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Uvod

Miniaturizace analytickych zafizeni je atraktivnim vyvo-
jovym smérem analytické chemie v poslednich dvou desetile-
tich, pfedznamenanym rozvojem mikro-HPLC (pHPLC)
technik a zavedenim kapilarnich elektromigracnich sepa-
raCnich metod. Cilem tohoto sméru je vytvoreni miniaturi-
zovanych integrovanych analytickych systému (micro total
analysis systems — WTAS) umozilyjicich provedeni jednot-
livych krokli analyzy véetné separace a detekce na jednom
zafizeni. Doklada to i navrzeni konceptu ,,.Lab on the
chip“1 v roce 1990 a ,,Lab on the valve” o deset let pozdé-
ji*. Prehledné referaty vénované uTAS (cit.”™®) ukazuji, Ze
vyhodou navrhovanych kompaktnich miniaturizovanych
zafizeni je vedle nizkych pofizovacich nakladl, nepatrné
spotieby analyti a rozpoustédel s malou produkci odpadu
hlavné rychlost analyzy. Zaroven je ocekavana snadna
prenosnost zafizeni, coz otevira nové moznosti analyzy pfi
environmentalnich aplikacich a klinické diagnostice. Za-
timco miniaturizované separacni systémy jako napft. kapi-
larni kolony pro HPLC a kiemenné kapilary a Cipy pro
kapilarni elektroforézu (CE) jsou bud’ komeréné dostupné,
nebo je dostatecné zndma technologie jejich pfipravy, pro-
blémem zlstava spiSe integrace s vhodnym detekénim
systémem. Problematické je napf. vyuziti spektrofotomet-
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rickych a klasickych fluorescencnich detektor vzhledem

k omezené délce paprsku v miniaturizované detekéni cele.

Siroké uplatnéni, obzvla§té pii analyzach na elektroforetic-

kych cipech, tak nalezla pouze technika laserem buzené

fluorescence (LIF), kdy lze paprsek budiciho laseru sou-
stiedit pfimo do prostoru detekcni cely a dosahnout subna-
nomolarnich detek&nich limitd”"'. Nevyhodou této metody
je nutnost zavedeni fluoroforu pro latky nevykazujici pfi-
rozenou fluorescenci, coz je zpravidla podminéno pfitom-
nosti volné amino, thio nebo hydroxyskupiny v analytu pro
derivatizaci. Druhou béZzné vyuzivanou metodou i ve spo-
jeni s ptHPLC je hmotnostni detekce (MS), jelikoz malé
objemové pritoky mobilni faze snizuji naroky na vykon
vakuovych pump v MS, obzvlasté pfi spojeni s ionizaci
elektrosprejem (WHPLC/ESI-MS). Tato technika je spolu

s MS pouzivajicim analyzator doby letu (time-of-flight,

TOF-MS) uplatiiovana i v CE, jeji rozvoj v této oblasti je

dan hlavng neutuchajicim zijmem o proteomiku’'’. Obg

metody, LIF i MS, jsou ovSem nevyhodné pro analyzy na
¢ipu, nebot’ vyzaduji objemnou detekéni a kontrolni instru-
mentaci odporujici pozadavku ptenosnosti. Elektrochemic-
ka detekce, ktera nalezla jiz dfive Siroké uplatnéni ve spo-
jeni s kapalinovou chromatografii a priitokovou a sekvenc-
ni injekéni analyzou'>", proziva v souvislosti s rozvojem
miniaturizovanych separa¢nich systéma obdobi renesance,

a to z n&kolika diivodii':

—  technologie vyroby miniaturizovanych
a detekcnich obvodu je dostate¢né zvladnuta,

— zmenSeni elektrodovych ploch z milimetrovych na
mikrometrové rozméry zpravidla nesnizuje detekcni
limity,

—  elektrické obvody kontrolujici detekéni systém je
mozno integrovat s fidicimi obvody separacnich sys-
tému a zachovat tak kompatibilitu celého zatizeni,

—  ndaklady na vyvoj, vyrobu a provoz zafizeni pfedsta-
vuji zlomek ceny srovnatelné vykonnych jinych de-
tek¢nich systémil,

—  elektrochemické detektory poskytuji informaci o kon-
centraci detegovanych latek ptimo ve formé snadno
zpracovatelnych elektrickych signali. Odpada tak
konverze jinych forem signalu (svételny tok, hmot-
nost, teplota atd.) na elektricky signal.

O progresivnim vyvoji v oblasti fidicich jednotek
svédci fakt, ze v soucasné dobé jiz existuji pfenosnd zaii-
zeni napajena bateriemi s integrovanym potenciostatem
a kapesnim pocitacem pro voltametrické a ampérometrické
analyzy. Pravé ampérometrie se nejvice uplatituje ve spo-
jeni s kapalinovymi separa¢nimi metodami diky své citli-
vosti, zpravidla Sirokému dynamickému linedrnimu rozsa-
hu a relativni selektivité. Konstrukce ampérometrickych
detektort pro kapalinovou chromatografii v mikro i makro
meéfitku je vedena snahou vyhovét chromatografickym
a elektrochemickym pozadavkiim na geometrii detekénich

elektrod

Karolina Peckova ziskala s touto praci Cenu firmy Shimadzu 2005.
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cel. Na jedné strané je to snaha o miniaturizaci vlastniho
detek¢niho prostoru, aby zbytecné nedochazelo k rozmyti
z6ny analytu, na strané druhé je to elektrochemicky poza-
davek na takové usporadéni, které zaru¢i homogenni elek-
trické pole mezi pracovni a pomocnou elektrodou a zaro-
ven co nejbliz§i umisténi referentni elektrody, coz je pod-
minkou pro udrzeni definovaného potencialu na pracovni
elektrodé pii ampérometrické detekci'>". Toto pozadova-
né blizké postaveni vSech tii elektrod zpravidla vyzaduje
vetsi detekéni prostor, coz je z chromatografického hledis-
ka nezadouci. Dal$im problémem je volba vhodného elek-
trodového materidlu tak, aby byla zarucena kompatibilita
s mobilni fazi, dostate¢né Siroké potencialové okno, dlou-
hodoba stabilita odezvy a odolnost proti pasivovani. Nej-
vEtsi uplatnéni nachazeji materialy obsahujici riizné formy
uhliku, platiny, zlata a stiibra'>'®.

