzy. Pro nékoho mozna az
nadneseny podtitul 1ze dolozit strohymi fakty *. V t&chto letech podet skupin, které se elektrodam
z bismutu zacaly vénovat soustavnéji, narostl né¢kolikanasobné a piislusné prace ptichazeji praktic-
ky ze vSech koutti planety. Pocet publikovanych sdéleni se pomalu blizi ke stovce a tieba v Evropé,
ktera se stava bastou oboru, neprobéhla vyznamnéjsi elektrochemicka ¢i elektroanalyticka konfe-
rence, aniz by na ni nebyl prezentovan néjaky dalsi prispévek na téma BiFE a BiE. Je nabiledni, ze
se tento stav odradzi i ve veliké rozmanitosti zabéru vSech novych praci, proto na tomto misté neni
mozné ve zkratce popsat vSe, co se bé¢hem poslednich dvou let udalo. Toto obdobi se jisté brzy

stane pfedmétem zajmu n&jakého nového pojednani navazujiciho na viechny piedchozi referaty 7.

6.2 NejdilezitéjSi pojmy a principy méreni s bismutovymi elektrodami

6.2.1 Konfrontace ,,bismut versus rtut’*

Vyse zminény divod zavedeni elektrod typu BiFE a BiE do elektroanalyzy, tj. ndhrada kontro-
verznich rtutovych elektrod, se nemtze nepromitnout do vykladu v nasledujicich odstavcich

a porovnavani bismutu se rtuti bude prostupovat prakticky celym textem.

. Fyzikalné-chemické a mechanické vlastnosti: Bismut a rtut’ maji blizkou atomovou hmot-
nost i relativné nizkou chemickou reaktivitu, ale lisi se ve skupenstvi: rtut’ je za normalnich podmi-
nek kapalna, zatimco bismut je pevny kov (dle nékterych prament s rysy metaloidu) se stfibrnym
leskem a rizovym nadechem. Jako elektrodovy material nemiize pevny bismut konkurovat kapkam
rtuti ve zptisobu obnovovani povrchu a jeho vrstva se v pfipadé potfeby regeneruje jako u jinych

filmovych elektrod, popi. tuhych ¢idel — elektrochemicky nebo mechanickym otfenim.

° Elektrochemické vlastnosti a polariza¢ni charakteristiky: Bismut je méné uslechtily nez
rtut’, E°(Bi**—>Bi) = +0,280 V, E° (Hg"*— Hg) = +0,788 V vs. SHE (cit. °), a tak maji Bi-
elektrody v porovnani se rtuti omezenéjsi rozsah vyuzitelného potencialu. V piipadé konfiguraci
bismutového povlaku a rtutového filmu je katodicky potencialovy rozsah srovnatelny, ale napf.
elektrody z tuhého bismutu nemohou konkurovat v piepéti vodiku elektrodam ze rtutové kapky.
Pro oba kovy vsak plati, ze pro anodicka méfreni — pokud uvazujeme oxidace latek pii kladnych

potencialech — jsou jak bismutové, tak rtutové elektrody ze své podstaty nepouZitelné.

° Hnaci sila pii elektrolytickém nahromad’ovani: V klasické ASV a piibuznych technikéach se

elektrody z bismutu a rtuti chovaji podobné, co se ty¢e mechanismu elektrolytické redukce. Vznik
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amalgamu na rtuti, Me(Hg)y, jakozto hnaci sila pfi nahromad’ovani, napodobuje u bismutovych
elektrod tvorba slitin, Me,Big. A stejné jako rtut, u niz je mirou u€innosti prekoncentrace tendence

daného elementu vytvaret amalgam, tak i bismut vykazuje rozdilnou afinitu k riznym kovim.

° Dalsi mozné interakce na povrsich bismutu a rtuti: Pro vyuZiti principi neelektrolytic-
ké akumulace a nékterych nefaradickych jevi pii voltametrické popt. (chrono)potenciometrické

detekci maji elektrodové materialy ze rtuti a bismutu srovnatelné predpoklady.

o Teoretické zazemi: Jen st€zi nalezneme Cidlo, jehoZz vlastnosti by byly tak podrobné zma-
povany, jako je tomu u rtutovych elektrod. (Je potésitelné, ze velky podil na tomto stavu ma nasSe
elektrochemicka skola, pokracujici v odkazu objevitele polarografie a laureata Nobelovy ceny prof.
Heyrovského.) V porovnani s timto je teoreticka vybava elektroanalyzy s BiFE a BiE velmi

.....

trodou (MFE) nebo visici rtutovou kapkou (HMDE), se daji spocitat na prstech jedné ruky.

. Specifika pii konstrukci a miniaturizaci elektrod, kombinace s moderni instrumentaci:
Technické aspekty uplatnéni bismutovych a rtutovych elektrod 1ze opét povazovat za srovnatel-
né. Co se ty¢e bismutovych elektrod, i n€kolik malo let jejich uzivani ukazuje, ze jednotlivé typy
BiFE a BiE jsou kompatibilni s moderni instrumentaci, véetné pratokovych systémi ¢i pfiru¢nich

analyzatorl, kde se mohou uplatnit miniaturni elektrody a cely, zhotovené technologii sitotisku.

° Rozsah pouziti (flexibilita): Prozatim nelze objektivné srovnat oblast vyuzitelnosti bismu-
tovych elektrod s jejich protéjsky ze rtuti, které se intenzivné pouzivaji vice jak pal stoleti. Vzdyt’
jen pomoci ERA lze na HMDE ¢i MFE stanovit na 70 elementd napti¢ periodickou tabulkou a jesteé
vEtsi pole plsobnosti nabizi analyza organickych sloucenin a biologicky aktivnich latek (BAL). Na
elektrodach z bismutu byly prozatim navrZeny ¢i alespoii testovany metody ke stanoveni asi 20

prvKi a oblast elektroanalyzy organickych slougenin ¢ BAL ziistava dosud téméF netknuta >,

. Toxikologie bismutu a rtuti: Vzajemné porovnavani elektrodovych materiali z bismutu
artuti uzavira jejich charakterizace z pohledu toxikologie. Zde je nutné uvést na pravou miru
mnohdy cernobilé vidéni zastancti bismutovych elektrod, ktefi popisuji bismut a jeho slouceniny
jako takika neSkodné latky, se zanedbatelnym dopadem na Zivotni prostiedi a lidské zdravi. Reno-
mované prameny uvadéji, Ze klinicky prokazany byly i otravy slou¢eninami bismutu, jejichz sym-
ptomy ptipominaji intoxikace olovem nebo i rtuti. (Podobné jako u této dvojice jsou za zvlast' to-
xické povazovany organokovové derivaty.) Na druhou stranu se slusi dodat, Ze samotny bismut
toxicky hodnocen neni a Ze jeho slouCeniny zpiisobuji vaznéjsi otravy az ve vysSich davkach.

Z toho se da usuzovat, Ze toxicita bismutitych soli je niZ§i nez u dal$ich t&zkych kova °.
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6.2.2 Priprava a vlastnosti bismutovych elektrod

Typy substrati a jejich konfigurace v podobé bismutovych elektrod: Diskové elektrody pied-
stavuji zdaleka nejrozsifenéjsi typ nosice pro povlaky bismutu. Mezi jednotlivymi alternativami

prozatim dominuji komerén€ vyrabéné elektrody ze skelného uhliku (GCE), jejichz vyhodou je

snadna dostupnost a spolehlivost, je-li jejich pracovni povrch nalezité vylestén a oSetfen. Vyzdvi-

hovana je i1 vyborna adheze bismutu na GCE, kterou lze dale zlepsit elektrochemickou aktivaci —

cyklovanim pfed vlastnim vylu¢ovanim filmu. Levnéjsi alternativou je elektroda z grafitu impreg-

novaného voskem (WIGE) ¢i grafitova tuha v pouzdie z Teflonu (PLE), které nevyzaduji takovou

péci pii obnové povrchu, ale maji ponékud vyssi pozadi. V druhém ptipad¢ je vSak nutno vzit
v potaz i skute¢nost, Ze porovita tuha s vylou¢enym povlakem bismutu mize vykazovat zna¢né

adsorp¢ni schopnosti. Roli elektrodového substratu s diskem mohou zastavat i uhlikové pastové

elektrody (CPE), at’ jiz v klasické podob¢ jako binarni smési grafitového prasku a mineralniho ¢i

silikonového oleje, nebo specidlné modifikované ptidavkem dalsi latky (viz dale). Vycet uhliko-

vych substratii uzaviraji momentalné modni smési s uhlikovymi nanotrubickami ¢i tzv. uhlikové

filmy. Konecné do podoby disku ze upravit i roubik bismutu, ¢imz se ziska celobismutové elektro-

da (BiBE), jejiz povrch vyzaduje specialni postupy regenerace.

Rotujici diskova elektroda (GCE-RDE). Zatimco elektrody tohoto druhu nalezly zna¢nou oblibu
v elektrochemickych studiich za pfesné definovanych hydrodynamickych podminek, v praktické
elektroanalyze je jejich pouziti jen pfilezitostné. V piipadé BiFE je znam prozatim jediny ptiklad

metody, kde diky GCE-RDE bylo dosazeno kompenzace kinetickych vlivli sledované reakce.

Diskové mikroelektrody (LE). Pro nanaSeni bismutovych povlakl byly jiz tspé$né testovany nos-

né elektrody z uhlikovych vldken, popt. tenouckych Pt- a Au-dratkt. Jejich masovéjsSimu rozsieni

vSak budou stat v cesté nepraktické postupy regenerace a mald mechanicka odolnost.

Tisténé elektrody (SPE) a integrované elektrodové cely. Jejich piednosti by méla byt vyroba ve
vetSich sériich s jednordzovou aplikaci kazdého sensoru, principy pfimé modifikace uhlikovych

matric a planarni konfigurace s malymi rozméry pro méteni v proudicich tekutinach.

Dalsi konstrukéni typy. Za povsimnuti stoji napt. detektor s elektricky vyhtivanym korpusem,

vyvinuty specidlné pro métfeni za zvySené teploty nebo jakysi hybrid mezi tiSténym sensorem

a CPE, tzv. zlabkova (,.korytkova®) elektroda s naplni uhlikové pasty.

Zpusoby vylu¢ovani povlaki a apravy bismutovych elektrod pro méreni

1. Vyluéovani ,,in situ®. Jde o rezim, kdy se povlak vylucuje na elektrodovém substratu, napf.
na skelném uhliku (typ BiF-GCE) ¢i uhlikové pasté (BiF-CPE), elektrolytickou cestou pfimo

v méfeném roztoku, tj. simultanné s analytem za podminek prekoncentracniho kroku rozpoustéci

analyzy. Redukce bismutité soli (o koncentraci 10krat az 20krat vys$i neZ stanovovany ion) se pro-

62



vadi za potencialu, ktery musi natolik negativni, aby umoznil nejen vylouceni samotného filmu, ale
i redukci daného iontu. Povlaky vylucované in situ obvykle poslouzi pouze pro jedno meéfeni
a v zavéru rozpoustéciho kroku jsou z povrchu elektrody odstranény elektrochemicky, tj. ,,rozpus-

ténim** bismutu z povrchu elektrody. Pii nasledném méfeni je béhem koncentrac¢niho kroku povlak

vytvoren znovu a jsou-li podminky konstantni, pak i kvalita a chovani nového povlaku jsou srovna-
telné s predchozim(i). Tento postup se osveéd¢il jiz u substrati se rtutovymi filmy.

V elektroanalyze s BiFE nalezly velkou oblibu zakladni elektrolyty na bazi octanového puf-

ru, jez maji zanedbatelné komplexotvorné schopnosti, a tak vytvafeni bismutovych povlaki

v rezimu in situ lze vyjadfit jednoduchou rovnici:
Bi*" + 3¢ —— Bi’ (1a)

U roztoki, obsahujicich komplexotvorné anionty, se povlak vytvaii podle schématu, napt.:

BiX," ¥ + 3¢ —> Bi’ + n X~ [kde X =Cl, Bra OH] (1b)
pficemz se voli ponékud negativnéjsi potencialy pro uc¢inné vyredukovani bismutu z komplexu.
V souvislosti s méfenimi v rezimu in sifu je nutno jesté upozornit na nebezpeci nevratné hydrolyzy,
Bi*" + H,0 — BiO" + 2 H" ()
pii méfenich, kde se pracuje s velmi nizkymi koncentracemi Bi’", napf. ve stopové analyze.

Bismutové elektrody nabizeji i alternativni moznost pfipravy a fungovani v rezimu in sifu.

Prvni praktickou realizaci takového piistupu bylo pfimiSeni cca 5 hmotn. % pevného oxidu bismu-
titého, Bi,Os(s), do uhlikové matrice. Na povrchu takto modifikovanych uhlikovych past (typ
Bi,05-CPE) a uhlikovych inkoustti (Bi,03-SPE) se pak povlak bismutu vytvaii podle schématu:

Bi,O;+ 6 H" +6¢ —— 2Bi’+3 H,0 (3a)
Bi,O;+3H,0+6e —> 2Bi’+6 OH" (3b)

Timto se ptislusné métici postupy dale zjednodusi, nebot’ CPE a SPE modifikované Bi,O; nevyza-

duji v analyzovanych roztocich pritomnost bismutité soli.

2.  Depozice z pokovovacich roztoki (vylufovani ,.ex situ*). Nanaseni bismutovych povlaki
ze specialniho roztoku se pouziva napf. pii stanoveni Ni*~ a Co”" pomoci AdSV a adaptované Cu-
gajevovy reakce s dimethylglyoximem. Jeji prubéh vyZzaduje zasadité prostiedi, proto zde depozice
in situ neptichazi v uvahu (z divodd hydrolyzy ionti Bi’"). Povlaky vyredukované externi cestou
byvaji kompaktnéjsi, tvofené mnohem siln€j§i vrstvou nez u depozice in situ, a mohou tak byt pou-
zivany pro celou sérii méteni. Tento poznatek vychdzi hlavné z méteni s elektrodami typu MFE,
zatimco pro BiFE jsou zkuSenosti spiSe opacné; napt. pro potieby ASV se vyluCovani bismutu ex

situ prozatim prili§ neosvédcilo.
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3. Priprava povrchi elektrod na bazi kovového bismutu. Bismutové elektrody, které nefun-
guji na bazi filmu, se pfed métenimi museji obvykle jesté upravovat. U ¢idel z kompaktniho bismu-
tu jde o pomérné zdlouhavé ¢isténi povrchu mechanickou ¢i chemickou cestou; n¢kdy je tfeba az
5 min. chemicka regenerace téméf po kazdém zdznamu. Ve srovnani s témito procedurami je pfi-
prava povrchu uhlikovych past s pfimisenym praskovym bismutem (typ Bi-CPE) snadna a rychla;

pouzitou vrstvu pasty staci lehce setfit a elektroda je ihned pfipravena k dal§im méfenim.

Mikrostruktura povlaki bismutu

Vysledky fady mikroskopickych studii se shoduji v tom, Ze povlaky bismutu jsou slozita uskupeni

krystalické povahy, jejichz vysledna struktura a morfologie je znacné variabilni. Doklada to i obr.

6.1, na némz jsou znazornény postupné promény povrchu bismutového povlaku v zavislosti na
intenzité depozice — ze struktury, pfipominajici rtutovy film, pies tvorbu shlukti, az po vznik cha-

rakteristickych jehlicovitych krystalkd.

Obr. 6.1:  Morfologické promény bismutového povlaku s dobou depozice (7, < 5 < 7))

Faze I : tvorba krupicek (analogie Hg-filmu) —— Faze II: shlukovani do agregatt ——
Faze III: rast krystald bismutu

Ukazuje se, Zze nékteré rozdily v chovani BiFE a MFE, popt. HMDE, mohou souviset prave s od-
lisnou mikrostrukturou ¢lenitého povrchu bismutovych povlakii ve srovnani s uspofadanéjSimi

strukturami rtutovych filma nebo takika idealn¢ hladkym povrchem rtutovych kapek.

6.2.3 Zakladni elektrochemické charakteristiky bismutovych elektrod

° Polarizovatelnost a operacni schopnosti: Obecné lze elektrody na bazi bismutu charakte-
rizovat jako Cidla se sluSnym operacnim rozsahem v oblasti zapornych potencidlt, ktery je vétSinou
Sirs$i nez nabizeji bézné pevné elektrody z drahych kovil ¢i uhlikatych materiald. Pti nejbéznéjSich

aplikacich v rezimu ASV ¢i PSA je pouzitelny rozsah potencidli uréen na jedné strané redukénim

vyvojem vodiku, na druhé strané oxidacnim rozpousténim bismutu. Odhlédneme-li od atypickych
konfiguraci ¢i méfeni za extrémnich podminek, lze fici, Ze bismutové elektrody jsou polarizo-

vatelné v rozmezi cca —1,2 az —0,3 V vs. Ag/AgCl.

Zvlastnosti varianty BiFE pfipravené in situ je nepochybné diskontinuita pouzitelnosti

v zavislosti na pH, nebot’ v neutralnich a slabé alkalickych roztocich (pH 7-11), dochazi k vyse
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zminéné hydrolyze (schéma 2), pficemz vzniklé precipitaty soli bismutylu nelze za danych podmi-
nek zredukovat na povlak bismutu. Pfi vyssich hodnotach pH vsak BiFE v rezimu in sifu opét fun-
guje, a to diky navazani Bi"' do hydroxokomplext, jeZ jsou dobie rozpustné a elektroaktivni (1b).
Zde je tieba zdlraznit, ze mozné pouziti vysoce alkalickych roztokti v rezimu in situ je vysadou pro
BiFE a neni mozné u MFE, jelikoz hydroxidy srdzeji rtutnaté soli za vzniku HgO.xH,O a filmy se

pak nemohou vytvaret.

Zkusenosti a vysledky vétSiny publikovanych praci ukazuji, Ze jako optimalni prostfedi pro

meéfeni s bismutovymi elektrodami jsou nosnd média o pH 4-5, tedy zejména octanové pufry, jez
jsou dostate¢né kyselé na to, aby zabranily nezadoucim hydrolytickym pochodiim, ale jiz nemaji
takovou aciditu, aby se pii métenich vyraznéji vylucoval vodik pii aplikovani negativnéjsich potenci-

24

jako okyselujici slozka k potlaceni matricového efektu u realnych vzorkli vod a vybranych napoji.

Piehled elektrochemickych charakteristik iontt a latek analyzovanych s BiFE a BiE

Mn _a Zn. Podobné jako jinych elektrod maji oba kovy vylucovaci potencidly zna¢né negativni
a v rezimu anodického rozpousténi jsou jejich piky méné ¢i vice deformovany vysokym pozadim
vlivem vyvoje vodiku (viz obr. 6.2). I proto jsou pfislusné meze detekce o poznani vyssi nez

u jinych kovil a ptipadné analytické aplikace velmi omezené.

C IzouA

Mn

Zn

Cd
Pb

-1.6 -1.2 —0.8 —-0.4
E [V] vs Ag/AgCI
Obr. 6.2:  Prozatim nejvétsi pole pitsobnosti pro bismutové elektrody nabizi anodickd
rozpoustéci voltametrie a metody stanoveni nizkych koncentraci iontit kovii
[z experimentalniho archivu autora]

Experimentalni podminky: SWASV; 0,2 M amonny pufr (pH 9); ¢(Mn) =3 mg1™;
c(Zn) =200 pg 1™, ¢(Cd,Pb) = 100 ug 1™

vvvvvv

elektrody a dokonce lze fici, Ze prakticky neexistuje ptivodni prace, kde by pouziti jednotlivych

typt BiFE a BiE nebylo testovano pravé v modelovych roztocich s ionty Cd*" a Pb*". Co nelze
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pominout ani v tomto stru¢ném piehledu je skute¢nost, Ze hodnoty jejich potencialt, Ep(Cd) resp.
Ep(PDb), a pfedevsim vysledné rozliSeni obou signali, AEp(Cd,Pb), jsou asi nejrozdilngj$im parame-
trem, srovnavame-li chovani BiFE a MFE. Rozdil v rozliSeni pikd na obou elektrodach neni nijak
dramaticky, ale pokud je jeden z iontd Cd*" a Pb*" p¥itomen ve véts§im piebytku, i malé nuance
v poloze pikli mohou zmirnit jejich vzajemné prekryvani. Nékteré vysledky také ukazuji, ze detek-
ce Cd*" je citlivéjsi na bismutu neZ na rtuti.

In a Tl. V zdznamech ASV a PSA se rozpoustéci piky téchto mén¢ béznych kovi objevuji v bez-

prostiedni blizkosti dvojice Cd a Pb. Zatimco vysoky pik india, odpovidajici reoxidaci In” — In",

premény TI° — TI' zGistavaji vétiinou prekryty. Pak je nutné maskovani Cd*" a Pb*" bud’ EDTA,
nebo s vyuzitim komplexotvornych schopnosti NaOH; v obou pfipadech se komplexotvornych

reakci ion T1" neticastni a jeho signél zfistavéa prakticky nezménén.

Sn a Sb. Experimenty s témito kovy dosud neptekrocily ramec predbéznych pokusii a potvrdilo se,
7e pro vysokou nachylnost slou¢enin Sn", Sn' a Sb™ k hydrolyze a v piipadé Sn" i k oxidaci, bude

jejich pripadné stanoveni na bismutovych elektrodach pomoci ASV dosti problematické.

Co a Ni. Tato nerozlu¢na dvojice kovil je zndma tim, Ze nevytvari ani amalgamy, ani slitiny s bis-
mutem. Proto se méii v rezimu AdSV, kdy se Co" a Ni" selektivné nakoncentruji prostfednictvim

organického c¢inidla a vzniklého komplexu, jenz se podrobi detekci katodickou redukei.

Dalsi kovy. V né&kterych pracich je diskutovano i mozné stanoveni Cu' na BiFE. Jelikoz je méd’
uslechtilejsi nez bismut, jedna se spise o spolenou detekci Cu** a Bi'™ na indiferentnim substratu.
Zbyvajici kovy byly pfedmétem zajmu v kombinaci s metodami AdSV a BiFE ziskanymi ex situ.
Konkrétng §lo o Fe', A", vV, '™, Mo¥™!, U™V a Ti", kdy se prislusné reduk¢ni piky nachazely

v rozmezi Ep = —0,5 az —1,2 V; vesmes v pufrovanych roztocich a smésnych elektrolytech.

Organické slouceniny, 1é¢iva_a biologicky aktivni latky. Testované substance (napf. nitro-

a dinitrofenoly, herbicid Bromfenoxim, 1é¢ivo Thiamethoxam, fragmenty DNA) byly na bismutu

podrobeny redukei v dosazitelném oboru potencialli, obvykle mezi —0,5 az —1,0 V vs. Ag/AgCl.

6.3 Aplikace bismutovych elektrod ve faktech a ¢islech

U kazdého nové zavadéného typu elektrody ¢i sensoru zajimaji bézného uzivatele nejen jeho pred-
nosti a zakladni elektroanalytické charakteristiky, ale i to, zda je dostupny, jak se pouziva a k cemu
vSemu se hodi. V tomto smyslu maji BiFE a BiE velmi slibné vyhlidky. Jejich priprava je jedno-
ducha4, levna a lze pfi ni pln¢ vyuzit stavajiciho zazemi, jiz existujicich nosné elektrody a dostup-
nou instrumentaci nevyjimaje. Vlastni experimenty pak v mnohém pripominaji méfeni se zave-

denymi rtut’ovymi elektrodami, vCetné fady trik@l z rutinni analyzy, pficemz fadu metod piede-
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psanych pro MFE a HMDE lze dobfe adaptovat i pro méteni s BiFE popt. BiE. V této souvislosti
jsou vsak jesté rezervy — zejména dosud neuspokojivé vyuziti bismutovych elektrod v analyze or-

ganickych sloucenin, farmaceutik a biologicky aktivnich latek.

Vzhledem k tomu, ¢ je momentalné k dispozici aktualni referat (cit. °) o elektroanalyze
s bismutovymi elektrodami, ktery piehlednou formou — a navic v ¢estin¢ — mapuje vSechny prace
publikované v obdobi 2000-2005 a konkrétni aplikace piedstavuje v podobé podrobnych tabulek,
zaverecné fadky prinaseji jen ilustrativni vybér faktl a Cisel, kterd reprezentuji pocCet praci zverej-

nénych na dané téma, popt. orientacni procentické zastoupeni.

. Zastoupeni hlavnich typi bismutovych elektrod: BiF-GCE (> 50), BiF-CPE (20),
BiF-SPE (5) BiF-uE (5), BiBE (5), Bi-CPE (5), Bi,0;-CPE/SPE (3).

J Pouzivané techniky a mérici rezimy: SWASV (40), DPASV (10), SWAdSV (20),
DPAdSV (5), DPCtSV (5), CCSA (5), PSA (3), HA (2), FIA / SIA (2).

. Uzivané zakladni elektrolyty a nosna média: octanovy pufr (> 50); amonny pufr (15);
ziedéné roztoky mineralnich kyselin (10); roztoky soli, v¢. mirn¢ okyselenych smési (10),
boratové a fosfatové pufry (3), roztoky hydroxida (3).

. Analyzované anorganické ionty a sloueniny: Cd*" (> 50), Pb*" (> 50), Zn*" (20),
Co** (15), Ni** (10), Mn** (5), In** (3), TI' (2), Cu*" (2), Sn"' ™ (3), Sb™ (2), Mo" ' V' (2),
AL Q), Fell/ 1 Q), cm/VI Q), AT (), iV (1) a \Val ().

. Analyzované vzorky: modelové roztoky (> 50), pitnd a mineralni voda (20), odpadni vody
(5), ticni voda (5), motska voda (5), pidni extrakty (4), stolni vina (3), ovocné a zeleninové
stavy (2), rudy a mineraly (2), kovy a slitiny (2), rostliny a plody (1), moc a krev (2), lidské
vlasy (1), mineralizovana surova ropa (1).

. Nejniz$i dosaZené meze detekce: 0,07 pg 1! (Co); 0,1 pg 1" (Cd,Pb); 0,2 pg 1™ (Ni,
Mo,Cr); 0,3 ug 1™ (U); 0,5 ug 1™ (V);> 1 pg 1™ (Zn, Mn, In, T1, Sn, Sb, Al, Ti).

Vyznam zkratek (v textu dosud nepouzitych): SPE - z angl. screen-printed electrode; SWV - squa-
re-wave voltametrie; Ct - katalyticky; HA - hydrodynamicka amperometrie; CCSA - rozpoustéci
analyza s konstantnim proudem; PSA - potenciometricka rozpoustéci analyza (s chemickou oxida-

ci); FIA/SIA - injek¢ni, popt. sekvencni pritokova analyza.

6.4 Moznosti oboru a vyhledy do budoucna

Dosavadni aktivity na poli elektroanalyzy s BiFE a BiE jsou natolik riznorodé a inspirativni, Ze
vedle dalSiho rozsitovani znalosti o jednotlivych typech elektrod ¢i stavajiciho spektra metod prak-
tické analyzy, lze ocekavat i nejedno prekvapeni. Nazornou ukazkou takového objevu muze byt

napf. obrazek se zaznamem tvodniho testovani tzv. antimonové filmové elektrody (SbFE).
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-1,0 —0:5
E[V] vs. Ag/AgCI

Obr. 6.3:  Zajimavou konkurenci pro bismutové filmové elektrody mohou byt substrdty
s filmem antimonu, které pii mérenich v reZimu ASV a v prostiedi ziedéné HCI
funguji moZnd jesté lépe [prevzato z archivu autora]

SbFE: , BiFE: ;. SWASV; 0,01M-HCI (pH 2); rezim in situ (1 mg 1" Sb™);
¢(Cd,Pb) =50 pg 17",

Odhlédneme-li od tohoto zatim spiSe kuridzniho piikladu analogie BiFE a SbFE a pficte-
me-li k avaham o budoucim smérovani > vechny vysledky a zkugenosti predchozich let plus sa-
motny impuls ke vzniku bismutovych elektrod — nahradu rtuti za méné€ toxicky material —, 1ze na
zavér konstatovat, Ze se tu rysuje zcela nova odnoz aplikované elektrochemie: jakasi ,,Elektroana-

lyza s detekénimi systémy Setrnymi k Zivotnimu prostiedi.
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7. ELEKTROCHEMICKE BIOSENZORY

Ing. Adriana Ferancova, PhD., prof. Ing. Jan Labuda, DrSc.
Fakulta chemickej a potravinarskej technologie, Slovenska technicka univerzita v Bratislave,
Radlinského 9, 812 37 Bratislava

adriana.ferancova@stuba.sk, jan.labuda@stuba.sk

7.1 Co sii biosenzory

7.1.1 Zakladné pojmy a definicie

Elektrochemické biosenzory kombinuju analytické vyhody elektrochemickych metod a Specificitu
biologickych rozliSujicich procesov. Podla definicie IUPAC je biosenzor Specificky typ
chemického senzora pozostavajuci z biologického rozliSujuceho prvku (biozlozky, receptora)
a fyzikalno-chemického prevodnika, na ktorom je biozlozka pevne ukotvend - imobilizovana.
Biozlozka je schopna rozlisit' pritomnost, aktivitu alebo koncentraciu Specifického chemického
analytu v roztoku. Vznikajuci signal je tmerny koncentracii analytu v skiiSobnom roztoku

a prevodnik ho konvertuje na meratel'ny analyticky signal.

Biosenzory mozno klasifikovat podla mechanizmu biorozliSujuceho procesu, podla typu
prevodnika, pripadne podla kombinacie oboch. Moézeme potom hovorit o enzymovych
biosenzoroch, DNA biosenzoroch alebo imunosenzoroch, d’alej o biosenzoroch ampérometrickych,

potenciometrickych ¢i konduktometrickych. Prikladom st enzymové ampérometrické biosenzory.

7.1.2 Biozlozky

Biozlozky st kI'a€om ku Specificite biosenzorov. Maju za tlohu vo vzorke rozlisit’ pripadne viazat’
analyt, ktory nas zaujima. Toto rozlisenie méze byt zalozené bud’ na katalytickej (enzymové,
mikrobidlne, tkanivové biosenzory) alebo na nekatalytickej interakcii (imunosenzory, DNA
biosenzory). Funkciu biozlozky méze plnit’ pévodny biologicky material alebo material upraveny

¢i biomimeticky.

7.1.2.1 Katalytické biozlozky

Biosenzory obsahujuce katalytické biozlozky su kinetické zariadenia, ktoré meraji koncentraciu
Castic tvoriacich sa alebo spotrebovavanych pocCas biokatalytickej reakcie. Mozno teda
zaznamenavat’:

1) tvorbu produktu,

ii) ubytok reaktantu,

1ii) inhibiciu reakcie.
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Bezne sa pouzivaju tri typy katalytickych biozloziek:

1. enzymy;

2. celé bunky (mikroorganizmy, ako baktérie, huby, eukaryotické bunky alebo kvasinky),
bunkové organely alebo Casti buniek (mitochondrie, bunkové steny);

3. tkaniva (rezy rastlinnych alebo zivo¢i$nych tkaniv).

Vsetky tieto typy biosenzorov su zalozené na ¢innosti enzymov, ktoré vSak obklopuje roézne

prostredie, z ¢oho vyplyvaju aj rézne vyhody a nevyhody.

Enzymy ako biozlozky. Enzymy sa vdaka svojim vlastnostiam velmi cCasto vyuZzivaju ako
biozlozky. St schopné Specifickej vizby a zaroven vykazuju katalyticka aktivitu. S vynimkou malej
skupiny molekual katalytickych ribonukleovych kyselin su vSetky enzymy proteinovej povahy.
Niektoré enzymy vyzaduju pre svoju aktivitu len pritomnost’ vlastnych aminoskupin, kym iné
potrebuju d’alsie chemické komponenty - kofaktory, ktorymi mézu byt jednoduché anorganické iony

ako Fe**, Mg®", Mn*", Zn*" alebo komplexnejsie organické &i metaloorganické molekuly - koenzymy.

Podla typu chemickej reakcie sa v biosenzoroch vyuzivaju redoxné enzymy (oxidazy,
dehydrogenazy a hydrolytické enzymy). Zakladny mechanizmus reakcie katalyzovanej enzymom

je nasledovny:
S+ESSE—E+P

kde S = substrat, E = enzym, SE = komplex substrat - enzym, P = produkt. Napriklad:
glukoza + O+ GOD S SE — kyselina glukonova + H,O,

kde glukéza a O, su substraty, glukézooxidaza (GOD) je enzym, kyselina glukénova a H,O, sa

produkty. Pre monitorovania tejto reakcie sa vyuziva niekol'ko stratégii:

- monitorovanie Ubytku jedného zo substratov, napr. kyslika

- monitorovanie prirastku jedného z produktov, napr. peroxidu vodika

- sledovanie stavu redoxného centra enzymu v pritomnosti substratu pomocou
imobilizované¢ho mediatora

- monitorovanie priameho elektronového transportu medzi redoxnym centrom enzymu
a prevodnikom.

Poslednda moznost’ prispieva k eliminacii zavislosti odozvy na kosubstrate a eliminacii

potencialnych interferujicich zloziek.

Katalyticka aktivita enzymu zavisi od integrity jeho proteinovej Casti - ak je denaturovana,
disociovana alebo rozstiepena na aminokyseliny, katalytickd aktivita je minimalna. Katalyticka

aktivitu mozno tiez menit’ pomocou pH, iénove;j sily, teploty alebo pritomnosti kofaktorov.

Ako uz bolo spomenuté, enzymy vykazuju vysoku Specificitu voci substratu. Vyhodou

katalytickej aktivity je zvySenie citlivosti a rychla odozva. Nevyhodou je pomerne vysoka cena.
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Casto je uz zdroj enzymov drahy a procesy extrakcie, izolacie a Cistenia enzymu zo zdroja cenu
eSte zvySuje. DalSou nevyhodou je, Ze imobilizacia enzymu na povrch prevodnika ¢aso znizuje
jeho aktivitu. Ked’ze izolované enzymy nie s vo svojom prirodzenom prostredi, casom sami

stracaju aktivitu a skracuju tak zivotnost’ enzymového biosenzora.

Mikroorganizmy a tkaniva ako biozloZky. Vyhodou biosenzorov vyuzivajicich mikroorganizmy
a rastlinné alebo zivoc¢is$ne tkaniva ako biozlozky je, ze nie s potrebné zdlhavé procesy extrakcie
a Cistenia enzymov a ze tieto su v spomenutych materialoch pritomné v aktivnej forme. Tento fakt

zaroven znizuje ich cenu.

Mikroorganizmy hraji doéleziti ulohu v mnohych biotechnologickych procesoch. Mnohé
mikrobiadlne biosenzory sa vyvinuli prave pre monitorovanie takychto procesov. Mikroorganizmy
dokazu pohlcovat’ organické zluCeniny, ¢o vedie k zmene aktivity dychania ¢i produkeii
elektroaktivnych metabolitov. Vyhodou mikrobialnych ako aj tkanivovych biosenzorov je, ze si
menej citlivé voci inhibicii zli¢eninami pritomnymi vo vzorke, viac toleruju kolisanie pH, teplotné
vykyvy a vo vSeobecnosti maju dlhsiu Zivotnost’. Pri¢inou toho je skuto¢nost, Ze enzymy st v nich
pritomné vo svojom prirodzenom prostredi. Tieto zariadenia st zalozené na kontakte elektrody
a imobilizovanych zivych buniek, 'ahko sa regenerujii. Na druhej strane, na rozdiel od biosenzorov
obsahujucich izolované enzymy, maju pomali odozvu a nizku selektivitu, pretoze zvycajne
obsahuju zmes réznych enzymov. NavySe, nevyhodou tkanivovych biosenzorov je, Ze substrat

moze difundovat’ cez tkanivovy material, ¢im sa znizuje efekt enzymu.

7.1.2.2 Nekatalytické biozlozky (biokomplexac¢né, bioafinitné)

Biosenzory obsahujice mekatalytické biozlozky st zariadenia, v ktorych receptorova molekula
viaze molekuly analytu ireverzibilne, ¢o sposobuje fyzikalnochemicki zmenu detegovatelnu
prevodnikom. Ako receptorové molekuly m6zno pouZzit’:

1) protilatky,

ii)  nukleové kyseliny,

iii)  hormony,

iv)  biomimetické receptory.

