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ABSTRAKT

Elektrochemické stanoveni rozpusténého kysliku

Elektrochemické stanoveni kysliku je béznou metodou v klinické praxi. Cilem
bakalarské prace je nalézt vhodné zapojeni potenciostatu eDAQ a miniaturni kyslikové
elektrody pro elektrochemické stanoveni rozpusSténého kysliku, nasledné zapojeni a
funkénost méfici soustavy otestovat na sadé vzorkli, ve kterych probéhne
amperometrické méfeni. K ovéfeni byla pouzita koncentra¢ni fada chloridu sodného o
konstantni teploté a vzorky s riznou teplotou. Na zaklad¢ vysledki byla metoda
optimalizovéana. Pro pribéh amperometrie bylo zvoleno konstantni napéti -680 mV se
dvéma napétovymi pulzy s hodnotami -50 mV. Vystupem méfeni byl elektricky proud
umérny mnozstvi rozpusténého kysliku ve vzorku. Dle vysledkli experimentd se
potvrdilo klesajici mnozstvi rozpusténého kysliku s rostouci iontovou silou méfeného
roztoku a klesajici mnozstvi kysliku s rostouci teplotou vzorku.

Klicova slova

amperometrie, rozpustény kyslik, elektrochemické stanoveni



ABSTRACT

Electrochemical evaluation of dissolved oxygen

Electrochemical evaluation is a common method in clinical practice. The aim of the
thesis is to wire given devices (potenciostat eDAQ and miniature oxygen probe) for the
evaluation of dissolved oxygen, test the function of devices and perform a pilot
amperometric measurement in chosen solutions. The pilot measurement was performed
in the concentration row of sodium chloride of constant temperature and in water of
different temperatures. Based on results of the measurement, conditions were optimized.
The chosen voltage for the amperometric experiment was -680 mV with two additional
impulses of -50 mV. The output of the experiment was an electric current proportional
to the amount of dissolved oxygen in the solution. The results confirmed decreasing
amount of oxygen in solutions with higher ionic strength and higher temperature.

Keywords

amperometry, dissolved oxygen, electrochemical evaluation
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Seznam symboli a zkratek

Seznam symboli

Symbol Jednotka Vyznam

E V Elektrodovy potencial

E° \Y, Standardni elektrodovy potencial
R J-K1-mol? Univerzalni plynova konstanta

T K Termodynamicka teplota

z - Mocenstvi prvku

F C-mol* Faradayova konstanta

a mol-1? Chemicka aktivita

p kPa Tlak

pi kPa Parcialni tlak plynu i

Vi m? Objem plynu i

Xi - Molarni zlomek

ki m3-kPa-mol?  Absorpéni koeficient

V m?3 Objem

n mol Latkové mnozstvi

paO- mmHg Parcialni tlak kysliku v arterialni krvi
pa02 mmHg Parcialni tlak kysliku v alveolach
m g Hmotnost

I HA Elektricky proud

c mol-1*? Molérni koncentrace

t °C Teplota

Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

ATP Adenosintrifosfat

EKG Elektrokardiografie

EEG Elektroencefalografie

ABR Acidobazicka rovnovaha

AC Pulzni slozka (alternating component)

DC Stejnosmérna slozka (direct component)

PEEK Polyetereterketon

RTD Odporovy teplotni senzor (resistance temperature detector)
PTE Peltiertuv termoelektricky element




1 Uvod

Obsah kysliku v lidském organismu je dilezitym fyziologickym ukazatelem
acidobazické rovnovahy. Nejéastéji méiime jeho obsah v Krvi, v dychacich plynech a
v tkanich. V mediciné¢ se setkavame stadou metod pro jeho stanoveni, pficemz
elektrochemické stanoveni ma své nezastupitelné misto, at’ uz jde o pouziti napf.
Vv analyzatorech krevnich plynt dle Astrupa, v transkutdnnich senzorech ¢i
V biosenzorech, kde méfenim kysliku mizeme neptimo urcit jinou latku, napt. glukozu.

Lidsky organismus funguje aerobné, kyslik je tedy nezbytny pro lidsky zivot. Je
vyuzivan pii vyrobé ATP, tedy molekuly, bez které neprobiha zadny aktivni d¢j v téle.
Na druhou stranu muize vysokd koncentrace kysliku organismu Skodit. Pii
patologickych stavech je tedy nutné monitorovat vnitini prostiedi pacienta. Typicky se
méti velikost parcidlniho tlaku kysliku.

Cilem této prace je zavést metodu méfeni kysliku pomoci potenciostatu od firmy
eDAQ a kyslikové elektrody Clarkova typu, pficemz vytvoieny protokol méfeni a
navod miize v budoucnosti slouzit jako soucast praktické vyuky pfi praci v laboratofi
v riznych pfedmétech zabyvajicich se elektrochemii ¢i fyzikdlni chemii, jenz s touto
problematikou tzce souvisi. Studentim prace pfiblizi zejména principy stanoveni
kysliku v analyzatorech acidobazické rovnovahy.

1.1 Cile prace

Prvnim cilem dle zadani bakalaiské prace je navrhnout vhodné zapojeni piistroje eDAQ
(potenciostatu ER466) a miniaturni kyslikové elektrody pro elektrochemické stanoveni
rozpu$téného kysliku v biochemické laboratofi. Postupovano bude dle dostupnych
technickych manudlti a komunikace s vyrobci obou produkti. Zprovoznéni celé méfici
soustavy bude, vzhledem k narokim na podminky méfeni, vyzadovat dal§i vhodné
piistrojové vybaveni a v neposledni fadé vhodny software, jimz se bude potenciostat
ovladat a jimZ se budou vyhodnocovat namétena data.

DalSim navazujicim cilem prace je meéfici soustavu zprovoznit a provést sérii
amperometrickych meéfeni pro sadu vzorkl. DosaZeni cile bude vyZadovat nalezeni
optimalnich metod pro provedeni experimentu, které zaru€i stalost podminek pii
méfeni, a dale bude vyzadovat vhodné zvoleni vzorkii, na nichz se bude méteni
provadét. Metody a vzorky budou zvoleny tak, aby se na nich daly demonstrovat
fyzikélni principy, jenz ovlivituji mnozstvi rozpusténého kysliku ve vzorcich a tim
padem 1 silu generovaného elektrického signalu, jenZ bude hlavnim vystupem pro
posuzovani spravnosti zapojeni a interpretaci experimentll. Hlavnimi proménnymi
budou teplota a iontova sila pouzitych roztok.
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Poslednim zadanym cilem je sestavit jednoduchy navod pro pouzivani pfistroje,
jeho kalibraci a méfeni rozpusSténého kysliku ve vzorku. Sestaveni navodu bude
zahrnovat zkuSenosti a znalosti ziskané v prubéhu celého procesu zpracovavani tohoto
tématu.
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2 Prehled soucasného stavu

2.1 Elektrochemie a zakladni pojmy

Elektrochemie je védni obor, ktery studuje déje a rovnovahy v homogennich 1 v
heterogennich systémech, kde alesponi jedna slozka obsahuje Castice s elektrickym
nabojem. Zkouma vzajemné pisobeni elektrickych a chemickych dé&t, kdy nastavaji
chemické zmény po prichodu elektrickych proudem elektrodami. [1, 2]

2.1.1 Elektrochemické metody

Princip elektrochemickych metod spociva v zavislosti elektrochemickych vlastnosti
roztoki na jejich sloZzeni a koncentraci. Zakladni prostiedek téchto metod je
elektrochemicky clanek. Je tvofeny elektrodami ponofenymi do roztoku analytu, které
jsou zaroven pripojené k méficimu aparatu, jenz vyhodnocuje sledovanou elektrickou
aktivitu. Elektrochemicky c¢lanek oznacujeme bud jako galvanicky, nebo jako
elektrolyticky. Galvanicky ¢lanek je zdrojem napéti, na elektrolytickém ¢lanku probiha
elektrolyza, tedy vynuceny dégj. [1]

Pojem elektrochemické metody skryva cetné zpusoby a piistupy métfeni. Obecné
tyto metody délime na dvé vétsi skupiny, a sice na:
i) metody zaloZené na méieni elektrickych vlastnosti vzorku — sem spadaji

metody oznacované jako dielektrimetrie (méfeni kapacity) a konduktometrie
(méfeni vodivosti)

i) metody zaloZené na sledovani elektrochemického déje — u téchto metod dale
rozlisujeme, zda je proud nulovy ¢i nikoli.

V ptipadé nulového proudu métime rovnovazné napéti elektrochemického ¢lanku,
jedna se o potenciometrii.