S vyjimkou stfibra jsou tyto materidly bézné
ivkapilarni elektroforéze s elektrochemickou detekei
(CE-EC), oblibené jsou zejména detektory na bazi uhliku
(uhlikova vlakna, modifikované uhlikové pasty a inkousty,
diskové elektrody a soubory uhlikovych mikroelektrod na
disku)”'""®. Komplikaci CE-EC piedstavuje nutnost izola-
ce elektrochemického detektoru od vysokého separacniho
napéti. Uplatiiovany jsou dva principy feSeni. Prvnim zpu-
sobem je vyvedeni elektrického pole z kapilary pred vlast-
ni detek¢ni celou, realizované napt. mechanickym zlomem
detekéni kapilary (oznagovano jako ,.decoupling)'®. Dru-
hou moznosti je umisténi detekéni cely dostatecné daleko
za Usti separacni kapilary (detekce za kolonou, postkolo-
nova ,,end-column® detekce)zo, tj. mimo dosah elektrické-
ho pole vystupujiciho z kapilary, coZ vyZaduje pfesné na-
staveni detekcni elektrody proti konci separacni kapilary,
obtiZzné dosazitelné pfi manudlni manipulaci. Pro toto de-
tekéni usporadani je vyhodné pouzivat kapilary o vnitfnim
praméru mensim nez 25 um, protoze intenzita elektrického
pole vystupujiciho z kapilary rychleji klesa s poklesem
jejiho vnitiniho praméru®'. Diky snadn&jsi konstrukci je
end-column® detekce Castéjsi jak v klasickém, tak i Cipo-
vém uspotfadani CE, o ¢emz svéd¢i nékolik prehlednych
referatdl vénovanych CE-EC (cit.”'*'"'®).

V této praci jsou predstaveny dva miniaturizované am-
pérometrické detektory. Prvnim je detektor s mikro-
cylindrickou pracovni elektrodou (uCD) pro HPLC. Dle ma-
terialu dratku (méd’ ¢i platina), z kterého je pracovni elektroda
vyrobena, ho lze pouzit pro detekci vybranych aminokyselin
¢i elektrochemicky oxidovatelnych latek, napt. amino a hyd-
roxyderivatl naftalenu. Ty byly ampérometricky detegovany
také na mikroelektrodé zdiamantu dopovaného bdrem
(BDD) pfi detekei za kolonou po separaci kapilarni zénovou
elektroforézou (CZE) v klasickém uspofadani. Modelové
analyty — 1-aminonaftalen (1-AN), 2-aminonaftalen (2-AN),
1-hydroxynaftalen (1-OHN) a 2-hydroxynaftalen (2-OHN) —
patii mezi Casto studované genotoxické environmentalni po-
lutanty”®*, aminokyseliny byly zafazeny do studie, jelikoZ
pouze elektrochemické metody umoznuji spolu s UV detekei
pti 200 nm jejich pfimé stanoveni.
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Experimentalni ¢ast

Ptistroje a chemikalie — HPLC
s detektorem s mikrocylindrickou
elektrodou

K méfeni byl pouzit HPLC systém LaChrom (Hitachi,
Merck, SRN) sestaveny z vysokotlakého cerpadla L-7100,
autosampleru L-7200, interface D-7000 a spektrofotomet-
rického detektoru L-7400 a kontrolovany softwarem
HPLC System Manager (HSM) verze 4.0. Pritokova mé&fi-
ci cela byla zapojena tiielektrodové a tizena ADLC 2 po-
tenciostatem (Laboratorni pfistroje, Praha). Latky byly
separovany na kolon¢ LiChrospher 100 RP-18, 125 x 4
mm, 5 pm (Merck, SRN). Vzduch byl z mobilni faze od-
stranén probublanim heliem. K méfeni pH mobilni faze
bylo pouzito pfistroje Conductivity and pH-meter 4330
(Jenway, Velka Britanie) kalibrovaného standardnimi pH
pufry (Sevac, Praha). Pokud neni uvedeno jinak, pouzité
chemikalie Cistoty p. a. byly od Lachemy Brno. Mez de-
tekce byla spocitdna jako koncentrace poskytujici signél
rovny trojnasobku absolutni hodnoty Sumu.

Zasobni roztoky (c = 1-10” mol L™") 1-aminonaftalenu
(1-AN; Fluka; 99%), 2-aminonaftalenu (2-AN; Aldrich;
99%), 1-hydroxynaftalenu (1-OHN; Aldrich; 99%) a 2-hy-
droxynaftalenu (2-OHN; Aldrich; 95%) byly piipraveny
v acetonitrilu  (Merck; ,.gradient grade®) a uchovavany
v temnu za laboratorni teploty. Roztoky o nizsich koncentra-
cich byly pfipraveny fedénim mobilni fazi. Pro separaci
téchto analytd byla pouzita mobilni faze obsahujici
0,01 mol L™ fosfatovy pufr pH 2,3 — acetonitril (Merck;
.gradient grade®) (60:40, v/v). Bylo davkovano 20 uL, pru-
tokova rychlost byla = 0,5 mL s™". Pro testovani Pt-uCD
s I-AN byla jako mobilni fize pouzita sm&s 0,01 mol L™
imidazolu a 0,1 mol L™' KCI, pH 7,5 s acetonitrilem (1:1,
v/v). Bylo davkovano 5 pL pfi prutokové rychlosti F, =
0,5 mL s a detekénim potencialu +0,9 V.

