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Abstrakt

Tato bakalai'ska prace se zabyva elektrochemickou oxidaci kyseliny salicylové. Ta
probihala ve vsadkové cele vyrobené pomoci technologie 3D tisku. Pro oxidaci bylo vyuzito
dvouelektrodového zapojeni, kde jako anoda byla pouzita borem dopovana diamantova
elektroda (BDDE) a jako katoda nerezova elektroda.

Hlavni naplni byla uplna oxidace kyseliny salicylové a zanalyzovani jejich degradacnich
produktt. Pro analyzu zdegradovanych roztoki byla pouzita metoda UHPLC-MS. Uplné
oxidace salicylové kyseliny bylo dosazeno pii dobé degradace 90 minut pii napéti 2,75 V.

V roztocich po degradaci byly zjiSténa dva hlavni degradaéni produkty, kterymi jsou kyselina

gentisova a 2,3-dihydroxybenzoova kyselina.

Klicova slova
borem dopované diamantova elektroda (BDDE), degradace, organické polutanty, salicylova

kyselina (SA), ultravysokouc¢inna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci (UHPLC-
MS)



Abstract

This bachelor thesis deals with the electrochemical oxidation of salicylic acid.
The electrochemical degradation was carried out in a load cell fabricated using 3D printing
technology. A two-electrode setup was used for oxidation, with a boron doped diamond
electrode (BDDE) as the working electrode and a stainless steel electrode as the auxiliary
electrode. The main fulfilment was the complete oxidation of salicylic acid and the analysis
of its degradation products. The UHPLC-MS method was used for the analysis
of the degraded solutions. Complete oxidation of salicylic acid was achieved at a degradation
time of 90 minutes at a voltage of 2.75 V. Two main degradation products were detected

in the solutions after degradation, which are gentisic acid and 2,3-dihydroxybenzoic acid.

Key words

boron doped diamond electrode (BDDE), degradation, organic polutants, salicylic acid (SA),
ultra-high-performance liquid chromatography-mass spectrometry (UHPLC-MS)
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Pouzité zkratky

AQOPs — pokrocilé oxidacni procesy (z anglického Advanced Oxidation Processes)

API — tc¢inna farmaceuticka latka (z anglického Active Pharmaceutical Ingredient)

APT — anodicka polarizace (z anglického Anodic Polarization Treatment)

ASA — acetylsalicylova kyselina (z anglického Acetylsalicylic Acid)

BDDE - borem dopovand diamantova elektroda (z anglického Boron Doped Diamond
Electrode)

BOD - biochemicka spotieba kysliku (z anglického Biochemical Oxygen Demand)

COD - chemicka spotieba kysliku (z anglického Chemical Oxygen Demand)

CPT — katodicka polarizace (z anglického Catodic Polarization Treatment)

CVD — chemicka depozice par (z anglického Chemical Vapor Deposition)

COV — ¢isticka odpadnich vod

EAOPs — elektrochemické pokrocilé oxidacni procesy (z anglického Electrochemical
Advanced Oxidation Processes)

ESI — elektrosprej (z anglického Electrospray lonization)

GA — kyselina gentisova (z anglického Gentisic Acid)

HER — vyvoj molekularniho vodiku (z anglického Hydrogen Evolution Reaction)

HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie (z anglického High-Performance Liquid
Chromatography)

LC — kapalinova chromatografie (z anglického Liquid Chromatography)

MS — hmotnostni spektrometrie (z anglického Mass Spectrometry)

NMR — nuklearni magnetické rezonance

OER - vyvoj molekularniho kysliku (z anglického Oxagen Evolution Reaction)

PDA — detektor s diodovym polem (z anglického Photo Diode Array)

ROS — reaktivni formy kysliku (z anglického Reactive Oxygen Species)

RP-HPLC — kapalinova chromatografie s reverzni fazi (z anglického Reversed-Phase High-
Performance Liquid Chromatography)

SA —salicylova kyselina (z anglického Salicyl Acid)

SHE — standardni vodikova elektroda (z anglického Standard Hydrogene Electrode)

TOC — celkovy organicky uhlik (z anglického Total Organic Carbon)

UHPLC - ultravysokoucinna kapalinova chromatografie (z anglického Ultra-High-
Performance Liquid Chromatography)



UHPLC-MS - ultravysokouc¢inna kapalinovd chromatografie s hmotnostni detekci
(z anglického Ultra-High-Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry)
2,3-DHBA — 2,3-dihydroxybenzoova kyselina (z anglického 2,3-dihydroxybenzoic acid)
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1. Teoreticky uvod

V dnesni dob¢ hraji 1é¢iva v nasi spolecnosti velmi dulezitou roli a jsou nezbytnou soucasti
moderniho svéta. Diky nim se zlepsila kvalita 1 délka trvani lidského Zivota.

Prvni farmaka byla vyuzivana jiz v patém stoleti pfed nasim letopoctem. V této dobé ale
jesté neexistovaly medikamenty v podobé, jak je zname dnes. Jednalo se spiSe o uzivani latek
rostlinného a zivocisného piivodu v malych mnozstvich. Pielom v rozvoji vyroby 1é¢iv nastal
po druhé svétové valce a trva dodnes [1].

Nase populace se neustdle zvétSuje a zarovei i starne celosvétovy rust ve spotiebé 1éCiv.
Tento fakt ma i svou stinnou stranku a tou je, ze xenobiotika a jejich metabolity se dostavaji
v nizkych koncentracich do ptd ¢i vod. Vzhledem k tomu, Ze tyto latky jsou biologicky aktivni,
predstavuje kontaminace zivotniho prostfedi témito latkami potencidlni hrozbu pro nase zdravi.
Abychom se vyvarovali nepfiznivym vlivim na nejen lidské zdravi, ale i na zdravi zvitat, je
nutné, aby tyto metabolity byly odstranovany z odpadnich vod [2,3]. Toto se ale netyka pouze

farmaceutik, ale i kosmetickych pripravkil, detergent nebo pesticidu [3].

1.1. Slozeni léciva

Lécivo se sklada z dvou hlavnich sloZek. Jednou je G€innd farmaceuticka latka, zkracené
API, ktera je biologicky aktivni a poskytuje zddané u¢inky. Druhou slozkou 1¢ékt jsou latky
pomocng, které neposkytuji farmakologicky ucinek, ale 1€éku dodavaji naptiklad lepsi chut’ ¢i

urcitou barvu. Klasickym ptikladem pomocné latky je laktoza ¢i mineralni olej [4].

1.2. Vstup léc¢iv do zivotniho prostredi

Vyznamnym zdrojem xenobiotik kontaminujici ekosystémy jsou nemocni¢ni odpadni
vody, veterinarni stanice nebo znecisténé vody z prumyslové vyroby. Primérnim zdrojem
medikamentt a jejich metabolit, které se dostavaji do odpadnich vod, jsou pacienti uzivajici
tyto medikamenty anebo napft. Zeny, které uzivaji hormonalni antikoncepci. Po uziti farmaka
je aktivni latka v téle ¢aste¢né biotransformovana na piislusné metabolity. Jsou tedy vylouceny
aktivni latky v nezménéné podobé nebo jejich metabolity. Z téla jsou latky eliminovany formou
moéi ¢ vykal, které skrze splasky odchazeji do &istirny odpadnich vod (COV). Ty nedokazou
tyto latky dostateéné efektivné odstranit. Proto dale putuji do Zivotniho prostredi, které
nasledné mohou negativné ovliviiovat [1].

Nelze vyloudit ani kontaminaci podzemnich vod nebo zdroji pitné vody. Dal$im

problémem miize byt pouziti stabilizovanych c¢istirenskych kalt jako druhotného hnojiva
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na zemédélské pudy, kdy muze dojit ke kontaminaci ptidy a také k proniknuti perzistentnich
1€¢iv ¢i jejich metabolitit do potravnich fetézei lidi ¢i zvitat [1].

DalSim neopomenutelnym zdrojem jsou lé€iva s expirovanou dobou trvanlivosti, které se
dozivotniho prostfedi dostavaji skrze priisaky ze sklddek nebo splachnutim do odpadu. Jako

dalsi zdroje 1ze zafadit i stabilizovany kal z COV nebo farmaceutické vyrobni zatizeni [1].

1.3. Vyskyt IéCiv a jejich metabolitli v ekosystému

Hlavnim problémem je obtizna biologicka rozlozitelnost xenobiotik v pifirodé [5].