Je-li proud nenulovy, rozliSujeme fadu metod, napt.: voltametrii, polarografii,
amperometrii, elektrogravimetrii ¢i coulometrii.
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2.1.2 Elektrody

Rozeznavame elektrody prvniho druhu, elektrody druhého druhu a elektrody
membranové. [3]

a) Elektrody prvniho druhu

Jsou tvofeny kovem ponofenym do roztoku soli, jejiz kationt je iontem materialu
elektrody. Pfi ponotfeni kovu do roztoku se kov zane rozpoustét a uvoliiovat do roztoku
sv¢ kationty, viz nasledujici rovnice, kde M oznacuje kov:

M® — M™ +n-e (2.1)

Dle mocenstvi kationtu se tvofi pfislusné mnozstvi elektronti. Ty se hromadi v tzv.
vodivostnim pasu na povrchu kovové elektrody a vytvareji tak jeji zaporny potencial
vuci roztoku. Pii zvySené koncentraci iontl muze dojit i k opacnému jevu, kdy se
elektroda nabije kladné tim, Ze elektrony spotfebuje k redukci kationtli v roztoku a
dojde tak k vylouceni dané latky, tj. s oxida¢nim ¢islem nula. [3]

Velikost elektrodového potencidlu se da vypocitat pomoci Nernstovy rovnice, kdy
vychazime ze zapisu elektrodové reakce ve sméru redukce. Pak plati:

. a
E-E°— F: : -In(ap“’d“kt} kde (2.2)

reaktant

E je standardni elektrodovy potencial méfeny vici standardni vodikové elektrodg,
R je univerzalni plynova konstanta, T je termodynamicka teplota, z oznacuje mocenstvi
prvku, F je Faradayova konstanta a a je aktivita kovu.

b) Elektrody druhého druhu

Jsou tvofeny kovem potaZzenym vrstvou Spatné rozpustné soli, ktera brani pfimému
kontaktu kovu sroztokem. Kationt soli je stejny jako materidl kovu, aniont je pro
zménu shodny s aniontem elektrolytu, se kterym se elektroda aplikuje. Nejznamé;jsi
elektrody Il. druhu jsou kalomelova a argentchloridova elektroda. Vzhledem k toxicité
rtuti se v biomediciné setkdvame pravé s argentchloridovymi elektrodami, jenz
nachdzeji uplatnéni jako referentni elektrody riznych analytickych systémti nebo jako
snimaci elektrody biologickych signalt.

Kovem u argentchloridové elektrody je stiibro, stl je typicky chlorid stiibrny a
elektrolyt je libovolnd stl s obsahem chloridovych aniontli. Jeji potencial je mozné
vyjadfit upravenou Nernstovou rovnici:

R-T
EAgIAgCI = O,ZZ—T In(acr) (23)
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Ze vztahu plyne, ze potencial argentchloridové elektrody je pii konstantni teploté
zavisly pouze na koncentraci chloridovych aniontd. Tento fakt se s vyhodou vyuziva pii
potfebé aplikace referentni elektrody v méfeni. Je-li pouzit elektrolyt o stanovené
koncentraci chloridovych iontd, zustava potencial argentchloridové elektrody velmi
stabilni v Case a elektroda je minimalné polarizovatelnd. Elektrolyt je pro toto pouziti
nutné oddélit od méfeného roztoku, aby se neménila aktivita chloridovych aniontt.

Jsou-li argentchloridové elektrody pouzity pro sniméni biologickych potencialt
(napt. pti EKG ¢i EEG), opét je pozadovana stabilita elektrodového potencialu nehledé
na chemické zmeény na kontaktnim povrchu pacienta. Stala koncentrace chloridovych
iontl je zajiSténa piislusSnym gelem, ktery funguje jednak jako elektrolyt, jednak jako
solny mistek pro vodivé spojeni elektrod a pacienta. [3]

c) Elektrody se semipermeabilni membranou

Z nazvu je patrné, ze tyto elektrody jsou opatieny membranou. Ta mize byt dvojiho
druhu — muze se jednat o osmoticky aktivni membranu ¢i o iontové selektivni.

Osmoticky aktivni membrana propousti pouze molekuly vody a jeji Cinnost je
tfizend rozdilem osmotickych tlakli na obou stranach membréany. Typickym ptikladem je
bunécnd membrana.

Iontové selektivni membrany umoziuji priichod jen vybranym iontlim. Je-li vnitini
elektrolyt elektrody oddélen touto membranou od vnéj§iho méteného roztoku, ionty
tohoto vnéjSiho roztoku budou hnany koncentraénim gradientem do vnitiniho
elektrolytu. Membrédna ovSem propusti jen urcity druh iontl a vznikéd tak membrénovy
potencial. Jeho velikost zavisi na rozdilu aktivit sledovaného iontu na obou stranich
membrany, dava tedy informaci o rozdilu potencialii mezi obéma roztoky. Pro méteni
tohoto potencidlu je tfeba vyuzit referencni elektrodu. V soucasné dobé se vyrabéji
kombinované iontové selektivni elektrody, jenZ obsahuji mérnou 1 referen¢ni elektrodu
s ptisluSnymi elektrolyty. Vhodnym ptikladem takové elektrody je napt. pH elektroda
(Obrazek 2.1), Severinghausova elektroda, etc.

Ag, AgCl
OKCd

porézni
keramika

ISM
elektrolyt

/‘ pH-elektrody

Obrazek 2.1: Uspotradani kombinované pH elektrody [3]
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2.1.3 Amperometrie

Tato elektrochemickd metoda byla zminéna jiz vySe v klasifikaci metod. Pro potieby
této prace je blize specifikovana a je ji vénovadna vlastni kapitola. Principem
amperometrie je sledovani elektrochemického dé¢je, kdy se na pracovni elektrodu vklada
konstantni potencial, pii kterém dochazi k oxidaci ¢i redukci analytu. Tyto zmény
vyvolaji tok elektrického proudu, ktery se snima v Case. Plati, Ze velikost proudu je

piimo umeérna koncentraci sledované latky.

V praxi tento pojem zastit'uje tzv. pfimou amperometrii a amperometrickou titraci.
Pfima amperometrie se pouziva pro meéfeni koncentrace rozpusténych plynii ¢i pro
méfeni koncentrace latek, které reaguji s kyslikem, pfipadné chemickou reakci kyslik
generuji.

Amperometrickd titrace je zaloZena na stanoveni bodu ekvivalence dle méteni
zmény intenzity elektrického proudu v zavislosti na pfiddvaném objemu titra¢niho
¢inidla, zatimco je mezi pracovni a referen¢ni elektrodou piivedena Konstantni hodnota

potencialu.

2.1.4 Biosenzory

Obecné se jedna o analyticka zafizeni skladajici se ze tfi komponent: prvni je prvek
pfirodniho plvodu, tzv. biorekognicni element, tim mize byt enzym, protilatka,
organela aj. Druhou komponentou je fyzikalné-chemicky pfevodnik, jehoz podstata je
pfevést interakci biorekogni¢niho elementu na méfitelnou fyzikalni veli€inu. Treti
komponenta je detektor.

Dle druhu pouZitého prevodniku rozezndvame biosenzory elektrochemicke,
optické, piezoelektrické (akustické) a kalorimetrické.

a b Cc d e

— \\J w2376

Reference

Obrazek 2.2: Schéma biosenzoru — a) biokatalyzator reagujici se substratem tvotici
produkt; b) elektro-chemicky ptevodnik; c¢) zesilova¢ signalu; d) procesor; €) zobrazeni

[4]
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Hojn¢ vyuzivanym elektrochemickym biosenzorem vyuZzivajici amperometrii je
napt. glukometr. Uspofadani a elementy elektrochemickych glukometrii je cela fada
(rozeznavaji se tzv. generace glukometr), pro ilustraci je uvedeno nasledujici
usporadani:

Biorekogni¢nim elementem je zde enzym glukosooxidasa, fyzikalné-chemicky
ptevodnik modifikovana Clarkova elektroda. Principem méteni hladiny glukdzy v krvi

je enzymaticka reakce enzymu a glukosy za vzniku kyseliny glukonové a peroxidu
vodiku. [5]

glukosa + O, —dukesexidesa_, ysselina glukonova + H,0, (2.4)

Peroxid vodiku je nasledné oxidovan na platinové elektrodé pfi konstantnim napéti,
pti¢emz vznikly elektricky proud je pfimo imérny koncentraci glukoézy v krvi.

H,O, >2H"+0, +2¢ 2.5
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Obrazek 2.3: Schéma usporadani a funkce amperometrického glukometru. [2]
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2.2 Fyzikalni vlastnosti plyni

Pro popis mnozstvi plynu lze vyuzit rdzné veliiny, ale ne vzdy musi vyjadfovat
skutecné mnozstvi plynu. Existuji tzv. termodynamické stavové veliCiny, jenz plyny
charakterizuji. Ty jsou celkem Ctyfi a jedna se o objem plynu V, latkové mnozstvi plynu
n, tlak plynu p a termodynamickou teplotu plynu T. Vzajemny vztah mezi veli¢inami
popisuje stavovd rovnice idedlniho plynu, kterd je jest¢ doplnéna o univerzalni
plynovou konstantu R.

p-V=n-R-T (2.6)

Nutno podotknout, Ze uvedena rovnice idealniho plynu plati 1 pro plyny readlné, ale
jen v urcitém teplotnim a tlakovém rozmezi. Pro teplotu 0 °C az 500 °C a tlaky 0 Pa az
5 MPa je mozné stavovou rovnici pouzivat pro idedlni i realné plyny. [3]

2.2.1 Daltoniiv zakon a parcialni tlak
Ve smési plyntl jsou jednotlivé plyny dokonale promiseny a tvoii souvislou fazi. Jeden
diléi plyn i o parcialnim tlaku pi pfispiva k celkovému tlaku p plynné smési, pficemz
parcialni tlak pi je definovén jako tlak, ktery by jednotlivy plyn mél, kdyby zaujimal
veskery objem V celé smési pii konstantni teploté.