Zasobni roztoky (¢ = 1:10 mol L™") valinu (val; Rea-
nal, Budapest, Mad’arsko), fenylalaninu (phe; Aldrich),
tryptofanu (trp; Lachema Brno) a histidinu (his; Loba-
Chemie, Videii, Rakousko) byly piipraveny v 0,1 mol L™
HCI, nizsi koncentrace byly pfipraveny fedénim mobilni
fazi. Tou byl 0,025 mol L™' NaH,PO,, pH 6,8, ve smési
s methanolem (Merck, “gradient grade”) v poméru 9:1
(v/v). Davkovany objem byl 20 pl. Z naméfenych hydro-
dynamickych voltamogrami byl stanoven optimalni poten-
cial detekce + 0,1 V.

Infuzni roztok pro testovani Cu-uCD detekce amino-
kyselin po separaci na kolon¢ Purospher RP-18e, 250 x 4
mm, 4 pm (Merck) byl dodan firmou Infusia Hotatev a.s.
(Hotatev, CR). Dle udajii vyrobce obsahuje ,,Nutramin®
VLI“ 10,00 g valinu, 12,77 g leucinu a 7,22 g isoleucinu
v 1000 mL vody. Pouzitd mobilni fize obsahovala smés
0,025 mol L™' NaH,PO,, pH 6,8 — methanol (2,5 %), dav-
kovéano bylo 20 uL stokrat natfedéného infuzniho roztoku
pti pritokové rychlosti 1 mL min™".
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Pfistroje a chemikalie — kapilarni zo6-
nova elektroforéza s detekci na mikro-
elektrodé¢ z diamantu dopovaného
borem

Kapilarni zonova elektroforéza pro CZE-BDD detekci
derivati naftalenu byla sestavena v laboratofi a sestavala
z vysokonapétového zdroje CZE1000R (0-30 kV, Spell-
man, Hauppage, NY), 50,5 cm dlouhé kiemenné kapilary
(Polymicro Technologies, Phoenix, USA) o priméru
30 um a ¢asového spinace pro elektrokinetické davkovani.
Kapildra byla spolu snadobkami obsahujicimi vzorek
a separacni pufr a detekéni celou umisténa v uzemnéné
Faradayové kleci. Separace byla realizovana pii napéti
17 kV, davkovano bylo elektrokineticky 3 s pfi vloZeném
napéti 10 kV. Detekéni cela s diamantovou elektrodou
dopovanou borem, referentni Ag/AgCl (4 mol L™ KCI)
a platinovou pomocnou elektrodou byla zapojena tiielek-
trodové a fizena potenciostatem 832 A (CH Instruments,
Austin, USA). Pracovni elektroda byla pfipravena chemic-
kou depozici polykrystalického diamantu metodou CVD
(chemical vapor deposition) ze smési methanu, vodiku
a diboranu po dobu 10 h na platinovy dratek o priméru
76 um, vyleptany do tvaru kuZele (podrobnosti cit.****).
Kvalita BDD filmu byla ovéfena Ramanovou spektrosko-
pii a cyklickou voltametrii v 1.10° mol L™" Ky[Fe(CN)]
v 1 mol L™ KCI (cit.”). Z vysky piku tohoto voltamogra-
mu byla vypoétena aktivni plocha elektrody dle cit.*, pa-
rametry kuzele tvofeného vyleptanim platiny byly H =
3,9 um (vyska), r =43 um (polomér).

Vysledky a diskuse

Ampérometricky detektor s mikro-
cylindrickou elektrodou pro HPLC

Pti konstrukci pCD jsme vychazeli z osvédéené kon-
strukce, kdy pracovni elektroda je umisténa v teflonové
kapilafe pfimo napojené na vystup z kolony, a ta je pono-
fena do roztoku elektrolytu, stejné¢ jako pomocna a refe-
rentni elektroda. Toto uspotradani elektrod sice nezohled-
fiuje naroéné elektrochemické pozadavky na vzajemné
uspotfadani zminéné v uvodu, v nasi laboratofi se vsak jiz
diive osvédcilo pri konstrukci platinového tubularniho
detektoru (Pt-TD)". Ten byl pouzit v chromatografickych
analyzach rtznych derivatl polycyklickych aromatickych
uhlovodikt, napf. amino a hydroxyderivatd bifenylu, hyd-
roxyfenanthrenii a aminochinolint®” >, v praci Quaisero-
vé-Mocko™® a Cvagky' pak pro detekci 1-AN, 2-AN,
1-OHN a 2-OHN s pouzitim identického separacniho sys-
tému, proto mohlo byt provedeno srovnani analytickych
parametr obou typu detektord.

Modifikace pCD s médénou dratkovou elektrodou
byla pouzita pro pfimou detekci aminokyselin po jejich
HPLC separaci. Ta je velmi Z4dan4, jelikoz aminokyseliny
neobsahujici aromatické jadro nedostatecné absorbuji UV

126

Cena Shimadzu

zateni pii bézn€ pouzivanych vinovych délkach, a proto se
k jejich zviditelnéni vyuziva pred- ¢i pokolonové derivati-
zace s naslednou UV & fluorescenéni detekci®'. Piimo lze
aminokyseliny detegovat pouze UV zéifenim pti 200 nm
(cit.*?) a elektrochemickymi metodami. Jelikoz pfimo je
mozno oxidovat pouze né€které aromatické kyseliny, napt.
tyrosin a tryptofan a jejich derivaty, vyuziva se kom-
plexacni reakce aminokyselin s méd'natymi ionty'”. Poten-
ciometrickd detekce vyuziva zmén potencialu médéné
elektrody zplisobené tvorbou komplexu médnatych iontl
ve vrstvé oxidl na povrchu elektrody. Jeji hlavni nevyho-
dou je nelinearni priabéh kalibracnich kiivek a nizsi citli-
vost ve srovnani s ampérometrickou detekei. Pfi té se re-
gistruje zvysSeni proudu, které je zplisobeno usnadnénym
rozpousténim hydratovanych oxidi na povrchu médi
v pfitomnosti komplexa¢niho c¢inidla. Aminokyseliny lze
takto detegovat pouze v neutralnim a zasaditém prostie-
di*'. Bylo zkonstruovano jiz n&kolik typt médénych ampé-
rometrickych detektord. Médéna diskova elektroda byla
pouzita pro detekci aminokyselin jak ve FIA (cit.*), tak ve
spojeni s HPLC a p-HPLC (cit.*"). Popsana byla i detekce
aminokyselin s vyuZitim detektoru s médénymi draty
a spojeni u-HPLC s médénou tubularni elektrodou™.