Nejvice jsou kontaminaci vystaveny povrchové vody, zejména stiedni a dolni toky fek, kde
se vyskytuji velké aglomerace, a i mnoho COV. Podzemni vody jsou zatim maélo zne¢iiténé
organickymi perzistentnimi polutanty z toho diivodu dobr¢ izolace od vod povrchovych. Tento
fakt je dan dobrou sorpéni vlastnosti zemin, kterymi podzemni voda proudi, a diky vrstvdm
s nizkym koeficientem propustnosti. VétSina piipadi, kdy byly podzemni vody znecistény,
kontaminujici latky pochazely z bodovych zdroji, jako jsou naptiklad kanalizace nebo COV.
Nicméné je pouze otazkou Casu, kdy se mira kontaminovanych podzemni vod zvys$i, at’ uz kviili
zméné vnéjSich podminek nebo uplnému nasyceni zemin [1]. Pitné voda vykazuje velmi malou
miru kontaminace. Tato skutec¢nost je dana predevsim tim, ze vetfejna pitnd voda je ve vetsSing
ptipadtl ziskdvana z podzemnich &i povrchovych zdrojii. V Ceské republice piiblizné pétina
povrchové vody vyuzivané vefejnymi vodarenskymi systémy pochazi ze sttednich a dolnich
casti ek, kde muaze kvalitu vody vyrazné ovlivnit pfitomnost odpadnich vod [6]. Do ptudy se
1é¢iva dostavaji skrze Cistirenské kaly, které se vyuzivaji jako hnojivo na zeméd¢lské pudy [1].
Dalsimi zptsoby, jak se 1é¢iva mohou dostat do ptidy, jsou pastvy, likvidace hnoje a proslych
¢i nepouzitych 1é¢iv nebo ndhodné tniky primyslové vyroby nebo distribuce [7].

Duikazy o pfitomnosti xenobiotik a jejich metabolitli v Zivotnim prostiedi jasné ukazuji, ze
nejsou efektivné odstrafiovany ani prostiednictvim COV, ani piirozenym biologickym
rozkladem v ekosystému [5] a proto je nutné zavést nové zpisoby dekontaminace vodni zdrojt

a pudni plochy.

1.4. Kvantifikace organickych polutantti ve vodach

Pro kvantifikaci organickych znecist'ujicich latek ve vodach se pouzivaji vhodné
ukazatele, které udavaji jejich celkovou koncentraci. Mezi tyto ukazatele spada biochemicka
spotieba kysliku (BOD), chemicka spotieba kysliku (COD) [8] ¢i celkovy organicky uhlik
(TOC) [9].

Biologicka spotieba kysliku je zpravidla udavano za pét dni (BODs). Udava mnoZstvi
kysliku potfebné pro degradaci organickych kontaminanti ve vodach aerobnimi
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mikroorganismy po dobu péti dni pii konstantni teploté 20 °C. Koncentrace organickych
polutantti je pfimo imérna mnozstvi spotiebovaného kysliku [8].

Chemicka spotieba kysliku je definovéna jako mnozstvi spotfebovaného kysliku pii
mineralizaci organickych latek ve vod¢ na nizkomolekularni latky za pouziti silného
oxidac¢niho Cinidla za urc¢itych podminek. Témito oxidacnimi ¢inidly jsou nejcastéji dichroman
a manganistan [10].

Celkovy organicky uhlik udava celkové mnozstvi oxidu uhli¢itého vzniklého oxidaci
organické latky [9]. Podobné jako COD a BOD, TOC poskytuje pouze kvantitativni informaci,

nikoliv v§ak kvalitativni.

1.5. Zpuasoby eliminace organickych polutantu

Po biotransformaci miize aktivita latek obsazenych v 1é¢ivech i nékolikanasobné vzrust.
Dv¢ skupiny latek vyzaduji zvySenou pozornost vzhledem k jejich moznym expozi¢nim
disledkim [1]. Prvni skupinou jsou antibiotika, ktera pti nizkych koncentracich pti chronické
expozici mohou zpiisobit vétsi imunitu u patogennich bakterii [11], coz v disledku mlize mit
zasadni vliv na zptisob a moznosti 1é¢by nékterych onemocnéni. Druhou skupinu 1é¢iv
predstavuje hormonalni antikoncepce, které mohou mit negativni dopad na reprodukéni
vlastnosti nékterych zivocicha [1].

Léciva a jejich metabolity jsou latky malo t€kavé, takZe jejich Sifeni v Zivotnim prostiedi je
zavislé navodnim transportu [12]. V zdsad€é existuji dva druhy eliminace organickych
polutantii z ekosystému — sorpce a biodegradace [1,12].

Sorpéni mechanismus se vyuziva v COV evropského typu. Pii sorpci na aktivovany kal se
vyuzivd dvou mechanismi: absorpce a adsorpce. Absorpce uplatiiuje hydrofobni interakce
alifatickych a aromatickych skupin 1é€iva s lipofilni membranou mikroorganismil a s lipofilni
¢asti kalu [13]. Adsorpce vyuziva fyzikalni interakce mezi kladn€ nabitymi skupinami farmaka
a zadporné nabitym povrchem biomasy [1].

Druhym mechanismem je biodegradace léciv. V tomto piipadé jsou medikamenty
rozlozeny Uplné nebo jen ¢astecné na jejich degradacni produkty plisobenim mikroorganismu
v aktivovaném kalu [1].

Dalsi postupy vhodné pro eliminaci 1€¢iv z zivotniho prostiedi jsou procesy vyuZzivajici
redoxnich reakci. Velké pozornosti se nyni dostava pokroc¢ilym oxida¢nim procesiim (AOPs —
advanced oxidation processes), mezi které spadd napiiklad elektrochemicka oxidace

farmaceutik. Tento zpusob oxidace organickych kontaminantii se ukéazal byt efektivni a také
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environmentaln¢ ptiznivy [3]. Diky témto oxida¢nim procesim dokazeme piislusny polutant

rozlozit az na nizkomolekularni latky [2], jako je oxid uhli¢ity a voda.

1.6. Pokrocilé oxida¢ni procesy

Uziti AOPs k tpravé odpadnich vod, které obsahuji rekalcitrantni slouceniny obtizné
rozlozitelné bézn¢ uzivanymi technologiemi, se neustale zvysuje [14]. Spadaji mezi oxidacni
metody, pfi kterych se vytvaii vysoce reaktivni formy kysliku (ROS). Mezi tuto skupinu se
napfiklad fadi volné radikély (hydroxylové, radikaly superoxidu ¢i hydroperoxylu), ale zahrnuji
1 singletovy kyslik, ozon nebo peroxid vodiku [14,15]. Tyto formy kysliku jsou neselektivni
a vysoce reaktivni. Z ROS jsou nejreaktivnéjsi skupinou hydroxylové radikaly.

Diky AOPs jsme schopni organické kontaminanty rozloZit na nizkomolekularni latky.
V nejlepsim piipadé by méla probéhnout kompletni mineralizace, kdy konecnymi produkty
oxidace by byl oxid uhli¢ity a voda [16]. Dalsim zddoucim faktorem AOPs je mensi toxicita
a vys$i biologickd rozlozitelnost produktti oxidace. V nékterych piipadech jsou vedlejsi
produkty oxidaéniho procesu mnohem toxictéjsi ¢i méné biologicky rozloZzitelné nez primarni
kontaminanty.

Mezi AOPs muzeme fadit heterogenni a homogenni fotokatalyzu v oblasti blizké
ultrafialovému zareni a viditelné oblasti svétla, Fentonova reakce, ozonizace, ionizace Ci
elektrochemicka oxidace, kde se jako slibny material pro elektrochemickou mineralizaci
organickych polutantl ukazuji borem dopované diamantové elektrody (BDDE) [17].

Z téchto vyjmenovanych typi AOPs maji velky potencidl pro mineralizaci organickych
polutantli v odpadnich vodach elektrochemické pokrocilé oxidacni procesy (EAOPs), zejména

anodicka oxidace a elektro-Fentonova reakce [16].

1.6.1. Elektrochemické pokrocilé oxidacni procesy

V dnesni dobé se dba na ekologii ve velkém mnoZstvi oblasti, proto velky potencial je
vkladan do EAOPs, kde pro odstranéni organickych polutantti neni zapotiebi chemikalii, pouze
elektrond, a nevznikaji tak dal$i odpadni latky [18].