Pro parcialni tlak p;j plynu i, ktery zaujima objem Vi ve smési plynt o celkovém
objemu V dale plati vztah 2.7, kde vi je objemovy zlomek a Xi je molarni zlomek.

Mgy .pex -
Pi=v, P=Vi-P=XP 27

Daltontv zékon pak tik4, Ze celkovy tlak p smési plynu je roven souctu parcialnich
tlaki pi jednotlivych slozek (plynt) smési:

Zpi =p (2-8)

Spojenim obou vztahi lze vyjadfit napt. slozeni suchého vzduchu pfi
atmosférickém tlaku 101 325 kPa.

Tabulka 1: Slozeni suchého vzduchu [11]

Plyn Parcialni tlak pi plynu  Objemovy zlomek v (obj. %)
(kPa)
N2 79,12 78,09
02 21,23 20,95
Ostatni (COg, Ar, etc.) 0,97 0,96
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2.2.2 Henryho zakon

Fyzikalni rozpousténi plynu v kapaliné znamend, Ze se Castice plynu rozptyluji mezi
Castice kapaliny, aniz by mezi sebou ¢astice kapaliny a plynu reagovaly, a vytvareji v ni
parcialni tlak. Proces rozpousténi bude trvat tak dlouho, dokud se z kapaliny s plynem
nestane nasyceny roztok, tedy dokud neni v rovnovaze s nerozpusténym plynem nad
roztokem. Tento d&j popsal William Henry, po némz je pojmenovan Henryho zakon.
Ten vyjadiuje skutecnost, ze molarni koncentrace Xi rozpusténého plynu i v kapaliné je
za konstantni teploty pfimo imérna parcialnimu tlaku p; plynu i nad jeji hladinou a
absorp¢nimu koeficientu k; charakteristickému pro dany plyn, jenZz je pievracenou
hodnotou Henryho konstanty. [3, 9]

Xi = ki P (2.9)

Dale plati, ze parcialni tlak plynu v kapalin€ je roven parcidlnimu tlaku tohoto
plynu nad hladinou kapaliny. Podminkou pro platnost pravidla rovnovahy na rozhrani
kapaliny a plynu, které vychdzi z Daltonova zakona, je dostatek ¢asu na rozpusSténi a
ustanoveni rovnovahy. Ekvilibrium je mozné pozorovat napi. na rozhrani plicnich
alveol a zakonceni plicnich kapilar, kde je za fyziologickych podminek dostatek c¢asu,
aby nastal rovnovazny stav, potom plati: paO2 = paO2, stejné tak paACO2 = paCOs2. [9, 16]

Totozné hodnoty parcialnich tlakli ale neznamenaji stejné mnozstvi, to totiz zavisi
nejen na parcidlnim tlaku, ale 1 na koeficientu rozpustnosti plynu, jenz je ovlivnén
teplotou a okolnim tlakem. MnozZstvi rozpusténého plynu je nepiimo timérné teploté,
skute¢nost demonstruje graf nize. TaktéZ ma vliv vysolovaci efekt, kdy s rostouci
koncentraci soli v roztoku klesa mnozstvi rozpusténého plynu. [3, 12]

15
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Dissolved oxygen (mg.L™")

Temperature (°C)
Graf 2.1: Zavislost rozpustnosti kysliku ve vod¢ na teploté za standardniho tlaku. [12]
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2.3 Kyslik

Kyslik je nekovovy prvek patiici do skupiny chalkogent, nélezi tedy do VI. hlavni
podskupiny v periodické tabulce prvkti a ma Sest valen¢nich elektront. Jedna se o
nejhojnéjsi biogenni prvek, ktery se vyskytuje v mnoha alotropickych formach.
Nejcastéji se vyskytuje jako tripletovy dikyslik, tedy jako dvouatomova molekula
kysliku se dvéma sdilenymi elektronovymi pary tvofici dvojnou kovalentni vazbu. Za

standardnich podminek se nachazi v plynném stavu. [7]

Jednd se o druhy nejvice elektronegativni prvek, méa tedy velkou kapacitu
v pifitahovani valen¢nich elektronti jinych atomt, ztoho plyne i jeho vyznam jako
silného oxida¢niho cinidla. Kyslik se spotfebovava v tfadé kliCovych biologickych
procestt aerobnich organismi a je navracen zpét do atmosféry skrz metabolismus
fotosynteticky aktivnich zelenych rostlin a nékterych mikroorganismi. V atmosféfe
zaujima kyslik 20,9 % objemu a podle Daltonova zékona je jeho parcialni tlak ve
vzduchu za standardnich podminek pftiblizné 21 kPa. [7]

o ® .
L
o ® ° ®
Obrazek 2.4: Lewistv diagram dvouatomové molekuly kysliku [8]

2.3.1 Vyznam kysliku pro lidsky organismus

vvvvvvvvvv

zpusob anaerobni (glykolyza). M4 vSak daleko vétsi energetickou uc€innost a znatelné
snaz$i eliminaci odpadnich produktli metabolismu, proto je uvolfovani energie za
spotieby kysliku o tolik vyhodnéjsi. [9]

Dychéni se rozliSuje na vnitini a vnéjsi. Vn&j$i dychani znamena pienos kysliku
k bunkam, vnitini dychani pak probihd uvnitt bun¢k v mitochondriich, kde jsou piijaté
nutrienty z potravy odbourany reakcemi vyzadujici kyslik za G¢elem uvolnéni energie
vV podobé ATP (adenosintrifosfatu). Tyto procesy zajistuji fungovéani organismu na
vSech urovnich. [9, 10]

Clovék piijima kyslik (O2) z atmosféry, neni vsak schopen ho dlouhodobg v téle
kumulovat, se zasobami si vysta¢i maximalné nékolik jednotek minut. Pfiblizn€ 98,5 %
kysliku v lidském organismu je navazano na hemoglobin, zbyvajici 1,5 % se vyskytuje
fyzikaln€ rozpusténo v krevni plazmé. Divod tohoto poméru tkvi v obtizné rozpustnosti
kysliku v kapalinach (viz kapitola 2.2.2); kdyby kyslik nebyl navdzan na hemoglobin,
znamenalo by to zvySit minutovy srdeni vydej cca 16x, aby byly pokryty ndroky
organismu na kyslik. Objem rozpusténého kysliku v krvi je dén soucinem koeficientu
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rozpustnosti (typicky 0,03 ml/l pii 37 °C) a parcidlniho tlaku kysliku, jenz je typicky
udavan 80-100 mmHg pro fyziologicky okysli¢enou arterialni krev. V jednom litru krve
se tedy fyzikalné€ rozpusti cca 3 ml kysliku.

I tento maly objem mé vsSak velky vliv, a to hned z n¢kolika divodi. Napf.
receptory pro O; detekuji prave jen rozpusténou formu a dychani je tak pfimo ovlivnéno
PaO2, kdy na parcidlnim tlaku zavisi i syceni hemoglobinu kyslikem (viz obrazek 2.5).
Déle je rozpusténa forma potiebnad pro realizaci difuze, kterd probiha jednak mezi
alveoly a erytrocyty, jednak mezi erytrocyty a tkani. [9]

Parciélni tlak rozpusténého kysliku (a dalSich plyna) v krvi méii 1 analyzatory
acidobazické rovnovahy a na jeho zaklad¢ se dopocitavaji dalsi parametry, naptiklad

saturace hemoglobinu kyslikem SpOa.

b

saturace

hemoglobinu
kyslikem (%)

10

o

(02}
o

60

40

20

20 40 60 80 100
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Obrazek 2.5: Disocia¢ni kiivka hemoglobinu pro kyslik [9]

2.3.2 Stanoveni kysliku v klinické praxi
2.3.2.1 Invazivni stanoveni kysliku: Analyzatory acidobazické rovnovahy

Pro invazivni méfeni parcidlniho tlaku kysliku pO2 (a dalSich plynli) v krvi se pouziva
analyzator acidobazické rovnovahy (ABR), téZ se pouziva oznaceni ,,Astrup* podle
danského klinického chemika, jenz stoji za sestrojenim prvniho analyzatoru krevnich
plyni. Analyzatory funguji na principu elektrochemického stanoveni, kdy se pouzivaji
ruzné druhy elektrod. Pro stanoveni pH se vyuziva sklenéna elektroda, pro oxid uhlicity
Severinghausova elektroda a pro kyslik Clarkova elektroda, jiz je vénovana samostatna
kapitola. Zminéné parametry standardné¢ méfi vSechny analyzatory, jiné se dopocitavaji.
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Pro ilustraci, dopocitavané parametry na zdkladé pO2 jsou saturace hemoglobinu
kyslikem (SO Vv procentech), latkova koncentrace kysliku (ctO2 v mmol/l) ¢i alveolo-
arterialni diference parcialni tenze kysliku (AaDO:z v kPa ¢i mmHg). [2, 10]

V tabulce 2.2 jsou pro predstavu uvedeny rizné parametry, jenz jsou schopny
analyzatory stanovovat. Jedna se o modely ptistrojui firmy Gastat.