Cinnost’ biosenzora je zaloZena na interakcii analytu s imobilizovanymi receptormi, ktoré ho zo
vzorky vychytavaju teoreticky az do dosiahnutia rovnovazneho stavu. Prislusny signal sa
monitoruje integrovanym detektorom alebo sa biokomplexa¢na reakcia monitoruje pouzitim

komplementarnej biokatalytickej reakcie. Vyuziva sa niekol'ko typov interakeii:

1. Interakcia  protilatka—antigén:  najcastejSie  priklady  biosenzorov  vyuzivajucich
biokomplexacné receptory st tie, ktoré vyuzivaji imunochemické reakcie, t.j. viazanie
antigénu (Ag) na S$pecifické protilatky (Ab). Tvorba komplexu Ag-Ab sa deteguje za

podmienok, pri ktorych sa minimalizuju nespecifické interakcie.
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2. Molekulové rozlisenie pomocou nukleovych kyselin: ¢innost’ nukleovych kyselin sa v mnohom
podoba cinnosti protilatok. V podstate ide o tri typy interakcii: hybridizacné, asociacia hostitel’ —

host’ v pripade molekul s malou molekulovou hmotnostou a poskodenie DNA.

3. Receptor / antagonista / agonista: najcastejSie su to ionové kanaly, membranové receptory
alebo proteiny. Viazanie analytu na imobilizovany receptor sa monitoruje v podobe zmeny

toku i6nov cez i6novy kanal.

4. Molekulové rozlisenie pomocou biomimetickych zloziek: do tejto skupiny biozloziek patria
napr. polyméry s molekulovymi odtlackami (molecular imprinting polymers, MIP), d’alej
syntetické oligonukleotidy — aptaméry. Nazyvaji sa biomimetické, pretoze napodobiuju

¢innost’ biozloziek pochadzajucich zo Zivej prirody.

Nevyhodou biosenzorov obsahujucich nekatalytické biozlozky je skutoc¢nost, ze ich ¢innost’ je vo
vacsine pripadov zaloZzena na dosiahnuti rovnovazneho stavu. Mavaju preto uzsi linearny operacny
rozsah koncentracii o sposobuje, Ze niekedy nie su schopné kontinualne monitorovat’ koncentraciu

analytu.

Protilatky ako biozlozky. Ked je biozlozkou protilatka, hovorime o imunosenzoroch. Protilatky
su proteiny, ktoré¢ vykazuju vysoko Specifické vizbové schopnosti voci uréitym Strukturam. Su to
komplexné biomolekuly pozostavajuce zo stoviek individualnych aminokyselin usporiadanych do
vysoko organizovanej sekvencie. Organizmus produkuje protilatky (antibodies, Ab) proti
Specifickym latkam — antigénom (Ag), ktoré organizmus ohrozuju. Antigény s protilatkami
interaguju prostrednictvom tzv. determinantov, ¢o s skupiny atémov na povrchu antigénu, ktoré sa
$pecificky viazu na receptory protilatok. Cinnost’ biosenzora obsahujuceho protilatky je zalozena
na vzniku bioSpecifickej vézby medzi védzbovymi miestami protilatky a determinantnymi
skupinami antigénu za vzniku protilatkovo-antigénovych komplexov — imunokomplexov. Tento
proces mozno prirovnat’ k ¢innosti zdmku, ktory mozno otvorit’ len jednym typom kl'uc¢a a vo

v§eobecnosti ho mozno znazornit’ reakciou
Ab+ Ag 5 Ab-Ag

Vyhodou imunosenzorov je ich vysokd Specifickost, pricom vSak kazdé stanovenie antigénu
vyzaduje pripravu $pecifickej protilatky, jej izolaciu a oby¢ajne aj &istenie. DalSou vyhodou je
pevna vizba medzi antigénom a protilatkou. Z toho vyplyvajuca nevyhoda je naro¢na regeneracia
imobilizovaného biomateridlu. Citlivost imunosenzorov mozno zvysit ,,dodanim* katalytickej

aktivity, a to pomocou enzymovych znaciek.

Nukleové kyseliny ako biozlozky. Nukleové kyseliny, vdaka svojej funkcii niest’ genetické
informdacie, su jedny z najdolezitejSich biomolekul. Vrstva DNA alebo RNA v kombinacii

s fyzikalnym (elektrochemickym) prevodnikom predstavuje typ afinitnych biosenzorov, z ktorych
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hlavne hybridizacné DNA biosenzory su intenzivne Studované a majui Siroké vyuzitie napr. pri
detekcii bakterialnej kontaminacie potravin, zivotného prostredia ako aj pri diagnostike 'udskych
chordb suvisiacich s genetickymi muticiami alebo patogénnymi organizmami. Cinnost DNA
biosenzorov je zalozena na sledovani Specifickych interakcii, ako st DNA hybridizacia, asociacné
interakcie s latkami s malou molekulovou hmotnostou (lie¢iva, rizikové chemické latky)
a nakoniec je to Struktirne poSkodenie DNA. Biosenzory s imobilizovanou jednovldknovou DNA
st vhodné pre detekciu Specifickej komplementarnej sekvencie a hybridizaénych procesov.
Komplementarita parovania baz adenin:tymin (A:T) a guanin:cytozin (G:C) tvori zaklad Specificity

biorozlisenia v hybridiza¢nych biosenzoroch, ktoré sa oznacuju ako genosenzory.

Pre sledovanie zmien Struktiry DNA, jej poSkodenia ¢i interakcie s inymi molekulami
mozno vyuzit’ niekol’ko druhov elektrochemickych signalov. Zo zloziek DNA len bazy podliehaji
redoxnym procesom. Ich oxidaciu mozno detegovat na rdéznych kovovych ¢i uhlikovych
elektrédach. Tento sposob sa sice vyznacCuje vysokou citlivostou, vyzaduje vSak vysoké hodnoty
potencialu. Iny spdsob je oxidovat cielovi DNA nepriamo pomocou elektrochemického
katalyzatora. NajcastejSie sa vyuzivaju komplexy Ru(Il) a Os(II) pre elektrochemicku oxidaciu

guaninu (obr. 7.1).

+¢

+e G
Ru(bpy).’ Ru(lrp}_'}:+

Obr. 7.1:  Elektrochemickd oxiddcia guaninu DNA prostrednictvom komplexu Ru(Il)

Siroko sa vyuzivaju tiez elektrochemické vizbové indikatory DNA jako komplexy Co(III)
s aromatickymi ligandami, metylénova modra a pod. Nepriamym redoxnym indikatorom DNA moézu

byt i6ny vo faze roztoku, napr. hexakyanozelezitan. Vyuzivaju sa tiez impedimetrické merania.

Polyméry s molekulovymi odtlackami ako biozlozky. Polyméry s molekulovymi odtlackami
(molecular imprinted polymers, MIP) st syntetické polyméry s dobre definovanymi povrchovymi

kavitami (imprints) vytvorenymi templatovou molekulou (templatom). Technoloégia pripravy MIP
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spociva v polymerizacii templatovej molekuly, ktora je rovnaka alebo vel'mi podobna analytu,
v pritomnosti monomérov s funkénymi skupinami a sietovacieho c¢inidla (obr. 7.2). Z hotového
polyméru sa potom templat vymyje vhodnym rozpustadlom, ¢im vznikne kavita. MIP rozlisuju
templat v od podobnych molekil v roztoku na zaklade tvaru molekuly a vdzbovych skupin na
povrchu kavity. St to umelé rozliSujice materialy schopné napodobnit’ molekulové rozlisenie
prirodnych materidlov, napr. protilatka - antigén. Ich védzbové vlastnosti si porovnatelné
s vlastnost'ami prirodnych receptorov, navyse st odolné voc¢i agresivnej$im podmienkam, ako je
vysSia teplota, tlak, extrémne pH alebo pritomnost’ organickych rozpustadiel. Tieto materialy su

tiez lacnejsie, mozno riadit’ ich $pecificitu, stabilitu a ponukaju moznost’ masovej pripravy.

funkcné
INONOINETY

siet’'ovacie
¢inidlo

Obr. 7.2:  Priprava MIP: templdt vytvori komplex s funkénymi monomérmi (a), prebehne
polymerizdcia v pritomnosti siet’ ovacieho cinidla (b), templat sa 7 polyméru vymyje
vhodnym rozpust'adlom (c)

7.1.3 Prevodniky

Biosenzory od pociatku ich vyvoja na zaciatku 60-tych rokov minulého storocia najCastejSie
vyuzivaju elektrochemické prevodniky. Pouzivaji sa vSak aj rézne iné prevodniky, vyuzivajlice

optické javy, meranie zmeny hmotnosti ¢i tepelny efekt reakcie.

7.1.3.1 Elektrochemické prevodniky

Elektrochemické biosenzory su zalozené na spotrebe alebo produkcii elektroaktivnych Castic pocas
interakcie biozlozky a substratu. Pri konstrukcii biosenzorov sa vyuzivaji najéastejsie, pretoze sa
vyznacuju rychou odozvou, jednoduchostou a v porovnani s optickymi, kalorimetrickymi ¢i
piezoelektrickymi prevodnikmi st lacné. Ich nevyhodou je moznost’ znecistenia povrchu elektrody
interferujiicimi latkami, ¢o vSak vo vacsSine pripadov mozno obist’ napr. pouzitim membrany, ktora

zabrani pristupu neziadtcich latok k povrchu biosenzora.

Potenciometrické prevodniky. Potenciometrické merania sleduji zmenu potencialu indikacnej
vo¢i referencnej elektrode alebo medzi dvoma elektrodami oddelenymi premselektivnou
membranou v momente, ked’ je prid medzi nimi zanedbatelny. NajCastejSie sa pouzivaju pH
elektrody, ionovo selektivne elektrody citlivé na niektoré iony (F~, I, CN, Na', K', Ca", NH,")
alebo plyny (CO,, NH;). Zmena potencialu je Umerna logaritmu aktivity (koncentracie)

stanovovanej latky.
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Voltampérometrické a ampérometrické prevodniky. Pri voltampérometrickych prevodnikoch sa
aplikuje rastuci (klesajuci) potencial pocas oxidacie (redukcie) sledovanej latky a meria sa prud
umerny koncentracii stanovovanej latky. Obycajne sa vyzaduje trojelektrodovy systém
pozostavajuci z pracovnej, referencnej a inertnej pomocnej elektrody. Ak je znamy potencial
oxidacie (redukcie) indikatorovej / stanovovanej latky, moze sa merat’ hodnota pridu pri tejto
konkrétnej hodnote potencialu a vtedy hovorime o ampérometrickych prevodnikoch. V pripade
nizkych pradov (10° az 10°® A) mozno pouzit’ dvojelektrodovy systém, kde referenéna elektroda
sluzi zaroven ako pomocna elektroda. Merany prad je imerny koncentracii elektroaktivnych Castic
v roztoku, ich prirastku alebo ubytku. Ampérometrické prevodniky sa najcastejSie vyuzivaju
v pripade enzymovych biosenzorov. Najjednoduchsim pripadom ampérometrického prevodnika je
Clarkova kyslikova elektroda, ktorej signal zavisi od koncentracie kyslika v roztoku a ktora sa
pouzila pri konStrukcii prvého enzymového biosenzora pre stanovenie glukézy (1962). Pri
redoxnych enzymoch reakcii moézeme pouzit vhodny redoxny medidtor — prenasac elektronov.
Vyhodou tohto systému je, ze sa eliminuje potreba merania koncentracie kyslika, minimalizuje sa

vplyv interferujicich latok, mozno pouzit’ nizsi potencial a zlepsi sa linearita a citlivost’ stanovenia.

Konduktometrické prevodniky. Konduktometrické prevodniky zaznamenavaju zmeny elektricke;j
vodivosti, ktoré su sposobené biochemickou reakciou biozlozky a analytu. Konduktometrické
metody su neselektivne, zalozené na biochemickej tvorbe latok idonovej povahy (napr. pri hydrolyze
mocoviny). Urcitu selektivitu mozno doiahnut len pouZzitim vhodnej modifikacie povrchu
prevodnika. Vyhodou tychto prevodnikov je pomerne nizka cena, pretoze nie su potrebné

referencné elektrody. Stanovenie je rychle a vel'mi jednoduché.

7.1.3.2 Neelektrochemické prevodniky

Optické prevodniky. Optické prevodniky vyuzivaji techniky zalozené ma merani absorpcie,
bio/chemiluminescencie, fluorescencie, odrazu a rozptylu svetla, indexu lomu a pod. Optické pre-
vodniky sa realizuju imobilizaciou selektivnej biozlozky na jednom konci optického vlakna
a excitatnym a detekénym komponentom na druhom konci. Bezna je tiez imobilizacia biozlozky na
povrchu optického vldkna. Zmena intenzity absorbovaného alebo emitovaného Ziarenia zavisi od

mnozstva analytu vo vzorke.

Akustické / piezoelektrické prevodniky. Najnovsie typy prevodnikov predstavuju piezoelektrické
krystaly. Vyznacuju sa vysokou citlivostou a st vhodné na detekciu malych zmien hmotnosti.
Piezoelektricky krystal osciluje v elektrickom poli Specifickej frekvencie. Rezonan¢na frekvencia
krystalu zavisi od frekvencie aplikovaného elektrického pola ako aj od hmotnosti krystalu.
Naviazanim molekuly analytu na biozlozku imobilizovant na povrchu piezoelektrického krystalu
sa zmeni (stipne) hmotnost’ krystalu, nasledne klesne jeho rezonancna frekvencia a tito zmenu

mozno pouzit’ pre stanovenie mnoZzstva analytu viazaného biozlozkou.
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Termické prevodniky. Pri vSetkych chemickych a biochemickych procesoch dochadza k spotrebe
alebo uvoltiovaniu tepla. Teplo uvolnené pri enzymatickej reakcii sa meria pomocou citlivého
termistora. Termické prevodniky s viacerymi enzymovymi zoénami v miniatirnom usporiadani

umoziuju sledovat’ aj viac analytov bez ohl'adu na ich redoxné ¢i optické vlastnosti.

7.1.4 Imobilizacia biozlozky

Aby sa zabezpecCila spravna funkcia biosenzora, je potrebné biozlozku imobilizovat’ na povrch

prevodnika. K tomuto ti¢elu sa vyuziva viacero metod imobilizacie (obr. 3).

Adsorpcia. Je to najjednoduchsia metoda imobilizacie a vyzaduje minimalnu pripravu. Mnohé
latky, napriklad enzymy, st schopné absorbovat’ sa na povrch prevodnika. Pri tejto metéde nie su
potrebné Zziadne d’alSie reagenty ani Cistiace kroky. Adsorpcia moéze byt bud fyzikalna alebo
chemicka. Fyzikalna adsorpcia je obycajne slabsia a vyskytuji sa pri nej van der Waalsove sily,
zriedkavo spolu s vodikovymi vézbami ¢i nabojovymi interakciami. Chemicka adsorpcia je
silnejSia a vznikaji pri nej kovalentné vdzby. Nevyhodou tejto metody je kratka zivotnost

a citlivost’ adsorbovaného materialu na zmeny pH, teploty ¢i idnovej sily.

Mikroenkapsulacia. Pri tejto metdéde sa vyuziva zachytenie biozlozky v inertnej membrane na

povrchu prevodnika. Ako membrany sa mézu pouzit’ napriklad:

U acetylcelulozu, ktora zabranuje pristupu proteinov a spomal’uje transport interferujtcich zloziek;
U polykarbonaty - syntetické materialy, ktoré nie su permselektivne;
. kolagén - prirodny protein;

. polytetrafluoroetylén (Teflon) - synteticky polymér, ktory je permselektavny voci niektorym
plynom ako napr. kyslik;

J Nafion a polyuretan.

Mikroenkapsulacia ma niekol’ko vyhod:

. tesné spojenie biozlozky a prevodnika;

. moznost’ prispdsobenia, spol’ahlivost’;

. odolnost’ vo¢i zmenam pH, teploty, idnovej sily, potencialu, koncentracie substratu;
. eliminuje moznost’ kontaminacie a biodegradacie.

Zachytenie v polymérnych géloch. Biozlozka sa zmieSa s monomérom, ktory sa potom
polymerizuje za vzniku gélu obsahujuceho biozlozku. Iniciacia polymerizacie y-Ziarenim sucesne
zabezpeCuje sterilitu senzora. Inym spdsobom je nanasSanie roztoku biozlozky a polyméru.
Nevyhodou tejto polymerizacie je, ze Struktura polyméru mdze branit diftizii substratu
a spomal’ovat’ tak reakciu. Mo6ze tiez dochadzat’ k znizovaniu bioaktivity biozlozky. NajcastejSie sa

pouziva polyakrylamidovy gél, v pripade elektrochemickych biosenzorov je to polypyrol.
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Zosiet'ovanie. Biomaterial sa chemicky viaze na pevny nosi¢ alebo iny material, napr. gél. Ako
sietovacie Cinidlo sa Casto pouziva glutaraldehyd. Rovnako ako v predchadzajicom pripade
zosietovany material méze branit’ diftzii substratu a moze tiez dojst’ k poskodeniu biozlozky
a zniZeniu jej bioaktivity.

Kovalentna vizba. Niektoré funkéné skupiny, ktoré nie si nevyhnutné pre aktivitu biozlozky, sa moézu
kovalentne viazat’ na nosi¢ (prevodnik alebo membranu). Tato metdda vyuziva nukleofilné skupiny ako
—NH,, -CO,H, —-OH, —C4H4OH, —SH alebo imidazol. Reakcie sa musia uskutoctiovat’ za miernych

podmienok: nizka teplota, ibnova sila, fyziologické pH. Vyhodou je pevna zizba biozlozky.

Vo vSeobecnosti je Zivotnost’ biosenzora ovplyvnena spravnou imobilizaciou. Typické doby

zivotnosti su nasledovné:

. adsorpcia — 1 den;

. zachytenie v membrane — 1 tyzden;

J fyzikélne zachytenie — 3 az 4 tyzdne;

. kovalentné zachytenie — 4 az 14 mesiacov.

[
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adsorpecia pL@L
|

lovalnmavizha

zachytenie v memhrine (‘E

Obr. 7.3:  Spdsoby imobilizdcie biozlozky

7.1.5 Ukazovatel’e vykonnosti biosenzorov

Pre pripravu a pouzitie biosenzorov je nutné poznat ich charakteristické operacné parametre. Tieto
totiz mézu poukazovat’ na réozne obmedzenia, ale aj vyhody pouzitia daného biosenzora. Medzi
takéto parametre patria kalibracné charakteristiky, selektivita, rychlost odozvy, reproduko-

vatel'nost’, stabilita a Zivotnost’.

Biosenzor sa obycajne kalibruje pomocou pridavkov Standardného roztoku. Kalibracna
zavislost’ za zhotovi vynesenim zavislosti signalu odc¢itaného pre prislusny pridavok $tandardného

roztoku po dosiahnuti ustaleného stavu oproti koncentracii prislusného standardného roztoku. Z tejto
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zavislosti potom mozno zistit parametre ako citlivost, linearny koncentracny rozsah, medzu
stanovitel'nosti. Pre elektrochemické biosenzory je dolezity aj horny limit linearneho koncentra¢ného

rozsahu, ktory stvisi s biokatalytickymi a biokomplexa¢nymi vlastnostami biozlozky.

Selektivita biosenzora zavisi od vyberu biozlozky ako aj od vyberu prevodnika. Napriklad,
mnohé enzymy su Specifické. St vSak aj také, ktoré sii vhodné pre stanovenie skupiny latok ako
v pripade tyrozinazy, ktora je Specifickd pre fenoly. Je mnoho metdd ako stanovit’ selektivitu
biosenzora. NajCastejsie sa vyuzivaju dve: Prva spo¢iva v merani odozvy biosenzora na pridavok
interferujiicej latky. Pre kazdu interferujiicu latku sa zmeria kalibra¢na zavislost a porovna sa
s kalibra¢nou zavislost'ou pre analyt. Selektivita sa vyjadri ako pomer vystupného signalu analytu
samotné¢ho a samotnej interferujucej latky rovnakej koncentracie ako analyt. Pri druhej metode sa
interferujiice latky v predpokladanej koncentracii pridaji k analytu, ktory mé priblizne polovi¢nt
hodnotu ocakavanej koncentracie. Selektivita sa vyjadri ako podiel kolisania odozvy biosenzora

v percentach.

Mnohé analytické systémy vyzaduju isty cas na dosiahnutie ustaleného stavu. Pre biosenzory

sa tento ¢as — doba odozvy — m6ze menit’ od niekol’kych sekind po niekol’ko minut.

Stabilitu biosenzora mozno vyjadrit’ ako operacnu stabilitu a dlhodobu skladovaciu stabilitu.
Pre zistenie operacne;j stability biosenzora je ddlezité otestovat’ vplyv operacnych podmienok, napr.
koncentraciu analytu, teploty, pH, zloZzenia tlmivého roztoku, pritomnost organickych
rozpustadiel, vplyv matrice vzorky. Pre vyjadrenie dlhodobe;j stability, resp. Zivotnosti, je dolezité
poznat’ podmienky skladovania biosenzora (vlhkost’, zlozenie atmosféry, prip. pH, zloZenie timivého
roztoku, pritomnost aditiv). V zavislosti od spomenutych podmienok, typu biozlozky a ucelu

biosenzora sa zivotnost’ moze pohybovat’ od dni alebo tyzdnov po niekol’ko mesiacov az rok.

7.2 Typy elektrochemickych biosenzorov

7.2.1 Enzymové biosenzory

Vo vSeobecnosti enzymové biosenzory mozno rozdelit’ na tri typy:

. biosenzory prvej generacie — zalozené na pouziti kyslikovej elektrody;
. biosenzory druhej generacie — zalozené na pouziti redoxného mediatora;
. biosenzory tretej generacie — st zalozené na kombinacii biozlozky a redoxného mediatora do

jedného tela.

Biosenzory prevej generacie
Povodny glukézovy biosenzor vyuzival molekulovy kyslik ako oxida¢né ¢inidlo:

i glukozooxidiza . , ,
glukoza » kyselina glukénova + H,O,
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Meria sa ubytok koncentracie kyslika pouzitim Clarkovej kyslikovej elektrody, priCom prad je
umerny koncentracii kyslika vo vzorke. Glukézooxidaza je imobilizovana v polyakrylamidovom
géli na povrchu membrany permeabilnej pre plyny, ktora pokryva elektrédu. Samotna elektroda
pozostava z platinovej katddy a striebornej andédy. Podobny princip mozno vyuzit’ aj pre mnohé iné

enzymové biosenzory.

Pouzitie tohto typu biosenzora vSak naraza na mnohé problémy. Je potrebné kontrolovat
hladinu koncentracie rozpusteného kyslika a udrziavat’ ju konstantnti. V opa¢nom pripade odozva
biosenzora na Ubytok kyslika nebude imerna koncentracii glukézy. Dalsi problém predstavuje
pomerne vysoky potencial potrebny pre redukciu kyslika, —0,7 V, pri ktorom moéze dochadzat’

k interferenciam. Jednym zo sposobov, ako tento problém obist, je merat’ oxidaciu H,O,:

H0O, —»2H +2e¢ +0,

ku ktorej dochadza pri potenciali +0,65 V. Pri tejto hodnote potencidlu si vyznamné vplyvy

interferujtcich zloziek schopnych oxidacie.

Biosenzory druhej generacie

Tieto biosenzory predstavuju spdsob ako sa vyhnut pouzitiu kyslika ako oxida¢ného cinidla.
Redoxné reakcie mediatorov — prenasacov elektrénov — su reverzibilné, je mozné pracovat’ pri
vhodnejsich (nizSich) potencialoch a koncentraciu mediatora mozno jednoducho kontrolovat’.
NajcastejSie sa ako mediatory pouzivaju kationy prechodnych kovov a ich komplexy. Mnoh¢ z nich
obsahuju i6ny Zeleza a ich komplexy:

Fe(lll)+e  +——>  Fe(ll)

Volné Fe(Ill) iony nie su vhodnymi mediatormi, pretoze podlichaju hydrolyze. Z komplexov
eleza sa najéastejsie vyuZivaji hexakyanozelezitany [Fe(CN)s]* a ferocény.
Popis oxidacie glukozy v tomto pripade vyzera nasledovne:

glukéza + GOD,y, «———= glukénolaktén + GOD,eq + 2 H'

GOD,q +2Fc©  +———=2 GOD,, +2 Fc

2Fc +2¢ «— 2Fc

kde GOD je gluk6zooxidaza a Fc je ferocén.

Vhodny mediator musi spiiat’ niekol’ko kritérii:
. musi rychlo reagovat’ s enzymom;
. jeho redoxny proces ma byt reverzibilny;

. ma byt nezavisly od pH;
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. ma byt stabilny v oxidovanej aj redukovanej forme;
J nema reagovat’ s kyslikom,;

J nema byt toxicky.

Mediator byva, rovnako ako biozlozka, imobilizovany na povrchu biosenzora. Najjednoduchsou
metdédou je priprava biosenzora na baze uhlikovej pastove] elektrody, kde sa mediator zmieSa

s uhlikovou pastou, a potom sa na povrch adsorbuje alebo inak imobilizuje enzym.

Biosenzory tretej generacie

V tomto pripade sa mediator vyuziva pre spojenie enzymu s elektrodou. Enzym nemozno
redukovat’ (oxidovat’) priamo na elektrode, pretoze by dochadzalo k denaturacii jeho proteinove;j
Casti ¢im by sa cely proces velmi spomalil a bol by ireverzibilny. Jednym zo sposobov je napr.
modifikacia povrchu zlatej elektrody 4,4’-bypyridylom. Bipyridyl samotny nie je elektroaktivny,
avsak moze sluzit’ ako mediator. Iny sposob predstavuji organické soli, ako tetratiafulvalén, ktory
sa reverzibilne oxiduje a tetrakyanochinodimetan, ktory sa podobne reverzibilne redukuje. Par
tychto molekul vytvori komplex schopny elektronového prenosu. Tieto organické soli mozno
zakomponovat’ do materialu elektrody vo forme krystalov, lisovanych tabliet alebo zmieSanim
s uhlikovym praskom. Novsie imobilizacné techniky umoziuju imobilizovat’ enzym priamo na

elektrodu prostrednictvom in situ polymerizacie pouzitim redoxného polyméru.

7.2.2 Imunosenzory

Elektrochemické imunosenzory kombinuju Specificitu imunochemickej reakcie s vyhodami
elektrochemického prevodnika. Su zaloZzené na oznaceni protilatky (alebo antigénu) enzymom,
ktory generuje elektroaktivny produkt detegovatelny ampérometricky. Enzymové imunosenzory sa
moézu pripravit v dvoch konfiguraciach: v kompetitivnom usporiadani a v sendvicovom
usporiadani (obr. 7.4). V kompetitivnom usporiadani antigén (analyt) vo vzorke ,s0tazi*
senzymom oznaenym antigénom o vizbové miesto protilaitky imobilizovanej na
ampérometrickom alebo potenciometrickom prevodniku. Po prebehnuti asociacnej reakcie sa
senzor oplachne, aby sa odstranili nezreagované komponenty. Imunosenzor sa potom ponori do
roztoku obsahujiceho substrat pre enzym a deteguje sa produkt alebo reaktant biokatalytickej
reakcie. Vdaka kompetitivnej povahe analyzy je merany signal nepriamo umerny koncentracii

analytu vo vzorke. NajCastejSie sa na oznacenie antigénu vyuzivaju alkalicka fosfataza, peroxidaza

alebo katalaza.

Sendvicové usporiadanie sa vyuziva pre vicsie antigény schopné viazat’ dve rozne protilatky.
Tieto imunosenzory vyuZzivaju protilatky viazuce analyt — antigén, ktory sa potom d’alej viaze na

druhu, enzymom oznacenu protilatku. Po odstraneni neSpecificky adsorbovanych znaciek sa
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imunosenzor ponori do roztoku obsahujuceho substrat pre prislusSny enzym a elektrochemicky sa

monitoruje enzymova reakcia. Signal je priamo imerny koncentracii analytu vo vzorke.

Iné typy imunosenzorov st zaloZzené na imobilizacii antigénu na povrch imunosenzora, na
oznaceni antigénu alebo protilatky elektroaktivnou znackou (napr. tazkym kovom) ¢i na pouziti

bezznackovych kapacitnych merani.
Kompetitivne usporiadanie

[

Imobilizovana Antigén
protilatka

ER-Seive:

Imobilizovana  Antigén  Oznacend
protilatka protilatka

Sendvicové usporiadanie

wn

~  »T

Obr. 7.4:  Schéma Cinnosti imunosenzora v kompetitivnom a sendvi¢ovom usporiadani

7.2.3 DNA biosenzory

DNA biosenzory predstavuju relativne novy typ afinitnych biosenzorov. Ich ¢innost’ spociva
v $pecifickych interakciach ako st hybridizdcia DNA, asociacie DNA s latkami s nizkou

molekulovou hmotnost'ou (lie¢iva, rizikové latky) a DNA poskodenie.

DNA hybridiza¢né biosenzory ponukaji jednoduchy, rychly a pomerne lacny sposob ako
ziskat’ informacie o Specifickej sekvencii DNA. Su zalozené principe parovania baz podl'a Watsona
a Cricka. Na povrch senzora sa imobilizuje relativne kratka (20 — 40 baz) sekvencia jednovlaknovej
DNA (ssDNA), nazyva sa sonda. Tato sonda po hybridizacii na $pecifické komplementarne miesto
cielovej DNA sposobi zvysenie elektrického signalu. Pre monitorovanie hybridizaéného procesu
mozno pouzit' tzv. elektroaktivne indikatory. Tieto elektroaktivne latky maju vysSiu afinitu
k vyslednému duplexu zlozenému zo sondy a ciel’pvej DNA nez k povodnej sonde. Ich asociacia
s duplexom na povrchu biosenzora vedie k vzniku elektrochemického signalu. Jednym z takychto
indikatorov je komplex [Co(phen)s]*". Pre dosiahnutie vysokej citlivosti a selektivity sii kPa¢ové

hybridizacné podmienky (napr. iénova sila, teplota, cas).

Asociacné interakcie DNA spocivaju v troch typoch nekovalentnych interakcii:

. interkalacia planarnej aromatickej molekuly medzi pary baz DNA;
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. vizba do velkého a malého zliabka dvojvlaknovej struktary DNA;
J elektrostatické interakcie kladne nabitych hostujucich molektl so zaporne nabitymi

fosfatovymi skupinami DNA.

Tieto typy interakcii sa mozu vzajomne kombinovat’ zmenou reakénych podmienok. Napriklad pri
nizkej hodnote idnovej sily je v pripade interakcie dsDNA s kladne nabitymi kovovymi
komplexami obsahujucimi aromatické ligandy dominantna elektrostaticka interakcia, zatial' ¢o pri
vysokej hodnote i6novej sily je to interkalacia. Interkalacia je typicka pre zluceniny s planarnou

Struktirou obsahujuce tri az Styri aromatické kruhy.

Asociacné interakcie DNA s elektroaktivnymi hostujucimi molekulami vedu k analyticky
vyznamnej zmene signalu, konkrétne k zvySeniu pradového signalu vd’aka prekoncentracii analytu.
Interakcia s hostujiicou molekulou méze tiez viest' k zmene elektrodového procesu z diftiziou
riadeného na adsorpciou riadeny proces. Pri skimani tychto interakcii sa zvycCajne stanovuji
vézbové parametre, ako su vézbové konstanty, vel'kost’ vizbového miesta a difizne koeficienty pre

volI'nt a viazanu hostujicu molekulu. Zist'uje sa tiez vratnost’ vizbového procesu.

Pri sledovani malych molektl viaziacich sa na DNA a hodnoteni poskodenia DNA mozno
vyuzit' elektrochemicky signal samotnej DNA - konkrétne jej baz, guaninu a adeninu. Oxidacné
signaly guaninu a adeninu ziskané z jednovlaknovej DNA su vysSie nez signaly z dvojvlaknovej
DNA. Dovodom je pristupnejsi elektronovy prenos v pripade ssDNA. V désledku vézbovych

interakcii sa signal guaninu znizuje, €o tiezZ mozno vyuzit’ pre analytické tcely.

Detek¢né principy DNA biosenzorov

Stratégie detekcie asocia¢nych interakcii a poskodenia DNA st zaloZené na tychto principoch:

o elektroaktivita zlu¢enin s nizkou molekulovou hmotnost'ou viazacich sa na DNA;

LI 4T3

o redoxny marker DNA, ktory ,,sut’azi
vizbe na DNA;

so zluceninami s nizkou molekulovou hmotnostou pri

. elektroaktivita samotnej DNA, konkrétne signaly zvyskov baz;
J elektrokatalyza oxidacie guaninu pomocou soli ruténia, ktoré pracuju ako redoxné mediatory;
J redoxné indikdtory vo faze roztoku, napr. hexakyanokomplexy zeleza, ktoré podavaju

informaciu o kvalite pokrytia elektrodového povrchu.

Interakcie hostitel’ — host’

Ako jedna z najdolezitejSich biomolekul je DNA vystavena interakcidm s najroznejSimi
molekulami. Vyskum tychto interakcii ndm moéze pomoct pochopit’ molekularne zéklady zivota,
moze sa vyuzit v molekulovej diagnostike ¢i pri vyvoji lieCiv. Na tento ticel sa tradi¢ne vyuzivaju

hlavne fluorimetrické metody. Tieto techniky su sice vysoko citlivé, vyzaduju vSak excitaciu
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laserom a spektroskopické zariadenie. Elektrochemické ponukaji elegantni, citlivi a pomerne

lacnu alternativu tychto metod.

Cinnost’ niektorych polutantov a protinadorovych lie¢iv v Zivych organizmoch je tiez
zalozend na ich interakcii s DNA. Elektrochemické spravanie tychto latok v pritomnosti DNA
v roztoku alebo na DNA modifikovanej elektrode moéze pomdct objasnit’ mechanizmus ich
interakcie a zistit, ¢o spdsobuje ich toxicitu, pripadne pomdct pri navrhovani novych lieciv.
NavySe interakcie hostitel' - host’ prebichajice na elektrochemickych prevodnikoch, lepsie
napodobiiuju podmienky in vivo. Tieto interakcie mozno tiez vyuzit pre bioanalytické ucely,
konkrétne pre rozliSenie a monitorovanie doélezitych zlucenin ako cielovych analytov. Pred

samotnym stanovenim sa latky akumuluji vo vrstve DNA ako elektrodového modifikatora.

Redoxné indikatory a katalyzatory DNA

Redoxné indikatory DNA st elektrochemicky aktivne latky s nizkou molekulovou hmotnostou,
napr. komplexy kovov s aromatickymi ligandami, ako komplex Co(III) s tris-(1,10-fenantrolinom)
alebo tris-(2,2 -bipyridylom), organické farbiva ako metylénovd modra alebo antracyklinové
antibiotika ako je daunomycin. PouZzivajui sa ako pre stanovenie mnozstva DNA, tak aj pre zistenie
zmien v jej Strukture. Mo6Zu sa tiez vyuzit' ako kompetitivne ¢inidla pri stanoveni elektrochemicky
inaktivnych latok. Na DNA modifikovanej elektrode by mal indikator poskytovat’ dobre vyvinuty
elektrochemicky signal pri nizkych hodnotach potencialu. Tento signal musi byt signifikantne
vys$i nez signal indikatora neSpecificky adsorbovaného na povrchu nemodifikovanej elektrody
(obr. 7.5). Pre detekciu sa vyuzivaju voltampérometrické metddy alebo chronopotenciometria pri

konstantnom prude.

Pouzitie redoxnych katalyzatorov DNA spociva v ich reakcii s DNA bazami, najcastejSie
guaninom. Redoxnymi katalyzatormi mozu byt komplexy prechodnych kovov, napr. Ru(bpy);”"

(bpy = 2, 2’- bipyridyl). Komplex Ru(bpy);”" sa oxiduje na elektréde na Ru(bpy);’":
Ru(bpy)s”” ———>  Ru(bpy);’ +¢

a nasledne reaguje s DNA, pricom vznika guaninovy radikal DNA(guanin,,):
Ru(bpy);’" + DNA(guanin) —  Ru(bpy);>" + DNA(guaniny,) + H"

Elektrochemicka recyklacia Ru(bpy)s®" poskytuje zvyseny voltampérometricky signal oproti
signalu samotného Ru(bpy);®" alebo samotného guaninu DNA. Pradovy signél je tym vacsi, ¢im

VAcCSi je rozsah tejto reakcie.
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Obr. 7.5:  Signdl elektrochemického indikdtora [Co(phen);]’* ziskany na DNA modifikovanej
»Screen-printed“ elektrode (1) a na nemodifikovanej ,,screen-printed* elektrode (2)

Poskodenie DNA

Struktarne poskodenie DNA moze viest ku vzniku mutacii a $kodlivych transformécii, ktoré mozu
sposobit’ vznik chordb ako je rakovina ¢i cysticka fibroza. Preto je potrebné detegovat’ poskodenie
DNA vyvolané vplyvom mutagénov, karcinogénov, priemyselnych polutantov a ich metabolicky
aktivovanych produktov. Chemické zluceniny (reaktivne zluceniny kyslika, chemické nukleazy,
karcinogény, protinadorové lieCiva) ako aj ionizujice ziarenie mozu poSkodit DNA rdznymi
spOsobmi (napr. alkylacia, oxidacia, zlomy vlakien), priCom sa meni elektroaktivita DNA a iné
detekcné signaly. DNA biosenzory mozno vyhodne pouzit’ pri sledovani tychto zmien. Z baz DNA
sa najlahSie oxiduje guanin, kde hlavnym produktom reakcie je 8-oxoguanozin - vysoko
mutagénny a dolezity ukazovatel’ oxidacného poSkodenia DNA. Pre jeho sledovanie mozno vyuzit’

napr. komplex [Os(bpy)s]*", ktory selektivne oxiduje 8-oxoguanin, ale nie guanin.

