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Abstrakt

V této praci byly testovany borem dopované diamantové elektrody s riznou upravou
povrchu pro vybrané oxidovatelné a redukovatelné modelové latky, konkrétné
p- a o- izomery kresolu a 2’-deoxycytidin a 7-deazaadenosin znaclené
4-nitrofenyltriazolem (dCT™®NO2 a3 dATRNO2) Cilem bylo studium elektrochemickych
a adsorp¢nich d€ju s naslednym vyvojem voltametrickych metod detekce studovanych
latek, poptipadé pouziti borem dopované -elektrody jako pracovni -elektrody
v pratokovych systémech.

Kresoly byly pouzity jako modelové oxidovatelné analyty. Na O-terminované
a lesténé BDD elektrodé poskytuji oxida¢ni signal diky oxidaci na methylfenoxyradikal.
Bylo dosazeno porovnatelnych hodnot oxida¢niho potencidlu jako na ostatnich
studovanych uhlikovych elektrodach, tj. elektrodé¢ ze skelného uhliku, elektrodé
z pyrolytického grafitu a uhlikové pastové elektrodé. Tyto elektrodové materidly
vykazuji relativné vysokou nachylnost k adsorpci reakénich produktl, piicemz
na borem dopovaném diamantu je jejich adsorpce minimalni. /n situ anodicka aktivace
umoznuje rychlou regeneraci povrchu borem dopovaného diamantu pred kazdym
skenem. Vyvinutd diferencni pulsni voltametrickda metoda s detekénim limitem
v rozsahu 0,61 mol1"! az 2,97 mol-I"!, ktera byla testovana na modelovych vzorcich
ficni vody, tak ptedstavuje rychlou a levnou metodu pro detekci jednotlivych kresolt.
V piipadé smési kresoll a dalSich fenolickych polutanti je potieba provést jejich
separaci. Navrzena metoda HPLC s elektrochemickou detekci ukazuje, ze borem
dopované diamantové elektrody jsou vhodné pro detekci analytii vyrazné pasivujicich
povrch elektrody pfi pritokovych i vsadkovych voltametrickych métenich.

Borem dopované diamantové elektrody jsou stile vice vyhleddvanym typem
elektrodového materidlu 1 pro redukéni déje, jak bylo ukizdno na ptikladé
2’-deoxycytidinu a 7-deazaadenosinu zna¢enych 4-nitrofenyltriazolem. Tyto komplexni
molekuly i produkty jejich naslednych voltametrickych reakci (tj. pfislusné nitroso
a hydroxylamino derivaty) se silné¢ adsorbuji na leStény povrch elektrody. Lze
Ji tedy vyuzit k transferovym technikdm, jak bylo uk4zdno na ptikladé¢ squarewave
voltametrické detekce dATRNO2. Adsorbovany produkt redukce, hydroxylamin, podléha
nasledné oxidaci na nitroso skupinu a signal quasireversibilniho paru NO/NHOH lze
poté pouzit pro jejich kvantifikaci. Na povrch elektrody se silné adsorbuje i dA™R,

tj. derivét 7-deazaadenosinu neobsahujici nitro skupinu. V pfitomnosti dA™ na povrchu



borem dopované elektrody pi1 méteni dalSich analyt byl sledovan pokles redukéniho
signalu dalSich jednoduchych organickych latek obsahujicich nitroskupinu

(2-nitronaftalen a 4-nitrofenylacetylen), jejichZ reakce na borem dopovaném diamantu

je fizena difuzi.



Abstract

In this work, the application of boron-doped diamond electrodes with various surface
pre-treatment were tested on selected oxidizable and reducible model compounds,
specifically para and ortho cresols and 2’-deoxycytidine and 7-deazaadenosine labeled
by 4-nitrophenyl triazole. The aim of the study was the investigation of electrochemical
and adsorptive processes with respect to the development of electroanalytical methods
of detection of the selected compounds, or utilization of boron-doped diamond
electrodes as detectors in liquid-flow systems.

Cresols were used as the model oxidizable compound. On O-terminated and polished
boron-doped diamond electrodes, cresols provide oxidation signal owing to their
oxidation to methylphenoxy radical at comparable potentials as on other carbon-based
electrodes used as a reference in this work, i.e., glassy carbon electrode, pyrolytic
graphite electrode, and carbon paste electrode. These carbon electrode materials show
relatively high propensity to adsorption of reaction products, while such adsorption is
minimal on boron-doped diamond. /n sifu anodic activation allows for a rapid
regeneration of boron-doped diamond surface prior to each scan. A differential pulse
voltammetric method that was developed with a detection limit of 0.61 pmol1™ to
2.97 umolI"! and was also tested on model samples of river water, thus presents a fast
and cheap alternative for the detection of cresols, as long as they are not present in
a mixture. For an analysis of a mixture of cresols and other phenolic pollutants, the need
for a separation step arises. In a proposed HPLC with electrochemical detection method
it was confirmed that boron-doped diamond is a suitable material for liquid-flow
analyses, even for analytes known to severely passivate electrodes during batch
voltammetric measurements (such as phenolic compound).

An ever-increasing interest is apparent in utilization of boron-doped diamond electrodes
for reduction processes, as presented in this work with 2’-deoxycytidine and
7-deazaadenosine labled by 4-nitrophenyl triazole. These complex molecules and
products of their voltammetric reactions (i.e., corresponding nitroso and hydroxylamino
derivatives) strongly adsorb on polished boron-doped diamond electrode surface.
Therefore, these electrodes can be used for transfer techniques as shown in this work on
an example of squarewave voltammetric detection of dAT™®N92, The adsorbed product of

the reduction, an hydroxylamine, is subsequently oxidized giving rise to a nitroso group,



and the signal of a quasi-reversible pair NO/NHOH can be used for its quantification.
Moreover, dA™R, i.e., a derivative of 2’-deoxycytosine, is also strongly adsorbed on
boron-doped diamond surface. A decline in the intensity of the voltammetric signal of
simple nitro group-containing organic molecules (2-nitronaphtalene a 4-nitrophenyl

acetylene), that is diffusion controlled, was observed in the presence of dATR.
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

AV CR — akademie véd Ceské republiky (Czech Academy of Science)
AFM — mikroskopie atomarnich sil (atomic force microscopy)

ACN - acetonitril (acetnotrile)

BDD — borem dopovany diamant (boron doped diamond)

B/C — pomér boru a uhliku ve smési pro depozici BDD filmu

BR pufr — Brittoniv — Robinsontiv pufr

CV — cyklicka voltametrie (cyclic voltammetry)

CPE — uhlikova pastova elektroda (carbon paste electrode)

CVD - chemicka depozice par (chemical vapour deposition)

DAD - detektor diodového pole (diod array detector)

dATRNOZ _ 7_deazaadenosin znadeny 4-nitrofenyltriazolem
dA™ — 7-deazaadenosin znadeny fenyltriazolem

dCBF — 2’-deoxycytidin znageny benzofurazanem

dCT™NO2 _2"_deoxycytidin znaéeny 4-nitrofenyltriazolem

DC voltametrie — voltametrie s linedrnim nartstem potencialu (direct current
voltammetry)

DNA — deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

DP voltametrie — diferen¢ni pulzni voltametrie (differential pulse voltammetry)
EELS — spektroskopie ztraty elektronové energie (Electron energy loss spectroscopy)
ECHA — evropska agentura pro chemické latky (European chemicals agency)

E, — redoxni potencial (redox potential)

FID — plamenové ionizac¢ni detektor (Flame ionization detector)

FZU AV CR - Fyzikélni ustav akademie véd Ceské republiky

GCE — elektroda ze skelného uhliku (glassy carbon electrode)

HMDE - visici kapkova rtut'ova elektroda (hanging mercury drop electrode)

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid
chromatography)

HPLC-ED - vysokoucinna kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci
(high-performance liquid chromatography witch electrochemical detection)

HPLC-UYV - vysokoucinna kapalinova chromatografie s ultrafialovou detekci (high-
performance liquid chromatography witch ultraviolet detection)

I, — proud (current)



LOD - limit detekce (limit of detection)

NHOH/NO - redoxni par hydroxylamin/nitroso (redox pair hydroxilamine/nitroso)
PEX — metodika syntézy DNA pomoci prodluzovani primert

PGE - elektroda z pyrolytického grafitu (pyrolytic graphite electrode)

pK.— disociacni konstanta (acid dissociation constant)

R — korela¢ni koeficient (correlation coeficient)

REACH - registrace, evaluace, autorizace a omezovani chemickych latek
RSD — relativni smérodatna odchylka (relative standard deviation)

S — elektroaktivni plocha elektrody (electroactive area of electrode)

SEM - skenovaci elektronovéa mikroskopie (scanning electron microscopy)
SIMS — spektrometrie sekundarnich iontl (secondary ion mass spectrometry)
SW voltametrie — square wave voltametrie (square wave voltammetry)

XPS — rentgenova fotoelektronova spektrometrie (x-ray photoelectron spektrometry)
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1)

2)

Cile prace

Tato prace byla vypracovéna pod zastitou UNESCO laboratote elektrochemie zivotniho
prostiedi, ktera se zabyva vyvojem novych elektrodovych materiald, elektrochemickych
sensori a elektroanalytickych metod pro stanoveni biologicky aktivnich organickych

latek.

Prace je =zalozena vyhradné¢ na vysledcich feSeni disertatniho projektu

publikovanych ve 2 publikacich recenzovanych Casopisech.

Vosahlova J., Sochr J., Baluchova S., Svorc L., Taylor A., Schwarzova K.: Comparison
of carbon-based electrodes for detection of cresols in voltammetry and HPLC with
electrochemical  detection, FElectroanalysis, 32, (2020), online vydani
DOI: 10.1002/elan202060103, IF 2,544 (2019) [1]

Vosahlova, J., Kolacna L., Danhel A., Fisher J., Balintova J., Hocek M., Schwarzova-
Peckova K., Fojta M.: Voltammetric and adsorption study of 4-nitrophenyl-triazole-
labeled 2 '-deoxycytidine and 7-deazaadenosine nucleosides at boron-doped diamond
electrode, Journal of Electroanalytical Chemistry 821 (2018) 111-120, DOI:
10.1016/j.jelechem.2018.01.003, IF 3,519 (2018) [2]

Uvedené publikace jsou ptilozeny jako ptilohy k disertaéni praci (kapitola 7).

Prace navazuje na bakalafsky [3] a diplomovy projekt [4] autorky. Bakalafsky
projekt [3] byl vénovan elektrochemické charakterizaci borem dopovanych
diamantovych (BDD) elektrod sriznym obsahem boru, které byly pfipraveny
ve spolupraci s Fyzikalnim tstavem AV CR. Ty byly nasledné vyuzity pro detekci
2-aminonaftalenu jako modelového analytu, kdy byl sledovéan vliv miry dopace na vysku
a reprodukovatelnost oxida¢niho signalu a sledovany parametry vyvinutych
voltametrickych metod pro detekci této latky. Vysledky této studie jsou soucasti
rozsahlejSich publikaci [5, 6], které se vénuji 1 morfologické a spektralni charakterizaci
téchto elektrod. Diplomovy projekt [4] byl vénovan moZznostem vyuziti BDD elektrod
pro detekci redukovatelnych latek, napt. syntetickych azobarviv a vanilinu. Soucasti
prace je 1 komplexni studie elektrochemického chovani 5-nitrochinolinu, pfi které byly
vyuzity BDD elektrody popsané vyse. Vysledky této studie byly taktéz publikovany [7].

Tato disertacni prace se se zaméfuje na studium moznosti pouziti BDD elektrod

v elektroanalyze oxidovatelnych a redukovatelnych latek. Jako zéstupci oxidovatelnych
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latek byly vybrany kresoly. Kresoly byly vybrany jako modelové analyty pro rozsahlou
skupinu fenoli, které jsou v elektrochemii znamy jako problematické analyty pasivujici
elektrodovy povrch. Vysledky jsou shrnuty v publikaci [1] (kapitola 7, Ptiloha 1).
Redukovatelné¢  latky  jsou  zastoupeny  derivaty nukleosidli, konkrétné
7-deazaadenosinem a 2’-deoxycytidinem znacenych 4-nitrofenyltriazolem [2]
(kapitola 7, Ptiloha 2).

Citace vsech publikaci autorky jsou v textu zvyraznény tucng.

Cile prace jsou nasledujici:

1) Studium elektrochemického chovéni kresolti na BDD elektrodach s rliznou upravou
povrchu a jejich porovnani s dal$imi uhlikovymi elektrodami. Vyvoj voltametrickych
metod pro stanoveni kresolti. Vyuziti BDD elektrod jako amperometrického detektoru
v separacnich metoddch (HPLC) pfi analyze smési fenolickych polutanti vcetné

kresolti. Aplikace vyvinutych metod na modelové vzorky ficni vody.