Tabulka 2.2: Skala parametrii méfenych analyzatory znaéky Gastat [11]
MéFené parametry 70 720 730 735

pH *
pCO, .
p0, .
cNa*

cK*

cCl

cCa™
cGlucose
cLactate
ctBil

cHb . - .
ctHb
s0,
FO.Hb
FCOH b
FMetHb
FHH b

LR BT A Y
LRI N
« s s

Analyzatory ABR jsou dnes komplexni pfistroje, jenZ se samy kalibruji pomoci
kalibracnich plynt, roztokti a pufri, samy si davkuji mnozstvi vzorku, udrzuji stalé
prostfedi potiebné pro kvalitni provedeni analyzy (zejména konstantni teplotu) a
provadi zakladni tukony spojené s udrzbou (proplach).

Vy§o|§yoz S — Mikroprocesor ‘
Kalibracni | [N#9 €O: l
plyny Nizky O, Display/tisk
Vysoky CO, )
Vodni lazen
N (o]
Standardy |VysokepH S
ufrd i iy /
P Nizké pH /
= & Pumpa
L _—\
Komora
]/
E2 E4
Vstup /
vzorku Pco?l" Refersncs pH

Obrazek 2.6: Schéma uspoiadani analyzatoru krevnich plynt (E1-E4 = elektrody) [12]
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Odebrana krev urcend pro analyzatory ABR je nejcastéji krev arterialni, na rozdil
od standardnich laboratornich vySetfeni, kde se pouziva krev zilni. Misto vpichu se
oSetii dezinfekci, nasledn¢ zdravotnicky personal nahmatd tepnu a pomoci plastové
sttikacky s tenkou jehlou provede odbér malého mnozstvi krve. Tepennd okyslicena
krev se obycejné¢ odebird z artérie radialis. Modernim analyzatorim obvykle ke
stanoveni staci objemy okolo 50 pl (z kapilar) ¢i 200 pl (ze strikacky). Kapilary jsou
uréeny pro arteriolarni (kapilarni) krev odebranou napt. z usniho lalicku, u déti z
pati¢ky. Jelikoz se jedna o krev periferni, je nutné misto odbéru hyperemizovat, tedy
stimulovat arterioly k roztazeni teplem nebo specidlni masti. Pro zji§téni systémového
stavu pacienta se uptednostiiuje arterialni odbér pred kapilarnim (arteriolarnim), nebot’
pO: na periferii bude vzdy niZsi nez v centralnim ob&hu. [2, 10]

Odbér musi byt anaerobni, tedy bez bublin — ty by zkreslovaly vysledky analyzy,
paO2 by byl falesn¢ vyssi, paCO. falesné nizsi a pH by bylo posunuto na alkalickou
stranu. V kapilarach ¢i ve stiikacce je pfitomno mnozstvi heparinu pro ziedéni krve a
zamezeni vzniku sraZenin, které by znemoziovaly vySetfeni. Nasledné je nutné
odebrany vzorek co nejrychleji podrobit analyze, nejpozdéji do 1-2 hodin, pficemz je
potieba vzorek vhodn¢ uchovavat v ledové lazni, avSak krev nesmi zmrznout. Odebrana
krev ve stiikace ¢i v kapilafe se aplikuje do analyzatoru, ktery si automaticky nadavkuje
potfebné mnozstvi vzorku a provede analyzu.

Moznd je i varianta kontinudlniho snimani hodnot ABR, coz mé velky vyznam
zejména u pacientll napojenych na mimotélni ob¢h a u pacientli v kritickych stavech
napojenych na umeélou plicni ventilaci, kdy je vyhodné mit vzdy k dispozici aktudlni
hodnoty pftislusnych parametrii a sledovat vyvoj v ¢ase. Na obrazku nize je usporadani
mimotélniho obéhu s kontinualnim snimanim, kdy do analyzatoru ABR vede vendzni
krev z pacienta a soucasné i okysliCena krev upravena oxygenatorem, coz umozinuje
okamzité porovnani danych hodnot a kontinualni kontrolu spravného pribéhu
procedury.

senzor Zilniho 3antu

Terumo CDI 500
kontinuaini
monitorovaci
systém ABR

@ R

Arterial Cardioplegia

Heart-lung machine

Obrizek 2.7: Kontinualni systém firmy Terumo® pro monitoraci ABR [13]
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2.3.2.2 Neinvazivni stanoveni kysliku
a) Spektrofotometrické méreni saturace hemoglobinu Oz pulznim oxymetrem

Pro pienos kysliku v téle je vyuzivana krev, konkrétné¢ cervené krvinky obsahujici
hemoglobin, jenz je schopen chemicky navazat az Ctyfi molekuly kysliku; tehdy je
mozné fici, Zze je molekula hemoglobinu saturovana kyslikem a oznacuje se jako
oxyhemoglobin. Hemoglobin bez navédzaného kysliku se oznacuje jako redukovany
hemoglobin ¢i deoxyhemoglobin.

Metoda méfeni saturace krve kyslikem pulznim oxymetrem je zalozend na dvou
hlavnich skute¢nostech [14]:

e Svételnd absorbance oxyhemoglobinu a deoxyhemoglobinu je rozdilna. Ob¢
latky maji rozdilnd absorpéni spektra, jenz jsou pro jednotlivé formy
hemoglobinu charakteristicka (Obrazek 2.8).

e Absorbance arterialni krve ma pulza¢ni slozku diky zménam objemu krve
Vv arteriich.

V principu se k méfeni vyuzivaji zdroje elektromagnetického zafeni (svétla) o dvou
specifickych vinovych délkach, které prochazi tkéni, kde se z ¢asti absorbuje, a
neabsorbovanou slozku svétla sniméd detektor. K vypoctu vysledné absorbance se
vyuziva Lambert-Beertiv zadkon. Zdroj svétla je typicky tvofen dvéma LED diodami,
Z nichz jedna emituje cervené viditelné svétlo o vinové délce cca 660 nm, druha emituje
blizké infracervené svétlo o vinové délce cca 940 nm. Svétlo prochazi ¢asti téla (typicky
prstem nebo usnim lalti¢kem), proslé svétlo detekuji fotodetektory. [14]

Svétlo je absorbovano tkdnémi, zilni a arteridlni krvi (Obrazek 2.9). Pro pulzni
oxymetrii ma vypoveédni hodnotu pouze arterialni slozka. Pro vypocet saturace arterialni
krve se stanovuje pomér R, tedy pomér signalu pulzujici (AC) a nepulzujici slozky
(DC) pro obé& vinové délky, viz vztah 2.10. Tento pomér lze ptepocitat na hodnotu
saturace podle empirické kiivky (Obrazek 2.10). [14]

AC660

R — DC660
AC920

DC920

(2.10)
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Obrazek 2.8: Absorpéni spektra oxyhemoglobinu a deoxyhemoglobinu [15]

Absorpce srdecni cyklus
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Obrazek 2.9: Absorpce svétla tkani a krvi; pulzujici (AC) a nepulzujici (DC) slozka
[17]
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Obrazek 2.10: Empiricka k¥ivka pro stanoveni saturace z poméru R [14]
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b) Transkutanni oxymetrie

Jedna se o elektrochemické stanoveni parcidlniho tlaku kysliku, ktery difunduje skrz
prohiatou pokozku do specialné uzpiisobené sondy s Clarkovym clankem. Zde probiha
redukce kysliku a mnozstvi vzniklého proudu je pfimo umérné parcialnimu tlaku
kysliku ve tkani pod sondou.

Transkutanni oxymetrie je dopliikova diagnostickd metoda cévni soustavy, ktera
poskytuje informace o stavu metabolismu bun¢k v periferiich téla a o prokrveni kiize na
kapilarni Grovni. Dopliuje tak klinické, statické a dynamické vySetfovaci metody, jako
jsou napft.: angiografie (statickd), duplexni ultrazvuk ¢i pletysmografie (dynamicka).
[18, 19]

Parciélni kyslik v tkani je dilezitym parametrem pro hojeni ran, je dilezity zejména
u pacientu trpicich diabetem II. typu, ktefi Casto trpi bércovymi viedy ¢i syndromem
diabetické nohy. Komplikace spojené s touto civilizacni chorobou pak casto vyustuji
v amputaci koncetin, pfi¢emz transkutanni sonda umoziiuje urcit idedlni rozsah
amputace. Zabraiuje tedy tomu, aby pacient musel bud’ zakrok opakovat, nebo aby mu
byla odnata zbytecné vétsi Cast koncetiny. Indikace k amputaci je parcidlni tlak kysliku
Vv tkdni mensi nez 30 mmHg. U méné zavaznych poruch okysli¢eni tkdné¢ muize byt
doporucena terapie v hyperbarické komote, kde je dle Daltonova zakona vétsi parcialni
tlak kysliku, a proto i organismus pacienta bude vice okysli¢en. [18]

Vysledky méfeni transkutanni sondou ovliviluji systémové faktory (anémie),
lokalni faktory (tloustka kize, edém tkan€) a technické podminky meéfeni (okolni
teplota a tlak).

