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Anotace

Ciem té&o diplomovépr&e bylo navrhnout a zkonstruovat amperometrickybiosenzor uréeny
ke stanoveni ethanolu ve vybranych vzorcich napoju s obsahem alkoholu. V teoretické ¢asti
jsou detailné popsany jednotlivé komponenty utvarejici vysledny biosenzor a mozné postupy
ur¢ené k jeho zhotovenT N&leduje samostatna ¢ast vénovand vybranym postupum ke
stanoveni ethanolu, at’ uz jde o tradi¢ni alkoholové testy pro méfeni v terénu ¢i o moderni
laboratorni metody vyuzivajici sofistikovanou instrumentalni techniku. Experimentalni ¢ast se
zabyva vybérem vhodného amperometrického prevodniku a zplisoby imobilizace jednotlivych
soucasti konfigurace testovaného biosenzoru, tj. enzymu, kofaktoru a mediatoru; to vse
s naslednou optimalizaci kli¢ovych pracovnich podminek a pfistrojovych parametrii. Kone¢na
konfigurace pak byla ovéfovana na nékolika typech alkoholickych napojt, kdy ziskané tidaje

poslouzily k definovani moznosti biosenzoru a jeho uplatnéni v analyze realnych vzork.

Klicova slova

Enzymatickyhbiosenzor; ethanol; stanoven v lihovin&h.

Annotation

The aim of this diploma thesis was to design and construct an amperometric biosensor
intended for the determination of ethanol in selected samples containing alcohol. Theoretical
part deals in detail with the main components of amperometric biosensors and especially
those applicable to the ethanol sensing. Then, a special section is devoted to the
manufacturing procedures of such biosensors, followed by a survey of traditional alcohol
testers and modern instrumental methods for the determination of ethanol. In the experimental
part, of main interest were amperometric transducers and the corresponding procedures for
immobilization of enzyme, cofactor, and mediator, together with optimisation of the key
experimental and instrumental parameters. The final configuration has been examined on
various alcoholic beverages, allowing us to obtain a number of useful data for defining the

overall performance of the biosensor with respect to its use in analysis of real samples.

Keywords

Enzyme biosensor; ethanol; determination; alcoholic beverages.
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1. Uvod

Elektroanalyza s tisténymi elektrodami je oborem, ktery svym zplsobem vyuZziva posledni
generaci instrumentace na bazi modernich pfistrojovych sestav malych rozméra a pfenosnych
analyzatort do terénu. V elektroanalytické skupin¢ na katedie analytické chemie, FChT
Univerzity Pardubice, se zaGaly poprvé testovat elektrody a senzory tohoto typu v druhé
polovin¢ devadesatych let minulého stoleti, a to ve spolupraci s obdobnym pracovistém na
Karl-Franzens Universit& v rakouském Grazu, kde jiz byl k dispozici stroj pro malovyrobu
tisténych elektrod, jeden z prvnich svého druhu, ktery byl dostupny na bézném trhu.

Jednoduchéelektrody o plan&n 1konfi-

guraci s nanesenou vrstvou vytvrzenéno : 1

uhl kového inkoustu (viz obr. vpravo) byly

tiStény v malych Sarzich na spole¢né

keramick€é desce, kdy jednotliva ¢idla

pozadované velikosti byla mechanicky

odlamovana z pfedem nafezané podlozky.

Takto ziskané elektrody ve tvaru prouzku

Obr.: Keramickadeska s natistenymi
uhlikovymi elektrodami, s jednou ze ti'l

podobé nosict rtutovych filmi a pozdéji i sé&i f{vlevo nahofe ), jedn i senzorem
povlakii bismutu), nebo jako elektrodovy (vlevo dole) a méFitko (dole); podle *

zacaly byt testovany bud’ jako takové, (v

z&lad pro enzymatick€biosenzory.

Rada méfeni sti§ténymi elektrodami tohoto typu a pozd&ji i s moderndj§imi
konfiguracemi, které jiz sdruzovaly vice elektrod v jednom korpusu a piedstavovaly tak
kompletni elektrodové cely, byla pfedmétem 1 n€kolika diplomovych praci. Jako ptiklady 1ze
uvést potenciometrick&senzory k indikaci HPO4%* a ClO4~, amperometrické (bio)senzory na
peroxid vodiku, glukézu, hypoxanthin a biologické aminy, nebo amperometricka ¢idla pro
meéfeni v prutoku (detekce katecholll), popf. i v podobé imunosenzorti S vyuZitim tzv.
kvantovych tec¢ek pti vyzkumu dilezitych biologickych reakci a interakei.

V ramci piedloZzené diplomové prace je poprvé vénovana pozornost stanoveni ethanolu
s cilem navrhnout optimalni konfiguraci pro méfeni v pritoku a posléze zakladn imetodu pro
praktickou analyzu vzorki alkoholickych napojt, ptfi¢emz ziskané vysledky a pozorovani je

nutno chapat jako viceméné tivodni studii.

*) Svancara 1. a kol.: Carbon paste electrodes and screen-printed sensors plated by mercury- and bismuth
films in stripping voltammetry of heavy metals. Sci. Pap. Univ. Pardubice, Ser. A; 2002, 8, 19-33.
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TEORETICKA CAST

2. Biosenzorika: Uvod do problematiky
2.1 Definice a z&ladn ipojmy

Biosenzor lze obecné charakterizovat jako sofistikované analytické zatizeni, obsahujici
imobilizovany biologicky material (napi. enzym, protilatku, nukleovou kyselinu) a fyzikaln¢-
chemicky prevodnik. V momenté, kdy dojde kinterakci analytu svyse zminénym
biologickym materialem, generuje se signal fyzikalni ¢i elektrochemické podoby, jenz se
soucasn¢ zaznamenava a nasledné¢ vyhodnocuje [1,2]. Biosenzor poskytuje kvantitativni
a semikvantitativn minformace [3].

Podle typu pfevodniku rozliSujeme biosenzory optické, akustické, termické
a elektrochemické Vzhledem k tomu, Ze elektrochemické reakce piimo generuji elektricky
signal, jenZ lze rovnou detekovat a vyhodnocovat, pouzivaji se elektrochemické biosenzory
nejCastéji. Zbyvajici, vySe uvedené biosenzory vyzaduji razné pievodniky signalu, které
zvysuji pofizovaci cenu. Tato prace se bude zabyvat biosenzorem elektrochemickym [4].

Vesmés jakykoliv biosenzor musi byt vysoce selektivni, nezavisly na fyzikalnich
parametrech (pH, teplota) a znovu pouzitelny. Biosenzory nachazeji uplatnéni v mnoha
odvétvich, zejména v potravinaiském prumyslu, zdravotnictvi a environmentdn ichemii [1,2].

Enzymatické biosenzory se tési veliké oblibé jiz nékolik desetileti. PiestoZe existuje
zna¢né mnozstvi enzymu, pro tvorbu enzymatickych biosenzorli se pouZivaji piedev§im
enzymy ze skupin oxid& a dehydrogen&, které jsou nejstabilngjsi. Pravé enzymaticky
biosenzor na b&i alkoholdehydrogen&y (Alcohol Dehydrogenase; ADH) je pak ustfednim
té@matem téo diplomovépr&e.

2.2 Alkoholdehydrogen&oveébiosenzory

ADH biosenzory se fadi do skupiny tzv. biokatalytickych biosenzorii. Enzym ADH katalyzuje
biochemickou reakci probihajici na analytu. Valnd vétSina ADH biosenzori vykazuje
vysokou selektivitu a citlivost, Siroky linearni rozsah a nizké detekéni limity. Mezi prednosti
patii moznost miniaturizace, jednoducha manipulace, relativné nizké naklady na zhotoveni
a predevsim kratka doba analyzy [5,6].

Pti konstrukci ADH biosenzoru je nesmirné dilezité zvolit spravny typ imobilizacni
techniky, medidor a amperometricky transduktor. Vysledné biosenzory vykazujirozdiné

elektrochemické a fyzikalné-chemickévlastnosti. Pii stanoveni ethanolu maji lisici se ADH
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biosenzory odliSny limit detekce, linearni rozsah, citlivost a riiznorody detekéni potencial.
Rovnéz budou po urcité uplynuté dobé a poctu provedenych analyz vykazovat rozdilnou
aktivitu.

Z literatury bylo zjisténo, Ze biosenzor na bazi GCE/ADH/CA-TBO si po 20 dnech
skladovani uchova 50 % své pocate¢ni aktivity [7] a biosenzor typu MWCNT/ADH/MB/GP
si po provedeni tfisté analyzy udrzuje piiblizné 95% aktivitu [8]. Nespr&né skladova 1
negativné ovliviiuje zivotnost biosenzoru. Doporucuje se skladovani v chladném prostiedi,
nejlépe v lednici [9].

Ethanol byva povazovan za nejcastéji konzumovanou navykovou latku vibec, a proto
je jeho stanoveni neustalym pfedmétem zajmu, piicemz ADH biosenzor umoznuje snadné
a rychléstanoven 1ethanolu v krvi, krevnim séru, mo¢i, slinach a potu [3,6]. ADH biosenzor
nach& tuplatnéni v potravinaiském pramyslu, respektive pomoci biosenzoru lze elegantné
kontrolovat pribéh fermenta¢niho procesu nebo stanovovat obsah ethanolu v alkoholickych

napojich vseho druhu [6].

2.3 Zakladni charakterizace biosenzoru na bazi ADH

Princip funkce biosenzoru na bazi ADH lze popsat nasledovné: V prvnin kroku ADH
katalyzuje oxidaci ethanolu na acetaldehyd, a to za piitomnosti kofaktoru NAD™, ktery se
redukuje na NADH (rov. 1). Bez pfitomnosti kofaktoru by ADH nevykazovala jakoukoliv
aktivitu a ethanol by nemohl byt oxidovan [10,11].

CH4CH,OH + NAD* AP s cp,cHO + NADH + H ™ (rov. 1)
Ve druhén kroku doch& 1k elektrooxidaci redukovanéformy (NADH), viz rov. 2. Piima
elektrooxidace NADH na konvenc¢nich elektroddch vyZaduje velice vysoké potencidly
(+0,9V) a doch&rt knezidoucim vedlejS$im reakcim, zejména oxidacim dalSich
elektroaktivnich latek pfitomnych ve vzorku. Navic meziprodukty vytvofené behem
oxidacénich reakci ¢asto zne€ist'uji elektrodu [8]. V disledku toho se na povrch elektrodovych
materialu imobilizuje redoxné aktivni latka, tzv. mediator (mediator, Med), kterykatalyzuje

elektrooxidaci NADH a san podlénaredukci.

NADH + Med o, —— NAD" + Med,oy (rov. 2)
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V disledku toho dochazi ke zvysSeni rychlosti pfenosu elektronu z aktivn o centra enzymu na
povrch elektrody. Na zavér se redukovany mediator reoxiduje (rov. 3) a proud potiebny na

tuto reoxidaci je pfimo umérny koncentraci ethanolu ve vzorku [10-12].

Medoq M98, pjeg  +2e (rov. 3)

Pro nazornost je princip ADH biosenzoru také znazornén ve schématu na Obr. 1.

oxidovana forma

{) .

1

C,H;0H NAD* Med,eq e

k

t

ADH r

o

d

CH3;CHO NADH Med,x e |a
redukovana forma

Obr. 1: Schematické znazornéni principu ADH biosenzoru pro stanoveni ethanolu (pfevzato z [13]).

Jako medidory se nejcastéji pouzivaji katecholy, chinony, ferroceny, fenoxaziny,
fenothiaziny, fenylendiaminy a nové&ji i vodivé polymery. Mediator lze ptidat do roztoku
analytu nebo imobilizovat na povrch pracovni elektrody, ovSem vzdy musi byt v bl Ekosti
enzymu. Medi&ory vykazuj i1za danych pracovnich podminek vysokou stabilitu a maji nizsi
redox potencial nez ostatni elektroaktivni latky obsazené ve vzorku [7,14].

K oxidaci NADH se jako mediator ¢asto pouziva derivat fenothiazinu tzv. Toluidinova
modr O. Vysoka rozpustnost tohoto medidoru ve vodé se fe$i vhodnou imobiliza¢ni
technikou [7]. Dalsimi znamymi mediatory jsou Meldolova modr [8], Brilantn tkresylova
modr- [15] a Nilska modr [15].

2.4 Alkoholdehydrogen&a

ADH lze charakterizovat jako enzym z&visly na nikotinamidadenindinukleotidu (kofaktor)

a biosenzory na bazi tohoto enzymu vyzaduji imobilizaci jak enzymu, tak pravé i kofaktoru.
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Nevratné zachycen Tnebo spojen Tkofaktoru s enzymem neni zadouc 1 Kofaktor by se mél
nach&et v dostate¢né blizkosti enzymu a pii zahajeni oxidace ethanolu aktivovat ADH [7,16].

ADH katalyzuje oxidaci predevSim primarnich alkoholli, pficemz reak¢ni rychlost
rapidné klesa s rostouc ¥ velikost imolekuly. Tento enzym taktéz vykazuje malou aktivitu
viici nékterym sekund&n m alkoholim a katalyzuje jejich oxidaci na pfislusné ketony. ADH
biosenzor neni vhodny pro stanoveni methanolu, jelikoz ADH vic¢i nému nevykazuje
prakticky zadnou aktivitu. V porovnan 1's enzymem alkoholoxidazou je ADH vyhodnéjsi,
jelikoz nezavisi na obsahu kysliku a vykazuje vétsi specificitu [3,10,16,17].

Enzym ADH je pfirozenou soucasti eukaryotickych mikroorganismt (rostliny, lidé@
a prokaryotickych bunék (kvasinky). K tvorbé ADH biosenzorti se nejhojnéji pouziva
kvasinkova@ADH (Saccharomyces cerevisiae), klasifikovana jako EC 1.1.1.1 [18,19].

ADH se fadi mezi enzymy dobie rozpustné ve vodé; v 1 ml vody se rozpustil mg
ADH, za vzniku ¢irého az mirn¢ zakaleného roztoku. ADH jako takovda by méla byt
skladovana pfi teploté -20 T [20].

Ve vyssich eukaryotickych systémech se ADH obvykle vyskytuje jako dimernt
molekula, zat mco prokaryotick€organismy obsahuj Ttetramern imolekulu ADH. Tetramernt
molekula ADH se skladd ze 4 identickych monomerti, kde kazdy z nich obsahuje 347
aminokyselinovych zbytku a atom zinku, jenz ma tetrahedrdn tkoordinaci. Celkovamolanv
hmotnost kvasinkové ADH je 147396 Da [21]. Pro spré&nou funkci biosenzoru se
doporucuje pouzivat purifikovanou ADH [3].

Optimalni prostiedi pro oxidaci ethanolu se nachdzi v rozmezi pH 8,6-9,0; pficemz
maximdn 1 proudové odezvy se pak dosahuje pii pH 8,5 [22]. Pfi nizSich hodnotach jiz
dochdzi k neZadouci redukci acetaldehydu zpét na ethanol. Naopak pii pfekro¢eni horni

hranice pH ztraci ADH svoji aktivitu. Izoelektricky bod se nachazi pii pH 5,4 [10,22].

2.5 Imobilizace alkoholdehydrogenay

Imobilizované enzymy lze definovat jako enzymy pfipojené ke specifickym nosi¢im. Pfi
konstrukci ADH biosenzorti se imobilizaci zajisti dokonalé sparovani ADH s povrchem
biosenzoru, jelikoz nespravné provedeni negativné ovliviiuje chovani biosenzoru [5,9].

V soucasnosti 1ze imobilizaci enzyml povaZovat za rutinni zalezitost, nebot’ spravné
provedend imobilizace zvySuje stabilitu enzymu a umoznuje opakované pouziti biosenzoru,

¢imz se vyrazné minimalizuji provozn in&lady. Nav € biosenzor s imobilizovanym enzymem
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lze pouzivat v syst@mech pracuj € £h v pritokovém rezimu. Existuje nékolik imobiliza¢nich

technik, ov§em v praxi se nejcastéji pouzivaji techniky zobrazenéna Obr. 2 [9,23].