Konstrukce detektoru

Pracovni elektroda nCD byla zhotovena velmi jedno-
duse — teflonova kapilara ptimo napojena na vystup z ko-
lony byla v blizkosti konce pfi¢n€ propichnuta ostrou jeh-
lou a vzniklym otvorem byl protazen tenky dratek
z platiny (primér 0,1 mm) ¢i médi (primér 0,2 mm). Dra-
tek byl v kapilafe fixovan tavnym lepidlem, které rovnéz
izolovalo dratek na bocich kapilary od styku s roztokem.
Do kontaktu s analytem tak pfichazi pouze ta ¢ast dratku
uvnitf teflonové kapilary, jejiz plocha je dana jeho pramé-
rem a délkou rovnou vnitinimu priméru pouzité teflonové
kapilary. Kapildra spracovni elektrodou byla spolu

Obr. 1. Ampérometricky detektor s mikrocylindrickou pra-
covni elektrodou pro HPLC; 1 — vystup z kolony (PTFE kapila-
ra 1/16" vngjsi primér, 0,010" vnitini primér, Alltech); 2 —
detektor, integralni ¢ast trubicky: a — teflonova kapilara, b — Pt
(Cu) dratek, ¢ — tavné lepidlo; 3, 4 — pomocna a referentni elek-
troda; 5 — potenciostat a ampérmetr; 6 — roztok elektrolytu; 7 —
odpad
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s referentni Ag/AgCl (1 mol L™") a platinovou pomocnou
elektrodou umisténa volné do piepadové naddobky (obr. 1).
Nové pripravend platinovd mikrocylindricka elektroda
byla aktivovana v 5-10~ mol L™ H,SO, stfidavym vklada-
nim potencialu —-0,3 a +1,4 V po dobu 10 s. Médéna mik-
rocylindrickd elektroda byla kratce oplichnuta v 5 mol L™
HNO; a pred kazdou sérii experimentd udrzovana 5 min
pfi potencidlu =300 mV a nejméné 15 min pfi +150 mV
v pritoku mobilni faze. Pfi pouziti teflonové kapilary
o vnitinim praméru 0,254 mm (0,010”) byla geometricka
plocha platinové elektrody 0,08 mm?* a mé&déné 0,16 mm?>.

Ampérometricky detektor s platinovou
mikrocylindrickou elektrodou pro
HPLC

Pracovni charakteristiky detektoru

Pracovni charakteristiky Pt-uCD detektoru byly urce-
ny pomoci 1-AN (¢ = 5-10™° mol L™") v mobilni fzi obsa-
hujici smés imidazolu s acetonitrilem (dle prace Cvacky')
a porovnany s analogickymi vysledky ziskanymi na Pt-TD.
Retencni cas 1-AN v pouzitém systému byl 6,9 min, para-
metry piku ziskané z deseti opakovanych nastiiki jsou
shrnuty v tabulce 1. Zatimco hodnoty polosiiky, poctu
teoretickych pater a relativni smérodatné odchylky pro
vySku i plochu pikll jsou téméf totozné, proudové hustoty
se vyrazné lisi. To je zpisobeno rozdilnou geometrii de-
tektord. Zatimco v pfipadé Pt-uCD je doba kontaktu ana-
lytu s pracovni elektrodou dana v zdsadé Sitkou zony ana-
lytu, pfi tubuldrnim wuspofadani je zoéna ve styku
s platinovou trubickou po ¢as dany jeji délkou. To vede

Tabulka I

Srovnani parametrii ampérometrického detektoru s platino-
vou tubularni (Pt-TD)'® a mikrocylindrickou (Pt-uCD)
elektrodou. Parametry zjiStény pro analyzu 1-amino-
naftalenu (nastiik 5 pl, ¢ = 5.10° mol L™), Ez, =+ 0,9 V,
mobilni faze KCI (0,1 mol L™, imidazol (1.10% mol L™),
pH 7,5 — acetonitril (1:1, v/v), F,, = 0,5 mL min"'

Parametr Pt-uCD Pt-TD (cit.")
Siika piku, wi,, min 0,236 +£0,003* 0,247 + 0,002°
Pocet teor. pater N 4785+ 108* 4720+ 80°
Asymetrie piku 1,23+0,2% 1,57+0,3%
RSD " — vyska piku, % 0,44 0,45
RSD" — plocha piku, % 0,85 0,94
Plocha elektrody, mm?> 0,08 0,6
Proudova hustota, 18,3 93,3

nA mm™

Sum, pA 25+3 105+ 14
Pomér signal/Sum 58,5 533

* Smérodatna odchylka, ° relativni smérodatna odchylka
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I, nA !