Oxidacny stres v 'udskom organizme zahffia oxidaciu biomolektl reaktivnymi zlu¢eninami
kyslika (ROS), menovite volnymi radikalmi, napr. hydroxylovymi. Odhaduje sa, Ze jedna I'udska
bunka je vystavena asi 10° napadnutiam hydroxylovymi radikalmi a inymi podobnymi latkami za
deii. Permanentna modifikacia genetického materialu vynikajuca z oxidacného poskodenia je
prvym krokom ku vzniku rakoviny, mutécii a starnutiu. Vplyv volnych radikdlov na DNA moZzZno

sledovat’ aj pomocou DNA biosenzora. Reaktivne prostredie v bunke simuluje tzv. Stiepna zmes,
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ktora obsahuje chemikalie produkujice volné radikaly. NajbeznejSimi zlozkami Stiepnej zmesi st
kyselina askorbova, peroxid vodika a kation kovu (Fe*", Cu®"). Prisluiné reakcie su zname ako
Fentonova reakcia a volné hydroxylové radikaly vznikaju pri reakcii ionu kovu s peroxidom

vodika:

Fe’' +H,0, —— Fe*' + *OH + OH"

Pri inkubacii DNA biosenzora v $tiepnej zmesi je DNA vystavena vplyvu uvedenych volnych ra-
dikalov a jej Struktirne poSkodenie (degradaciu) mozno detegovat’ vyssie spomenutymi metdodami

(pomocou redoxného indikatora DNA alebo sledovanim signalu guaninu).

Na druhej strane mozno elektrochemické DNA biosenzory vyuzit' aj na hodnotenie antioxidantov.

%6

V ich pritomnosti v Stiepnej zmesi su schopné ,,vychytavat*™ ROS a v zavislosti od ich antioxi-
dacnej aktivity viac ¢i menej chranit’ DNA pred poskodenim, ¢o sa prejavi na vel'kosti jej elektro-
chemického signalu. Takto sa hodnotila napr. antioxidacna aktivita Cajovych extraktov (obr. 7.6),
ktoré st zname vysokym obsahom antioxidantov. Extrakty ¢ajov sa pripravili vo vriacej a 70 °C
vode. DNA biosenzor sa inkuboval 5 min v §tiepnej zmesi obsahujucej CuSQO,, kyselinu askorbo-
vi, H,O, a 50 % extrakt ¢aju vo fosfore¢nanovom tlmivom roztoku. Poskodenie DNA sa hodnotilo

pomocou [Co(phen);]’" ako podiel DNA (I/Iy), ktory sa zachova po inkubacii biosenzora

v pritomnosti extraktu caju.

7.2.4 Biosenzory obsahujuce polyméry s molekulovymi odtla¢kami

MIP sa stale castejSie vyuzivaji v analytickej chémii. Pontkaju tvorbu receptorov s presne
definovanou velkostou a tvarom. Su lacné, na rozdiel od prirodnych materialov maju dobri
chemicku, mechanickl a termalnu odolnost. Dodnes sa vSak prevazne vyuzivaju v separacnych

metoddach.

Imobilizacia MIP na povrchu elektrochemického prevodnika

Pri priprave elektrod modifikovanych s MIP sa vyuziva niekol’ko sposobov:

. Polymerizacia in situ — je najjednoduchSi a najleps$i spdsob imobilizacie. Spociva
v elektrosyntéze MIP priamo na povrchu senzora. Vyhodou je moznost’ integracie kroku
imobilizacie do procesu masovej produkcie.

U Pokrytie povrchu — obycajne sa pouziva pre optické prevodniky, ale mozno ju vyuzit’ aj pri
priprave elektrochemickych biosenzorov. Umoznuje vytvorit' na povrchu tenky film MIP
predtym rozpusteného vo vhodnom rozpustadle. Vrstva MIP sa m6ze na povrch senzora

naniest’ aj manualne.
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Obr. 7.6:  Antioxidacnd aktivita extraktov cajovpripravenych pri roznej teplote, hodnotend
prostrednictvom relativneho prudu [Co(phen) 3]3 " na DNA modifikovanej ,,screen-
printed* elektrode

. Zachytenie MIP — realizuje sa zachytenim v géloch alebo membranach. Tato metoda sa casto
vyuziva pri modifikacii elektrochemickych prevodnikov. Moéze sa tiez pouzit inertny
polymér ako PVC.

. Kompozity MIP — spoc¢iva v zmieSani MIP s materidlom elektrody, najcastejsie grafitom.
Vyhodou je, Ze vizbové miesta a vodivé Castice su v tesnom kontakte. Rychla a jednoducha
regeneracia mechanickym ocistenim povrchu elektrody je tiez vel'kou vyhodou.

Potenciometrické a idnovoselektivne elektrody (ISE) tiez modzu sluzit ako prevodniky MIP

biosenzorov. Tento pristup vyzaduje imobilizaciu MIP v selektivnej membrane ISE. Vyhodou je,

Ze v pripade potenciometrickych senzorov nie je nutné vymyvat templat, ¢im sa zabrani strate

vazbovych miest MIP.

Detekéné schémy

Ako pri inych typoch biosenzorov, aj v pripade MIP biosenzorov mozno vyuzit' konduktometrika
detekciu signalu. Konduktometrické prevodniky sa vyuzivaju spolu s permselektivnymi
membranami. Konduktometrickd cela m6ze pozostavat’ z dvoch platinovych elektréd oddelenych

membranou MIP. Zaznamenava sa zmena vodivosti membrany bez pritomnosti analytu a s nim.
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Interakcia analytu s polymérom vedie ku konformacnej reorganizacii polymérnej Struktary, Co
ovplyviiyje difuiziu i6nov a protiidnov. Zvysena koncentracia analytu potom vedie k zniZeniu odporu

membrany.

Pomocou voltampérometrickych technik moézeme detegovat elektroaktivne ako aj
elektroinaktivne analyty v réznych usporiadaniach:

. »Sutazenie“ medzi elektroaktivnym analytom a elektroinaktivnym kompetitorom
monitorované chronoampérometricky. Prvym krokom je meranie signalu zakladného
elektrolytu. V druhom kroku sa prida elektroaktivny analyt a tento sa akumuluje na povrch
MIP biosenzora. V tretom kroku sa prida elektroinaktivny analyt, ktory selektivne nahradi
analyt akumulovany v MIP. Metoda sa méze realizovat’ aj s vymenou roztokov, t. j. v prvom
kroku sa elektroaktivny analyt selektivne viaze na biosenzor, potom elektrodu oplachneme
aprenesieme do Cistého tlmivého roztoku. Zmeria sa elektrochemicky signal napr.
diferencnou pulzovou voltampérometriou (DPV). V d’alSom kroku sa prida elektroinaktivny
kompetitor. Pozoruje sa narast prudového signalu v doésledku uvoliiovania elektroaktivneho

analytu do objemu roztoku a jeho elektrickej premeny.

J Ak je analyt elektroinaktivny, MIP biosenzor sa ponori do roztoku obsahujuceho
elektroaktivny kompetitor a analyt. Po inkubacii sa biosenzor prenesie do Cistého elektrolytu
a mnozstvo viazaného elektroaktivneho kompetitora sa zmeria napr. metédou DPV. Pri ingj
metéde sa najskor zmeria elektrochemicky signal elektroaktivneho kompetitora za
nepritomnosti analytu. V druhom kroku sa podobny experiment vykona s elektroinaktivnym

analytom.

Vo vSeobecnosti mozno detekéné schémy elektrochemickych merani pomocou MIP
senzorov rozdelit do dvoch skupin: na tie, ktoré vyzaduju extrakciu templatu a tie, ktoré ju
nevyzaduju (obr. 7.6). Analyticky signal moze pochadzat’ priamo od analytu (priame meranie),

elektrochemickej sondy alebo od kompetitivnej Castice (nepriame meranie).

7.3 Zaver

Biosenzory sa intenzivne Studuju takmer pol storocia, avSak len maly pocet z nich je komeréne
dostupnych. Moznost’ pripravy biosenzorov s vys$§im vykonom pre spolahlivé a kontinualne
vyuzitie je stale velkou vyzvou. Inovacie v oblasti biosenzorov sa sustred’uju hlavne na nasledovné

oblasti:
U nové imobiliza¢né schémy a nové citlivé materialy schopné zlepsit' rozliSovacie moznosti

biosenzorov hlavne v analyze komplexnych environmentalnych a klinickych vzoriek. Jedna

sa hlavne o aplikaciu nanomaterialov;
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Bez extrakcie templatu — potenciometrické, kapacitné merania

signal
prevodnik MIP ) g
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S extrakciou templatu — voltampérometrické, ampérometrické, potenciometrické,

konduktometrické, kapacitné

Obr. 7.6:  Rozne stratégie merani pomocou MIP

J pouzitie novych prevodnikov, priprava novych elektrodovych materialov;
. miniaturizacia, mikrofabrikécia a multisenzorova analyza zahiia hlavne vyvoj bioCipov;
. on-line merania, merania v realnom case a in vivo merania vyzaduju pripravu biosenzorov

odolnych voci extrémnym prostrediam,;
. pokroky vo vyvoji biomimetickych materidlov umoznujtcich ,,usit na mieru” potrebny

biosenzor.
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8.1 Uvod

Od roku 1922, kdy Jaroslav Heyrovsky vynalezl polarografii, nachazeji elektrochemické metody
uplatnéni pfi analyze Sirokého spektra latek véetné biomakromolekul. Zatimco prvni polarograficka
méteni bilkovin byla provedena jiz ve dvacatych letech, pocatek elektrochemie nukleovych kyselin
spada do druhé poloviny padesatych let minulého stoleti. Emil Palecek na brnénském Biofyzikal-
nim Gstavu CSAV tehdy jako prvni pozoroval, ze DNA poskytuje na rtutové elektrodé charakteris-
tické polarografické signaly [1]. Pozd¢ji se ukazalo, ze tyto signaly mohou slouzit nejen k identifi-
kaci a stanoveni DNA, ale i ke studiu jeji struktury, interakci, poSkozeni apod. Zpocatku byl vyvoj
elektrochemie DNA limitovan jednak tehdejs$i analytickou instrumentaci a metodologii, jednak
omezenou dostupnosti dobfe definovaného experimentalniho materialu. V osmdesatych letech
a zejména na prelomu dvacatého a jednadvacatého stoleti se vSak tato situace vyrazné zménila.
Diky pokroku v oblasti chemické syntézy oligonukleotidl a v oblasti genového inzenyrstvi se staly
dostupné presné¢ definované vzorky nukleovych kyselin. V soucasné dobé neni problém ziskat
v dostate¢ném mnozstvi a Cistot¢ useky DNA vytvarejici rizné sekundarni a terciarni struktury
i fragmenty genl odpovédnych za urcité¢ funkce bun¢k. Moderni elektroanalytickd instrumentace
anové typy pracovnich elektrod umoziuji vyuziti celé Skaly technik a experimentalnich pfistupi
(o nékterych z nich pojednavaji jiné kapitoly té€chto skript). Jednim z hlavnich cili soucasného
vyzkumu v oblasti elektrochemie biomakromolekul je vyvoj elektrochemickych biosensorti, které
by umoznovaly rychlou a citlivou detekci poskozeni genetického materialu, interakci DNA s geno-
toxickymi latkami ¢i 1é¢ivy, identifikaci specifickych nukleotidovych sekvenci, mutaci v urcitych
mistech genomu apod. Predpoklada se, ze takovato zatizeni mohou v budoucnu nalézt praktické
uplatnéni v biomedicing (napt. molekularni diagnostika zalozena na hybridizaci DNA), v ekotoxi-
kologii (detekce genotoxickych latek v zivotnim prostiedi), ve vyvoji 1éCiv aj. Tato kapitola je ve-
novana struénému vykladu zakladnich principti elektrochemie DNA a moznostem jejiho vyuziti pii

analyze poskozeni a hybridizace DNA.

8.2 DNA - struktura a elektrochemické vlastnosti

Abychom pochopili ptivod a charakter elektrochemickych odezev DNA na riznych elektrodach, je

uzite¢né pripomenout si zakladni vlastnosti této makromolekuly zajistujici uchovani, pienos a ex-
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presi genetické informace (obr. 8.1). Zakladnimi stavebnimi kameny DNA jsou dusikaté baze, cu-
kerna slozka (2-deoxyribosa) a kyselina fosforecna. V DNA se vyskytuji ¢tyfi zékladni baze: pyri-
midinové derivéty cytosin (C) ' a thymin (T) a purinové derivaty guanin (G) a adenin (A) (obr.
8.1A). Baze jsou N-glykosidickou vazbou spojeny se zbytkem deoxyribosy a tvofi tak nukleosidy
(ty se podle piisluiné baze nazyvaji cytidin, thymidin, guanosin a adenosin ?). Estery nukleosid
s kyselinou fosfore¢nou se nazyvaji nukleotidy. Polykondenzaci jednotlivych nukleotidi prostied-
nictvim fosfodiesterové vazby mezi hydroxylovou skupinou na uhliku 3’ jednoho nukleosidu *
a hydroxylovou skupinou na uhliku 5° druhého nukleosidu vznikaji polynukleotidové fetézce (na
obr. 8.1B je zobrazen jeden nukleotid, resp. nukleosid 3’-fosfat, s naznacenim vazeb k dal§im
nukleotidim). Dva antiparalelné orientované (ve smyslu polarity 5’-3” dané orientaci cukernych
zbytkll) polynukleotidové fetézce mohou vytvofit dvousSroubovicovou strukturu za predpokladu, Ze
poradi jednotlivych nukleotidii (bazi) spliuje podminku vzajemné komplementarity na principu

parovani bazi — cytosinu vzdy s guaninem a thyminu s adeninem (obr. 8.1C).

DNA muZe zaujimat rizné sekundarni a terciarni struktury v zavislosti na konkrétni sekvenci
nukleotidl, na topologii polynukleotidovych fetézcl a na vnéjsich podminkach [2]. Za nejbéznéjsi
strukturu, typickou pro DNA o primérné sekvenci pii fyziologickych podminkach, je povazovana
tzv. B-forma pravotocivé dvousroubovice (pfiblizné ji vystihuje schéma v obr. 8.1D). Byla vSak
popsana fada dalSich pravotocivych a levotoc¢ivych dvousroubovic, tfifetézcovych, Ctyitetézcovych
(a dokonce 1 vicetetézcovych) forem DNA, vlasenkovych a kiizovych struktur, a také nadSroubovic
(Sroubovic vyssiho fadu). U nékterych z téchto struktur jsou znamy nebo alesponi predpokladany

specifické biologické funkce.

Objev zakladnich principt struktury DNA (James Watson a Francis Crick v roce 1953)
predstavoval zcela zasadni prilom v dal§im vyvoji biologickych véd, nebot’ umoznil pochopit me-
chanismy, jakymi je uchovavana genetickd informace, jak je pfedavana dcefinnym buiikam (po-
tomstvu) a jakym zpdsobem je vyjadiena (exprimovana) ve struktuie a funkci bilkovin. Princip
komplementarity bazi a schopnost tvofit dvousroubovici umoznuje syntetizovat jeden fetézec DNA
podle druhého (replikace), molekuly RNA podle pfedlohy DNA (transkripce) nebo naopak (reverz-

ni transkripce) a uplatiiuje se i pfi syntéze bilkovin (translace).

Zkratky pouzivané v tomto textu: C - cytosin; A - adenin; T - thymin; G - guanin; HMDE - visici rtutova
kapkova elektroda; AgSAE - elektroda z pevného stiibrného amalgamu; DME - kapajici rtutova
elektroda, LSV - voltametrie s linearni polarizaci; CV - cyklicka voltametrie; SWV - | square-wave*
voltametrie; DPP (DPV) - diferen¢ni pulsni polarografie (voltametrie); CPSA - chronopotenciometricka
rozpoustéci analyza konstantnim proudem; ACP (ACV) - polarografie (voltametrie) se stiidavou slozkou
potencialu; AdTS - adsorptivni pfenosova rozpoustéci (voltametrie); ss - jednofetézcova (DNA); ds -
dvoufetézcova; sc - nadSroubovicova, oc - oteviend kruznicova; ssb - jednotetézcovy zlom; Os,L -
komplex oxidu osmicelého s dusikatym ligandem; Os,bipy - complex OsOys 2,2’-bipyridylem.
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Obr. 8.1:  Zakladni stavebni kameny DNA a jeji struktura

(A): pyrimidinové a purinové baze (R oznacuje vodik, pokud jde o volné baze, nebo zbytek
deoxyribosy, pokud je baze vazana v nukleotidu, viz B); (B): deoxynukleotid s vyznac¢enymi
atomy uhliku 3° a 5° a s nazna¢enim vazeb k dal$im nukleotidim v polynukleotidovém fetézci;
(C): Watsonovo a Crickovo parovani bazi zprostfedkované vodikovymi vazbami; pismenara o
oznacuji mista primarni elektrochemické redukce, resp. oxidace bazi; (D): schéma
dvousroubovice DNA tvofené dvéma komplementarnimi antiparalelnimi polynukleotidovymi
fetézci. Povrch dvousroubovice tvoii cukrfosfatova pater, pary bazi jsou skryty uvnitt,
orientované (u pravotocivé B-formy) pfiblizné kolmo na jeji osu.

Elektrochemicka aktivita DNA je odvozena od elektrochemickych vlastnosti jejich zaklad-
nich stavebnich kament [3-5]. Baze adenin, cytosin a guanin jsou redukovatelné na rtutové elek-
trod¢ (a také na elektrodach ze stfibrnych amalgdmi; s jinymi elektrodami nelze redukci téchto
bazi pozorovat kviili nedostatecnému piepéti vodiku). Volny adenin a cytosin poskytuji dva oddé-
lené redukéni signaly; naproti tomu redukce téchto bazi v DNA je spojena se vznikem jediného
piku (v neutralnim prostiedi a v pfitomnosti amonnych iontfi pii potencialu okolo —1,5 V ). Pokud
je tento signal méfen pomoci voltametrickych metod nebo CPSA, byva obvykle oznacovan jako
pik CA (eytosin + adenin, obr. 8.2); ve spojeni s polarografickymi technikami je pro signal odpo-
vidajici redukei C a A v jednotetézcové DNA pouzivano oznaceni pik III (viz tab. 8.1). Nedavno se
podafilo rozlisit signaly C a A v DNA, resp. v syntetickych oligonukleotidech, pomoci tzv. elimi-

nac¢ni voltametrie [6] (viz kap. 12). Ma-li dojit k redukci guaninu, je nutné na rtutovou (amalgamo-

Presnéji feceno jde o deoxynukleosidy, obsahujicich na rozdil od ribonukleosidi jako cukernou slozku
ribosu; ty pfedstavujici monomerni jednotky RNA. Pfedpona deoxy- se pouziva i ve spojeni ,,deoxycyti-
din“ apod.

V nukleotidech v nukleovych kyselinach jsou atomy ve zbytku baze ¢islovany 1,2, 3... avcukru 17,2°,3"...
Vsechny udaje o potencialech v tomto textu jsou vztazeny k nasycené kalomelové elektrodé.
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vou) elektrodu vlozit jesté negativngjsi potencial (<—1,6 V). Signal spojeny s touto reakci nelze
pfimo méfit; protoze je vSak redukce guaninu chemicky reverzibilni reakce, je mozné produkt této
reakce (7,8-dihydroguanin) elektrochemicky oxidovat zpét na guanin [3-5]. Pfislusny signal se
vyskytuje pii potencialu okolo —0,3 V (pik G, obr. 8.2). K elektrochemické oxidaci purinovych
bazi dochazi pii pomérné vysokych pozitivnich potencidlech (v zavislosti na podminkéach okolo
+1,0 az +1,1 V pro guanin a +1,2 az +1,3 V pro adenin; viz obr. 8.2 a tab. 8.1) Anodické signaly

téchto bazi lze nejlépe méfit na riznych typech uhlikovych elektrod [4, 5].

b cukrfosfatova + 9
aze pater
3 pater guanin % guanin adenin
" Gox on
1 G
2 1
1A J\\— ‘_//\,/\_,
L TRV RN
-~ ’l \/ N — -
T T S====" T
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rtutové a
amalgamové uhlikové elektrody
elektrody
CA
cytosin + adenin _

Obr. 8.2:  Schematicky piehled elektrochemickych signalii, které poskytuje DNA na rtut’ovych
a uhlikovych elektroddch

Plnou carou jsou znazornény signaly faradické (redukce a oxidace), carkovanou tensametrické
(adsorpce/desorpce). Dalsi detaily jsou uvedeny v textu a v tab. 8.1

DNA je na povrsich elektrod v Sirokém rozmezi potenciald siln€ adsorbovana (toho 1ze prak-
ticky vyuZit pro jeji adsorptivni akumulaci a pro jednoduchou piipravu elektrod modifikovanych
nukleovymi kyselinami, viz dale). Adsorpéné-desorpéni déje, jimz DNA podléha na rtutovych
(a n€kterych amalgamovych) elektrodach pii vkladani negativnich potencialti, davaji vzniknout tzv.
tensametrickym (kapacitnim) signalim. Ty mohou poskytovat fadu cennych informaci o vlastnos-
tech DNA na povrchu elektrody [3-5]. JelikoZ jsou molekuly DNA za béznych podminek zaporné

nabité, dochazi pti vloZeni negativniho potencialu na elektrodu k jejich elektrostatickému odpuzo-
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véni, které miize mit za uréitych podminek za nasledek jejich desorpci nebo reorientaci °. Pfitom se
meni diferencidlni kapacita elektrodové dvojvrstvy a objevuji se zminéné tensametrické piky. Cha-
rakter této odezvy zavisi na tom, které slozky molekul DNA se adsorp¢né-desorpcnich déja ucast-
ni. Useky DNA, které jsou na povrchu elektrody adsorbovany prostiednictvim negativné nabité
cukr-fosfatové patete, podléhaji segmentalni desorpci okolo potencidlu —1,2 V (poskytuji pfitom
signal oznacCovany jako pik 1, obr. 8.2, tab. 8.1). Pokud se adsorpce molekul DNA na elektrodovém
povrchu ucastni hydrofobni zbytky bazi (ty maji relativné vétsi afinitu ke rtuti a mensi tendenci
prechazet do vodného prostiedi), dochazi k jejich desorpci pii vyrazné negativnéjSich potencialech

(az—1,43 V, kde se objevuje tzv. pik 3, obr. 8.2).

Elektrochemické chovani nukleovych kyselin je zavislé na tom, do jaké miry mohou jejich
baze interagovat s povrchem elektrody, at’ jiz formou odevzdavani ¢i ptijimani elektronti (redukece,
oxidace), nebo formou adsorpéné-desorpcnich procest. Pristupnost zbytkli bazi v DNA je pfitom
siln¢ zavisla na jeji struktufe. V,nativni“ (dvoufetézcové, ds) DNA jsou baze skryty uvnitt
dvousroubovice (obr. 8.1) a tudiz nemohou volné komunikovat s prostfedim ani s povrchem
elektrody. Naproti tomu v ,,denaturované*, jednotetézcové (ss) DNA jsou baze volné piistupné. V
dasledku toho se elektrochemické odezvy nativni a denaturované DNA na rtutové elektrodé v
neutralnim prostfedi vyrazng lisi: zatimco denaturovana DNA poskytuje vyrazny redukéni pik CA
(polarograficky pik III) i kapacitni pik 3, nativni dvousroubovice se za uréitych podminek muze
v obou ohledech jevit jako prakticky inaktivni. Jakmile vSak dojde ke zméné struktury DNA, ktera
je spojena se zvySenim pfistupnosti zbytkli bazi, projevi se to na jejich elektrochemickych
signalech (tab. 8.1). Méfeni na rtutovych elektrodach umoziuji sledovat malé zmény ve struktute
dsDNA s vysokou citlivosti. Tyto zmény se mohou na elektrochemické odezvé projevit nejen
kvantitativné (zménou intenzity jednotlivych pikil), ale i kvalitativné (rizné formy DNA poskytuji
piky pfi riznych potencialech) [3-5, 7]. Napf. distortované oblasti dvousroubovice, ve kterych ale
zUstavaji baze parovany, davaji v mirn€ alkalickém prostiedi tzv. pik 2 (okolo —1,3 V), na rozdil od
usekll s nesparovanymi bazemi (ty poskytuji pik 3 pii cca —1,4 V, ktery je specificky pro ssDNA).
Podobné pii méteni redukénich signalt DNA pomoci DPP v prostiedi neutralniho mravencanu
amonného lze odliSit zmény, pfi kterych se objevuji nesparované baze (poskytujici pik III) od zmén
,preddenaturacnich® ¢i takovych deformaci dvousroubovice, pii kterych zistavaji baze sparovany
(pik II, viz tab. 8.1). Na zakladé¢ riznych potenciali tenzametrickych signalti lze odlisit i
nesparované useky uvniti kovalentné uzavienych kruznicovych molekul DNA (v tzv. negativné

nadsroubovicové DNA, scDNA) od jednotetézcovych tisektit DNA s volnymi konci [3].

V oblastech dostatecné zapornych i kladnych potenciali jsou z povrchu elektrod desorbovany i elektrone-
utralni molekuly (v disledku vytésiiovani ionty zakladniho elektrolytu, které jsou k opacné nabitému po-
vrchu pfitahovany). V piipadé DNA ovSem hraje jeji negativni naboj v adsorpcné-desorpcnich déjich
vyraznou tlohu.
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Tab. 8.1:  Polarografické a voltametrické signdly nemodifikované (neznacené) DNA
Oznaceni | Pracovni | Potencial Obvykla Obvykle Odpovidajici dé&j Citlivost ke
signalu | elektroda | (V), cca, | elektrochem. pouzivané struktuie DNA
vs. SCE technika prostiedi
pik CA | HMDE, -1,5 LSV, CV AFP? redukce cytosinu specificky pro
AgSAE a adeninu ssDNA"
pik G HMDE, -0,3 CV, SWV oxidace 7,8-dihydro- | relativné mala
AgSAE AFP' guaninu*
pik G** | uhlikové +1,0 DPV, SWV, |0,2M octan oxidace guaninu relativné mala
elektrody CPSA sodny, pH 5,0
pik A®* | uhlikové +1,2 DPV, SWV, |[0,2M octan oxidace adeninu relativné mala
elektrody CPSA sodny, pH 5,0
pik I DME -1,1 DPP AFP' adsorpce/desorpce zadna
cukrfosfatové patere
pik II DME -1,4 DPP AFP’ redukce cytosinu specificky pro
a adeninu dsDNA
pik 11T DME -1,5 DPP AFP' redukce cytosinu specificky pro
a adeninu ssDNA
pik 1 DME, -1,2 ACP, ACV | 0,3M-NaCl + adsorpce/desorpce zadna
HMDE, 0,05M-NaHPO, | cukrfosfatové patere
AgSAE
pik 2 DME, -1,3 ACP, ACV |0,3M-NaCl + adsorpce/desorpce specificky pro
HMDE 0,05M-NaHPO, | distortovanych dsDNA
ds-useki
pik 3* DME, -1,38 | ACP,ACV |0,3M-NaCl + adsorpce/desorpce specificky pro
HMDE 0,05M-NaHPO, | bazi ss-useky v scDNA
pik 3 DME, -1,43 |ACP,ACV |0,3M-NaCl + |adsorpce/desorpce | specificky pro
HMDE, 0,05M-NaHPO, |bazi ssSDNA*
AgSAE

+

0,3M mravencan amonny, 0,05M fosfore¢nan sodny, pH 6,8-7,0.

7,8-Dihydroguanin je produkt redukce guaninu na HMDE (AgSAE) pfi potencidlech <—-1,6 V.
" Na HMDE (AgSAE) poskytuji za ur¢itych podminek pik 3 i dsSDNA s volnymi konci, viz text.

Oxida¢ni signaly purinovych bazi na uhlikovych elektrodach jsou ke strukture DNA

mnohem méng¢ citlivé. Rozdily v odezvach nativni a denaturované DNA na uhlikovych elektrodach
jsou pomérné malé a jemnéjsi zmeény struktury DNA je obtizné postihnout [4, 5, 7, 8]. Tato nizsi
citlivost ke struktuife DNA, ve srovnani se signilem souvisejicim s redukci C a A na rtutovych
elektrodach, je zplsobena rozdilnou pfistupnosti atomti (skupin) podléhajicich elektrochemické
oxidaci nebo redukci v dvousroubovici DNA. Jak je naznaceno v obr. 8.1C, podileji se primarni
redukéni mista C a A na tvorbé vodikovych vazeb ve Watsonovych a Crickovych parech a jsou
tedy skryta uvnitf dvousroubovice, zatimco primarni oxida¢ni mista obou purinovych bazi jsou
relativné dobfe ptistupnd pies maly (u adeninu) nebo velky (u guaninu) zlabek. Podobné je
relativné malo citlivy ke zménam struktury DNA 1 signal guaninu méteny na HMDE nebo AgSAE

(ptislusna elektroaktivni skupina, atomy N7 a C8, lezi rovnéz ve velkém zlabku dvousroubovice).
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Na rtutové elektrodé za urCitych podminek dochazi k jevu, ktery lze charakterizovat jako
»potencialem indukovanou povrchovou denaturaci nebo ,,odvijeni dvousroubovice na elektricky
nabitém povrchu®. V neutralnim prostfedi lze tento jev pozorovat mezi cca —1,0 a —1,3 V (s
maximem okolo —1,2 V) — tzv. oblast U (z angl. unwinding, odvijeni). Jeho dtsledkem je to, Ze
vyse zminénych kvalitativnich rozdili mezi chovanim dsDNA a ssDNA (zejména absence piku CA
a piku 3 v odezvach dsDNA) lze dosdhnout pouze za urCitych podminek (napt. v DPP nebo ACP
pracujici s DME pfi malych zménach potencialu béhem doby kapky, ve voltametrickych
technikach s rychlou polarizaci nebo pfi méfeni ve sméru ,,od negativnich do pozitivnich
potenciala®). Jestlize se totiz HMDE s dsDNA na povrchu polarizuje od pozitivnich do negativnich
hodnot, ,,prochazi* elektroda oblasti U pred tim (okolo —1,2 V), nez je dosaZeno potenciall, pfi
nichZ se objevuji piky specifické pro ssDNA (1,4 az —1,5 V). Pti pomalé polarizaci (napt. v ACV
10 a7 20 mV s™') je DNA vystavena potencialiim oblasti U po dobu dostate¢nou k tomu, aby byla
podstatna ¢ast dvousroubovice denaturovana, a v dusledku toho se objevi zminéné piky. To mlze
analyzu DNA na jedné stran¢ komplikovat, na stran¢ druhé lze ale tohoto jevu vyuzit pfi detekcei

poskozeni DNA (viz ¢ast 8.5.1).

8.3 Elektrody modifikované DNA a elektrochemické DNA biosensory

Nukleové kyseliny se na povrch rtutovych a nékterych amalgamovych a uhlikovych elektrod velmi
pevné adsorbuji (v rozmezi béznych pracovnich potenciall prakticky ireverzibiln€). Diky tomu je
mozno jednodusSe pfipravit elektrody modifikované DNA: postaci pracovni elektrodu na nékolik
minut ponofit do jejiho roztoku [4, 5]. Poté je mozné elektrodu s adsorbovanou vrstvickou DNA
oplachnout a ptenést do elektrochemické nadobky, kde je nasledné provedeno méieni. Tento
postup, ktery byl jako ,,adsorptivni pfenosova rozpoustéci (AdTS) voltametrie® poprvé pouzit v
polovingé osmdesatych let, znamenal z nékolika hledisek prilom v moznostech elektrochemie
nukleovych kyselin. DNA lze totiz na povrch elektrod adsorbovat pfi otevieném proudovém
obvodu z nékolika malo mikrolitrli roztoku, coz umoziuje praci se vzorky, jejichz pfiprava je
pracna nebo nakladna a jichz byvaji k dispozici pouze mala mnozstvi. Prostiedi, ze kterého je DNA
adsorbovana na elektrodu, neni omezeno pozadavky elektrochemického déje, ktery je pfi vlastnim
méfeni sledovan (napf. redukce bazi v DNA probihda v kyselém nebo v neutralnim prostiedi,
zatimco pro méfeni tensametrickych odezev je vhodnéjsi prostiedi mirn¢ alkalické). To zcela
zasadn¢ rozSifuje moznosti elektrochemické analyzy DNA, nebot’ v rezimu AdTS lze snadno
sledovat vliv slozeni média, pfitomnosti raznych specificky interagujicich latek, fyzikalnich

podminek a dalSich faktorGi na vlastnosti DNA, aniz by tyto faktory ovlivnily elektrodové déje

dava]1c1]§flz(31}(1§(§agrgn. I%Ig}ﬁ%%lxlflgrllbu vrstvou DNA na povrchu navic piedstavuje jednoduchy elek-
trochemicky biosensor, v némz pracovni elektroda je prevodnikem signalu a DNA biorekogni¢nim

prvkem (elektrochemickym bisensorim obecné je vénovana kap. 7). Jak jiz bylo feceno, zavisi
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elektrochemické chovani DNA na jeji struktufe. Jestlize tedy vystavime elektrodu modifikovanou
DNA n¢jakému ¢inidlu, které v imobilizované DNA vyvola strukturni zmény, projevi se to defino-
vanym zpusobem na méfené odezve (tohoto principu vyuzivaji napf. sensory pro poskozeni DNA
[7, 8], viz. cast 8.5). Podobn¢ lze elektrochemické DNA biosensory pouzit pro detekci molekul,
které s DNA specificky interaguji, véetné komplementarnich vlaken nukleovych kyselin (sensory
pro hybridizaci DNA, viz ¢ast 8.6), genotoxickych latek, 1é¢iv apod. Vyvojem elektrochemickych
biosensord s citlivou vrstvou DNA se zabyva tada laboratofi a neustale ptibyva publikaci (a v po-
sledni dobé¢ i patentll) vénovanych tomuto tématu. Konkrétni strategie jejich konstrukce, zejména
techniky imobilizace DNA na elektrodach, zavisi na ucelu jejich vyuziti a na materialu piislusné
elektrody. Kromé vyse zminéné fyzikalni adsorpce se Casto vyuziva chemisorpce oligonukleotidli
nesoucich na jednom z konct thiolovou skupinu na zlatych elektrodach a rizné metody kovalent-

niho ukotveni DNA na chemicky funkcionalizovanych povrsich (pfehledné [5, 9, 10]).