Kovalentni imobilizace

L
Imobilizace enzymu :

s
A &

Zachyceni enzymu v polymeru/gelu

Zesit'ovani enzymu

Obr. 2: Imobiliza¢ni techniky (ptevzato z [9]).

K imobilizaci ADH se vyhradné pouzivaji organicky modifikované silikaty,
polyethylenglykol, koloidnizlato, vodive polymery, redoxn tpolymery, v Tevrstvéuhl kové

nanotrubice a oxidy nékterych kovt [5].

2.5.1 Adsorp¢ni a kovalentn limobilizace

Imobilizace adsorpci dostava Casto oznaceni jako nejjednodussi imobiliza¢ni metoda vibec.
Jedna se o nedestruktivni a ekonomicky zptisob imobilizace. Enzym se adsorbuje na povrch nosice
prostiednictvim elektrostatickych van der Waalsovych sil nebo hydrofobn th interakc 1]9,23].
Principialné 1ze adsorp&ni imobilizaci popsat nasledovné. Enzym ADH se rozpusti
Vv piislusném rozpoustédle a vznikly enzymaticky roztok prichazi do kontaktu s pracovn®
elektrodou. Po urcité dobé se povrch elektrody omyva pufrem, ¢imz dojde k odstranéni
neadsorbovanych molekul enzymu [9]. Za nejvétsi nevyhodou této imobilizaéni techniky lze
povazovat nizkou stabilitu vyslednych biosenzorti, nebot enzym je nav&a na povrch
elektrody slabymi vazbami, které se pii nedodrZeni pracovnich podminek (pH, teplota)
snadno rozpadaj 1 [23]. K pfedejiti tohoto problému se doporuCuje provést preventivni

zesitovani pomoci glutaraldehydu [16].
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Za nejrozsifenéjs$i imobilizacni techniku se Casto povazuje kovalentni imobilizace.
Vysoce stabilnT kovalentn ¥ vazba vznik& mezi nukleofilni funkéni skupinou enzymu
(-COOH, -OH, —NH,, —SH) pfitomnou ve struktufe aminokyseliny (napf. —SH skupina
cysteinu, —NH> skupina argininu) a aktivovanym povrchem elektrody [14,24]. Inertn ipovrch
elektrody se pfed navazanim enzymu podrobi aktivaci. Béhem aktivaéni reakce vznikaj ¥
elektrofiln Tskupiny, které reaguj1s jiz zminénymi nukleofilnimi skupinami enzymu. Jako
aktivac¢ni ¢inidlo se nejcastéji pouziva glutaraldehyd nebo karbodiimid [9].

Kovalentn Timobilizaci Ize charakterizovat jako n&ladnou a komplikovanou metodu,
ktera vyzaduje veliké mnozstvi enzymu a reakce se musi provadét za specifickych pracovnich
podminek. OvSem vysledny biosenzor vykazuje dlouhou Zivotnost [14,16].

ADH lze na povrch pracovni elektrody imobilizovat zprostfedkovanim kovalentni
vazby mezi acetéem celul&y a Toluidinovou modii O [7]. Trichlortriazin lze povazovat za
velice uc¢inny kovalentni modifikator, ktery ochotné¢ reaguje s —OH skupinami pfitomnymi
v exfoliovanén grafitu. Ten lze charakterizovat jako vysoce poré&n ia n Ekohustotn imaterid,
ptipraveny tepelnym rozkladem grafitovych interkala¢nich slou¢enin [15]. Exfoliovanygrafit
lze taktéz modifikovat dopaminem, kdy dochazi k reakci mezi —NH2 skupinou dopaminu
a —COOH skupinou exfoliovaného grafitu, za vzniku amidické funkéni skupiny. Nasledné se
modifikovany exfoliovany grafit spolecné s ADH imobilizuje prostfednictvim interakce "sol-
gel" na keramické uhlikové elektrodé. V tomto piipadé sol-gel matrice vznika z methyl-

trimethoxysilanu [9].

2.5.2 Ostatni imobiliza¢ni techniky

Reakc 1 enzymu s bifunkénim ¢inidlem dochazi k tzv. zesiténi enzymu. Béhem zesiténi
dochéazi ke tvorbé mezimolekularnich kovalentnich vazeb. Mezi nejpouZzivanéjsi bifunkéni
¢inidla patii glutaraldehyd, glyoxal a hexamethylendiamin. ADH lze zesitit samostatné nebo
s pfidavkem inertni bilkoviny, napf. v pfitomnosti hovéziho sérového albuminu [25].

Za nejvétsi nevyhodu lze povazovat pokles aktivity enzymu, v disledku zmény
konformace a chemické zmény aktivniho mista enzymu béhem zesiténi [25]. Pfidanim vyse
zminéné bilkoviny se zamezi praveé tomuto nezadoucimu procesu [9].

Enzym lze zachytit v polymernim filmu, eventudlné v gelovém materidlu. Vzniklé
polymerni ¢i gelové matrice brani elektroaktivnim interferujicim slouc¢enindm dosdhnout

povrchu elektrody. K imobilizaci ADH se Casto pouziva polyvinylalkohol (PVA), avSak
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vyuZiti surového PVA nepfiznivé ovliviiuje prutokové parametry v reaktorech s kontinudn m
proudénim, respektive zvySuje zpétny tlak a zkresluje vytézek reakce [26].

Nicméné vyhodou polymerovych vldken je moznost premény na tkaninovy format
S riznym stupném poérovitosti. Dde PVA obsahuje sekundan 1—-OH skupinu, kterasnadno
podléha funkcionalizacnim reakcim (napf. acylace). Zména podrovitosti a funkcionalizace
—OH skupiny eliminuje vy$e zminéné problémy a utvaii z PVA vysoce atraktivn imaterid pro
imobilizaci ADH [26].

ADH lze taktéz zachytit v Nafionu. Toto zachyceni se pouziva predevsim v momentg,
kdy analyt obsahuje negativné nabité interferenty. Bylo prokdzano, ze Nafion plsobi jako
ucéinna bariéra vici aniontim [16].

Elektropolymerizaci 1ze pohodlné imobilizovat ADH na povrch pracovn telektrody.
Jedn&se o jednokrokovou metodu, kdy se na pracovni elektrodu ponofenou ve vodném
roztoku enzymu a monomeru vkl&alavhodnypotencid. Nejprve doch& ik oxidaci monomeru
za vzniku radikdového kationtu, ktery reaguje s neutrdnim monomerem nebo jinym
obdobnym radikélem a vznika dimer. Poté vytvoiené dimerni molekuly podléhaji kopulacnim
reakc i a na povrchu pracovn ielektrody se formuje nerozpustny polymern ifilm. Molekuly
enzymu obsazené ve vodném roztoku se zachycuji uvnitt polymerniho filmu, pfi¢emz podle

velikosti vkladaného potencialu 1ze regulovat jeho tloustku [9,25].

2.6 Amperometrickétransduktory

Valna vétSina amperometrickych analyz se provadi v tfielektrodovém systému, tvofeného
pracovn i referentnTa pomocnou elektrodou. Pti praci s nizkymi proudy postaci pouzit
dvouelektrodovy systém neobsahuj €1 pomocnou elektrodu. V praxi se pouziva hlavné
argentchloridova elektroda, zatimco diive oblibend kalomelova referentni elektroda jiz
mnohem mén¢. Pomocna&elektroda musi byt elektrochemicky neaktivni a dobrym vodi¢em.
Tyto vlastnosti splituje platina a pravé Pt dratek 1ze pouZit jako pomocnou elektrodu.

Obecné pifi navrhu nového typu biosenzoru je vzdy potieba zvazit jak vlastnosti
samotnéno analytu, tak slozitost matrice. U amperometrickych biosenzorii se spravnost
vysledku odrazi na typu pracovni elektrody, respektive na pouzitém materialu k jej mu
zhotoven 1[16]. Pracovni elektrodu 1ze povazovat za jakési pomysIné jadro celého biosenzoru,
jelikoz na pracovni elektrod¢ je imobilizovan enzym ADH a pienos elektronli se uskutecituje
na jejim povrchu. Na povrchu pracovni elektrody se udrZuje konstantni potencidl a méfi se

protékajici proud, pfimo umérny koncentraci ethanolu ve vzorku [16,27].
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Z uhliku se v prabéhu poslednh let stal jeden z nejvyznamnéjsich elektrodovych
materiald vibec, a to zejména kvili své chemické stabilite¢, biologické kompatibilité
a vyhovujicim fyzikalné-chemickym vlastnostem [16]. Né&které nové druhy (napf. nano-
trubicky a grafen) nabizeji navic moznost vyuziti vysoce ucinnych elektrokatalytickych jevi

i specifickévodivosti.

2.6.1 Uhl koveépastoveéelektrody
Uhl kovapastovaelektroda (Carbon Paste Electrode; CPE) se fadi do skupiny heterogennich
elektrod, popf. senzord. Standardni uhlikovou pastu ptedstavuje dvouslozkovd smés,
skladajici se z uhlikového prasku a kapalného pojiva.

Uhl kova pasta definuje vlastnosti vysledné CPE, resp. typ pouzitého uhlikového
prasku ¢i pojiva, zptisob homogenizace, jejich vzajemny pomér a Cistota. Po dikladném
smichani téchto dvou komponent se uhlikova pasta vnasi do elektrodového pouzdra (viz

schematick€znazornéni na Obr. 3) [28,29].

uhlikova pasta

Obr. 3: Zpuisob plnéni uhlikové pastové elektrody (pievzato z [30]).

Mezi nejvétsi pozitiva CPEs patii nizka pofizovaci cena, Siroké potencidlové okno,
nizké proudové pozadi, snadna piiprava a predevS§im moznost modifikace [29]. Z&ladnT
podminkou kazdého pojiva je nemisitelnost s vodnymi roztoky, nulovavodivost a chemicka
nete¢nost. Tyto vlastnosti spliiuji minerdn 1a silikonovéoleje [28].

Uhlik v pasté nejcastéji tvoii spektroskopicky nebo ptirodni (specidlné rafinovany)
grafitovy prasek a novéji Casto i prasek ze skelného uhliku. V posledni dobé jsou velmi

popul&n mstakeéuhl kovénanotrubice [28], jimZ je dale vénovana samostatna kapitola.
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2.6.2 Tisténé uhlikové elektrody

Sitotiskovou technologii Ize oznacit za relativné moderni techniku, pomoci niz se vyrab¢ji
miniaturizované, ptrenosné a vysoce citlivé elektrochemické senzory. Pracovni elektroda
tisténych senzor byva Casto zhotovena z vodivého uhlikového inkoustu, ktery predstavuje
zakladni stavebni kamen uhlikovych tisténych elektrod (Screen-Printed Carbon Electrodes;
SPCEs). Obr 4. zobrazuje komerc¢n¢ dostupnou SPCE, kterou distribuuje Spanélska firma

DropSens [31,32].

keramicky substrat
pracovni ‘
elektroda

2

@ * 7 referentni
—— elektroda
pomocna
elektroda

Obr. 4: Uhlikova tisténa elektroda (ptevzato z [33]).

Nemodifikovany vodivy uhlikovy inkoust 1ze podobné jako uhlikovou pastu oznacit za
binarni smés, rovnéz obsahujici uhlikovy prasek a pojivo. Nicmén¢ pojivem byva ve vétsing
ptipadi polymern tldika, rozpousténa ve vhodném rozpoustédle. Zatimco u uhlikovych past se
pouzivaji spise olejovité latky [31,32].

Princip sitotisku detailn€ popisuje Obr. 5. V prvnim kroku se uhlikovy inkoust nanasi
na sitku. Po uvedeni sitotisku do provozu tlaci stérka inkoust ve sméru pohybu a zaroven
prohyba sitku, pies kterou se protlatuje inkoust na substrat. Substraty byvaji nejcastéji

zhotoveny z keramickych materiald, plastu nebo ze skla [34].

stérka

uhlikovy inkoust sitka
-

!W

substrat

_»

Obr. 5: Vyroba SPCE (pfevzato z [34]).
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2.6.3 Uhl kovénanotrubice

Uhl koveé nanotrubice (Carbon Nanotubes; CNTs) se jiz zahy po objevu staly piedmétem
mnoha vyzkumi a v poslednich letech se tési veliké oblibé, a to predevsim kvili jedine¢nym
vlastnostem, mezi které patii vyssi elektricka vodivost, nizka hmotnost, chemickainertnost,
mechanick&a a termicka stabilita. CNTs maji nejvétsi modul pruznosti ze vSech znamych
materiald vibec. Z elektrochemickych vlastnost T nelze opomenout vysokou povrchovou
aktivitu, Siroké potencialové okno a schopnost urychlovat pienos elektronu mezi elektrodou
a elektroaktivni latkou. Konstelace téchto vlastnosti déla z CNTs velice ucelny elektrodovy
materid [8,35,36].

Za nejvetsi nevyhodu CNTs byva povaZzovana praveé vysokd inertnost vici organickym
rozpoustédlim. Toto negativum limituje pouziti CNTs v mnoha odvétvich. Nicméné
V soucasnosti se bézné¢ provadi modifikace CNTs tzv. funkcionalizaci. VétSina takovych
metod je viceméné zalozena na rozplétani (pivodn¢) stocenych trubic [37].

Grafen lze oznadit za zakladni stavebni jednotku CNTs; ty se pak dle typu konstrukce
déli na jednosténné uhlikové nanotrubice (Single-Wall Carbon Nanotubes; SWCNT)
a vicesténné uhlikové nanotrubice (Multi-Wall Carbon Nanotubes; MWCNT). SWCNTs (Obr.
6a) vznikaji sto¢enim grafenu do trubice. MWCNTSs (6b) se skl&laj 1z n¢kolika sto¢enych
grafenovych listd, soustfedné vnofenych do sebe. Smér a metoda pouZita ke stoceni grafenu

ma znaény vliv na vysledné vlastnosti CNTs [35,36].

grafen MWCNT

Obr. 6: Struktura SWCNT (a) a MWCNT (b) (pfevzato z [38]).
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| dnes jsou CNTSs stale popularni a vyuzivaji se ke tvorbé elektrochemickych senzort,
kde vystupuji jako amperometricky transduktor a zaroven i imobiliza¢ni matrice, do které lze
imobilizovat ADH. Imobilizaci lze provést napiiklad tzv. zesitovanim pomoc iglutaraldehydu
a Meldolové modfi, ktera katalyzuje oxidaci NADH, ¢i uzitim koloidniho zlata spolecné
s teflonem, kteryy maroli nevodivého pojiva [8,39]. Jako pojivo lze pouzit chitosan, a to
pfedev§im diky své biokompatibilit¢ a dobrym adheznim vlastnostem, které zarucuji
rovnomeérné rozptyleni CNTs [40].

Tabulka 1 (na dalsi stran¢) zobrazuje rozdilné typy ADH biosenzori, vyhrazenych pro
kvantitativni stanoveni ethanolu. Nicméné tyto biosenzory piedstavuji pouze ¢ast z celkovéno
poctu konstruovanych ADH biosenzort. Navic se ustavi¢né testuji a objevuji nové modifikace
pracovnich elektrod a zpisoby imobilizace ADH. Zlato ¢i platinu lze rovnéz pouzit jako
materidl ke tvorbé amperometrickych transduktorti [41]. Jak jiZz bylo feceno, téméi vzdy je
potieba tyto elektrody modifikovat mediatorem, jelikoz piima oxidace NADH vyzaduje
vysoké potencialové hodnoty. Taktéz bez ptitomnosti mediatoru podléhaji oxidaci i ostatni

elektroaktivni latky pfitomné ve vzorku a dochazi ke znecisténi elektrody.