2-OHN1.OHN

12
t, min
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Obr. 2. Separace smési 1-aminonaftalenu, 2-aminonaftalenu,
1-hydroxynaftalenu a 2-hydroxynaftalenu. Mobilni faze aceto-
nitril — 0,01 mol L™ fosfatovy pufr pH 2,3 (40:60, v/v), F,, =
0,5 mL min"". Detekce na Pt-uCD (—), konc. ¢=1-10"° mol L™; detek-
ce na Pt-TD (---), koncentrace ¢ = 1-10°* mol L™ pro kazdy ana-
Iyt ve smési, Egy=11,2 V

k vy$si proudové hustoté, zaroven vSak i k chvostovani
piktt pro Pt-TD, jak doklada vys$si hodnota pro asymetrii
piku 1-AN v tabulce I a obr. 2, ktery ukazuje chromato-
gram smési 1-AN, 2-AN, 1-OHN a 2-OHN. Chvostujici
piky detekované Pt-TD pro ¢ = 1-10"° mol L™ jsou srovnatel-
né vysoké s piky naméfenymi Pt-pCD (c¢= 110" mol L"),
chou detektoru. Vysledny pomér signal/Sum pro 1-AN je
témef desetkrat vyssi pro tubularni usporadani.

Separace amino a hydroxyderivdtii naftalenu a koncent-
racni zavislosti

Pt-uCD byl déale pouzit pro detekci 1-AN, 2-AN,
1-OHN a 2-OHN po jejich separaci HPLC. V mobilni fazi
dle Quaiserové-Mocko™ obsahujici 0,01 mol L™ fosfatovy
pufr pH 2,3 — acetonitril (40:60, v/v) pfi pratokové rychlosti
0,5 ml min~' je smés separovana b&hem 14 min a retenéni
faktory jednotlivych slozek smési jsou 2,02 (2-AN); 2,75
(1-AN); 10,62 (2-OHN) a 12,52 (1-OHN). Optimalni de-
tekéni potencial +1,2 V byl stanoven na zakladé hydrody-
namickych voltamogram, pii vysSich detek¢nich potenci-
alech dochazelo k driftovani zakladni linie. Pro vSechny
analyty ve smési byly proméfeny kalibracni zavislosti
vrozsahu 1107 mol L' a7 110 mol L™, hornim limitem
linearniho dynamického rozsahu je koncentrace 6-107° mol L™".
Pfi vyssich koncentracich dochéazelo pti opakovanych na-
stiicich k poklesu odezvy detektoru, zpisobenému ziejmé
pasivaci elektrody. Oxidaci hydroxy a aminoderivatd aro-
matickych uhlovodikd vznikaji polymerni filmy, které jsou
pfi vyssi koncentraci analytu z elektrody odstranény az po
delsim omyvani mobilni fazi. V tabulce II jsou shrnuty
parametry kalibracnich zavislosti ziskané z ploch pikd
(vyssi korelacni koeficienty v porovnani s vyhodnocenim
z vysky pikt) spolu s limity detekce. Ty jsou sice fadové
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Tabulka II

Cena Shimadzu

Parametry kalibra¢nich zévislosti pro stanoveni testovanych latek: A — Amino a hydroxyderivaty naftalenu: HPLC separa-
ce a detekce na Pt-uCD, F4 = + 1,2 V. Davkovano 20 pL smési, mobilni faze 0,01 mol L fosfatovy pufr pH 2,3 — aceto-
nitril (60:40, v/v), F,, = 0,5 mL min~. B — Aminokyseliny: HPLC separace a detekce na Cu-uCD, E4e =+ 0,1 V. Davkova-
no 20 pL smé&si, mobilni faze 0,025 mol L™' NaH,PO,, pH 6,8 — methanol (90:10, v/v), F,, = 1 mL min~". C — Hydroxyderi-
vaty naftalenu: CZE separace a detekce na BDD mikroelektrodé, Eqe = 0,95 V. Separacni pufr 0,04 mol L boratovy pufr,

pH 9,2
Analyt Linearni dynamicky Smérnice Usek Korelaéni LOD
rozsah [mol L™'] [pA s mol ™ L] [nA s] koeficient [mol L]
A — HPLC separace, detekce Pt-pCD*
2-AN 11107 - 6107 15,48-10° 0,56 0,9995 7,8:107
1-AN 11107 - 6:107 11,84-10° 1,03 0,9983 1,1-1077
2-OHN 2:107-6107 7,18:10° -0,17 0,9995 2,5:107
1-OHN 2107 - 6107 7,59-10° 1,12 0,9984 2,8:1077
B — HPLC separace, detekce Cu-uCD"
His 1-1107° - 2-10 237,39 1,13 0,9983 1,4.10°°
Val 11102 - 4107 45,76 1,06 0,9995 43.10°
Phe 1-1102 - 410 38,49 0,69 0,9997 6,7.10°°
Trp 11107 - 6-107° 26,69 -0,32 0,9999 1,2.107
C — CE separace, detekce BDD mikroelektroda®
2-OHN 9-10°%-4-107° 62,22 0,16 0,9994 9,0-10°
1-OHN 9,510 -4-107° 67,80 0,24 0,9997 9,5:107

 Vyhodnoceno z ploch piki, ® vyhodnoceno z vysek piki, tudiz smérnice uvedena v [uA mol™ L] a isek uveden v [nA]

vyssi pro Pt-uCD nez detekéni limity ziskané pro téze
latky s pouzitim Pt-TD (1,8:10* mol L™'; 1,7-10"* mol L™';
5310 mol L™" 24,510 mol L™ pro 1-AN, 2-AN,
1-OHN a 2-OHN)*', dokazuji viak pouzitelnost kon-
strukéné jednoduchého Pt-pCD pro pomérné selektivni
detekei téchto polutantt.