8.4 Elektroaktivni znacky pro DNA

DNA ma vlastni elektrochemickou aktivitu a poskytuje fadu analyticky cennych signalti bez jaké-
hokoli znaceni (viz vyse). V urcitych ptipadech je vSak pti detekci DNA vyhodnéjsi vyuzit elektro-
aktivni znacky, indikatory ¢i mediatory, pomoci nichz lze zvysit citlivost nebo specificitu analyzy
[4, 5, 10]. Na vétsin€ pevnych elektrod (uhlikovych, zlatych apod.) je mozné dosahnout spolehli-
véjsiho rozliseni jednotfetézcové a dvoutetézcové (pripadné poskozené) DNA pomoci elektroche-
micky aktivnich molekul, které jsou schopny se vazat s vysokou selektivitou na dvousroubovici
DNA. Takovych latek existuje fada, n¢které se vmezefuji (interkaluji) mezi pary bazi dvousroubo-
vice, jiné se vazou do jejich zlabkt. Pti detekci hybridizace DNA je obvykle potieba spolehliveé
odlisit cilové vlakno DNA od hybridiza¢ni sondy nebo od vznikajiciho ,,hybridu®, dvousroubovice
tvotené sondou a cilovym vlaknem (podrobné viz ¢ast 8.6), coz je na zakladé vlastnich elektroche-
mickych signalt DNA mozné pouze v nékterych ptipadech (napt. pokud jedno z vlaken DNA ne-
obsahuje elektroaktivni guaninové zbytky). Proto je vyhodné na jedno s vlaken navazat znacku
poskytujici vyraznou elektrochemickou odezvu. Mezi dosud navrzenymi elektrochemickymi znac-
kami zaujimaji zvlastni misto organické komplexy ptechodnych kovli (napt. ferrocen, komplexy
ruthenia nebo osmia), které¢ poskytuji dobie vyvinuté elektrochemické signaly [4, 5]. Vynikajicimi
elektroaktivnimi znackami jsou komplexy oxidu osmicelého (Os,L, kde L symbolizuje dusikaty li-
gand — napf. 2,2’-bipyridyl, 1,10-fenanthrolin apod., viz obr. 8.3), které se kovalentné vazou na pyri-
midinové baze v DNA. Adukty DNA s Os,L poskytuji fadu analyticky vyuzitelnych signalt na rtz-
nych typech elektrod (rtutovych, amalgamovych, uhlikovych), a to v oblastech, kde DNA sama zad-
né signaly neposkytuje (obr. 8.3). Redoxni potencialy téchto aduktl je mozné ovlivnit vybérem dusi-
katého ligandu (obr. 8.3), ¢ehoz lze vyuzit pro ,,vicebarevné elektrochemické znaceni DNA umoz-
nujici napt. paralelni hybridiza¢ni analyzu vice nukleotidovych sekvenci [11] (analogie k vicebarev-

nému fluorescen¢nimu znaceni DNA, které se vyuziva v dnes oblibenych ,,genovych ¢ipech®).
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Obr. 8.3:  Znaceni DNA komplexy oxidu osmicelého

Os,bipy - komplex OsO4 s 2,2°-bipyridylem; dT-Os,bipy - adukt Os,bipy s thyminem; dalsi
ligandy, které mohou bipy v aduktu nahradit: phen - 1,10 fenanthrolin; bpds - kyselina
bathofenantrolin disulfonova; neoc - 2,9-dimethyl-1,10-fenanthrolin (neocuproin); tem -
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED). Vpravo ¢asti ,,square-wave* voltamogramu
poskytovanych na uhlikové elektrodé nemodifikovanou DNA (1) a DNA modifikovanou
Os,bipy (2); Os,phen (3); Os,bpds (4); Os,neoc (5) a Os,tem (6); DNA je v tomto ptipade
ptredstavovana syntetickym deoxyoligonukleotidem (GAA); T,

Zvyseni citlivosti elektrochemické detekce DNA lze dosdhnout také na zaklad€é vyuziti
elektrokatalytickych déji nebo enzymii katalyzujicich pfeménu inaktivnich substrat na
elektrochemicky aktivni produkty. Elektrokatalytické déje obecné¢ umoziuji citlivéjsi méfeni,
protoze se jich obvykle ucastni vétsi pocet elektronti (coz se projevuje vétSim proudovym
signalem) nez ,,béznych* oxida¢ne-redukénich deju (pfi téch jde o jeden az n€kolik malo elektront
na jednu elektroaktivni skupinu). V piipadé elektrokatalytického déje muze jedna aktivni skupina
absolvovat velké mnozstvi cyklt, pfi nichz do reakce vstupuje latka, jiz je v prostfedi nadbytek.
Piikladem je katalytické vylucovani vodiku v pfitomnosti aduktt DNA s Os,L na HMDE a
AgSAE. ,Biokatalytickd amplifikace* signalu, vyuzivajici znaceni DNA enzymem (nejcastéji
peroxidasou nebo fosfatasou), je pristupem analogickym v tom smyslu, Ze i v tomto piipad¢ jedna
znacka (molekula enzymu) katalyzuje tvorbu velkého mnozstvi molekul elektroaktivniho
indikatoru a tim zvysSuje celkovy elektronovy vytézek (podobné jako u zndmé imunochemické

metody ELISA, pii které se obvykle vyuziva kolorimetricka detekce [4, 5, 10]).

8.5 Elektrochemicka detekce poSkozeni DNA

DNA je nositelkou dédicné informace, ktera je zakdodovana v potadi bazi (nukleotidl) predstavuji-
cich jednotliva pismena genetické ,,abecedy*. Poskozeni genetického materialu (v disledku jeho

vystaveni chemickym ¢inidlim nebo fyzikalnim faktortim, jako je ultrafialové ¢i ionizujici zafeni)
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mize mit za nasledek ztratu nebo zménu smyslu genetické informace [8]. Pod pojem ,,poskozeni

DNA* 1ze zahrnout jakékoli chemické zmény v jejich molekulach, vcetné preruseni chemickych

vazeb mezi jejimi zédkladnimi stavebnimi kameny (tj. fosfodiesterovych a N-glykosidickych), sub-

stituce atoml nebo funk¢nich skupin ve zbytcich bazi (napt. deaminace, alkylace), oxidativni mo-

difikace, adi¢ni reakce (fotochemicky indukovana tvorba pyrimidinovych dimerd) aj. Piiklady nej-

CastéjSich produkti poskozeni DNA jsou uvedeny v obr. 8.4. Protoze béhem Zivota organismu do-

chazi k mnoha udalostem vedoucim k poskozeni DNA, disponuji buniky nékolika u¢innymi repa-

racnimi systémy slouzicimi k jejim opravam. Ty v8ak mohou v ptipadé masivniho nebo opakova-

ného poskozeni genetického materialu selhat. Za takovych podminek mize byt geneticka informa-

ce buiiky trvale pozménéna (mutovana °), coz miize vést ke ztraté funkce jednotlivych gent a ke

vzniku vaznych onemocnéni (napt. rakoviny).

Obr. 8.4:
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Piiklady nejcastéjSich produktii poSkozeni DNA

Jednofetézcové a dvouretézcové zlomy vznikaji v disledku hydrolyzy fosfodiesterové vazby
nebo poskozeni cukerného zbytku (napf. ptisobenim kyslikovych radikalti), abazicka mista (tj.
mista chybéjicich bazi) v disledku preruseni N-glykosidické vazby (spontanni nebo enzymem
katalyzovana hydrolyza, ¢asto po chemické modifikaci ptislusné baze)

Produktt poskozeni bazi je Siroké spektrum - napt. produkty alkylace (1, 2), oxidativniho
poskozeni (3, 4), deaminace (5, napf. ptisobenim hydrogensifi¢itanu nebo kyseliny dusité).
Pusobenim ultrafialové slozky sluneéniho zafeni vznikaji mj. pyrimidinové dimery (6). Dalsi
typy aduktd se tvofi po vystaveni DNA nékterym protinadorovym 1é¢iviim (napf. cisplating —
7) nebo karcinogeniim (metabolicky aktivované polycyklické aromatické uhlovodiky — 8)

Zde je potieba zdlraznit rozdil ve smyslu pojmt ,,poSkozeni DNA* a ,,mutace®. Mutace je potfeba chapat
jako zamény celych standardnich part bazi (nebo jejich inzerce, delece), které jsou pii replikaci DNA
a déleni bunék prenaSeny do dalSich generaci. DNA obsahujici takovéto mutace nese pozménénou
genetickou informaci, ale nelze na ni pohlizet jako na ,,poskozenou” DNA, protoze v ni jsou vSechny
baze ,,spravné” sparovany a jeji vlakna jsou komplementarni. Z hlediska struktury se od ,,normalni®,
nemutované DNA nijak nelisi a jako s takovou s ni buiiky zachazeji. Naproti tomu poskozena DNA ma
jiné vlastnosti (obsahuje chemicky pozménéné baze, chybi v ni baze, obsahuje zlomy). Mutace ovSem
vznikaji jako diisledek poskozeni DNA, které neni v€as nebo spravné opraveno.
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Z hlediska ochrany zdravi populace je dulezité mit k dispozici rychlé a citlivé metody detek-
ce poskozeni DNA, resp. detekce latek, které mohou poskozeni DNA zpisobit. Nejcastéji se pro
tento ucel vyuzivaji metody zaloZené na kompletni hydrolyze DNA a identifikaci jejich chemicky
pozménénych (tj. poskozenych) slozek chromatografickymi technikami nebo hmotnostni spektro-
metrii. Kromé& toho je mozné studovat poskozeni DNA i bez hydrolyzy, tj. na urovni ,,celych* mo-
lekul, sledovat zmény vlastnosti DNA (napi. molekulové hmotnosti nebo topologie) pomoci gelové
elektroforézy; do této kategorie technik patii i tzv. ,,comet assay*, metoda vhodna pro analyzu po-
jsou k dispozici protilatky; ty pak lze pomoci imunohistochemickych piistupi detegovat piimo
v bunééném jadie, stejné jako zlomy pomoci techniky zvané TUNEL test. Vice podrobnosti o zde
zminénych metodach Ize nalézt v nedavno publikovanych ptehledech [7, 8] a v nich citované
literatufe. PoSkozeni DNA lze detegovat i pomoci elektrochemickych metod, jejichz hlavni

vyhodou oproti vy$e zminénym technikam je pravée rychlost a relativni jednoduchost.

8.5.1 Elektrochemicka detekce zlomu v DNA

Zmény ve struktufe DNA vyvolané jejim poskozenim je mozné zjistit na zakladé zmén v jeji
elektrochemické odezveé. Typickym ptikladem jsou jednofetézcové zlomy (ssb; ty casto
doprovazeji jiné modifikace genetického materialu), které lze detegovat s vysokou citlivosti
pomoci rtutovych a nékterych amalgamovych elektrod [3, 7, 8]. Jiz v 60. letech minulého stoleti
bylo ukazéano, ze tvorba ssb v dsDNA se projevi na polarografickém chovani DNA, konkrétné
nartustem vysky DPP piku II (viz tab. 8.1). Mnohem vétsi citlivosti detekce zlomu (a potazmo latek,
které tvorbu zlomt indukuji) 1ze vSak dosdhnout na zékladé toho, ze DNA obsahujici zlomy (volné
konce vlaken) vykazuje na rtutové elektrodé kvalitativné odlisné chovani nez DNA, kterd zadné
volné konce neobsahuje. DNA ,,bez koncii* je snadné pfipravit v podob¢ bakteridlnich plazmidd,
coz jsou relativné malé kruznicové molekuly, jejichz obé vladkna jsou kovalentné uzaviena. Tyto
molekuly maji Casto specifickou terciarni strukturu oznacovanou jako ,,nadSroubovicova“ nebo
»superhelikalni® DNA (scDNA, obr. 8.5). Jelikoz scDNA neobsahuje zadné konce vlaken, nemtize
z topologickych divodd podléhat potencidlem indukované povrchové denaturaci (viz posledni
odstavec casti 8.2) a neposkytuje za zddnych podminek AC voltametricky pik 3. Naproti tomu
DNA s volnymi konci (napf. ,oteviena kruznicova“ forma, ocDNA, kterda ve své molekule
obsahuje jeden nebo vice ssb, nebo linearni DNA) pii pomalé polarizaci elektrody od kladnych k

zépornym potencialiim pik 3 poskytuje (obr. 8.5) a jeho vyska zavisi na poctu vytvorenych zlomda.

Kvalitativni zmény v elektrochemické odezvé DNA na HMDE nebo AgSAE po vzniku
zlomll lze vyuzit k monitorovani vyskytu latek, které mohou zptisobovat poskozeni genetického
materialu. Jestlize vystavime scDNA pusobeni néjakého prostiedi (napt. odpadni vody) a poté pro-
vedeme méfeni ACV, lze na zaklad¢ ptitomnosti piku 3 usoudit na ptfitomnost latek zptisobujicich

poskozeni DNA a na zaklad¢ jeho intenzity odhadnout rozsah tohoto poSkozeni, resp. koncentraci
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poskozujiciho ¢inidla. HMDE nebo AgSAE modifikovand scDNA piedstavuje elektrochemicky
biosensor pracujici na vyse uvedeném principu (v tomto pifipadé je ptisobeni zkoumaného vzorku
vystavena rekognicni vrstva scDNA adsorbovanad na povrchu elektrody). Detekce zlomli pomoci
rtutové elektrody je vysoce citliva: umoziuje zjistit pfitomnost jednoho az dvou procent molekul
DNA obsahujicich jediny jednofetézcovy zlom v nadbytku neposkozené scDNA (coz odpovida

jednomu mistu poskozeni mezi ptiblizné 200 000 nukleotidy).

oba fetézce
zlom

kovalentné uzaviené poékozeni DNA
oSN ——
scDNA :
uhlikova !
lelektroda : l
rtutova \%‘
elektroda :
zadny pik 3
\1/1\_
I ] [ ] ' [ = ] [ ]
16 EN 08 04 gy 12 -6 EN 08 04 gy 12

Obr. 8.5:  Detekce tvorby zlomit v DNA pomoci AC voltametrie na rtut’ové elektrodé

Nadsroubovicova plazmidova DNA (scDNA) nema zadné konce vlaken a v dusledku toho
neposkytuje pik 3, pro jehoz vznik je nutna ¢aste¢na denaturace DNA na elektricky nabitém
povrchu. Pokud jsou v scDNA zlomy vytvofeny (¢imz vznikne oteviend kruznicovd DNA,
ocDNA), pik 3 se objevi, nebot’ ocDNA se na povrchu elektrody odvinout mize. Intenzita
tohoto signalu je zavisla na poctu vytvorenych zlomt. Naproti tomu pfi méfeni oxidacniho
signalu guaninu na uhlikovych elektrodach se tvorba jednotlivych zlomti v molekulach
plazmidové DNA nijak neprojevi

Méfeni oxida¢niho signalu guaninu na uhlikovych elektrodach (pik G**), které je mezi elek-
trochemiky zabyvajicimi se studiem DNA velmi oblibené pro svou jednoduchost, dostupnost
a zfejme 1 diky tomu, Ze nevyzaduje manipulaci s ,,obavanymi* rtutovymi elektrodami, je k tvorbé
jednotlivych ssb v DNA necitlivé (signal sc a oc, resp. linearni DNA ma stejnou intenzitu; je tomu
tak proto, ze guaninovy zbytek je oxidovatelny i v dsDNA a pii méfeni na uhlikovych elektrodach
se vyrazné neuplatnuje efekt odvijeni dvousroubovice na elektricky nabitém povrchu). Pro detekci
rozsahlej$i degradace DNA byla skupinou J. Labudy (piehledné v [7, 8]) navrZzena metoda zalozena
na vyuziti elektroaktivniho indikatoru, ktery se selektivné vaze na dvousrobovicovou strukturu

3+ /2+

neposkozené DNA (jde o komplex [Co(phen)s] , jehoz jeden fenanthrolinovy ligand se inter-
kaluje mezi pary bazi dvousroubovice). Vrstvou DNA je modifikovana uhlikova (napt. tiSténd)
elektroda. Ta je ponofena do roztoku indikatoru, ktery se na imobilizovanou DNA navaze. Selek-
tivni interakce indikatoru s dsDNA vede ke zvyseni jeho signalu. Pokud je elektroda modifikovana

DNA pfred interakei s indikatorem vystavena né¢jakému ¢inidlu, které DNA poskodi, dojde k pokle-
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su signalu, protoze poskozena DNA ztraci dvousroubovicovou strukturu a vaze méné indikatoru.
V tomto piipad€ musi jit o pomérné rozsahlé poskozeni, nikoli o jednotlivé izolované ssb (ty samy
o sob¢ celkovou strukturu dsDNA pfili§ nezméni); to vSak neni piekazkou pro vyuziti popsaného
typu sensoru v oblasti testovani potencidlni genotoxicity nebo naopak ochrannych efektli riznych

latek, které 1ze aplikovat v pomérné vysokych koncentracich.

8.5.2 Detekce posSkozeni bazi v DNA

Chemické modifikace bazi v DNA nemusi vzdy vést k tvorbé zlomi, mohou vSak zptisobit zménu
jejich elektrochemickych vlastnosti. Jestlize je pivodni baze elektrochemicky aktivni (viz ¢ast 8.2),
mize v disledku reakce s genotoxickou latkou svou elektroaktivitu ztratit (pak dojde k vymizeni
prislusného signalu). V nékterych ptipadech se mohou objevit signaly nové, tj. pfi jiném potencialu
nez méla plvodni baze. Specifickym piipadem pak jsou adukty bazi s latkami, jejichz
elektrochemicka aktivita je odvozena od skupiny, ktera piislusny adukt tvoii (napi. komplexy
oxidu osmi¢elého zminéné v ¢asti 8.4; ty prednostné modifikuji zbytky thyminu, které samy o sob¢

nejsou za béznych podminek elektrochemicky aktivni).

Ziejm¢ nejcastéji vyuzivané techniky elektrochemické detekce poskozeni bazi jsou
zalozeny na méfeni oxida¢niho signalu guaninu. Kromé vyse zminénych divodu tato skutecnost
souvisi s tim, ze guaninovy zbytek v DNA je nej¢astéj$im cilem Sirokého spektra genotoxickych
agens, at’ jiz alkylac¢nich Cinidel, oxidantii aj. [7, 8]. Primarni oxida¢ni misto guaninu lezi v
imidazolovém kruhu této baze, ktery je zaroven i nejcastéjSim mistem ataku rtiznymi Cinidly.
Modifikace guaninu tedy cCasto vede ke ztrat€ jeho elektrochemické aktivity na uhlikovych
elektrodach. V dasledku vystaveni DNA (v roztoku nebo na povrchu elektrody-elektrochemického
biosensoru) ¢inidlim modifikujicim guanin Ize tedy o¢ekavat vymizeni piku G**. Protoze ale DNA
obsahuje velké mnozstvi guaninovych zbytkd, je pro vérohodnou zménu (pokles) intenzity signalu
nutngé, aby jich byla ,,poSkozena® urc¢itd minimalni frakce; ta pfirozené musi pfesdhnout relativni
chybu meéteni. Pii praci s uhlikovymi elektrodami, zejména v rezimu ,.ex-situ™ a pii aplikaci
procedur zahrnujicich nékolik krokli (imobilizace DNA, jeji expozice zkoumanému vzorku,
oplachy, opakované vymény média) jsou realistické hodnoty chyby méteni obvykle vétsi nez 10 %,
z Cehoz vyplyva, ze minimaln€¢ 10 % guaninti v DNA musi byt modifikovano, aby bylo mozno na
zakladé poklesu piku G** usuzovat na piitomnost genotoxické latky (tim se tento pfistup zasadné
lisi od vySe popsané detekce zlomi na HMDE, kde je plivodni signal nulovy a pik se objevi v
disledku poskozeni i velmi malé frakce DNA). Metody zaloZzené na tomto principu jsou tedy
vhodné spise pro studium riznych latek z hlediska jejich vlivu na geneticky material (mdZze jit napf.
o testovani bezpec¢nosti novych produktid chemického primyslu, ale také o noveé vyvijend 1éciva),
nez pro monitorovani stopovych mnozstvi genotoxickych latek v prostfedi nebo v klinickém
materidlu (nicméné v literatufe lze nalézt i prace vénované vyuziti této metody pro posledné
jmenované ucely, piehledné v [7,8]).
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Piznivéjsi situace nastava v pripadé, kdy modifikovana baze poskytuje vlastni elektroche-
micky signal. To je pfipad i jednoho z nejbéznéjsich piirozenych produktli oxidativniho poskozeni
DNA, 8-oxoguaninu (vzorec 3 v obr. 8.4), ktery poskytuje na uhlikovych elektrodach anodicky pik
pfi vyrazné méné€ pozitivnim potencidlu nez guanin (ob&é baze je mozno detegovat soucasné).
Protoze nepoSkozena DNA signal odpovidajici modifikovanym bazim nedava, lze s vyuzitim
téchto ,,novych™ signald dosahnout vysSich citlivosti. Na zaklad¢ charakteru elektrochemické
odezvy lze také alespon pfiblizn¢ odhadnout, k jaké modifikaci doslo (tj. nejen ze byl ,néjak™
poskozen guanin, jako v pfipadé méfeni poklesu piku G™). Navic méfeni signalu, jehoz intenzita s
expozici DNA négjakému genotoxickému faktoru roste, je vzdy verohodné&jsi, nebot pokles
puvodné intezivniho signalu miize byt kromé specifické modifikace elektroaktivni skupiny

zpusoben také néjakym zcela nespecifickym efektem (blokovani elektrody, desorpce citlivé vrstvy

DNA). Citlivé detekce nékterych typil posSkozeni bazi je mozno dosdhnout také prevedenim téchto
,1€zi“ na zlomy v kombinaci s elektrochemickou analyzou na HMDE nebo AgSAE [8]. Modifikace
(nebo odstranéni) jedné nebo nékolika malo bazi v kazdé molekule scDNA se na jejim
elektrochemickém chovani na téchto elektrodach obvykle neprojevi, pokud zaroven nedojde k
preruseni jeji cukrfosfatové patefe. Existuji vSak komercné dostupné enzymy, pomoci nichz lze v
mistech modifikovanych nebo chybéjicich bazi cukrfosfatovou patetr DNA pierusit (v bunkach maji
takového enzymy za ukol odstrafiovat poskozené nukleotidy z DNA pfi opravnych procesech).
Typickym piikladem je enzym endonukledza V z bakteriofaga T4, ktera rozpoznava a §tépi DNA
obsahujici pyrimidinové dimery (vzorec 6 v obr. 8.4). Jestlize tedy zkoumana DNA obsahuje
poskozené baze avystavime ji pusobeni vhodného enzymu, vzniknou zlomy, které lze
elektrochemicky stanovit stejnym zpiisobem, jako zlomy vzniklé pfimo plisobenim genotoxického
Cinidla @?oslgl%'r%alt}be elektrochemické detekce poskozeni DNA bylo v nékolika minulych letech

vénovano nékolik piehledi [3, 7, 8], ve kterych 1ze nalézt vice podrobngjsich informaci.

8.6 Elektrochemicka detekce hybridizace DNA

Dvé komplementarni polynukleotidova vlakna, ktera tvoti dvousroubovici DNA (obr. 8.1), lze od
sebe oddélit napriklad zahiatim na dostatecné vysokou teplotu; tento proces se oznacuje jako
denaturace DNA. V Sedesatych letech minulého stoleti zjistil J. Marmur [12], Ze za vhodnych
podminek mtize probéhnout i proces opacny: komplementarni vlakna dvousroubovici opét vytvoii.
DNA tedy miize ,renaturovat® (obr. 8.6A). Tvorba dvousroubovice (duplexu) ze dvou
komplementarnich vlaken DNA, RNA nebo jejich kombinace patii mezi fundamentalni principy,
na nichz jsou zaloZeny metody soucasné molekularni biologie, vCetné jejich aplikaci v mediciné,

agrobiologii a dalsich praktickych oblastech.
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V pfipadé¢ analytického vyuziti tohoto jevu hovofime o technikach ,hybridizace DNA* ne-
bo obecné ,,molekularni hybridizace“. Jde v podstaté o metody vyuzivajici specificky isek DNA
(hybridiza¢ni sondu) o znamé sekvenci bazi, pfipraveny bud’to synteticky, nebo technikami
molekularni biologie, k detekci komplementarniho vlakna DNA nebo RNA. Vystavime-li za
vhodnych podminek sondu analyzovanému vzorku, dojde v piipadé pfitomnosti komplementarniho
vlakna k vytvoteni dvousroubovice, tedy k hybridizaci mezi sondou a cilovym vlaknem. Z
praktickych divodi je vyhodné jeden z hybridizujicich fetézct (sondu nebo cilovou DNA)
imobilizovat na néjakém povrchu (obr. 8.6B). Tim se usnadni oddéleni vzniklého hybridu od
ostatnich slozek vzorku, nenavazanych molekul sondy apod., coz je obvykle podminkou pro
dosazeni dostatecné citlivosti a selektivity (tj. odliSeni hledaného useku DNA od ostatnich, kterych
muze byt ve vzorku obrovsky nadbytek). Vybér povrchu pro hybridizaci DNA zavisi na tom, jakou
metodou bude tvorba hybridu detegovana. MliZe to byt nitrocelul6zova nebo nylonova membrana
(na ni se obvykle pfenasi, ,,blotuji®, fragmenty DNA separované elektroforézou v agarézovém gelu
a pro detekci se pouzivaji radioaktivni znacky), desticka ze specialné¢ upravené¢ho skla (v
modernich Cipovych analyzatorech, kde se vyuziva optické detekce), nebo také elektroda (ta pak

predstavuje elektrochemicky biosensor pro hybridizaci DNA).

Vyzkum a vyvoj elektrochemickych biosensord pro hybridizaci DNA se v uplynulém
desetileti t€8i mimotadné pozornosti v souvislosti s tvahami o tom, Ze by elektrochemicka detekce
mohla doplnit a v nékterych piipadech i nahradit detekci optickou, ktera je v soucCasnych
metodikach vyuzivanych v oblasti genomiky, studia genové exprese na urovni RNA, molekularni
diagnostiky vychazejici z téchto principii apod. dominantni. Pfedpoklada se, Ze vyhodou
elektrochemické detekce by vedle vysoké citlivosti mohly byt relativné nizké naklady, které by
mohly pfispét k roz§ifeni téchto technik mimo specializovana védecka pracovisté a velké kliniky i
do béznych 1ékarskych ordinaci. Existuji snahy o vyvoj zafizeni typu ,lab-on-chip* (laboratof na
¢ipu), které by po aplikaci naptiklad kapky krve pacienta automaticky provedly sérii kroki (izolace
DNA, jeji amplifikace pomoci polymerazové fetézové reakce, hybridizace DNA a jeji detekce)
vedouci k jednoduse interpretovatelnému signalu asi tak, jak v soucasnosti funguji glukézové

sensory (které ovSem pracuji na vyrazn¢ jednodussim principu).

Vlastni elektrochemickd detekce hybridizace DNA vyzaduje provést nékolik nutnych
krokti, v¢éetné vhodné modifikace povrchu elektrody, imobilizace sondy, vlastni hybridizace a
meéfeni signalu, kterému muze piipadné (podle konkrétni detekéni metody) pfedchdzet znaceni
DNA sondy nebo cilového vlakna. Podrobné se touto problematikou zabyva fada nedavno
publikovanych piehlednych ¢lanki a kapitol v monografiich a encyklopediich, napt. [9, 10, 13, 14].
V nasledujicim textu se zamétime na nékolik piikladi detekcnich technik, které byly v oblasti

elektrochemickych biosensord pro hybridizaci DNA dosud aplikovany.
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Obr. 8.6:  (A) Schéma denaturace a renaturace DNA. (B) Hybridizace cilového vliakna DNA
s komplementdarni sondou zakotvenou na povrchu

8.6.1 Techniky zaloZené na imobilizaci hybridiza¢nich sond na povrchu pracovni
elektrody (,,jednopovrchové techniky*)

Toto usporadani odpovida ,,skutecnym* elektrochemickym hybridiza¢ni biosensorim sestavajicim
z prevodniku signalu, na némz je imobilizovan biorekogni¢ni prvek (sonda nebo cilové vlakno
DNA). Hybridiza¢ni udalost (tvorbu duplexu DNA na povrchu elektrody) je mozno detegovat

riznym zplisobem, napt.:

» Vyuzitim vlastni elektrochemické aktivity DNA. To je mozné, pokud sonda a cilové vlakno
se vyrazng lisi v obsahu nekteré elektroaktivni baze, zejména guaninu, ktery je mozno stanovit
na zékladé¢ jeho elektrochemické oxidace (bud’ piimé, nebo zprostiedkované vhodnymi
mediatory, nejCastéji komplexy ruthenia [4, 5, 10]). Vyrazna asymetrie v obsahu guaninu je
vsak u obvyklych genomovych nukleotidovych sekvenci, zejména téch, které jsou odvozené z
kodujicich oblasti gen, vzacna. Tuto obtiz vSak lze obejit nahrazenim vSech guanini v
hybridiza¢ni sondé hypoxantinem, tj. derivatem purinu, ktery se podobn¢ jako guanin paruje s
cytosinem, ale neposkytuje elektrochemicky signal v oblasti potencialti, kde se vyskytuje
oxidac¢ni signal guaninu (ani neni oxidovatelny rutheniovym mediatorem). Pokud se ptislusné
elektrochemické signaly objevi, znamena to, ze doslo k hybridizaci ,,bezguaninové™ sondy s

cilovym vlaknem obsahujicim guanin.

» VyuZitim signalnich sond (angl. ,,reporter probe®). Pii tomto piistupu je cilové vlakno DNA
nejprve hybridizovano se sondou zakotvenou na povrchu elektrody (,,capture probe®) a poté
s druhou sondou, ktera je komplementarni k jinému useku cilového vldkna (obr. 8.7A, ii).
Signalni sonda nese kovalentné navazanou elektrochemicky aktivni skupinu (napft. ferrocen),
jejiz signal je méfen.

» Na principu ,,molekularniho majaku“ (obr. 8.7A, iii). Na povrchu elektrody je za jeden ko-
nec zakotvena sonda, kterd v nepfitomnosti cilového vlakna zaujima strukturu vlasenky (tako-

vou strukturu vytvaii DNA, jejiz nukleotidova sekvence obsahuje v jednom vlaknu vzajemné
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komplementarni seky, které mohou vytvorit intramolekularni dvousroubovici). Na druhém
konci sondy je navazana elektrochemicky aktivni znacka. Pokud je sonda ve formé vlasenky,
znacka se nachazi v blizkosti povrchu elektrody a poskytuje elektrochemicky signal. V pfitom-
nosti cilového vlakna se vytvori linearni duplex, tim se znacka od elektrody oddali a signal
zmizi. Oznaceni ,,molekularni majak* ma ptivod v analogickych technikach zalozenych na me-
feni fluorescence, kdy na jednom konci oligonukleotidu tvoficiho vlasenku je navazan fluoro-

for a na druhém zhase¢ (vlasenkova forma, ve které jsou oba konce blizko sebe, pak ,,nesviti

a linearni duplex ,,sviti®).
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Obr. 8.7:  Piiklady detekcnich principii pouZivanych pii elektrochemické detekci hybridizace DNA

(A) jednopovrchové techniky: (i), detekce zalozena na elektroaktivnich (,,redoxnich®)
indikatorech vazajicich se selektivné na dsDNA,; (ii) vyuziti signalni sondy; (iii) elektrochemicky
molekularni majak; (B) dvoupovrchové techniky: vlevo pristup zalozeny na separaci cilové DNA
pomoci magnetického nosi¢e (DNA muze byt neznacena, znacena elektroaktivni skupinou nebo
je také mozno vyuzit signalni sondy jako v ptipadé A,ii); vpravo elektrochemicka imunoanalyza
DNA modifikované Os,bipy s vyuzitim alkalické fosfatasy jako enzymové znacky. Podrobné&ji v
textu

8.6.2 Dvoupovrchové techniky

Biosensory zalozené na imobilizaci hybridizacni sondy pfimo na povrchu elektrody se z hlediska
vlastni analytické procedury jevi jako optimalni feSeni: staci elektrodu ponofit do zkoumaného
vzorku za podminek ptiznivych pro tvorbu duplexu DNA, poté oplachnout nespecificky adsorbo-

vané slozky vzorku a provést méfeni. Prakticky vSechny navrzené hybridiza¢ni sensory takto sku-
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tecné funguji na Grovni kratkych modelovych syntetickych oligonukleotidt. Pfi analyze ,,realnych
vzorkil* (tj. obvykle usekl prirozenych genomovych sekvenci amplifikovanych pomoci polymera-
sové fetdzové reakce PCR 7, které byvaji vyrazné delsi nez hybridizaéni sonda a jsou piirozené
dvoufetézcové), se viak ukazuje, ze pfinejmensim v nékterych piipadech Ize lepsich vysledkd do-
sahnout odd¢lenim hybridizace DNA od elektrochemické detekce tim, Ze se tyto dva kroky prove-
dou na dvou riiznych povrsich (obr. 8.7B) [5, 10, 14]. Pro hybridizaci DNA je vyhodné vyuzit ko-
mercné dostupné magnetické nosice (,,kulicky* z paramagnetického materialu o fadové mikromet-
rovém primeéru) nesouci piislusny biorekognicni prvek (hybridiza¢ni sondy). Ve srovnéni s béznou
pracovni elektrodou maji tyto Castice velky souhrnny povrch, ktery umoziuje zachytit vyrazné
vetsi mnozstvi cilové DNA. Pomoci magnetu je lze oddélit od roztoku a opakovanym promytim ve
vhodném prostiedi zbavit vSech nezadoucich slozek, vcetné nespecificky adsorbovanych nukleo-
vych kyselin. Poté je mozné hybridizované cilové DNA nebo sondy z magnetického nosic¢e oddélit
a stanovit je pomoci vhodné elektrody a elektrochemické techniky, nebo zvolit jinou detekéni stra-
tegii (viz dale). Ve srovnani s ,,jednopovrchovymi* pfistupy lze tyto ,,dvoupovrchové® techniky
mnohem snéze optimalizovat, protoZze magnetické kulicky nemusi mit vlastnosti pracovni elektrody
vhodné pro elektrochemicka méfeni, a naopak povrch pracovnich elektrod neni nutné upravovat
tak, aby na ném bylo mozné optimaln¢ provadet hybridizaci DNA. V tomto pfipad¢ samoziejmé
nejde o biosensory v pravém slova smyslu; jde spiSe o kombinaci jednoduché separa¢ni metody
(vlastné svého druhu vsadkové afinitni chromatografie) s voltametrickou nebo jinou elektroche-
mickou detekci. Na druhou stranu pfistupy zalozené na magnetickych mikrocasticich mohou byt
kombinovany s mikrofluidikou a lze si pfedstavit vyuziti této technologie ve vySe zminénych zafi-

zenich typu ,,lab-on-chip®.

Podobné¢ jako v pripad¢ ,,jednopovrchovych® technik, i v pfipadé dvoupovrchovych lze vy-

uzit rizné detekéni metody:

» Stanoveni purinovych bazi uvolnénych ze separovaného cilového vlakna kyselou hydroly-
zou. Pii této metod¢ je po hybridizaci DNA na magnetickych kuli¢kach cilové vlakno oddéleno
(jako v levé casti obr. 8.6B) a inkubovano s kyselinou chloristou. Tim dojde k jeho depurinaci
(uvolnéni purinovych bazi diky hydrolyze N-glykosidickych vazeb). Volné purinové baze lze
stanovit s velmi vysokou citlivosti v komplexech s ionty rtuti nebo médi pomoci rozpousteécich

voltametrickych technik na HMDE nebo amalgamovych elektrodach.

PCR je v podstaté replikace DNA in vitro, ktera umoziuje vytvorit velké mnozstvi kopii zvoleného tGseku
DNA z nepatrného pocateéniho mnozstvi ,,predlohy* (templatu). K templatu se piidaji oligonukleotidové
primery komplementarni k mistim ,,na okrajich* Gseku, ktery ma byt amplifikovan (jeden primer se vaze
k jednomu a druhy k druhému fetézci DNA), smés vsech ¢tyi nukleosid trifosfatl a termostabilni DNA
polymeraza. Reakéni smés se podrobi teplotnimu cyklovani, pfi kterém se opakuji tii kroky: denaturace
templatovych molekul, ,,nasednuti* primert na pfislusna mista a polymerazova reakce (tj. postupné piipo-
jovani nukleotidl na 3’-konec primert podle sekvence templatu). Jelikoz produkty kazdého cyklu slouzi
jako templaty v cyklu nasledujicim, roste pocet kopii zvoleného tiseku DNA geometrickou fadou.

106



» Znaceni cilové DNA komplexy oxidu osmicelého. Tato metoda je vhodna zejména v piipa-
dech, kdy usek cilového vlakna tvotici duplex se sondou na povrchu magnetickych kulicek ne-
obsahuje pyrimidinové (nebo alespon thyminové) nukleotidy, zatimco okolni tseky je obsahu-
ji. Purinové baze totiz prakticky nereaguji s Os,bipy (ani s jinymi komplexy OsQ,), takZze mo-
difikaci DNA timto komplexem neni narusena schopnost homopurinovych tseki tvotit hybrid-
ni duplex. Naopak modifikace pyrimidinovych bazi v okolnich usecich cilového vlakna pied-
stavuje zavedeni elektrochemicky aktivnich znacek (¢im je délka cilového vlakna vétsi, tim vi-
ce aktivnich skupin mize byt navazano, coz vede ke zvySeni citlivosti analyzy), které 1ze snad-
no a citlivé stanovit na HMDE, AgSAE i uhlikovych elektrodach.