2.7 Prutokova injek¢ni analyza

Prutokova injek¢ni analyza (Flow Injection Analysis, FIA) je metoda zaloZena na vstiikovani
kapalného vzorku do kontinudlniho nosného toku. Vzorek se vsttikuje v pfesné definovanych
Casovych intervalech a zndmém objemu. Vstiikovany vzorek tvoii zonu, kterd postupuje
reakéni civkou smérem k detektoru, ktery nepfetrzit€¢ zaznamendva méfici veli€inu [46].
Miseni vzorku probiha na zaklad¢ disperze a prutokovy profil je lamin&nt Disperzi lze
definovat jako pomér puvodni koncentrace (co) vstiikovaného vzorku a maximanit

detekovanékoncentrace (Cmax), Viz rov. 4 [42].
D= CO/Cmax (rOV. 4)

Disperze roste se zvySujici se délkou reakéni civky, to vede ke sniZeni citlivosti a pritoku

vzorku. Disperzi 1ze sniZit navijenim reak¢ni civky.
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Tab. 1: Analytické parametry vybranych ADH biosenzort uréenych pro stanoveni ethanolu.

Elektrodovymaterid Lineanirozsah  Mez detekce Odkaz
(mM) (uM)
CPE/ADH/ZrO, 1-26 - [5]
GCE/ADH/CA-TBO 0.01-04 5 [7]
GP/MWCNT/ADH/MB/ 0.05-10 5 [8]
CCE/EG/ADH/dopamin 1-4 - [9]
CCE/EG/ADH/BCB 1-13 - [15]
CCE/EG/ADH/NB 1-22 - [15]
SPCE/ADH/RNO, 326-2605 716 [17]
CPE/ADH/SINBO/MB 0.01-10 8 [23]
MWCNT/ADH/Auc/teflon 0.02-1 4.7 [39]
MWCNT/ADH/teflon 0.1-1 32 [39]
GCE/MWCNT/ADH(/chitosan - 0.52 [40]
AUE/ADH/NIHCF do5 0.5 [41]
GCE/CNT/ADH/PVA do 1.5 13 [73]
GCE/PVA/Ru(bpy)s**/ADH/sol-gel 0.025-50 10 [82]

Legenda: CPE; uhl kovapastovaelektroda, GCE; elektroda ze skelného uhlku, CA; aceté celul&a, TBO;
toluidinova modi O, GP; grafitovy prasek, MWCNT; vicesténné uhlikové nanotrubice, MB; meldolova modf,
CCE; keramick&auhl kovaelektroda, EG; exfoliovany grafit, BCB; brilantni kresylova mod¥, NB; nilskd modf,
SPCE; uhlikova tisténa elektroda, SiNBO; silikagel modifikovany Nb,Os Aucon; koloidntzlato, AuE; zlata
elektroda, NiHCF; hexakyanozZeleznatan nikelnaty, CNT; uhl Kovénanotrubice, PVA; polyvinylalkohol.

Se vzriistajicim objemem vzorku se zvySuje vyska piku, ¢imZz se také zvySuje citlivost.
Soubézné s vyskou piku roste i Sitka piku, coZ vede ke snizeni prichodnosti vzorku.

FIA analyz&or se sklalaz peristaltické pumpy, davkovaciho ventilu, reakéni civky

a detektoru, viz Obr. 7. Modernéjsi ptistroje obsahuji autosampler.

PERISTALTICKA  VZOREK

PUMPA

'E' REAKCNI CIVKA

3 DETEKTOR
| N

NOSNY ROZTOK \

DAVKOVACI VENTIL

<

ODPAD

Obr. 7: Instrumentace pratokového injekéniho analyzatoru (pfevzato z [43]).
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Mezi nejvétsi vyhody FIA patii rychla odezva (vétsinou méné nez 1 minuta) s dobrou
reprodukovatelnost ¥ vysoka vzorkovac ¥ frekvence (100-300 vzorkii za hodinu), mensi
spotieba vzorku a reagencii, jednoducha a relativné levna instrumentace [42].

Pomoci FIA Ize pohodIn¢ a rychle stanovit naptiklad koncentraci ethanolu, a to v celé
fad¢ vzorku, v¢etné alkoholickych napoji. Nejcastéji se pouziva amperometricky transduktor
na b&i SPCE, ktery ma na své pracovni elektrodé imobilizovanou ADH, NAD* a medi&or.
SPCE se umisti do pritocné cely, kde slouzi jako amperometricky detektor. Vzorek
obsahujici ethanol se davkuje Sesticestnym ventilem do reakéni civky a je unasen
kontinudn m nosnym tokem na detektor, kdy doch& tke generaci elektrickéo proudu, jenz

se zaznamen&/a&a nasledné vyhodnocuje.

3. Prehled analytickych metod ke stanoveni ethanolu

3.1 Alkoholickén&poje a ethanol

3.1.1 Pivo a ptibuzné napoje

Piva se nejcastéji rozd€luji podle tii kritérii, a to dle barvy, stupiiovitosti a zplisobu kvaseni.
K vyrobé piva se vyhradné pouzivaji kvasinky rodu Saccharomyces. V praxi se pouzivaji
dva kmeny téchto kvasnic, které pro pfeménu cukrii na alkohol vyzaduji rozd inépracovn 1
podminky, resp. odlisné teploty. Kvasnice spodniho kvaseni vyzaduji teplotu 8-12 <,
zatimco kvasnice svrchniho kvaseni 15-25 °C. Spodné kvaSené pivo (neboli "lezak") obsahuje
zanedbatelné mnozstvi vedlejSich latek, zatinco svrchné kvaSené pivo (“"ale") obsahuje
vyznamny podil vonnych latek (estery) a ma typickou ovocnou az kotfenénou vini. Oba

zminéné druhy zobrazuje Obr. 8 [44].

Obr. 8: Pivo typu ale a svétly lezak. Ilustracni foto (pfevzato z [45]).
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Sia piva se ud&ave stupnth, kdy 1 stupen je pfimo umérny jednomu procentu
extraktu ptvodni mladiny, naptiklad ,,dvanéctka™ obsahuje 12 % extraktu mladiny. Piva se
dle stupnovitosti nejéast&ji déli na lehké (max. 7 %), vycepni (8-10 %), lezak (11-12 %),
specidn 1(min. 13 %) a portery (min. 18 %; viz [69]). Podle barvy lze pak pivo rozdélit na
svétlé, polotmavé a cerné. U spodné kvaSenych piv plati, Ze ¢im cerné€jsi barva tim sladsi chut’,
a to z divodu pouziti karamelovych sladi [44].

Je obecné znamo, Ze pivo lze povazovat za koloidni disperzn¥systém, obsahujT1
kromé ethanolu a vody znacné mnozstvi dalSich latek ovliviiujici celkovou konzistenci
a vyslednou chut' piva. Nezanedbatelny vliv na chemické slozeni piva ma vSak i druh
pouzitého sladu a zpusob sladovani. Sacharidy obsazené v pivu vznikaj T enzymatickym
rmutovan i sladu. V pivu lze detekovat frukt&eu, gluk&u, malt&u, maltotriczu a dextriny.
Pivo taktéz obsahuje nékteré polyfenolické slouceniny, hoiké latky pochazejici z chmelu,

barviva (melanoidy), glycerol, lipidy, heterocyklické&slou¢eniny a vitaminy skupiny B [17,46].

3.1.2 V na a vinnén&oje

Vino lze charakterizovat jako tradi¢ni alkoholicky napoj, vyrabény kvaSenim hroznového
mostu. Vyroba vina za¢ina uz na vinicich, kde se zralé hrozny vinné révy sbiraji a piepravuji
do vyrobny. B i€hrozny se nejprve semelou a potéputuj ido lisu, zatimco modréhrozny se
pouze drti. U bilych vin se nechava kvasit most bez slupek, zatimco u Cervenych vin kvast
moSt v pfitomnosti slupek a tzv. trapin, které mu proplijcuji charakteristickou ¢ervenou barvu.
Po kvaSeni se zakalené vino Cifi a filtruje. Nasledné se lahvuje, popiipadé zraje v sudech.

Charakteristicky vzhled ¢erveného a bilého vina zobrazuje Obr. 9 [47-49].

Obr. 9: Cervené a bilé vino. Ilustra¢ni foto (pievzato z [50]).
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Vino Ize oznacit za komplexni smés n¢kolika set sloucenin pochéazejici z hroznt, at’ uz
se jednd o polysacharidy, polyfenolické slouceniny, ttisloviny, flavonoidy, vitaminy skupiny
B a minerdntlaky jako Na, K, Ca, P, Mg, Fe a Mn. Obsah cukru v suchych vmech se
pohybuje okolo 2 g/l. Mnozstvi vySe zminénych latek se v jednotlivych vinech 1isi, a proto lze
kazdé vino povazovat vice ¢i méné za jedine¢né [48,49].

Cervené a bilé vino se bude slozenim vzdy znatelné lisit, napiiklad v erveném viné se
nach& 1 desetkrd vice tfislovin a polyfenolickych latek nez v bilém. Celkové mnozstvi
polyfenolickych sloucenin v ¢erveném viné se pohybuje v rozmez 12000-6000 mg/1, vesmés
se jedna o flavanoly, antokyaniny a resveratrol. Nicméné i vina stejné barvy maji odlisSna
slozeni, jelikoz k vyrobé se zpracové&v& vzdy rozdilna odrida révy rostouci v odlisnych

klimatickych podm mk&h [48].

3.1.3 Destilay a podobné&lihoviny

Vodka, jakozto nejpopularnéj$i lihovinovy napoj v Rusku a Polsku, se vyrébt
z ethanolu zemédélského piivodu, ziskdvaného pti kvaseni brambor, obilovin nebo melasy.
Prakticky lze pouzit libovolnou zemédélskou plodinu. Po kvaseni se vyprodukovany ethanol
destiluje, aby se zajistila selektivni redukce organoleptickych vlastnosti pouzité suroviny
a vedlejsich produktti vzniklych béhem kvaseni. Vodka byva castokrat povazovana za
nejCistsi alkohol wvibec, ktery kazdy vyrobce destiluyje do pozadované a pro néj

charakteristické podoby. Ilustrativni obrazek vodky znazorniuje Obr. 10 [51,52].

Obr. 10: Vodka — jedna z nejvice prodavanych znacek. Tlustraéni foto (ptevzato z [53]).
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Z chemického hlediska si vodku lze predstavit jako Cisty destilovany ethanol. Vodky,
které se pti vyrobé destiluji ménékrat, budou obsahovat vice vedlejsich latek charakterizuj T T
danou vyrobni plodinu. To ma za nasledek vyrazné&jsi a osobitéjsi chut’, i kdyz takovéo vodky
nebudou tak jemné&jako ty v tekré destilované

Dalsim populdrnim destilatem je gin, ktery se produkuje predevsim ve Velké Britanii
a Holandsku. Vwyroba ginu se mize u jednotlivych producenti mirné liit, ale vesmés se
vyrd 1z ethanolu vzniklého pii kvaSeni obilovin, kteryse destiluje v médénych destilacnich
kotl th. K vzniklému destilatu se vzdy pfidavaji bobule jalovce a v nékterych piipadech i jiné
rostlinné vytazky (napf. pomerancova a citronova kura, koriandr, 1ékofice, anyz...) a vysledna
smés se opét destiluje [51,52]. V ginu lze identifikovat jalovcové monoterpeny, konkrétné
nejhojnéji zastoupeny a-pinen a v mensim mnozstvi myrcen, limonen a cymen [54].

Dal$i zndma lihovina, rum, se fadi mezi nejpopularnéjsi destilaty vibec. Zakladni
slozkou kazdého rumu je cukrova titina, at’ uz odpadni produkt vznikajici pfi zpracovani
cukrové titiny tzv. melasa nebo titinova Stava, poptipadé¢ kombinace obou komponent.
Nejcastéji se pouziva pouze melasa, ke které se pridavaji kvasinky. Béhem kvaSeni dochézi k
pfeméné cukrii na alkohol a dle typu pouzitych kvasinek i k produkci vedlejSich latek
s charakteristickou chuti jako naptiklad aldehydy ¢i estery. Po kvaSeni se vznikla kaSe,
obsahujici zhruba 10 % alkoholu, destiluje a ziskava se cird tekutina, ktera svoji typickou
tmavou barvu nabywaaz zré& m v dievénych sudech. B fyyrum zraje v nerezovych n&lob&h.
V rumu se ve vysSSich koncentracich vyskytuji rizné slouceniny na bazi ethylesterti jako
naptiklad ethylacet&, ethylpropanod a ethylisobutyr& [52,55].

Na tomto misté je dluzno dodat, ze tradicni
Cesky alkoholicky népoj, ,tuzemsky rum* resp.
Htuzemdk®, ktery se vyrdbi ze syntetického lihu,
karamelu, rumové tresti a mezi n&oje typu rum
nepatii. Tuzemsky rum obsahuje véEtSi mnozstvi
ethylformiatu, ktery je podstatou vySe zminéné
rumové tresti kvili své typické rumové vini. Obr. 11

zobrazuje tuzemskyrum [51,55].

Obr. 11: Cesky rum alias ,, Tuzemak*.

[lustracni foto (pievzato z [56]).
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Moznd vibec nejrozsifenéjsi lihovina je "whisky" (resp. "whiskey"), plivodem ze
Skotska a Irska, a pravé tyto zemé jsou nejvyznamnéjsimi producenti tohoto destilatu. Obecné
za whisky lze povazovat jakoukoliv lihovinu pfipravenou z obilniny, kteraposl&e dozrava
vV dubovych sudech. Nejpopularnéjsi skotska whisky se d€li na sladovou a obilnou. Sladova se
pfipravuje z vody, je¢mene a kvasinek. JeCmen se musi pfed kvasenim sladovat, nebot’
obsahuje slozitéjsi Skroby, které kvasinky nedokazi Stépit. Z tohoto divodu se pridavaji
sladové amylazy, které rozkladaji Skrob na jednodussi cukry, jez jsou pro kvasinky mnohem
stravitelnéjsi [51,52].

Skotska whisky zraje minimalné tii roky v dubovych sudech, a proto ve vyssi
koncentraci 1ze detekovat latky absorbované ze dieva. Pfi zpracovani sladu vznika mnoho
fenolickych slouceniny, zejména guajakol, eugenol a kresol [51,55]. Viceméné podobny

proces podstupuje i obdobnairskawhiskey.

3.2 Terénn mtesty na ethanol

Stupeni intoxikace ethanolem wudava koncentrace alkoholu v krvi (Blood Alcohol
Concentration, BAC). Ve vétsing¢ zemi je 0.08 g alkoholu ve 100 ml krve povazovano za
hraniéni hodnotu BAC, pii které je fidi¢ opravnén fidit vozidlo. Nicméné Ceska republika
jako jedna z mala evropskych zemi stale uplatituje nulovou toleranci [57,58].

BAC lze stanovit invazivnim a neinvazivnim zplsobem. Za invazivni zpiisob se
povazuje odbér krve, vykon&any ve zdravotnickych zatizenich. Mezi neinvazivni metody
patii ur¢ovani obsahu ethanolu v dechu, mo¢i ¢i slinach [57].

Stanoven IBAC v dechu Ize oznacit za levnou, rychlou a vysoce jednoduchou metodu,
ktera se provadi pomoci tzv. alkoholovych testerti. V moment¢, kdy testovan&osoba vdechuje
vzduch do testeru, méfi se koncentrace alkoholu v dechu (Breath Alcohol Concentration,
BrAC), kterakoreluje s BAC. Hodnota BrAC je zhruba 2000x niZ$i neZ u stejnéno objemu
krve, tudiz pfi jakémkoli srovnani mezi obéma koncentracemi mus byt BrAC n&obena tzv.
BBR (Blood Breath Ratio) faktorem, viz rov. 5 [57,58].

