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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva studiem chitosanem modifikovanych, uhlikovych,
tisténych elektrod s moznym uplatnénim p#i konstrukci enzymovych biosenzort na bazi
oxidaz. Teoreticka ¢ast prace je zaméfena na popis vlastnosti chitosanu, jeho vyrobu, piipravu
uhlikovych tisténych elektrod a moznosti jejich modifikace. N¢kolik kapitol je v€novano
biosenzorim, jejich zakladnimu rozdé€leni a principu. V experimentalni ¢asti jsou studovany
uhlikové tisténé elektrody modifikované chitosanem a mediatorem elektronového pienosu

a jejich vliv na elektrochemickeé vlastnosti téchto elektrod.
KLICOVA SLOVA

- Chitosan

- Uhlikové tisténé elektrody
- Modifikace

- Enzymové biosenzory

- Chronoamperometrie
ANNOTATION

This thesis is focused on the study of chitosan modified, screen printed carbon
electrodes with possible application in the preparation of enzyme biosensors based
on oxidases. The first part of this work is aimed on the theoretical explanation of chitosan’s
properties, its production, preparation of screen printed carbon electrodes and their
modifications. Several chapters are devoted to biosensors, their basic classification
and principle. In experimental part a study of screen printed carbon electrodes modified with
chitosan and mediators of electron transfer is conducted and their influence

on electrochemical properties of the electrodes is studied.
KEYWORDS

- Chitosan

- Screen printed carbon electrodes
- Modification

- Enzyme biosensors

- Chronoamperometry
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AAS Atomova absorpéni spektrometrie

Cv Cyklicka voltametrie

GOx Glukdzaoxidaza

GR Chemikalie zaru¢ené analytické kvality

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

ICP-OES Opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanou plazmou
p.a. Cistota chemikalie pro analytické udely

PAU Polyaromatické uhlovodiky

PET Polyethylentereftalat

puriss p.a. Nejcistsi pro analytické Gcely

PVC Polyvinylchlorid

QCM Kiemenny mikrovahovy senzor (Quartz crystal microbalance)
SEM Skenovaci elektronovéd mikroskopie

SPCE Uhlikové tisténé elektrody (Screen-printed carbon electrodes)
SPE Tisténé elektrody (Screen-printed electrodes)

SWv Voltametrie ¢tvercovych vin (Square-wave voltametry)

UHPLC Ultra G¢inna kapalinova chromatografie



1 Uvod

V soucasné dob¢ zaziva biosenzorika obrovsky rozmach. Dnes uz bychom tézko hledali
odvétvi, ve kterém biosenzory nemaji své misto. Analyza biomarkeru ve zdravotnictvi,
monitoring pesticidl a tézkych kovl v zivotnim prostiedi, zjistovani patogeni v potravinach
a mnoho dal§ich jsou oblasti, ve kterych je mozné biosenzory s uspéchem vyuzit.
V poslednich letech jsou stile vice rozsifené biosenzory na bazi uhlikovych tisténych
elektrod, zejména diky svym nizkym vyrobnim a provoznim nakladim, mobilité
a moznostem (bio)modifikace.

Samotnd elektroda ma vétsinou pomérné nizkou citlivost, proto jsou nejcastéji vyuzivany
rizné modifikace, které vylepSuji pozadované vlastnosti vysledného senzoru,
napi. modifikace povrchu elektrody polymery. Chitosan je snadno biologicky odbouratelny
a biokompatibilni polymer, ktery je stale vice pouzivan k piipravé elektrochemickych mikro
a nanosenzort ve formé¢ tenké membrany na povrchu elektrody. Diky svym vlastnostem mtize
ovlivnit citlivost elektrochemickych senzorti a biosenzoru pii detekci elektroaktivnich latek
a zabranuje interferentim v ruSeni méfeni. V rdmci této diplomové prace byl studovan vliv
ptitomnosti chitosanu spolu s vhodnym medidtorem elektronového pienosu na citlivost
elektrochemické detekce na uhlikovych tisténych elektrodach abyly zjistovany moznosti

jejich nésledného pouziti v enzymovém biosenzorul.
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2 Teoreticka cast

2.1 Chitosan

Chitosan, neboli poly-D-glukosamin (Obrazek 1), je polysacharid, ktery je diky své
struktufe velmi cCasto pfirovnavan k celuloze, kterd se sklada z dlouhych fetézct glukdzy
spojenych navzajem. Jinou latkou strukturné ptibuznou chitosanu je chitin, neboli poly-N-
acetyl-D-glukosamin. Stejn¢ jako chitin je chitosan obsazen zejména ve skofapkach vsech
koryst, hmyzu a dalSich organismech jako jsou houby, fasy a kvasinky [1]. Komer¢né se

chitosan pfipravuje z chitinu procesem deacetylace, jak je uvedeno v kapitole 2.1.1.