2) Studium elektrochemického a adsorpéniho chovani 2’-deoxycytidinu
a 7-deazaadenosinu znacenych 4-nitrofenyltriazolem vazanym ptes p-fenylenovy linker
na BDD elektrodé a porovnani jejich chovani na elektrodé z pyrolytického grafitu
(PGE). Studie vlivu riznych faktort (Cas, pfitomnost jiného analytu) na adsorpci latky

na povrch BDD elektrody.
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1 UVOD

1.1 Borem dopované diamantové elektrody

Borem dopované diamantové (BDD) elektrody patii do skupiny pevnych uhlikovych
elektrod s charakteristickou hybridizaci uhlikového atomu sp®. Hybridizace sp® jim
proptijcuje  odlisné  elektrochemické, mechanické a fyzikalni  vlastnosti
ve srovnani s klasickymi uhlikovymi elektrodami. Diamant neni mozné pouzit samotny
jako elektrodovy material, jelikoz patifi mezi izolanty. Z tohoto divodu se musi
obohacovat jinym vodivym prvkem, nejcastéji borem. Po dopaci diamantového filmu
vodivym prvkem si elektroda zachovéava ¢astecné unikatni vlastnosti diamantu. Dle
koncentrace a elektrochemickych vlastnosti dopantu elektroda ziskava polovodivé
¢i vodové vlastnosti srovnatelné s kovy. Pole vyuziti tohoto elektrodového materidlu
je Siroké, od pouziti v elektrosyntéze [8], degradaci organickych polutanti [9]
az k pouziti v elektroanalyze vcetné konstrukce biosenzort [10, 11].

BDD elektrodam a jejich pouziti v elektroanalyze bylo od jejich zavedeni v roce
1992 vénovano nékolik piehledu [8, 10-14]. BDD elektrody jsou pfedevsim pouzivany
jako anody pro elektro-oxida¢ni stanoveni organickych latek. V poslednich letech
se objevuyji 1 prace vénované detekci redukovatelnych analytii [7, 12]. Elektrody
z BDD se také uplatiiuji v elektroanalyze anorganickych latek.

Existuje mnoho variant BDD elektrod, které se odliSuji materialem substratu
(na ktery je elektroda deponovana), morfologii diamantového filmu, koncentraci
a typem dopantu a terminaci povrchu diamantu. VSechny tyto proménné ovliviiuji
elektrické a elektrochemické vlastnosti diamantové elektrody a jsou dany parametry pii
vyrobé samotné elektrody, popiipadé mechanickymi a elektrochemickymi upravami
BDD povrchu finalniho produktu.

BDD elektrody se pfipravuji pomoci chemické depozice par s riznou iniciaci
procesu. Jedna se o pary, které obsahuji zdroj uhliku (napf. metan), zdroj boru a vodik.
Inicia¢ni reakci dochazi k rozkladu molekuly vodiku H>. Slozenim deponované smési
plynt a nastavenim doby depozice, I1ze ovlivnit strukturu BDD filmu a jeho slozeni
(detailn€ popsano v kapitole 1.1.1). Jednim z hlavnich parametrii, ktery ovliviiuje
elektrochemické chovani elektrody je koncentrace dopantu, ktery zarucuje a urcuje typ
vodivosti diamantové elektrody [5] (viz kapitola 1.1.4). Dal§im parametrem, kterym

jsou ovlivnény elektrochemické vlastnosti diamantové elektrody, je piedptiprava
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povrchu elektrody (viz kapitola 1.1.3). Tou je mozné modifikovat vlastnosti povrchu
piimo pied pozadovanou analyzou, tj. ovlivnit parametry detekce konkrétniho analytu.
Diamantové elektrody jsou obecné odolné vici pasivaci elektrodového povrchu. Tato
vlastnost je vyhodna v ptipad¢, kdy k pasivaci dojde vlivem redoxnich pfemén analyti
na elektrodovém povrchu ¢i ndslednych redoxnich nebo chemickych premén produkt
prvotnich redoxnich reakci, typicky napi. u aromatickych aminii ¢i fenola. K pasivaci
dochazi 1 pii in-vitro a in-vivo analyzach, kdy je povrch elektrody ve styku
s makromolekulami (napf. proteiny) a jinymi elektrochemicky aktivnimi latkami, které
mohou elektrodu snadno pasivovat. Jestlize k pasivaci povrchu dochazi, je jednou
z vyhod BDD elektrod pomérné snadna obnova povrchu. Nejcastéji se vyuziva in-situ
anodickd aktivace, kdy je na elektrodu vkladan potencial, pii kterém dochazi
k anodickému rozkladu vody dle rovnice 1.
H>O (BDD) — HO-(BDD) + ¢ +H" (1)

Vznikajici hydroxylové radikdly jsou silnd oxidac¢ni cinidla a zpravidla s velkou
ucinnosti odstranuji pasivacni filmy na elektrodach. BDD elektrody vykazuji zpravidla
také minimalni pasivaci pfi pouziti v prutokovych metodach, kdy omyvani mobilni fazi
zpravidla staci k omyti produktt, které pasivuji elektrodovy povrch ve vsadkovém
uspofddani. Pfestoze jsou BDD povrchy méné nachylné k pasivaci pro nékteré
organické (makro)molekuly byla zji§téna samovolnd adsorpce na povrch elektrody [2]
[15]. Jsou pozorovany dva typy adsorpce na povrch elektrody, a to samovolna adsorpce
analytu nebo adsorpce asociatu surfaktantu s analytem. Oba adsorpéni principy lze
vyuzit pro detekci analytd technikou adsorpéni voltametrie ¢i pro analyzu pomoci
transferovych voltametrickych metod [2].

K morfologické, elektronické a elektrochemické charakterizaci BDD filmu
je uzivano Siroké spektrum metod. Pomoci Ramanovy spektrometrie 1ze zjistit pfiblizné
slozeni a pfipadné i rozlozeni atomil v diamantovém filmu. Pfedev§im lze odhalit
piipadné sp? nedistoty a do urcité miry stanovit koncentraci dopantu, tj. zjistit o jaky typ
elektrody se jedna vzhledem k jeji vodivosti (rozliSeni mezi elektrodami polovodivymi
a elektrodami s kovovou vodivosti [16, 17]). DalSimi vyuzivanymi metodami jsou
skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) [18, 5] a mikroskopie atomarnich sil (AFM)
[5]. Tyto metody jsou vyuzitelné pro morfologickou charakterizaci diamantového filmu
a odhaleni pfipadnych defektti [16]. Podle velikosti diamantovych krystalti jsou
rozliSovany filmy mikrokrystalické (0,5 pm — 3 pm), nanokrystalické (10 nm — 500 nm)
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a ultrananokrystalické (<10 nm). Povrch BDD elektrody, slozeni a typ funkcnich
skupin, lze studovat pomoci rentgenové fotoelektronové spektroskopie (XPS).
Koncentraci boru lze urcit pomoci nuklearni reakéni analyzy nebo spektrometrie
sekundarnich iont (SIMS) [19]. XPS a Ramanova spektrometrie mize byt pomocnou
metodou pii uréeni koncentrace boru, typu vodivosti a vlivu terminace elektrody [20].
Dalsi metodou, ze které Ize ziskat informace o morfologii a slozeni deponovaného
diamantového filmu je spektroskopie ztraty elektronové energie (EELS) [17].
K elektrochemické charakterizaci BDD elektrod se pouzivaji voltametrické metody
s vyuzitim béZnych redoxnich markerti jako [Fe(CN)s]* 7 ¢i [Ru(NH3)s]*"?". Rozdil
potencialu pikii [Fe(CN)s]*7* je siln& zavisly na obsahu a typu kyslikatych skupin
na povrchu BDD a je bézné¢ vyuzivan k ovéfeni jejich pfitomnosti a pro testovani

stability odezvy BDD elektrod pii dlouhodobém pouzivani.

1.1.1 Priprava diamantovych elektrod

Diamantové elektrody se pfipravuji chemickou depozici par (CVD), nejcastéji
za pomoci zhaveného vldkna nebo mikrovinné plazmy aktivujicich smés plynt.
Aktivace smesi plyntd vede ktvorbé vodikovych radikala, které dale reaguji
s methanem. Tato metoda byla vyvinuta béhem 50. let minulého stoleti, technika
procesu depozice diamantového filmu je popséna napftiklad v ptehledu [21]. PrestoZe
je vliv podminek ptipravy elektrod na rust krystal studovan mnoho let, dosud neni tato
problematika pln¢ popséana. Rist diamantového filmu, jeho kone¢né slozeni a vlastnosti
jsou pii1 vyrobé pomoci CVD dany nékolika parametry, a to slozenim plynné smési,
jejim tlakem, teplotou zvoleného substratu a celkovym ¢asem depozice. Plynna faze
vétSinou byva smés methanu, vodiku a diboranu. Mohou byt pouzity i jiné smési, napf.
aceton s methanem a oxidem boritym. Pomér zdroje boru a uhliku (B/C) v plynné fazi
se bézn¢ pouziva jako informace o koncentraci boru v BDD filmu, bez udani skute¢né
koncentrace v deponovaném filmu. Koncentrace boru v diamantovém filmu je bézné
v rozsahu 10'7 — 10! atom@ boru na cm™ diamantového filmu, tento rozsah piiblizng
odpovidd pomérim B/C 500 az 15000 ppm. Problematice ovliviiovani vlastnosti BDD
filmu obsahem boru je dale vénovana kapitola 1.1.4.

BDD film je pfi CVD procesu deponovan na substrat, ktery je o¢kovan krystalky
diamantu. Podkladovym materidlem (substratem) byva nejcastéji p-kiemik, ktery

ma podobnou strukturu jako diamant. Nicméné Ize pouzit 1 jiné vodivé materialy,
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naptiklad platinu, wolfram a titan. Vyssi teplota substratu umoziuje pfipravit méné
poskozené filmy s vysS$i ucinnosti dopace [22]. Teplotni omezeni pii depozici
diamantového filmu je déno pfedev§im moznostmi vybrané¢ho substratu a metodou
samotné depozice. Vlastnosti vybrané¢ho substratu urCuji nejen teplotu v pribéhu
depozice, ale 1 variabilitu ve velikosti a tvaru elektrody. Vlastnosti substratu se také
projevi ve vyslednych elektrochemickych vlastnostech elektrody a moznostech jejiho
pouziti. Pomoci CVD lze ptipravit jak velkoplosné elektrody, tak mikroelektrody, které
jsou nejcastéji pripravovany depozici na kovové dratky. Kombinace CVD

s litografickymi technikami umoznuje 1 ptipravu pole BDD mikroelektrod [23].

1.1.2 Vlastnosti diamantovych elektrod pro elektroanalyzu

Borem dopované diamantové elektrody maji vyjimecné vlastnosti odlisné
od jinych typu elektrod. Riznorodost diamantovych elektrod a faktory které ji ovliviiuji
jsou jiz n€kolik let studovany (kapitola 1.1.1). Pro elektrochemické aplikace je zasadni
vodivost BDD filmu. Vodivost je ovlivnéna velikosti krystali diamantového filmu
a jejich krystalografickou orientaci, nestejnorodym povrchem, obsahem sp? ne&istot
a koncentraci boru jakozto dopantu. Povrchovd vodivost diamantové elektrody
je ovlivnéna terminaci povrchu, jak bude zminéno v nasledujici kapitole 1.1.3.

Jednou z vyhod BDD elektrod je pomérné Siroké potencidlové okno okolo 3 V
ve vodnych roztocich (az 4V vroztocich kyselych) [S5], které je pouzitelné
jak pro oxidacni, tak pro reduk¢ni stanoveni elektrochemicky aktivnich latek. Velikost
potencialového okna je ovlivnéna na jedné stran¢ vlastnostmi métené¢ho roztoku jako
je pH a koncentrace pouzitého zédkladniho elektrolytu, na druhé strané¢ vlastnostmi BDD
elektrody jako je koncentrace dopantu, kvalita BDD filmu a terminace elektrodového
povrchu. Mezi dal§i vyznamné vlastnosti diamantovych elektrod patii nizké a stabilni
pozadi, malad nachylnost k pasivaci elektrodového povrchu a stabilita materialu 1 v silné
bazickych a kyselych mediich, stejn¢ jako stabilita pfi velkém proudovém zatiZeni,
vyuzivaném v nékterych piipadech k pozadované terminaci povrchu. Vyhodou
je stabilita BDD film0 v ultrazvukovych laznich, ¢ehoz se vyuZiva pfi jejich CiSténi.
Pro elektroanalyzu v oblasti negativnich potencidlu je dulezita mensi citlivost BDD
elektrod k redukci rozpusténého kysliku v roztoku [7].

Jak bylo feceno, vlastnosti BDD elektrod jsou dany mnohymi faktory, které

se navzajem ovlivituji. Je dilezité vyuZzit potencial BDD elektrod vhodnou volbou
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elektrolytu a terminace povrchu v elektroanalyze, ktera je Casto provadéna na komercné
dostupnych BDD elektrodéach (s pfesn¢ danymi parametry a omezenou moznosti jejich

zmeény).