BAC = BrAC %2300 (rov. 5)
Alkoholovy tester na bazi palivového ¢lanku Ize v soucasnosti oznacit za nejhojnéji

pouzivany. Toto oznaCeni dostal piedev§im kvuli schopnosti stanovit BAC s vysokou

presnosti a navic vykazuje vysokou specifitu vii¢i ethanolu, tudiz vyslednou BAC neovliviiuji
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interferujici latky obsazené ve vydechovaném vzduchu. Tester se sklada z kyseléno
elektrolytu, jenz se nachazi mezi dvéma Pt elektrodami. Po vdechnut Tvzduchu do naustku
doch& 1k oxidaci molekul ethanolu na kyselinu octovou pii soucasné produkci elektrického
proudu. Produkovany elektricky proud zavisi na poctu volnych elektronti vznikajicich pfi
oxidaci ethanolu. Zabudovany mikroprocesor méti vznikajici proud a stanovuje hodnotu
BrAC, kterase konvertuje na ekvivalentn thodnotu BAC [57].

V té&o kapitole nelze opomenout znamné detekéni trubicky, vyuzivajici klasické
reakce na principu oxidace ethanolu dichromanem v kyselém prostiedi, které jsou uréeny pro
semikvantitativni stanoveni BAC. Testovand osoba vdechuje vzduch do sklenéné detekcni

trubicky, ve které je zatavena H2SOa spole¢né s K>2Cr207 a doch& 1k reakci, viz rov. 6.

2 K,Cry0; + 3 CHaCH,0H + 8 H,S0, =3 2 Cry(SO,)5 + 2 K,SO, + 3 CHZCOOH + 11 H,0 (fov. 6)

Po vdechnuti vzduchu molekuly ethanolu ochotné reaguji s oxida¢nim ¢inidlem (K2Cr20y7)
a doch& 1k oxidaci na kyselinu octovou pii soucasné redukci K2Cr207 na Cr2(SOs)s. Redukci
CrV! na Cr'" doprovazi barevna zména z oranzové barvy na zelenou. Obr. 12 znazoriuje
situaci, kdy jsou z balénku uvoliiovany pary ethanolu (12a) a dochazi ke zminéné reakci

a barevnému pirechodu (12b).

-

Obr. 12: Detek¢ni trubicka na alkohol. Pied (a) a po (b) pouziti (ptevzato z [59]).

S rostouc IBAC roste intenzita zelenéno zbarven 1a déka vznikaj € o zelenéno sloupce. Dle
barevné zmény lze rozhodnout, zdali je testovand osoba pod vlivem alkoholu ¢i nikoliv.
Nekteré detekeni trubi¢ky obsahuji navic AgNOg, kteryfunguje jako katalyz&or [57,60].
BAC lze rovnéz stanovit pomoci infra¢erveného analyzatoru, tzv. intoxylizeru. Tato
technika se Casto pouziva na policejnich stanicich, a to predev§im kvili extrémni presnosti

a vysoké specifite.
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Jako zdroj zafeni se vyhradné pouzivd kiemenova lampa generujici Sirokopdsmové
infraCervené paprsky o riznych vinovych délkach. Paprsky prochéazi kyvetou a nasledné jsou
skrze ¢ocku fokusovany na rotujici filtracni kolo, jez obsahuje uzkopasmové filtry specifické
pro vinoveéddky ethanolovych vazeb (C-O, C-C, C-H, O-H). Svétlo prochazejici filtrem
byva detekovano fotonasobicem, kdy dochdzi k vytvéfeni elektrickych impulst, které
zabudovany mikroprocesor interpretuje a na zaklad¢é absorpce infracerveného zareni potom

urcuje i vyslednou hodnotu BAC [57,60].

3.3 Piehled metod pro identifikaci a stanoven #ethanolu s vyuzitim

modern Th instrumentdn th technik

Pro stanoveni ethanolu a jinych alifatickych alkoholt byla dosud vyvinuta fada analytickych
metod, z nichZ hned nékolik se hojné pouziva v praxi. Mezi nejcastéji vyuzivané patfi ty, jez
vyuzivaji chromatografické techniky, at uz je to plynovd ¢i vysokoucinnd kapalinova
chromatografie. Nové&ji se ke stanoveni pouziva i kapilarni elektroforéza, refraktometrie
a spektroskopickd méfeni, jmenovité¢ infraervena spektrometrie a piibuzna Ramanova
spektroskopie. Za jistou nevyhodu vsSech vyse uvedenych metod lze povazovat vysoké

vvvvvv

nebot’ v nékterych ptipadech je tieba piedistit ¢i zakoncentrovat vzorek [51].

3.3.1 Plynovachromatografie

Pro analyzu alkoholickych napoju Ize plynovou chromatografii (Gas Chromatography, GC)
oznacit za vysoce Sofistikovanou aziejmé i nejefektivnéjsi metodu. Ethanol a alkoholy
obecné vystupuji jako tékavé komponenty a pravé pro analyzu takovych l&ek je GC prvnt
volbou. Tato separacni technika vynika vysokym rozliSenim a je i dostatené citliva, coz
umoznuje bcéhem jedné analyzy identifikovat veEtSi mnozstvi slozek pfitomnych
v analyzovanén vzorku [51]. Dilezitym faktorem, jenz ovliviiuje pfesnost a spravnost méfeni
je vybér vhodné separaéni kolony a stacion&an rf&e.

Obecné plati, ze stacionarni faze by méla mit obdobné vlastnosti jako analyt, tudiz pro
stanoven 1ethanolu v alkoholickych napojich by se méla pouzivat stacionarni faze polarniho
charakteru. Typickym piikladem separacni kolony pro analyzu ethanolu a jinych alkoholl je
vysokoporézni polarni mikrokolona zna¢ky CPWax o délce 30 m a priméru 0.5 mm, tyto

rozméry vyrazné zvySuji citlivost dané separace.
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Za nejvétsi vyhodu této kolony lze povazovat vysokou odolnost viéi vodé¢, resp. vodnym
roztoklim. Analyza alkoholickych napoji se vétSinou provadi metodou vnitiniho standardu,
kdy se ke vzorku pfiddva zndmy objem tzv. vnitiniho standardu, pfi stanoveni ethanolu
v alkoholickych napojich se nejhojnéji pouziva acetonitril, jelikoz se nevyskytuje v Zadném
typu alkoholického napoje. Za pouziti vySe zminéné kolony se jako mobilni faze pouziva
Cisty dusik, jenz unasi vzorek s vnitinim standardem skrze staciondrni fazi na plamenové-
ioniza¢ni detektor. Principialné eluovana molekula ethanolu hot Iv plamenu a vznikaj T Tionty
meéni ionizacni proud vodikového plaminku. Zaznam z plynové chromatografie, naméteny za
vySe zminénych podminek separace a detekce zobrazuje Obr. 13, kdy pk 1 odpovia
ethanolu ve whisky a pk 2 acetonitrilu, zbylé (neocislované¢) mnohonasobné mensi piky

odpovidaji ostatnim alkoholtim a interferentim pfitomnych v analyzované whisky [61].
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Obr. 13: Typickychromatogram vzorku whisky. Exp. podm nky: GC-FID,
separacni kolona — CPWax 58 CB, nosnyplyn — dusik (ptevzato z [61]).

V situaci, kdy alkoholicky napoj obsahuje vyrazné mnozstvi jinych alkoholi 1ze pouzit
srovnavaci metodu, kdy se ptipravi modelova smés obsahujici oéekavané alkoholy o znané
koncentraci. Po prométfeni modelové smési a vzorku lze na zédklad€ porovnani retencnich casi
slozek modelové smési a vzorku identifikovat jednotlivé alkoholy a z ploch pikii vypocitat
jejich obsah.

Dalsi moznosti ke stanoveni ethanolu v alkoholickych népojich je metoda, pti které se
stanovuje ethanol a voda. Pro detekci vody se vyhradné pouziva tepelné-vodivostn idetektor,
popft. ionizacni detektor, jenz produkuje energii vyssi nez 12,6 eV (ionizacni energie vody).
Jako separa¢ni kolona se pouZziva mikrokolona modifikovana vhodnou iontovou kapalinou,

tzn. polarni slouceninou s vysokou afinitou vi¢i molekulam obsahujici vodikovou vazbu.
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Casto se pouzivaji iontové kapaliny na bazi polyethylenglykolu obsahujici imidazolovy kruh.
Pro dosazeni komplexnéjSich vysledkii méfeni se GC spojuje s hmotnostnim spektrometrem
ve funkci detektoru. Vyhodou kombinace GC-MS je rychlaidentifikace jednotlivych slozek
alkoholického napoje, na zaklad¢ srovnani naméfeného hmotnostniho spektra s knihovnou
spekter [62,63].

Pti pouziti GC-MS se komponenty alkoholického napoje separuji vyhradné na
mikrokolon&h se stacionarni fazi na bazi polyethylenglykolu. Pievod neutrdnth molekul
analytu na nabité Castice se provadi elektronovou ionizaci. K separaci vzniklych iontii na
zaklad€ m/z dochézi nejcastéji v tradicnim kvadrupdlovém analyzatoru, jenz byva pro analyzu
alkoholickych napoji ve vétsiné piipadu zcela dostaCujici. Pro zisk hmotnostniho spektra
S vy$§im rozliSenim a tudiz s vyS$si vypovidaci schopnosti se kvadrupdlovy analyzator Casto

nahrazuje za analyz&or doby letu [63,64].

3.3.2 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformac® a Ramanova
spektroskopie
Nespornou vyhodou spektroskopickych metod je to, Ze vzorky Ize analyzovat bez jakychkoliv
ptedchozich uprav a v n¢kterych ptipadech dokonce 1 v plivodnim obalu / 1ahvi, coz plati i pro
vzorky s obsahem ethanolu a jinych alkoholu v lihovin&h [65]. Ke stanoven Tethanolu se
nejcastéji pouzivaji infraervené spektroskopické metody, kam patii 1 pfibuznd Ramanova
spektroskopie. Na popularité nabyvaji prenosné Ramanovy spektrometry, které sniZuji
pofizovaci cenu v porovna i s obvyklymi laboratornimi sestavami a umoznuji provadét
analyzy v terénu [65,66].

V posledni dobé€ pti analyze lihovin jednoznacné prevlada infracervena spektroskopie
FTIR (z angl. Fourier Transform InfraRed), coz je de facto interferometrie s Fourierovou
transformaci a citlivym IC-detektorem. V soucasnosti se vyuziva i viceslozkova analyza
s pouzitim FTIR spektrometrdi, specialné¢ vyvinutyeh i pro analyzu alkoholickych napoju,
umoziujici simultdnni analyzu vice neZz deseti sloufenin obsazenych napt. ve ving, pivu
a lihovin&h; samotn&aanalyza je hotova do 2 min. U lihovin neni vyzadovana piedpfiprava
alze je analyzovat pifimo. Napoje obsahujici CO2> musT byt pifed samotnou analyzou
odplynény. Po analyze se cely systém automaticky proplachuje vestavénym Cisticim

syst@nem [64,65].
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Za pouziti FTIR spektrometru ur¢eného vyhradné pro analyzu alkoholickych népojt
byva ve vétsing piipadi skenovana celd nebo vybrana ¢ast stiedni IC oblasti (rozsah vlnoétd
v intervalu hodnot 500-5000 cm?) [67].

K analyze alkoholickych napoju se pouzivaji vyhradné dva typy FTIR spektrometra
lisici se typem detektoru. Prvnin typem je FTIR spektrometr obsahujE 1 vysoce citlivy
detektor na bazi modifikovaného triglycin sulfatu a kfemikovou destic¢ku, na kterou se
dé&rkuje vzorek. Po nadavkovani vzorku je desticka automaticky transportovana do optické
oblasti pfistroje, ¢imz zapo¢ne proces méteni. Vysledny zméfeny zaznam (tzv. interferogram)
podléha slozité matematické operaci, Fourierové transformaci. Modelové absorpéni spektrum

namétfené FTIR spektrometrem v tomto reZimu nabizi Obr. 14 [67,68].
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Obr. 14: Absorp¢ni FTIR spektra né€kolika druhi piv (ptevzato z [68]).

Druhou skupinu FTIR spektrometrii ur¢enou k analyze alkoholickych napoja tvoii
interferometry s detektorem na b&i telluridu rtuti a kadmia. Takovyto spektrometr pracuje
V tzv. odrazovém rezimu, kdy dochazi k odrazu paprsku na rozhranivzorku a krystalu.
Pro stanoveni alkoholii se nejéastéji pouziva krystal utvofeny ze selenovénho, arsenového
a germaniového skla. Nekteré specialni interferometry tohoto typu dokazi ze vzorkového
spektra eliminovat spektralni oblasti odpovidajici absorpci vody, coZ vyrazné ulehcuje
n&lednou interpretaci [68].

Ramanova spektroskopie, coZ je technika uzce piibuzna s IC-spektrometrii, vesla do

Sirsiho povédomi béhem tzv. methanolové aféry v roce 2012, kdy na tizemi Ceské republiky

33



doslo k sérii otrav zptsobenych pancovanim lihovin technickym methanolem. Cel&uddost,
kter&nabyla nebywalych rozméri, vyvrcholila prohibici zakazujici prodej veskerych lihovin
s vyssim obsahem alkoholu nez 20 %. Ramanova spektroskopie rovnéz umoznuje provadét
méieni skrze transparentni obalové materialy, coz je znatelna vyhoda oproti technikdm
GC/FID a GC/MS [69].

Pro analyzu alkoholickych napoju se pouZivaji zejména dva typy Ramanovych
spektrometra liSici se zdrojem zafeni. Lze pouzit argonovy ¢i NIR diodovy laser o vhodnych
vlnovych délkach a vystupnim vykonu. Obecné plati, ze presnéj$i vysledky pfinasi
spektrometr s NIR diodovym laserem pfi vinové délce 785 nm a vykonu 300 mW [69].

Pomoc 1IRamanovy spektroskopie Ize v ptislusné lihoving rozlisit nejruznéjsi alkoholy.
Prvné se proméfi jednotlivé ocekdvané alkoholy a zaznamenavaji se namétfend spektra.
Po prométeni vzorku se provadi konfrontace se standardy, bud’ namétenymi, nebo 1 pfedem
ulozenymi v digitdn 1datab&i. Hledaji se totozné pasy, jez odpovidaji jednotlivym alkoholim
a kterélze navzgem porovn&vat. Na uk&ku Obr. 15 zobrazuje spektrum pro smés ethanolu
a methanolu, z néhoz je patrny charakteristicky pas pro ethanol pii tzv. Ramanové posunu 880

cm™ a pro methanol pfi 1035 cm™ [63,69].

N buethanol CH,OH
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Obr. 15: Uk&ka Ramanovych spekter ethanolu a methanolu (ptevzato z [63]).

Nicméné Ramanovu spektroskopii nelze pouzit k analyze vSech alkoholickych napojt,
nebot’ bylo zjisténo, ze uhlovodiky pfitomné ve vzorcich whisky ¢i ginu vyrazné pfispivaji
K intenzit¢ C—H p&u a tak na molekule ethanolu dochazi pouze k ¢aste¢nému rozptylu zateni

(viz napft. [63]).
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3.3.3 Dalsi techniky a postupy

Mezi dnes jiz klasické techniky se fadi denzimetrické metody. U nich vlastni méieni
ptedchéazi destilacni krok, umoznujici izolaci pfitomného ethanolu, jehoz zastoupeni ve
vzorku se nasledné zjisti pomoci pyknometru nebo elektrického denzimetru. Za zna¢nou
nevyhodu této metody Ize povazovat ¢asovou a pracovni naro¢nost [65,70].