» Signalni sondy znacené komplexy oxidu osmicelého. Princip je analogicky postupu na ob-
razku 8.7A, ii, ale hybrid ,,imobilizovana sonda-cilové vlakno-signalni sonda“ je vytvofen na
magnetickych kulickach. Signalni sonda je v tomto pfipadé navrzena tak, ze specificka sekven-
ce tvorici hybridni duplex je zakonéena tisekem oligo(T), na ktery se kovalentné navazou os-
miové znacky (Cim je tento usek delsi, tim vice znacek sonda nese, ¢ehoz lze vyuzit pro zvyse-
ni citlivosti). Po separacnich krocich a disociaci navazanych molekul z magnetického nosice
lze osmiové znacky stanovit podobné jako v predchozim pfipad€. Ve srovnani s pfimym zna-
¢enim cilového vlakna je tato technika flexibiln€j$i a neni omezena na homopurin*shomopyri-
midinové cilové sekvence (znaCeni signalnich sond lze snadno provést tak, aby pii reakci
s Os,L byl specificky tsek sondy chranén). Lze pii ni vyuzit techniky ,,vicebarevného* znaceni
s vyuzitim komplexti OsOy s riiznymi ligandy (viz obr. 8.3) pro paralelni detekci vice cilovych
DNA [11]. Pomoci signalnich sond (at’ jiz znacenych osmiem, nebo jinym zptsobem, napf. en-
zymem) lze stanovit pocet kopii opakované sekvence, coz je zakladem diagnostiky nékterych
dédi¢nych chorob [5, 10].

» Znaceni DNA pomoci mikro- nebo nanocastic a podobné pfistupy byly v nedavné dobe
uspésné rozvinuty zejména v laboratotich J. Wanga a I. Willnera (pfehledné [14]). Tyto techni-
ky jsou v podstaté¢ také zaméfeny na zvyseni citlivosti detekce prostiednictvim znaceni kazdé
molekuly sondy nebo cilové DNA vétsim poctem elektrochemicky aktivnich molekul nebo
atomi (tvoficich pfislusnou castici). Na konec jednoho vlakna tvoticiho hybrid se vhodnym
zplisobem navaze nanocastice, napi. zlata nebo ze sulfidii zinku, kadmia ¢i olova. Po hybridi-
zaci (na magnetickém nosi¢i) a separaci mohou byt nanocastice rozpustény (napi. v kyseling)
a prislusny kov stanoven pomoci voltametrie nebo CPSA. Vylouc¢enim stfibra na zlatych nano-
¢asticich vazanych na hybridni duplex mize byt dale zvysena citlivost. Nanoc¢astice ze ZnS,
PbS a CdS byly diky rozdilim v redoxnich potencialech pfislusnych kovi Gspésné vyuzity jako

»vicebarevné® elektrochemické znacky.

» VyulZiti enzymi pii detekci hybridizace DNA je vyhodné diky moznosti amplifikace signalu
tim, ze jedna molekula enzymu miize katalyzovat preménu velkého mnozstvi molekul vhodné-

ho substratu na elektrochemicky aktivni indikator, ktery pak poskytuje méfeny elektrochemic-
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ky signal. Enzymové znacky lze vyuzit ve spojeni s dvoupovrchovymi technikami. Na rozdil
od vyse popsanych pfistupi neni v tomto piipadé nutné hybridizovanou DNA z povrchu nosice
uvolnovat, staci magnetické kulicky i s celym molekularnim ,,sendvi¢em* (véetné enzymu) pie-
nést do roztoku substratu a nechat probéhnout enzymovou reakci (prava ¢ast obr. 8.7B); napf.
konjugat alkalické fosfatasy se streptavidinem lze pouzit k detekci signalnich sond koncové
znacenych biotinem, nebo protilatku znacenou stejnym enzymem k detekci DNA modifikované
Os,bipy. Detekce hybridizace DNA vyuzivajici enzymu (alkalické fosfatasy, peroxidasy) byla

uspesné vyuzita i v jednopovrchovém, voltametrickém ¢i amperometrickém uspotadani.
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9.1 Miniaturizace a automatizace elektrochemickych méreni

Ceska republika patii k zemim, kde ma vyvoj i praktické uZivani elektrochemickych metod, prede-
v§im polarografie a voltametrie, bohatou tradici (Nobelova cena za polarografii - prof. Heyrovsky
1959). Jejich aplikace v soucasné dobé vSak neni tak Castd, a to jak v oblastech védeckych, tak
v praktickych laboratofich. Elektrochemické (pfedevsim voltametrické a polarografické) techniky
jsou postupné nahrazovany jinymi metodami, ptedevs§im spektralnimi (AAS, AES). Pficin je hned
n€kolik. Jednou z nich je Casto diskutovana, avSak naprosto nepodloZend obava z toxicity kapalné
rtuti (napft. [1]), kterd v nékterych ptipadech vede naprosto protismysiné k nahrazovani kapalné
rtuti elektrodami rtutovymi filmovymi, pro jejichz pfipravu se v§ak pouZzivaji formy rtuti podstatné

Vyvoj elektrochemickych technik probihal v minulosti obdobné jako u jinych technik: jed-
nak vyzkum teorie, na jejimz principu se mefeni realizuji, jednak vyvoj v praxi aplikovatelnych
méficich postuptl, avsak zcela nezbytny byl i rozvoj pfistrojové techniky. Dochazelo ke zmensova-
ni az miniaturizaci pfistroji i elektrod, coZ umoznilo snadnou transportovatelnost, popt. i ,,polni*
uziti. Digitalizace piistroji umoznila jejich napojeni a fizeni pomoci béznych stolnich ¢i pfenos-
nych pocita¢t. Podobné jako i u jinych technik byl nejvyraznéjsi pokrok dosazen Upravami soft-
ware, které¢ usnadnily automatizaci méfeni (ptipravu elektrody, jeji aktivaci, elektrochemickou

vvvvvv

signald apod.). Filozoficky se vSak automatizace omezovala pouze na méfeni jednoho vzorku.

Potizovaci naklady elektrochemickych pfistrojii jsou i nékolikanasobné nizsi nez u spektral-
nich ¢i chromatografickych zatizeni vhodnych pro obdobné tucely. Tato vyhoda je vyvazena nevy-
hodou potieby pomémné kvalifikované obsluhy znalé tématiky. Jednim z nejvétSich nedostatki
branicich vétsimu rozsifeni uvedenych metod do praktickych laboratofi je vSak relativné nizsi pro-
duktivita prace. Zatimco spektrometry jsou vybaveny pomérné ¢asto karusely a mohou analyzovat
sady vzorkl i je vyhodnotit v zasad¢ automatizované, bez vétsiho zasahu obsluhy, srovnatelné
elektrochemické piistroje se v soucasnosti prakticky nevyskytuji. Prvni pokus o analyzu pomoci
vice elektrod byl ucinén jiz pfed mnoha desetiletimi a zavadél do pfistroje jednu elektrodu mérnou
a dalsi tzv. odpocivajici [2]. Pomérn€ znacnym pfinosem bylo zavedeni pocitacem fizenych pfistro-
ju. Zvyseni produktivity mohlo pfinést pfipojeni vice pracovnich stojand k jednomu pocitaci, ktery

slouzi pouze jako fidici jednotka vice pfistroji stejného typu [3], coz sice zkrati prostoje, ale je
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fyzicky). Pokud byl napojen na elektrochemicky analyzator karusel, jednalo se spiSe o prototypové
kusy ve védeckych laboratotich. Na principu scanovaciho elektrochemického mikroskopu je zalo-
zen pristroj, ktery piesouva soustavu elektrod pomoci krokového motoru nad titraéni deskou
s 96 otvory (obdoba desticky ELISA), v nichZ jsou umistény analyzované roztoky a pomoci dalSiho
krokovaciho motorku se spousti tento svazek elektrod do pfislusného otvoru, v némz probiha ana-

lyza [4], av8ak jeho uziti se omezuje pouze na voltametrické techniky.

Jinym pfistupem k automatizaci je sekvencni proméfovani sady vzorki. Z této fady je mozno
jmenovat na trhu dostupny piistroj Palmsens (Palm Instruments, The Netherlands). Tento piistroj je
pouzivan pro sensory ve dvojelektrodovém ¢i trojelektrodovém zapojeni a umoziuje pfipojeni
multiplexer, ktery pfepina az 8 sensort (nepiipojené sensory zlistavaji v otevieném obvodu). Méie-
ni proudu probiha jako funkce Casu pro kazdy kanal postupné. Kontinualni scanovani kanalti zde

probiha v danych ¢asovych intervalech, max. 3 scany za sekundu.

9.2 Multikanalovy pristroj pro sekvenéni autonomni elektrochemicka
méreni Multielchem

Na sekven¢nim principu pracuje i multikanalovy pfistroj pro sekvenéni autonomni elektrochemicka
méfeni Multielchem, vyvijeny v Ustavu fyzikalni chemie Jaroslava Heyrovského AV CR [6]. Jeho
podstata spociva v tom, ze dovoluje programov¢ fidit prubéh potencidlového ¢i proudového signa-
lu, vkladaného na jednu ¢i vice elektrod, a snimat a vyhodnocovat méfené elektrochemické signaly
(proud, napéti, potencial, resp. naboj). Pfistroj pro sekvencni autonomni elektrochemicka méreni
sestava z nasledujicich casti: Interfaceova karta (naptf. PCI, PCMCI) je vsunuta do piislusného
slotu fidiciho pocitace (napt. stolniho PC, notebooku apod.). Kabelem je tato karta propojena
s meficim boxem. K tomu jsou pak pfipojeny detektory, a to tak, Ze pro kazdy z detektoril jsou na
vnéj§im obvodu méticiho boxu umistény dva, resp. tfi kontakty, slouzici k ptipojeni pracovni, refe-
slouzici pro fizeni vkladani a nasledné snimani a zpracovani signald jsou: AD/DA ptevodniky,
citac, digitalni vstupni a vystupni obvody, multiplexor, fidici obvody pro multiplexor, potenciostat,

galvanostat, pfevodnik proud-napéti a obvody prepinani citlivosti.

Ridici software uréuje, ktery ze sensorti bude v uréenou chvili aktivni a nastavuje odpovida-
jicim zplGsobem multiplexor tak, aby byly vkladany ¢i odecitany pfislusné signaly ze zvolenych
elektrod. Métené analogové signaly jsou v méficim boxu zesileny, poté digitalizovany a pfendSeny
z interfaceové karty do fidiciho pocitace, v némz mohou byt v digitalni podobé ukladany, pienase-
ny z n¢j do dalSich zafizeni a periferii, ¢i dale zpracovavany ¢i archivovany. Zatizeni je schopno

pracovat v dvouelektrodovém i ve tiielektrodovém usporadani.
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Pomoci fidiciho softwaru lze pro kazdy sensor urcit samostatnou elektrochemickou techniku
¢i jejich kombinaci (stejnosmérnou, cyklickou, diferenc¢né pulsni, tast, normalni pulsni voltametrii
¢i polarografii, potenciometricky stripping, diferenéni potenciometricky stripping, chrono-
coulometrii), zvolit dvouelektrodové ¢i tielektrodové usporadani i techniku vyhodnoceni (plochy
signalového piku nebo jeho vysky). Kvantifikaci koncentrace (Ci jiného zvoleného parametru) Ize
provést metodou kalibracni kiivky (linearni nebo kvadratické) ¢i standardniho ptidavku (linearniho
¢i kvadratického) [6]. Pocet sensorl je urCen moznostmi multiplexoru od 1 do 256, v soucasné

dobé¢ vsak probiha testovani na osmikanalovém pfistroji.

Pro potlaceni vnéjsiho Sumu je piistroj vybaven uzemnénim, které je mozno pfipojit na vnéj-
§i uzemnovaci zafizeni, a zaroven je celé zafizeni mozno umistit do Faradayovy klece. Pfistroj je
schopen pracovat s velkou pfesnosti, a to i pro velmi rychlé déje, kdy se rychlosti polarizace pohy-
buji v fadu nékolika volta za sekundu; to dovoluje podstatné zvysit citlivost metody méteni, hlavné
v DC-technikach. Kvalitni soucastky s minimalni toleranci zajistuji dobrou reprodukovatelnost

vysledkd.

Pfed zahajenim meéficiho bloku se nastavi vSechny pozadované parametry a konstanty
v ovladacim programu fidiciho pocitate a méefeni se realizuji automatizované (,,jedinym stiskem
tlacitka®), bez dalSich zasaha obsluhy, a sekven¢né, tj. pomoci fidicich signalt je vzdy v daném
okamziku pfipojen jen jediny sensor, na néjz a z n¢jz se prenaseji vkladané ¢i métené signaly. Sen-
sory k provadéni elektrochemickych méfeni jsou piipojeny k méficimu boxu paralelné. Sensory

jsou situovany bud’ jednotlivé kazdy zvlast, nebo jsou spojeny ve vétsi blok ¢i bloky sensorti.

K pfistroji je mozno pfipojit jakykoliv sensor: rtutové kapajici elektrody ¢i elektrody pasto-
vé, kompozitni, screen printed, pevné amalgdmové aj. Obecné je mozno tato ¢idla rozdélit na dvé
skupiny: obnovitelna a jednorazova. ProtoZze ptistroj neobsahuje obvody pro mechanickou renovaci
cidla (klepatko, tizeni kapky), jevi se jako vhodnéjsi pouziti elektrody bud’ jednorazové, nebo

s mechanickou ¢i l1épe elektrochemickou regeneraci povrchu.

9.3 Multikanalovy sensor pro sekvencni autonomni elektrochemicka
méreni Multielchem

Nadstavbovou soucasti, kterou 1ze k uvedenému zatizeni pfipojit je multisensor pro elektrochemic-
ka méteni. Testované ¢idlo ma objem vzorku 50 az 500 pL a primér 8 mm, bylo na ném umisténo
osm ruznych mérmych elektrod (Obr. 9.1): stiibrna amalgdmova meniskova (& 0,80 mm), leSténa
(< 0,80 mm) a filmova (< 0,80 mm), lesténa m&déna (J 0,60 mm), meniskova médéna amalga-
mova (< 0,80 mm), zlatd (I 0,40 mm), platinova (J 0,60 mm), elektroda ze skelného uhliku
(& 2,0 mm) a uprostied 1 pomocna platinové elektroda (& 0,80 mm). Jako referentni byla pouzita
kalomelova amalgamova referentni elektroda, ktera uzavirala mérnou komoru. Diky osmi riznym
elektrodovym povrchiim pfi napojeni na osmikanalovy pfistroj mize byt proméfen komplexné
vzorek ,jednim stiskem tlaCitka“. Takto byly proméfeny rtizné roztoky, obsahujici napt. olovo,

kadmium, méd’, kyselinu askorbovou, ferrocen (obr. 9.2), adenin, guanin a fadu jinych latek.
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Obr. 9.1:  Narys a pudorys sdruZeného tiielektrodového sensoru

Krouzky na obvodu znazoriuji pracovni elektrody (m-AgSAE, p-AgSAE, MF-AgSAE, CuE, m-
CuSAE, AuE, PtE a GCE); krouzek uprostied ptedstavuje pomocnou (platinovou) elektrodu
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Obr. 9.2:  Anodické DP voltamogramy 10°M ferrocenu

v 0,1M-HCI1O, a v 48% ethanolu na osmikanalovém multisensoru, referentni kalomelova elek-
troda na bazi stiibrného amalgamu

Jinou variantou pouZiti pfistroje je pripojeni osmi stejnych elektrod, kterymi je analyzovano osm
riznych roztokl. Tento pfistup byl uzit napf. pfi proméfovani fady vzorkli DNA technikou tzv.
dvoupovrchové strategie: Na podlozce se upevni iseky DNA komplementarni ke sledovanym tse-
kim DNA, na jejichz koncich jsou zachyceny enzymové znacky - obvykle to jsou biotinem znace-
né useky DNA v kombinaci s konjugaty streptavidinu s enzymy - alkalickou fosfatasou. V reakci
vygenerovany naftol je nasledné detegovan na uhlikovych elektrodach, které se ptipojuji k popiso-

vanému multikanalovému pfistroji.
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10.1 Kompozitni elektrody, jejich vyhody

Jednim z dlouhodobé rozvijenych sméri modernich elektroanalytickych ¢idel je tématika sensori
na bazi pevnych materiald. Idealni pracovni elektroda by méla mit nizky odpor, chemickou
a elektrochemickou inertnost v Sirokém rozsahu pracovnich potenciall, vysoké vodikové a kysli-
kové prepéti, snadné obnovovani elektrodového povrchu, nizkou cenu, robustnost a méla by byt
netoxicka. Kromé poslednich dvou bodu vSechny tyto pfedpoklady bezesporu spliuje rtutova elek-
troda (napt. kapkova rtutova elektroda — DME, visici rtutova kapkova elektroda — HMDE nebo
rtutové filmové elektrody — MFE). Avsak vzhledem k faktu, ze ekologické a bezpe¢nostni piedpisy
zavadéné jak ve svété (napi. ve Svédsku), tak i v Evropské unii zakazuji nebo podstatnym zpiiso-
bem komplikuji pouzivani rtuti [1], objevuji se tendence tyto elektrody nahradit jinymi, pevnymi
materidly. Proto byla v poslednich letech vénovana velkd pozornost vyvoji pevnych nertutovych
pracovnich elektrod. Do této skupiny patii i kompozitni elektrody, tzn. elektrody vytvorené z mate-
ridlu predstavujiciho smés alespon jednoho izolatoru (ceresinovy vosk, teflon, polyethylen, epoxi-
dové ¢i methakrylatové pryskyfice aj.) a jednoho vodice (uhlik, praskové kovy aj.), pfipadn¢ rtz-
nych pfimesi (grafit aj.) [2-5]. Tyto elektrody maji atraktivni elektrochemické, fyzikalni a mecha-
nické vlastnosti. Jsou velmi stabilni, mechanicky odolné, Ize je lestit, elektrochemicky obnovovat
jejich povrch, maji dlouhou Zivotnost, 1ze je pouzivat ve velmi pozitivnich potencidlovych oblas-

tech atd.

Vodivost takového materialu je srovnatelnd s vodivosti klasického kovového vodice,
i kdyz mnozstvi vodivych castecek je zde relativné malé. Tento efekt je vysvétlen tzv. perko-

lacni teorii [2, 6-7].

Kompozitni elektrody mohou byt klasifikovany v zavislosti na typu uspofadani vodivé faze
v polymerni matrici: pravidelné uspotadané (napf. litograficky tisténé) a nahodné. V dalsich od-
stavcich bude popisovan predevs§im druhy typ elektrod. Rozptyleni aktivniho materidlu je sice na-
hodné, avsak pii dobrém promiseni jej 1ze povazovat za témét pravidelné. Jednou z hlavnich pred-
nosti pevnych nertutovych elektrod byva moznost prace v rozsahlé pozitivni potenciadlové oblasti.
Vyuziti kompozitnich elektrod je mozno nalézt v oblasti teoretického vyzkumu déjii odehravajicich
se na povrchu elektrody, stejné tak jako v oblasti analytické chemie. Obé tyto sféry se vzajemné

prolinaji.
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10.2 Efekt ,,underpotential deposition* (UPD)

Ke stanoveni kovii anodickou rozpoustéci voltametrii (ASV) v oblasti velmi nizkych koncentraci
s pouzitim kompozitnich i kovovych elektrod je mozné vyuzit jevu, pfi kterém dochazi k vyluovani
méteného kovu z povrchu tuhé elektrody pii potencialu pozitivngjsim, nez je hodnota ur¢end Nern-
stovou rovnici pro reverzibilni déje. Tento dé€j se v literatuie nazyva efekt ,,underpotential deposition*
(UPD) [8-16]). Jeho aplikace byla jiz studovana na kovovych elektrodach, predevsim na stfibrné
a zlaté (napft. [11-14]) a jeho objasnéni bude zietelné z obr. 10.1. V katodickém sméru polarizace na
kompozitni, kovové nebo grafitové elektrodé se za¢ne povrch elektrody pokryvat monovrstvou redu-
kované formy analytu (napf. kovového olova) (obr. 10.1, pik A) pfi potencidlu pozitivnéjSim nez
odpovida potencialu vypoc¢tenému podle Nernstovy rovnice. Po kompletnim monovrstevném pokryti
(bez ptitomnosti specificky adsorbovanych ionti plati 8 = 0,2, kde 8 je pomér skutecné obsazenych
a obsaditelnych mist na povrchu elektrody [8]) se zacne vytvaret dalsi vrstva, které odpovida negativ-
n¢jsi, tzv. objemovy neboli ,,bulk® pik (obr. 10.1, pik B). Rozdil mezi monovrstvou na povrchu elek-
trody a objemovymi vrstvami je v tom, Ze pii tvorbé monovrstvy jsou vyluCované ionty v piimém
kontaktu s materidlem elektrody. U objemového piku neni jiz prakticky zadny kontakt mezi materia-
lem elektrody a nove€ usazovanymi atomy (ty se zachycuji na jiz vytvofenou monovrstvu ze stejnych
atomi). V anodickém sméru polarizace je postup piesné opacny. Pfi Nernstové potencidlu dochazi
nejprve k rozpousténi ,,bulku (obr. 10.1, pik B), a teprve pii pozitivngjSim potencidlu se rozpusti
jako posledni monovrstva (obr. 10.1, pik A) [9-10]. Efekt ,,underpotential deposition” nema v Cestiné
zazity presny ekvivalent. Jeho nazev by se dal opisem pielozit jako ,,nizkopotencialové vyluovani®

Mee

nebo ,,vylucovani pii niz§i potencialové hodnoté“. K vyzkumu tohoto jevu jsou vyuzivany piedevs§im
elektrochemické metody (cyklicka voltametrie, potenciostatické nebo galvanostatické pulsni méteni
aj.), rentgenova fotoelektronova spektroskopie (XPS), optické metody (dielektrimetrie, mé&feni povr-

chové vodivosti, elektroreflektance apod.) [7, 12].

svvr

koncentraci je registrovan pouze monovrstevny pik (obr. 10.2, I), pfi zvySeni koncentrace se jiz
zacina objevovat nelinearn¢ s koncentraci nartstajici bulkovy pik (obr. 10.2, II). Pti dal$im vzristu
koncentrace jiz tento pik se zvySuje linearn€ s koncentraci (obr. 10.2, III) a postupné se i rozsifuje,

takze prevysuje a piekryva monovrstevny pik (obr. 10.2, IV).

Poloha monovrstevného piku UPD tedy neni obvykle urcena potencidlovym rozdilem vuci
referentni elektrod¢, ale tzv. relativnim potencidlovym posunem AE,, coZ je rozdil oproti Nernstovu

reverzibilnimu potencialu a plati pro néj rovnice [8]:
AE, = E,— mLE(0) (M

kde E, je potencial objemového piku a v E(0) je potencial monovrstevného piku, a dale je mono-

vrstevny pik charakterizovan svou polosiikou (3;,,) [8-9].
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Pokud je objemovych pikti na voltamogramu vice, je vybran ten nejnegativnéjsi. Posun UPD
neni zavisly na koncentraci kovu v roztoku, protoze oba piky (monovrstevny i objemovy) jsou
koncentracné posouvany stejnym zpisobem. Poloha piku je prakticky nezavisla i na slozeni za-
kladniho elektrolytu (jak vodného, tak nevodného), pokud v ném nejsou obsazeny ionty, které se
specificky adsorbuji na substrat (napt. halogenidové). To by neplatilo, kdyby se jednalo o absolutni
polohu na potencidlové ose. Avsak vzhledem k tomu, Ze monovrstevny i objemovy pik jsou zalo-
zeny na stejném déji, dochazi k vymén¢ stejného poctu elektronti a 1isi se pouze materialem, na

kterém probiha vylu¢ovani, posun obou pikli na potencialové ose je stejny.
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o
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Obr. 10.1:  Cyklicky voltamogram olovnatych ionti

c(Pb*")=50 mg I"' v 0,1M-KCl na st¥ibrné kompozitni elektrod&; A - monovrstevné piky,
B - objemové ,,bulk* piky, d;/, - polositka, AE, - relativni potencidlovy posun

Pro popis zavislosti vysky nebo plochy piku na koncentraci nebo na dobé akumulace Ize
pouzit Langmuirovu nebo Frumkinovu izotermu, odkud mutze byt ziskan nejen adsorpcni, ale
i interak¢ni koeficient.

Za pritomnosti specificky adsorbovanych aniontt (CI°, Br) na elektrod¢ dochazi k tomu, ze
potencidlovy rozdil mezi potencialem piislusejicim rozpousténi monovrstvy a potencidlem roz-
pousténi celkového mnozstvi depozitu se snizuje. Tento efekt byl studovan u halogenidovych iontl
jako projev konkurencni adsorpce. Métfenim adsorp¢nich izoterem bylo vSak zjisténo, ze povrchova
koncentrace chloridovych iontl na stiibfe a zlat¢ odpovida pokryti vice nez 50 % monovrstvy pfi
pozitivnéj$im potencialu. Protoze adsorpéni déje vedou bé€zné k maximalné 10 az 20 % pokryti,
mohl by byt uéinén zavér, ze chloridové ionty nejsou na povrchu stéibrnych a zlatych elektrod ad-
sorbovany, ale tvoii slouCeninu se substratem (materidlem elektrody) [16]. Vliv specificky adsor-
bovanych aniontli (napt. halogenidll) se projevuje hlavné zmensenim relativniho potencialového
posunu AE, a riistem plochy piku (sorpce i desorpce se déje soucasné se sorpci a desorpci specific-

ky adsorbovaného iontu) [17].
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Obr. 10.2: Zvysujici se koncentrace Pb (od I do IV)
stfibrna kompozitni elektroda (CAgE20); DPAV v 0,1M-HCI; A - monovrstevny pik; B — bulk pik

10.3 Vyroba elektrod

Jako pouzdro pro elektrody se pouziva duty valecek z organického skla nebo Teflonu, do n¢hoz se
vtlaci elektrodova hmota (prumér aktivni plochy ¢ini obvykle 1,0-2,5 mm). Elektricky kontakt tvoii
meédény dratek vsunuty do vrstvy praSkového grafitu nasypaného na horni povrch kompozitniho
materialu [9-10]. Smés stfibra ¢i zlata s uhlikem se homogenizuje v misce, poté se pfida polymeri-
zaéni kapalina (stomatologicky material Superacryl plus”, epoxidova pryskyfice aj.), &¢imz dochazi
k vytvoreni plastické kompozitni hmoty. Ta se ponecha volné na vzduchu, dokud kompozitni ma-
terial neztuhne (obvykle cca 5 minut) a pak se vtla¢i do elektrodového téla. Polymeraéni proces
probiha vétsinou pii teploté 60 az 70 °C po dobu asi 6 hodin. Nasledné se elektroda brousi na smir-
kovych papirech o rizné zrnitosti a nakonec lesti na alumime o zrnitosti 3; 1 a 0,3 um. Lesténi se
opakuje po 2 tydnech méteni nebo vzdy, kdyz se zhorsi reprodukovatelnost vysledkli nebo je po-
vrch elektrody atakovan necistotami. Pritomnost grafitového prasku v elektrod¢ v kompozitu piimo
neovlivituje odezvu, ale jeho vyssi vodivost zlepSuje kvalitu ve srovnani s elektrodami bez né;.

V dale popisovanych experimentech byly pouzivany tfi typy stiibrnych kompozitnich elek-
trod, CAgX, kde X znac¢i hmotnostni procento kovu; kompozitni material dale obsahoval 60 %
metakrylatové pryskyfice (Superacryl plus”™), zbytek byl grafitovy prasek. Byly pouzity CAgE13,
CAgE20, CAgEA40. V ptipadé grafitové kompozitni elektrody (CCE) se jednalo o CCE30 a CCEA40,
tj. 30 %, resp. 40 % grafitového prasku (zbytek epoxidova pryskytice).
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10.4 Analytické aplikace kompozitnich elektrod

Z analytického hlediska se jevi jako vysoce zajimavé rozsahy pracovnich potencialil, kterych lze

dosahnout pomoci téchto elektrod (tab. 10.1) (napt. u CCE30 pii pH 9,2 cca 4 V).

Tab. 10.1: Rozsah pracovnich potencidlii kompozitnich elektrod

DC voltametrie; rychlost polarizace 0,02 V s™'; potencialové limity (ve V) odpovidaly arovni

1 pA v pfipadé grafitové kompozitni elektrody (CCE30) a trovni 20 pA v piipad¢ stiibrné
(AgE) a stiibrné kompozitni elektrody (CAgE20)

Elektroda L,
(primer disku | 0,IM-HCIO, | 0,M-HC1 | &1Macetdtovy | 0,05 Mboraxo- | 1y p \, oy
1 pufr, pH 4,55 | vy pufr,pH9, 2
mm)
AgE 085 | 037 | -0,70 | 0,06 | -1,03 | 038 | -1,42 | 041 | -1,62 | 026
CAgE20 -0,85 0,37 |-0,80 0,12 -1,15 0,52 -1,65 0,60 -1,74 0,35
CCE30 1,90 | 1,70 | -1,65 | 1,40 | -1,80 | 1,60 | -2,15 | 1,90 | -2,19 | 1,60

Na zlaté kompozitni elektrodé CAuE bylo v literatufe popsano stanoveni arsenu s mezi detekce
0,32 pug L' [18]. Na stifbrnych kompozitnich elektrodach byl studovan jak UPD-efekt, tak byly
stanovovany Pb, Cd, Tl (v koncentraénim fadu pg L™"), CI°, Br, I" (v koncentraénim fadu desitek
pg L™ [16], nitrolatky (6-nitrochinolin, 5-nitrobenziimidazol, 2-nitronaftalen, fadové pmol L),
azosloudeniny (alizarinova chromova &erii PT, fadové 0,5 umol L™") [19]. Na uhlikovych kompo-
zitnich elektrodach CCE byly provadény analyzy Pb, Cd, Tl (fadové pugL™"), Mn (fadové
100 pg L") [20], nitrolatek (6-nitrochinolin, 5-nitrobenziimidazol, 2-nitronaftalen), aminosloude-
niny 2-aminonaftalenu (fadové 0.5 pmol L™") [21], nukleovych kyselin adeninu a guaninu (fadové
10 pg L") a azosloudeniny alizarinové chromové ¢erni PT (fadové 0.2 umol L™") [21] a metabolitu

styrenu - kyseliny fenylglyoxalové (fadové mg L") [22].

10.5 Zavér

Lze konstatovat, ze kompozitni elektrody se i ptes své nedostatky, obdobné jako u ostatnich pev-
nych elektrod (hors$i obnovovatelnost povrchu, krat§i zivotnost, vyssi detek¢ni limity), jevi jako
vhodna alternativa k elektrodam obsahujicim rtut. Vyhodna je pfedevsim jejich Siroka analyticka
aplikovatelnost a pouzitelnost pii studiu UPD-efektu. Obnovovani povrchu lze provést ve vétSing
pripada elektrochemickou cestou a k mechanickym postuptim cisténi je tfeba sahat jen vyjimecné.
Detekeni limity jsou sice v nekterych ptipadech horsi nez u rtutovych elektrod, pfesto vétSinou

postacuji pro ucely hygienickych norem.
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11.1UVOD

Uhlikové elektrodové materidly (skelny uhlik, uhlikové vldkna, grafit) jsou bézné pouzivany pro
elektroanalytickd méfeni. Tyto materidly maji obdobné vnitini uspotradani: ve své struktuie obsahu-
ji Sesti¢lenné kruhy uspofadané do vrstev, pfi¢emz kazdy uhlikovy atom je vdzadn pomoci hybrid-
nich orbitalt sp” se tiemi sousednimi atomy. Zbyvajici orbitaly 2p. vytvaieji systém delokalizova-
nych m-elektront, zajist'ujici elektrickou vodivost. Jednotlivé materialy se od sebe lisi zejména
velikosti a usporadanim krystalickych domén. Povrch téchto materialli je nehomogenni a obsahuje
mnozstvi funkénich skupin, nejcastéji karbonylové a hydroxyskupiny. Elektrochemické vlastnosti
téchto materialti byly ve druhé poloviné minulého stoleti intenzivné studovany, a proto je pomérné

hodné znamo o vztazich mezi strukturou materialu a jeho reaktivitou [1].

Naproti tomu problematika vyuziti diamantovych elektrod pro elektroanalyticka méfeni se
zacala intenzivné zkoumat teprve v posledni dob¢, i kdyZ prvni prace v této oblasti byly publikova-
ny v jiz osmdesatych letech [2, 3]. Strukturni uspofadani atomi v krystalické mfizce diamantu je
zcela odlisné od uspotfadani atomt v materidlech na bazi grafitu. Kazdy atom uhliku je vazan pro-
stfednictvim svych sp’-hybridizovanych orbitald s dal§imi &tyfmi atomy a vytvaii se tak pravidelné
tetraedry. Diamant se vyznacuje mimotfadnou mechanickou i chemickou stabilitou. Je jednim
z nejlepSich ptirodnich izolatort a pro jeho elektroanalytické vyuziti (viz piehledné referaty [4-6])
je nutné jej dopovat atomy jinych prvkd. Dopovan je nejcastéji atomy boru a podle koncentrace
dopantu lze ziskat diamant s polovodivymi nebo polokovovymi vlastnostmi. Pokud je koncentrace
atomt boru vyss$i nez celkova koncentrace donord (napt. dusikovych atomtl), vykazuje diamantovy

material vodivost typu p.

Hlavni vyhody, které ¢ini borem dopovany diamant neobycejné perspektivnim elektrodo-
vym materialem, jsou:
J nizka kapacita elektrické dvojvrstvy, takze zbytkovy proud je nizky a Sum velmi maly;
. Siroké potencialové okno, zhruba od —1,5 V do +1,5 V v 0,1 mol L' H,SOy,;
o parafinicky charakter povrchu; na tomto elektrodovém materialu je proto nizka adsorpce

latek, coz snizuje pravdépodobnost deaktivace zablokovanim aktivnich center na povrchu
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a tudiz minimalizuje problémy souvisejici s pasivaci elektrody produkty elektrodové reakci
¢i interferenty v analyzovaném roztoku;

o mechanicka robustnost a stabilita umoziujici vyuziti téchto elektrod v pritokovych systé-
mech (HPLC-ED, FIA-ED, SIA-ED);

o biokompatibilita umoznujicich snadnou implantaci té€chto elektrod do zivé tkan€ s minimalni

pravdépodobnosti negativni biologické odezvy.

11.2 Priprava diamantovych filmovych elektrod

Nejcastéji jsou diamantové elektrody pouzivany ve formé tenkych polykrystalickych filma. Dia-
mantové filmy se pfipravuji [4, 5] chemickou depozici par (CVD — ,,chemical vapor deposition)
pfi pouziti zhavenych vlaken nebo mikrovinného ohievu. K depozici diamantového filmu se nej-
Castéji pouziva smes methanu a vodiku pfi objemovém poméru C/H 0,5 az 2,0 % a tlaku 1,3 az
13 kPa. Dalsi parametry systémi jsou: teplota nosic¢e 800 az 1 000 °C, vykon mikrovinného zdroje
1 000 az 1 300 W, ptipadné teplota vlakna ~ 2 100 °C. Atomarni vodik pfitomny v reaktoru zabra-
fiuje depozici nenasycenych, sp’-hybridizovanych uhlikovych struktur. Potlatuje se tak vznik grafi-
tického uhliku v diamantovém filmu. Dopovani borem je dosazeno ptidavanim diboranu do smési
plynii, pfipadné je mozno pouzit pevny nitrid boru, ktery za podminek panujicich v plasmovém
hotaku postupné reaguje s atomarnim vodikem na diboran. Koncentrace atomi boru v diamanto-
vém filmu (pomér B/C) mohou dosahnout az 10 000 ppm, diamantovy film pak vykazuje rezistivi-
tu mensi nez 0,1 Q cm. Zajimavé je, Ze pfi pouziti pevného nitridu boru je do krystalické mtizky
diamantu zabudovano jen velmi malo atomi dusiku. Jako nosi¢ se nejcastéji pouziva destiCka
z kiemiku s nizkym odporem, lze pouzit i wolfram nebo molybden. Desti¢ku je nutno ptfedem ocis-
tit a prelestit brusnou smeési sloZzenou z diamantového prasku a B,0s;. Zachycené ¢astice slouzi jako
krystaliza¢ni centra pro rust diamantového filmu. Rychlost tvorby diamantového filmu za popsa-
nych podminek je zhruba 0,1 az 1,0 um h™', depozice filmi o tloustce nékolik mikrometri tak trva
adové 24 hodin. Timto zptisobem je mozno vyrobit diamantové filmy o plose az nékolik cm”. Vznik-

1¢ filmy jsou polykrystalické, s ostrymi, dobfe vyvinutymi krystaly o velikosti 0,5 az 3 pm.