Tepelny senzor

Membrany a
elektrolyt

~ Katody (3)

Senzor teploty kiize

Obrazek 2.11: Rez transkutannim senzorem kysliku [19]
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2.4 Kyslikova elektroda Clarkova typu

Clarkova elektroda, jak je zndma dnes, je pouzivana uz od 50. let 20. stoleti, kdy ji
sestrojil Leland C. Clark. Technicky vzato se nejednd o elektrodu, nybrz o
elektrolyticky ¢lanek ¢i amperometricky senzor, avSak oznaceni elektroda se jiz vzilo
natolik, Ze je tento pojem bézné pouzivan i v odborné literatuie.

Senzor se sklada z polarizovatelné elektrody zatavené ve skle, nepolarizovatelné
elektrody, elektrolytu a semipermeabilni membrany propustnou pro kyslik. Principem
Clarkova ¢lanku je pfivedeni napé€ti na polarizovatelnou elektrodu, kde probiha redukce
kysliku, a nésledné snimani mnozstvi proudu mezi elektrodami, ktery je umérny
koncentraci kysliku v méfeném vzorku, v némz je ¢lanek ponofen.

Kyslik obsazeny ve vzorku difunduje skrz polopropustnou membranu. Membrana
je vyrobena napf. z teflonu, polyetylenu ¢i polypropylenu. Kyslik se dostava do
vnitiniho elektrolytu ¢lanku po koncentra¢nim spadu a putuje smérem k polarizovatelné
elektrode¢.

Polarizovatelnd elektroda (katoda) je mérnd, typicky zhotovena z uslechtilého kovu
jako je platina ¢i zlato. Na ni je pfivedeno rozkladné napéti pro kyslik, jehoz hodnota se
pohybuje v rozmezi od -600 mV do -800 mV. Tim dochazi k redukci rozpusténého
vzdusného (tripletového) kysliku a ke vzniku proudu elektronti mezi elektrodami. Jedna
se o Ctyfelektronovy proces, viz nasledujici rovnice:

0, +4e” +2H,0 — 40H" (2.9)

Proud tece mezi polarizovatelnou (mérnou) a nepolarizovatelnou (referencni)
elektrodou. Referen¢ni elektroda (anoda) je nejCastéji obtoCend ve spirale okolo
zatavené platinové elektrody a jednd se o argentchloridovou ¢i stiibrnou elektrodu se
stabilnim potencidlem. Jako vySe zminény vnitini elektrolyt se pouziva roztok chloridu
draselného, jenZ miize byt smichan s pufrem pro stabilizaci pH.

Na referencni elektrodé pak probihaji niZze uvedené reakce. Reakce 2.10 generuje
elektrony potiebné pro redukci kysliku. Tento elektricky proud tece, pouze pokud se
uskuteiiuje dana reakce na katodé. Proud je umérny mnoZstvi redukovanych
kyslikovych molekul.

4Ag — 4AQ" +4e” (2.10)

Ag" +4CI~ — 4AgCI (2.11)
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zdroj napéti

Anoda

Katoda

> OH™
v \
gl e\e_/e'+O§+H20
2

KCl
Obrazek 2.12: Schéma reakce v Clarkové ¢lanku [20]
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02 analyzovany
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Obrazek 2.13: Schéma Clarkova kyslikového senzoru [2]

Hodnota rozkladného napéti kysliku, které se piivadi mezi elektrody, neni ndhodna
hodnota. Vychazi z polarogramu, tedy ze zavislosti proudu na napéti (viz Obrazek 2.7).
Pravé hodnoty v rozmezi 600—800 mV odpovidaji linedrnimu useku na polarizacni
ktivce (viz Obrazek 2.14).
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Polarogram Calibration

% Oxygen =21

Bias voltage
=-0.7V

Relative current output
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Negative bias voltage % Oxvygen

Obrazek 2.14: Zavislost proudu na aplikovaném napéti na Clarkové elektrodé pro
rizné parcialni tlaky kysliku (vlevo) a kalibra¢ni kiivka (vpravo) [21]
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3 Metody

Po nalezeni vhodného zapojeni vSech komponent, uspoifddani a nastaveni meéfici
soustavy je tieba amperometricky proméfit sadu vzorki. Amperometrické stanoveni
kysliku spocivd ve sniméni elektrického proudu, ktery tece mezi elektrodami
Vv Clarkové ¢lanku pti daném redukénim napéti pro kyslik.

Dil¢im cilem méfeni je sestrojeni kalibracni kiivky, jenz udava mnozstvi kysliku ve
vzorku pro danou teplotu, a nasledné proméieni sady vzork o stejné teploté. Kalibrace
je provedena dvoubodové, kdy se prométuje proudova odpovéd’ elektrody ponotfené ve
standardu (destilované vod¢) s pfirozené nejvysSim moznym obsahem kysliku (dle
Henryho zakona) a nasledné je prométena odpovéd na 0% koncentraci rozpusténého
kysliku. Jako sada vzorkl je pouzita koncentra¢ni fada roztokd NaCl, na kterych se
demonstruje klesajici mnozstvi rozpuSténého kysliku v zdvislosti na salinité. Dalsi
meéteni se vénuje zavislosti mnozstvi rozpusténého kysliku na teploté vody.

Podrobny navod pro provedeni experimentu je vytvoien jako piiloha bakalaiské
prace.

3.1 Pristrojové vybaveni

3.1.1 Potenciostat eEDAQ ER466

Integrovany potenciostat firmy eDAQ je pfistroj umoziujici fadu reZiml pro
elektrochemicka méfeni. Vedle potenciostatu funguje i jako galvanostat, ampérmetr
s nulovym odporem (zero resistance ammeter) ¢i voltmetr (high impedance voltmeter).
Navic umoznuje vyuziti dvou viceucelovych kanalt (Input 1 a Input 2) pro simultanni
nahravani pomocnych signali — napf. teploty, intenzity svétla, tlaku. Tyto vstupy je
taktéZ moZzné propojit s pfidatnymi zafizenimi firmy eDAQ, tzv. isoPody, které jsou
specializované (méteni pH, vodivosti, rozpusténé¢ho kysliku). Pfistroj funguje i1 jako
generator funkci, které vytvaii pomoci digitalné-analogového prevodniku; téz je mozné
piipojit externi generator do prislusného vstupu (External Input).

Déle nabizi sofistikované zpracovani signalli s vysokym rozliSenim a nizkym
podilem Sumu. Pfipojuje se do pocitate standardnim USB portem a spolecné
S ptistrojem je dodavan i software, na vybér je software eDAQ Chart ¢i EChem ES260,
ptes ktery se nastavuji parametry potenciostatu a provadi se vyhodnoceni experimentu.
[22]
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External input, Analog output, Input channels T and 2,  Pofentiostat
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Indicator  External rigger input,  Input channels 1 and 2, Electrode connector,
lights BMNC connector Pod port, DIN connectors  Leme connecior

Obrazek 3.1: Piedni panel pfistroje Potenciostat 466 [22]

Elektrochemické experimenty, jenz je mozné provadét a nahravat pomoci tohoto
pfistroje, zahrnuji ruzné linearni techniky (cyklicka voltametrie, linearni ,,sweep‘
voltametrie), diferencialni techniky (pulzni diferencialni voltametrie ¢i amperometrie) ¢i
sledovani veli¢in v Case, zatimco se aplikuje konstantni proud nebo potencial
(chronoamperometrie, chronocoulometrie, chronopotenciometrie). [22]

Pro potfeby této prace byl pouzit vstup Cell, jenz slouzi k pfipojeni kabelu
k elektrodam. Tento kabel se pfipojuje k potenciostatu pomoci Sestipinového Lemo
konektoru, ktery je s vyhodou moZné pouzit jako alternativu k BNC konektoru, protoze
vyrazné Setfi misto. Kabel je stinény a obsahuje tfi vodice ukoncené bananky o priméru
2 mm s odnimatelnymi krokodylky. Kazdy z vodici ma jiné barevné oznaceni a vede
k prislusné elektrodé (viz tabulka 3.1).

Znacka pro pripojeni kabelu

Pracovni elektroda Pomocna elektroda
chil

Stinéni o
pracovni Bez pripojeni
elektrody
Stinéni
referentni
elektrody

Referentni elektroda

Obrazek 3.2: Vstup potenciostatu Cell pro kabel k elektrodam [22]
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Tabulka 3.1: Barevné oznaceni propojovaciho kabelu potenciostatu a elektrod [22]

Barva Elektroda
zelena Pracovni

zluta Referen¢ni
cervena Pomocna

Obrazek 3.3: Propojovaci kabel potenciostatu a elektrod [23]

Me¢teni mé dvouelektrodové uspofadéani, vodice na kabelu jsou ovSem tfi, proto se
spole¢n¢ zapojuje vodi¢ pro referentni (zZlutou) a pomocnou (Cervenou) elektrodu oproti
jedné mérné elektrod¢, viz Obrazek 3.9.