V pr&i [71] byla navrhnuta fluorimetrick&a enzymatick& metoda pro stanovent®
ethanolu v alkoholickych n&pojth. Tato metoda je zaloZena na schopnosti ADH wvnitiné
fluoreskovat. Vnitini fluorescence je zpusobena aminokyselinovymi zbytky obsazenymi
v molekule ADH (pfedevsim tyrosin a tryptofan). V momenté, kdy byl k roztoku obsahuj T
ADH pfidan kofaktor NAD* a vzorek, doslo k vyznamnému poklesu vnitini fluorescence.

Z tohoto poklesu se nasledné vypocitava obsah ethanolu v alkoholickén n&poji [71].

3.4 Piehled elektrochemickych a elektroanalytickych metod ke stanoveni

ethanolu
V této Casti nelze opomenout dnes jiz raritni, avSak na svou dobu vysoce efektivn itechniku,
jez navrhli Heyrovsky a Sorm. P¥islusny postup vychazi z oxidace ethanolu na acetaldehyd

a methanolu na formaldehyd ve specialni aparatufe; viz Obr. 16 [72].

Obr. 16: Aparatura uré¢ena k oxidaci alkoholu (pfevzato z [72]).

Tekutina obsahujici alkohol se vpravi do promyvacky, ktera se umisti do kadinky s vodou (A)
a teplota lazn¢ se udrzuje pfi 70 °C. Nasledné€ jsou pary alkoholu undseny proudem dusiku
skrz CuO (B), vyhraty na 230-250 <C a oxiduji alkohol na pfislusné aldehydy, jez jsou
zachycovany v n&aobce s roztokem Ca(OH)2 (C), v némz se pak polarograficky stanovuji. P¥i

dodrzeni danych podminek je vina acetaldehydu vzdy 5x vys$si nez vina formaldehydu [72].
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Nicméné vétsina elektrochemickych metod slouzicich ke stanovenT ethanolu
je zalozena na riznorodych modifikacich pracovnich elektrod. Existuje nespocet publikaci
zabyvajicich se touto problematikou, kdy se vesmes testuje jeden typ modifikace aplikovany
na ruzné elektrody (mimo jiné: GCE [73], CPE [5], SPCE [17]...) a porovn&vaj ise vysledné
vlastnosti, nej¢astéji pomoci cyklické voltametrie. V porovnan Is vyse zminénymi metodami
a postupy vyuzivajici pokrocilou instrumentaci byvaji elektrochemické metody jednoduché,
rychléa az fadové levnéjsi.

Naptiklad elektrodu ze skelnéo uhlku (GCE) lIze modifikovat oxidy niklu, které
katalyzuji elektrooxidaci alkoholi. Modifikace se provadi ve dvou naslednych krocich, kdy
nejprve prob & elektrodepozice niklu na povrch GCE z pokovovaci 1azné o slozeni
NiClz + H3BO3. Ve druhén kroku se vylouceny kovovy depozit anodicky oxiduje v NaOH
a voltamogram, zaznamenany v tomto kroku, je charakterizovéa anodickym a katodickym
pikem, patfici redoxnimu paru NiOOH/Ni(OH).. Takto ptipravenou elektrodu lze pouzit pro
katalytickéstanoven fethanolu, ale také&2-propanolu a 1-butanolu [74,75]. Stanoven fethanolu

timto zpiisobem zndzornuji cyklické voltamogramy na Obr. 17.
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Obr. 17: Cyklické voltamogramy béhem oxidace ethanolu v 0.1 M NaOH (pievzato z [75]).

V neptfitomnosti ethanolu lze zaznamenat anodicky a katodicky pk NiOOH/Ni(OH)
(kiivka a), ktery se béhem stanoveni znatelné¢ neméni. Na nemodifikované GCE neni ethanol
elektroaktivni, ovSem stava se oxidovatelny na modifikované GCE (b).

Druhy anodicky pik kiivky "b" odpov BaNiO: a zvysuje se s rostouc itkoncentrac iethanolu,
zatimco prvni anodicky pik zlstava témét konstantni, jelikoZz Ni(OH)2 se netcastni oxidace

ethanolu [74,75].
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Na zaklad¢ tohoto zjisténi byl navrzen mechanismus, kde NiO: katalyzuje oxidaci
ethanolu. Vych& ise z toho, ze mnozstvi NIOOH spotiebovaného na formaci NiOz (rov. 7) je

pifimo umérné mnozstvi NiOOH vzniklého pfi redukci NiO2 za soucasné oxidaci ethanolu

(rov. 8) [74,75].
ANIOOH + 40H —» 4NiO, +4e +4H,0 (rov. 7)
CH3CH,OH + 4 NiO, + OH —» CHZCOO +4NiOOH  (rov. 8)

V pribéhu poslednich let se vSak stale vice uplatiuji enzymem modifikované
elektrody, kdy stanoveni ethanolu umozni enzym ADH a jeho (bio)katalyticka funkce pfii
oxidaci molekuly CH3CH>OH [12].

Nicméné v této ¢asti nelze opomenout moznost tvorby biosenzoru na bazi enzymu
alkoholoxida&y (Alcohol Oxygenase; AOX). V dobé¢, kdy jesté nebyl rozsifen trend tist€nych
a pastovych elektrod, se hojné produkovaly biosenzory tvotené kyslikovou elektrodou. Pravé
kyslikova elektroda modifikovana enzymem AOX slouzila a v nékterych piipadech stale
slouzi jako cenny nastroj pro ur€eni obsahu ethanolu v alkoholickych ndpoj £h. Kysl kova
elektroda obsahuje polopropustnou membr&ou, skrze kterou difunduje kyslk. Na tuto
membranu se imobilizuje enzym AOX, ktery béhem oxidace ethanolu spotfebovava kyslik.
Pii kontaktu s alkoholickym napojem probihd oxidace ethanolu dle rovnice ¢islo 9.

Principialné se méfi ubytek proudu, jenz je ptimo umérny koncentraci ethanolu [12,76].

CH4CH,OH + 0, AOX ' CH,CHO + H,0, (rov. 9)

_—

Preferovanéjsi a sofistikované&jsi zptisob tvorby biosenzoru vyuziva spoleéné uskupen 1
enzymu ADH se svym kofaktorem NAD™ a ve vétsiné piipadi i s pfidavkem mediatoru.
Vesmes takto konstruované biosenzory vyuzivaji elektrochemické vlastnosti kofaktoru, kdy
se pii oxidaci ethanolu soucasné produkuje jeho redukovana forma a proud potiebny na jeji
reoxidaci je ptimo umérny koncentraci ethanolu v alkoholickén n&poji [12].

V druhé poloviné XX. stoleti, kdy se na povrch dostadvaly prvni zpravy tykajici se
uspokojivyeh elektrochemickyeh vlastnost Tkofaktoru (schopnost elektrooxidace), se zacaly
hromadné produkovat riizné¢ modifikované alkoholdehydrogendzové biosenzory slouZzici
k amperometrickému stanoven tethanolu v riznych vzorcich, v¢. alkoholickych napoja [77].

Prvné konstruované ADH biosenzory vykazovaly nizkou citlivost a nelinedrni odezvu,

vvvvvv

imobiliza¢ni technika spoéivala v zachycen IADH a NAD™ na povrchu celul&zovémembrany.
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Nizkd citlivost vysledného biosenzoru se feSila pfiddvanim enzymu ¢i kofaktoru do
analyzovaného vzorku [77].

Vyznamnypokrok nastal v roce 1974, kdy byla v pr&i [78] molekula NAD™ spole¢né
S ADH navazana na tzv. nosi¢ utvofeny z polyethyleniminu a dextranu, coz umoznilo
neomezenou interakci mezi kofaktorem a enzymem, ¢imz doSlo k vyraznému zvySeni
citlivosti. Taktéz bylo zjisténo, Ze po pfidani mediatoru (derivat fenazinu) dochazi k urychlen ¥
prenosu elektronti mezi elektrodou a analytem a rovnéz reoxidace NADH vyzaduje nizsi
potencialové hodnoty. Po tomto zjisténi se zacaly konstruovat ADH biosenzory podobné tém
dne$nim, kdy nejzasadnéjsi typy jsou uvedeny nize [77,78].

Vysoce selektivn Tamperometrickyy ADH biosenzor byl popsé v pr&i [79], kde
ke konstrukci biosenzoru byla pouzita SPCE s pracovn 1elektrodou modifikovanou ADH,
NAD* a Meldolovou modfi rozpusténou v Nafionu. Imobilizace byla provedena za pouZiti
glutaraldehydu, kdy doslo k vytvofeni mezimolekuldrni kovalentni vazby mezi karbonylovou
skupinou glutaraldehydu a volnou aminoskupinou NAD" a ADH [79]. Strukturnivzorec

Meldolovy modfi zobrazuje Obr. 18.

Lo @
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Obr. 18: Strukturni vzorec Meldolovy modfi (pfevzato z [80]).

V této praci bylo zjisténo, Ze Meldolova modi katalyzuje oxidaci NADH na NAD™ pfi
velice nEkén potencidu (-0,17 Vvs SCE), coz =zabranuje mozné oxidaci dalSich
elektroaktivnth l&ek pifitomnych ve vzorku, v tomto piipadé krevnim séru. Na zakladé
zjisténych informaci lze Meldolovu modf povazovat za vysoce U¢inny mediator. Za pouziti
takto pfipraveného biosenzoru byl méten obsah ethanolu v krevnim séru ¢lovéka pod vlivem
alkoholu. Z vysledki méfeni byla zjisténa koncentrace ethanolu odpovidajici hodnoté
0.7940.02 mmol/l [79]. Na zaklad¢ zjisténych informaci lze konstatovat, ze takto citlivy
a selektivni ADH biosenzor by mohl najit uplatnéni pfi analyze nizkoalkoholovych népoji se

V dalsi pr&i [81] byl konstruovéa amperometrickyy ADH biosenzor vhodny pro
stanoven fethanolu ve vzorc Th o velmi malych objemech (az do 5 pl). Sitotiskovou metodou

byla na ocistény keramicky substrat tiSt€éna smés tvofena uhlikovymi vicesténnymi
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nanotrubicemi, zlatymi nanoc¢asticemi a Nafionem. Takto vytvofend pracovni elektroda byla
piekryta ADH, NAD" a Meldolovou modii. Méfeni jednotlivych vzorkii bylo provadéno za
pouziti chronoamperometrie, kdy byl s dostate¢nou pfesnosti stanoven ethanol v krevn in s&u.
Nicmén¢ se predpoklada funk¢nost ve vSech typech vzorkt obsahujicich ethanol [81].

Ve vétsiné publikaci zabyvajicich se ADH biosenzorem byl pro konstrukci pouzit
elektrodovy material na bazi uhliku. To potvrzuje fakt, Ze z uhliku se v prib¢hu posledn th let
stal jeden z nejvyznamnéjsich elektrodovych materialti viibec. Nicméné v nékterych pracich
byly pouzity i konvenéni elektrody. Napt. ve védecké praci [41] byl ADH imobilizové na
zlatou elektrodu, jejiz povrch byl modifikovan filmem z K3[Fe(CN)e] a Ni(NOz)2. Imobilizace
ADH a NAD" byla provadéna zesitovanim za pouziti glutaraldehydu s piidavkem inertni
bilkoviny (hovézi sérovy albumin), a to z divodu zvyseni aktivity enzymu [41].

Trendem posledni doby jsou vysoce citlivé ADH biosenzory =zalozené na
elektrogenerované chemiluminiscenci. Chemiluminiscenéni ¢inidlo (Ru(bpy)s?*) a ADH lze
imobilizovat do sol-gel hybridniho filmu. Do tohoto filmu se taktéz ptidéva kopolymer
polyvinylalkohol s 4-vinylpyridem a Nafionem, za ucelem udrZeni aktivity enzymu ADH
a imobilizaci Ru(bpy)s?* [82].

Jinym piikladem je biosenzor na b&i SPCE/ADH/RhO., popsany v pr&i [83].
Z&ladem elektrody zhotovenés fotiskovou technologi Tbyl keramicky substrat s nati$ténou
smé&si uhlikového inkoustu a RhO». Po vytvrzen byl na povrch pracovn ielektrody nanesen
enzym spoleéné¢ s kofaktorem a elektroda byla nasledné ponofena do roztoku
m-fenylendiaminu, glutaraldehydu, NAD®, fosfdovéno pufru a byla provedena
elektropolymerizace. V rezimu FIA pfi detekénim potencidlu +0,35 V a priatokové rychlosti
0,5 ml/min byly pak analyzovay vzorky vodky a whisky [83]. Obr. 19 zobrazuje mozny typ
laboratorn¢ pripraveného ADH biosenzoru na b&i SPCE, kdy z&ladem je keramicka

desti¢ka, na kterou se sitotiskovou technologi gtisknou jednotliveelektrody.

Uhlikova pomocna elektroda

Uhlikova pracovni elektroda

Ag/AgCl referentni elektroda

Obr. 19: Laboratorn¢ piipraveny ADH biosenzor (ptevzato z [81]).
Pravé posledné zminéna konfigurace byla inspiraci i vychodiskem ke studii provedené
vranci této diplomové prace, pficemz vétS§ina podminek a parametri byla piizpusobena

naSim konkrétnim potfebam a pouzité instrumentaci.
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EXPERIMENTALN ICAST

4. Priprava a charakterizace amperometrického biosenzoru

4.1 Pottebné komponenty k piipravé amperometrického biosenzoru

Uhl kovyinkoust

Grafen

Vicesténné uhlikové nanotrubice
Dimethylformamid

RhO>

Alkoholdehydrogen&a z Sacharomyces cerevisce

Nikotinamid adenin dinukleotid
Glutaraldehyd

Nafion

Komeréni tisténa uhlikova elektroda — DS-150

4.2 Pouzité chemikalie

Ethanol, 96%
Methanol, >99%
Propanol, >99%

Octan ethylnaty, >99%
KH2PO4

Na,HPO4 12H,0
NaOH

H3PQO4, 85%

4.3 Pouzité alkoholické napoje

B iévno Pdava

Pivo Prim&or 24°
Nealkoholicképivo Birell
Vodka Bozkov

Rum Liberté

Dom& islivovice
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Gwent Group, Pontypool, VelkaBritanie
ACS Material, LLC, Medford, USA
Shenzhen Nanotech Port Co., Ltd. Shenzhen, Cina
Penta, Chrudim, CR

Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko

DropSens, Llanera, Spanélsko

Lach-Ner, Neratovice, CR
Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Penta, Chrudim, CR

Penta, Chrudim, CR

Spolana, Neratovice, CR

J.T.Baker, Deventer, Nizozemsko
J.T.Baker, Deventer, Nizozemsko
Penta, Chrudim, CR

Znovin Znojmo, CR

Pivovar Primator, Nachod, CR
Pivovar Radegast, NoSovice, CR
Stock Plzeti, Plzei, CR

Saint Lucia Distillery, Lidl, CR



4.4 Pristrojovévybaven 1

pH metr inoLab pH 720

Potenciostat Autolab — PGSTAT12

Pracovn kelektroda tiSténa uhlikova elektroda (SPCE)
Referentn 1elektroda argentchloridova(Ag/AgCl/3.0 M KCI)
Pomocn&elektroda platinovydréek (PtE)

Ptenosny Ramantiv spektrometr Mira DS

4.5 Pouzité instrumentalni techniky

Cyklickavoltametrie (CV)
Prttokova injek¢ni analyza (FIA)

Ramanova spektroskopie

4.5.1 Pouzity elektrolyt
0.1 M fosfatovy pufr o pH 8.5, pripraveny z Na;HPO4 12H,0 a KH2PO4

4.5.2 Parametry cyklickévoltametrie

Potencidovyrozsah od-0,4Vdo+l1l2V
Potencidovyskok 2,5mV

Skenovac frychlost 10 mV/s

Pocet cykla 2

4.5.3 Parametry pratokové injekcni analyzy
Pratokova rychlost 1,6 ml/min

Detekéni potencial 0,2V

4.5.4 Parametry Ramanovy spektroskopie

Energie laseru 50 mW
Integraéni Cas 1s
Pocet skent 5
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4.6 Vybér amperometrického prevodniku

Na tivod je dllezité zminit, Ze v této experimentalni casti byl na zdklad€ publikované védecké
pr&e [83] pouzit biosenzor typu SPCE/ADH/RhO>. Nicméné dil¢i podminky a parametry
byly pfizpiisobeny nasim potiebam.