Pti pripravé DFE se ve smési methanu a vodiku tvoii radikaly a dalsi reaktivni ¢astice, které
difunduji k povrchu rostouci diamantové vrstvy. Na povrchu reaguji a usazuji se ve form¢ diaman-
tu. Vysoka koncentrace vodikovych atomii zabraiiuje tvorbé sp>-forem uhliku. Mechanismus nebyl

presné objasnén, ale predpoklada se, Ze se sklada z nasledujicich kroki:

(a) nabohaceni rostouciho povrchu uhlikem,

(b)  depozice amorfniho uhliku na nabohaceném povrchu,
(¢)  odstranéni amorfniho uhliku atomarnim vodikem,

(d)  konverze uhlikem nabohacené vrstvy na diamant,

(e)  dalsi nabohaceni rostouciho povrchu uhlikem.
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11.3 Vlastnosti diamantovych filmovych elektrod

Ve srovnani s ostatnimi uhlikovymi materialy se diamantové filmové elektrody (DFE) vyznacuji
mimotadnou stabilitou [5]. Nevykazuji znamky poskozeni pfi anodické polarizaci v kyselych, neut-
ralnich ani alkalickych roztocich, v pfitomnosti chloridovych nebo fluoridovych anionti. U dia-
mantovych filmi nebyla za zminénych podminek pozorovana dilkova koroze, zdrsnéni povrchu
ani delaminace filmu. Elektrochemické vlastnosti DFE jsou ovlivnény zejména typem dopantu
a jeho koncentraci, morfologickymi vlastnostmi (ptitomnosti povrchovych defektl a primarni krys-
talografickou orientaci), pfitomnosti necistot uhliku nemajicich strukturu diamantu a druhem povr-
chové terminace (H, F, O aj.). Povrch diamantového filmu terminovaného vodikem ma obdobnou
strukturu jako alkany, a proto ma jen velmi nizkou tendenci adsorbovat polarni slouceniny z rozto-
ku. Diky tomu jsou silné zpomaleny elektrodové procesy zahrnujici adsorpci intermediati na po-
vrch elektrody (napf. vyvoj vodiku, kysliku nebo halogenil). Vyzaduji vétsi piepéti, aby probihaly
dostatecné rychle. Potencidlové okno, definované jako rozdil potenciali, pti kterych dosahuje ano-
dicky i katodicky proud hodnoty 50 pA, je v neutralnich a kyselych roztocich u diamantovych
elektrod nejéast&ji asi 3,5 V. Napiiklad v 0,5 mol L™ H,SO, dochazi k vyvoji vodiku pti —1,25 V,
kyslik se za¢ina vyvijet pti +2,3 V (vs. SVE) [5]. Potencialové okno je ale zna¢né€ zavislé na kvalité
diamantového filmu, $pickové diamantové filmy mohou mit potencialové okno az 4,4 V [7]. Pokud
vSak diamantovy film obsahuje velké mnoZzstvi necistot (tj. uhliku, ktery nema strukturu diamantu),
mize se velikost potencidlového okna snizit na 2,5 az 2,7 V, coz je rozsah pozorovany u skelného
uhliku nebo u pyrolytického grafitu. Diamantové elektrody diky svému Sirokému potencialovému
oknu umoznuji provadét elektrochemické reakce pii potencialech, kterych neni mozno dosahnout
jinym zpiisobem (nebo pouze s velkymi obtizemi). Uvniti potencidlového okna vykazuji diamanto-
vé filmy velmi nizké hodnoty kapacity elektrické dvojvrstvy, 1 az 5 uF cm 2. Pro skelny uhlik byly
zjistény hodnoty 30 az 40 pF cm . Pfednosti diamantovych filmovych elektrod je i podstatng nizsi
zbytkovy proud a Sum ve srovnani napf. se skelnym uhlikem [8]. To ma za nasledek podstatné

vylepSeni poméru signal/Sum a tedy i meze detekce.

11.4 Konstrukce pracovnich elektrod na bazi borem dopovaného diamantu

Pti vlastni konstrukei cel pro praci s DFE ptipada v uvahu pro vsadkové stanoveni bud’ uspoiadani,
v némz DFE tvoti dno pracovni nadobky (viz obr.11.1) nebo uspotfadani v némz je DFE vlozena to

klasického teflonového téla v usporadani obvyklém pro diskové elektrody (viz obr.11.2).

Pro pratokové uspotadani ptichazi v tvahu tenkovrstva cela (viz obr. 11.3). Pro praci s kapi-
larnimi technikami (kapilarni HPLC, kapilarni CZE) je vhodna cela znazornéna na obr. 11.4.
Vlastni platinova mikroelektroda je znazornéna na obr. 11.5. Dalsi podrobnosti Ize nalézt v diser-

taéni praci Quaisarové [9] ¢i v praci Peckové [10].
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Obr. 11.1 Nadobka pro prdci s diamantovou filmovou elektrodou

1
I N 1 — teflonové télo
2 — elektricky kontakt
2 3 — Sroubovaci nastavec

4 — kovova pruzina

5 — mosazna lamela

6 — DFE na kiemikové podlozce
7 — silikonové tésnéni

3
4
ﬁw 8 — usti elektrody — kontakt s roztokem

X
A

Obr. 11.2: Diskova elektroda pro praci s diamantovou filmovou elektrodou
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tésnéni Teflonové télo,
pracovni T A\‘\ il 7 ——" horni &4st

_____kovovy kontakt
elektroda U
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\ Teflonové télo, dolni ¢ast

Sroub

Obr. 11.3  Tenkovrstva cela pro priitokovd méieni s diamantovou filmovou elektrodou

Obr. 11.4  Detekéni cela pro kapildarni elektroforézu

1 — konec separacni kapilary; 2 — chromatografické Sroubeni; 3 — par Kel-F Sroubti pro nasta-
veni pozice kapilary v ose x; 4 — Teflonova matka; 5 — par Kel-F Sroubt pro nastaveni pozice
kapilary v ose y; 6 — platinovy drat pro pripojeni vysokého napéti; 7 — platinovy drat jako po-
mocna elektroda; 8 — referentni elektroda Ag/AgCl; 9 — pracovni diamantova mikroelektroda
(detail viz obr. 11.5).
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Obr. 11.5 Pracovni diamantova mikroelektroda

11.5 Zavér

Z vyse uvedenych vlastnosti a vyhod diamantovych elektrod jednozna¢né vyplyva, Ze to je mimo-

fadné perspektivni elektrodovy materidl, jehoz vyuziti v elektroanalytické chemii se bude zfejmé

i nadale Gispésné rozvijet. Svédci o tom i zavéry novejsich prehlednych referati [12—14] z této ob-

lasti. Do budoucna je tudiz zadouci vénovat této problematice zvySenou pozornost.
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12. ELIMINACNI VOLTAMETRIE S LINEARNIM SCANEM

Dr. Ing. Tomas Navratil
Ustav fyzikalni chemie Jaroslava Heyrovského AV CR, Dolejskova 3, 182 23 Praha 8
Navratil@jh-inst.cas.cz

12.1 Teorie elimina¢nich metod

nosti ziskani kvantitativnich a kvalitativnich informaci z polarografickych ¢i voltametrickych sig-
nall. Jedna se predevsim o eliminacni polarografii (EP) a elimina¢ni voltametrii s linearnim sca-
nem (EVLS). Prvni publikace popisujici EVLS se objevila jiz pred deseti lety [1-3], od prvnich
publikaci na téma EP uplynulo jesté o dalSich nékolik let vice [4-7]. I kdyZ prvotni myslenka je
jesté ponékud starsi, realné uplatnéni obou technik a jejich zavedeni do praktického uziti umoznil
az rozvoj a dostate¢né roz$ifeni vypocetni techniky na pocatku 90. let 20. stoleti. S omezenim uzi-
vani polarografie a vzhledem k casové a instrumentalni naroc¢nosti byla EP prakticky upIn¢ vytla-

¢ena EVLS.

vvvvvv

priblizné takto: Zakladem obou technik jsou dva postulaty. Prvnim z nich je aditivita partikularnich

proudd, ktera predpoklada, ze registrovany proud je souctem proudu partikularnich:
=3I, (1
Ij:10+1d+1k+1ir+---

kde I; jsou parcialni proudy, ze kterych je registrovany signal / slozen — napt. diflizn€ fizeny rever-

zibilni (/4), kapacitni (/.), kineticky (/i) a tzv. difuzné fizeny ireverzibilni (/;;) proud.
Druhy postulat predpoklada v ptipadé EVLS vyjadtitelnost jednotlivych proudd ve tvaru:
I= W) Y(E) 2)

kde I pfedstavuje proud, v rychlost scanu a E potencial, W;(v) — ¢len zavisejici na rychlosti polari-
zace a Y,(E) — ¢len zavisici na potencidlu. Pro EP je tento postulat obdobny, jen misto rychlostniho

¢lenu je predpokladan ¢len Casovy.

Z teorie je znamo, ze ne¢které druhy proudi je mozno vyjadrit zcela explicitné v zavislosti na rych-

losti polarizace:

13=V" YAE) 3)
I.=Vv'Y(E) 4)
L= Y(E) (5)
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Proudovou slozku tzv. difuzné fizeného ireverzibilniho proudu (/) takto jednoduse vyjadiit nelze

a tato slozka se nahrazuje sou¢tem nekonecné fady [1]:
L=Sv"Y(E)=Yy(E) + Vv'"’YW(E) + v'I(E) + VvV'hE) + .. (6)

Vétsinou se do vypoctu berou pouze prvé dva Cleny (prvy z nich je vlastné totozny s proudem kine-
tickym), av§ak vypocty elimina¢nich rovnic byly provedeny i pro dalsi dva [8]. Slou¢enim rovnic

(1)-(6) se snadno vytvoii proudova funkce
[=V'""Y(E) + V'YUE) +V'Y(E) +V'"* Vil E) +vaYE) + VI YalE) + ... ™

Pti znamych rychlostech polarizace se jedna o linearni rovnici o x (2, 3, 4, ...) neznamych. Staci
tedy zkoumany systém proméfit pii daném poctu riznych rychlosti polarizace a feSenim soustavy
linearnich rovnic o daném poctu neznamych [1-3] lze snadno vyjadrfit (eliminovat ¢i konzervovat)
¢ast, kterd prislusi zkoumanému proudu. Aby bylo mozno vysledky dosazené pfti riiznych absolut-
nich rychlostech srovnavat, je 1épe pfejit na jejich bezrozmérné vyjadreni, tj. zvolit si jednu rych-
lost jako referen¢ni a ostatni pak brat jako jeji nasobky (v;= vK", kde K=2an=...-2, -1, 0,
1...). Nasobici koeficient K byva obvykle 2 nebo 4 [1]. Pii koeficientu K =2 a zvolené referencni
rychlosti 80 mV s™' se tedy pouZivaji rychlosti 20, 40, 80 a 160 mV s™'. Do rovnice (7) lze pak
misto absolutnich rychlosti polarizace dosadit jejich relativni hodnoty: %, 2, 1 a 2. Tim se ziskaji
bezrozmérna vyjadieni a zjednodusi se koeficienty u potencialovych ¢lenti. Hodnota » nemusi byt

nutné celoCiselna, Ize pouzit i jakykoliv jiny pomér a podle né€j prepocitat eliminacni rovnice [8].

Takto lze ziskat rovnice (8) az (35), pomoci nichz eliminujeme nebo konzervujeme rizné

druhy proudu.
A =0; Sl = 1 ) =7
A =3,41421-3,414 21, (8)

SU)=0; Sfy) =14 fh)="?

AD) = 4,828 41, — 2,4142] (9)

fy) = 0; S = L L) ="?

f)=3,41421, - 2,4142] (10)

Sh) =0; SU) =0; So) = 1

A = 17,4851 — 11,6571, — 5,82841 (11)

Sy =0; fU) =0; S =k

A =2,414 21, + 6,828 41, ,— 8,242 6] (12)
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S =0; Sfa) = 0; fe) = 1.

f)=3,414 21, + 4,828 41, - 8,242 6/

S = 0; fuly) =0; ) =1

A =6,828 51— 11,6571, + 4,828 51,4

fe) =0; SU)=0; SGli) = 0; SUo) =14

fU)=43,2131-48,0411,, — 11,657, + 16,4851

fa) = 0; Se) = I S = 0; Sl =0

AD) = 16,4851, — 16,4851 + 5,282, - 5,2821,4

fUd) =0; fUc) =0; f([k) =1 f(lllr) =0

f(I) = 432131, — 33,970 + 8,243, — 16,4851 4

Sy =0; SU) =0; S) =0; SGlr) = i

f{l)=—=11,6571,, — 82431 — 1,867L, + 528214

Sy =0; S =17 S =1L Sdr) =0

f(h) =-8,2431 + 17,4851, — 8,24314

M) =7 o) =0; S = L Aidw) =0

f(D) =-3,4141 + 9,2421,, — 4,8281,)4

o) = Is; S =7 Sy =" Sul) =0

A =-1,333] = 0,667] 14

podle zvolenych pozadavku [8].
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(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

1)

Vezméme si za priklad rovnici (15), ktera konzervuje slozku proudu, ktera odpovida difuzné fizené
reakci (napf. redukci), zatimco eliminuje vSechny ostatni druhy proudut, takze ziskana funkce je
prosta vSech ostatnich slozek kromé zminéné difuzni. Tim je mozno odhalit signaly odpovidajici
diftizné tizené reakci, které by byly skryty naptiklad v kineticky fizeném rozkladu zakladniho elek-
trolytu. Rovnice (8) az (21) [1, 9-11] pouzivaji pomér rychlosti polarizace (nasobici koeficient)
K =2, rovnice (22) az (35) [9] pouzivaji neceloc¢iselny koeficient, kde rychlosti scanu jsou v pome-
ru: 0,5:1:5:10 (rychlost ,,5° je povazovana za referen¢ni). Uvedené rovnice jsou jen prikladem

a lze je s minimalni znalosti matematiky (soustava x linedrnich rovnic o y neznamych) modifikovat



) =0; o) =1q

(1) = 0,809 05 — 0.809 01,

Sfe) =0; So) = 1y

(D) = 1,809 0, — 0,361 815

fa) = 0; S = I

£ = 1,809 07, — 0,809 0I5

Sh) =0; SU) =0; SUy) =14

(1) =3,635 615 — 2,019 81, — 1,615 813,

S =0; f)=0; S = I

D) =—2,762 215 + 2,645 61, + 1,116 51,

fL) =0; Sy = 0; S =1,

D) =—0,873 515 + 0,374 21, + 0,499 31,

S) =0; Slr) = 0; SUo) =14

D) =-1,953 1Is + 0,374 21; + 1,579 0,

SU)=0; SU) =0; SGly) = 0; SUy) =14

1) = 6,220 315 — 7,799 31, — 2,536 Ol + 4,115 0l 5

fUa) = 0; SLe) = L S) =0; Sulr) =0

S =-0,64315 + 1,2771 —1,2771s + 0,6431

fa) = 0; o) =0; S = L Aidw) =0

S =-8,0191y5 + 13,9091 — 7,79915 + 2,909

f([d) = O: f(Ic) = 0: f([k) = 0: f(lllr) = lllr

11 = 4,5481, 5 — 6,3871 + 2.85615 - 10171,

fa) = 0; file) = 2 k) = L f(idir) = 0

(D) ==5,1101 5 + 8,1307 — 2,020

f(ld) = ?;fUc) = O;f(]k) = Ik;f(lllr) =0
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(22)

(23)

24

(25)

(26)

27

(28)

(29)

(30)

€2))

(32)

(33)



(D) = =3,2981, 5 + 4,9601 — 0,66215 G4

S =1 ) =7 SL) =7 Sdr) =0
D) = 13,3961, s — 3,789 (35)

Pokud by tedy byl podle rovnice (29) zpracovan voltamogram obsahujici pouze difizné fizeny d¢j,
pak obdrzime eliminacni voltamogram obsahujici pouze jeden pik, ktery je tvarové velice podobny
ptvodnimu, jen o néco vyssi (I, Ik a [;; by byly vyeliminovany), zatimco elimina¢ni voltamogramy

podle rovnic (16) az (18) by obsahovaly samé nuly (difizni proud by byl vyeliminovan).

12.2 Odhalovani skrytych déju a rozsSirovani mériciho okna

Predstava, ze sledovany d¢j je slozen pouze z adovatelnych slozek, je vétSinou velice zidealizova-
nym predpokladem. Pokud je splnén postulat dle rovnice (1), tj. aditivita proudd, pak je vSe v po-
fadku, pomoci eliminac¢nich rovnic roz¢lenime jednotlivé pfispévky. Prikladem mtize byt obr. 12.1,
kde je zachycen tenkou kiivkou DC voltamogram adeninu a cytosinu, jejichz redukéni piky jsou
z vetsi Casti prekryty rozkladem zakladniho elektrolytu (kineticky fizenym), a silna ¢ara ukazuje
eliminacni voltamogram podle rovnice (11), kde dochazi k eliminaci kapacitniho a kinetického

piispévku a obdrzime pouze signaly odpovidajici difuzné fizenym redukcim.

-18000 1 ld=Id; le=0; Ik=0
-12000
=
" 5000
0 ; ' '
-1100 1300 1500 1700
E [mV]

Obr. 12.1:  Tenkd kitivka — DC voltamogram adeninu a cytosinu (10 mol I'""), silnd k¥ivka -
eliminacni voltamogram podle rovnice (11)

12.3 Odhalovani skrytych déju a rozsirovani mériciho okna

Co se vsak stane, pokud je aditivita porusena a nelze predpokladat odpovidajici separaci ptispévku.
Prikladem takovéhoto procesu je redukce odehravajici se v adsorbovaném stavu [12, 13]. Takové

voltamogramy jsou popsany rovnici (36)

F
i = nFAKL, exp| — RT k kde k =k, exp| - D7 (36)
on F v RT
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kde je n - celkovy pocet vyménovanych elektronti, ' - Faradayova konstanta, 4 - plocha elektrody,
k — heterogenni rychlostni konstanta ireverzibilniho procesu (k- pocatecni), I — pocateéni povr-
chovy prebytek elektroaktivni substance, « - koeficient pfenosu naboje, n, - celkovy pocet vyme-
novanych elektronti v reakci, ktera urcuje rychlost, R — univerzalni plynovéa konstanta, 7 — teplota,
E — potencial. Na obr. 12.2 je znazornéna matematicka simulace difuzn¢ fizeného déje probihajici
v adsorbovaném stavu podle rovnice (36) pfi Ctyfech riznych rychlostech polarizace a koeficientu
K=2. Na obr. 12.3 jsou pak znazornény vysledky zpracovani podle eliminac¢nich rovnic (15) az
(18). Tvar signalu podle rovnic (15) a (18) je charakterizovan pikem — protipikem, jejichz vysky
jsou ve vypocteném pomeru [12]. Eliminacni voltamogramy vypoctené podle rovnic (16) a (17)
maji tvar opacny, tj. protipik — pik. Obdobné tvary jsou dosazeny pomoci rovnic (11) az (13). Zde
se ukazuje, Ze je nezbytné nutné Cinit zavéry o probihajicim elektrodovém procesu az po zhodno-

ceni vice elimina¢nich voltamogrami a nepostacuje k tomuto ucelu jen jediny.

v1/4

-0.9
-0.8 ~
-0.7
-0.6
-0.5
-0.4 -
-0.3
-0.2
-0.1
0.0

-200 -400 -GOOErmV] -800

Obr. 12.2: Matematickd simulace voltametrické redukce v adsorbovaném stavu podle rovnice
(36), p¥i rychlostech 40 (v, 80 (v12), 160 (vi=v,ep) a 320 (v3) mV s’

Iref d

4] c ----k

— i1 N
-2 A LI
-200 -400 600+ -800
0 AY
2 |
4 |

Obr. 12.3:  Eliminacni voltamogramy vypoctené 7 kiivek dle obr. 12.2 vypocltené podle rovnic
(15) az (18). V legendé jsou uvedeny pouze zakonzervované casti voltamogramii
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Obr. 12.4:  Eliminaéni voltamogramy 10°M 1-nitronaftalenu v 0,01M-NaOH a methanolu
(9:1), vypocty podle rovnic (15)- (18). V legendé jsou uvedeny pouze zakonzervované
casti voltamogramii

Komplikovanéjsi situace nastava v tom piipadé€, ze difizné fizené reakci predchazi kineticky
fizena reakce. Bohuzel je tento pfipad matematicky podstatné komplikovanéjsi a neexistuje jedno-
duchy matematicky model, jako je tomu v ptfipadé rovnice (36). Pokud takovéto voltamogramy
difizn¢ tizeného déje s predfazenou kineticky fizenou reakci zpracujeme pomoci eliminacni
voltametrie, obdrzime pfesné opacné tvary, nez u redukce v adsorbovaném stavu, tj. rovnice (15)

a (18), resp. (11), poskytnou protipik-pik a rovnice (16) a (17), resp. (12) a (13), pik-protipik [13].

Existuji vSak i kombinované ptipady, kdy difizné fizenému dé&ji v adsorbovaném stavu pred-
chazi kineticky fizeny d¢j. To je pfipad 1-nitronaftalenu v NaOH-methanolickém roztoku 9:1 (obr.
12.4). Pokud provedeme vypocet eliminacnich rovnic podle (15) az (18), obdrzime jak protipik

pred, tak za samotnym pikem.

Pro posuzovani parametrii elektrodového déje se jevi jako vysoce uziteCny vypocet koefici-
entu pfenosu naboje a poctu pienesenych elektronti pomoci posunu pikt [1]. Tento postup je zalo-
zen na rozdilné pozici vrcholu piku zaznamenaného pfii referencni rychlosti a elimina¢nich pikt
vypoctenych podle riznych eliminacnich rovnic. Na obr. 12.5 je znazornén zptsob odecitani vr-
cholil pikii chinoxalinu. Teoretické posuny vrcholi pikil byly prezentovany jiz v [1] a jsou uvedeny
v tab. 12.1. Jelikoz koeficient pfenosu naboje o se obvykle pohybuje v intervalu 0,3-0,7, 1ze snad-
no vypocitat pocet prendsenych elektrond fidiciho dé&je. Napiiklad pii redukci komplexu oxidu
osmic¢elého s pyridinem po interakci s thyminovou slozkou DNA byl vypocten soucin an = 0,29
a 0,39 (pfi vypoctech dle rovnic uvedenych v tab. 12.1 na HMDE a na pevné stfibrné amalgamové
elektrodé modifikované rtutovym meniskem). Lze tedy usoudit, ze fidicimi d&ji registrovanych
procest jsou pravdépodobné jednoelektronové redukce s koeficientem prenosu naboje « cca 0,29,
resp 0,39 [10]. Bohuzel, rozdily v polohach vrcholt piki jsou pouze né€kolik mV a bézné zazname-
navané voltamogramy zaznamenavaji body v krocich po n€kolika mV (napt. po 3 mV). Vzhledem

k béznému zasSuméni mefenych voltamogrami je piesny vypocet relativné komplikovany.
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Obr. 12.5: Tenka kiivka: DC voltamogram chinoxalinu v amoniakdlnim pufru pH=6. Tlusta
kiivka: eliminacni voltamogram vypocteny podle rovnice (8)

Tab. 12.1: Vypoclet koeficientu pienosu ndboje a poctu vyménénych elektronii z posuvu pikii

Rovnice onFE . /RT AE=AE - E .¢[mV] (an=1)
Lot -0,209

(8) 0,621 -10,6

9) 0,756 +24.,8

(11) —-0,001 5,3

(14) —0,843 -16,3

(15) —-0,201 0,2

Snad nikdo nepochybuje o smysluplnosti fitovani (simulaci) voltamogramui elektrochemic-
kych reakei, ptipadné veetné piediazenych ¢i naslednych chemickych reakci pomoci jejich mate-
matickych modeld. EVLS lze pouzit v tomto piipadé jako multidimenzionalni rozsiteni (,,bryle
s mnoha dioptriemi). Pokud jeden zméfeny DC voltamogram poskytne jen jednu kiivku, kterou
lze fitovat s danou piesnosti, oproti tomu pouhym proméienim stejného roztoku pii vice rychlos-
tech polarizace a zpracovanim jejich eliminaci ziskdme hned nékolik pohledt na studovany systém

a jakékoliv odchylky od ptedpokladaného modelu budou daleko ztetelnéjsi.

Tato metoda byla testovana na systémech Cr(VI) a Cr(VI)+DTPA (pfi potencialu
+0,05 V vs. 3M-Ag/AgCl je Cr(VI) redukovan na Cr(IIl), ktery tvoii komplex s DTPA) [9] (obr.
12.6), kde byly na zakladé simulaci (fitovani) vycisleny nasledujici parametry:

1. Mechanismus déje: Adsorpce komplexu vcetné nasledné elektrochemicka redukce

Cr(IIT) — Cr(Il) v adsorbovaném stavu (podle tvar elimina¢nich voltamogrami dle rovnic

(15) a (18) — pik-protipik, resp. (16) a (17) protipik-pik);

2. Soucin an — 0,55, tj. jednoelektronova redukce (Cr(Ill) — Cr(Il)) s koeficientem pfenosu

naboje cca 0,55;
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3. Rychlostni konstanta elektrochemického déje, pripadné jinych parametru (adsorpcni
koeficient apod.) — provadi se bud’ iteracnim postupem (do teoretickych modeld jsou dosa-
zovany piislusné proménné tak, aby se fitované a realné voltamogramy co nejvice shodovaly
co do velikosti i tvaru), nebo relativnim zptisobem (velikosti proudil fitovanych a realnych

voltamogrami jsou v jistém konstantnim poméru) — rychlostni konstanta 1,7 - 10~ mol s™".
Posouzeni charakteru elektrodového déje pti zvoleném potencialu je mozno provadét v prvnim
priblizeni pomoci nasledujiciho vypoctu [3,15]: Lze piedpokladat, ze eliminacni funkce je imérna

puvodné zaznamenanému proudu podle rovnice

S = bevis I 37)
A 3 B 3 1 -
2. N
s PRGER , \
1 4 1 - . A \
“d-) N a2 “G-J 1 \\
= T ! = 1 7
] " BAY - o ) \ “ L
1000 -1100 1200 ; -1308-7400 111 o JN\NTT, s
E [mV] N/ N AonFERT
34 -3 ~t
3 3

Obr. 12.6: DC-voltamogram zaznamenany na HMDE, acetdtovy pufr, pH=6,2 a eliminacni
voltamogramy podle rovnic (30)-(33)

A:1 - DC-voltamogram na HMDE , acetatovy pufr, pH = 6,2, v= 5V s™'; kiivky 2 az 5 odpo-
vidaji eliminacim voltamogramul

B: 1 - simulovany voltamogram.; kiivky 2 - 5 odpovidaji eliminacim simulovaného voltamo-
gramu; 2 - konzervace /4 a eliminace I, /i, |[;;; 3 - konzervace /. a eliminace /g, Iy, 1[;;; 4 - kon-
zervace Iy a eliminace Iy, 1., [i;; 5 - konzervace [, a eliminace I, I, I4

Jak je uvedeno vySe, lze predpokladat dle rovnic (3) az (7), ze koeficient bgyis je tmérny

mocning rychlosti polarizace (~ v*). Tak lze odvodit, Ze
AL /1= bpyrs~ V' (38)

Vypoctem x (pti zvoleném potencialu) se zjisti charakter proudu (pii tomto potencialu) (podle rov-
nic (3) az (7)). Pokud je vypoctené x = 1, jedna se o proud kapacitni, rovnice (4), pokud je vypoc-
tené x = 0,5, jedna se o proud difuzné fizeny, rovnice (3), pokud je vypoctené x =0, jde o proud
kineticky, rovnice (5). Protoze tento vypocet by mohl byt komplikovany, je vhodné jej provadeét
pomoci predpfipraveného grafu dle obr. 12.7. Pokud tedy vyjde podle rovnice (11) koeficient b
roven 0, jsou feSenimi x; =0 a x, =1, tedy v uvahu ptipada jak kineticky, tak kapacitni proud. Je

proto nutno provést vypocet a rozhodnout podle jiné rovnice, napt. (13), pokud i zde vyjde pomér

133



roven b =0, Ize druhé feseni rovnice vyloucit a pfijmout feseni x; = 0, a tedy konstatovat, ze jde
o d¢j kineticky fizeny. Tento zplisob urovani charakteru déje je vSak mozno pouZzit pouze pro nej-

jednodussi procesy.

57 ----Ree(8) —--—-Ree (9)
4 4 = = = *Rce (10) —— Ree (11)
e - = ‘Ree(12) Ree (13)

4 oblast oblast oblast oblast

Obr. 12.7: Vypoclet mocninného koeficientu x 7 koeficientu b podle rovnice (38)

Na zéklade vyse uvedeného by bylo mozno dovodit, Ze jde o pomérné matematicky kompli-
kovanou metodu, ktera vyzaduje znacné mnozstvi matematickych operaci. Avsak veskeré vypocty
lze snadno realizovat bud’ pomoci kalkulacky, stolniho PC nebo bézného tabulkového kalkulatoru
(napt. MS Excel) s prislusnym makrem [16], které je k dispozici na vyzadani u autora této kapitoly.
Ptizniva zprava je, ze uz ve dvou profesionalné vytvoienych elektrochemickych softwarech jsou
tyto vypocty pifimo zabudovany ve form¢ moduli. Jedna se o Software Polar 6 k pfistroji Eco-
Tribo Polarograf (Eco-Trend Plus, spol. s r. 0.) a software Multielchem k pfistroji Multielchem [17]
(Ustav fyzikalni chemie Jaroslava Heyrovského AV CR) (podrobné popisovany v kap. 9 této kni-
hy). Zptisob vypoctu eliminacnich voltamogrami pomoci téchto softwarl je velmi jednoduchy: Do
prilozeného ASCII souboru jsou vlozeny koeficienty elimina¢nich rovnic, obsluha software oznaci
pouze, ktera z namérenych kiivek byla zmétena prisluSnym nasobkem rychlosti a stiskem jediného
tlacitka je proveden vypocet vSech eliminac¢nich voltamogrami, se kterymi je mozno pracovat na-
sledn¢ jako s jakymikoliv jinymi voltamogramy. Obdobnym zplisobem lze velmi jednoduse, stiskem
jediného tlacitka, provést v uvedenych softwarech i vypocet podilu dvou kiivek podle rovnic (37) a

(38) a jednoduchym zptisobem podle obr. 12.7 ur€it charakter probihajiciho elektrodového déje.

12.4 Zavér

Eliminac¢ni voltametrie s linearnim scanem se jevi jako vhodny nastroj pro ziskani informaci o pro-
bihajicich elektrodovych déjich na povrchu elektrody. Jeji teorie je zaloZena na exaktnim védec-
kém teoretickém zakladé. Za dobu své existence prokazala, Ze mize byt mocnym nastrojem
v rukou elektrochemika, mize byt pouzita jak k eliminaci nezadoucich proudi a konzervaci proudi

sledovanych, tak k odhaleni skrytych déjt, zvétSeni meéficiho okna, zvyseni citlivosti méfeni, ob-
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jasnéni reakénich mechanismi, vypocétu koeficientu pfenosu naboje a po¢tu vymenovanych elek-

tront ¢i k vypoctu rychlostnich konstant.

12.5 Literatura

—_—

Dracka, O., J. Electroanal. Chem., 1996, 402, 19.

2. Trnkova, L., Dracka, O., J. Electroanal. Chem., 1996, 413, 123.

3. Trnkova, L., Chem. Listy, 2001, 95, 517.

4, Dracka, O., Collect. Czech. Chem. Commun., 1986, 51, 288.

5. Dracka, O., J. Electroanal. Chem., 1990, 296, 405.

6. Trnkova, L., Dracka, O., J. Electroanal. Chem., 1993, 348, 265.

7. Kofenek, K., Trnkova, L., Dracka O., Chem. Papers 1990, 44, 527.

8. Navratil, T. Nepublikované vysledky

9. Sander, S., Navratil, T., Novotny, L., Electroanalysis, 2003, 15, 1513.

10.  Fadrna, R., Yosypchuk, B., Fojta, M., Navratil, T., Novotny, L., Anal. Lett., 2004, 37, 399.
11.  Navratil, T., Senholdova, Z., Shanmugam K., Barek J., Electroanalysis, 2006, 18, 201.
12.  Trnkova, L., Kizek, R., Dracka, O., Electroanalysis, 2000, 12, 905.

13.  Bard, A.J.; Faulkner, L.R. Electrochemical Methods, Wiley: New York, 1980.

14.  Trnkova, L., Nepublikované vysledky, 2006

15.  Trnkova, L., J. Electroanal. Chem, 2005, 582, 258.

16.  Navratil, T., Makro pro vypocet EVLS a tGpravu kiivek v MS Excel. 1996-2006.

17.  Navratil, T., Yosypchuk, B., Electroanalysis, Odeslano, 2006.

135
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V soucasné dobé bouflivého rozvoje instrumentalnich analytickych technik dochazi k postupnému
posunu vyznamu a vyuziti elektroanalytickych metod. Kromé ptivodniho poslani elektroanalyzy
spocivajiciho v moznostech stanoveni nizkych koncentraci analytti, které castecné prejaly separacni
a spektrometrické techniky, se postupn¢ nachazi dalsi aplikace elektroanalytické chemie zejména
jako nenahraditelného nastroje studia mechanismi chemickych a elektrochemickych reakci, jako
metody k ptipravé produktd redukcnich a oxidac¢nich reakci apod. Vyznamné a nenahraditelné
misto tak nachazeji elektroanalytické techniky ve farmacii, medicing, potravinafstvi, zivotnim pro-

stiedi, tedy v oblastech, které se dotykaji realného Zivota kazdého z nas.

13.1 Elektroanalytické metody pri analyze farmaceutickych matric

Elektroanalytické metody se uplatiuji ve vSech fazich tykajicich se jak vyzkumu a vyvoje 1€Civ,
jejich vyroby a kontroly Cistoty, tak pfi studiich mechanismi ucinku a metabolickych premén 1€¢iv.
Zatimco pii kontrolach distoty 1éCiv ¢i analyze metabolickych produkti jsou spiSe vyuzivany
chromatografické a spektrometrické metody, pii vyvoji novych 1é¢iv a modelovani jejich mozného
metabolického osudu a mechanismu uc¢inku jsou vzhledem ke své podstaté Castéjsi techniky elek-

troanalyticke.

O stastném vztahu elektroanalyzy a farmacie ostatné svéd¢i objev protinddorovych vlastnos-
ti cis-diammindichloroplatiny, u¢inény ndhodné pfi studiu vlivu elektrického proudu na rtst bakte-
rie Escherichia coli. Za podminek experimentu provadéném v amoniakalnim pufru vznikala jako
oxidacni produkt na platinové anodé pravé cis-diammindichloroplatina, ktera zptisobovala inhibici

rustu E. coli [1].

Jednou z dulezitych oblasti farmaceutického vyzkumu je studium biotransformace 1é¢iv,
které je ovSem in vivo zna¢né slozité a obtizné. Proto se k nému, alesponi v prvnich krocich, vyuzi-
va jednodussich in vitro modeld, z nichz k t€ém vyznamnéj$im patfi elektrochemicky model 1. faze

biotransformace. Je zalozen na podobnosti oxidacné-redukcnich reakei na elektrodé s oxidacné-
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redukénimi enzymatickymi reakcemi probihajicimi béhem I. faze biotransformace [2]. Vlastni stu-
dium probiha obvykle v nevodném prostredi; krom¢ diivodi elektrochemickych (rozpustnost stu-
dovanych latek, anodické potencialové okno) je hlavnim diivodem pro pouziti takového prostiedi
ito, Ze fada metabolickych reakci probiha v prostfedi lipofilni povahy (fosfolipidové membrany).
Bylo popsano, ze enzymatické oxidace dobie probihaji i v lipidovém — a tedy bezvodém — prostie-
di; ukazuje se, Zze k spravné funkci enzymu postacuje monomolekularni vrstva vody na jeho po-
vrchu [3]. Tyto reakce je tedy mozné simulovat pomoci elektrooxida¢nich reakci provadénych
v nevodném prostiedi. Z elektroanalytickych technik se uplatiiuji pfedev§im DC-voltametrie, cyk-
licka voltametrie a coulometrie, jimiz se studuji zakladni elektrochemické parametry studovanych
latek (redoxni potencialy, poCty vyménovanych elektronil) a mechanismus reakce. Po tomto za-
kladnim studiu navazuje pfiprava oxida¢nich nebo redukénich produkti metodami preparativni
elektrolyzy a jejich nasledna identifikace pomoci separa¢nich a spektralnich technik (hmotnostni
spektrometrie, infracervena spektrometrie, NMR). Vysledky elektrochemického studia oxidaci ¢i
redukci farmaceuticky aktivnich latek v nevodném prostiedi tak mohou poskytnout fadu uzite¢nych
informaci

o pravdépodobném prubéhu biologické oxidace; jako ptiklady lze uvést studium elektrooxidace

benzenu [4], ifosfamidu a cyklofosfamidu [5] nebo derivatl akridinu [6].