Kalibrace a piesnost potenciostatu

Ptistroj je kalibrovan od vyrobce a pti kazdém spusténi piistroj provadi vnitini operace
pro eliminaci offsetu ¢i chyb v zesileni. Pfi pouziti potenciostatu je vyrobcem
doporuceno pfistroj ponechat 15 minut zapnuty v klidu, aby se vnitini obvod dostal do
rovnovahy a na konstantni teplotu. Rozsahlejsi kalibrace je moznd v rdmci nastaveni
prislusného softwaru. Piesnost méfen¢ho proudu uddvand vyrobcem je pro hodnoty
v fadech jednotek mA ¢i mensi rovna 0,2 %, pro proudy v fadech desitek mA a vétsi je
presnost 1 %. Odchylka zpuisobena teplotni zménou je udana £0,3 mV/°C. [22]

3.1.2 Software EChem ES260

EChem ES260 je software kompatibilni s potenciostatem firmy eDAQ a umoZiuje
provadéni, vyhodnocovani a vizualizaci elektrochemickych experimenti. Spole¢né
S potenciostatem a pocitatem umoznuje fungovani jako dvoukandlovy osciloskop a
generator funkei.

Je mozné graficky zobrazit prib¢h napéti a proudu. Zakladni nastaveni nabizi
sledovani zavislosti proudu na vloZzeném napéti ¢i ¢asovou zéavislost proudu a napéti.
Ziskané grafy Ize modifikovat co do barev a stylu. Grafy i namétend data lze exportovat
do jinych programad.
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Software ma ptrednastavené techniky, jenz jsou nasledovné rozdéleny:

Standardni techniky:

e Linearni ,,sweep“ voltametrie

e Diferencni pulsni voltametrie

e .Square wave* voltametrie

e Normalni (a zpétnd) pulzni voltametrie

L Stripping  techniky:

e Linearni ,,sweep stripping* voltametrie

e Diferencni pulzni ,,stripping™ voltametrie
e Square wave stripping* voltametrie

e Normalni pulzni ,,stripping* voltametrie

Specialni techniky:

e Cyklicka voltametrie
e Multipulzni voltametrie
e Multipulzni amperometrie
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3.1.3 Miniaturni kyslikova elektroda

Miniaturni kyslikova elektroda od firmy BVT, typ OEI, je vysoce citlivd kyslikova
elektroda, ktera umoznuje rozliSeni kontinualné¢ méteného proudu az 0,01 %. Slouzi ke
stanovovani obsahu kysliku v roztoku, reaguje i na zmény atmosférického tlaku
Vv laboratofi. Pouzit lze i1 pfi enzymatickych reakcich, kde vznika kyslik. Elektroda je
kompatibilni s elektrochemickou celou TC4 od stejného vyrobce.

=l

L 45

Obrazek 3.4: Néakres miniaturni elektrody OE1 s vyznacenymi rozméry v mm;
W — pracovni elektroda, R — referencni elektroda []

Sklada se z téla vyrobeného z plastové hmoty PEEK (polyetereterketon), pracovni
platinové elektrody, stfibrné referen¢ni elektrody, mechanismu pro upevnéni membrany
a plastového krytu s membranou. Pfipojeni elektrod je u konkrétniho pouZitého modelu

realizovano dvéma BNC konektory. Cerveny vodi¢ je pro pracovni elektrodu, modry
pro referen¢ni elektrodu.

-
>
=

LU R .

Obrazek 3.5: Miniaturni kyslikova elektroda s membranou a BNC konektory
(vlevo); miniaturni kyslikova elektroda bez krytu a membrany (vpravo)
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Pracovni platinové elektroda (katoda) je zatavena ve skle. Jednd se o platinovy
dratek o praméru 1000 um, z né¢hoz ptichazi do styku s vnitinim elektrolytem pouze
dolni kruhovy prifez. Naelektrodu je piivedeno redukéni napéti pro kyslik
(kapitola 2.4) a probiha zde redukce kysliku dle rovnice 2.9. St¥ibrna referenéni
elektroda (anoda) je navinuta okolo sklenéné vrstvy téméi po celé délce elektrody (viz
Obrazek 3.5).

Soucastka s membranou a elektrolytem se pfipojuje zasroubovanim zavitu. Jako
vnitini elektrolyt se pouziva 1M chlorid draselny (KCl). Membrana, jenz zarucuje
selektivni pruchod kysliku z méfeného roztoku do vnitiniho elektrolytu, je vyrobena
z teflonu.

3.1.4 Elektrochemicka cela TC4 s michadlem ST1

Sklenéna elektrochemicka cela firmy BVT je wuréena k elektrochemickym
experimentim za pouziti rozmérové kompatibilnich elektrod, teploméru a michadla.
Obsahuje c¢tyfi menSi otvory (primarné¢ uréené pro elektrody) a jeden velky pro
michadlo ST1. VSechny otvory jsou uzaviratelné pomoci gumovych zatek. Cela je
vhodna k pouziti s termostatem od firmy BVT.

Geometrie cely pro méfeni kysliku pomoci pfislusné elektrody OE1 a michadla
ST1 zarucuje optimalni proudéni roztoku k elektrodé. Vzdalenost x mezi michadlem a
membranou elektrody by méla byt v rozmezi od 0,5 do 1 mm.

STl

" FOT
e

TC4

\

Obrazek 3.6: Usporadani elektrochemické cely pro méteni. [25]
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Michadlo ST1 je vybaveno elektronicky fizenym motorem, ktery umoziuje presné

nastaveni ota¢ek v rozsahu 10-1300 otacek-mint.

3.1.5 Termostat MT-1

Minitermostat firmy BVT je kompaktni zafizeni, které umoziuje udrzovani konstantni
teploty v rozmezi -10 °C az 50 °C, udavana piesnost je 0,1 °C. Vyrobce umoziuje
prizptisobeni konstrukce termobloku pro elektrochemické cely BVT a nékteré typy
zkumavek. Pfistroj je napdjen ze sité. Ovladani je zajiSténo sedmi tlacitky na pirednim

panelu. Déle je mozné piipojit externi tepelny senzor.

Minitermostat obsahuje Ctyfi proudem napajené odporové teplotni senzory (RTD);
méii teploty na horni a spodni stran¢ Peltierova termoelektrického ¢lanku (PTE) uvnitt
ptistroje, méti teplotu hlinikového termobloku a teplotu vkladaného vzorku.
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Obrazek 3.7: Minitermostat MT-1 firmy BVT se zakotovanymi rozméry v milimetrech

[24]
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Obrazek 3.8: Miniterrﬁostéf MT-1s elektfochemickou celou TC4

3.1.6 Vysledné zapojeni

Mérna Adaptéry Katoda Pt

Potenciostat eDAQ

Anoda Ag — Michadlo
Kyslikova Elektrochemicka
elektroda cela

" =/

+

SW EChem ES260 Termostat

Referenéni
+ pomocna

Obrazek 3.9: Schéma méfici soustavy pro stanoveni mnozstvi rozpusténého kysliku
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3.2 Chemikalie

3.2.1 Destilovana voda

Pro kalibraci miniaturni kyslikové elektrody pro danou teplotu a dany okolni tlak se
vyuziva destilované vody, jenz by po Case potiebném na ustaleni rovnovahy a vhodném
promichavani m¢la dosahnout maximalniho mozného obsahu rozpusténého kysliku dle
Henryho zakona, kdy by se parcialni tlak kysliku ve vodé mél rovnat parcialnimu tlaku
kysliku ve vzduchu, zaujima tedy cca 21 % okolniho tlaku vzduchu.

3.2.2 Roztok chloridu draselného

Plastovy kryt s teflonovou membranou se plni cerstvym IM roztokem chloridu
draselného. Plni zde funkci vodivého média a chloridové anionty reaguji se stiibrem dle
rovnice 2.11.

Roztok 1M KCI byl piipraven znavazky chloridu o hmotnosti 7,456 g
rozpusténého v destilované vod¢ a doplnéného na objem 100 ml. Objem potiebny do
miniaturni elektrody neni pevné stanoven, bézné byly pouzity cca 2 ml.

3.2.3 Roztok siri¢itanu sodného

Roztok NaxSOs plni funkci pti kalibraci elektrody. Ma za kol reagovat s kyslikem dle
rovnice

2Na,S0, +0, —» 2Na,S0, (3.1)

kdy se sifi¢itan oxiduje a tim vycerpava kyslik ze svého okoli. Vysledkem je roztok
s 0% obsahem rozpusStén¢ho kysliku. Roztok o potfebné koncentraci se ptipravuje
pridanim 1 g Na2SOs3 na 5 ml destilované vody.

3.2.4 Roztoky chloridu sodného

Koncentra¢ni fada chloridu sodného byla pfipravena dle néasledujici tabulky:

Tabulka 3.2: Poméry soli a vody pro roztoky koncentracni fady

Navazka NaCl Hmotnost vody Hmotnostni %
Mnact () MH20 (9)
3,50 10 35
2,50 10 25
1,50 10 15
0,50 10 5
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4  Vysledky

4.1 Kalibrace a proméreni koncentraé¢ni rady NaCl

Kalibrace i proméfeni koncentracni fady byly provedeny vzdy tfikrdt a poté byly
hodnoty zprimérovany. Byla udrzovéna stalé teplota 23 °C.