Prvotnim ukolem bylo navrhnout typ amperometrického pfevodniku modifikovaného
RhO-, respektive zvolit vhodny elektrodovy material utvaiejici pracovni elektrodu daného
pfevodniku. Testovany byly 3 amperometrické ptevodniky liSici se slozenim pracovni
elektrody.

K tvorb¢ pracovni elektrody byly pouzity materialy na bazi uhliku, jmenovité grafen
(Graphene, GR), vicesténné uhlikové nanotrubice (Multi-Wall Carbon Nanotubes; MWCNTS)
a uhlkovy inkoust (Carbon Ink, Cl). Elektrodovy materid lze v tomto piipadé oznalit za
binarni smés tvofenou 2z jedné vySe zminéné uhlikové komponenty a medidoru (RhO2).
Uhlikova ¢ast vzdy tvofila 95 % (w/w) celkového elektrodového materidu a medidor
zbylyeh 5 % (w/w).

K elektrodovému materialu na bazi GR a MWCNTs bylo pfidano rozpoustédlo,
respektive 5 ml dimethylformamidu a vznikladisperze byla ponech&a po dobu 10 minut
v ultrazvukové l&ni. Naopak k elektrodovénu materialu na bazi CI nebylo ptidano
rozpoustédlo. Po smichani CI a mediatoru byla vznikla pastovita smés taktéz vlozena na 10
minut do ultrazvuku. Takto pfipravené elektrodové materialy byly skladovany v lednici a pred
pouzitim byly vzdy po dobu 5 minut ponechay v ultrazvuku.

Pracovni elektroda dané¢ho pievodniku se pfipravovala pipetazi uhlikového
elektrodového materialu na nosnou podlozku komeréné dostupné uhlikové tiSténé elektrody
(Screen Printed Carbon Electrode, SPCE) obsahujici mimo jiné uz vytiSténou referentni
apomocnou elektrodu. K vyrobé amperometrického pifevodniku byla pouzita elektroda
DS-150, produkovéna Spanélskou spolecnosti DropSens. Testovana byla i elektroda DS-110,
ovsem povrch této SPCE byl v porovnan 1s DS-150 vice smacivy a pro piipravu pievodniku
méné vhodny.

Postup ptipravy amperometrického prevodniku Ize popsat nasledovné. Povrch ptivodni
pracovni elektrody byl piekryt vySe zminénim elektrodovym materidlem, ktery se nanaSel
pipetazi (v ptipadé CI nerezovou kopistou) takovym zpiisobem, aby povrch piivodni pracovni
elektrody byl zcela prekryt, ovSem nemiize ptresahovat na referentni ¢i pomocnou elektrodu.
V piipadé SPCE na bazi GR/RhO2 a MWCNTS/RhO: se pipetovalo 2 krat po 5 ul daného

elektrodovéno materialu, kdy druha davka byla pipetovana vzdy po zaschnuti davky prvni.
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V ptipadé SPCE na bazi CI/RhO: se inkoust nanaSel pomoci kopisty, vzdy v takovém
mnozstvi, aby zcela prekrylo pivodni pracovni elektrodu. Takto zhotovené SPCEs byly

ptipraveny k méfeni az po diikladném zaschnut ipracovn felektrody. Obr. 20 zobrazuje Cerstvé

Obr. 20: SPCE/GR/RhO:..

Piipravené SPCEs na bazi GR/RhO2, MWCNTs/RhO, a CI/RhO2 byly nasledné
charakterizovany pomoc icyklickévoltametrie (Cyclic Voltametry, CV). Ciem té&o analyzy
bylo zjistit, ktery pfevodnik nejlépe interaguje s medidorem — RhO.. Analyzovana byla
komeréni SPCE, ta slouzila jako standard a také jednotlivé SPCEs bez mediatoru, aby byla
patrnd zména zpusobena mediatorem. Méfeni bylo provadéno za pouziti 0.1 M fosfatového
pufru (Phosphate Buffer, PB) o pH 8.5, tvofeného NaoHPO4 12H>0 a KH2PO4, kdy vysledné
pH bylo upraveno pomoci NaOH ¢i HaPOs. Na povrch pracovn ielektrody bylo pipetovano
40 Wl PB a vysledné cyklické voltamogramy zobrazuje Obr. 21, kdy teckovana kiivka
znazornuje standartni SPCE, carkovana kiivka SPCE bez mediatoru a plna kiivka SPCE

s medid&orem.
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Obr. 21: Cyklické voltamogramy komer¢ni SPCE (teCkovana kiivka), SPCE bez mediatoru (¢arkovana
kiivka), SPCE/RhO> (plna kiivka). Parametry CV: Potencialovy rozsah -0,4 az 1,2 V vs. Ag/AgCl,
potencidovysskok 2,5 mV, rychlost skenu 10 mV/s.

Z cyklickyeh voltamogramu bylo zjisténo, Ze proudové hodnoty anodického piku se
pro SPCE obsahujici mediator vzdy mnohonasobné zvétsily v porovn&ni s SPCE bez
medidoru. S mediatorem nejlépe interaguji MWCNTS, respektive anodicky pik mél nejvyssi
proudovy vytézek. GR s medidorem interaguje o néco méné a CI se jevi jako nejméné
vhodny, a to z dtivodu vysokého proudového pozadi. Nasledné byla pomoci CV testovana
schopnost interakce SPCE/RhO: s nikotinamid adenin dinukleotidem (NAD™), kdy na povrch
pracovn Telektrody bylo pipetovéno 40 pul NAD" o koncentraci 0,35 pg/ul. Vysledné cyklické
voltamogramy jednotlivyeh SPCEs zobrazuje Obr. 22.
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Obr. 22: Cyklické voltamogramy SPCEsS/RhO; v pifitomnosti NAD*. Parametry CV: Potencidovy
rozsah -0,4 az 1,2 V vs. Ag/AgCl, potencidovyskok 2,5 mV, rychlost skenu 10 mV/s.

Z cyklickych voltamogramt je ziejma eletroaktivita pfitomného kofaktoru, kdy
nejvétsich proudovych hodnot bylo dosazeno za pouziti SPCE/GR/RhO,. Oproti tomu
SPCE/MWCNTSs/RhO: interaguje s NAD* o0 pozn& T méé a anodicky pik neni jiz tak
vyvinuty. Timto méfenim se taktéZ potvrdil fakt, Ze CI vykazuje vysoké proudové pozadi
anentvhodnym materidem pro konstrukci amperometrického pfevodniku. Zatimco GR,
ptredevsim kvili vyborné interakci s NAD™ se ze tfi testovanych elektrodovych materiali hodi
K ptipravé amperometrického transduktoru nejvice.

Na zaklad¢ tohoto zjisténi byla SPCE/GR/RhO> testovana pomoc ICV V piitomnosti
enzymu ADH, NAD™ a roztoku 10% ethanolu. Na pracovn Telektrodu bylo napipetovéano
45 ul NAD" o koncentraci 0,35 pg/ul a 5 ul ADH o koncentraci 25 pg/pl. Pokud mél cyklicky
voltamogram patficny charakter (Carkovana kiivka) bylo na povrch pracovni elektrody
napipetovano 45 ul roztoku 10% ethanolu a naméfeny cyklickyvoltamogram zobrazuje Obr.
23.
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Obr. 23: Cyklickévoltamogramy SPCE/GR/RhO; v pfitomnosti NAD*, ADH a EtOH. Parametry CV:

Potencidovyrozsah -0,4 az 1,2 V vs. Ag/AgCl, potencialovy skok 2,5 mV, rychlost skenu 10 mV/s.

Z cyklickéo voltamogramu (viz Obr. 23) je patrné, Ze po piidani 10% roztoku
ethanolu (plna kiivka) dochazi, v porovnén 1s voltametrickou kiivkou enzymu a kofaktoru
(¢arkovana kiivka), k mirnému proudovému narustu pii potencidlu 0,2 az 0,4 V. Potencial
n&hazej T se Vtomto intervalu by mél byt pouzit v pritokové injekéni analyze (Flow
Injection Analysis, FIA) pro detekci ethanolu.

Principidlné 1ze FIA s amperometrickou detekci popsat nasledovné. Amperometricky
biosenzor na b&i SPCE/GR/ADH/NAD*/RhO2 umistény v pritoéné cele slouzi jako detektor.
Vzorek obsahujici ethanol se davkuje skrze davkovaci smycku Sesticestného ventilu a dal je

unasen do prutokové cely, ktera obsahuje mnou navrzeny biosensor.

4.7 Zplsob imobilizace

Pro spr&mnou funkci amperometrického alkoholdehydrogenazového biosenzoru je nesmirné
dulezité imobilizovat enzym spolecné s kofaktorem tak, aby v pribéhu analyzy nedochéazelo
k jejich ztr&an vymya m. Nespravné provedena imobilizace negativné ovlivituje chovani
biosenzoru, vyrazn¢ sniZzuje zivotnost a neumoznuje jeho pouziti v systémech pracujicich
s kontinualnim tokem, nebot’ dochazi k souvislénu vyplavovan gjednotlivych komponent.

V té&o pr&i byl enzym a kofaktor imobilizovéa pomoc tcross-linkru glutaraldehydu
a polymeru Nafionu. V momenté, kdy se na povrch pracovni elektrody obsahujici ADH,
NAD" a RhO: nanese glutaraldehyd, doch&T ktzv. zesiténi, pii kterém se tvofi
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mezimolekul&n 1 kovalentn ¥ vazby mezi karbonylovou (=C=0) skupinou glutaraldehydu
avolnou aminoskupinou NAD" a ADH (-R-NH). Takto vzniklé aglomerdy majt
mnohonésobnéji vyssi objem nez samotné komponenty, coz zarucuje silnéjSi zadrzeni ve
struktufe polymeru. Imobilizace byla provadéna dvojim zplasobem, jmenovité
mnohonasobnym vrstvenim nebo vytvorenim kompozitniho materidu. Na SPCE/GR/RhO>
bylo pipetovano 10 uL NAD" o koncentraci 0,35 pg/ul a 10 ul ADH o koncentraci 25 ug/ul.
ADH se pipetovala az po dikladném zaschnuti NAD*. Nasledné bylo na povrch pracovni
elektrody pipetovano 10 pl 1% Nafionu a po dikladném zaschnuti 10 pl 1% glutaraldehydu.
Tento zpilisob imobilizace nebyl dostate¢n¢ efektivni a dochéazelo k nepfetrzitému
vyplavovan Tjednotlivyeh komponent, viz Obr. 24. Na zakladé tohoto zjisténi byl navrhnut
novy zplsob imobilizace, pfi kterém byla vytvofena tzv. kompozitni smés, kdy se vSechny
komponenty (GR, RhO;, ADH, NAD", Nafion a glutaraldehyd) smthaly dohromady
a vznikla pastovita smés byla po dobu 30 minut ponechana v ultrazvuku. Taktéz bylo zjisténo,
ze reakce mezi glutaraldehydem a enzymem trvd minimalné 2 hodiny a na zakladé tohoto
zjisténi byla pfipravena kompozitni smés ponechana po dobu 24 hodin v mraz&u. Tento
zpusob imobilizace byl vysoce ucinny a biosenzor vykazoval vysokou stabilitu a nedoch&elo

k vyplavovan gjednotlivych komponent.

2.0
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—Kompozitni smés
1.5 |
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Obr. 24: FIA amperogram roztoku 20% ethanolu naméfeny ADH biosenzorem tvofeného mnohonasobnym
vrstvenim (Cervena kiivka) a amperogram 3% ethanolového roztoku naméfeny biosenzorem na bazi

kompozitni smési (Cerna kiivka). Parametry FIA: Prutokova rychlost 1 ml/min, detekéni potencial 0,2 V.
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Z Obr. 24 je patrné, ze SPCE modifikovana postupnym pipetovanim elektrodového
materidu, ADH, NAD" a n&lednéimobilizaci nevykazovala vysokou stabilitu a doch&elo
Kk souvislému vyplavovani jednotlivych komponent, coz lze potvrdit stalym poklesem
proudovych hodnot pro 20% ethanolovy roztok (Cernd kiivka). Oproti tomu SPCE, u které
byla pracovnT elektroda ptipravena pipetazi vySe zminéného kompozitnino materidu
vykazovala vysokou stabilitu a jednotlivé komponenty se nevyplavovaly, coz lze potvrdit

ziskem téméft totoznych proudovych hodnot ziskanych pii FIA analyze roztoku 3% ethanolu.

4.7.1 Mnozstvi Nafionu

Pii konstrukci biovrstvy bylo nezbytné optimalizovat obsah Nafionu tak, aby byl enzym
pevné zakotven, ale ziroven nebyla vyznamné sniZena citlivost vysledného analytického
zatizeni. Pfi hledani optimalniho mnozstvi Nafionu byly konstruovany biosenzory obsahuj T ¥
rozdilné mnozstvi Nafionu a vzdy totozné mnozstvi zbylych komponent, respektive 19 pg
grafenu a 1 pug RhO2, 3 pl 1% glutaraldehydu, 10 pl ADH o koncentraci 25 pg/pl a 10 pl
NAD" o koncentraci 0,35 pg/pl. Optimalizace byla provedena pro pipetaze 5 ul, 10 ul, 15 ul,
20 pl, 25 pl a 30 pl 1% Nafionu. Po porovnani naméfenych amperogrami 20% ethanolového
roztoku pii detekénim potencialu +0,1 V bylo zjisténo, ze SPCE s 15 ul 1% Nafionu

vykazovala nejvyssi citlivost.

4.7.2 Mnozstvi glutaraldehydu

Pro optimalizaci mnoZstvi glutaraldehydu bylo pfipraveno 6 SPCEs, kdy pracovni elektroda
byla tvofena 19 pg grafenu a 1 pg RhO2 10 ul ADH o koncentraci 25 pg/ul, 10 pl NAD*
0 koncentraci 0,35 ug/ul a jiz optimalizovanym mnozstvim 1% Nafionu (15 ul) a rozdilnym
mnozstvim 1% glutaraldehydu. Optimalizace byla uskute¢néna pro 5 pl, 10 ul, 15 pl, 20 pl,
25 ul a 30 ul 1% glutaraldehydu. Na takovychto SPCEs byla provedena analyza roztoku 20%
ethanolu pomoci FIA pfi +0,1 V. Po porovnan Inaméfenych amperogramii bylo zjisténo, ze

SPCE s 5 ul 1% glutaraldehydu vykazovala nejvyssi citlivost.

4.7.3 Mnozstvi NAD*

K optimalizaci mnozstvi NAD" byl pouzit zasobni roztok o koncentraci 0,35 ug/ul, ze kterého
byly utvofeny kompozitni smési obsahujici 3 pl, 9 pl, 10 pl, 14 pl, 18 pl a 22 ul NAD*. Kazda
tato smés mimo jiné obsahovala 19 pg grafenu a 1 pg RhO2 10 pul ADH o koncentraci
25 pg/ul a jiz optimalizované mnozstvi 1% Nafionu (15 pl) a 1% glutaraldehydu (5 pl).
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Po napipetovani kompozitni smési na nosnou podlozku SPCE byla na téchto Sesti elektrodach
provedena analyza roztoku 20% ethanolu pomoc IFIA s amperometrickou detekci pii +0,1 V.
Po porovn& Inaméfenych amperogrami bylo zjisténo, ze SPCE s 10 pl (3,5 pug) NAD?
vykazovala nejvyssi citlivost. Toto tvrzeni dokazuje Obr. 25, ktery zobrazuje zavislost
proudové hodnoty na mnozstvi NAD". Proudové hodnoty byly ziskany zprimérovanim Sesti

nastfiku roztoku 20% ethanolu.