Vyznam EAOPs je dan jejich moznosti automatizace, univerzalnosti a enviromentalni
ptiznivosti. Velké pozornosti se dostdva anodické oxidaci mimo potencidlové okno elektrody,
pfi niZ organické kontaminanty piimo reaguji s hydroxylovymi radikéaly generujici se oxidaci

vody na povrchu anody [16].
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1.6.2. Fentonova reakce
Fentonova reakce je Siroce vyuzivana pro odstranéni organickych polutantti. Tato reakce
je zaloZena na vyuziti zeleznatych iontl a peroxidu vodiku. Tato smés je nazyvana Fentonova
smés. Zeleznaté ionty katalyzuji rozklad peroxidu vodiku na hydroxylové radikaly a zarover se
zeleznaté ionty oxiduji na ionty Zelezité [19,20]. Reakce je znazornéna v rovnici 1:
Fe?t + H,0, — Fe3* + e” + OH (D
Existuje n€kolik typti Fentonovy reakce, jako napiiklad elektro-Fentonova reakce, foto-

Fentonova reakce ¢i foto-elektro-Fentonova reakce [19].

1.6.2.1.Elektro-Fentonova reakce

Elektro-Fentonova reakce kombinuje princip Fentonovy reakce a anodické oxidace. Diky
zahrnuti Fentonovy smési obsahujici zeleznaté ionty a peroxid vodiku, je podpofena tvorba
hydroxylovych radikalt a tim i rozloZitelnost organickych polutantt.

Vyhodou elektro-Fentonovy reakce je anodické generovani peroxidu vodiku a katodicka
regenerace Zelezitych iontl [19] popsané rovnicemi 2 a 3:
Fe3* + e~ — Fe?* (2)
0, +2H" +2e~ - H,0, 3

1.7. Borem dopované diamantové elektrody

V poslednich letech se BDDE hojné pouzivaji v elektroanalytické chemii pro oxidaci
organickych sloucenin. Jsou oblibené diky jejich elektrochemickym vlastnostem. Mezi tyto
vlastnosti spada Siroké potencidlové okno ve vodném inevodném prostiedi, mechanicka a
chemicka stabilita, nizky nabijeci proud a Sum v pozadi, odolnost vii¢i pasivaci a biologicka
kompatibilita [21-24]. Tyto vlastnosti jsou dany strukturou diamantu, urovni dopace borem
a chemickou kvalitou povrchu [25].

Rozdil oproti konvenénim elektrodovym materialim na bazi uhliku, jako jsou uhlikova
vlakna, grafit ¢i skelny uhlik, je v hybridizaci materidlu elektrod. Tyto uhlikové materialy maji
hybridizaci orbitalti sp?, naopak diamant se vyznaGuje hybridizaci orbitalti sp®, kdy je ve
struktufe krystalové miizky kazdy atom uhliku obklopen dal§imi ¢tyfmi atomy uhliku [26].

Cisty diamant je ale kvili své tetraedrické struktuie izolant, nebot’ ma plné zaplnéné
valen¢ni orbitaly osmi elektrony. Abychom tedy zménili jeho elektrochemické vlastnosti,
musime do jeho struktury zavést vodivy €i polovodivy prvek. Nej€astéji je diamant dopovan
borem, ktery ma polokovovy charakter [23]. Zavedenim boru, ktery ma ve své valen¢ni vrstvé
tf1 elektrony, do krystalové miizky diamantu ptisobi bor jako prostfednik kladné nabitych dér,

do kterych se mohou elektrony z okolnich atomii uhlikii pfesunout. Touto delokalizaci dér
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a elektronti v krystalové miiZzce se diamant dopovany borem (BDD) stdva vodivym [27].
DalSimi pouzivanymi dopanty jsou dusik, sira a fosfor [26].

Je zde n¢kolik zpusobu, jak Ize diamantovou elektrodu dopovat borem, nejcastéjSim
zpusobem je piiprava chemickou depozici par (CVD) [22,28]. Pii CVD je vytvoiena vrstva
tenkého polykrystalického filmu na povrchu vhodného nosice, kterym je nejcastéji kfemikova
desticka [26,29,30]. Jako zdroj boru se zde pouziva oxid bority ¢i diboran, ktery je soucast
dopac¢ni smési. Déale dopacni smés obsahuje vodik a methan. Proces CVD probiha pfti tlaku

6,5 kPa a teplot& 750 °C [31].

1.7.1. Potencialové okno BDDE

Rozsah potencidlového okna BDDE je vymezen dvéma redoxnimi d&ji. Z katodické strany
je ohrani¢eno vyvojem molekularniho vodiku (HER), ke kterému dochazi pii hodnoté
potencidlu —2,0 V (oproti standardni vodikové elektrod¢€). Ze strany anodické je potencidlové
okno BDDE ohranic¢eno vyvojem molekularniho kysliku (OER), k ¢emuZ dochézi pti hodnoté
potenciadlu +2,0 V (oproti standardni vodikové elektrod®) [28,32]. K vyvoji obou téchto plynt
dochazi v dusledku elektrolyzy vody adsorbované na povrchu elektrody. Hodnoty potencialii
vymezujici potencidlovy rozsah BDDE jsou pouze orientacni, jelikoz rozsah potencidlového
okna je zavisly napH, teplot¢ a mnoZstvi atomti uhliku s hybridizaci sp? kontaminujici
krystalovou mfizku diamantu [27,33]. Poloreakce, které probihaji na elektrodach (na katodé
probiha redukce a na anod¢ probiha oxidace) v neutralnim, kyselém a bazickém prostredi jsou
popsany chemickymi rovnicemi (4-7):

HER - redukce, neutralni a bazické prostredi:

2H,0()+2e™ — H, (g) +2 O0H (aq). 4)
HER —redukce, kyselé prostiedi:

2H* (ag) + 2e” - H; (g). (5)
OER - oxidace, neutralni + kyselé prostredi:

2H,0() » 0,(g) +4H* (aq) +4e. (6)
OER - oxidace, bazické prostiedi:

40H (aq) » 0,(g) +2H,0() +4e". @)

1.7.2. Pasivace a regenerace povrchu BDDE

Po urcité dobé styku elektrody s elektrolytem ¢i jeho rozpoustédlem se na povrchu
elektrody muze vytvofit vrstva latek, ktera brani ptistupu iontt elektrolytu k povrchu elektrody.
Tento d¢j se nazyva pasivace [34] . VUi pasivaci je BDDE velmi odolnd, tudiz mize byt

pouzita po delsi dobu bez regenerace jejiho povrchu. Regeneraci elektrodového povrchu lze
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provést hned nékolika zplsoby. Jednim zplisobem je lesténi povrchu elektrody, nejcastéji
pomoci vodné suspenze Castic oxidu hlinitého, ktera je nanesena na lestici podlozku. Tento
zplisob regenerace neni moc &asty. Cast&j$im zptsobem je elektrochemicka aktivace pomoci
elektrolytu, kterym je Casto kyselina sirova. Elektrochemicka aktivace je provadéna bud’
v katodické oblasti, kde probiha HER (4, 5), ¢i v oblasti anodické, kde probiha OER (6, 7).
Pravé vyvojem plynt pii HER a OER je film necistot, ktery je naneseny na povrchu elektrody,
odstranén a dochazi tak i k jeho chemické upravé. Chemickou Gpravu zptsobuje bud’ anodicka
polarizace (AP) nebo katodicka polarizace (CP) elektrodového povrchu. Anodicka polarizace
povrchu BDDE je vyvolana hydroxylovymi radikaly, které jsou generovany v pocatecnim
kroku rozkladu vody nebo oxidaci hydroxidovych iontl. Tyto dé&je popisuji chemické rovnice
8,9 [35]:

AP — neutrélni a kysel¢é prostredi

H,0 - OH + H* + e™. (8)
AP — bazické prostiedi
OH™ - OH + e™. 9

Katodicka polarizace povrchu BDDE miize byt vyvolana vodikovymi radikdly, které jsou
generovany pii rozkladu vody nebo redukci protonu. Tyto dé&je jsou popsany chemickymi
rovnicemi 10, 11 [35]:

CP — v neutralni a bazickém prostredi

H,0+ e~ - H + OH". (10)
CP — kyselé prostiedi

H* + e~ > H. (11)

1.7.3. Princip elektrochemické oxidace latek za vyuziti BDDE

Pti elektrochemickych oxidacich jsou organické polutanty degradovany budto piimo
(elektronovym mechanismem) nebo zprosttedkované (radikdlovym mechanismem) [36].
Produkci hydroxylovych radikald jsme schopni oxidovat organické polutanty
na nizkomolekularni latky. Hydroxylové radikaly maji vysoky standardni redoxni potenciél
a dokazou tak oxidovat organické polutanty az na oxid uhli¢ity a vodu [37].