1.1.3 Vliv predpripravy (terminace) a ¢isténi elektrodového povrchu

Typ obnovy a ptedptipravy elektrodového povrchu je jednim z parametrt, ktery velmi
ovlivituje elektrochemické vlastnosti elektrody [24 - 26]. Predpfiprava elektrodového
povrchu a jeho aktivace je potiebna ke stabilizaci elektrochemického chovani elektrody
a jako opatteni proti pasivaci elektrodového povrchu. Bézn€ vyrabéné elektrody jsou pii
prvnim pouziti takzvané H-terminované, diky pfitomnosti vodiku ve smési plynii pro
CVD. Povrch BDD elektrod Ize ménit tremi zplisoby. Elektrochemie umoziiuje vkladani
zaporného potencidlu z oblasti vyvoje vodiku pro ziskani H-terminovaného povrchu,
nebo vkladani kladného potencidlu v oblasti anodického rozkladu vody a vyvoje OH
radikali (rovnice 1) pro ziskani O-terminované¢ho povrchu. Tretim zplsobem
je mechanické lesténi elektrody, které je provadéno tak jako u jinych typt elektrod
pomoci lesténi povrchu elektrody ALOs; na lestici podloZce a vede k odstranéni sp?
uhlik na povrchu. Chemické skupiny pifitomné na elektrodovém povrchu lze urcit
pomoci XPS nebo studiem reverzibility redoxnich markert [25, 26]. Elektrochemicka
obnova elektrody in-situ je zadand pti pouZiti elektrochemické detekce v separacnich
metodach.

H-terminované elektrody vykazuji rychlejsi ptenos elektronii, coZ se projevuje
posunem potenciali redoxnich d&ja blize knule [7]. H-terminovany povrch
ma hydrofobni charakter, ¢imz je zpomalen vyvoj vodiku a kysliku na krajich
potenciadlového okna a zvétSuji se tak pracovni moZznosti elektrody. S dobou pouZiti
zpravidla rychlost pfenosu klesa, jelikoZz H-terminace povrchu neni snadno udrZitelna,
povrch je zvolna oxidovan diky ptitomnosti kysliku v métenych roztocich nebo v okolni
atmosféfe. Na povrch elektrody ptisobi i pH pracovniho roztoku. Proto je nejvhodnéjsi
H-terminovany povrch pfipravit tésné pied pouzitim elektrody potenciostaticky
(vloZenim zaporného potencidlu, zpravidla <-2 V) nebo amperostaticky (vloZenim
zaporného proudu o dostatecné hustot¢). Na stabilitu H-terminovaného povrchu ma vliv
také obsah boru v diamantové elektrodé.

Pro dosazeni stabilniho O-terminovaného povrchu je mozné kromé vloZeni

kladného potencialu vyuzit piisobeni silné kyseliny optimalné€ ve spojeni s varem, nebo
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vystavit povrch elektrody kyslikové plazmé na konci CVD procesu. O-terminovany
povrch borem dopované diamantové elektrody je hydrofilni a zpravidla vykazuje nizsi
povrchovou vodivost nez vySe popsany typ H-terminace. Pfi pouziti anodické
predpiipravy jsou na povrchu elektrody pfitomny skupiny obsahujici kyslik napf.
hydroxylové a etherové skupiny vazané na sp® uhlik a keto skupiny a karboxylové
skupiny vazané na sp® uhlik. O-terminované povrchy se b&Zné pouzivaji pro analyzu
organickych latek, jelikoz je tento typ terminace vice stabilni a Ize ji snadnéji pipravit
nez H-terminované elektrody.

Lesténi povrchu BDD elektrody bylo prvné pouzito az roku 2002, kdy byl povrch
les$tény aluminou charakterizovan redoxnimi markery a byl pouzit pro studium proteinil
s kovovymi redoxnimi centry [27]. Lesténé BDD elektrody vykazuji rychlejsi kinetiku
prenosu elektronu nez O-terminované povrchy, zpravidla porovnatelnou s povrchy
H-terminovanymi, ale pii jeho pouZiti se ztrdci moznost aktivace in-situ. Pfesto existuje
fada elektroanalytickych studii na leStéenych BDD elektrodach, jelikoz lesténi
je spolehlivy zpiisob obnovy elektrodového povrchu. Rychlejsi kinetika vede k lepSim
parametram analytickych metod jako je citlivost a limit detekce, obzvlasté pii vyuziti
pulsnich voltametrickych metod.

MozZnosti ptedptipravy elektrody jsou velmi variabilni, a proto je dulezité,
aby byly pfi volbé pro konkrétni elektroanalytickou aplikaci uvazeny vyhody
a nevyhody spojené s popsanymi postupy, tj. snadnost provedeni aktivace, potencial
redoxniho déje s ohledem na dalsi pfitomné interferenty, reprodukovatelnost signalu

a kvalitativni parametry analytické metody.

1.1.4 Vliv koncentrace dopantu v diamantové elektrodé

Elektrochemické vlastnosti diamantovych elektrod jsou zavislé na koncentraci dopantu,
ktery zarucuje vodivost diamantové elektrody. Mnozstvi a vlastnosti samotného dopantu
v elektrodovém  materidlu  maji  vliv  jak na  vodivost, = morfologii
tak 1 na elektrochemické vlastnosti diamantové elektrody. Nejcastéji se jako dopant
pouziva bor, ale mohou byt pouzity 1 jiné vodivé prvky jako naptiklad fosfor [28], sira
[29], fluor nebo dusik [11]. Jak bylo popsano vyse obsah dopantu (v pocatecni smési
pfi depozici) velmi ovliviiuje vysledny charakter diamantové elektrody. Méni se nejen
vodivost diamantu, ale i jeho morfologie a mikrostruktura. Zjisténi obsahu dopantu

piimo v diamantovém filmu je velmi obtizné a nejcastéji se urcuje nékolika metodami.
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1.2

V Ramanové spektrometrii je vyhodnocovan posun maxima Lorentzianovy slozky pasu
sp> fononu v oblasti cca 1332 cm™!, ktery je ovlivnén koncentraci boru v BDD filmu
[5, 30]. Pozorované maximum se snizuje s rostouci koncentraci dopantu k nizS§im
vinovym délkam [5, 16, 30]. Déle je urceni piesné koncentrace boru v diamantovém
filmu dosazitelné pomoci SIMS, nebo pomoci nuklearni reak¢éni analyzy.

Teoretickd hranice zmény vodivosti BDD filmu z polovodice na vodic byla ur¢ena
pro koncentrace vy$§i nez 2x10%° atomu boru v cm™ diamantového filmu [19], coZ
odpovidd B/C poméru 1000 az 2000 ppm dle podminek depozice [5]. S rostouci
koncentraci boru se zpravidla zvySuje obsah sp? uhliku, coz vede k zaZeni
potencidlového okna ve vodnych zdkladnich elektrolytech [5]. Tento jev byl studovan
pomoci Ramanovy spektroskopie na ruzné kvalitnich diamantovych filmech [16].
Zména elektrochemického chovani s obsahem dopantu je znatelna nejen pro redoxni
markery, ale 1 pro organické slouceniny, jak jsou naptiklad aromatické aminy [S, 6],
nitrolatky [7], fenoly [1], coz je ukdzano v pracich autorky. V téchto studiich bylo
prokazano, ze elektrody s vyssi vodivosti vykazuji vyssi kinetiku ptenosu elektronu nez
elektrody polovodivého charakteru. Filmy skovovym typem vodivosti jsou
pro elektroanalyzu vhodnéjsi diky vyssi proudové odezvé elektroaktivnich latek oproti
filmim polovodivym. Pomalejsi kinetika se tyka 1 redoxnich dé&i na okraji
potencialového okna, tzn. vyuzitelny rozsah potencialti je Sir$i [7, 31] predevSim
v oblasti katodické strany potencidlového okna [5, 18]. Nicméné pro elektroanalyzu
nema toto roz§ifeni zpravidla vyznam, jelikoz sniZzend kinetika ovliviiuje 1 potencialy
oxidace/redukce elektro-aktivnich latek. Latky oxidovatelné/redukovatelné mimo
rozsah potencidlového okna elektrody na vice vodivych elektrodach zlstavaji mimo

rozsah 1 v roz§ifenych potencidlovych oknech polovodivych elektrod.

Vyuziti borem dopovanych diamantovych elektrod v elektroanalyze

organickych sloucenin

Jak jiz bylo zminéno, vyuziti BDD elektrod je riznorod¢, elektroanalyza patii spolu
s vyuzitim pii €iSténi odpadnich vod k velmi progresivnim smériim. Pfehledy shrnujici
pokroky v oblasti organické elektroanalyzy [10 - 14], vyzdvihuji nizkou nachylnost
k pasivaci povrchu a jeho snadnou elektrochemickou obnovu piimo v analyzovaném
prostiedi. Nizka citlivost k redukci rozpusSténého kysliku neni tak Casto zminovana

vzhledem k men$imu mnozstvi studii vénovanych redukovatelnym latkam. U téch
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je nejcastejsSim redoxnim centrem nitroskupina na aromatickém jadie [7, 32 - 34] nebo
azo skupina [35 - 37]. Mezi studované oxidovatelné analyty patii aromatické aminy
[5, 38], fenoly [39] nebo thioly. Tyto skupiny jsou zastoupeny v celé fad¢ farmaceuticky
aktivnich latek, pesticidii, potravin a potravinovych doplikli, vybusnin. latek
vznikajicich v dasledkti znecisténi zivotniho prostiedi apod. Jsou také pfitomny
v aminokyselinach a davaji tak zaklad elektrochemické aktivité proteint.

V této disertacni praci bude z oxidovatelnych analyti zminéna elektrochemicka
studie kresoll, které se fadi mezi fenolické latky (p-kresol a o-kresol) [1], spolu
s vyvojem voltametrickych a pratokovych metod pro jejich detekci. Redukovatelné
latky jsou zastoupeny syntetizovanymi derivaty nukleosidii (7-deazaadenosin
a 2’-deoxycytidin znacené 4-nitrofenyltriazolem, u kterych bylo sledovano

elektrochemické a adsorpéni chovani [2].

1.2.1 Fenolické latky

Fenolické latky jsou bézné pouzivany pii vyrobé pesticidd, plastii, barviv nebo
dezinfekénich p¥ipravki [40]. Rada fenolickych latek patii mezi endokrinni disruptory
jako naptiklad 4-nonylfenol, 4-tert-oktylfenol a bisfenol A [41]. Proto jsou pribézné
vyvijeny analytické metody pro jejich citlivou a selektivni detekci v enviromentalnich
matricich. Mnoho fenolickych latek také patii mezi farmaceuticky aktivni substance
a jsou tak vyvijeny metody pro jejich detekci v riznych 1ékovych formach.
Elektrochemickd detekce nabizi vhodnou alternativu k ostatnim detekénim
metodam. Béhem oxidace fenolickych latek dochézi k pasivaci elektrodového povrchu,
ktera je zpiisobena naslednou reakci produkti elektrochemické oxidace hydroxylové
skupiny, pti které vznika fenoxy radikal. Vznikl¢ radikaly spolu reaguji a tvoti se dimery
az polymerni filmy, které pasivuji elektrodu [9, 42]. Fenolické latky tak patii
v elektrochemii mezi nejproblematictéjsi analyty a na vétsiné elektrodovych materiald
je potieba mezi jednotlivymi skeny provadét lesténi povrchu, coz snizuje uzivatelskou
ptivétivost vyvinutych metod. Diky snadné obnov€ povrchu anodickou aktivaci jsou
BDD elektrody vhodnym elektrodovym materidlem pro detekci tohoto typu organickych
latek, nebot’ elektrochemickou aktivaci lze provadét im-situ [12, 31]. Nicméné
se mohou pouzit i jiné vySe zminéné postupy aktivace (viz kapitola 1.1.3), které zajisti

opakovatelnost oxida¢nich signala ptislusného fenolu.
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1.2.1.1 Kiresoly

Kresoly patii mezi karcinogenni akumulujici se polutanty, které ptredstavuji riziko pro
zivotniho prostfedi i cloveka [43 — 45]. Evropska agentura pro chemické latky (ECHA)
udava v bezpecnostni klasifikaci, ze se jednd o latky toxické pii spolknuti, pii kontaktu
s kGizi mizou zpuisobit vazné popaleniny a poskozeni oci. Klasifikace poskytovana
agentuie ECHA vregistrech podle nafizeni REACH rovnéz naznacuje,
ze tato latka je chronicky toxicka pro vodni organismy (p- a o- kresol) [44, 45] Existuji
tii typy izomert liSici se polohou methylové skupiny vici fenolické OH skupiné
(struktury viz obr. 1). Tyto izomery maji velmi podobné chemické vlastnosti napf.
disociac¢ni konstantu (o-kresol pKa = 10,29, m-kresol pKa. = 10,09, p-kresol pK. = 10,26)
[46]. Smés téchto izomert se do pfirody dostdva pies odpadni vody z priamyslové
vyroby, jelikoz se pouzivaji pti vyrobé barev, plastd a herbicidi [47]. Mimo to je
o-kresol pouzivan jako specificky biomarker pro diagnostiku expozice toluenem [48].
Vsechny izomery kresolu jsou sekundarnimi metabolity toluenu, nicméné o-kresol
je nejvice zastoupen, m-kresol je zastoupen nejméné a jeho detekce se tedy nepouziva
[49]. Z nékterych studii vyplyva, Ze je mozna chronicka intoxikace organismu kresoly
u kutékd, u nichz byl o-kresol detekovan v moci [50, 51].