Tabulka 4.1: Hodnoty stalenych proudu pii kalibraci OE1

Cislo pokusu  Elektricky proud O2max Elektricky proud O2min

Imax (LA) Imin (LA)
1 7,14 0,54
2 -7,10 -0,48
3 -7109 'Oa46
primér -7,11 -0,49

Tabulka 4.2: Hodnoty proudu a koncentraci rozpusténého kysliku pro kalibracni kiivku
dle tabelovanych hodnot pro 23 °C a atmosféricky tlak 101,3 kPa

Elektricky proud Koncentrace O2
| (RA) ¢ (mg-1?)
-7,11 8,58
-0,49 0,00

proud / (nA)

8 120

Cast (s)'

Graf 4.1: Opakovana kalibrace miniaturni kyslikové elektrody (OE1) pii dané teploté a
tlaku v destilované vod¢; software EChem: rezim pulzni amperometrie se
stejnosmérnou slozkou napéti -680 mV
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koncentrace kysliku ¢ (mg/l)

0 1 | | Il | |
0 1 2 3 4 5 6 7

proud | (mikroA)
Graf 4.2: Kalibra¢ni kiivka OEI pro teplotu 23 °C

proud I (uA)

Cast ()

40 80 120 160

Graf 4.3: Amperometrické méteni koncentracni fady vzorki NaCl pro teplotu 23 °C
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Tabulka 4.3: Pfehled naméfenych hodnot proudu z kyslikové elektrody pro
koncentra¢ni fadu NaCl

Koncentrace Naméteny Naméteny Naméteny Primérny
roztoku proud proud proud proud
NaCl 1 (nA) l2 (uA) I3 (nA) Inact (LA)
35% -6,08 -6,14 -6,10 -6,11
25 % -6,38 -6,38 -6,37 -6,38
15 % -6,68 -6,66 -6,59 -6,64
5% -6,86 -6,78 -6,77 -6,80

Tabulka 4.4: Naméiené hodnoty proudi pro koncentra¢ni fadu roztokt NaCl pii dané
teplote

Primérny naméteny
Koncentrace roztoku

NaCl proud
Inaci (A)

35% -6,11

25% -6,38

15 % -6,64

5% -6,80

0% -7,11

4.2 Zavislost elektrického signalu na teploté vody

Tabulka 4.5: Namétené hodnoty proudti pro vzorky vody o riiznych teplotach

Teplota vody Elektricky proud

t(°C) It (uA)
8 -7,88
23 7,11
37 -6,71
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5 Diskuze

Hlavnim zjiSténim provedenych experimenti bylo, ze elektricky signdl z miniaturni
kyslikové elektrody, a tim padem i mnozstvi fyzikélné rozpusténého kysliku, klesa
s rostouci iontovou silou méfené¢ho roztoku (Tabulka 4.4) a taktéz klesd s rostouci
teplotou vody (Tabulka 4.5).

V piipadé meéteni vlivu iontové sily na rozpustnost kysliku a kalibraci elektrody
bylo nutné dbat na udrZeni konstantnich podminek (teploty roztoki, otacky michani,
usporadani méteni) a na dostate¢n¢ dlouhou dobu, aby se mohla ustavit rovnovaha mezi
parcidlnim tlakem kysliku ve vzduchu a v roztocich/ve vodé. Roztoky i voda byly
ponechany voln¢ na vzduchu cca hodinu a pfed samotnym métenim byly promichavany
Vv elektrochemické cele bez vicek 15-30 minut. Otacky byly nastaveny na 200/min po
celou dobu méfeni, pficemz rychlost otdCeni se volila tak, aby se vytvoftil vodni vir,
elektroda byla zcela ponoifena a aby byla zajisténa idealni cirkulace vody ke kyslikové
elektrodé. Vzdalenost michadla od membrany elektrody by méla byt cca 1 mm, avsak je
nutné pocitat s oscilacemi michadla a dbat na to, aby se michadlo nedotklo membrany,
protoze by ji nevratné mechanicky poskodilo. Konstantni teplotu zajistoval termostat
nastaveny na teplotu 23 °C. JelikoZ je cela kompatibilni s termostatem, bylo mozné
roztok zahfivat soucasné¢ s michanim vramci ustaveni rovnovdhy. Roztoky
koncentra¢ni tady byly zvoleny tak, aby se na nich dala demonstrovat zavislost
rozpusténého kysliku a aby nekontaminovaly membranu elektrody. Z toho diivodu byl
zvolen chlorid sodny, jelikoZ je dostupny, iontova sila i molarni koncentrace je stejné a
nezana$i membranu elektrody, na rozdil od vétSiny organickych latek.

Kalibraci bylo mozné provadét jednobodové ¢i dvoubodové. Pfi jednobodové
kalibraci se neptfidava sifiCitan sodny a neméii se odpovéd elektrody na roztok
s vyCerpanym rozpusténym kyslikem, signal se rovnou stanovi roven nule. Jednobodova
kalibrace ovSem nezohlediiuje mnozstvi kysliku pfitomné ve vnitinim elektrolytu
elektrody, jenZ se na signalu také Uc€astni. V rdmci prace byla provedena dvoubodova
kalibrace s roztokem sifi¢itanu sodného, jehoZ koncentrace (1 g sitfi¢itanu na 5 ml vody)
byla osobné doporuc¢ena pracovnikem firmy BVT. Nicmén¢ ani vy$s§i navazka sitfiitanu
(1,5g) meteni neskodila, naopak byly zmény signalu rychlejsi. VéEtsi mnozstvi
sifi¢itanu ovSem muze pusobit problémy pifi rozpousténi. Roztok Na>SOs bylo tfeba
pfipravit vzdy cerstvy a dobfe ho pfed pouZitim uzavfit, nebot” ochotné reaguje
S kyslikem a oxiduje se, viz rovnice 3.1.

V prub¢hu kalibrace na 0% obsah Oz byly provedeny celkem tii pfidavky 100 pl
roztoku sifi¢itanu, pricemz mezi davkami se ¢ekalo na ustdleni signélu, coz zpravidla
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trvalo priblizné 1-2 minuty. Ponechal-li se roztok delsi cas v cele, opét se nasytil
kyslikem a signal z elektrody rostl. Béhem faze ptidavani sifi¢itanu je vhodné celu
zaviit zatkami, aby roztok uvniti nepfichdzel do kontaktu s okolnim vzduSnym
kyslikem, jinak se kalibrace na maximalni obsah kysliku a proméfovani sady vzorka
provadélo bez zatek, protoze tam byl kontakt s okolnim kyslikem Zadouci.

Vysledky v tabulce 4.2 jsou doplnény 0 koncentrace rozpusténého kysliku v mg/l,
kdy signal pro maximalni obsah kysliku ve vzorku pfi teplote 23 °C teoreticky odpovida
tabelované hodnot¢ koncentrace rozpusténého kysliku v Cisté vod¢ pii tlaku 101,3 kPa a
teploté 23 °C, jenz je 8,58 mg/l. Pomoci této kalibrac¢ni kiivky Ize urcit koncentraci
kysliku ¢isté vody o stejné teploté. Nelze ji vSak pouzit pro koncentra¢ni fadu soli ani
pro vodu o riznych teplotach, jelikoz obé zavislosti koncentrace rozpusténého Oz na
iontové sile a na teploté nejsou linearni.

Vysledky méteni mohly byt ovlivnény ménici se kvalitou vnitiniho elektrolytu
elektrody v prubéhu méfeni; zménami v usporadani méfici soustavy po kazdé vyméné
roztoku v elektrochemické cele, kdy bylo nutné vyndat michadlo i elektrodu; stafim
membrany; necistotami na zoxidované stfibrné elektrode, které ani CiSt€énim nebylo
mozné zcela odstranit a v neposledni fad¢ spojenim kyslikové elektrody a potenciostatu
pomoci adaptért, které by pti vhodnéjsi kombinaci pfistroji nebyly zapotiebi.

v

Pro spolehlivéjsi vysledky méteni by bylo dobré zakoupit plné funkéni potenciostat
(pouzivany pfistroj mél nekteré vstupy porouchané) a elektrodu s plné¢ kompatibilnim
zakoncenim, které by nevyzadovalo pouziti adaptéra.

Co se tyCe ptipravy méfici aparatury, je tieba dbat na spravné zapojeni dle
obrazku 3.9, zejména na pospojovani kabelll potenciostatu s katodou a anodou
kyslikové elektrody. U elektrodového kabelu potenciostatu je, ponékud nestandardné,
kabel mérné elektrody zeleny, Cerveny kabel je k pomocné elektrodé. Miniaturni
kyslikovou elektrodu bylo tfeba pfimétené naplnit roztokem KCI a vyhnout se
vzduchovym kapsam ¢i bublinam, které by méfeni hrubé zkreslovaly. T¢lo
s elektrodami a plastovy kryt s membranou je spojen zavitem. Mira utaZeni ovliviluje
méteni, nejlepSim feSenim se ukazalo ponechani vile cca 1 mm mezi membranou a
platinovou elektrodou. Rozhrani ,;roztok—membrana—vnitini elektrolyt—platinova
elektroda® by mélo zlistat po dobu méfeni bez vétSich zmén.