4.7.4 Mnozstvi ADH

K optimalizaci ADH bylo zkonstruovano 6 SPCEs, kdy pracovni elektroda bylo tvofena 4 pl,
7 ul, 10 pl, 12 pl, 15 pl a 20 pl ADH o koncentraci 25 pg/ul a optimalizovanym mnoZstvim
NAD®, 1% Nafionu (15 pl) a 1% glutaraldehydu (5 pl). Nasledné byla na téchto 6 SPCEs
provedena analyza 20% ethanolovéno roztoku pomoc TFIA s amperometrickou detekci pii
+0,1 V. Po porovn& Inamétenych amperogrami bylo zjisténo, ze SPCE se 7 ul (175 pg)

ADH o koncentraci 25 pg/pl vykazovala nejvyssi citlivost (viz Obr. 26).
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Obr. 25: Zavislost proudové hodnoty na mnozstvi NAD"* , utvofena z FIA amperogramu z Ekanéno

analyzou 20% ethanolového roztoku za pouziti SPCE/GR/ADH/RhO:; lisici se mnozstvim NAD".
Parametry FIA: Pratokova rychlost 1 ml/min, detekéni potencial 0,1 V.
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Obr. 26: Zavislost proudové hodnoty na mnozstvi ADH, utvofena z FIA amperogramu z Ekanéno
analyzou 20% ethanolového roztoku za pouziti SPCE/GR/ADH/RhO; lisici se mnozstvim ADH.

Parametry FIA: Pritokova rychlost 1 ml/min, detekéni potencial 0,1 V.

Z ptedchozich kapitol lze wusoudit, ze optimalni podminky pro pfipravu
alkoholdehydrogenazového biosenzoru jsou nasledujici (500 upl disperze pro tvorbu
kompozitniho biosenzoru): 1 mg GR, 50 ug RhO3, 8,75 mg ADH, 175 pg NAD", 375 ul 1%
glutaraldehydu a 125 pl 1% Nafionu. Vznikla disperze (30 min v ultrazvukoveél&ni) byla
ponech&a v mrazaku po dobu 24 hodin. Poté postacilo 10 pl této disperze nanaset na
pracovni plochu komer¢ni SPCE. Po hoding, kdy doSlo k odpateni rozpoustédel, byl ADH
biosenzor zcela pfipraven pro méfeni.

Pted vlastni analyzou bylo nezbytné povrch kompozitniho biosenzoru opl&hnout, aby
se vyplavily nedokonale zabudované komponenty. Byla pfipravena série 5 biosenzorti pro
posouzeni, zda je mozné pfipravit vySe uvedenym postupem identické biosenzory. Z Tab. 2 je
patrné, Ze pouze 3 biosenzory z celkového poctu vykazuji t€éméf obdobnou odezvu vici
roztoku 10% ethanolu. Tento fakt lze vysvétlit nasledovné. Kompozitni materidl, jenz se
pipetuje na nosnou podlozku SPCE nema v celém objemu vzdy stejné slozeni, nebot’ nikdy

nelze docilit rovnomeérné dispergace jednotlivych komponent.
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Tab. 2: Proudové hodnoty totoznych biosenzort ziskané FIA analyzou 10% ethanolu.

n (ADH biosensor) Ip (LA)

1 0,2540.01
2 0,4240.01
3 0,2640.01
4 0,2340.02
5 0,3440.01

Hodnoty uvedeny jako pramér + primérna odchylka pro 10 opakovani.

4.8 Optimalizace pracovn Th podm mek

Samotna piiprava biosenzoru znamena jenom jeden z mnoha krokd potiebnych k vywoji celé
analytické metody. Spatné zvolené pracovni podminky mohou negativné ovliviiovat vysledky
parametry pro FIA s amperometrickou detekc 1 které&je nutnéoptimalizovat.

Volbou pritokové rychlosti (Flow Rate, FR) Ize ovlivnit citlivost dané metody, kdy pfi
niz§i FR dosahuje metoda vyssi citlivosti, nebot’ reakce probihajici na pracovni elektrodé
vyZzaduje ke svému pribéhu urcity €as. Oproti tomu detekéni potencidl vyrazné ovlivituje
selektivitu dané metody, kdy s narGstajicim potencidlem dochézi ke zvySeni odezvy
a soucasn¢ ke snizeni selektivity, coZ ma za nésledek oxidaci dalSich elektroaktivnich latek

pfitomnych ve vzorku.

4.8.1 Optimalizace prutokové rychlosti
Na SPCE/GR/ADH/RhO: byla provedena analyza 10%, 20%, 30%, 40% a 50% roztoku
ethanolu pii riizné FR, kdy jednotlivé roztoky byly pfipraveny z 96% zasobniho roztoku, jenz
byl fedén PB. Takto pfipravené roztoky byly analyzovany pomoci FIA s amperometrickou
detekei pii +0,1 V ve 0.1 M PB o pH 8.5 s davkovaci smyckou o objemu 200 pl, a to pfi
n&leduj T1FR — 0,4 ml/min, 0,6 ml/min, 0,8 ml/min, 1 ml/min, 1,2 ml/min, 1,4 ml/min, 1,6
ml/min a 2 ml/min.

Kazdy kalibra¢ni roztok byl zméfen nejméné tiikrat. Odectené proudové hodnoty se
zprumerovaly a sestavila se zavislost proudovych hodnot na koncentraci pfi rtiznych FRs, jez
zobrazuje Obr. 27. Pro lepsi prehlednost byly vybrany jen nékteré FRs, nicméné nejvyssi

citlivost a nejnizsi Sum byl dosazen pti FR 1,6 ml/min, coZ odpovida 31,6 otackdm za minutu.
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Obecné lze konstatovat, ze takto malé zmény FR maji na vysledek méteni spiSe
zanedbatelny vliv a namétené proudové hodnoty si jsou velice blizké, a to predevsim pii
niz8ich ethanolovych koncentracich. Toto tvrzeni lze potvrdit ziskem téméf stejnych

proudovych hodnot pii FR 0,8 ml/min (Cernd pfimka) a 1,4 ml/min (zelena piimka).
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Obr. 27: Kalibra¢ni kiivky obdrzené pii riznych prutokovych rychlostech, jmenovité 0,4 ml/min (Cervena),
0,8 ml/min (Cernd), 1,4 ml/min (zelend) a 1,6 ml/min (modra pfimka). Experiment byl naméfen v prostiedi
0.1 M PB o pH 8.5 s davkovaci smyckou o objemu 200 pl pii potencialu detekce +0,1 V.

4.8.2 Optimalizace detek¢niho potencidlu

Na SPCE/GR/ADH/RhO: byla provedena analyza 10%, 20%, 30%, 40% a 50% ethanolovéno
roztoku pomoci FIA s amperometrickou detekei pfi FR 1,6 ml/min v 0.1 M PB o pH 8.5
s davkovaci smyckou o objemu 200 pl, a to pii nasledujicich detekénich potencidlech 0,1 V,
0,2V,03V,04Va0,5 V. Méfeni bylo provadéno stejnym zptisobem jako v piredchozim
ptipadé. Z Obr. 28 je patrné, ze nejvyssi citlivosti (smérnice piimky) bylo dosazeno pii
potencidlu +0,2 V (Cernd piimka). Nicméné podobné¢ jako v ptedchozi kapitole, i zde se

proudové hodnoty se zménou potencialu 1i§i pouze nepatrné.
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Obr. 28: Kalibraéni kiivky obdrzené pfi riznych potencidlech detekce, a to pfi 0,1 V (zelend), 0,2 V

(Cerna), 0,3 V (modra), 0,4 V (Cervena ptimka). Experiment byl naméfen v prosttedi 0.1 M PB o pH

8.5 s davkovaci smyckou o objemu 200 pl pii prutokové rychlosti 1,6 ml/min.

4.9 Charakteristika ADH biosenzoru

Pied pouzitim biosenzoru v praxi je tfeba charakterizovat a urcit analytické parametry, jako je
mez detekce a stanovitelnosti, pfesnost, spravnost a zivotnost. VySe zminéné parametry byly
urCovany pomoci navrzeného ADH biosenzoru za optimdn th pracovn £h podm nek. Mez
detekce (Limit of Detection, LOD) Ize charakterizovat jako nejniz$i moznou koncentraci,
kterou lze detekovat, nikoliv stanovit. LOD je nutno ch&pat jako teoretickou hodnotu, kteraby
se Voptimdlnim pifipadé méla podobat hodnoté skutecné. LOD lze spocitat ze vztahu
zobrazujici rovnice €islo 9.

Ixsmérodatna odchvlka
LOD= (rov. &)

smeérmice pfimky

Mez stanovitelnosti (Limit of Quantification, LOQ) lze charakterizovat jako nejniz$i moznou

koncentraci, kterou lze stanovit. LOQ se nejcastéji vypocitava ze vztahu zobrazuj € Trovnice

¢islo 10.
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10=smérodatnad odchvlka
LOQ= (rov. 10)

smémice pfimky

Presnost metody lze vyjadfit na zaklad¢ relativni smérodatné odchylky (RSD), vétSinou
udavané v %. Vztah pro vypocet zobrazuje rov. 11. Obecné¢ plati, ze ¢im mensi hodnota RSD,
tim presnéjsi vysledek méieni.

smérodatna odchvlka
ESD = — ——— X 100 (rov. 11)
aritmeticky prumér

Pro vypocet LOD, LOQ a RSD byla sestrojena kalibra¢ni kiivka zobrazena na Obr. 29,
jez byla utvofena z amperogramu naméfeného pomoci FIA s amperometrickou detekc ¥ kdy
byly analyzovay 2%, 4%, 6%, 8% a 10% roztoky ethanolu. S kazdym roztokem byla
provedena série péti méfeni a odectené hodnoty byly zprimérovany a vyneseny do kalibra¢ni
kiivky.

Pro vypocet vyse uvedenych hodnot byla pouzita smérnice (k) kalibra¢ni kiivky pro
nizké koncentrace ethanolu 0.0269 pA/%. Smérodatnd odchylka Sumu nebyla pro vypocet
pouzita, nebot’ by byly dosazeny nerealné nizké koncentrace ethanolu. Z tohoto duvodu byla
pro vypocet pouzita smérodatna odchylka obdrZend z tfindcti opakovanych méfeni pro 3%
koncentraci ethanolu, viz Obr. 30. Z vySe uvedenych vztahti byly spo¢teny hodnoty LOD
0,33 % a LOQ 1,12 % ethanolu. Zde si dovolim podotknout, Ze mnou pfipraveny biosenzor
neni schopen urcit velmi nizky obsah ethanolu naptiklad v krvi, a tudiz nelze jej vyuZzit

v klinickéanalyze.

0.3
y = 0.0269x - 0.0203

0.0 . R? = 0,9956
<
2
~
—~—

0.1

°
OO T T T T T T T T T T T

¢! %

Obr. 29: Kalibra¢ni zavislost pro 2 az 10% ethanolové roztoky. Parametry FIA: pritokova rychlost

1,6 ml/min, detek¢ni potencial 0,2 V.
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Obr. 30: Zavislost proudové hodnoty piku na poétu méfeni ziskana z FIA amperogramu

3% ethanolovéno roztoku. Parametry FIA: Pratokova rychlost 1,6 ml/min, detekéni potencial 0,2 V.

Naméfené proudové hodnoty z Obr. 29 byly zprimérovany a x=0,1298 puA.
Vypocitana byla taktéz smérodatnd odchylka, ktera byla rovna hodnoté¢ 0,003 pA. Z téchto
dvou hodnot byla vypocitana presnost vyvinuté metody, kterou lze charakterizovat shodou
opakovatelnych méfeni za konstantnich pracovnich podminek. Pfesnost byla matematicky
vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka o hodnoté 2,36 %. Pokud bereme v vahu
hladinu vyznamnosti (o) 95%, Ize s Cistym svédomim konstatovat, Ze vyvinuta metoda je
velmi presna.

Dale byla proméfena kalibracni zavislost pro vyssi koncentrace od 10 do 50 %
ethanolu a v téze analyze sestupné od 50 do 10 % (viz Obr. 31) 0 R?>=0.9961 a 0.9847. Vyssi
koncentrace se nepromeérovaly, nebot vétSina lihovin (vzorkd) nemé vys§i obsah. Byly
dosazeny témét totozné smérnice piimek 0.0150 a 0.0145 pA/%, coz svéd¢i o dobré
robustnosti ADH biosenzoru. Nicméné hodnoty smérnic jsou vyznamné niz$i nez v piipadé
smérnice pro nizké koncentrace ethanolu (0.027 pA/%). Tento poznatek poukazuje na
skuteCnost, ze je nutné si davat pozor, v jakych koncentrac¢nich rozsazich bude provadéna
reAn& analyza. D&e z vysokych hodnot usekl (g) rovnic kalibra¢nich piimek (0.1091 a
0.1256 pA) vyplyva, ze nelze pouzit metodu standartniho ptidavku k uréeni obsahu ethanolu

v rednych vzorc h.
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Obr. 31: FIA amperogram z skany analyzou 5-50% roztoku ethanolu. Parametry FIA: Pratokova
rychlost 1,6 ml/min, detekéni potencial 0,2 V.

4.9.1 Zivotnost ADH biosenzoru

Z opakovanych méfeni v pribéhu jednoho dne bylo dokazano, ze ADH biosenzor si po
analyze trvajici 75 minut udrzel stile stejnou aktivitu, coz lze potvrdit téméf totoznymi
proudovymi hodnotami pro 5% ethanolové roztoky (2,9% RSD). Délka Zzivotnosti ADH
biosenzoru €ini pii spravném pouzivani a skladovani 2-4 dny. Bé¢hem této doby lze biosenzor
vystavit souvislému celodennimu méteni. ADH biosenzory musi byt skladovany pfi
teploté -20°C, nebot’ bylo zjiSténo, Ze pii vyssi teplote ztraci biosenzor svoji citlivost, coz lze

prisuzovat k degradaci enzymu ¢i jiné slozky.

4.10 Interferenty

Za pouziti FIA s amperometrickou detekci byly na ADH biosenzoru analyzovany moZzné
interferujici latky, jez se v malém mnozstvi vyskytuji ve vétSin€ alkoholickych napojt,
jmenovité methanol, propanol a octan ethylnaty. Ze 100% zéasobnich roztoki byly pfipraveny

10% roztoky, a to fedénim PB o pH 8.5. Nasledné byly tyto roztoky davkovany skrze
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davkovaci smycku o objemu 200 pl a s kazdym roztokem byla provedena série péti méteni

a vyslednyamperogram znazortiuje Obr. 32.
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Obr. 32: FIA amperogram ethanolu a vybranych interferuj € €h I&ek o stejn€koncentraci. Parametry

0.0

FIA: Pratokova rychlost 1,6 ml/min, detekéni potencial 0,2 V.

ZObr. 32 je ziejmé, ze veSkeré testované latky vyznamné interferuji stanoveni
ethanolu, nebot’ poskytuji pozitivni proudovou odezvu. Z tohoto zjisténi vyplyva, ze ADH
nelze povazovat za selektivni biosenzor. Za zakladni pfi¢inu lze povazovat enzym ADH,

kterykatalyzuje oxidaci téméft vSech alifatickych alkoholu [10,17].