Analytické metody bézné vyuzivané pro detekci kresolil jsou stejné jako pro dalsi
fenolické latky, napf.: kapalinovd chromatografie s DAD nebo s tandemovou
hmotnostni spektrometrii nebo plynovéa chromatografie s hmotnostni detekci nebo FID
[49, 51, 52]. Elektrochemické metody maji omezené moZznosti stanoveni jednotlivych
kresolt ve smési, jelikoZ jejich redoxni potencidly jsou velmi blizké. Proto je vhodné
pro jejich stanoveni a identifikaci pouzit pied elektrochemickou detekci separacni krok
[1]. Pro zvySeni citlivosti a selektivity elektrody byla v nékterych studiich pouzita
modifikace povrchu elektrody [53]. Pro piedejiti pasivace elektrodového povrchu bylo
v nékterych studiich pouzito elektroaktivnich polymert nanesenych na elektroaktivni

povrch elektrody zabranujicim pasivaci povrchu [54].
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Obr. 1: Strukturni vzorce izomera kresolu

1.2.2 Elektroanalyza DNA a jejich komponent

Prvni elektrochemické studie DNA probihaly v 50. letech 20. stoleti. Byly provadény
na rtutovych elektrodach, které se vyznacuji Sirokym rozsahem potencidlového okna
v katodické oblasti a umoznuji tak sledovat elektrochemické redukce i pro déje s vysoce
zapornym redoxnim potencidlem [55]. Toxicita rtuti vedouci v nékterych zemich
k vytlaceni téchto elektrod z laboratofi, podnitila studium moznosti jejich nahrazeni.
Redoxni reakce DNA a jejich komponent byly studovany na mnoha dalSich
elektrodovych materialech (napt.: uhlikovych materialech jako je PGE [56], BDD [57]
a GCE [58]). Pro sledovani redukénich déju se vyuziva elektrod na bazi amalgamd.
I kdyZ pro mnohé napt.: katalytické d&je v katodické oblasti je rtut’ nenahraditelna.
Uhlikové elektrody jsou s vyhodou pouZzivany pifevazné pro studium oxidacnich
procest. Obecné plati, Ze nukleové kyseliny jsou elektrochemicky aktivni pfi pomérné
vysoce kladnych/zapornych potencidlech. Jejich signal je tak ¢asto deformovan tnikem
zakladniho elektrolytu nebo neni na daném elektrodovém materidlu zaznamenatelny.
Bézné je sledovan pik guaninu, jelikoZ potencial jeho oxidace je nejbliZe k nule a pik
adeninu, jehoz oxidacni potencial je podobny guaninu [58]. V oblasti zapornych
potencialll I1ze sledovat redukci cytosinu a adeninu (tzv. CA pik). Tento signal byl
zaznamenan na rtutovych a amalgdmovych elektrodach [59], ale i na PGE [56].
Vsechny tyto redoxni signdly slozek jsou elektrochemicky ireversibilni nicméné lze
zachytit také oxidaci redukcénich produkti adeninu a cytosinu [56]. Pouzivaji
se napiiklad pro studie poskozeni DNA, které hraje vyznamnou roli ve starnuti, ale mize

byt také napiiklad znakem karcinogenniho onemocnéni. Proto se v poslednich letech
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tématem snadné a levné identifikace poskozeni DNA zabyva mnoho odbornych skupin.
Na borem dopovanych diamantovych elektrodach byly provedeny studie nukleovych
bazi [60], nukleotid monofosfati [57] a jednoietézcové i dvouietézcové DNA [61].
Ve vsech ptipadech byla pozorovana oxidace komponent odvozenych od guaninu
a adeninu. Zda se, ze zatimco volné nukleové baze se na povrch BDD neadsorbuji, bez
ohledu na jeho terminaci, vSechny ostatni formy ano (nukleotidy, nukleosidy,
jednotetézcova a dvouietézcovda DNA). Tohoto jevu je mozné vyuzit pro snadnéjsi
detekci DNA nukleosidii pomoci adsorpcnich technik [2]. Obtize pii detekci DNA
nukleotidi byly zjiStény u thymidin a cytidin 5’-monofosfatt, které jsou sice
zaznamenatelné na H- a O-terminované BDD elektrodé v prostfedi pH 7,0, avSak jejich
oxida¢ni potencidly jsou blizko sebe a je tak znesnadnéna jejich identifikace
¢i kvantifikace [57]. Problém umisténi redoxnich signalti na konci potencidlového okna
1ze teSit pomoci znaceni redoxnimi znackami. Timto postupem je dosaZzeno snadnéjsi
a citlivgjsi detekce nukleotidi, nukleosidi nebo samotné DNA. Jako snadno
redukovatelné ¢i oxidovatelné znacky (skupiny) byly pouzity napt. benzofurazan [62]
a fenylazid [63], které byly detekovany na rtznych typech rtutovych elektrod [62],
amalgamovych elektrod [63] nebo elektrod z pyrolytického grafitu [62].

V této disertacni praci jsou shrnuty vysledky testovani lesténé BDD elektrody pro
voltametrickou analyzu  2’-deoxycytidinu a  7-deazaadenosinu  znacenych
benzofurazanem nebo 4-nitrofenyltriazolem (obr. 2). 4-Nitrofenyltriazol obsahuje
snadno redukovatelnou nitroskupinu, kterd se v neutrdlnim a zasaditém prostredi
redukuje na hydroxylamin (rovnice 4). Hydroxylamin je v kyselych prostfedich dale
redukovan dvéma elektrony na amin (rovnice 5) [64 - 66] Pro porovnani vysledki byla

pouzita elektroda z pyrolytického grafitu.

NO, +4H" +4¢” — -NHOH + H,0  (4)

-NHOH — -NO + 2H" + 2¢~ 5)
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Obr. 2: Strukturni vzorce studovanych znaCenych nukleosidi s vyznacenymi
redukovatelnymi skupinami: (A) 2’-deoxycytidin znaceny benzofurazanem (dCPF),
(B) 7-deazaadenosin znadeny 4-nitrofenyltriazolem (dATRNO%), (C) 2’-deoxycytidin

znadeny 4-nitrofenyltriazolem (dCTRN0?),
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzité BDD elektrody a aparatura pro voltametricka a amperometricka

méreni

V této praci byly pouzity dva typy BDD elektrod (viz obr. 3): Komercéni BDD elektroda
od firmy Windsor Scientific (Slough, Velkd Britdnie) sobsahem boru
B/C 1000 ppm a primérem diamantového disku 3 mm (S = 7,1 mm?). A diskova
elektroda pfipravena v laboratoii s moznou vyménou BDD diskt s primérem 2,7 mm
(S =5,72 mm?). Pomér B/C v plynné fazi pii piipravé vyménnych diskti pomoci CVD
byl 500 ppm, 1000 ppm, 4000 ppm a 8000 ppm. Jako substrdt pro depozici
diamantového filmu byl pouzit p-kiemik (ON Semiconductors, Roznov pod
Radhostém). Kiemikové desticky s deponovanym BDD filmem byly zmenseny tak, aby
je bylo mozné vsadit do teflonového téla diskové elektrody. BDD desticky byly
pfipraveny ve Fyzikalnim ustavu Akademie véd Ceské republiky (FZU AV CR)
v Odde¢leni funk¢nich material chemickou depozici par s mikrovinnym ohfevem dle
diive uvedeného postupu [5, 31]. Tyto BDD disky byly elektrochemicky, morfologicky
a spektraln€ charakterizovany v pracich [3, 5] na kterych se autorka spolupodilela.
DalSimi uhlikovymi elektrodami, které byly pro studii vyuZity jsou uvedeny nasledné.
Elektroda z pyrolytického grafitu (PGE) se ¢tvercovou elektroaktivni plochou o hrané
3 mm (S =9 mm?) (vyrobena na Biofyzikalnim tstavu AV CR, Brno), ktera byla vyuzita
pfi studii znacenych nukleosidi a pii studii elektrochemického chovani kresold. Pti
studii elektrochemického chovani kresolti byly dale vyuZity dalsi elektrody na bazi
uhliku, GCE (Metrohm, Svycarsko) a CPE (pfipravena smichanim 100 ul mineralniho
oleje (Fluka) s 250 mg mikrocastic skelného uhliku o velikosti 0,4 az 12 um (Alfa Aesar,
USA)) obé s priimérem elektroaktivni plochy 2 mm (S = 3,1 mm?).

Veskeré elektrochemické studie byly provedeny v klasickém tfielektrodovém
zapojeni. Jako pracovni elektrody byly pouzity vySe vyjmenované typy uhlikovych
elektrod, Ag | AgCl | 3 moll™' KCI jako referentni elektroda a pomocna elektroda
platinova. Pro voltametrické studie byl pouzit potenciostat Autolab se softwarem Nova
1.11 a 2.0 (Metrohm, CR).

HPLC systém pouzity ve studii fenolickych latek byl sestaven z gradientového boxu
s degasserem ECB2004, analytické pumpy ECP2010, UV-VIS detektoru ECD2800 (vse
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ECOM, Praha, CR) a amperometrického detektoru ADLC 2 v sériovém zapojeni. Pro
separaci analytd byla pouzita kolona Purospher RP-18, (125x4 mm, 5 um)
s ptedkolonou RP-18 (4 x 4 mm, 5 um) (obé Merck, Némecko). V amperometrickém
detektoru byly pouzity tyto elektrody: BDD elektroda diskového typu s B/C 4000 ppm,
Ag | AgCl | 3 mol-1"! KCl jako referentni elektroda a pomocna elektroda platinova.
Zpracovani dat bylo provedeno v softwaru Origin 8. Hodnoty meze detekce (LOD)

cvwr

naméfenou hodnotu kalibra¢ni zavislosti.

A

Obr. 3: (A) Fotografie komercn¢ dodavané elektrody od firmy Windsor Scientific, VB;
(B) schéma BDD elektrody pfipravené v laboratofi, (1) télo z polyetheretherketonu pro
(A) nebo teflonu pro (B), (2) elektricky kontakt, (3) Sroubovaci nastavec, (4) mosazny
plisek, (5) BDD film na kiemikové podloZce (vyménitelny v ptipadé B), (6) t€snéni
z vitonu, (7) otvor vymezujici plochu elektrody, (8) mosazny plisek.
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2.2 Pracovni postupy

2.2.1 Elektrochemicka studie kresolu

Zasobni roztoky o- a p- kresolu o koncentraci 1-10° moll™! byly piipraveny
rozpuSténim v deionizované vodé¢ a uchovavany ve tme. Jako zakladni elektrolyt pro
veskera elektrochemickd meéfeni byl pouzit BR pufr. Koncentrace vSech kyselin
(kyselina fosfore¢nd, kyselina octovd, kyselina boritd) v BR pufru byla 0,04 moll"!.
Pted pocatkem kazdé série méfeni bylo pH kyselé slozky upraveno na pozadovanou
hodnotu pfidianim 0,2 mol-1"! NaOH. Zasobni roztoky analytl byly pro méteni fedény
zédkladnim elektrolytem na vyslednou koncentraci 10 pmol-1"!. Viechny pracovni BDD
elektrody byly polarizovany v 0,5 mol-1™!' kyseling sirové vloZzenim potencialu +2,5 V
po dobu péti minut pro prvotni CiSténi. Pfi optimalizovaném postupu voltametrické
detekce byl povrch elektrod mezi jednotlivymi skeny c¢istén vlozenim potencidlu
+2,5 V po dobu jedné minuty s michanim roztoku pro odstranéni produkti polymerizace
z povrchu elektrody. Naméiené kiivky byly vyhlazeny pomoci Savitzky-Golay filtru
(stupeni 4).

Vzorky fi¢ni vody pochazejici z feky Vltavy byly filtrovany pies plastovou injekéni
stiikacku s nylonovym mikrofiltrem o porozit¢ 0,45 um a nasledné byly
10x zfedény BR pufrem o pH 2,0. Takto pfipravené vzorky byly dany piimo aplikovany
do chromatografického systému. Jako mobilni fdze byla pouzita sm&s BR pufru
o pH 2,0 a acetonitrilu v poméru 60:40 (v/v), standardni nésttik byl 20 ul, pritok mobilni
faze 1 ml'min~!. UV detekce probihala pti 280 nm. Pro elektrochemickou detekci byl
zvolen potencial + 1,6 V. Obsahy fenolickych polutantli v modelovém vzorku ficni
vody byly stanoveny metodou standardniho ptidavku, kdy byla ke vzorku ti¢ni vody

pfiddna smés fenolickych polutantti o zndmé koncentraci (10,5 pmol-11).