Nicméné povaha a mnoZzstvi generovanych hydroxylovych radikali zavisi na charakteru
pouzitého anodického materidlu. Anody se déli na dva typy, na aktivni a neaktivni. Takovéto
rozdé€leni zé&visi na tom, zdali aktivni slozka se na anodicky materidl sorbuje chemicky ¢i
fyzikdlné. U aktivnich anod hydroxylové radikaly vzniklé rozkladem vody zGstavaji silné

chemicky sorbovany na povrchu elektrody. To umoziuje pouze Caste¢nou oxidaci organické
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latky. Aktivni anody také vykazuji nizké potencidly OER, coz zapftic¢iniuje tvorbu kyslikovych
bublinek na anodickém povrchu, které tak obsazuji aktivni misto pro oxidaci a zabranuji
i generovani dalSich hydroxylovych radikalt. Ptikladem aktivnich anodickych materili je Pt,
IrO2 nebo RuO» [36-38].

U neaktivnich anod je interakce mezi hydroxylovymi radikaly a elektrodovym povrchem
pouze slabé fyzikalni. Proto dochazi snadno k jejich desorpci a rozséhlé degradaci organickych
sloucenin. Vyznacuji se i vy$s§i OER. Mezi neaktivni anody spadé napt. BDDE, TiO2, PbO> ¢i
SnO» [36].

Neaktivni anody jsou oproti aktivnim anoddm vhodné&;jsi pro elektrochemické degradace,

diky svym vlastnostem.

1.7.4. Elektrochemické usporadani

Jsou vyuzivany dva typy vodivostnich cel, a to vsadkové a prutokové. Vsadkova cela se
vyuziva v ptipadech, kdy je objem vzorku konstantni. Béhem probihajici chemické reakce je
nezbytné zajistit michani roztoku, jelikoz bez néj by transport latek k povrchu elektrody
probihal vyhradné prostfednictvim difuze. Tento proces je fizen koncentracnim gradientem a je
relativné pomaly. Michani vSak umoziuje dodate¢ny transport latek konvekei, tedy pohybem
kapaliny k elektrodovému povrchu.

Na rozdil od vsadkovych cel funguji priitokové cely na principu kontinudlniho proudéni
kapaliny ptes povrch elektrodového materialu. V tomto ptipadé je transport analytt k elektrodé
zajistén jak difuzi, tak konvekci. Prutokové cely lze dale klasifikovat na zdkladé sméru
proudéni kapaliny viic¢i pracovni elektrod€. Mezi nejcastéjsi usporadani patii tenkovrstvé (thin-
layer) cely, kde je pracovni elektroda umisténa rovnobézné s tokem kapaliny. Dal§im typem
jsou tzv. ,wall-jet” cely, ve kterych je elektroda pfimo omyvana analyzovanym vzorkem.
Specifickou variantu piedstavuji tubularni cely, v nichZ pracovni elektroda obklopuje vnitini

sténu trubice [39].

1.8. Kyselina salicylova

Kyselina salicylovd (SA), systematickym nazvem 2-hydroxybenzoova kyselina, jejiz
relativni molekulovd hmotnost je 138,12, se fadi do skupiny aromatickych karboxylovych
kyselin. SA je bild krystalické latka bez zapachu. Sumarni vzorec SA je C7HsOs. Spada také
do skupiny fytohormont ovliviiujicich obranyschopnost rostlin vii¢i patogennim ¢initeltim. Lze
jinalézt v ptirodnich zdrojich jako je ovoce, zelenina a kofeni. [40].

Bézné vyuzivana je SA ve farmaceutickém pramyslu pro své 1é€ivé ucinky. Tato kyselina
ma protizdnétlivé Gcinky a je pouzivdna pro 1écbu fady nemoci.
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Je také bézn¢ vyuzivana v kosmetice pii 1é¢bé akné ¢i bradavic. Dermatologické ptipravky
s SA pouzivané pro lécbu akné obsahuji niz§i koncentrace SA, cca kolem 5 %. Pro 1écbu
bradavic se pouzivaji farmaceutické ptipravky s vysokém obsahem SA mezi 10 az 40 % [41].

Dalsi vyuziti nachdzi SA v potravinarském primyslu, kde je vyuzivana jako konzervacni
prostiedek pro ovoce a zeleninu [42].

Je prekurzorem pro vyrobu acetylsalicylové kyseliny (ASA), kterd se prodava pod
obchodnim nézvem Aspirin [43].

Aspirin je velmi znamé analgetikum, antipyretikum a antiflogistikum. Salicylova kyselina
je zaroven metabolitem Aspirinu. Lék je pii poziti v plazmeé hydrolyzovan za pomoci

esterasovych enzymu na SA [40,43,44]. Acetylsalicylovou kyselinu lze pfipravit chemickou

syntézou, kdy reaguje SA s nadbytkem acetanhydridu.
0 0
[ I "OH o 0 = OH 0
+ _ |
OH )J\ 0O J\ C\)NL/ + HO J-k
0
SA Acetanhydrid ASA (Aspirin) Octova kyselina

Obr. 1: Syntéza Aspirinu reakci SA s nadbytkem acetanhydridu

1.8.1. Toxicita salicylové kyseliny

Toxicita SA se odviji od vzajemné polohy hydroxylové a karboxylové skupiny v rdmci
benzenového jadra nachéazejiciho se v struktufe SA. Diky umisténi hydroxylové skupiny
do ortho polohy nabenzenovém jadie ziskala SA své analgetické, antiflogistické
a antipyretické ucinky. Avsak pfi Spatném uzivani miize SA pusobit i toxicky.

Toxicita zpisobena SA se nazyva ,salicylismus® (z anglického salicylism). Toxicita SA
se projevi pii koncentraci SA v krvi vyssi nez 350 mg/l a mize byt akutni ¢i chronicka [41].
Projevy otravou SA zahrnuji nevolnost, zvraceni, zmatenost, zavraté, psychozu a v krajnich
ptipadech i smrt. Otrava SA miize zpisobit i tinnitus, nebot’ se zvysi tlak ptisobici na labyrint
vnitiniho ucha a ma vliv na vlaskové bunky kochlearniho systému [45].

Salicylova kyselina se do téla dokdze absorbovat skrz kazi ¢i po pozieni se absorbuje
v gastrointestinalnim traktu. Po absorpci je SA distribuovana do tkani a transcelularnich tekutin
procesy, které jsou zavislé na hodnoté pH. 80 az 90 % absorbovaného salicylatu je v plazmé
vazéana na proteiny. Salicylaty jsou pievazné¢ biotransformovany v endoplazmatickém retikulu
a mitochondriich. Z jsou z t€éla vylucovany moci a jejich polocas rozpadu je zavisly na davce

[46].
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1.8.2. Kyselina salicylova v zivotnim prostredi

Salicylova kyselina se do zivotniho prostfedi mtize dostat riznymi zpusoby. Jako hlavni
zdroje kontaminace SA jsou uvadény primyslové a komunalni odpadni vody ¢i ze zemédé€lstvi
[42]. Odpadni vody mohou byt kontaminovany SA riiznymi cestami. NejCastéjSim zpiisobem,
jak se SA dostane do odpadni vody, je ve form¢ metabolitti vylou¢enych moci po pozieni 1€ka
pacientem. Proto asi nejvétSim zdrojem kontaminace odpadnich vod SA jsou nemocni¢ni
odpadni vody, které obsahuji zvySenou koncentraci SA a jeho sekundarnich metabolitt [47].
Dalsim vyznamnym zdrojem SA je prosly Aspirin a dalsi medikamenty obsahujici derivaty SA.

Jakmile se SA dostane do zivotniho prostiedi, vydrzi zde po velmi dlouhou dobu a mtze
negativné ovliviiovat vodni faunu. Jednim z faktort indikujici kontaminaci vodni plochy SA je
vysoky vyskyt fas, protoze SA zvySuje odolnost fas vuci stresovym faktortim, coz je ptfi¢inou

jejich rychlejsiho ristu [48].