CH,0OH [ cHoH ] CHOH

OH (0] OH 0} OH

OH

NH, NH, NH,
Obr. 1 Struktuta chitosanu.

2.1.1 Vlastnosti

Chitosan je molekula s velkym potencidlem a to zejména diky své biokompatibilité
asnadné biologické rozloZitelnosti. Ve své struktufe obsahuje mnoho funkénich skupin
na bazi kysliku a dusiku, které mohou poslouzit jako vychozi body pro sitovani fetézcti anebo
kovalentni modifikaci. Vyznamnou vlastnosti je jeho rozpustnost v mirné kyselych, vodnych
roztocich a schopnost vytvaret tuhé hydrogely a jejich naslednéd depozice na povrch elektrody
ve formé tenkého filmu. Filmotvorné vlastnosti jsou kli¢ové pro aplikace v biosenzorice,

pro vyrobu mikro a nanobiosenzort [2, 3].

2.1.2 Vyroba

Vychozi latkou pro vyrobu chitosanu je chitin, ktery se ziskava jako odpad
ze zpracovani moiskych plodi: skotapky krevet, garnatli, rakd, ustfic, Skebli, humrti, déle fasy
nebo houby. Jako alternativni zdroj pro vyrobu byl navrzen i biologicky odpad ze zpracovani
hedvabi a medu [2]. Tento postup byl doposud testovan pouze v laboratofi a nebyl komercéné

zaveden. Jako piiklad je uvedena vyroba chitosanu ze skotapek krevet Penaenus monodon.
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Chitosan

Deacetylace
Promyti/suseni

Surovy
chitin e

promyvani/suseni Yo, Ko
odstranéni CaCO;
deproteinizace

béleni .
promyvani/suseni

NH2 NH,

Obr. 2 Schéma vyroby chitosanu, upraveno podle [3].

Celkovy odpad z pramyslového zpracovani krevet ¢ini asi 40-50 % jeho celkové
hmotnosti. Pouze 5 % odpadu je skute¢né vyuzito, nejéastéji jako zviteci krmivo, zbytek je
vyfazen a predstavuje velky problém pro Zivotni prostiedi.

Skorapky se nejdiive dikladné promyji pod tekouci vodou a nasledné destilovanou,
aby byly odstranény zbytky tkéani, rozpustné organické latky, anorganické a dal$i necistoty.
Pro odstranéni ptilnavych tkani se skofdpky vafi asi 1 hodinu ve vodé. Nasleduje suseni, asi
po dobu 2 hodin, to ¢ini skotapky kiehkymi a napomaha rozbit krystalickou strukturu chitinu.

Ususené skofapky se namelou na jemny prasek a nasleduje demineralizace. Hlavni
anorganickou slozkou skotfapek je CaCOs. K jeho odstranéni se vyuziva zitedéné HCI,
spolecné se michaji, pak jsou demineralizované skotapky odfiltrovany, promyty destilovanou
vodou do neutrdlniho stavu a opét vysuSeny. DalSim krokem je odstranéni adherentnich
proteind. K tomuto je vyuzito NaOH, ktery je michan spole¢né se skotapkami. Skotépky jsou
pak opé€t promyty a usuSeny. K odbarveni se vyuziva NaClO. Poslednim stupném vyroby je
deacetylace chitinu. Smés se michéd s 50% NaOH pii 90°C. Asi hodinu potom, co smés za¢ne

pénit, se zfiltruje a zneutralizuje destilovanou vodou. Chitosanovy zbytek se nakonec zpracuje
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s 80% alkoholem a vysusi se. Piipraveny chitosan se skladuje ve vzduchotésnych nadobéch,

ve formé bilého prasku [2].

2.1.3 Poutziti chitosanu v elektrochemickych biosenzorech

Diky svym vynikajicim vlastnostem (elektricka vodivost, biokompatibilita, brani
interferujicim latkam), je chitosan vhodny pro Siroké spektrum pouziti. Nejvyznamnéjsi
aplikaci je depozice chitosanu ve formé filmu na elektrodach a jeho kombinace s biologicky
aktivnimi molekulami za vzniku biosenzord. Tyto senzory jsou pouzivany nejen v lé¢kaiské
diagnostice (napt. detekce biomarkerti hepatitidy B, obsah zeleza v krvi) ale i pro screening
potravin (detekce E.coli, Shigella flexneri) a analyze zivotniho prostfedi (detekce
kontaminantl, depozice tézkych kovu). V kapitole 2.5.4 jsou popsany vybrané senzory
a jejich konkrétni vyuziti v dané oblasti [3].