2.2.2 Voltametricki a adsorpéni studie DNA nukleosidi znacenych
redukovatelnymi redoxnimi znac¢kami

Pro studii znaCenych nukleosidi byl pouzZit benzofurazanem znaleny

2'-deoxycytidin (dCBF), 4-nitrofenyltriazolem znadeny 7-deazaadenosin (dATRNO?)

a 4-nitrofenyltriazolem znaceny 2’-deoxycytidin (dC™N2). Dale byla studovana

dvouvldknovd DNA jejiz baze cytosin byla znacena 4-nitrofenyltriazolem. Vsechny

pouzité znatené nukleosidy a DNA byly syntetizovany ve skupind M. Hocka na Ustavu
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organické chemie a biochemie AV CR. Pro syntézu DNA byla pouZita metodika PEX,
kdy byl pouzit znaceny primer (5'-CTA GGG CGG ACT GGG-3") a delsi
komplementarni templat (5'-CAT GCA TGA CGT CAG T CC CAG TCC GCC CTA
G-3") [67]. Zésobni roztoky 4-nitrofenylacetatu a 2-nitronaftlenu o koncentraci
4,08 mmol-1”! byly pfipraveny v dimethylsulfoxidu. Zasobni roztoky znacenych
nukleosidi. a DNA byly pfipraveny rozpusténim v dimethylsulfoxidu, rozlity
do mikrozkumavek po malych mnozstvich, aby bylo zabranéno degradaci analyti ¢astou
zménou teploty a skladovany v mrazni¢ce pii teplot¢ — 20°C. K piipravé roztoku
dvouvlaknové DNA byla pouzita smés vody a 0,2mol-1"'NaCl. Koncentrace vsech
zdsobnich roztoki znadenych nukleosidi a DNA byla piiblizné 1,3 mmol-1-!. Pro
elektrochemickou studii byly zasobni roztoky znacenych nukleosidi a DNA ziedén
na objem 2 ml pomoci 0,2molI"! octanového pufru o pH 5,0, na koncentraci analytu
10 umol-I"!. Octanovy pufr byl p¥ipraven smichdnim octanu sodného a kyseliny octové.
V takto pfipravenych laboratornich vzorcich byla provadéna elektrochemicka studie
znacenych nukleosidl. Pro aktivaci elektrody bylo pouzito lesténi aluminou (0,5 um)
na lestici podlozce po optimalizovanou dobu 30 s. Pro odstranéni rozpusSténého kysliku
v analyzovanych roztocich byl pouZit plynny dusik. Méfeni pomoci SW voltamerie

probihalo za podminek amplituda 50 mV, krok 5 mV, frekvence 200 Hz.
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3 Vysledky a diskuze

V nasledujici ¢asti prace jsou shrnuty postupy a vysledky jednotlivych studii
provedenych s BDD elektrodami opublikovanych v ptispévcich [1, 2].

3.1 Elektrochemicka studie izomeru kresolu

Elektrochemicka studie o- a p- izomeru kresolu se sestavala ze tii Casti. Nejprve byla
provedena voltametrickd studie téchto izomert a byl porovnan oxida¢ni potencial,
proudovd odezva a intenzita pasivace elektrodového povrchu s ohledem
na mechanismus elektrodové reakce (kapitola 2.2.1). Nasledné byly optimalizovany
parametry voltametrické metody pro stanoveni izomert kresolu (kapitola 3.1.2.).
V zavérecné casti studie byla pro kvalitativni a kvantitativni analyzu fenolickych
polutanti véetné o- a p- kresolu pouzita metoda HPLC s detekéni prutokovou celou

v uspotadani wall-jet s BDD elektrodou (kapitola 3.1.4).

3.1.1 Porovnani elektrochemického chovani izomera kresolu na riznych typech
uhlikovych elektrod
Pro porovnani elektrochemického chovani vybranych izomert kresolu bylo pouzito pét
typt uhlikovych elektrod. Pouzit¢ typy elektrod byly komeréni BDD elektroda
s upravou povrchu pomoci lesténi (obr. 3A), BDD elektroda s Upravou povrchu
anodickou aktivaci (O-terminovand) (obr. 3B), sklenéna uhlikové elektroda, uhlikova
pastova elektroda a elektroda z pyrolytického grafitu. Rozméry elektroaktivnich ploch
pouzitych elektrod jsou uvedeny v piedchozi kapitole 2.1. Pro tcely porovnani vysky
signalti analyti na jednotlivych elektrodach, byly naméfené proudy piepocitany
na proudovou hustotu. VSechny pouZité elektrody na bazi uhliku podléhaji béhem
oxidace fenolickych latek pasivaci elektrodového povrchu. U vSech typt pouzitych
uhlikovych elektrod 1ze pomérné snadno obnovit elektrodovy povrch. Pro komeréni
BDD elektrodu a GCE bylo pro obnovu elektrodového povrchu a ptedptipravu elektrody
pouzito lesténi na alumin€. U PGE lze pasivovanou vrstvu elektrodového materidlu
odtrhnout pomoci lepici pasky po vlozeni potencidlu +1,7 V po dobu 60 s a nasledné
pokracovat méfenim na novém povrchu. Pasivovana ¢ast uhlikové pastové elektrody

je jednoduse vytlacena z elektrodového téla a setiena.
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Oba studované izomery kresolu byly sledovany pomoci cyklické voltametrie
s rychlosti skenu 100 mV-s~! v prostiedi BR pufru o pH 2,0. Na obrazku 4 jsou uvedeny
prvni, druhé a desaté za sebou jdouci skeny. Z voltamogrami je vidét, ze u vsech
pouzitych elektrod doslo k poklesu signalu pravé vlivem pasivace elektrodového
povrchu. Nejmensi snizeni proudové odezvy pro oba studované izomery kresolu kvili
pasivaci elektrodového povrchu bylo pozorovano pro CPE a O-terminovanou BDD
elektrodu. Oxidacni potencidl p- a o- kresolu je u vSech pouzitych elektrod velmi
podobny, pro O-terminovanou a lesténou BDD elektrodu se nachazi v oblasti +1,1 V
az+1,2 V (pik 1a, obr.: 4, Tabulka 1). Pro ostatni elektrody na bazi uhliku byla proudova
odezva oxidace p- a o- kresolu sledovdna u nepatrn¢ nizsich potencidli v rozmezi
cca +0,9 V az +1,0 V (viz shrnuti potenciali v Tabulce 1). Posun potencidlu oxidace
kresolu na methylfenoxy radikal (pik 1a, obr. 4) je dan pomalej$im pienosem elektronu
na heterogennim povrchu BDD elektrody. Dalsi oxidacni signdl (pik 2a, obr. 4)
pii potencidlu cca +1,3 V pfislusi zfejmé oxidaci tohoto radikdlu na methylfenoxy
kationt, kterd neni na ostatnich uhlikovych elektrodach s uzsim potencidlovym oknem
a rychlej$im pfenosem elektronu pozorovatelnd. Z uvedenych zaznamil je ziejma rtizna
citlivost elektrodovych materialii k redoxnimu paru methylhydrochinon — methylchinon
(pik 3c a pik 4c, obr. 4), coz jsou vysledné produkty oxidace kresolu, které zapticinuji
pasivaci elektrodového povrchu. Lze také pozorovat, Ze béhem snizujici se odezvy
oxidace kresolu se zvySuje odezva zminéného redoxniho paru, z ¢ehozZ lze usuzovat,
ze k vymeéné elektronti dochazi na povrchu elektrody a je tak zamezen pfistup novych
molekul kresolu. Samotné postaveni methylové skupiny v molekule pravdépodobné
ovliviiuje elektrochemickou oxidaci. U izomeru s methylovou skupinou v poloze para
neni vysledny redoxni par pozorovatelny, pouze u pastové elektrody jsou naznaceny
elektrodové odezvy paru methylhydrochinon-methylchinon. Oxidace kresolu
s methylovou skupinou v poloze ortho miiZze mit vice cest, jak napovida voltametricky
zédznam pomoci pastové uhlikové elektrody. Kvili blizkym redoxnim potencialim obou
izomert kresolu na vSech pouzitych uhlikovych elektrodach (viz tabulka 1) nelze pouzit
voltametrickou detekci bez piedchoziho separacniho kroku. Nejlepsi rozliSeni
p- a o- kresolu bylo dosazeno pfi jejich oxidaci pomoci BDD elektrod, a to od cca
0,07 V az 0,09 V, zatimco pro ostatni pouzité uhlikové elektrody byl vypocten rozdil

potencialit mensi nez 0,05 V.
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Obr. 4: Zaznamy cyklickych voltamogramt od 0 V do 1,5V s rychlosti polarizace
elektrody 0,1 V s™! pro 0,1 mmol 1! o-kresol (vlevo) a p-kresol (vpravo) v prostiedi BR
pufru o pH 2,0, prvni sken (plnd cara), druhy sken (Cerchovan¢) a desaty sken
(teckovan¢) pro (A) a (B) lesténa BDD elektroda, (C) a (D) O-terminovand BDD
elektroda, (E) a (F) GCE, (G) a (H) PGE a (I) a (J) CPE. (pfevzato z Publikace 1)
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Tabulka 1: Hodnoty oxidacnich potencialt (£},) p- a o- kresolu a jejich rozdil AE, na
riznych typech elektrod na bazi uhliku.

Typ elektrody o-kresol (Ep, V) p-kresol (Ep, V) AE, (V)
O-terminovana BDD 1,209 1,110 0,099
lesténa BDD 1,134 1,209 0,075
GCE 0,958 0,903 0,055
PGE 1,005 1,029 0,024
CPE 0,907 0,889 0,018

3.1.2 Optimalizace voltametrické metody pro stanoveni o- a p- kresolu

Pti optimalizaci voltametrické metody pro stanoveni o- a p- kresolu na BDD elektrodé
byl bran zietel na vliv pH roztoku, ptedpfipravy a Cisténi elektrody. Pravé obnova
elektrodového povrchu je pfi stanoveni fenolickych latek podstatnd, jak bylo zminéno
v teoretické Casti (viz kapitola 1.1.3). Jako voltametrické metody byly pouZity diferencni
pulsni (DP) a square wave (SW) voltametrie. Vybrané parametry pouzitych
voltametrickych metod jsou nasledujici, DP voltametrie: rychlost skenu 20 mV-s !, §itka
pulsu 50 mV a vyska pulsu +100 mV, a SW voltametrie s amplitudou 0,07 V a frekvenci
25 Hz.

Ke studii byla pouzita BDD elektroda piipravena na FZU AV CR
s B/C pomérem pii depozici 8000 ppm a O-terminovanym povrchem. Aktivace povrchu
BDD elektrody mezi jednotlivymi skeny bylo provadéna optimalizovanym postupem
60ti sekundové polarizace elektrody vlozenim potencialu +2,5 V s michanim roztoku.

Vliv pH roztoku na oxidaci p- i o- izomeru kresolu byl sledovéan v prostfedi BR
pufru v rozsahu pH od 2,0 do 12,0. Byla sledovéna zavislost proudové odezvy a posun
redoxniho potencidlu analytu na pH zakladniho elektrolytu. Na voltamogramech
obr. 5 je vidét, Ze se zvySujicim se pH roztoku dochazi k posunu oxida¢niho potencialu
obou kresolit k méné kladnym hodnotam a také ke sniZeni proudové odezvy. Tento trend
je zfejmy pro velmi zdsadité roztoky o pH 10,0 az 12,0, kdy je vidét vyrazny posun
k niz§im potencidliim, a to az o 250 mV (viz obr. 5). Posun k niz§im hodnotam

potencialu v oblasti, kdy je pH > pKa je zfejm¢ zpisoben ionizaci molekuly kresolu

(disociaci hydroxylové skupiny ziskavd zdporny naboj). lonizace molekuly vede
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ke zvyseni elektronové hustoty a snadné€jsi oxidaci, diky kladn€ nabité elektrod¢. Dale
je vzasaditém prostfedi pozorovatelny druhy pik u cca +1,2 V pravdépodobné
odpovidajici dalsi oxidaci metylfenoxy radikalu na metylfenoxy kationt, jak je popséno
v ptedchozi kapitole 1.2.1.

Jako optimalni prostfedi pro dalsi studie bylo vybrano kyselé pH zakladniho
elektrolytu o hodnoté¢ 2,0. Pii tomto pH nedochdzi k ionizaci kresolu a elektrodova

odezva je dostatecné zietelnd a reprodukovatelna pro oba studované izomery.

EViahphtala
.ooeo o
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Obr. 5: DP voltamogramy o-kresolu (A) a p-kresolu (B) (oba o ¢ = 1:10* mol-1)
meéieno na BDD elektrodé B/C 8000 ppm v BR pufru, pH: a) 2,0; b) 4,0; c) 6,0; d) 8,0;
e) 10,0; ) 11,0; a g) 12,0. V grafech je vloZena zavislost potencidlu piku (E,) a vysky
piku (/) na pH zakladniho elektrolytu (Pfevzato z publikace 1).