1.8.3. Elektrochemicka oxidace

Dle clanku Machado Alencar aspol. [49] se SA =zacind oxidovat pii +1,1 az
+1,3 V za pouziti pulzni amperometrie. V dalSim ¢lanku [50] byl popsan vznik nékolika
degradacnich produkti elektrochemické oxidace SA. Pfi elektrochemické galvanostatické
oxidaci SA za pouziti BDDE, vzniké hned n¢kolik produkti degradace. Povaha produktti zavisi
na hodnoté proudu a koncentraci SA v roztoku. Pii oxidaci SA o vysoké koncentraci za nizkého
proudu vznikaji produkty strukturou podobné SA. Tyto degradacni produkty vznikaji bud’to
elektrofilni adici hydroxylovych radikalti na aromatické jadro (kyselina gentisova (GA) a 2,3-
dihydroxybenzoova kyselina (2,3-DHBA), anebo dekarboxylaci (hydrochinon a pyrokatechol).
Pti stfednich hodnotach proudu a koncentrace SA miiZe dojit k otevieni aromatického kruhu
a vznikaji tak karboxylové kyseliny: Stavelova, maleinovd a fumarova. KdyZz na roztok
s nizkou koncentraci SA aplikujeme vysoky proud, mize tak dojit k degradaci na mravenci
kyselinu nebo az na vodu a oxid uhli¢ity. VSechny vySe popsané reakce jsou shrnuty ve

schématu na Obr. 2 [50].
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Obr. 2: Schéma zndzornujici vznik jednotlivych degradacnich produkti SA popsanych v textu vySe. Pfevzato a upraveno podle
Rabaaoui a kol. [50].

1.9. Kyselina gentisova

Kyselina gentisova, systematickym nazvem 2,5-dihydroxybenzoova kyselina, je fenolicka
kyselina. Jedna se o bilou krystalickou latku, jejiz molekulovy vzorec je C¢H3(OH)>COOH
[51]. Molarni hmotnost GA &ini 154,12 g mol ™.

Je primarnim produktem degradace SA, ktery vzniké elektrofilni adici hydroxylového
radikdlu na aromatické jadro. Zarovenn je také metabolitem Aspirinu, ktery je nejdiive
metabolizovan na SA, kterd je nasledné pfeménéna pomoci enzymii na GA a 2,3-DHBA.

Bylo také zjisténo, Zze GA se nachdzi v plazmé u jedincti, ktefi neuzili Aspirin, coz

poukazuje na to, ze GA se nachazi v ovoci a zelenin¢. Pfikladem ptirodniho zdroje GA jsou
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rostliny rodu Gentiana. DalSim ptirodnim zdrojem GA jsou citrusy, Cervené santalové dievo,
olivy, jablka, ostruziny ¢i avokado [51].

Existuje mnoho studuji prokazujici prospé$né vlastnosti biologicky aktivni GA, jako jsou
protizanétlivé, hepatoprotektivni, neuroprotektivni, antimutagenni, antimikrobidlni ¢i

antioxidac¢ni ucinky [51,52].

1.10. Ultravysokoucinna kapalinova chromatografie

Princip  ultravysokouc¢inné¢ kapalinové chromatografie (UHPLC) je vyvozen
z vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).

HPLC je pouzivana ve farmaceutickém primyslu, potravinaiském pramyslu, pro
monitoring zivotniho prosttedi ¢i pfi forenzni analyzach [53].

Princip kapalinové chromatografie (LC) tkvi vrozdélovani kapalné slozky mezi dvé
nestejnorodé¢ faze — staciondrni (nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou) fazi. Mobilni fazi v LC
je kapalina, ktera unasi kapalné analyty na kolonu. Stacionarni faze je pevna latka, ktera je
vazana v kolong, a tudiZ neni pohybliva.

V HPLC je vyuzivano n€kolika rozlisnych separacnich systémi. Tyto separacni systémy se
déli podle polarity jednotlivych fazi. Nejvice pouzivanym separa¢nim systémem je
chromatografie sreverznimi fazemi (RP-HPLC). Pfi RP-HPLC je vyuzivano nepolérni
staciondrni faze a poladrni mobilni faze. Stacionarni faze se skldda ze silikagelu, na ktery je
kovalentné navazany funkéni skupiny s alifatickymi fetézci. Nej€astéji je timto alifatickym
fetézcem oktadecylovy s oznacenim C18. Mobilni faze je polarni smés vody s organickymi
rozpoustédly. Prikladem organickych rozpoustédel mohou byt acetonitril, methanol, ¢i
tetrahydrofuran.

Narozdil od HPLC je UHPLC provadéna pii vysSich tlacich a s mensi velikosti Castic
stacionarni faze (pod 2 um). Pfi pouziti UHPLC mtzeme dosahnout rychlejsi separace, lepSiho
rozliSeni a vys§i citlivosti [53].

Pro detekci analytii se v chromatografickych systémech nejcastéji vyuziva spektrometricky
detekce v UV/VIS oblasti, hmotnostni spektrometrie (MS), detektor s diodovym polem (PDA),
nuklearni magnetické rezonance (NMR), infracervené spektrometrie ¢i fluorescencni detekce
[54]. V této praci byla pouzita detekce pomoci MS a detektoru s diodovym polem (PDA).

Detektor diodového pole snima celé spektrum v redlném case. Je tvofen polem fotodiod,
jejichz pocet urcuje spektralni rozliSeni. Zafeni pros§lé vzorkem se spektralné rozklada

na holografické mfiiZce, takze na kazdou fotodiodu dopadé tok zafeni o urcité vinové délce [54].
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Detekce pomoci MS je zalozena na ionizaci vzorku a nasledné detekci vzniklych iontt.
V prvnim kroku je analyt, ktery je rozpustény v mobilni fazi, ionizovan pomoci iontového
zdroje. Nasledn¢ je tento ion analyzovan podle poméru jeho hmotnosti ku naboji (m/z). Pii této
praci byl jako iontovy zdroj pouzit elektrosprej (ESI). ESI spada do mékkych ionizacnich
metod. Analyt rozpustény v mobilni fazi prochazi kapilarou, na kterou je vlozeno vysoké
napéti. Po prichodu roztoku kapilarou vznikd sprej vysoce nabitych kapicek, ze kterych

naslednym odpatenim rozpoustédla vznikaji ionty [55].
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2. Cile prace
Cilem této bakalarské prace bylo zjistit, za jak dlouho se zdegraduje SA elektrochemickou
oxidaci pomoci BDD elektrody. Oxidace probihala ve vsadkové cele vyrobené pomoci

technologie 3D tisku.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Seznam pouzitych chemikalii

acetonitril, LC-MS (> 99,95 %), HiPerSolv CHROMANORM®, VWR Chemicals BDA, USA
chlorid draselny, p. a., Lachema, Ceskoslovensko

kyselina salycilova, p. a. (= 99,0 %), Sigma-Aldrich, USA

kyselina sirova, g. r., (96%), Lach:ner, Ceska republika

octan amonny, LC (99,6 %) HiPerSolv CHROMANORM®, VWR Chemicals BDA, USA
voda, LC-MS (= 99,9 %), HiPerSolv CHROMANORM®, VWR Chemicals BDA, USA

3.2. Seznam pouzitého vybaveni a softwaru

analytické vahy, 262 SMA-FR, Sartorius, Svycarsko

borem dopovana diamantova elektroda, B/C =230 000 ppm, Fyzikalni tstav akademie véd
Ceské republiky (skupina Andrew Taylora) [56]

kapalinovy chromatogram UPLC Water Acquity H-Class, USA ovladany softwarem
Empower® 3, Waters Corporation, USA

laboratorni zdroj OWON P4603, Cina (0-60 V/0-3 A)

magnetické michadlo, Thermo Fischer Scientific, USA

nerezova elektroda, material 1.4301; CSN 17 240

referenéni argentchloridova elektroda s 3 mol 1"! KCI, Monokrystaly, Ceska republika

pH metr, JENWAY 3540 pH/conductivity metr, UK

ultrazvukovy sonikator, Elma S15, Elmasonic, Némecko
3.3. Priprava roztoku a jejich uchovavani

3.3.1. Priprava roztoku chloridu draselného
50 ml roztok chloridu draselného o koncentraci 3 mol 1! obsahuje 11,18 g pevného chloridu

draselného. Takto pfipraveny roztok byl pouZit pro referencni argentchloridovou elektrodu.