2.2 Uhlikové tiSténé elektrody

Tisténé elektrody byly vyvinuty jako jednorazové senzory pro ruznorodé aplikace.
Bézné pevné nebo pastové elektrody, maji problém s povrchovym zne¢isténim. Tato
nevyhoda u SPE odpada, jelikoz jsou diky své nizké cené pouzivany jako jednorazové
elektronické zatizeni. Kromé nizkych nakladi na vyrobu maji mnoho dalsich vyhod, jako jsou
snadné pouziti, men$i naroky na obsluhu, mobilita, mensi spotfeba vzorku (v nékterych

piipadech jsou objemy vzorku mensi nez 10 ul) a moznosti (bio)modifikace [4, 5].
2.2.1 Konstrukce uhlikovych tiSténych elektrod

Pokrok v sitotiskové technologii vedl k masové produkci komerénich SPE. V tabulce

1 jsou uvedeny spole¢nosti dodavajici komer¢ni SPE.

Tab. 1 Firmy dodéavajici komeréni SPE [5].

Firma Zemée

PINE Instrument Company Pensylvéanie, USA
Bl Technologies Corporation Kalifornie, USA
Dropsens Spanélsko
Kanichi Research Velka Britanie
BVT Technologies Ceska Republika
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Gwent Electronic Materials Velk4 Britanie

Uniscan Instruments Velk4 Britanie
Ecobioservices&Research Italie
ALS Global Japonsko

Dnes je na trhu dostupna Siroka Skala komerénich SPCE. Jedna se o PET, PVC nebo
keramickou desticku na kterou je technologii sitotisku natistén tfi elektrodovy
systém: pracovni uhlikova, referentni stiibrna a pomocna uhlikovd elektroda. Tvar
a upotadani elektrod se mohou lisit, v zavislosti od vyrobce. Pracovni elektroda ma nejcasté;ji
kruhovy nebo obdélnikovy tvar. Pro sitotisk byly vyvinuty specialni vodivé inkousty. Inkoust
musi byt dostate¢né viskozni, pro snadnou manipulaci, adhezni, aby snadno pfilnul k nosicéi,
pruzny, aby nedochazelo ke vzniku prasklin na povrchu a samoziejmé elektricky vodivy. Tyto
elektrody jsou napojeny ke kontaktim, natiSténym inkoustem s vysokou vodivosti
a obsahujicim kovové prasky, typicky Au, Pt, Ag. Cela elektroda je pak pokryta izola¢ni
vrstvou, vétSinou o tloustce 7-13 um [5, 6].

Navzdory vySe zminénym vyhodam téchto zafizeni, jejich citlivost neni tak dobra jako

napiiklad u pastovych elektrod. Resenim tohoto problému je modifikace povrchu pracovni

elektrody za ucelem zvySeni vodivosti, zvétSeni jeji plochy nebo zlepSeni pienosu elektroni

[71.

Obr. 3 Piiklad tfielektrodového senzoru s uhlikovymi tisténymi elektrodami (DropSens).

2.2.2 Priprava

Tisténé elektrody si lze v laboratornich podminkach pfipravit pomémné snadno.

Sitotiskovy proces, potfebné vybaveni, metody i materidly jsou velmi dobfe zavedeny
15



pro vyrobu elektronickych soucastek, napt. kondenzatori a vodici V tisténych obvodech.
Tento proces v podstaté spociva v protlacovani inkoustu sitem. K piipravée elektrod je pouzito
kombinace riznych inkoustl a sit pro vytvofeni pozadovaného vzoru. Zjednodusené schéma
je zobrazeno na obrazku 4.

Z&kladnimi kroky pti vyrobé elektrod jsou vybér a piiprava inkoustu, vybér podkladové
desticky, samotny tisk, suseni a vytvrzovéani. Proces je opakovan pro kazdou nésledujici
vrstvu, i kdyZ suSeni a vytvrzovani se velmi Casto provadi v jediném kroku a to v rozmezi
teplot od pokojové teploty (nizkoteplotni proces) az do teploty 1000°C (vysokoteplotni

proces). Nekdy tistény materidl pozaduje zahtati, kvili polymeraci inkoustu a to jesté predtim

=)

nez je vrstva ptipravena pro dalsi tisk [6, 7].

/ Stérka
Ram / Ram
Sablona Inkoust
A
7 %, \\\\\ y

o OOV NSO

Podkladova desticka
Obr. 4 Sitotiskovy proces [8].