Dal$im velmi vyznamnym a perspektivnim uplatnénim elektroanalytickych metod ve farma-
cii je moznost vyuZiti elektrochemickych dat v QSPR a QSAR [7, 8], tedy ve studiu vztahli mezi
strukturou a fyzikalné-chemickymi vlastnostmi latek (QSPR = quantitative structure-property re-
lationships) ¢i vztah mezi strukturou a biologickymi vlastnostmi latek (QSAR = quantitative
structure-activity relationships). Pfedmétem analyzy vztahli mezi strukturou a vlastnostmi latek je
hledani funkce vlastnost—struktura porovnavanim kvantitativnich experimentalnich a teoretickych
dat pomoci riznych matematickych modell a postupti. Vysledky této analyzy umoziuji vyvozova-
ni obecnéjSich zavért z experimentalnich dat a predpovédi chovani a vlastnosti dosud nestudova-
nych latek. Vzhledem ke skutecnosti, ze pii voltametrickych métenich je ziskavan signal, ktery je
vysledkem interakce elektronti pfimo se studovanou molekulou, je ke korelacim pouZivana ,,mira‘“
oxidovatelnosti ¢i redukovatelnosti, tedy oxidac¢ni nebo redukéni potencial. Podle pouzivané tech-
niky to mize byt ptlvinovy potencil £}, zméfeny DC-voltametrii, nebo potencial piku E, zméfe-
ny pulsnimi technikami (diferenc¢ni pulsni voltametrii, cyklickou voltametrii); uplatituje se ale

1 ioniza¢ni potencial Ci elektronova afinita [9].

Vztahii mezi strukturou a oxida¢né-redukénim potencidlem si povsiml jiz Heyrovsky a roku
1934 definoval pravidlo konjugace: ,,Polarograficka redukce probéhne tim sndze, ¢im vétsi je
pocet konjugovanych vazeb v organické molekule. Druhym empirickym pravidlem je roku 1938

Shikatou a Tachim formulované pravidlo elektronegativity: ,,Piulvinovy potencial bude tim klad-
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nejsi, cim elektronegativnési je substituent.” Roku 1935 se podafilo Hammettovi nalézt kvantita-

tivni rovnici popisujici vztah mezi strukturou a vlastnostmi

log k=1log k° + po (13.1)

kde k je rychlostni/rovnovazna konstanta reakce substituovaného derivatu, k° rychlostni/rovno-
vazna konstanta reakce nesubstituovaného derivatu, p reakcni konstanta a ¢ Hamettova konstanta
substituentu. Vzhledem ke vztahu mezi rovnovaznou konstantou oxida¢né-redukéni reakce a ptlvl-

novym potencidlem

RT
El/2 =n7Flnk (132)

kde E,; je pulvlnovy potencial (V), R - molarni plynova konstanta (8,314 J K 'mol™),
T - termodynamicka teplota (K), n - poc¢et vyménovanych elektronii, F - Faradayova konstan-
ta (96 485 C mol™") a k rovnovazna konstanta oxida¢né-redukéni reakce, Ize kombinaci vztahu

(13.1) a (13.2) ziskat Hammettovu rovnici pro pilvinové potencialy

(E\jn)x =(Ey2)u +po (13.3)

kde (E1)x je palvinovy potencial substituovaného derivatu a (£,,)uy ptlvinovy potencial nesubsti-
tuovaného derivatu. Krom¢ Hamettovych substituentovych konstant se v obdobnych korelacich

uplatiiyji i jiné elektronické konstanty (Swain-Luptonovy, Taftovy aj.).

Dosud nejsife se vlivu substituentii v organické polarografii vénoval Zuman [10]. Bylo do-
konce navrzeno pojmenovani pro hodnoceni vlivu substituentli na elektrochemické chovani latek
jako QSER = quantitative structure-electrochemistry relationships [11, 12]. Z nové¢jsich praci
zabyvajicich se vztahy mezi strukturou lze napt. uvést studium derivatt akridinu [13], benzoxazinu

[14] nebo tetrazolu [15].

Vzhledem k tomu, Ze mezi substituentovymi konstantami a elektrochemickymi vlastnosti 1ze
v fad¢ pfipadd nalézt velmi tésné regresni zavislosti, jsou rovnéz hledany vztahy mezi elektro-
chemickymi vlastnostmi a biologickymi tucinky latek. Elektrochemické parametry nemohou
vzhledem ke slozitosti biologickych systémil poskytnout pfimé korelacni zavislosti s biologickymi
aktivitami [16]. Do pfislusnych korelacnich rovnic je totiz nutné zahrnout i transportni faktory
(prtchod latek biologickymi membranami) a jiné dulezité faktory (stereochemické parametry, difu-
ze, rozpustnost, metabolismus aj.). Dillezitym parametrem se ukazuje rozdélovaci koeficient okta-

nol-voda. V nejjednodussich ptipadech lze pak ziskat zavislost

BA :f(El/z, IOgP) (134)
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kde BA je biologicka aktivita, £}, ptlvlnovy potencial a P rozd€lovaci koeficient oktanol-voda. Ze
studii — jejichz pocet je dosud pomérné maly — publikujicich vztahy mezi biologickou aktivitou
a pulvlnovym potencialem Ize uvést QSER-vztahy pro anaerobni degradaci chlorcyklohexenti mik-
rosomalnim cytochromem P450 [17], inhibici cytochromu P450 sérii cyklopropyl derivatd [18],

toxicitu nitrobenzend [19] nebo inhibici lipidové peroxidasy katechiny [20].

Kvantitativni analyza vztahd mezi elektrochemickymi a fyzikalné-chemickymi ¢i biologic-
kymi vlastnostmi latek se ukazuje jako velmi perspektivni pole pisobnosti elektrochemie v dobg,
kdy ¢ast jejich tkolt prevzaly spektralni a separa¢ni metody. Ziskané rovnice, kvantifikujici vztahy
mezi strukturou a elektrochemickym chovanim latek, se mohou uplatiiovat nejen pii predpovidani
elektrochemického chovani dosud nestudovanych ¢i jen teoreticky exitujicich latek, ale pro pres-
nost a pomérnou snadnost jejich ziskdni mohou nalézt uplatnéni i ve farmakologii a toxikologii. Za
zminku stoji i to, ze elektrochemicka méteni na rozdil od méfeni biologickych nejen Ze Setii biolo-

gicky material, ale umoznuji ziskani odezvy i u vysoce toxickych ¢i karcinogennich latek.

13.2 Elektroanalytické metody pri analyze biologickych matric

Problémem pfi analyze biologickych matric je ptirozen€ nejen komplikované slozeni vzorku, ale
i zna¢ny vliv matrice na vysledek stanoveni. Pro takové analyzy se mize zdat vyhodnéjsi pouziti
selektivnéjsich technik nez jsou techniky elektroanalytické. Pro separacni techniky mize byt ale
problémem casté velmi promeénlivé slozeni vzorku, dale pak Siroky rozsah molarnich hmotnosti
ptitomnych latek (od soli po makromolekuly proteinil) aj. Proto Ize pfi vhodném experimentalnim
uspotadani (kombinaci s Gipravami vzorku) nalézt v pouziti elektroanalyzy k analyze biologickych

matric celou fadu vyhod.

Prikladem vyuziti elektroanalytickych metod pii analyze rostlinného materialu muze byt
stanoveni ristového hormonu indoyl-3-octové kyseliny. Zatimco stanoveni separa¢nimi technika-
mi, jako je HPLC nebo GC-MS, je problematizovano zdlouhavou a navic nepfili§ €innou extrakc-
ni Gpravou vzorku, bylo pro stanoveni indoyl-3-octové kyseliny navrzeno jednoduché elektroanaly-
tické stanoveni na uhlikové pastové elektrodé kombinované s pomérné jednoduchou extrakci rost-

linného materidlu ethylacetatem [21].

Pomérné rozsahlé pole piisobeni nachazeji elektroanalytické metody pti analyze klinického
materialu, tedy krve, moci, slin aj. Je to jednak vyuziti iontové selektivnich elektrod (ISE), které
jsou soucasti celé¢ fady komercné vyrabénych 1ékaiskych pfistrojii, kde se uplatiuji pii analyze
elektrolytd (K" , Na™ , Ca®* , H" , CI"). Vyhodou ISE je moznost kontinualniho mé&feni v priito-
kovém usporadani, coz umoznuje sledovat zaroven n€kolik analytt. Dalsi nezanedbatelnou pied-
nosti ISE je jejich miniaturizace, ¢imz Ize dosahnout sniZzeni objemu potfebného vzorku fadové na

desitky mikrolitri, nebo konstruovat ISE pro intracelularni méteni (ISE s hrotem o priméru men-
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§im nez 1 pum) [22, 23]. Své misto pfi analyze klinického materialu nachazeji i potenciometrické
biosensory k detekci plynti (CO,) ¢i biologicky aktivnich latek (mocovina, glukosa, aminokyseliny)
[24]. Z voltametrickych metod se pii analyze klinického materidlu uplatiuji nejvice diferenéni
pulsni voltametrie (DPP) a rozpoustéci voltametrie. Nejéastéji feSenym problémem je stanoveni
stopovych mnozstvi kovil v klinickém materialu. Oproti jinym technikdm je vyhodou voltametric-
kych technik moznost pfimého méteni v terénu, niz§i cena pristrojii i provozu, snadna pireprava
pristroj. Pfi vhodném experimentalnim uspotadani lze dosahnout detekcnich limitd srovnatelnych
s atomovou absorp¢ni spektrometrii. Jako ptiklady lze uvést stanoveni olova v krvi na borem do-
pované diamantové elektrodé s in situ vytvaienym bismutovym filmem za ultrasonické depozice
s LOD = 0,18 ppb [25], stanoveni zinku v krvi po komplexaci s difenylthiokarbazonem technikou
sono-adsorptivni rozpoustéci voltametrie na nafionem modifikované elektrodé ze skelného uhliku
s rtutovym filmem s LOD = 1,05 ppm [26], ¢i stanoveni médi po komplexaci s N-benzoyl-N-fenyl
hydroxylaminem sono-square wave anodickou rozpoustéci voltametrii na uhlikové elektrode
s LOD = 0,16 ppm [27]. Dilezitou otazkou spojenou se stopovou analyzou je moznost kontamina-
ce vzorku pfi jeho odbéru a upravach pred métenim. Prakticky se této otdzce vénuje prace [28],
v niz je studovana moznost kontaminace vzorku pfi stanoveni médi v mozkomisnim moku meto-
dou square wave voltametrie na statické rtutové kapce. Autofi prokazali, ze vzorek odebirany in-
jekénimi jehlami z nerezové oceli mize byt znacné kontaminovan a navrhli postup na minimalizaci

této kontaminace.

Vyznamné misto patii elektroanalytickym metodam i pfi analyze potravin. Rozsahly pie-
hled pouzivanych technik podava cit. [29], problematice voltametrické analyzy a speciace arsenu je
vénovano review [30]. Z nové¢jsich praci 1ze uvést napf. stanoveni tézkych kovt ve vinech a desti-
latech na rtutové amalgamové elektrodé [31] nebo stanoveni kadmia, olova a médi potenciometric-

kou rozpoustéci analyzou ve vinech [32].

13.3 Elektroanalytické metody pri analyze environmentalnich matric

I v oblasti analyzy environmentalnich matric nachazeji elektroanalytické metody své Siroké uplat-
néni, napt. pfi analyzach slozek pracovniho prostiedi nebo zivotniho prostiedi. I zde se uplatiiuji
prednosti zejména voltametrickych technik: moznost pfimého méfeni v terénu, nizsi cena pfistroji
i provozu, snadna pieprava piistrojii. Radu informaci k celé problematice podava monografie [33]
nebo piehledny clanek [34].

Iontové selektivni elektrody nenachazeji pfi analyze environmentalnich vzorkd tak Siroké
uplatnéni jako pfi analyze klinickych vzorkl. Kromé sklenéné elektrody jsou vyuzivany zejména
aniontové ISE pro sledovani obsahu necistot napf. v odpadnich vodach (kontinualni méfeni kyani-

da, dusi¢nantl). Vyvoj v této oblasti sméruje predevsim k jesté selektivngjsim sensoriim a biosenso-
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rim [35]. Z méné béznych uspotradani stoji za zminku ISE-Array sensor pro in situ speciaci prvki

na Marsu [36].

Velmi vyznamna cast environmentalnich analyz je realizovana pomoci voltametrickych
méreni, jejichz prehled podava rewiev [37]. Jednou z velmi rozsitenych analyz je speciace prvki
v environmentalnich vzorcich podle Barteyho a Florence [38], pfi niZ je kromé jinych metod vyu-
zivana adsorptivni rozpoustéci voltametrie. Z novéjsSich praci 1ze uvést napt. stanoveni ekotoxic-
kych organickych barviv [39], studium vlivu realné matrice (vody z brazilskych fek) na stanoveni
herbicidu picloramu [40], studium vlivu riznych matric (voda, ptida, obili) na stanoveni insekticidu
flumethrinu [41]. Z nov¢jSich modifikaci instrumentalni stranky analyzy Ize napf. uvést stanoveni
herbicidu paraquatu ve vod¢ na elektrodé vyrobené z kompaktniho disku [42] nebo konstrukei pie-

nosného zatizeni na stanoveni médi pfimo pro terénni méteni [43].
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14.1 Zarazeni konduktometrie do skupiny elektroanalytickych metod

Konduktometrické metody patii do skupiny elektrometrickych metod, tj. metod, pfi nichz se sle-
duje urcita elektricka vlastnost roztoku jako celku. Druhou, podstatné vétsi skupinu elektroanaly-
tickych metod tvoii elektrochemické metody, v nichz se vyuzivaji reakce pienosu naboje mezi
elektrodou a analytem, tj. reakce oxida¢né-redukéni. Kromé konduktometrie, pii niz se sleduje
elektricka vodivost roztoku, patii do skupiny elektrometrickych metod dk-metrie, p¥i niZ se sle-
duje permitivita roztoku. Ze své podstaty jde o metody neselektivni, na méfené vlastnosti, jak jiz
bylo feceno, se podili roztok jako celek a ptispévek jednotlivych slozek roztoku lze rozlisit pouze

ve specialnich pripadech.

Ptes rozdilny princip maji elektrochemické i elektrometrické metody spolecné to, ze detekc-
nim systémem jsou elektrody (dvé ¢i vice). Lze se proto i v konduktometrii setkat s obecnym elek-
trochemickym problémem — s ¢asovou zménou aktivity elektrod v disledku jejich pfimého kontak-
tu s analyzovanym prostiedim, roztokem. Zména aktivity se projevuje ¢asovou zménou analytické-
ho signalu i v prostiedi o konstantnim slozeni; zpravidla dochazi k poklesu signalu. Pti pouzivani
rtutovych kapajicich elektrod, tedy elektrod s periodicky obnovovanym povrchem, neni nutno uva-
zovat tento jev, obecné nazyvany historie elektrody. Stava se v$ak pal¢ivym problémem, pokud se
pouzivaji elektrody z tuhych materialti. Zpisoby feSeni problémi spojenych s historii elektrod lze

rozdélit do tii skupin probranych déle.

1. Odstranovani nasledki vlivu analyzovaného prostiedi na aktivitu elektrody. Z historic-
kého hlediska nejstar$i metody vyuzivaji otirani elektrodového povrchu bfity z riznych materialt
[1] ¢i karborundovym praskem piidavanym do analyzovaného roztoku [2], konstrukei tzv. ,,odpo-
¢ivajicich® elektrod [3], kdy se k detekci pouziva nékolik stejnych indikacnich elektrod, ptfiCemz
k méficimu pfistroji se v pravidelnych intervalech ptipojuje vzdy jen jedna z nich a ostatni, na

nichz elektrodova reakce neprobiha a jsou tudiz nezatizené prichodem proudu, ,,odpocivaji‘.

Setkdvame se i riznymi zpUsoby tepelné regenerace elektrodového povrchu at’ jiz realizova-

né elektrickym vyhtivanim elektrody [4] ¢i laserovym paprskem [5]. V soucasné dobé je vyuzivano
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vyhradné elektrochemického Cisténi a predupravy elektrod aplikaci potencidlovych pulst podle

urcitého programu, viz napf. [6].

2. Omezeni vlivu prostredi na aktivitu elektrody. V ptipad¢, Ze zména aktivity elektrody je zpu-
sobovana nezadoucim piisobenim, napt. adsorpci, nékterych latek tvoficich matrici vzorku, 1ze pre-
vést analyt do roztoku, ktery ma pro elektrochemickd méteni ptiznivéjsi slozeni. Pievod lze ze vzorku
provést nejlépe pres plynnou fazi; analyt se reakci s vhodnym ¢inidlem (donorovy roztok) pievede na
ekvivalentni mnozstvi plynné latky, ktera bud’ permeuje permeabilni membranou do akceptorového
roztoku, v némz je elektrochemicky detekéni systém (vyuziva se v tzv. GD-FIA, tj. Gas-Diffusion
Flow Injection Analysis), nebo difunduje k elektrochemické cele vhodné konstrukce plynnou fazi
(zpravidla vzduchem, jde o uspofadani nazyvané Air-Gap Detector) eventualné je z plynné faze vy-
bublavan proudem inertniho plynu a veden k elektrodé s pokovenou membranou (metoda je nazvana

pneumatoampérometrii). Schematicky jsou uvedené metodiky znazornény na obr. 14.1.

akceptorovy detekéni
yroztok k detel;toru system A\
permeacni jednotka
R
[ ginidlo
- == septum _ |~
( ) permeabilni\ inertni pro nastrik| W/
donorovy  membrana gpad vzareka  PIyD :I—’ VzOrkuU glektroda s pokovenou
roztok Cinidlo — membranou

A B

Obr. 14.1:  Schematické zndzornéni permeacni (dialyzacni) jednotky pro GD-FIA (A), schéma
air-gap detekoru (B) a schéma aparatury pro provdadéni pneumatoampérometric-
kych stanoveni (C)

3. Eliminace kontaktu analyzovaného prostiedi s elektrodou. Ve vSech vyse uvedenych
ptipadech jde o parcialni feSeni problému, nebot’ elektrody jsou stale k pfimém kontaktu s rozto-
kem, byt o daleko pfiznivéjSim slozeni nez je roztok vzorku. Jediné elektroanalytické metody,
které umoznuji totalni eliminaci problému, jsou pravé konduktometrie a dk-metrie. V téchto meto-
dach mohou byt detekcni elektrody zcela galvanicky izoloviany od méreného roztoku, protoze
k méfeni vodivosti a permitivity se pouziva stfidavy elektricky proud, ktery mize prochazet izolaci

(dielektrikem), napt. st€énami nadobky se vzorkem.

14.2 Bezkontaktni konduktometrie

Zprvu byl k bezkontaktnimu méfeni vodivosti pouzivan vysokofrekvenéni (vf) proud, fadové desi-
tek MHz. Pravdépodobné jako prvni pouzili vysokofrekvencni méteni vodivosti jiz asi v r. 1938
v laboratofich Agricultural and Mechanical College of Texas jako indikacni metodu pfi vSech b&z-

nych titracich (acidobazickych, redoxnich, komplexometrickych a s vyhodou pii titracich sraze-
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cich). V disledku pomérné komplikovanych zavislosti mezi odezvou vf-konduktometrii a koncent-
raci byla tato metoda i pozd¢ji pouzivana piedevsim jako indikacni metoda pii titraénich stanove-
nich (tzv. vysokofrekvenc¢nich titracich); zakladni experimentalni uspofadani je na obr. 14.2, kde je
vzorek v naddobce tzv. kapacitniho typu. Bezkontaktn¢ 1ze vodivost méfit i v nadobkach, které tvori
jadro civky (induktivni typ nadobky), prakticky se v8ak nepouzivaji. Pfes problematické koncent-
racni zavislosti se bezkontaktni méfeni vodivosti s vyhodou pouziva napt. pro testovani roztoku

v uzavienych nadobkach (ampulich), pro méfeni vodivosti tavenin atp.

V odborné literatufe byly publikovany prace o pouziti vf-konduktometrie i pro detekci
v separac¢nich metodach, ale metoda se zpocatku nijak vyrazné nerozsifila. Oziveni nastalo
v 80. letech minulého stoleti, kdy se objevily prace vyuzivajici tuto metodu pro detekci v proudi-
cich kapalinach a v izotachoforéze. Bouilivy rozvoj bezkontaktni vodivostni detekce 1ze zazname-
nat po r. 1998, kdy byly publikovany dvé zasadni prace [7, 8] o pouziti této metody v kapilarni
i ¢ipové elektroforéze. Ty umoznily snadnéjsi pfistup k metodé, misto jednotek az desitek MHz
byly pouzivany frekvence fadove pouze desitkek az stovek kHz, misto stovek volti postacily jed-
notky az desitky a detek¢ni cela byla velice jednoduché konstrukce. Za téchto podminek je mozno

bezkontaktni detekci realizovat bézné v laboratoii bez specializovanych elektronickych znalosti.

vf oscilator

—J

Obr. 14.2: Nadobka kapacitniho typu (s elektrodami na vnéjSich sténdch) pouZivand pro méie-
ni ve vf konduktometrii a p¥i vf titracich.

14.2.1 Bezkontaktni konduktometricka detekce v priitokovych systémech

V soucasnosti se bezkontaktni konduktometricka detekce vyuziva predevsim v kapilarni zo-
nové elektroforéze (CZE) a elektroforéze na Cipu, podstatné méné ve FIA a kapalinové chroma-
tografii (HPLC). Bezkontaktni vodivostni cela vyvinutd a pouzivana v izotachoforéze [9] je na obr.
14.3A. Na ptivodni elektrody je vkladano stiidavé napéti fadu jednotek az desitek MHz o amplitu-
dé 120 V. Proud prosly detekeni trubickou a snimany elektrodami je zavisly na vodivosti roztoku
protékajiciho trubickou. Uspotadani elektrod v jednom misté separacni trubicky je pro izotachofo-

rézu dilezité, protoze zony jednotlivych analytl jsou po separaci velmi ostie oddéleny.
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Obr. 14.3:  Schéma bezkontaktni vodivostni cely pro izotachoforézu, podle [9] (A), bezkontaktni
vodivostni cela pro detekci v kapilarni elektroforéze, podle [7, 8] (B)

Pro CZE a ¢ipovou elektroforézu neni takové uspofadani nutné, navic vnitini primeér sepa-
racni kapilary ¢i separa¢niho kanalu jsou podstatné mensi, takze vodivostni cela by méla nepiizni-
vou geometrii. Pfevazna vétSina konstrukci detekéni cel pro bezkontaktni vodivostni detekci v CZE
vyuziva tubularni elektrody, tak jak byly navrzeny v prvnich pracich [7, 8], obr. 14.3B. Tubularni
elektrody maji délku jednotky az desitky milimetrii a mezera mezi nimi je zpravidla 1 az 2 mm.
Princip detekce je stejny jako v izotachoforéze, pouze jsou pouzivany nizsi frekvence stifidavého
signalu a zpravidla i niz§i amplitudy, nejcastéji kolem 20 V (viz vyse); testovany vSak byly i ampli-
tudy od jednotek do nékolika set volti. Upfednostiiuji se takova usporadani, v nichz elektrody
nejsou integralni soucasti separacni kapilary (tj. nejsou vytvorené napt. vodivym lakem nebo vaku-
ovym napafenim kovu na povrch kapilary), ale jsou tvofeny trubickami, jimiz kapilara volné pro-

chazi, aby ji bylo mozno podle potieby vymenit.

Zména tubularniho usporadani elektrod na semitubuldrni nevede k dramatickym zmé-
nam detekénich charakteristik, ale je vyhodna z konstrukéniho hlediska [10]. Semitubularnimi
elektrodami jsou v tomto piipadé dva prouzky kovové (Al) folie o pozadované Sifce a v pozadova-
né vzdalenosti vlepené do drazky tvaru U o priméru rovném vnéj$imu primeéru separacni kapilary
vytvofené v bloku plexiskla. Kapilara je vlozena do drazky a pfitisknuta k elektrodam. Toto uspo-
fadani umoznuje snadnou vymeénu kapilary, vzajemna poloha kapilary a elektrod je pfitom fixova-
na a mezi sténou kapilary a povrchem elektrody neni vrstva vzduchu, jako tomu je v ptipadé stan-
dardnich tubuldrnich elektrod, do nichz je kapilara volné vsunuta. Vrstva vzduchu zavadi do de-
tek¢niho systému seriovou kapacitu, jejiz hodnota se mize pti pohybu kapilary v tubularni elektro-
dé meénit a prispivat tak k nezddoucimu Sumu. Semitubularni uspotfadani vodivostnich elektrod
umoziuje nejen snadnou vymeénu kapilary a jeji dokonaly kontakt s elektrodami, ale do mezery

mezi elektrodami lze relativné snadno zaintegrovat optické vlakno spektralniho detektoru, viz. obr.
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14.4, a realizovat tak kombinovany bezkontaktni vodivostni a opticky detektor detegujici latky ve
stejném mist¢ kapilary [10, 11]. Detektory s vhodnym uspoiadanim semitubularnich elektrod

Ize detegovat nejen zmény vodivosti, ale i permitivity analyzovaného roztoku.

vystup k separaéni
gientronics Kapilara
vodivostniho y e

detektoru elektrody

fixaéni

i svétlovod
fotodloda . L (pfivod
h i zareni ze
zdroje)
pohybliva e
plexisklova pevna )
desticka plexisklova
desticka

zdroj
stiidavého
napéti

optické
stinéni

kabel spojujici
fotodiodu
s elektronikou
fotometrického
detektoru

Obr. 14.4:  Schema dudlniho detektoru pro CZE kombinujiciho bezkontaktni vodivostni detekci
s detekci optickou v jednom misté separacni kapilary. Podle [10, 11]

Bylo rovné€z prokazano [12], ze k podstatnému snizeni citlivosti nedochazi ani v ptipad¢, Ze
vodivostni elektrody jsou planarni, tj. napt. vytvofené na rovinné desti¢ce bez drazky, k nimz je
kapilara pfitlacena. Toto usporadani umoznuje nejen velice jednoduchou konstrukci standardni
dvouelektrodové detekeni cely (doposud vyuzivané v Cipové elektroforéze), ale i multielektrodové
cely se systémem planarnich elektrod v sérii vhodné napft. pro studium procest, k nimz dochazi
v separacni kapilare. Planarni elektrody mohou byt téz vyleptany pfimo na desce s tiSténym spojem

se zpracovatelskou elektronikou v integrovanych analytickych systémech (lab-on-chip).

Zasadné novy piistup k bezkontaktni vodivostni detekci pro pritokova méteni byl publiko-
van v praci [13]. Vodivostni elektrody jsou v tomto pfipadé umistény uvniti' trubicky a jsou od
protékajiciho roztoku oddéleny tenkym filmem izolantu; testovana byla rliznd geometricka
uspotadani elektrod, viz obr. 14.5. Z analytického hlediska byly nejlepsi partametry dosazeny
s elektrodami orientovanymi v trubicce z PTFE podélné, jak je znazornéno na obr. 14.5C. Detektor
s takto orientovanymi dratkovymi elektrodami byl pouzit pro vodivostni detekci pii stanoveni to-
talniho anorganického uhliku (TIC) metodou GD-FIA [14]: uhli¢itan ve vzorcich byl pfeveden
okyselenim na oxid uhlicity, ktery v difuzni jednotce permeoval do slabé bazického akceptorového
roztoku, jehoz vodivost byla monitorovana. Bylo dosazeno velmi nizkého limitu detekce COs>,
36 pug 17" (0,6 pmol 1), coZ je hodnota minimalné o jeden ¥ad nizsi neZ hodnota uvadéna pro riizné

detekéni metody pouzivané pro GD-FIA stanoveni TIC.
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Obr. 14.5: Detekcni cely pro bezkontaktni vodivostni detekci s izolovanymi dratkovymi elektro-

dami umisténymi uvniti trubicky s analyzovanym roztokem. Umisténi napivic trubic-
ky v rovnobéiném (A) nebo kolmém (B) uspoidaddani a umisténé podélné (C). Podle

[13]
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15.1 Uvod

V posledni dobé¢ je veénovana zvysSena pozornost vyuziti elektroanalytickych metod v priitokovych

systémech [1-3] z nékolika divodu. Je to:

. potteba kontinualnich analyz,

. snaha o zrychleni analyz ptfechodem z vsddkového na pritokovy systém,

. snaha o zvyseni selektivity kombinaci elektrochemické detekce s pfedchozi separaci pomoci
HPLC ¢i CZE.

Krom¢ konduktometrické detekce diskutované v kapitole 14, se pti pratokovych métenich
Casto pouziva i detekce ampérometricka. Jedna se o techniku pfi niZ je analyt stanoven z velikosti
proudu prochazejiciho pracovni elektrodou pii konstantnim potencialu, ktery je zpravidla zvolen
tak, aby elektrodou prochazel limitni proud stanovované latky. Dilezitou roli zde hraje objem
a geometrické usporadani prutokové cely v niz je umistnéna pracovni elektroda. V prutokovych
analytickych metodach (FIA, CFA) a piedevsim ve vysokouc¢innych separa¢nich metodach (kapa-
linova chromatografie, kapilarni zoénova elektroforéza) jsou separované latky v tzkych zonach.
Detektory je proto nutno konstruovat tak, aby objem detekéniho prostoru byl dostateéné maly (teo-
reticky by nemél pievySovat objem odpovidajici teoretickému patru) a detektor tak minimalné pii-
spival k jejich rozmyvani. Zakladni typy amperometrickych detektord, které budou dale diskutova-
ny jsou:

o tenkovrstvy (thin layer),

o wall-jet,

. tubularni,

. porézni,

o mikrocylindricky.

V dal$im textu vSak budou diskutovany i nékteré dalsi typy ampérometrickych detektorti. Kon-
strukce detektoru totiz pochopitelné zavisi i na charakteru a materialu pouzité pracovni elektrody,
pricemz zejména rtutové elektrody vyzaduji specialni usporadani ponékud se vymykajici vyse

uvedené klasifikaci.

149


mailto:Barek@natur.cuni.cz

15.2 Ampérometrické detektory se rtut’ovymi pracovnimi elektrodami

Na obr. 15.1 jsou dv€ mozna usporadani HMDE jako pracovni elektrody pifi HPLC s elektroche-
mickou detekci. V obou ptipadech je kapilara vlozena do prepadové nadobky naplnéné vodivou
mobilni fazi v niz jsou ponofeny i pomocna a referen¢ni elektroda. Ob¢ uspotadani se lisi pouze
v tom, Ze v jednom piipad¢ je vytok z kolony HPLC orientovan paralelné s osou kapilary HMDE
a ve druhém piipadé kolmo k ni. Vzhledem k malé mechanické stabilit¢ HMDE se ani jedno uspo-

radani v praxi piili§ neosvédcilo

A B

a
g

i L

Obr. 15.1: HMDE jako pracovni elektroda pii HPLC-ED

A: Detektor firmy PAR.1- Kapilara HMDE; 2- vytok ze syst¢ému HPLC; 3- zakladni elektrolyt;
4- referencni elektroda; S-pomocna elektroda; 6- ptivod inertniho plynu

B: Detektor firmy Laboratorni pfistroje. 1- kapilara HMDE; 2- teflonovy drzak; 3-vytok ze
systému HPLC.

15.3 Ampérometrické detektory s tuhymi pracovnimi elektrodami

Vv wrw

Nejbéznéjsim elektrodovym matridlem jsou v tomto piipad¢ rizné formy uhliku, pouziva si vSak
1 platina, zlato, méd’ (pro detekci aminokyselin a latek tvoficich s médi komplexy) ¢i nékteré dalsi
kovy. Rozsifuje se i pouzivani uhlikovych pastovych elektrod, chemicky modifikovanych elektrod,

kompozitnich elektrod a filmovych elektrod.

15.3.1 Tenkovrstvy detektor

Tento detektor je tvofen dvéma k sob¢ pfitisténymi bloky oddélenymi velmi tenkym tésnénim (viz
obr. 15.2). Roztok ze syst¢ému HPLC ¢i FIA nebo SIA prochazi detek¢nim prostorem, jehoz objem

je urcen tloustkou tésnéni a rozmérem kanalku v ném vytvofeném. Pracovni (w) a pomocna (a)
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elektroda tvorii Cast stény separacniho prostoru, referencni (r) elektroda byva z prostorovych diavo-
di umisténa v rezervoaru na vystupu z detektoru. Nevyhodou tohoto uspotadani je, ze potencial
pracovni elektrody neni zcela definovan pro znacnou vzdalenost referencni elektrody (v tésnych
prostorech detektoru se vyrazné projevuje odpor roztoku a Uibytky napéti na ném). V bézné praxi

nebyva tento problém na zavadu.

15.3.2 Detektor typu ,,wall-jet*

Vystup ze systému HPLC, FIA ¢i SIA je v tomto pfipadé orientovan pfimo na povrch pracovni
elektrody (w), takze detekéni prostor je vymezen urCitym objemem kapaliny z trubicky vytékajici,
ktery ,,odstini elektrodovy povrch od roztoku v pfepadové nadobce (viz obr.15.3) V ném jsou
snadno umistény i referen¢ni (r) a pomocna (a) elektroda. V praxi se lze setkat s dvéma variantami
tohoto detek¢éniho uspotadani — wall-jet (viz obr. 15.3A) a wall-tube ¢i impinging-jet (viz obr.

15.3B).

15.3.3 Tabularni detektor

Pracovni elektrodu (w) tvofi urcity usek vnitini stény trubice, jiz kapalina s detegovanou latkou
protéka (viz obr.15.4.). Referencni (r) a pomocna (a) elektroda jsou zpravidla umistény v prepado-
vé nadobce, kam tato trubice usti. Hlavni vyhodou tohoto uspotadani je, Ze detektor prakticky vii-
bec neptispiva k dodate¢nému rozmyvani zon latek, protoze kapalina z trubice jiz protéka nevystu-
puje. Urcitou nevyhodou je ne zcela definovany potencial pracovni elektrody, podobné jako je

tomu v ptipad¢ thin-layer detektoru.

r

ystu
ggdpa%)

vstup

tésnéni

Obr. 15.2: Tenkovrstva cela pro méieni v priitokovych systémech
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A B

Obr. 15.3:  Detektor typu ,,wall-jet“ (4) a ,,wall-tube“ (B)

r/ /a
vstup
—_—
ystu
{gdpa%)

Obr. 15.4: Tubuldarni detektor

15.3.4 Mikrocylindricky detektor

Teflonova kapilara pfimo napojena na vystup z kolony je v blizkosti konce pfiéné propichnuta os-
trou jehlou a vzniklym otvorem se protahne tenky dratek z platiny (primér 0,1 mm) ¢i médi (pri-
mér 0,2 mm). Dratek je v kapilafe fixovan tavnym lepidlem, které rovnéz izoluje dratek na bocich
kapilary od styku s roztokem. Do kontaktu s analytem tak pfichazi pouze ta ¢ast dratku uvniti
teflonové kapilary, jehoZz plocha je dana jeho primérem a délkou rovnou vnitinimu priméru pouzi-
té teflonové kapilary. Kapilara s pracovni (w) elektrodou je spolu s referen¢ni (r) a pomocnou (w)

elektrodou umisténa do prepadové nadobky (Obr. 15.5).
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Obr. 15.5: Mikrocylindricky detektor

15.3.5 Detektor umoziiujici praci v tenkovrstvém systému i v systému ,,wall-jet*

Vhodnou konstrukci detektoru (viz obr. 15.6) Ize pouhym otoCenim jedné casti detektoru piejit

z tenkovrstvého pracovniho rezimu do rezimu ,,wall-jet.

15.3.6 Detektor s uhlikovou vlaknovou elektrodou

Rovnéz tento typ detektoru znazornény na obr. 15.7. je kompatibilni s kapilarnimi separa¢nimi

technikami.