3.3.2. Priprava tlumivého roztoku octanu amonného

Octanovy pufr opH = 4, objemu 250 ml a koncentraci 200 mmol/l byl pfipraven
nasledujicim zplisobem: Do 50 ml kadinky bylo odvazeno 3,85 g ostanu amonného a k tomu
bylo pfidano zhruba 200 ml deionizované vody. Pfi konstantnim michani na magnetické
michacce bylo pH roztoku octanu amonného upraveno na hodnotu pH = 4 pomoci
koncentrované kyseliny octové. Nakonec byl okyseleny roztok octanu amonného pftelit

do 250ml odmérné banky a jeho objem byl doplnén deionizovanou vodou po rysku.
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Ptipraveny roztok pufru byl skladovan v 50ml plastovych koénickych zkumavkach

v mrazaku pii teploté cca —20 °C.

3.3.3. Priprava 2 mmol I-! roztoku kyseliny salicylové
2 mmol I'! roztok SA o objemu 100 ml v octanovém pufru o pH = 4 byl pfipraven
nasledujicimi kroky: Na sklenéné navazovaci lodi¢ce bylo odvazeno 0,028 g SA, ktera byla
kvantitativné ptfevedena do 100ml odmérné baiiky a doplnéna octanovym pufrem po rysku.
Takto pfipraveny roztok byl skladovan ve dvou plastovych 50ml kénickych zkumavkéch

mrazaku pfi teploté cca —20 °C.

3.3.4. Priprava roztoku kyseliny sirové

Roztok kyseliny sirové o koncentraci 0,5 moll™! aoobjemu 250 ml byl piipraven
nasledujicim postupem: do 250ml kéadinky bylo ptfidano zhruba 200 ml deionizované vody.
Pomoci 10ml sklenéné pipety bylo do této deionizované vody napipetovano 7 ml 96% kyseliny
sirové. Takto pfipraveny roztok byl ptelit do 250ml odmérné banky a objem roztoku byl
doplnén po rysku.

Roztok byl skladovan v kruhové lahvi se Sroubovacim uzaviranim v lednici pfi teploté cca

3 °C.

3.3.5. Priprava roztokl mobilni faze pro chromatografickou analyzu

Mobilni taze pro UHPLC-MS obsahovala dvé slozky, acetonitril obsahujici 0,1% (v/v)
mravenci kyselinu a vodu obsahujici 0,1% (v/v) mravenci kyselinu. Komponenty mobilni faze
byly pfipraveny nasledujicim zptsobem: Do 250ml sklenéné lahve bylo nalito zhruba 100 ml
dané slozky mobilni faze. Poté k tomuto objemu bylo pomoci automatické pipety napipetovano
250 ul mravenci kyseliny. Nakonec byl objem roztoku doplnén po rysku pftisluSnou

komponentou mobilni faze.

3.4. Konstrukce a parametry vsadkové degradacéni cely

V této praci byla pouzita degradacni cela, kterd byla zhotovena pomoci technologie 3D
tisku.

Degradacni cela se skladala ze ¢tyt Casti, jeZ byly tvofeny fotopolymerni pryskyftici Clear
V4 od firmy Formlabs. Cast tvofici degradaéni prostor, kam byl napipetovan roztok, tvofily dvé
oddélitelné c¢asti. Maximalni objem degrada¢niho prostoru byl 2 ml. Mezi jednotlivymi
prostiednimi ¢astmi degradacni cely byly pfi sestavovani vlozeny silikonova tésnéni. Na
kazdém konci cely byly umistény Ctvercova silikonova tésnéni, jejichz prostfedni Cast byla

vyfiznuta do tvaru &tverce o obsahu 56,25 mm?, aby zde mohly byt vloZeny elektrody.
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Na jednom konci byla umisténa nerezova katoda a na konci druhém pracovni BDDE (anoda).
Kazda elektroda byla &tvercového pudorysu s efektivnim povrchem velikosti 30 mm?.
Jednotlivé elektrody byly kontaktovany hlinikovou folii obdélnikového tvaru a navrch bylo
vlozeno dalsi tésnéni o délce stran 17x17 mm a tloust’ce 2,6 mm, které chranilo elektrody,
zejména BDDE, pted tlakem zplsobenym svorkou, kterd drzela celu pohromadé. Takto
umisténé elektrody byly kryty koncovou casti cely. Mezi prostfednimi ¢astmi cely bylo
umisténo tésnéni tvaru hranatého U o rozmérech 23x23 a tloust'ce 0,9 mm. Elektrické michadlo
bylo upevnéno v drzédku vytvoreném pomoci technologie 3D tisku.

Napéti vlozené mezi BDDE a nerezovou elektrodu bylo vkladano z laboratorniho zdroje
OWON. Maximalni hodnota proudu byla pro vSechna méfeni nastavena na 2,0 A. Michani

roztoku bylo zajisténo elektrickym michadlem.

Obr. 3: Degradacni cela rozdélena na jednotlivé ¢asti oznacené Cisly; 1 — koncové kryty vsadkové cely, 2 — svrchni tésnéni
elektrod, 3 — elektrody, 4 — té€snéni s ¢tvercovym vyiezem, 5 — prostiedni ¢asti tvotici degradacni prostor, 6 — té€snéni v tvaru
hranatého U

27



Obr. 4: Degradacni vsadkova cela v slozeném stavu

Obr. 5: Drzak (znac¢eny modre) na elektrické michadlo

Obr. 6: Michadlo vyrobené pomoci technologie 3D tisku, které bylo pfipevnéno k elektrickému motorku
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3.5. Zavislost potencialu pracovni a pomocné elektrody na napéti mezi

nimi vlozeném

Méieni probihalo ve vsadkové cele ocelkovém obejmu 2 ml. Pro meéfeni zavislosti
potencidlu mezi elektrodami bylo pouzito tfielektrodové usporadani, ve kterém byla zahrnuta
pracovni BDD elektroda (WORK), pomocna nerezovd elektroda (AUX) a referencni
argentchloridova elektroda s chloridem draselnym o koncentraci 3 mol 1"! (REF). Elektrolytem
byl 200mmol 1! tlumivy roztok octanu amonného o pH = 4 a objemu 1,5 ml. Proméfena byla
zavislost napéti mezi pracovni BDDE (WORK) a referencni argentchloridovou elektrodou
(REF) na napéti vlozeném mezi pracovni BDDE (WORK) a pomocnou nerezovou elektrodou
(AUX). Napéti vlozené mezi pracovni (BDDE) a pomocnou elektrodu (nerezova) meélo
nasledujici hodnoty: 0,00; 0,01; 0,50; 1,00; 1,50; 2,00; 2,50; 3,00; 3,50; 4,00; 4,50; 5,00; 5,50;
6,00; 6,50; 7,00; 7,50 a 8,00 V. Kazda hodnota napéti byla prométena celkem tiikrat. Mezi
kazdou sadou méfeni byla BDD elektroda aktivovana 0,5mol I"! kyselinou sirovou o objemu

1,5 ml pti napéti 4,00 V po dobu 5 min. Ziskané vysledky byly statisticky zpracovany.

3.6. Degradacni €as

V této sérii méfeni byla studovdna mira degradace SA na Case pii napéti 2,75 V. Napéti
bylo zvoleno na zakladé diplomové prace Mgr. Sef¢ika [57]. Pfi tomto méfeni bylo pouZito
dvouelektrodového zapojeni, které zahrnovalo BDD anodu a nerezovou katodu. Degradace
byla provedena pii nasledujicich casech: 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 a 90 min. Objem roztoku SA
byl 1,5 ml. Kazda degradace byla provedena pii daném cCase celkem tfikrat a mezi kazdym
méfenim byl povrch BDD elektrody aktivovan 0,5mol 1! kyselinou sirovou o objemu 1,5 ml
po dobu 5 min.

Takto zdegradované roztoky SA byly zdegradacni vsadkové cely jimany do 2ml
sklenénych vialek anasledné¢ byly analyzovany pomoci UHPLC-MS. Vysledky ziskané
UHPLC-MS analyzou byly statisticky zpracovany.