Program EChem lze spustit a nastavit jen pokud je zapnuty i potenciostat, a to 1
Vv pfipad€, Ze se otviraji soubory pouze pro Cteni. Pro méfeni byl pouZzit rezim
,multipulzni amperometrie*, kde bylo potfeba vhodné nastavit parametry. V praxi se
osveédcilo pouzit stejnosmérnou slozku napétového signalu -680 mV se dvéma pulzy o
hodnoté -50 mV, viz ptiloha. Ziskany signal byl méné zaSumény a kyslikova elektroda
davala adekvatni signal v fadech jednotek pA. Ziskany naméteny proud je v zapornych
hodnotéch, protoze na katodu se ptivadi zaporny potencial.
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6 Zaver

Bylo navrzeno zapojeni potenciostatu firmy eDAQ a miniaturni kyslikové elektrody.
Mg¢fici aparatura byla doplnéna o dalsi pfistroje potfebné k udrzeni optimalnich a
stalych podminek pro elektrochemické stanoveni rozpusténého kysliku. Méfici soustava
byla vyobrazena do blokového schématu.

Byla provedena dvoubodova kalibrace pro maximalni a minimalni obsah kysliku
v Cisté destilované vodé pro konkrétni teplotu 23°C, podle které lze urcit koncentraci
rozpusténého kysliku v ¢isté destilované vodé v jednotkach mg.l?. Bylo provedeno
méfeni pro ovetfeni funkenosti soustavy na sad¢ vzorki, konkrétné na koncentracni fadé
chloridu sodného o konstantni teplot¢ a na vzorcich srtznou teplotou. Ziskany
elektricky signdl se pohyboval v fadech jednotek mikroampér. Na vysledcich méfeni se
demonstrovala zavislost klesajiciho mnozstvi kysliku v roztocich o vétsi iontové sile a
vyssi teploté.

Byl sepsan stru¢ny navod v bodech doplnény fotografiemi pro provedeni
amperometrického méfeni a kalibrace. Navod byl vlozen jako piiloha.
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Priloha A: Navod na provedeni kalibrace a

elektrochemického stanoveni kysliku

Seznam chemikalii

e Destilovana voda

e Roztok sifi¢itanu sodného (3x100ul)

e Roztok 1M chloridu draselného

e Koncentraéni fada chloridu sodného: 35, 25, 15 a 5 %(m/m)

Seznam vybaveni

e Potenciostat 466

e Miniaturni kyslikova elektroda
e Michadlo ST1

e Elektrochemicka cela TC4

e Termostat MT-1

e 2x Adaptér BNC/banana plug
e Pocitac se softwarem EChem
e Automatické pipeta 100 pl

Postup

1.

Napipetujte 10 ml destilované¢ vody do elektrochemické cely a celu umistéte do
termostatu. Termostat zapojte do sité a stisknéte tlacitko ,,ON/OFF*.

Nastavte termostat na teplotu, pro kterou chcete délat kalibraci. Na displeji
ponechte nastaveni Tw=Tb a tlacitkem ,,SEL* se proklikejte k nastaveni teploty.
Teplotu nastavte pomoci tlac¢itek T- a T+. Volbu potvrd’te tlacitkem ,,SET* a
stisknéte ,,START/STOP* pro zahajeni vyhtevu/ochlazovani (Obrazek A.1).

Do cely ponoite elektrické michadlo zapojené do zasuvky a nastavte 200
otacek/min pomoci oto¢ného Sroubu. Takto promichédvanou vodu v cele bez zatek
ponechte cca 30 minut, poté je mozné zahdjit méteni. Michadlo 1 termostat budou
stale zapnuty.

V mezicase pfipravte roztoky koncentra¢ni fady chloridu sodného (10 ml x 4)
danych koncentraci. Sil peclivé rozmichejte. Roztoky ponechte v kadinkach na
vzduchu.

Ptipravte 50 ml 1M roztoku chloridu draselného do odmérné bainky a dobie
uzaviete.

Pripravte 5 ml roztoku sifi¢itanu sodného v koncentraci 1-1,5g na 5 ml cCerstvé
destilované vody a dobfe uzaviete.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Zapojte potenciostat do sit¢ pomoci napajeciho kabelu, ktery byl dodan spole¢né
s pristrojem. Zditka pro tento kabel je oznaCena jako ,Power socket* na
obrazku A.3.

Kolébkovy vypinac (,,Power on/off*, Obrazek A.3) dejte do polohy ,,zapnuto®.

Pozorujte, zda se rozsvitila indikacni svétélka (,,Indicator lights*, Obrazek A.2) pfi
uvodnim self-testu pfistroje, ktery se provede pii kazdém zapnuti. Kontrolka
»Power* by se méla rozsvitit modre; ,,Status* Zlut€ a poté zelené; ,, Trigger* Zluté a
poté zhasnout. Takto je potenciostat pfipraven k pouziti a pfipojeni k pocitaci.

Pfipojte potenciostat k pocitaci pomoci USB kabelu pies ,,USB connector
(Obrazek A.3). Kabel byl dodan spole¢né s piistrojem.

Pocita¢ zapnéte a oteviete software EChem. Na potenciostatu by se mélo zelené
rozsvitit svétlo ,,Online* na pfednim panelu (Obrazek A.2).

Ptipravte miniaturni kyslikovou elektrodu OE1. Napliite cca z 60 % plastovy kryt
s membranou roztokem KCI a zbavte ho bublin pfiméfenym poklepavanim na sténu
krytu. Dbejte na opatrnou manipulaci s membranou.

Jemné zaSroubujte kovové elektrody do krytu s membranou. Zavit neutahujte,
ponechte cca 1 mm mezi membranou a hrotem platinové elektrody.

Elektrodu ponoite do promichavaného roztoku tak, aby byla membrana od
michadla vzdalena 0,5-1 mm (Obrazek A.4). Membrana by méla byt zcela
ponofena.

K potenciostatu pfipojte elektrodovy kabel (Obrdzek A.5) do zditky ,,Cell“ na
¢elnim panelu potenciostatu.

Propojte méfici soustavu dle obrazku A.6: Od kyslikové elektrody vedou dva
kabely — Gerveny a modry — zakonéené BNC konektory. Cerveny je pro platinovou
katodu (pracovni elektrodu), modry pro stiibrnou (referenéni) elektrodu. Cerveny
kabel spojte adaptérem se zelenym kabelem potenciostatu; modry kabel spojte
scervenym a zlutym elektrodovym kabelem potenciostatu pomoci stejného
adaptéru.

Soustava by méla byt pfipravena k provozu a nastaveni softwaru EChem.
Postupujte dle obrazkii A.7 az A.9.

Na obrazovce pocitace stisknéte tlacitko ,,Start” vpravo dole a nechté¢ méteni bézet.
Zopakujte tiikrat a ustdlené hodnoty zprimérujte. Takto byla provedena kalibrace
signalu elektrody pro maximalni mozné mnozZstvi rozpusténého kysliku pro danou
teplotu. Signal by mél byt zaporny v fadech jednotek pA.
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19.

20.

21.

22.

Proved’te méfeni pro 0% mnozstvi kysliku v roztoku. Prodluzte dobu nahravéani
zménou parametru ,,Steps* (Obrazek A.8) na 20 000. Spustte méteni a po ustaleni
signdlu (cca 1 minuta) pfidejte prvni davku sificitanu (100 pl). Vyckejte na ustaleni
(1-2 minuty) a proved’te dalsi ptidavek. Stejné postupujte u tietiho piidavku.

Pro méfeni koncentraéni fady elektrochemickou celu dikladné umyjte, elektrodu

oplachnéte destilovanou vodou a vymeéite vnitini elektrolyt.

Do cely nalijte roztok soli, ponoite michadlo a nechte ustalit na pozadovanou
teplotu v termostatu.

Po dosazeni pozadované teploty roztoku ponoite kyslikovou elektrodu a spust'te
meéfeni jako pfi prvnim méfeni destilované vody. Kazdy roztok proméite tiikrat a
hodnoty zprimérujte.

Obrazek A.1: Termostat MT-lfs elektrochemickou éélou, michadlem a elektrodou.

External input, Analog output, Input channels 1 and 2, Pofentiostat
BNC connector ~ BNC connecfor BNC connectors indicator lights

s N

T @ @)1

— 2 | Startus o - © ©
“'E”< Oload Online
7N =
— 3 | Trigger — (O (@) [ @ h
Indicator  External trigger input,  Input channels 1 and 2, Electrode connector,
lights BNC connector Pod port, DIN connectors  Lemo connector

Obrazek A.2: Pfedni panel potenciostatu eDAQ 466 [22]
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Model and serial number
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Obrazek A.3: Zadni panel potenciostatu eDAQ 466 [22]

Obrazek A.4: Elektrochemicka cela s michadle a kyslikovou elektrodou [25]

Obrizek A.5: Elektrodovy kabel [23]
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Obrazek A.6: Schéma méfici soustavy pro stanoveni mnozstvi rozpusténého kysliku
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Obriazek A.7: Ovladaci panel programu EChem
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Obrazek A.8: Nastaveni parametri amperometrického méfeni v softwaru EChem

”
[, Waveform Cverview

Waveform Overview

Obrazek A.9: Tvar budiciho napétového impulzu
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