3.1.3 Vliv koncentrace boru v BDD filmu na oxidaci kresolu

Dale byl v ptfipadé BDD elektrod sledovan vliv koncentrace boru v BDD filmu
na proudovou odezvu o- a p- kresolu v optimalizovaném prostfedi, a to BR pufru
o pH 2,0. Pro tuto studii byly pouzity étyfi BDD disky piipravené na FZU AV CR
s riznou koncentraci boru pfi depozici, a to B/C 500 ppm, 1000 ppm, 4000 ppm
a 8000 ppm. Koncentrace boru v diamantové elektrodé¢ ovlivituje kinetiku
elektronového pienosu fenolickych latek [31, 42]. V mnoha studiich fenolickych latek
byl pozorovan posun potencidlu k niz§im hodnotdm a zvySeni elektrodové odezvy
s rostouci koncentraci boru v diamantovém filmu [5, 31, 42]. Tak jako v pfedchozich
studiich [7, 31] je patrny rozdil mezi elektrodami s polovodicovym charakterem (B/C
500 a 1000 ppm) a elektrodami s kovovou vodivosti (B/C 4000 ppm a 8000 ppm). Vliv

koncentrace dopantu v diamantovém filmu je patrny na vybranych DP voltamogramech
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studovanych kresolli obr. 6. VSechny typy elektrod polovodi¢ového typu i s kovovym
charakterem vodivosti vykazuji dobte vyvinuté piky oxidace pro oba studované izomery
kresolu. Zvysujici se koncentrace boru v BDD filmu mé vyznamnéjsi vliv na oxidaci
p-kresolu nez na oxidaci o-kresolu. Rozdil velikosti proudové odezvy p-kresolu pro
elektrodu s pomérem B/C 500 ppm a 8000 ppm je zhruba dvojnasobny. Dale je vidét
mirny posun Ep k niz§im hodnotdm se zvySujici se vodivosti elektrody, coz naznacuje
snadnéjsi pfenos naboje. Tento jev byl popsan i u dalSich fenolickych sloucenin [31].
Kalibracni zéavislosti analytl byly zméteny pro vSechny pfipravené BDD disky,
se zvysSujici se koncentraci dopantu se zvysuje jejich citlivost (tj. smérnice kalibra¢ni
pfimky) k oxidaci analytu (Tabulka 2). VSechny pouzité BDD elektrody vykazovaly
linearni priibéh kalibraéni ptimky a to v rozsahu od 3,0 do 100 pmol-1"!. Vypogitané
hodnoty LOD (Tabulka 2) pro obé& voltametrické metody jsou v rozsahu 0,61 umol-1™!
az 2,97 umol-I"!. Niz$ich hodnot LOD bylo dosazeno obecné pii stanoveni p-kresolu.
obéma voltmetrickymi metodami. U BDD diskl o koncentraci dopantu B/C 500 ppm
a 1000 ppm je nizs§i LOD zpuisoben polovodivym charakterem elektrody, kdy dochazi
ke snizeni elektrodové odezvy k oxidaci kresolu (viz kapitola 3.1.3). VSechny pouzité
BDD filmy v obou voltametrickych metodach vykazuji porovnatelné vysledky, nicméné
pro dalsi studii byl vybran BDD film s B/C 8000 ppm, ktery vykazoval nejvyssi citlivost

k oxidaci kresolu.
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Obr. 6: DP voltamogramy o-kresolu (A) a p-kresolu (B) o koncentraci 1-10 * mol-1'!
v BR pufru pH 2,0, zméfené na BDD elektrodéach s riznym pomérem B/C: (a) 500 ppm,
(b) 1000 ppm, (c) 4000 ppm, (d) 8000 ppm. (Pievzato z publikace 1)
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Tabulka 2: Parametry kalibracnich o- a p- kresola zavislosti pro obé optimalizované
metody (SW a DP voltametrie) métené na ctyfech BDD elektrodach. (Pievzato
z publikace 1)

B/C pomér  Izomer Rovnice regrese R LOD

(ppm) I, (nA), ¢ (mmol-1") (umol-I™)

DP voltametrie

500 o-kresol I, =4,94-c- 0,024 0,9945 1,05

p-kresol I, =4,37-¢c+0,105 0,9991 1,25

1000 o-kresol 1, =6,54-¢c—-0,016 0,9954 1,16
p-kresol I, =6,23-¢ +0,068 0,9998 1,37
4000 o-kresol I, =13,16-c+ 0,074 0,9846 2,67

p-kresol 1,=10,84:¢+0,014 0,9870 0,74
8000 o-kresol I, =14,75-¢+ 0,010 0,9897 2,63

p-kresol 1, =10,66-c +0,084 0,9970 0,61

SW voltametrie

500 o-kresol 1, =6,15¢—-0,022 0,9912 1,01
p-kresol I,=5,13-¢ + 0,004 0,9938 0,69
1000 o-kresol 1,=9,48-c—-0,024 0,9957 1,07

p-kresol 1,="17,73-c—- 0,003 0,9981 1,06

4000 o-kresol 1,=13,8:¢c+0,017 0,9857 2,58
p-kresol 1,=9,6-c—-0,019 0,9899 1,3
8000 o-kresol I,=15,05-c- 0,053 0,9895 2,97

p-kresol I,=11,09-¢—-0,019 0,9872 1,52
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3.1.4 HPLC s amperometrickou detekci na O-terminované BDD elektrodé

BDD celektroda spomérem B/C pfi depozici 8000 ppm byla vybrana pro
amperometrickou detekci smési fenolickych latek po separaci pomoci HPLC. Jako
mobilni faze byla pouzita smés BR pufru a acetonitrilu (ACN) v poméru 60:40 (v/v).
Vzhledem k tomu, ze mobilni faze obsahovala acetonitril, byl nejprve sledovan jeho vliv
na voltametrickou odezvu obou kresolti pomoci cyklické voltametrie v rozsahu 0 % obj.
az 50 % obj. acetonitrilu v méfeném roztoku (BR pufr o pH 2,0 s obsahem kresolu
10 pmolI™"). S postupnym zvysenim obsahu acetonitrilu byl pozorovan mirny posun
oxida¢niho potencialu ke kladn€jsSim hodnotam v rozsahu 1,1 V az 1,5 V. Dale byl
sledovan vliv pfitomnosti ACN na pasivaci elektroaktivni plochy BDD elektrody.
Od ptidavku > 30 % ACN do sledovaného roztoku kresolu se sniZzuje pasivace
elektrodového povrchu o cca 20 %. Pro niz8i obsahy ACN (do 20 % obj.) dochazi
k poklesu signalu vlivem pasivace elektrodového povrchu az o 60 %. Z naméfenych
hodnot vypliva, Ze roztoky obsahujici vice nez 20 % obj. ACN pfispivaji ke snizeni
pasivace BDD elektrod.

Modelova smés fenolickych polutanti, které se bézné vyskytuji v odpadnich vodach
a mohou tak kontaminovat i vody fi¢ni, byla separovana na kolon¢ RP CI8
s isokratickou eluci (kapitola 2.1). Ve smési byly obsazeny tyto fenolické latky: fenol,
hydrochinon, o- a p- izomery kresolu, 4-chlorofenol a 4-chlor-3-methylfenol.
Pro porovnani byla také pouZita detekce spektrometricka UV — VIS pii A = 280 nm.
Uplné separace slozek bylo dosazeno v dase 7,0 minut s nasledujicim pofadim eluce
analytl (v z&vorce uveden reten¢ni faktor): hydrochinoin (0,53), fenol (1,82), p-kresol
(2,77), o-kresol (3,17), 4-chlorofenol (3,80) a 4-chloro-3-methylfenol (5,91) (viz
chromatogramy obr. 7A). Detekéni potencidl vkladany na pracovni elektrodu byl
optimalizovan v rozsahu +1,0V az +1,8 V (viz hydrodynamické voltamogramy
obr. 7B), v tomto rozsahu potencialii dochazi k oxidaci vSech vybranych analytl. Pti
vlozeni potencialu vysSiho nez +1,6 V dochdzi ke zvySeni pozadi a deformaci pikid
analytd. Jako optimalni detek¢ni potencial byl zvolen potenciédl o hodnoté +1,6 V, kdy
bylo dosazeno stabilniho pozadi a nejvetsiho proudového rozdilu mezi proudem pozadi
a maximem signalu. Konstrukce detekéni wall-jet cely, kdy pracovni elektroda
je umisténa ptimo nad vyvodni kapilarou, o priméru 0,15 mm, ve vzdalenosti 0,5 mm
od kapilary umoziuje kontinudlni ¢isténi pritokem mobilni faze a stabilni odezvu bez

nutnosti aktivace elektrodového povrchu. Za optimalizovanych podminek separace
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a amperometrické detekce byly zméfeny kalibrac¢ni zavislosti pro vybrané fenolické
latky. Parametry kalibracnich zavislosti byly vypocitany z vysek i ploch elu¢nich pika
pro oba typy detekce, spektrometrickou i1 amperometrickou, a jsou uvedeny
v Tabulce 3. Z dosazenych vysledkii je ziejmé, ze O-terminovana BDD elektroda
o poméru B/C 8000 ppm v pritokové detekci je dostatecné citlivd pro stanoveni
fenolickych latek i bez modifikace ¢i ¢isténi elektrodového povrchu v pribéhu analyzy.

HPLC-ED a HPLC-UV byly pouzity ke stanoveni koncentrace studovanych
fenolickych latek v modelovych vzorcich fi¢ni vody. Pro o- a p-kresol byly analyzovany
modelové vzorky ti¢ni vody 1 DP voltametrii. V piefiltrovaném vzorku ficni vody nebyl
detekovan zZadny ze sledovanych polutantli. Vysledky ze stanoveni vybranych polutanti
v pfipravenych modelovych vzorcich fi¢ni vody jsou uvedeny v Tabulce 3. Obsah
vybranych polutantti byl vypocitan z ploch i vySek pikd. Vysledky v tabulce jsou
uvedeny s intervalem spolehlivosti (pro o = 0,05) a relativni smérodatnou odchylkou.
Vysledky ziskané pomoci ED 1 UV detekce nejsou statisticky odliSné na hladiné
pravdépodobnosti 95 %. (Studentlv t- test). Z uvedenych vysledkl je zfejmé, Ze ani
jedna z pouzitych technik neni vhodna pro stanoveni hydrochinonu, které je ovlivnéno
neznamou latkou z matrice modelového vzorku ti¢ni vody. Pro ostatni analyty jsou
zmétené koncentrace ve shodé€ s koncentraci vypocitanou v piipraveném modelovém
vzorku. Pro o-kresol byla nameéfend koncentrace vypocitand z vysky piku
(9,67£1,80) pmol-l1"!, pro p-kresol (10,45+2,57) umol-1-!. Ackoliv je metoda DP
voltametrie mén¢ presnd nez chromatografické metody, pro oba izomery kresolu

poskytuje spravny vysledek.
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Obr. 7: (A) Chromatogramy smési fenolickych polutantd (vSechny ¢ = 10 pmol-1™")
zaznamenany s ruznym vlozenym potencidlem detekce Eq, pofadi eluce analyti: (1)
hydrochinon, (2) fenol, (3) p-kresol, (4) o-kresol, (5) 4-chlorofenol a (6) 4-chloro-3-

methylfenol. (Pfevzato z publikace 1)

(B) Hydrodynamické voltamogramy vybranych fenolickych polutant
(vechny ¢ = 10 pmol-1"!) a zavislost proudu pozadi na vloZzeném detekénim potencidlu
E4q, méfeno na O-terminované BDD elektrodé (B/C 8000 ppm). Chybové usecky
reprezentuji standardni odchylku (n = 4). Méfeno pomoci HPLC s wall-jet detekéni celou,
kolona RP-18, (5 um x 125 mm x 4 mm), mobilni faze BR pufr o pH 2,0 s ACN (60:40,
% v/v), isokraticka eluce, objem nasttiku 20 pl, priitok mobilni fize 1 ml-min"'. (Pfevzato

z publikace 1)
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Tabulka 3: Vysledky stanoveni modelové smési vybranych fenolickych polutantt
ve vzorku fiéni vody, ziskané pomoci metody HPLC se spektrometrickou detekci
(A =280 nm) a HPLC s amperometrickou detekci na O-terminované BDD elektrodé
(Ea=+1,6 V). Vtabulce jsou uvedeny vysledky koncentrace jednotlivych analyth
s intervalem spolehlivosti (pro a = 0,05), pod jednotlivymi vysledky je uvedena
vypocitana RSD. (Pfevzato z publikace 1)

pridavek Vypocitany obsah fenolickych polutantt
¢ (umol-1") ¢ (umol-11)
analyt HPLC-UV HPLC-ED
Plocha piku  Vyska piku Plocha piku  Vyska piku
hydrochinon 10,50 7,11 +0,33 8,64 + 0,44 8,28 £0,10 9,75+ 0,20
(3,72 %) (4,10 %) (0,93 %) (1,69 %)
fenol 10,50 10,12+ 0,16 10,52+ 0,15 10,49+0,24 10,54+0,17
(1,26 %) (1,18 %) (1,85 %) (1,28 %)
p-kresol 10,50 10,58+ 0,46 10,77+0,15 10,77+0,42 10,97 £ 0,25
(3,52 %) (1,15 %) (3,17 %) (1,85 %)
o-kresol 10,50 10,13+0,18 10,32+0,05 10,37+0,28 10,44+0,14
(1,46 %) (0,38 %) (2,18 %) (1,11 %)
4-chlorofenol 10,50 10,37+0,26 10,65+0,14 10,73+0,20 10,74+0,18
(1,99 %) (1,03 %) (1,52 %) (1,37 %)
4-chloro-3- 10,50 10,30+ 0,44 10,70+ 0,33 10,55+£0,29 10,57 +0,21
methylfenol
(3,47 %) (2,49 %) (2,21 %) (1,60 %)
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3.1.5 Zavér