Ampérometricky detektor s mé&dénou
mikrocylindrickou elektrodou pro
HPLC

Vliv priitokové rychlosti mobilni faze

Pracovni charakteristiky Cu-uCD byly sledovany pro
histidin a modelovou smés obsahujici valin, fenylalanin
a tryptofan, jelikoz tyto latky lze snadno separovat na re-
verznich fazich®'**. Vzhledem k povaze elektrodového dgje
ovlivnéného kinetikou komplexacni reakce aminokyselin je
zajimavé sledovat i vliv pratokové rychlosti mobilni faze na
odezvu detektoru. Z naméfené zavislosti odezvy detektoru
na prutokové rychlosti mobilni fize v rozmezi 0,1 az
I mL min™" (obr.3) je zfejmé, Ze s rostouci pritokovou
rychlosti stoupa odezva detektoru pro vSechny aminokyseli-
ny, coz svédéi o prevazujicim pftispévku konvektivniho
transportu latek k povrchu elektrody. Napadna je vyssi citli-
vost detektoru na histidin ve srovnani s ostatnimi studovany-

128

Ip-AK: —=—val | e, NA
e = N
40 —v— his (2/ b:

= zbytkovy proud
—o— zbytkovy prou _ 1300
300 / v4 e e e
. v/./o \.~o/o‘140 1200
/./ /o/o
o
20+ f/ /o/O . 1100
Tl
A
10 1 1 1 1 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
F., ml min™’

Obr. 3. Zavislost odezvy detektoru na priitokové rychlosti
mobilni faze F,, (fosfatovy pufr 0,025 mol L' NaH,PO,, pH 6,8
— methanol, 9:1 (v/v)) pro histidin (/,.uis) @ valin, fenylalanin
a tryptofan (/,.ak). Davkovano 20 pl. Koncentrace jednotlivych
aminokyselin 5-10™ mol L™, Eg = +0,1 V. Zbytkovy proud Al
vyhodnocen jako Al, = I - I, kde I odpovida zbytkovému proudu
pfi dané pritokové rychlosti a /; za statickych podminek

mi aminokyselinami. To mize byt dano odliSnou strukturou
komplexu histidinu s Cu2+, na kterém se podili dusik imida-
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zolového jadra a a-amino dusik, a ktery ma vyssi rychlostni
konstantu vzniku nez komplexy ostatnich aminokyselin®.
Prechodné snizeni odezvy detektoru vrozmezi 0,4-0,6
mL min~' je patrné zptisobeno hydrodynamickymi paramet-
ry detektoru. Predpokladame, ze pti prutokové rychlosti
odpovidajici hran€ poklesu se za dratkem tvoii pritokovy
stin, takze pti detekci neni aktivni cela plocha elektrody.

Pracovni charakteristiky detektoru, koncentracni zavislosti

Zvysena citlivost detektoru vici histidinu je zfejma
i z parametru kalibracnich zavislosti, které jsou opét uve-
deny v tabulce II. Zavislosti jsou linedrni v celém meéte-
ném rozsahu a dosazené meze detekce jsou fadove srovna-
telné s ostatnimi konstrukénimi typy detektorti s médeény-
mi elektrodami a s pfimou UV detekci. Vyssi detekéni
limity ve srovnani s Pt-uCD jsou zplisobeny vyS$im Su-
mem elektrody (0,25 nA pti Ey, = +0,1 V). ZvySené hod-
noty Sumu jsou zpUsobeny rozpousténim vlastniho elektro-
dového materialu pti vlozeni kladného potencialu na méd'.
Rozdilny princip detekce vede k vy$si hodnoté zbytkového
proudu pro Cu-pCD (1300 nA) ve srovnani s Pt-uCD
(110 nA). Opakovatelnost pro 10 nastiiké 1.10~ mol I!
fenylalaninu vyjadfena relativni smérodatnou odchylkou
byla 0,94 %. V pribc¢hu dlouhodobého uZzivani detektoru
vSak bylo pozorovano, ze dochazi k poklesu odezvy detek-
toru, ktery je zptisoben postupnym rozpousténim elektro-
dy. Vzhledem k soucasnému poklesu zbytkového proudu
a snizovani Sumu detektoru vsak nejsou ovlivnény detekc-
ni limity. Elektrodu lze elektrochemicky regenerovat vy-
louc¢enim médi na jejim povrchu z 0,1 mol L™ roztoku
CuSO, pfti konstantnim potencialu —0,3 V, vzhledem
k nizkym vyrobnim nakladim detektoru vSak tato moznost
neni prili§ dulezita. O pouzitelnosti detektoru ve farmaceu-
tickych analyzach svédci obr. 4, kde je chromatogram
infuzniho roztoku obsahujiciho valin, leucin a isoleucin pfi

I/, nA a.u
30+
0,015
20+
0,010
10+
0,005
OF 0,000
0

t, min

Obr. 4. Chromatogram infuzniho roztoku ,,Nutramin® VLI
v mobilni fizi 0,025 mol L™ NaH,PO,; pH 6,8 — methanol
(2,5 %). Davkovéano 20 pL, pritokova rychlost 1 mL min~". De-
tekce na Cu-puCD (—) (Egq =+ 0,1 V) a ptima UV detekce (---)
(A =200 nm)
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detekci na Cu-puCD ve srovnani s piimou UV detekci pfi
200 nm. Neidentifikované piky viditelné v UV chromato-
gramu sveédci o nizsi selektivité UV detekce ve srovnani
s Cu-uCD. Ackoliv v tomto pfipad€ nebyla provadéna
kvantifikace analytd, ze srovnani detek¢nich limiti pro
analyty studované v predchozi kapitole vyplyva, ze
Cu-pCD je dostatecné citlivym a selektivnim detektorem
pro tento druh analyzy.