1, 5 .2

Obr. 15.6: Detektor umoZiiujici prdaci v tenkovrstvém systému i v systému ,,wall-jet*

1 - vstup, 2 - vystup, 3 - pracovni elektroda, 4 - pomocna elektroda, 5 — referen¢ni elektroda,
6 - distancni folie
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Obr. 15.7: Detektor s uhlikovou viaknovouelektrodou

1 - kapilarni kolona, 2 - uhlikové vlakno, 3 - sklenéna nadobka obsahujici roztok KCl pro spo-
jeni s referencni a pomocnou elektrodou, 4 - kuli¢ka z epoxidové pryskyfice, ktera fixuje uhli-
kové vlakno, 5 - sklenéna trubice naplnéna rtuti (6), do niz je ponoten platinovy kontakt (7)

15.3.7 Detektory s diamantovou filmovou elektrodou

Tyto detektory at’ jiz v uspotfadani tenkovrstvé cely ¢i s mikroelektrodou, které jsou kompatibilni
s kapilarnimi technikami, jsou podrobné popsany v kapitole 11 a proto jim zde nebude vénovana

pozornost.

15.3.8 Detektor s pevnou amalgamovou elektrodou

Tento detektor, pracujici ve ,,wall-jet rezimu (viz obr. 15.8), se osv&dcil pii selektivni detekci
elektrochemicky redukovatelnych sloucenin vedle elektrochemicky neaktivnich matecnych slouce-
nin (napf. snadno redukovatelnych nitrovanych polycyklickych aromatickych uhlovodik vedle
neaktivnich nesubstituovanych polycyklickych aromatickych sloucenin ¢i polarograficky aktivnich

azosloucenin v pritomnosti neredukovatelnych aromatickych aminti, ze kterych se ptipravuji).

15.3.9 Detektor s uhlikovou pastovou elektrodou

Rovnéz tento detektor pracuje ve ,, wall-jet” rezimu (viz obr. 15.9). Jeho hlavni vyhodou je snadna
obnovitelnost povrchu pracovni elektrody v pfipad¢ problémt s jeji pasivaci. Pti pouziti mikrokuli-
¢ek ze skleného uhliku je tento typ detektoru pouzitelny i v prostfedich s vysokym obsahem orga-
nickych rozpoustédel (methanolu ¢i acetonitrilu), v nichz pfi pouziti jinych uhlikovych praskovych

materialti dochazi k vymyvani pastovaci kapaliny a ke zhorSovani kvality pasty.

15.3.10 Coulometricky detektor s poréznimi elektrodami

U tohoto detektoru protéka mobilni faze s analytem proréznim materidlem elektrody, takz stupen
konverze se blizi 100 % a detektor tudiz pracuje v coulometrickém rezimu. Piipadné lze zaradit i
n€kolik poréznim elektrdod za sebou a provadét soucasnou detekci pii nékolika riiznych vlozenych

potencialech (viz obr. 15.10)
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Obr. 15.8:

Obr. 15.9:

» Wall-jet“ detektor se stiibrnou pevnou amalgamovou elektrodou

m-AgSAE (1 —4), elektricky kontakt (1), sklenéna trubicka (2), Ag amalgam (3), Hg meniskus
(4), referentni elektroda (5), pomocna Pt elektroda (6), teflonova trubicka — vystup ze systému
FIA ¢i HPLC (7), sklenéna pfepadova nadobka (8), ptepad (9), sklenéna kapilara umoznujici
fixaci pfivodni teflonové kapilary z prutokového systému (10)

» Wall-jet“ detektor s uhlikovou pastovou elektrodou

1 — pracovni uhlikova pastova elektroda (uhlikova pasta pfipravend z 250 mg mikrokuli¢ek
skelného uhliku a 110 pl mineralniho oleje); 2 — pomocna platinova elektroda; 3 — referen¢ni
kalomelova elektroda; 4 — mobilni faze; 5 — piivodni kapilara
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4 porézni pracovni elektrody za sebou

I I

Pomocna elektroda

Referenéni elektroda

Obr. 15.10: Schéma coulometrického detektoru s vice pracovnimi poréznimi elektrodami za
sebou

15.4 Laborator na ¢ipu (lab-on-chip)

V tomto piipadé dochazi k separaci i k detekci na malém Cipu, takze se s vyhodou uplatiiuje
moznost miniaturizace elektrochemickych detektori. Schéma cipu s elektrochemickou detekci na
uhlikové mikroelektrod€ je na obr.15.11A, pficemz vlastni pracovni elektroda je znazornéna na

obr.15.11B. Schéma Cipu s detekcei na sitotiskové elektrodé je na obr. 15.12.

Obr.15.11: A - schéma Cipu s elektrochemickou detekci na uhlikové mikroelektrodé;

B - vlastni pracovni elektroda
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Obr. 15.12: Kapilarni elektroforeticky systém na Cipu s elektrochemickou detekci na sitotiskové
elektrodé

A-sklenény mikrocip, B —separa¢ni kanalek, C — injek¢ni kanalek, D — $picka pipety tvotici
nadrzku na pufr, F — $picka pipety tvofici nadrzku se vzorkem, F —Spicka pipety s treti nadrz-
kou ( v tomto uspotfadani neni vyuzivana), G — drzék z plexiskla, H — rezervoar s pufrem,

I - rezervoar se vzorkem, J — nepouzivany rezervoar, K — detekéni rezervoar, L, M — sitotiskova
pracovni elektroda, N — kontakt tvofeny stfibrnym inkoustem, O — izolator, P paskova distanc-
ni folie, Q — vystup z kanalku, R — pomocna elektroda, S — referen¢ni elektroda, T — elektrody
vysokého zdroje napéti, U — umélohmotny $roub. Pro lepsi nazornost jsou Cip, drzak a vlastni
prouzek se sitotiskovou elektrodou nakresleny zv1ast’ a nejsou ve stejném metitku

15.4 Laborator na ventilu (Iab on valve)

Sekvencni injek¢ni analyza (SIA) je zalozena na pohybu roztoku pomoci pistové pumpy, jejiz pist
se podle pokyni pocitate pohybuje obéma smeéry, ¢imz zajistuje obousmérny pohyb roztoku
v systému. Pocita¢ fidi i mnohocestny piepinaci ventil, ktery umoznuje proplachovani systému,
nasati vzorku, ptidavek a miseni s ¢inidly i pohyb vzorku do detektoru a jeho piipadné zastaveni
v detektoru umoznujici elektrochemickou ¢i adsorpéni akumulaci analytu na pracovni elektrodé.
Soucasna technika umoznuje umisténi vétSiny komponent systému piimo na piepinacim ventilu

a odtud pochazi nazev ,,lab on valve®.

15.4 Zavér

Z vyse uvedeného prehledu je patrno, ze kombinace elektrochemické detekce s prutokovymi méfe-
nim nabizi celou fadu moznosti, takze i v nejblizsi budoucnosti bude nepochybné této problematice

vénovana pozornost.
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16. INOVACE V ELEKTROANALYTICKE INSTRUMENTACI
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Univerzita Pardubice, FCHT, Ustav ochrany zivotniho prostfedi, Doubravice 41,
533 53 Pardubice 19

nvt.l@seznam.cz

16.1 Principy a formy inovace probirané v kurzu

Podobné¢ jako v jinych oborech pfedstavuji inovace v oblasti elektroanalytické chemie jeden ze
zakladnich predpokladl uspésného rozvoje tohoto oboru. Zavisi na nich jeho uroven, atraktivnost,
moznosti uplatnéni, uznatelnost i dostupnost produktii, které¢ jsou jejim vysledkem. Z hlediska

technického typu, urovn¢ a rozsahu mizeme je rozdélit na dvé skupiny:
Vyzkum a vyvoj:

a)  vramcifeSeni vzajemné propojenych oblasti
= teorie
=  metodiky
* instrumentace

= aplikaci

b)  vramci jednotlivych problémil
* metod, postupi
= casti, jednotek, blokd, komponent, prisluSenstvi
= software

= zplisobu aplikace

Inovace odpovidajici skupiné a) zahrnuji vétSinou systematicky feSené programy, na vysoké tech-
nické trovni a s odpovidajicimi naroky na originalitu feSeni, personalni a jiné zajisténi. Skupina b)
mize zahrnovat vétSinou jak vymezena originalni feSeni na zminéné vysoké technické urovni, tak
celou skalu jednotlivych ¢i parcidlnich vyvojovych zmén, technickych ¢i technologickych zlepseni.

Je zfejmé, Ze uvedené typy inovaci jsou pribézn¢ predmétem vyzkumu a vyvoje, tykajiciho
se v té ¢i oné mite prakticky vSech uzivanych elektroanalytickych technik. Jejich zevrubnéjsi roz-

bor by vydal na rozsahlou stat’. V ramci tohoto kurzu bude pro ilustraci typti inova¢nich procest

v elektroanalyze stru¢né uvedeno alespon nékolik ptikladti z nedavné minulosti a pfitomnosti.
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16.2 Priklady inovaci pristrojové techniky, prislusné metodiky a teorie

Nasledujici pasaz obsahuje piiklady na bazi pfevazné systematicky feSenych teoreticko-experimen-
talnich programt, jejichz vysledky jsou vyuzitelné jak ve sféfe vyzkumu, tak v rozsahlé laboratorni

1 provozni praxi.

(1) Voltametrické a polarografické systémy

Na rozvoji voltametrické/polarografické (VP) metodiky a instrumentace [1-5] za uplynulé Ctvrtsto-
leti 1ze nazorné ilustrovat inovacni principy zasadnéjsiho vyznamu, doprovéazené Skalou feSeni
jednotlivych blokt, jednotek, metod apod. Terminologicky rozumime pod pojem voltametrie pfi-
slusné metody vyuzivajici elektrod a ¢idel, jejichz plocha se béhem méfeni s ¢asem neméni; nao-
pak polarografie je spojovana s uzivanim elektrod s ¢asové proménlivym (piivodné obnovovanym)

povrchem.

Koncepce VP-systému

Reseni celkové koncepce VP-systémil a jejich jednotlivych &asti spada do kategorie 16.1.a). Na
prelomu 70. a 80. let minulého stoleti zazivala rozmach spise koncepce laboratornich systému se
zabudovanymi fidicimi jednotkami (tzv. laboratornich kombajnt), u nichz se po instalaci a sefizeni
pocitalo pouze s obsluhou, nikoliv s moznosti zasahovat do jejich chodu, programu ¢i usporadani,
prenaset je bez dalSiho sefizeni z mista na misto apod. Pfikladem byl analyzator 646 VA-Procesor,

fy Metrohm (Svycarsko).

Nicméné v té dobé¢ jiz existovaly a zacaly byt realizovany [6-8] téZ zaklady jiné, nové kon-
cepce komponentnich (blokovych) VP-systémtl, fizenych (event. i napajenych) pfes externi fidici
jednotku: ovladaci jednotku, osobni pocita¢ apod. Ptrikladem rozdilnosti téchto ptistupti bylo sou-
Casné a vzajemné nezavislé vyfeSeni dvou zakladnich verzi tehdy nového typu pfistroje (soucasti
VP-systémi): statické rtutové kapkové elektrody SMDE [6-10] pro opakované vytvaieni velkého
mnozstvi vysoce reprodukovatelnych kapicek rtuti visicich u Gsti kapilary, na principu skokového
prerusovani toku rtuti upravenou kapilarou pomoci specialnich uzavért fizenych programem nebo
externimi pulsy. Konstrukce americké verze SMDE fy P.A.R. [9] reprezentovala typ kompaktniho
laboratorniho celku (vyuzivajiciho robustniho, osové symetrického mechanismu s velkou pfitlac-
nou silou uzavéru brousené kapilary). Ceské verze [6-8,10], s pruzné uloZenym, osové asymetric-
kym mechanismem s relativné malou pfitlacnou silou v sedle tvarované kapilary, méla dvé varian-
ty, stolni a kazetovou, a byla konstrukéné flexibilngjsi, s moznosti dali miniaturizace. Ceska kon-
cepce SMDE tak béhem nasledujicich 15 az 20 let vyustila v realizaci sortimentu univerzalngji
vyuzitelnych rtutovych elektrodovych systémd, zejména komponentniho mobilniho (pfenosného)
systétmu UMUE [12, 14, 15] s vlastni elektronikou napojitelnou ptes piislusnou kartu na fidici PC

nebo realizaci riznych provedeni obnovovatelné stacionarni rtutové elektrody tuzkového typu.
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Soubézné a s pouzitim toho bylo vyvinuto a do vyroby zavedeno nékolik typti prvniho Ces-
koslovenského pocitacem fizeného Eco-Tribo Polarografu (PC-ETP) [12-16] v linii sméfujici od
laboratornich k mobilnim az pfenosnym verzim a verzim miniaturizovanym. Vyzkum a vyvoj
v téchto smérech stale pokracuji. Naopak “laboratorni® konstrukce vySe zminéné americké verze
SMDE se za uplynulé ctvrtstoleti prakticky nezménila. Ac¢koliv sviij pivodni Gcel stale plni, pro
fadu novych aplikaci (zejména v oblasti prace s miniaturizovanymi elektrodami, s elektrodami
s §ir§im rozsahem funk¢nich parametrti apod.) je napt. kvili svym konstrukénim parametriim uza-
veért, kapilary, ovladacich mechanismd, robustnosti, velkym pfitlaénym sildm, moznym vibracim

a rezonancim nevyuzitelna nebo vyuzitelna jen v omezené mifte.

Usporadanim systému PC-ETP a jeho casti se v uplynulych cca 15 letech inspirovala ve
svych vyrobcich fada zahraniénich firem, jako Metrohm (Svycarsko), Eco-Chemie (Holandsko)
a dalsi. Jde tu o priklad propojeni tispésSné koncepce s originalnimi technickymi feSenimi, ovlivitu-

jicimi dal$i vyzkum a vyvoj po desitky let.

(2) Elektrody, elektrodové systémy, sensory a biosensory

Soucasti rozvoje elektrod, elektrodovych systémt, sensorll a biosensort je predevs§im feseni [3, 6-

22, 30] téchto oblasti:

a)  novych ¢i inovovanych materiald elektrod, napf. na bazi:
» uhlikovych past, podle potieby tizené upravenych (misenych, lisovanych, nanasenych,
vypalovanych) ¢i obohacenych aktivnimi pfisadami s komplexotvornymi, katalytickymi
a jinymi selektivnimi ucinky;
= heterogennich kompozitii a kompozitnich past na bazi riznych selektivné volenych mate-
riald jako jsou C, Ag, praskovy teflon, silikagel, Pt, Au, RuO,, HgO, Bi,0O; a dalsi zvole-
né materialy;
» dopovanych materiali (dopovanych diamantovych elektrod), slitin apod.;
= pevnych ¢i nasycenych amalgam nebo amalgamovych povrchti obsahujicich Ag, Cu, Cd,
Au, Bi ad.), podle potifeby modifikovanych rtuti, uhlikovymi ¢i jinymi pastami, bioaktiv-
nimi ¢i ekoaktivnimi latkami apod.;
b)  novych ¢i inovovanych funk¢nich rezimt ¢i rezim méteni, jako jsou:
» reziml obvyklych velikosti obnovovanych rtutovych elektrod, mini-, semimikro- az mik-
roelektrod, v modech kapajici, visici ¢i statické kapkové elektrody (DME, HMDE,
SMDE, DMmE, HMDmE, SMDmE, DMsuE, HMDsuE, SMDsuE, DMuE, HMDUE,
SMDUE), meniskové nebo hemisferické elektrody;
» rezimil kompresné-expanznich rtutovych i nertutovych elektrod, jejichz plocha se tize-

nym zpusobem zvétSuje, je konstantni ¢i se zmensuje;
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» rezimd zvolené mechanické, elektrochemické ¢i jiné Upravy elektrod pred, béhem nebo

po jejich pouZziti, jejich obnovovani apod.;

¢)  novych funkénich parametrd, jako jsou:
= velikosti, tvary, rozméry, topologie, geometrickd usporadani, formy, velikosti mezer
apod.;
= Casove sefazené posloupnosti jednotlivych krokii vytvareni, obnovovani, zmén a uprav

elektrod, jejich algoritmy ap. — v zavislosti na konkrétnim pouziti
d)  tvarovych feSeni elektrod, elektrodovych sestav, jejich celkového provedeni apod.;
e)  zpusobu snimani, Gprav a zpracovani elektrodovych signaltl, zesilovani, filtrovani, stinéni apod.;

f) uspotadani pro dosud nedostupné nebo omezené dostupné aplikace.

Piiklad systému reZimi, komponent i aplikaci

[lustrativnim pfikladem komplexniho pojeti je feSeni pomérné univerzalné vyuzitelného systému
obnovovatelné rtutové elektrody UMPE s miniaturizovanou elektrodou tuzkového typu, zaméni-
telnou podle potieby za tuzkové elektrody na bazi pevnych, modifikovanych ¢i jinych vyse uvede-
nych materiali. Podle podminek lze pfitom uvazovat o vyuziti rezimli mini-, semimikro- a mikroe-
lektrod, meniskovych, kapkovych, kompresné-expanznich elektrod ¢i rezimi s volitelnym pribé-
hem plocha elektrody 4 vs. ¢as ¢ (se spojitym, krokové rostoucim, stacionarnim, monoténnim &i

nemonotoénnim priabéhem).

Prikladem novych moznosti aplikaci jsou:

] vyuziti plastovych elektrod a ptislusenstvi [24] pro praci v roztocich kyseliny fluorovodiko-
vé, umoznujici napt. voltametrickou analyzu obsahu tézkych kovl ve sklech, keramickych
materialech, kfemicitanovych struskach apod.;

) voltametrie s vyuzitim obnovovanych miniaturizovanych stacionarnich rtutovych elektrod za
pusobeni ultrazvuku [25], umoziujici napt. i praci v mikroobjemech vzorku a v pratokovych
systémech za ,,michani* ultrazvukem;

n kompresné-expanzni voltametricka charakteristika DNA-adsorbovanych filmt [23] na rtut’o-

vych minielektrodach.

(3) Elektrokapilarni analyza

Pfes svou historii ma i tato oblast podstatné inovacni moznosti. Zakladem je ptedpoklad, ze pii-
tomnost povrchové aktivnich latek (PAL) v roztoku zplisobuje zmény (resp. snizovani) prib&hu
povrchového napéti y rtutové elektrody v zavislosti na polarizaénim potencialu £ [1, 26, 28].
Vétsina bioaktivnich a ekoaktivnich organickych latek spada do kategorie silné ¢i stfedné silné

adsorptivnich PAL (SAL), tj. latek s adsorpénim koeficientem B dosahujicim za danych podminek
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hodnot vyssich nez 10° L mol™' [26]. Do osmdesatych let minulého stoleti se soudilo, Ze se SAL
adsorbuji az od urcité prahové koncentrace, pod kterou se jejich ptitomnost neprojevuje. Tento
omyl odhalila a pfislusnym zptisobem experimentalné odstranila nové navrzena (fadové stokrat
citlivéjsi) metoda s vyuzitim dlouhé, reprodukovatelné doby kapky kombinované s konvektivni
akumulaci SAL béhem zivota kapky [26, 27]. Ukazalo se a ukazuje, ze spravné zméfeny rovnovaz-
ny diagram y—FE—c ma dokonce charakter stavového diagramu (analogického zndmému diagramu

p—V-T plyntt). Dtsledkem byly tyto principidlni moznosti:

] potvrdit platnost termodynamické Gibbs-Lippmanovy rovnice [28] i pro SAL a odvodit fadu
dalsich uziteCnych a ovéfitelnych vztahii z oblasti elektrosorpcni analyzy, tykajicich se napf.
vyjadreni citlivosti a meze stanovitelnosti adsorp¢ni voltametrie/tenzametrie AASV/AdST, po-

tencialového posuvu AdST-piku s koncentraci ¢, porovnani adsorptivity riznych latek apod.;

. vyrazné zvysit citlivost ptimych elektrosorpcnich méfeni a vyvijet odpovidajici metody nové.

Ptikladem vyuzitelnych poznatki jsou [29]:

. moznost prokladani riznych prib&éhl adsorpcnich izoterem nebo koncentracnich zavislosti
riznych elektrosorpénich signali jako vysky proudového piku (Ai)AdST/AdASV, kapacit-
nich desorpénich pikli, zmén povrchovych napéti Ay nebo diferencialnich kapacitAC

apod., napt. pomoci vztahii typu

x_xO

exp{—iAiY’}:X; Y=M; X =

1-Y i=0 Ym — o Xm — X0

X n .
exp| =Y 4.X'|=Y
1-X p[ Eo : }

kde Y znaci relativni zmény velikosti signalu a X relativni zmény koncentrace c;

. moznost vyvoje metod pro charakterizaci ptitomnych PAL ¢i SAL na principu vyhodnoco-

vani ¢i vzajemného porovnani koncentracnich zavislosti méfenych signalt.

(4) Tenziometricka méreni

Poznatky a zkuSenosti z polarografie a elektrokapilarnich méteni bylo a je mozno vyuzit i pro ten-
ziometrickd méteni ve sledovanych roztocich [12]. S tim souvisi i moZnost navrzeni nové tenzio-
metrické metody pro urovani povrchového napéti roztok vy, vyuzitelné v laboratornich i v pro-

voznich, dilenskych ¢i terénnich podminkach.

163



Piiklady méfeni: S odpovidajicim laboratornim uspoiadanim tenziometru bylo mozno napt. zmé-
fit povrchové napéti nejen béznych latek a roztoku, ale i latky medovité konzistence, jejichz povr-
chova vrstva podléhala ve styku se vzduchem a vzdusnou vlhkosti ¢asové zavislym zménam.
Uspé&iné bylo téz proméfeni latky s velmi nizkym povrchovym napétim y. V obou zminénych pii-

padech bylo ur¢eni y jinymi metodami obtizné, ne-li nemozné.

(5) Detekce a monitorovani uniku ropnych latek (RL) na hladiné vod

S vyuzitim poznatkli o chovani elektrochemické dvojvrstvy pfi tvorbé adsorbovanych vrstev na
elektrodach za voltametrickych a elektrosorpénich podminek byl navrzen (a je dale rozvijen) [31,
32] ptenosny systém ,,Detectoil” pro detekci uniku ropnych latek a oleji na hladiné vod, napf.
v odlucovacich ropnych latek, v Cistickach odpadnich vod, ve vrtech pro monitorovani eventuel-
nich prasakti ¢i havarii u skladist’ RL, u benzinovych stanic apod. Detek¢ni souprava sestava pie-
devsim z cidla plovouciho na vodé a spojeného s fidici (polariza¢ni), mérnou a vyhodnocovaci
jednotkou, s vystupy pro hlasSeni pfitomnosti RL a pro pfipadné spousténi dekontaminac¢nich zaii-

zeni. Detectoil je vyuzitelny jak samostatné, tak jako soucast technologickych celk.

16.3 Shrnuti a zavér

Uvedené piiklady ilustruji vysokou uroveni inovacni potence rozvoje elektroanalytické metodiky a

instrumentace. Ve vsech pfipadech jde pfitom o aktualni, dale rozvijené programy.

Vzhledem k potfebam moderni praxe je pritom nalezit¢ vénovana pozornost i otdzkdm spo-
jenym s uznatelnosti popsanych metod a zatizeni, zejména pokud jde o certifikaci pfislusnych sys-
téma, o piislusné vyhlasky, normy, patenty, znalecké posudky apod. V jednotlivych konkrétnich

ptipadech lze podle potieby zajistit i provedeni validace metody k tomu opravnénym subjektem.

16.4 Literatura

—_—

Heyrovsky, J., Kiita, J., Zaklady polarografie, NCSAV, Praha, 1962.

Wang, J., Analytical Electrochemistry, VCH Publishers, New York, 1994.
Barek, J., Fogg, A.G., Muck, A., Zima, J., Crit. Rev. Anal. Chem., 2001, 31, 291.
Scholz, F. (Ed.), Electroanalytical Methods, Springer Verlag, Berlin, 2002.
Budnikov, G.K., Kazakov, V.E., Ind. Lab., 1999, 65, 689.

Novotny, L., Cs. pat. PV 9200-78, AO 210852, Praha, 1978.

Novotny, L., Cs. pat. PV 2367-80, AO 220439, Praha, 1980.

Novotny, L., Kandidatské diserta¢ni prace, UFCHE-J. Heyrovského, CSAV, Praha, 1981.
Peterson, W.M., Internat. Lab., 198, 1/2, 51.

Novotny, L., Cs. pat. PV 6100-78, AO 202316, Praha, 1978.

Novotny, L., Electroanalysis, 1990, 2, 257.

 *® 2N kWD

—_
_ O

164



12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.

29.

30.

31.
32.

Novotny, L., US pat. €. 5173101, 5294324,

Polaro-Sensors, Dokumentace k Eko- Tribo polarografu PC-ETP, Praha, 1993.
Novotny, L., Fresen. J. Anal. Chem., 1998, 184, 362.

Novotny, L., Chem. Listy, 201, 95, 147.

Novotny, L., Heyrovsky, M., Croat. Chim. Acta, 1997, 70, 151.

Svancara 1., Vytias, K., Bobrowski, A., Kalcher K., Talanta 2002, 58, 45.

Vytias., K., Svancara, 1., Metelka, R., Electroanalysis, 2002, 14, 1359.

Navrétil, T., Kopanica, M., Crit. Rev. Anal. Chem., 2002, 32, 153.

Palecek, E., Bioelectrochem. Bioenerg., 1992, 28, 71.

Palecek, E., Electroanalysis, 1996, 8, 7.

Novotny, L., Electroanalysis, 1996, 8, 135.

Novotny, L., Fojta, M., Heyrovsky, M., Electroanalysis, 2000, 12, 1233.

Novotny, L., Electroanalysis, 2000, 12, 1240.

Novotny, L., Coll. Czech. Chem. Commun., 1996, 61, 1703.

Novotny, L., Smoler, 1., Kiita, J., Collection Czech. Chem. Commun., 1983, 48, 964.
Novotny, L., Smoler, L., J. Electroanal. Chem., 1983, 146, 183.

Damaskin, B.B., Petrii, D.A., Batrakov, V.V., Adorption of Organic Compounds on Electrodes, Ple-
num Press, New York, 1971.

Novotny, L., in Review on Electrochemistry for Environmental Protection (Eds. Kalvoda, R., Stulik,
K.), UNESCO-ROSTE Publishing House, Venezia, 1995.

Yosypchuk, B., Novotny, L., Crit. Rev. Anal. Chem., 2002, 32, 141.

Novotny, L., Cs. uzit. vzor PUV 9008-99, &. 9163, Praha, 1999.

Novotny, L., Herout, M., Kalvoda, R., Electroanalysis, 2000, 12, 1237.

165



	Barek titul.pdf
	MOŽNOSTI   INOVACÍ V  ELEKTROANALYTICKÉ  CHEMII

	Barek 1-7.pdf
	7. Elektrochemické biosenzory   69
	8. Elektrochemická detekce poškození a hybridizace dna   89
	9.  Automatizace elektrochemických měření   109
	10.  Kompozitní elektrody   113
	11.  Diamantové pracovní elektrody   119
	12. Eliminační voltametrie s lineárním scanem   125
	13. Nové možnosti elektroanalytických metod v analýze farmac
	14. Konduktometrická měření v průtokových systémech   143
	15.  Ampérometrická měření v průtokových systémech   149
	16. Inovace v elektroanalytické instrumentaci    159
	PŘEDMLUVA
	1. PERSPEKTIVY  ELEKTROANALYTICKÝCH  METOD
	1.1 Úvod
	1.2 Nové elektrodové materiály
	1.2.1 Tuhé amalgámové elektrody
	1.2.2 Bismutové elektrody
	1.2.3 Uhlíkové pastové elektrody
	1.2.4 Sítotiskové uhlíkové elektrody na jedno použití
	1.2.5 Obnovitelné elektrody pokryté filmem na bázi uhlíkovéh
	1.2.6 Elektrody na bázi borem dopovaného diamantu

	1.3 Kombinace voltametrie či amperometrie s jinými principy
	1.3.1 Kombinace s fyzikálními principy
	1.3.2 Kombinace se separačními principy

	1.4 Využití nanotrubiček v elektroanalytické chemii
	1.5 Kombinace voltametrie a ampérometrie s průtokovými měřen
	1.6 Závěrečné úvahy
	1.8 Literatura

	2. PEVNÉ  AMALGAMOVÉ  ELEKTRODY  A  JEJICH VYUŽITÍ  V  ANALÝ
	2.1 Úvod
	2.2  Příprava pracovních elektrod z pevných amalgamů
	2.3  Popis aplikace pracovních elektrod z pevných amalgamů
	2.4  Pracovní elektrody (WE) z pevných amalgamů
	2.4.1  Elektrody ze stříbrného pevného amalgamu
	2.4.2  Elektrody z měděného pevného amalgamu
	2.4.3  Elektrody z pevných amalgamů jiných kovů

	2.5  Příklady použití pevných amalgamových elektrod
	Voltametrické stanovení Cu, Pb, Cd, Zn a Tl na m-AgSAE [5]
	Voltametrické stanovení jodičnanů v kuchyňské soli [6]

	2.6  Závěr
	2.7 Literatura

	3. INKOUSTOVÉ  FILMOVÉ  ELEKTRODY
	3.1 Úvod
	3.2 Příprava inkoustových filmů na pevných pracovních elektr
	3.3 Rozšíření rozsahu pracovních potenciálů pevných elektrod
	3.4  Závěr
	3.5 Literatura

	4. CHEMICKÉ  SENSORY  A  BIOSENSORY
	4.1 Definice chemického sensoru
	4.2 Elektrochemické sensory
	4.2.1 Ampérometrické sensory
	4.2.2 Ampérometrické membránové sensory s kapalným elektroly
	4.2.3 Solid-state sensory
	4.2.4 Mikroelektrody jako sensory plynů

	4. 3 Literatura

	5. ELEKTROANALÝZA  S  UHLÍKOVÝMI  PASTOVÝMI ELEKTRODAMI
	5.1 Pohled do historie
	5.2 Nejdůležitější pojmy a fakta z elektrochemie a elektroan
	Specifické vlastnosti uhlíkových pastových elektrod

	5.3 Aplikace uhlíkových pastových elektrod ve faktech a čísl
	5.4 Současné trendy a výhledy do budoucna
	5.5 Literatura

	6. BISMUTOVÉ  ELEKTRODY V ELEKTROANALÝZE
	6.1 Úvod do problematiky
	6.2 Nejdůležitější pojmy a principy měření s bismutovými ele
	6.2.1 Konfrontace „bismut versus rtuť “
	6.2.2 Příprava a vlastnosti bismutových elektrod
	1. Vylučování „in situ“. Jde o režim, kdy se povlak vylučuje

	Mikrostruktura povlaků bismutu
	6.2.3 Základní elektrochemické charakteristiky bismutových e
	Přehled elektrochemických charakteristik iontů a látek analy

	6.3 Aplikace bismutových elektrod ve faktech a číslech
	6.4 Možnosti oboru a výhledy do budoucna
	6.5 Literatura

	7. ELEKTROCHEMICKÉ BIOSENZORY
	7.1 Čo sú biosenzory
	7.1.1 Základné pojmy a definícíe
	7.1.2 Biozložky
	7.1.2.1 Katalytické biozložky
	7.1.2.2 Nekatalytické biozložky (biokomplexačné, bioafinitné

	7.1.3 Prevodníky
	7.1.3.1 Elektrochemické prevodníky
	7.1.3.2 Neelektrochemické prevodníky

	7.1.4 Imobilizácia biozložky
	7.1.5 Ukazovateľe výkonnosti biosenzorov

	7.2 Typy elektrochemických biosenzorov
	7.2.1 Enzýmové biosenzory
	Biosenzory prevej generácie
	Biosenzory druhej generácie
	Biosenzory tretej generácie
	7.2.2 Imunosenzory
	7.2.3 DNA biosenzory
	Detekčné princípy DNA biosenzorov
	Interakcie hostiteľ – hosť
	Redoxné indikátory a katalyzátory DNA
	Poškodenie DNA

	7.2.4 Biosenzory obsahujúce polyméry s molekulovými odtlačka
	Imobilizácia MIP na povrchu elektrochemického prevodníka
	Detekčné schémy


	7.3 Záver
	7.4 Literatúra


	Barek 8-16.pdf
	8. ELEKTROCHEMICKÁ  DETEKCE  POŠKOZENÍ A  HYBRIDIZACE  DNA
	8.1 Úvod
	8.2 DNA \( struktura a elektrochemické 
	8.3 Elektrody modifikované DNA a elektrochemické DNA biosens
	8.4 Elektroaktivní značky pro DNA
	8.5 Elektrochemická detekce poškození DNA
	8.5.1 Elektrochemická detekce zlomů v DNA
	8.5.2 Detekce poškození bází v DNA

	8.6 Elektrochemická detekce hybridizace DNA
	8.6.1 Techniky založené na imobilizaci hybridizačních sond n
	8.6.2 Dvoupovrchové techniky

	8.7 Literatura

	9.  AUTOMATIZACE ELEKTROCHEMICKÝCH MĚŘENÍ
	9.1 Miniaturizace a automatizace elektrochemických měření
	9.2 Multikanálový přístroj pro sekvenční autonomní elektroch
	9.3 Multikanálový sensor pro sekvenční autonomní elektrochem
	9.4 Literatura

	10.  KOMPOZITNÍ ELEKTRODY
	10.1 Kompozitní elektrody, jejich výhody
	10.2 Efekt „underpotential deposition“ (UPD)
	10.3 Výroba elektrod
	10.4 Analytické aplikace kompozitních elektrod
	10.5 Závěr
	10.6 Literatura

	11.  DIAMANTOVÉ PRACOVNÍ ELEKTRODY
	11.1 ÚVOD
	11.2 Příprava diamantových filmových elektrod
	11.3 Vlastnosti diamantových filmových elektrod
	11.4 Konstrukce pracovních elektrod na bázi borem dopovaného
	11.5 Závěr
	11.6 Literatura

	12. ELIMINAČNÍ VOLTAMETRIE S LINEÁRNÍM SCANEM
	12.2 Odhalování skrytých dějů a rozšiřování měřicího okna
	12.3 Odhalování skrytých dějů a rozšiřování měřicího okna
	12.4 Závěr
	12.5 Literatura

	13. NOVÉ  MOŽNOSTI  ELEKTROANALYTICKÝCH METOD  V  ANALÝZE  F
	13.1 Elektroanalytické metody při analýze farmaceutických ma
	13.2 Elektroanalytické metody při analýze biologických matri
	13.3 Elektroanalytické metody při analýze environmentálních 
	13.4 Literatura

	14. KONDUKTOMETRICKÁ  MĚŘENÍ  V  PRŮTOKOVÝCH  SYSTÉMECH
	14.1 Zařazení konduktometrie do skupiny elektroanalytických 
	14.2 Bezkontaktní konduktometrie
	14.2.1 Bezkontaktní konduktometrická detekce v průtokových s

	14.3 Literatura

	15.  AMPÉROMETRICKÁ  MĚŘENÍ  V  PRŮTOKOVÝCH  SYSTÉMECH
	15.1  Úvod
	15.2 Ampérometrické detektory se rtuťovými pracovními elektr
	15.3 Ampérometrické detektory s tuhými pracovními elektrodam
	15.3.1 Tenkovrstvý detektor
	15.3.2 Detektor typu „wall-jet“
	15.3.3 Tabulární detektor
	15.3.4 Mikrocylindrický detektor
	15.3.5 Detektor umožňující práci v tenkovrstvém systému i v 
	15.3.6 Detektor s uhlíkovou vláknovou elektrodou
	15.3.7 Detektory s diamantovou filmovou elektrodou
	15.3.8 Detektor s pevnou amalgámovou elektrodou
	15.3.9 Detektor s uhlíkovou pastovou elektrodou
	15.3.10 Coulometrický detektor s porézními elektrodami

	15.4 Laboratoř na čipu (lab-on-chip)
	15.4 Laboratoř na ventilu (lab on valve)
	15.4 Závěr
	15.7 Literatura

	16. INOVACE V ELEKTROANALYTICKÉ INSTRUMENTACI
	16.1 Principy a formy inovace probírané v kurzu
	16.2 Příklady inovací přístrojové techniky, příslušné metodi
	(1) Voltametrické a polarografické systémy
	(2) Elektrody, elektrodové systémy, sensory a biosensory
	(3) Elektrokapilární analýza
	(4) Tenziometrická měření
	(5) Detekce a monitorování úniku ropných látek (RL) na hladi

	16.3 Shrnutí a závěr
	16.4 Literatura