Studie para a ortho izomeru kresoll na uhlikovych elektrodach vykéazala mirné rozdily
prubéhu elektrochemické reakce. VSechny pouzité uhlikové elektrody (BDD, PGE,
CPE, GCE) vykazuji dobfe vyvinuty oxidacni pik pfi potencidlu v rozmezi 0,9 V az
1,2 V, ktery pfislusi oxidaci pfislusného kresolu na methylfenoxy radikal. Nésledné
reakce vedou ke vzniku hydrochinont/chinonii, které se v rtizné mire adsorbuji na
povrch elektrod, vyraznéji pro o-kresol nez pro p-kresol, coz sveédci
o odlisné struktufe téchto produktii. Ta je dana variabilitou mezomernich struktur
reakénich meziprodukti v zavislosti na struktufe vychoziho kresolu. Redoxni par
produktti oxidace (struktury typu chinon/hydrochinon) nebyl u BDD elektrod pozorovan
ani pro jeden sledovany izomer, coZ svéd¢i o malé nachylnosti k adsorpci produktii
oxidace kresolu na téchto povrSich. Nejvétsiho rozliSeni pikt kresoli bylo dosazeno
v piipad¢ lesténé BDD elektrody a O-terminované BDD elektrody. Diky snadné
elektrochemické obnové in-situ je O-terminovana BDD elektroda vhodnéjsim
materidlem pro detekci kresoli. Vyrazny vliv na vysSku oxida¢niho signalu
ma koncentrace boru v BDD filmu, jak bylo prok4zéano pro sadu elektrod deponovanych
pfi B/C vrozmezi 500 ppm az 8000 ppm. Vyvinutd DP voltametrickd metoda
na elektrodé deponované pii B/C 8000 ppm ma4 limit detekce 0,61 pmoll™!, coz
je porovnatelné s limity detekce na riznych typech modifikovanych uhlikovych
elektrod. Pro detekci vybranych fenolickych latek po predchozi HPLC separaci lze BDD
elektrodu pouzit jako pracovni elektrodu v pritokovém wall-jet detektoru. V tomto
pfipadé neni nutné jeji povrch aktivovat po kazdém nasttiku, jelikoZ povrch elektrody
je od produkti a meziprodukt oxidace ¢istén pribézné diky omyvani mobilni fazi.
Pokud se v analyzovaném vzorku nachazi hydrochinon, je piihodngj$i pouzit
amperometrickou detekci nez UV detekcei, dochazi k menSimu ovlivnéni signalu matrici.
Vsechny vyvinuté metody (DPV, HPLC-ED a HPLC-UV™) vykazuji spravné vysledky

pfi stanoveni modelovych vzorku.
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3.2 Voltametrickda a adsorpéni studie DNA nukleosidii znacenych

redukovatelnymi redoxnimi znac¢kami

Pro elektrochemickou studii nukleosidiit DNA byla zvolena komeréni BDD elektroda
od firmy Windsor Scientific (B/C = 1000 ppm) (obr. 3A). U tohoto typu elektrody
je mozné uplatnit mechanickou obnovu elektrodového povrchu lesténim, jelikoz BDD
disk je vlepen do téla elektrody tak, aby s nim byl v jedné roviné. Optimalni doba lesténi,
aby bylo dosazeno dostacujici reprodukovatelnosti elektrochemické odezvy byla
stanovena na dobu 30 s. Elektroda z pyrolytického grafitu, kterd byla pouzita pro méteni
znacenych nukleosidit a DNA byla pouzita pro kontrolni méfeni [56, 62]. PGE se pied
samotnym pouzitim aktivuje vlozenim potencialu +1,7 V po dobu 60ti sekund, poté
je povrch elektrody osuSen a vrchni vrstva uhlikil se sloupne pomoci kanceléaiské lepici
pasky. Pro elektrochemickou studii zna¢enych nukleodsidi byla pouzita cyklicka
voltametrie a SW voltametrie s optimalizovanymi parametry: frekvenci 200 Hz,
amplitudou 50 mV a krokem 5 mV. Dale byla provedena studie tzv. adsorb¢nich
transferovych procest, kdy je molekula samovolné adsorbovéna na povrch elektrody
z jednoho prostiedi a poté je elektroda s naadsorbovanou molekulou pfenesena
do cistého zakladniho elektrolytu, kde je nasledné provedeno voltametrické meéteni.
Tento postup je pomérné bézny na uhlikovych nebo rtutovych elektrodach [68] u BDD
elektrod vSak predstavuje ojedin€ly ptistup [15, 69, 70]. Samovolnd adsorpce
na BDD povrchy je obecné popsana pro nékteré vétsi organické molekuly, nebo asociaty
se surfaktanty, jak je uvedeno v prehledu [12].

V této studii byly pouzity celkem tii znacené nukleosidy: benzofurazanem znaceny
2’-deoxycytidin (dCPBY), 4-nitrofenyltriazolem znaceny 7-deazaadenosin (dATRNO?)

a 4-nitrofenyltriazolem znaceny 2 -deoxycytidin (dCTRN0?),

3.2.1 Elektrochemicka studie 2’-deoxycytidinu znac¢eného benzofurazanem

Elektrochemickd studie 2’-deoxycytidinu znageného benzofurazanem (dCPF)
(obr. 2A) byla provedena pomoci cyklické voltametrie. Pro kontrolu byla pouZita
elektroda z pyrolytického grafitu. Je znamo, Ze benzofurazan se pfenosem 6ti elektronil
redukuje na diaminobenzen a ve zpétném anodickém skenu je tedy mozné pozorovat
oxidaci téchto aminoskupin [62, 68]. Na BDD elektrodé neni redukce benofurazanu

prili§ zfetelnd, jak je vidét na cyklickych voltamogramech v obr. 8. Z voltamogramu
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naméfenych na PGE je vidét jak redukce benzofurazanu u potencidlu —-0,8 V,
tak nasledna oxidace aminoskupin u +0,4 V. Elektrochemicka odezva benzofurazanu
jako znacky byla sledovana 1 na jinych typech elektrod, jak je ukdzano ve studiich
na PGE a HMDE [62]. Z piilozenych cyklickych voltamogrami je ziejmé, ze BDD
elektroda neni vhodné pro detekci tohoto typu znaceni DNA nukleosidt. Studie takto

znacen¢ho nukleosidu na BDD elektrod¢ nadale nepokracovala.

'0,5 0,0 015
EIV

Obr. 8: Cyklické voltamogramy dCBF (¢ = 10 umol-17!, plné &ary) méfené na PGE (&erné
kiivky), na lesttné BDD elektrodé¢ (Cervené kiivky), zméfené pozadi
ve 0,2mol1'octanovém pufru o pH 5,0 (Serchované kiivky). Sipka vyznacuje smér
skenu. Rychlost skenu 500 mV-s!.
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3.2.2 Elektrochemicka studie 2’-deoxycytidin a 7-deazaadenosinu znaceného
4-nitrofenyltriazolem

3.2.2.1 Cyklicka voltametrie dCTRNO2 3 JATRNO2
Oba nukleosidy 7-deazaadenosin a 2'-deoxycytidin znacené 4-nitrofenyltriazolem mayji
ve sv¢ struktufe obr. 2, kapitola 1.2.2 snadno redukovatelnou NO; skupinu. NO> skupina
je dobfe redukovatelnd na mnoha typech elektrod s dostate¢né Sirokym potencidlovym
oknem v katodické oblasti. Cyklicka voltametrie a SW voltametrie byly pouzity pro
studii elektrochemického chovani takto znacenych nukleosidi. Nejprve byla provedena
studie méfeni in-situ, tedy pfimo v roztoku znac¢en¢ho nukleosidu. Na obr. 9 jsou

CTRNOZ 5 JATRNO2 g6 snadno redukovatelnou znackou

uvedeny cyklické voltamogramy d
obsahujici NO2 skupinou. Ze zdznamu na obr. 9 je vidét ireverzibilni redukce NO>
skupiny na hydroxylamin pfi potencidlu —585 mV (pik A obr. 9) dle rovnice 4
(kapitola 1.2.2). Tento potenciadl redukce NO: skupiny je srovnatelny s vysledky
na jinych typech elektrod [62, 71]. Dale jsou zfejmé piky redoxniho paru NHOH/NO
(obr. 9 piky B a C), kdy je ziejma oxidace hydroxylaminu na nitroso skupinu u +180 mV
a nasledna zpétna redukce NO skupiny na hydroxylamin u —20 mV, kter¢é jsou typické
pro elektrochemii NO> skupiny (rovnice 5, kapitola 1.2.2). Oba studované analyty
pasivuji elektrodu jiz po prvnim cyklu, jak je ziejmé z velkého poklesu hlavniho
redukéniho piku na voltamogramech obr. 9, o cca 95 % mezi prvnim a druhym

ATRNO2 § CTRNO2  pg pasivaci elektrody dochazi pouze

naslednym skenem pro d
ke stabilni reverzibilni redukci/oxidaci hydroxylaminu na nitroso skupinu a zpét (obr. 9,
piky B a C). Dochézi tedy k silné adsorpci produktu redukce znaceného nukleosidu na
elektrodovy povrch. Pro obnoveni povrchu BDD filmu je nutné zatradit mechanické
¢isténi pomoci AlbO3 na jemné latce jako leStici podlozce. Jako optimalni aktivace
elektrodového povrchu bylo zvoleno 30ti sekundové lesténi elektrody. Po této aktivaci
je signal redukce nitroskupiny opét reprodukovatelny.

Cyklicka voltametrie byla dale pouzita pro studii zavislosti rychlosti polarizace
elektrody na voltametrické odezvé analytu. Jako analyt byl pouzit dA™NO?_jelikoZ nebyl
pozorovan vyznamny rozdil voltametrickych signali mezi obéma zkoumanymi
zna¢enymi nukleosidy. Pro studii bylo pouZito n€kolik rychlosti polarizace elektrody,

ato od 10 mV-s™' do 1000 mV-s~!. Z naméfenych dat bylo zjisténo, e redukce nitro

skupiny znadeného nukleosidu dA™N? je pravdépodobné fizena adsorpci, coz bylo
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potvrzeno 1 linearni zavislosti vysky piku na odmocniné z rychlosti polarizace elektrody

pro vSechny pozorovatelné piky.

2
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Obr. 9: Prvni (Serveny) a druhy (Serny) sken cyklické voltametrie (0,5 V-s™!) dATRNO?
(plna &ara), dC™NO2 (gerchovana) (oba ¢ = 10 umol1™") v 0,2 mol1"! octanovém pufiu
o pH 5,0, métfeno na lesténé BDD elektrodé. (Pievzato z publikace 2)

3.2.2.2 Transferové adsorpéni metody dCTRNO? 3 JATRNO?
Pro studii moZnosti vyuziti transferovych metod na BDD elektrodé pro detekci dCTRNO?
a dA™NO2 byla pouzita SW voltametrie s optimalizovanymi parametry a CV [2]. Pro
optimalizaci SW voltametrie bylo sledovano nékolik nastavitelnych parametrii metody
jako frekvence, amplituda a potencialovy krok. SW voltametrie byla optimalizovana pti

ATRNO2 y prostiedi 0,2mol‘I-'octanového pufru o pH 5,0. Jako optimalni

méteni d
parametry byly zvoleny: frekvence 100 Hz, amplituda 150 mV a potencidlovy krok
SmV.

Oba studované analyty vykazovaly schopnost samovolné adsorpce na povrch BDD
elektrody. BDD elektroda byla ponofena do roztoku analytu (¢ = 10 umol™)
po definovany ¢as akumulace s otevienym obvodem. Elektroda byla poté vyjmuta
z roztoku oplachnuta deionizovanou vodou pro odstranéni zbytkti akumula¢niho

roztoku z elektrody a jemné osusena. S takto ptipravenou elektrodou byly v Cistém

zakladnim elektrolytu zméteny voltamogramy (obr. 10). Obé pouzité voltametrické
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metody vykazuji narast /, srostoucim ¢asem akumulace znacenych nukleosidii na
povrch elektrody. Nejvyrazngjsi narust 7, byl po 5s akumulaci. Dalsi mirné zvysSeni
bylo zaznamenano po akumulaci az do 30 s. U cyklickych voltamogramu (obr. 10) je
také zfejmy nartist proudu pti odezve pro redoxni par NHOH/NO (viz také vyhodnoceni
vysek pikti obr 10 B).

Adsorpce znacenych nukleosidl byla také sledovana pomoci kompetitivni adsorpce
7-deazaadenosinu znaceném fenyltriazolem bez navazané nitroskupiny (dA™R)
a 7-deazaadenosinu znadenym 4-nitrofenyltriazolem (dA™N2). Nukleosid dA™®
vzhledem k absenci NO» skupiny neni elektrochemicky aktivni latka, coz bylo ovéieno
pomoci transferové cyklické voltametrie i cyklické voltametrie v roztoku dAT™®
(¢ = 1.107° molI"!) (viz obr. 11, modré kiivky). Elektroda byla ponofena do roztoku
dATRNO2 (¢ =1.107 molI"!), po dobu 15 s. Nasledné byla elektroda ponofena do roztoku
zéakladniho elektrolytu obsahujici dA™ (¢ = 1:10 mol‘1™!), ve kterém probihalo méfeni
cyklickou voltametrii. Prvni sken naméfeny BDD elektrodou, na které je naadsorbovan
zaznamum (viz. obr. 10). V néslednych skenech dochézi ke snizeni vysky pikti z divodu
desorpce produktl dAT™NO2 nebo vymeény produkti za dA™. Dale bylo zaznamenano,
ze dochdzi k posunu potenciali vSech tii pikli ve sméru skenu. Coz indikuje, ze
piitomnost dA™ v zakladnim elektrolytu, ktery stéZzuje redoxni reakci. Tento efekt
ovSem nebyl pozorovan v opacném uspotadani, kdy byl na elektrodu po dobu 15s
adsorbovan dA™ a posléze byla elektroda méfena v roztoku zakladniho elektrolytu s
dATRMNO2 Py yymené dAT™ za dATRNO? dochazi ke zméné naadsorbované vrstvy a tim
ke zméné dostupnosti redoxniho centra dA™NO? ¢imz dochazi ke zpomaleni kinetiky
pienosu elektronu. Z naméienych dat je mozné vyvodit, ze jak dA™ tak dAT™NO? se silng
adsorbuji na povrch BDD elektrody, coz neni pro tento elektrodovy material typické.