Ampérometricky detektor s diamanto-
vou mikroelektrodou dopovanou borem
pro kapildrni elektroforézu

Konstrukce detektoru

Elektrochemicka detekéni cela pro detekcei za kolonou
v CZE byla realizovana s pracovni elektrodou z diamantu
dopovaného borem (BDD). Tento material se oproti ostat-
nim formam uhliku pouzivanych pro CE-EC (skelny uhlik,
uhlikova vlakna, porézni grafit) vyznacuje mimofadnou
stabilitou, nebot’ jeho povrch je terminovan vodikem, tudiz

«—4

a0

W i

4= Pt drat pokryty BDD
uhlikové vlakno

L ¢ vodivé epoxidové
lepidlo

pipetova
nasadka

&« Cudratek

Obr. 5. Elektrochemicka detekéni cela pro detekci na konci
kolony v CZE (a) a detail pracovni elektrody (b); 1 — pipetova
nasadka se zatavenou pracovni elektrodou, 2 — referenc¢ni elektro-
da (Ag/AgCl, 3 mol L™ KCl, nasyceny AgCl), 3 — pomocna Pt
elektroda, 4 — separacni kapilara, 5 — Srouby v navzdjem kolmé
pozici slouzici k pfesnému nastaveni konce separacni kapilary
proti pracovni elektrodé
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ma podobnou strukturu jako alkany a ma jen velmi nizkou
tendenci adsorbovat poldrni slouceniny z roztoku. Dal§imi
klady BDD elektrod je Siroké potencialové okno ve vod-
nych prostfedich, nizké zbytkové proudy a dlouhodoba
stabilita odezvy™* .

Problémem pro vyuziti BDD elektrod v CE ziistava
miniaturizace, jelikoz BDD filmy se zpravidla ptipravuji
jiz zminénou metodou CVD (cit.’’) na vhodny nosi¢. Béz-
né pouzivané planarni kiemikové desticky nejsou pro mi-
niaturizaci ptili§ vhodné, vhodnéjSim substratem se ukaza-
ly byt platinové dratky o priméru 10-76 pm, které je moz-
né pfi vlozeni stfidavého napéti na Pt dratek symetricky
umistény do roztoku 1 mol L™ KOH mezi &tyfi uhlikové
elektrody vyleptat do $picky**®. Takto upraveny Pt dratek
o priméru 76 pum byl pouzit i v naSem pftipadé¢, plocha
elektrody byla vymezena manudlnim stlaCenim polypropy-
lenové nasadky kolem Spicky elektrody po jejim zahtati
a jeji hodnoty dosahovaly velikosti 1,5:102—4,5-10% mm®.
Detail BDD pracovni mikroelektrody ukazuje obr. 5, jeji
umisténi v cele pro detekci za kolonou je ziejmé ze sché-
matu A. BDD elektroda byla proti konci kapilary nastavo-
vana manudlné¢ s pomoci mikroskopu do vzdalenosti cca
20 pm.

Charakteristika pracovnich parametrii detektoru
Parametry elektrochemické detekce na BDD mikro-
elektrodé byly porovnavany pii analyze modelové smési
obsahujici 2-AN, 2-OHN a 1-OHN. Kapilara o vnitfnim
priméru 30 um byla vybrana na zakladé piedchozich ex-
perimentl s katecholem, kdy byly zaznamenavany jeho
cyklické voltamogramy na BDD v detekéni cele rychlosti
100 mV s~ pii napéti 0-20 kV vlozeném na kapilaru.
S rostoucim napétim se posouval oxidaéni pik katecholu
az 0 ~ 220 mV pfi 20 kV pro kapildru s vnitfnim prame-
rem 75 um, pro 30 pm kapilaru ¢inil tento posun pouze
~ 40 mV (cit.”®). Separace byla realizovana v 0,04 mol L™

I, pA
300 2-AN
2-OHN
1-OHN
200
100
0 C 1 1 1
0 150 300 450
t, min

Obr. 6. Elektroferogram smési 2-aminonaftalenu (¢ = 5-107°
mol L"), 2-hydroxynaftalenu a 1-hydroxynaftalenu (c = 1.10~
mol L™) v 0,04 mol L™ boratovém pufru, pH 9,2. Detekce na
BDD mikroelektrod€, Eg; =+ 0,95 V
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boratovém pufru pH 9,2, ktery umoziuje déleni 1-OHN
(pK, 9,34) a 2-OHN (pK, 9,51), 2-AN neni v tomto pro-
stiedi ionizovan (pK, 4,16) (cit.”) a je unasen elektroosmo-
tickjm tokem, jehoz pohyblivost je 5,410 ecm® V' 57",
Z hydrodynamickych voltamogramt studovanych latek byl
uréen optimalni detekéni potencidl + 0,90 V. Typické hod-
noty zbytkového proudu na BDD mikroelektrod¢ pti tomto
potencialu dosahovaly 20—80 pA, hodnoty Sumu se pohy-
bovaly v rozmezi 0,6—1,2 pA. Jejich kolisani svéd¢i o tom,
ze k sledovanému Sumu vyznamnym podilem pfispivaji
elektrické obvody fidicich jednotek, které se tak
v miniaturizovanych detekénich systémech mohou stat fak-
torem omezujicim detekéni limity. Z obr. 6 znazoriujiciho
typicky elektroferogram smési 2-AN, 1-OHN a 2-OHN je
ziejmé dostatecné rozliSeni analytl i pfi mirném chvosto-
vani pikl. To je Castym problémem pii detekci na konci
kolony v CE, nebot’ dochazi k rozmyvani zony analytu
mezi koncem separacni kapildry a indikacni elektrodou.
Zjisténa separacni ucinnost (pocet teoretickych pater na
metr kapilary (N = 5,54 (tmig”/ W112), . 152 000 (2-AN),
160 000 (2-OHN), 186 000 (1-OHN)) je tak podhodnocena
vzhledem ke skutenym parametrim kapilary. Bylo zjiste-
no, ze piky ziskané na elektrodach s mensi plochou nez
2,410 mm?, u kterych je exponovana pouze kuzelovita
¢ast konce, vykazuji mensi chvostovani pfi zachovani stej-
né citlivosti. Proto je dtlezité nalézt reprodukovatelnou
metodu izolace elektrod, coZ ovSem v miniaturizovaném
méfitku s omezenymi moznostmi mechanicky fizené ma-
nipulace neni snadné. Parametry kalibracnich zavislosti
pro 1- a 2-OHN jsou shrnuty v tabulce II, dosazené limity
detekce, pocitané pro hodnotu Sumu 0,9 pA jsou mirné
nizsi ve srovnani s HPLC — Pt-uCD. Na druhé strané opa-
kovatelnost dosaZend na BDD je 3,9-4,5 % pro vSechny
studované analyty, témét pétinasobek hodnot dosahované
s uCD elektrodami, coz lze pfisuzovat vySe zminénému
rozmyvani mezi kapilarou a BDD elektrodou. Vyssi hod-
noty (~11%) reprodukovatelnosti naméfené pro pét riz-
nych elektrod poukazuji na dal$i problém detekce na konci
kapilary v CE — nutnost reprodukovatelného vzijemného
postaveni kapilary a indikacni elektrody.