3.7. Chromatograficka analyza

3.7.1. Mobilni faze
Pti UHPLC-MS analyze byla jako mobilni faze pouZzita smés vody s 0,1% kyselinou

mravenci (v/v) a acetonitrilu s 0,1% kyselinou mravenci (v/v).
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3.7.2. Chromatografické podminky

Produkty degradace byly analyzovany pomoci UHPLC-MS Waters Acquity H-class
s PDA aMS detekci s mékkou ionizacni technikou (elektrosprej) a s analyzitorem typu
kvadrupol. Pouzita kolona byla Kinetex C18; 1,7 um; 100 x 2,1 mm. Dvouslozkova mobilni
faze se skladala z roztoki acetonitrilu (A) a vody (B). Obé tyto komponenty mobilni faze
obsahovaly 0,1% (v/v) kyselinu mravenc¢i. Nastaveni metody a chromatografické podminky
byly ptevzaty z diplomové prace Bc. Barbory Tonnerové [58]. Chromatografické podminky
zahrnovaly: pratokova rychlost: 0,3 ml/min, objem davkovaného vzorku: 1 pul, teplota
injektoru: 15,0 °C a teplota kolony: 25,0 °C, eluce: gradientova. Pro detekci degradacnich
produktti byla pouzita PDA detekce o vinové délce 240 nm a MS detekce v negativni mddu.

3.8. Vypocty pouzité pri vyhodnocovani ziskanych dat
Vypocet % zastoupeni zbytkové SA v roztoku analytu:
A, - 100
Asaxyon = 7 (12)
SA,std,med

kde Asa,x, y,% je plocha piku SA pro x-ty degradovany vzorek a y-ty roztok standardu SA
(nezdegradované) v procentech, 4. plocha piku analytu pro x-ty degradovany vzorek
a Asa, std, med median plochy piku SA v roztoku standardu.

Z vypocitanych hodnot Asa, x, y, % byl spocten median. Median reprezentuje hodnotu
lezici uprostied intervalu hodnot vysledki sefazenych podle velikosti.
velikosti Vypocet rozpéti souboru vysledki (R):
R = Asp x.y,%max — Asax,y,%min (13)
kde Asa, x, y, %,max je nejvyssi hodnota plochy piku SA pro x-ty degradovany vzorek a y-ty roztok
standardu SA (nezdegradované) v procentech, Asa, x, y, %,min je nejnizsi hodnota plochy piku SA
pro x-ty degradovany vzorek a y-ty roztok standardu SA (nezdegradované) v procentech
Vypocet intervalu spolehlivosti (L12):
Li,=K,'R (14)

kde K, je tabelovany koeficient tzv. Lordova rozdéleni a R je rozpéti.
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4. Vysledky a diskuse

4.1. Zavislost potencialu pracovni a pomocné elektrody na napéti
vilozeném mezi tyto elektrody

Pti elektrochemickych degradacich bylo pouzito dvouelektrodové zapojeni. Jako anoda
byla v této praci pouzita BDDE a jako katoda byla pouzita nerezova elektroda. Napéti mezi
dvéma elektrodami a jejich potencidl jsou odlisné veliCiny. Potencial elektrody je dan napétim
¢lanku, ktery sestava z dvou elektrod. Elektrodovy potencial dané elektrody je definovan jako
napéti mezi danou elektrodou a standardni vodikovou elektrodou (SHE), jejiz potencial byl
zvolen jako nulovy. Z praktickych divodu se potencial elektrody urcuje z napéti mezi nami
zvolenou elektrodou a elektrodou referencni, jejiz potencidl je zndm.

V této praci byla jako referencni elektroda pouzita elektroda argentchloridova, jejiz
potencial nabyva hodnoty +0,210 V oproti SHE.

Z hodnot vlozeného napéti mezi BDD elektrodu jako pracovni a pomocnou nerezovou
elektrodu a naméfenych hodnot napéti mezi BDDE a referen¢ni argentchloridovou elektrodu,
ktera obsahovala 3mol 1! chlorid draselny, byl spoéten potencidl BDDE (ANODA) a nerezové
elektrody (KATODA). Zptisob vypoctl je popsan nize.

Diky znamé hodnoté potencidlu referenéni argentchloridové elektrody (REF) (0,210 V)
a namétenych hodnot napéti mezi BDDE (WORK) a argentchloridovou elektrodou (REF) byl
vypocten potencial BDDE (ANODA) dle vztahu (15):

EANODA = EREF + UANODA(—)REF (15)

Eanopa znaci potencidl BDDE (ANODA), Erer znaci potencial argentchloridové elektrody
(REF) a Uanopa«rEer znaci napeti mezi anodou a referencni elektrodou.

Z vypoctenych hodnot potencidlu BDDE (ANODA) a vlozeného napéti mezi BDDE
(ANODA) a nerezovou elektrodu (KATODA) byl spocten potencial nerezové elektrody dle
vztahu (10):

Exatopa = Eanopa — UanopaokaTopa (16)
E4ux znaci potencial pomocné nerezové elektrody (AUX), Ework zna¢i potencidl pracovni

BDDE (WORK) a Uworkoauvx znaci vlozené napéti mezi BDDE (WORK) a pomocnou
nerezovou elektrodu (AUX).
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Statisticky zpracované vysledky byly pouzity pro sestrojeni grafu zavislosti potencialu
pracovni BDDE (WORK) a pomocné nerezové elektrody (AUX) na napéti mezi n€ vlozeném

(Obr. 7).

E[V]

Ulv]

Obr. 7: Graf zavislosti potencialu (£) pracovni BDD elektrody (m, zavislost 1 a 2) a pomocné nerezové elektrody (e, zavislost

3) na napéti mezi BDDE a nerezovou elektrodou (U)

Chybové tsecky jsou v grafu reprezentovany pomoci intervalu spolehlivosti pro
hladinu vyznamnosti a = 0,05. U nékterych bodi ma interval spolehlivosti tak nizkou
hodnotu, ze v grafu u téchto bodt nejsou chybové tsecky viditelné. Linedrni useky v grafu
byly proloZeny linearni regresi. Jednotlivé regrese jsou oznaceny Cisly 1-3. Parametry

jednotlivych regresi jsou shrnuty v Tab. 1.

Tab. 1: Hodnoty parametrii regresnich pfimek, které jsou vyobrazeny v grafu na Obr. 7; regrese jsou oznaceny Cisly, r —

Pearsontiv korela¢ni koeficient, smérnicetchyba — smérnice a jeji chyba, usek+chyba — usek a jeho chyba

¢islo regrese r smérnicexchyba usek+chyba [V]
[AV/ AV]
1 0,9937 0,825+0,047 0,185+0,083
2 0,9998 0,5821+0,0083 0,720+0,032
3 —0,9995 —0,4220+0,0043 0,738+0,016
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V grafu linearni zavislost potencidlu (£) na napéti (U) vykazuji 3 useky. V zéavislosti
potencialu pracovni BDDE (WORK) na napéti mezi BDDE (WORK) a nerezovou pomocnou
elektrodou (AUX) linearitu vykazuji 2 useky, regrese jsou oznaceny Cisly 1 a 2. Regrese 1,
znacena ¢ervenou piimkou, vykazuje linearitu v oblasti napéti 0-2,00 V. Regrese 2, znacena
zelenou ptfimkou. Vykazuje linearitu v oblasti napéti 2,50-8,00 V. V zavislosti potencialu
pomocné nerezové elektrody (AUX) na napéti mezi BDDE (WORK) a nerezovou pomocnou
elektrodou (AUX) linearitu vykazuje 1 usek oznacena ¢islem 3. Regrese 3, znac¢ena ¢ernou
piimkou, vykazuje linearitu v oblasti napéti 3,00-8,00 V. V tseku napéti 0,00—1,50 V lze
potencial pomocné nerezové elektrody (AUX) povazovat za konstantni. Z grafu je dale
patrné, ze v celém rozsahu vlozeného napéti mezi pracovni BDD elektrodu (WORK)

a pomocnou nerezovou elektrodu (AUX) dochazi ke vétsi zméné potencidlu u BDDE

(WORK) nez u nerezové elektrody (AUX).