DalSim bodem studie byly pouzity dvé jednoduché aromatické nitroslouc¢eniny
2-nitronaftalen a 4-nitrofenylacetylen, které nevykazuji samovolnou adsorpci na povrch
BDD elektrody. Pro zachovani matri¢niho efektu byly latky pfipraveny rozpusténim
v dimethylsulfoxidu a vysledny méfeny roztok byl zachovan v béZném poméru.
Za be&zného méteni ve vsadkové analyze cyklickou voltametrii ob¢ latky vykazuji dobie
vyvinuty pik redukce nitroskupiny, ov§em piky redoxniho paru NHOH/NO jsou méné
vyvinuty, pii zvySujicim se poctu skenil nedochézi k tak velkému zvySeni signalu oproti

méfeni dATRNO2, P¥i méfeni dochazi k mensimu poklesu signalu redukce nitroskupiny
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se zvySujicim se poctem skenti oproti ziskanym vysledkii z méfeni roztoku dATRNOZ,
Z namétenych dat plyne, ze reduk¢ni produkty obou sledovanych latek 2-nitronaftalenu
a 4-nitrofenylacetylenu vykazuji méné silnou adsorpci na povrch BDD elektrody nez
dATRNO2 D4le byla provedena studie pomoci cyklické voltametrie 2-nitronaftalenu a
4-nitrofenylacetylenu na BDD elektrodé pokryté naadsrobovanym dATR
(¢c=1-10° mol-1"") po dobu 2 s, 15 s a 30 s. Jiz po 2s akumulaci dA™ byl pozorovan
posun redoxnich potencialii signalii obou analytl ve sméru skenu. Zatimco redukce
nitroskupiny z@stava dobie viditelnd i pfi adsorpci dA™, tak signal redoxniho paru
4-nitrofenylacetylenu neni prakticky viditelny, signal redoxniho péru 2-nitronaftalenu
byl potlacen. Povrch elektrody byl téméf cely pokryt dA™ jiz po 2s akumulaci.
Posledni cast studie byla provedena se znacenou DNA, kterd obsahovala znaceny
cytidin snadno redukujicim se 4-nitrofenyltriazolem ZnaCend DNA byla pfipravena
pomoci prodluzovani primerd, jak je popsano [72]. Analyza byla provedena pomoci SW
a CV transferovych voltametrickych metod, kdy byla akumulace DNA (¢ =20 ng-ml™")
provedena po dobu 60 s a po transferu bylo méteni provedeno v octanovém pufru o pH
5,0. Redukce NO: skupiny nebyla pfi analyze zfetelna, jak je vidét na SW
voltamogramech v obrazku 12 a ve vlozeném grafu (SW voltamogramy z oblasti
redukce nitroskupiny). Akumulace DNA byla i pies neviditelnou redukci NO> skupiny
uspésnd, jak je vidét z oxidaéni odezvy elektrody pro guanin (1) a adenin (2), které byly
pfi stejnych potencialech pozorované i1 v jinych studiich jak na BDD elektrodé [60] tak
na uhlikovych elektrodach, jak je uvedeno v tivodu. Oxidace bazi guaninu a adeninu
byla zaznamenana na GCE, kdy se poloha oxidacniho potencidlu mirné¢ odlisuje [58],

nebo na PGE [56].

47



L 2f B < @ .
= & | e
Z |~ [ ]
o /%/’// of »
fy/ t, C -1F A 'y 'y
2t " A
21}
| |
| | | |
41 ty 31 3
A A C [ ]
_6 1 L L 1 ( 1 | ( 1 | |
0,70 0,35 0,00 035£/y 0 5 10 15 20 25 30
t/s
)]
[ ]
n ] u
| |
03 0,4 05 0,6 0,7 EIV 0 5 10 15 20 25 30

ti's

Obr. 10: Adsorpéni transferové cyklické (A) (rychlost polarizace 0,5 V-s™') a SW (C)

TRNO2 (c=

voltamogramy dA 10 umol-I7!) pro riizné ¢asy akumulace (t): Os, 1s, 5s, 10s,

15s, 30s, prenaseno do ¢istého zakladniho elektrolytu — 0,2 mol-I"! octanového pufru o
pH 5,0. A zavislosti vy3ek pik{i na ¢asu akumulace dA™N°? na lesténou BDD elektrodu.
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Obr. 1: Cyklické voltamogramy kompetitivni adsorpce dA™ a dAT®NO2 na BDD
povrchu. Modré kiivky — voltamogramy roztoku dA™ (¢ = 1107 moll™)
v zékladnim elektrolytu; ervené kfivky — voltamogramy z transferové CV dATRNO?
(doba akumulace 15 s, ¢ = 1:107° mol-I"!), méfeno v zakladnim elektrolytu
obsahujicim dA™, ¢ = 1.107° mol-1"!, &erné kfivky - voltamogramy z transferové CV
dA™ (doba akumulace 15 s, ¢ = 1:10~> mol-I"") méfeno v zdkladnim elektrolytu
obsahujicim dAT®NO2 ¢ = 1-10-° mol-1-!. Zakladni elektrolyt (0,2 mol-1"! octanovy
pufr o pH 5,0), rychlost polarizace elektrody 0,5 V-s~!, prvni sken (pInd kfivka),
druhy sken (Cerchovand kiivka) a desaty sken (teckovana kiivka). (Ptrevzato
z Publikace 2)
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1] A

Obr. 12: SW voltamogramy DNA (¢ = 20 ng'ml~!, plna k¥ivka) obsahujici dCTRNO?
méfené v 0,2 mol-l1"! octanovém pufru o pH 5,0 (Serchovana kiivka), méfeno pomoci
adsorbéni transferové metody pii akumulaci po dobu 60 s. Pik (1) guanin,
pik (2) adenosin.

3.2.3 Kalibraéni zavislost

Ze ziskanych poznatki byl sestaven postup pro méteni kalibracni zavislosti, piedev§im
pro zjisténi limitu detekce BDD elektrody pro stanoveni znacenych nukleosidti. Pro
urceni kalibraéni zavislosti bylo pouZito jak klasického métfeni pfimo v roztoku, tak
adsorb¢nich transferovych metod. Byla pouZita jak cyklickd, tak SW voltametrie.
Z divodu malého mnoZstvi analyzovanych nukleosidii byla kalibracni zavislost
uréovana pouze pro dA™NO2_ Pro stanoveni dA™NO? Ize vyuzit jak katodického signalu
redukce NO; skupiny, tak odezev redoxniho paru NHOH/NO. V ptipadé transferovych
metod byl pouzit nasledujici postup pro obé voltametrické metody. Znaceny nukleosid
byl akumulovan na BDD elektrodu po dobu 15 s, elektroda byla poté ptenesena
do 4 ml octanového pufru o pH 5,0. Byla méfena koncentra¢ni zévislost v rozsahu
0,25 az 10 pumol-1-!. Pro transferovou adsorpéni SW voltametrii a odezvu redoxniho

paru NHOH/NO je kalibra¢ni zavislost zndzorn€na na obr. 12. Koncentra¢ni zavislost
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ma esovity charakter, coZ naznacuje adsorpci dAT™NO? na povrch elektrody. Pfi vyssich

dATRNO2 1 saturaci

koncentracich dAT™N92 vy roztoku dochazi kvili adsorpci
elektrodového povrchu, nedochazi tak ke zvySeni sledovaného signalu dATRNOZ,
Koncentraéni zavislost tvarem odpovida adsorpcni izotermé. Stejného tvaru kalibraéni

zévislosti bylo dosazeno 1 pro obdobné analyty analyzované pomoci HMDE [71].

10 e
11 uA

¢/ pmol.I” 10

Obr. 13: Kalibra¢ni zavislost redoxniho paru NHOH/NO redukovaného dAT™RNO2
vypoc&itand z transferové adsorpéni SW voltametrie. Pro 15s akumulaci dATRNO2
analyzované v ¢istém zakladnim elektrolytu (0,2 mol-1"!' acetitovy pufr o pH 5,0)
s rozsahem skenu —0.8 V do +0.45 V. Parametry méteni: frekvence 100 Hz, amplituda
150 mV, krok 5 mV. Chybové useCky znazornuji RSD pro n=4. (Pfevzato z publikace
2)

3.2.4 Zavér

Nukleosid 2’-deoxycytidin znaceny benzofurazanem, 2’-deoxycytidin znaceny
4-nitrofenyltriazolem a 7-deazaadenosin znaceny 4-nitrofenyltriazolem byly studované
pomoci voltametrickych technik na lesténé BDD elektrodé (kapitola 2.1, obr. 3A)
v prosttedi octanového pufru o pH 5,0.

Pro dCBF byl ziskan pouze nevyrazny katodicky signal. Pro dCTRNOZ 3 JATRNO2 hy]a

pozorovana silnd adsorpce na povrch BDD elektrody. Pfi ndslednych skenech pomoci
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cyklické voltametrie se snizuje pik redukce NO> skupiny a objevuji se signaly quasi-
reversibilniho paAru NHOH/NO, kter¢ se s nartistajicim poctem cykli neméni. Sledovani
vysoce stabilniho quasi-reverzibilni paru (AE, = 0,2 V) mulze byt pouzito pro
kvantifikaci nukleosidii znafenych touto snadno redukovatelnou skupinou pomoci
transferovych metod a SW voltametrie. Tento pfistup je inovativni, prozatim bylo
publikovano vyuziti transferovych technik s BDD elektrodou pro fenolické latky
a karboxylové kyseliny v neiontové formé [69, 73]. Déle byla studie vénovana pravé
adsorpci analytl na povrch BDD elektrody, kdy byl bran ztetel na dilezitost struktury
molekuly. Adsorpce byla pozorovana i pro 7-deazaadenin znaceny fenyltriazolem bez
pfitomnosti nitro skupiny. Redukce dalSich nitrosloucenin (4-nitrofenylacetylen,
2-nitronaftalen), které nevykazuji silnou adsorpci na povrch BDD elektrody jsou

v ptitomnosti dA™ blokovany diky obsazenému povrchu elektrody.
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3.3 Shrnuti

V této praci byly testovany BDD elektrody s riznou tpravou povrchu pro vybrané
oxidovatelné a redukovatelné latky, konkrétné p- a o- izomery kresolu, 2’-deoxycytidin
a 7-deazaadenosin znaéenych 4-nitrofenyltriazolem (dCTRNO2 g  JATRNOZ)
2’-deoxycytidin znaceny benzofurazanem. Cilem prace byl vyvoj voltametrickych
metod detekce studovanych latek, poptipadé pouziti BDD jako pracovni elektrody
v pratokovych systémech a studium elektrochemickych a adsorp¢nich déja.

Kresoly jako modelové fenolické polutanty se oxiduji na BDD elektrodach obdobné
jako na ostatnich uhlikovych povrsSich. /n-situ anodicka aktivace umoziuje rychlou
regeneraci povrchu BDD elektrody pfed kazdym skenem. Vyvinutd voltametricka
metoda, kterd byla testovdna na modelovych vzorcich fi¢ni vody, tak predstavuje
rychlou a levnou metodu pro detekci kresolii, pokud nejsou pfitomny ve smési. Pro
analyzu smési kresolt a dalSich fenolickych polutantil je potieba provést jejich separaci.
Navrzend HPLC-ED metoda ukazuje, ze BDD elektrody jsou vhodnym elektrodovym
materidlem pii pratokovych analyzach i pro analyty (jako jsou fenolické latky) vyrazné
pasivujici povrch elektrody pfi vsadkovych métenich, jelikoz je elektroda cisténa diky
pratoku mobilni faze od pasivujicich meziproduktl a produkta [1].

BDD elektrody jsou stale vice vyhledavanym typem elektrodového materialu i pro
redukéni déje, jak bylo ukdzano na prikladé redukce 4-nitrofenyltriazolem znacenych
2’-deoxycytidinu a 7-deazaadenosinu. Tyto komplexni molekuly se adsorbuji na povrch
elektrody, ¢imz pfispivaji k prvotnimu tvrzeni o odolnosti BDD elektrod vii¢i adsorpci
[10]. BDD lze tedy vyuzit k transferovym technikdm, jak bylo uk4dzano na piikladé SW
voltametrické detekci dAT™®N92, Adsorbovany produkt redukce, hydroxylamin podléha
nasledné oxidaci na nitrososkupinu a quasi-reversibilni par lze pak pouzit
ke kvantifikaci samotného nukleosidu.

Jednou z pozitivnich vlastnosti borem dopovanych elektrod je jejich nizka
nachylnost k pasivaci elektrodového povrchu, oproti jinym bézné€ uzivanym elektrodam.
Diky nizké nachylnosti k pasivaci a snadné obnové povrchu elektrody jsou vhodnym
materidlem pro elektrochemickou detekci v pritokovych metodach. Pro nékteré
studované analyty byla zjiSténa jejich silnd adsorpce na povrch elektrody, kterd
umoziuje pouziti transferovych metod pro tento typ latek. Zavérem studie je mozné fici,
ze borem dopované diamantové elektrody jsou vhodnym elektrodovym materialem pro

selektivni detekci organickych latek.
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