Zavér

V praci byly predstaveny dva ampérometrické detek-
tory s miniaturizovanymi pracovnimi elektrodami. Platino-
va varianta jednoduchého detektoru zaloZzené¢ho na mikro-
cylindrické elektrodé byla pouzita pro detekci vybranych
amino a hydroxyderivati naftalenu. Ve srovnani s dfive
vyvinutym tubuldrnim detektorem je vyhodou Pt-uCD
mensi chvostovani piki, nizsi citlivost nemusi byt omezu-
jicim faktorem vzhledem k béZné extrakci a prekoncentra-
ci pfi analyzach biologickych a environmentalnich vzork?.
Hydrodynamické procesy vyvolané umisténim dratku
v kapilare jsou dobie ziejmé pii detekci aminokyselin na
médeéné varianté detektoru. Pii vysSich prutokovych rych-
lostech je odezva detektoru fizena konvektivni difuzi, pfi
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nizsich pratokovych rychlostech by se prodlouzila doba,
po niZ je analyt ve styku s mé€dénou elektrodou, coz by
mélo za nasledek vzrist proudu a mohlo vést ke zvySeni
citlivosti detektoru napf. pii pouziti v uHPLC (cit.’").
Atraktivni moznosti pro tento typ detektoru by mohlo byt
vyuziti elektrokatalytické oxidace aminokyselin na Cu
elektrodach v zasaditych prostiedich, které otevird moz-
nosti kombinace Cu detektort napt. s FIA ¢i CE (cit.**4h.
Ampérometricky detektor s BDD mikroelektrodou pouzity
v kombinaci s CZE vykazoval ve srovnani s nCD vy$si
hodnoty opakovatelnosti, coZ je dano specifiky detekce na
konci kolony. V porovnani s Pt-uCD bylo vSak dosazeno
niz§ich detekcnich limith pro studované hydroxynaftaleny
a design pracovni elektrody naskytd moznost budouciho
uplatnéni v CE separacich na Cipu.
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pobytu na Michigan State University, J. B. dékuje za fi-
nancni podporu Grantové agenture Ceské republiky (grant
203/03/0182) a G. M. S. dekuje grantu NIGMS, GM
065958-01.
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K. Peckova®, V. Mocko®, F. Opekar?,

G. M. Swain"®, J. Zima®, and J. Barek® (“ UNESCO Labo-
ratory of Environmental Electrochemistry, Department of
Analytical Chemistry, Faculty of Science, Charles Univer-
sity, Prague; * Department of Chemistry, Michigan State
University, East Lansing, USA): Miniaturized Am-
perometric Detectors for HPLC and Capillary Zone
Electrophoresis

This study was devoted to the characterization and
use of two types of laboratory-made miniaturized am-
perometric detectors. First, an amperometric microcylin-
drical detector (uCD) for HPLC is described. It is based on
a microwire working electrode placed across the flow of
mobile phase in Teflon tubing connected directly to the
column outlet. The Pt-uCD was employed for the detec-
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tion of selected hydroxy and amino derivatives of naphtha-
lene. The repeatability of the detector response is satisfactory
(< 1 %) in the concentration range 2:10”" — 6:107° mol L™ and
detection limits achieved were 7.8:10°mol L™, 1.1-107
mol L™, 2.5:107 mol L™" and 2,8:10 " mol L™! for 1-naph-
thylamine, 2-naphthylamine, 1-naphthol, and 2-naphthol,
respectively. The Cu-pCD was used as a selective detector
for the HPLC analysis of selected amino acids, based on
their complexation reaction with Cu®>* from Cu microwire
electrode. Due to a different electron transfer principle, the
detector shows a higher background current and noise than
Pt-uCD; nevertheless, it enables the detection of amino
acids with limits of detection in the range 1.4-10° mol L™
(histidine) to 1.2:107° mol L™ (tryptophan). Second, an
amperometric detector with boron-doped diamond micro-
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electrode connected to capillary zone electrophoresis was
employed for the detection of 2-naphthylamine, 1-naphthol
and 2-naphthol in column. The microelectrode was fabri-
cated by coating electrochemically sharpened platinum
wires with thin films of polycrystalline boron-doped dia-
mond. The calculated electrode areas were (1.5-4.5)-107
mm?. The diamond microelectrodes exhibited good elec-
troanalytical performance with a low peak-to-peak noise
~1 pA, low and stable background current and repeatable
responses for studied analytes. Limits of detection for 1-
and 2-naphthol were established as 9.5-10™ mol L™ and
9.0-10°* mol L', respectively. Stable response of all the
working electrodes described and their small dimensions
are promising for their possible use in micro-HPLC or
capillary electrophoresis in microchip format.

Cesky svaz védeckotechnickych spole¢nosti k 1. lednu tohoto roku

vyhlaSuje

»SoutéZ mladych odborniki o cenu CSVTS«.

Protoze odborné zaméteni clenskych spolecnosti Svazu je velmi Siroké, neni téma soutéze specifi-
kovano, mélo by se vSak samoziejmé dotykat problému technickych obort.

Soutéz je urCena zajemcim do 35 let. Nejlepsi prace bude odménéna ¢astkou 100 000 K¢.

Blizsi informace o soutézi naleznete na www.csvts.cz
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