4.11 Analyza modelového vzorku

Optimalizovanym ADH biosenzorem byl analyzovéan modelovy vzorek obsahujT 124 %
ethanolu, jenz byl pfipraven fedénim 96% ethanolového zasobniho roztoku pomoci PB.
Analyza byla provedena metodou kalibra¢ni kiivky, kdy byly pfipraveny a nasledné za
pouziti FIA s amperometrickou detekci analyzovany standartni roztoky obsahujici 5 az 50 %
ethanolu (1,=0.015¢+0.1091 s R?=0.9961). Na stejnén ADH biosenzoru byla za pouziti FIA
s amperometrickou detekc T uskuteénéna analyza modelového vzorku, se kterym byla

provedena série deseti méteni, kdy primérnd odezva signalu dosahovala hodnoty 0,498 pA.
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Po dosazeni této hodnoty do rovnice pfimky bylo zjisténo, Ze modelovy vzorek obsahoval
25,93+1,24 % ethanolu, coz je hodnota o 1,93 % vyssi nez hodnota skute¢na. Vytéznost
metody byla spo€tena na 108 %. Na zaklad¢ této skutecnosti je mozné konstatovat, Zze ADH

biosenzor poskytuje spravné vysledky, pokud neni pfitomna zadna interferujici latka.

4.12 Analyza realnych vzorkl
4.12.1 Analyza pomoc TADH biosenzoru

Na zavér byly analyzovany vybrané redlné vzorky alkoholickych napojt, jmenovité pivo, bilé
v o, rum, vodka a dom& tslivovice. Tyto vzorky byly zakoupeny z mistnich obchodi ¢i
darovanédomacimi producenty. Vzorky piv a bilého vina byly nafedény v poméru 1:1. Takto
zfedéné roztoky byly odvzdusnény pomoci ultrazvukové 1azné. Cela analyza byla provadéna
v ramci jednoho méfeni, kdy se nejprve zméfily kalibraéni roztoky (kazdy minimalné tiikrat)
od 2-10% roztoku ethanolu a poté se davkovaly jiz upravené vzorky piva a bilého vina.

Vyslednyamperogram ilustruje Obr. 33.
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Obr. 33: FIA amperogram 2x nafedéného piva Primator 24° a bilého vina Palava. Parametry FIA:

Prutokova rychlost 1,6 ml/min, detekéni potencial 0,2 V.
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Z vyse uvedeného zaznamu vyplyva, ze vzorek piva i vina poskytoval mnohonasobné
vys$si proudovou odezvu v porovnani s roztoky kalibra¢ni fady. Prvotni domnénkou bylo, ze
pivo i vino obsahuji vyjma ethanolu dalsi mnozstvi elektroaktivn €h interferuj T Th 1&ek,
kter¢é mohou byt taktéz oxidovany. Na zakladé této domnénky byla provedena analyza
nealkoholického piva znacky Birell, které obsahuje maximalné 0,5 % alkoholu. Méfeni bylo
provadéno obdobnym zplsobem jako pii analyze piva a vina a vysledny amperogram

zobrazuje Obr. 34.
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Obr. 34: FIA amperogram 2x nafedéného nealkoholického piva Birell. Parametry FIA: Pritokova
rychlost 1,6 ml/min, detekéni potencial 0,2 V.

Na zékladé tohoto meéfeni byla potvrzena domnénka, ze ADH biosenzor je pro
stanoveni obsahu ethanolu ve vinu a pivu nevhodny, jelikoz zfejmé dochazi k oxidaci
doprovodnych l&ek. V pivu to mohou byt napiiklad polyfenolické slouceniny, melanoidy,
hoi¢iny poch&ej T 1z chmelu, vitam my skupiny B a rizné heterocyklické slou¢eniny. Oproti
tomu vino vyjma ethanolu obsahuje naptiklad rizné polysacharidy, tfisloviny, flavonoidy a ve

velké mife polyfenolické slouceniny [17,46,49].
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Nasledn¢ byly analyzovany lihoviny, jeZ maji v porovnan IS pivem a vinem jednodussi
matrici a vétSinou obsahuji v dominantnim mnozstvi pouze ethanol a vodu. Analyza se
provadéla obdobnym zplsobem jako u piva a vina, kdy byly méfeny kalibra¢ni roztoky
obsahuj T 110-60 % ethanolu a s kazdym roztokem byla provedena série tii méfeni. Poté byly
analyzovéany vzorky, jmenovité¢ rum, vodka a domaéci slivovice, jez byly pfipraveny fedénim
PB v poméru 1:1 a nasledné po dobu 30 minut ponechény v ultrazvuku. Jednotlivé naméfené
FIA amperogramy zobrazuje Obr. 35. Po dosazeni zprimérovanych proudovych hodnot do
ptislusnych kalibra¢nich ktivek byly vypoéteny obsahy ethanolu (viz hodnoty v Tab. 3, s. 65).
Kalibra¢ni kiivky zde nejsou uvedeny z divodu vétsi prehlednosti, jelikoz pro kazdou
lihovinu byla méfena nova kalibra¢ni zavislost.

Na zékladé zjisténych vysledku lze konstatovat, ze pomoci ADH biosenzoru lze s
vysokou pfesnosti uréovat obsah ethanolu v lihovinach. Tyto napoje maji v porovnan 1S pivem
a vinem vyraznéji jednodus$si matrici a obsahuji pfevazné pouze vodu a ethanol, tudiz zde
neni riziko zvySeni odezvy signalu, zpisobené oxidaci dal$ich elektroaktivnth I&ek

ptitomnych ve vzorku.
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Obr. 35: FIA amperogram 2x nafedéného rumu Liberté, vodky Bozkov a domaci slivovice.

Parametry FIA: Pratokova rychlost 1,6 ml/min, detekéni potencial 0,2 V.
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4.12.2 Analyza pomoc IRamanovy spektroskopie
Ramanova spektroskopie byla vybrana jako referenéni metoda, pomoci které byly
analyzovany totozné alkoholické napoje. Namétené vysledky byly konfrontovany s vysledky
ziskanymi ADH biosenzorem. Mgéfeni bylo provadéno za pouziti ruéniho Ramanova
spektrometru znacky Mira DS, produkovaného spole¢nosti Metrohm.

Prvné byly prométeny roztoky vybranych komponent, které by se mohly vyskytovat
v alkoholickych népojich. Na zakladé konfrontace naméienych spekter standardii a spektra
vzorku lze potvrdit jejich pfitomnost v analyzovaném népoji (vzorku). Pomoci ru¢niho
Ramanova spektrometru byly zméteny roztoky methanolu, ethanolu, propanolu, isopropanolu,
octanu ethylnaténo a jejich vyslednaspektra zobrazuje Obr. 36. Samotné méfeni probihalo
vzdy totoznym zpusobem, kdy se do sklenéné vialky napipetovaly 2 ml roztoku. Po promsen 1
byla vialka vloZena do nastavce, ktery byl v pifimém kontaktu s laserem o energii 50 mW. Po

nékolika vtefindch méfeni bylo zaznamenané ptislusné spektrum.
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Obr. 36: Ramanova spektra vybranych komponent. Parametry Ramanovy spektroskopie: Energie

laseru 50 mW, integracni Cas 1 s, pocet skent 5.

Z Obr. 36 je patrné, Ze Ramanovu spektroskopii 1ze povaZzovat za G¢inny nastroj pii rozliSeni
ethanolu vedle methanolu, nebot’ jednotliva spektra se dostatecné liSi. Pas odpovidajici
molekule ethanolu se nachdzi pf¥i Ramanové posunu 880 cm™, zatimco methanol pri

Ramanové posunu 1020 cm™.
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Nasledné byly prométeny kalibraéni roztoky obsahujici 5-40 % ethanolu. Vysledna
spektra zobrazuje Obr. 37. Zde bylo potvrzeno, Ze pas odpovidajici molekule ethanolu se
nachazi pfi Ramanové posunu 880 cm™ a jeho intenzita vyrazné roste se zvysujic ¥ se
koncentraci. Po vyhodnoceni namétenych spekter byla ziskdna kalibrac¢ni kiivka ve tvaru
y=129.02x-86.107 s R?>=0.9951. Obdobnym zpiisobem byly zméfeny vzorky piva, bilého vina,
rumu, vodky a dom& islivovice a vyslednaspektra ilustruje Obr. 38.
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Obr. 37: Ramanova spektra 5-40% ethanolu. Parametry Ramanovy spektroskopie: Energie laseru

50 mW, integracni Cas 1 s, pocet skenti 5.
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Obr. 38: Ramanova spektra lihovin fedénych v poméru 1:1 a nefedéného vina. Parametry Ramanovy

spektroskopie: Energie laseru 50 mW, integra¢ni Cas 1 s, pocet skenti 5.

Pivo Priméator 24° nelze pomoci Ramanovy spektroskopie zméfit, respektive spektrum

nema patiiény charakter (viz Obr. 39).

60000 |

55000 +

50000 -

Ramanova intenzita

45000 -

40000

500 700 900 1100 1300 1500 1700
Raman(v posun / cm’

Obr. 39: Ramanovo spekrum piva Prim&or 24< Parametry Ramanovy spektroskopie: Energie laseru

50 mW, integracni ¢as 1 s, pocet skenti 5.
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Na zéklad¢ Obr. 39 lze konstatovat, ze analyzované tmavé pivo obsahovalo vétsi

mnozstvi vedlejSich latek vzniklych béhem svrchniho kvaseni, které zabranily rozptylu svétla

na molekulach ethanolu. Nicméné pro analyzu zbylych alkoholickych népoji je Ramanova

spektroskopie dostacujici a namétfené vysledky zobrazuje Tab. 3.

Tab. 3: Vysledky analyzy vybranych lihovin, piva a v na.

Vzorek ADH biosenzor Deklarovany Referenéni metoda N&vratnost
nalezenyobsah obsah EtOH (%0) nalezenyobsah (vytéZnost)
EtOH (%) EtOH (%) (%)

Rum Liberté 36,7240,8 37,5 36,24 97,92

Vodka Bozkov 36,740,5 37,5 37,11 97,87

Dom& islivovice 52,6140,5 — 44,6 —

B fe vno Pdava 79,9140,7 11,5 11,76 >> 100

Pivo Prim&or 24°  36,814),5 10,5 — >>100

Hodnoty uvedeny jako primér =+ prumérna odchylka pro minimalné 3 opakovani.

ZTab. 3 je patrné, ze vysledky méfeni obdrzené ADH biosenzerem na bazi

SPCE/GR/ADH/RhO2 a Ramanovou spektroskopi1si jsou velice blzké& Obsah ethanolu

v rumu byl pfesnéji zméfen za pouziti ADH biosenzoru, zatimco obsah ethanolu ve vodce byl

pfesnéji ur€en Ramanovym spektrometrem. Namétené obsahy ethanolu ve slivovici se mirné

lisily, 0 cca + 5 %, ani nebyla k dispozici deklarovana hodnota, nebot’ se jednalo o anonymni

dom& iprodukt bez jakékoli specifikace.
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5. Zavér

V ranci té&o diplomoveé pr&e byl v elektroanalytické skupiné KAICh poprvé testovan
amperometricky biosenzor na bazi alkoholdehydrogenazy, urCeny k detekci a stanovent
ethanolu v alkoholickych n&poj Th.

Pfi konstrukci amperometrického pfevodniku byly testovany uhlikové elektrodové
materidy, jmenovité grafen, uhlikové vicesténné nanotrubice a uhlikovy inkoust. Cyklicka
voltametrie poslouzila k porovnani vlastnosti vySe zminénych elektrodovych materiala. Bylo
zjisténo, ze pro roli transduktoru se nejvice hodi grafen, jelikoz dobfe interaguje s NAD" a
medidorem — RhO.. Naproti tomu jako nejméné vhodny se ukazal tradi¢ni uhlikovy inkoust,
a to z divodu vysokého proudového pozadi.

K imobilizaci ADH a NAD* byl pouzit glutaraldehyd a Nafion. Bylo zji§t€no, Ze
zpuisob zalozeny na mnohondsobném vrstveni jednotlivych komponent a imobilizacnich
slozek je zcela neefektivni a v syst@mech pracujfTh skontinudni tokem doch&rnt
K jejich souvislému vyplavovani. Oproti tomu biosenzory utvofené z tzv. kompozitni smési,
jez se tvofi smichanim vSech komponent a imobiliza¢nich slozek dohromady, vykazuji
vysokou stabilitu a nedoch& 1k vyplavovan fjednotlivyeh komponent.

Pro zisk dostatecné citlivého ADH biosenzoru muselo byt optimalizovano mnozstvi
jednotlivych komponent utvafejici biosenzor, tj. ADH, NAD*, glutaraldehyd a Nafion. S jiz
nalezenou optimdn rkonfigurac Thiosenzoru byly poté optimalizovay pracovn 1podm nky
prutokové injekéni analyzy (FIA), kterd byla shledana jako vhodny meéfici rezim pro
stanoven Tobsahu ethanolu ve vybranych alkoholickych n&poj £h.

Analyzou modelového roztoku 3% ethanolu bylo potvrzeno, Ze ADH biosenzor je
dostatecné citlivy, kdy mez stanovitelnosti byla odhadnuta na 1,12 % (v/v) ethanolu a mez
detekce 0,33 % (v/v) ethanolu. Presnost ADH biosenzoru byla matematicky vyjadiena jako
relativni smérodatné odchylka o hodnot¢ cca +2,4 %.

Navrzena konfigurace i pracovni postup s biosenzorem na bazi SPCE/GR/ADH/RhO>
byl pak testové na stanovent obsahu ethanolu v modelovém vzorku. Ukazalo se, Ze
dosavadni prototyp neni zatim vhodny pro analyzu napoji s niz§im obsahem ethanolu a
hodnotou znaén¢ vyssi. Tento jev lze vysvétlit vyskytem vétStho mnozstvi dalSich
elektroaktivn th l&ek, kterése na povrchu pracovn telektrody v sestavé ADH biosenzoru

rovnéz oxiduji, predevsim pravdépodobné pfitomné antioxidanty.
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Ke stanoven 1obsahu ethanolu v lihovin&h s vyssimi obsahy ethanolu a méné slozitou
matrici vSak jiz testovany biosenzor poskytnul uspokojivé vysledky. Se slusnou piesnosti byl
pomoc IFIA s amperometrickou detekc istanoven obsah ethanolu v rumu, vodce a vdom& v
slivovici. Bylo tak zji§téno, ze rum obsahuje 36,72+0,8 % ethanolu, pifi deklarované hodnoté
37,5 %. Rovnéz byl zjistén obsah ethanolu ve vodce, jenz odpovidal hodnoté 36,7+0,5 %, kdy
deklarovand hodnota je 37,5%. Taktéz probchla analyza domaci slivovice, kdy byl zjistén
obsah ethanolu 52,640,5 %.

Jako referen¢ni metoda byla pouzita Ramanova spektroskopie, v podobé pienosného
analyzéoru firmy Metrohm, jenz byl pouzit kovéfeni vysledki naméfenych
amperometrickym biosenzorem typu SPCE/GR/ADH/RhO;. Analyzou pfisluSnych Sarzi
stejnych alkoholickych napoji bylo zjiSténo, Ze vysledky obdrzené s ADH biosenzorem
a pomoc IRamanova spektrometru si jsou velice bl eké

V budoucnosti je tfeba vénovat usili pro dalsi zefektivnéni imobiliza¢ni techniky, a to
v souvislosti s potlatenim moznych interferenci elektroaktivnich latek. Zde se napf. nabiz T
zafadit do sestavy biosenzoru dodate¢nou ochrannou membranu, kterd by propoustéla pouze
ethanol (a event. ptibuzné alkoholy), ale zamezila kontaktu potencidlné rusivych elektro-
aktivn th I&ek s povrchem pracovn ielektrody.

Zavérem lze konstatovat, ze i ivodni studie s biosenzorem typu SPCE/GR/ADH/RhO>
ukdzala, Ze jde o slibnou alternativu z pohledu rychlé a jednoduché metody pro orientacni

testovan 1obsahu alkoholu ve vzorc Th typu lihovin.
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