4.2. Degradacni €as

Roztok SA o koncentraci 2 mmol 1! byl elektrochemicky degradovan pii napéti
+2,75 V v rozsahu ¢asti 5-90 min. Hodnota napéti byla zvolena na zaklad¢ diplomové prace
Mgr. Seféika [57], kde bylo optimalizovano degradaéni napéti pro 2 mmol I"' SA. P¥i tomto
napétovém nastaveni byla zaznamenana nejintenzivnéjsi degradace SA, pricemz soucasné
dochazelo k tvorbé nejvyssitho mnozstvi GA jako hlavniho degrada¢niho produktu. Tato
hodnota napéti se tak ukazala jako optimalni kompromis mezi mirou degradace a spolehlivou
detekci degradacnich produktl pomoci zvolené analytické metody. Po degradaci byla
provedena analyza degrada¢nich roztokli a roztok standardu SA pomoci UHPLC-MS.
Po analyze byly z chromatogramt ziskany hodnoty ploch pikli SA z degradovanych roztokt
anedegradované SA zroztoku standardu. Z téchto hodnot bylo vypocteno procentualni
zastoupeni SA v degradovanych roztocich. Z vypoctenych dat byl vynesen graf zéavislosti
procentudlniho zastoupeni SA v degradovanych roztocich na ¢ase pro koncentraci 2 mmol 1"

standardniho roztoku SA (Obr. 8).
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Obr. 8: Graf zavislosti procentudlniho zastoupeni SA v degradovanych roztocich po elektrochemické degradaci na ¢ase pro
koncentraci 2 mmol 1! standardniho roztoku SA

Parametry hodnot polynomické pfimky jsou shrnuty v Tab. 2. Pfi elektrochemické
degradaci 2 mmol 1I"! SA pfi napéti +2,75 V trvajici 90 minut bylo zdegradovano 99 % SA.
Nizka opakovatelnost degradace mulze byt dana pasivaci BDDE. Proto je nutné dbat
na regeneraci povrchu BDDE pred kazdym zac¢atkem méteni 1 mezi jednotlivymi degradacemi.
Dalsi pficinou nizké opakovatelnosti degradace muze byt dano nepfesnym pipetovanim.

Neptesné pipetovani zapticinuje nekonstantni objem degradovanych roztok.

Tab. 2: hodnoty parametri polynomické kiivky, ktera je vyobrazena v grafu na Obr. 4; tisek+chyba — tisek a jeho chyb,
Blzchyba — smérnice €. 1 a jeji chyba, B2+chyba — smérnice €. 2 a jeji chyba, R? — korelaéni determinace

rovnice primky y = Gsek + B1-x* + B2 -x?
usek+chyba [A%/At] 99,357+1,858

Bl#chyba [%] —1,4991+0,0906

B2:+chyba [%] 0,00451+7,94144-10

R? 0,9996
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Tvar kiivky je dan kinetikou reakce. Doba degradace mezi 5 az 30 minutami ma linearni
prab¢h. Kinetika reakce probiha reakci nultého fadu. Po 30. minuté za¢ne kiivka nabyvat

polynomického tvaru. Od tohoto bodu kinetika reakce probihé kinetikou prvniho fadu.

4.3. Chromatograficka analyza degradacnich produktu

UHPLC-MS analyzou elektrochemicky degradovanych roztokiit SA byly ziskany
chromatogramy, ve kterych jsou nejvice patrné 3 piky. Pik nezdegradované SA a piky
degradacnich produkti SA. Chromatogramy elektrochemicky degradovanych roztoki
2 mmol I"! SA po dobu 10, 30, 45 a 90 minut pfi +2,75 V jsou zobrazeny na Obr. 9—12.
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Obr. 9: Chromatogram degradovaného roztoku SA po 10 minutach elektrochemické degradace pfi napéti +2,75 V, tr — retencni

¢as v minutach, AU — absorbance units (PDA detekce pii 4 = 240 nm)

Tab. 3: Popis jednotlivych pikd z chromatogramu na Obr. 9, fr — retenéni ¢as, m/z — pomér hmotnosti k naboji

¢islo piku R [min] mlz slou¢enina
1 3,04 153 GA
2 4,19 153 2,3-DHBA
3 5,83 137 SA
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Obr. 10: Chromatogram degradovaného roztoku SA po 30 minutach elektrochemické degradace pti napéti +2,75 V, r —

retencni ¢as v minutach, AU — absorbance units (PDA detekce pfi A = 240 nm)

Tab. 4: Popis jednotlivych pikl z chromatogramu na Obr. 10, fr — retencni ¢as, m/z — pomér hmotnosti k naboji

¢islo piku R [min] mlz slou¢enina
1 3,04 153 GA
2 4,19 153 2,3-DHBA
3 5,82 137 SA
4 6,52 243 -
5 8,24 - -
6 7,80 - -
7 1,40 - -
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Obr. 11: Chromatogram degradovaného roztoku SA po 45 minutach elektrochemické degradace pti napéti +2,75 V, r —

retencni ¢as v minutach, AU — absorbance units (PDA detekce pti A = 240 nm)

Tab. 5: Popis jednotlivych pikl z chromatogramu na Obr. 11, fr — retencni €as, m/z — pomér hmotnosti k naboji

¢islo piku R [min] mlz slou¢enina
1 3,04 153 GA
2 4,19 153 2,3-DHBA
3 5,82 137 SA
4 6,52 243 -
5 8,24 - -
6 7,80 - -
7 1,40 - -
8 4,52 - _
9 4,83 - -
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Obr. 12: Chromatogram degradovaného roztoku SA po 90 minutach elektrochemické degradace pti napéti +2,75 V, tr —

retencni ¢as v minutach, AU — absorbance units (PDA detekce pfi A = 240 nm)

Tab. 6: Popis jednotlivych pikl z chromatogramu na Obr. 12, fr — retencni €as, m/z — pomér hmotnosti k naboji

¢islo piku R [min] mlz slou¢enina
1 3,04 153 GA
2 4,19 153 2,3-DHBA
3 5,82 137 SA
4 6,52 243 -

Z jednotlivych chromatogramii je patrny ubytek SA pii déle trvajici elektrochemické
degradaci, ale zaroven se v roztoku navySuje koncentrace degrada¢nich produkti ¢i se formuji
nové degradacni produkty. Dale lze z chromatogrami vycist, Ze primarnim degrada¢nim
produktem SA je GA (pik ¢. 1). Pribéh mnozstvi GA v degradovanych roztocich na case je
ukazano na Obr. 13. Druhym hlavnim degradaénim produktem je 2,3-DHBA, jez se

v chromatogramech objevuje jako pik €. 2.
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Obr. 13: Graf zavislosti plochy piku GA (4Ga) na dobé trvani degradace (f)

Nejvyssi koncentrace GA v roztoku je dosazeno pii dobé trvani elektrochemické
degradace 60 min. Po pfekroceni této doby koncentrace GA v roztoku klesa. Po 60 minuté
elektrochemické degradace pii napéti +2,75 V je vy€erpano mnozstvi SA, ze kterého by se
oxidovala nova GA, tudiz se GA zacne oxidovat na jiné degradacni produkty, které jsou
uvedeny ve schématu na Obr. 2.

Jak se méni mnozstvi SA a GA v degradovanych roztocich na ¢ase je shrnuto v Tab. 6. Pfi
krat§ich dobach trvani elektrochemické degradace mnozstvi nové vzniklé GA rapidné roste,

Mrve

7e v degradovaném roztoku dochazi mnozstvi SA, ze kterého by mohla vznikat nova GA.
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Tab. 7: Velikost plochy piki SA a GA na Case, ¢ — Cas elektrochemické degradace, Amedian — median plochy pikii SA a GA

t [min] Amedian(SA) [nV s71] Amedian(GA) [pV s7!]
5 2259960 29357

10 2005434 77708

15 1908413 111003

20 1814200 135487

30 1480299 268970

45 1005844 319435

60 629137 386722

90 24765 201145
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5. Zaveér

Byla studovéna elektrochemickéd degradace roztoku SA ve vsadkové cele zhotovené
pomoci technologie 3D tisku. Pii degradaci bylo vyuzito dvouelektrodového zapojeni. Jako
pracovni elektroda byla zvolena BDDE a pomocnou elektrodou byla nerezova elektroda.
Mezi pracovni a pomocnou elektrodou bylo vkladano napéti o hodnoté +2,75 V. Cilem bylo
zjistit, za jak dlouho se zoxiduje veskera SA v roztoku a jaké degradacni produkty pii
oxidaci vznikaji.

BDDE je vhodna volba pro elektrochemické oxidace, protoze se prokazalo, ze SA je
mozné zcela degradovat.

Uplné oxidace 2 mmol I"' SA bylo dosazeno pii ¢asu degradace 90 min, kdy v roztoku
zbyvalo necelé 1 % standardni 2 mmol I"' SA. Primarnim degrada¢nim produktem je GA,
ktera pii dobé degradace 60 min vykazovala nejvyssi koncentrace a pii ¢asu vysSim jiz

mnozstvi GA v roztoku ubyvalo.
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