2.2.3 Pouziti

[ pfestoze nejvétsi uplatnéni nachazeji SPCE pro nasledné (bio)modifikace, maji
nemodifikované elektrody taktéZ Sirokou Skalu pouziti. Jejich rozméry a rovinna konstrukce
Jjim umoziuje fungovat jako elektrochemické senzory v pritokovych systémech. Naptiklad
jako elektrochemickd detekce v HPLC. Dale pini funkci jako vysoce citlivé senzory
pro stanoveni polutantt  Zivotniho prostiedi (napf. stanoveni PAU, aminofenoly,
hydrochinony, a dalsi). Naptiklad v analyze potravin se jedna o uspésné stanoveni antibiotika
linkomycinu v mléce, krmivech, medu a vitaminu B> v obilovinach a doplnicich stravy. Své

misto zaujimaji v zdravotnictvi a farmacii, tfeba ke stanoveni prokainu v lécich [5].
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2.3 TiSténé elektrody z dalSich materiali

Mimo uhlikovych, je na trhu dostupna i velka tfada elektrod z jinych materiali.
Naptiklad v nabidce Spanélské firmy DropSens, mlizeme najit pracovni elektrody ze zlata,
stiibra, platiny, palladia, médi, bismutu, titanu, antimonu, chromu, niklu, hliniku, molybdenu,
tantalu, wolframu a olova. Krom¢ ¢istych kovu lze nalézt i SPE s pracovnimi elektrodami
ze slitin. A to tieba cinové, ocelové anebo borem dopované diamantové elektrody. Referentni
apracovni elektrody, jsou ve vétSin€ ptipadu stejné jako u SPCE, tedy stfibrna referentni
a uhlikova pomocna. Lze vSak nalézt i SPE u nichZ je pomocné elektroda vyrobena ze zlata

nebo z platiny. Nekteré elektrody jsou znazornény na obrazku 5 [9].

C @ G @

Ag/Ag/C Au/Ag/Au Cu/Ag/C Pd/Ag/C

Obr. 5 Piiklady SPE. Uspofadani pracovni/referentni/pomocna elektroda [9].

2.4 Modifikace uhlikovych tisténych elektrod polymery

Jako modifikovanou elektrodu oznacujeme takovou elektrodu, ktera na nebo ve svem
povrchu obsahuje jednu nebo vice slozek, které méni vlastnosti a disledkem toho i chovani
elektrody Zadoucim zplsobem.

Cilem tohoto procesu je zlepSeni elektrochemické reakéni kinetiky, zvySeni citlivosti,
selektivity a zména fyzikalné-chemickych vlastnosti povrchu.

Modifikaci lze provést dvéma zpiisoby: pted tiskem a po tisku. Modifikace pted tiskem
spociva ve smichani vybrané latky s uhlikovym inkoustem a nésledny tisk modifikovaného
elektrodoveho materialu. Vysledkem je vrstva, ktera obsahuje modifikator v celém svém
objemu. Dodate¢nou modifikaci je mysleno naneseni modifikatoru na povrch jiz vytisténé
elektrody [10]. Tento typ modifikace byl pouzivan v rdmci této diplomove préace.

Polymery jsou béZnymi materidly pro tvorbu biosenzorli, ale Castokrat jsou méné

chemicky odolné nez jeho ostatni ¢asti. AvSak povaha polymerni sité¢ nabizi jedinecné
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moznosti modifikace povrchu pro zvySeni citlivosti elektroanalytickych méfeni. Takto
modifikované elektrody slouzi ke studiu pfenosu naboje, popt. zprostiedkovani pienosu
elektrond. Polymerni modifikatory fadime do 4 skupin: redoxni (polymery na bazi ferrocenu),
iontové-vyménné (Nafion), vodivé (na bazi pyrolu) a nevodivé (derivaty fenolu). Tii z téchto
ttid se piimo ucastni pienosu elektronl, rozdil spofiva pouze ve zplsobu transportu.
Nevodivé polymery se vyuzivaji k vytvoreni fyzické bariéry nebo pro pasivaci elektrodového
povrchu.

Ukotveni na povrchu muze probihat dvojim zplsobem. Budto nanesenim pifedem
pfipraveného polymeru na povrch anebo ponofenim elektrody do roztoku monomeru,

nasledovaného polymeraci za vzniku elektrody pokryté polymernim filmem [11, 12].

% ; Redoxni polymery

| lkde E je Fe(C ‘N)
E hebo Ru(bpy )2 "ifd

" (/E% ‘HCFZCFZ CFCFz" Iontove-vymeénné polymery
m
0 CF» C FCHs4

N CIr
I OCFQCF2803_NB+
503 Na CH3

w M Vodivé polymery
s -
Ha / n Nevodive polymery

bézne take HsC Cx
T (0] 0
dertvaty fenolu

Obr. 6 Polymery pouzivané k modifikaci povrchu elektrod, upraveno podle [11].
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2.4.1 Redoxni polymery

Tyto polymery (popi. kopolymery) obsahuji redox-aktivni molekuly, kovalentné
vazané do své struktury. Kazdé toto aktivni misto, je schopno vyménovat elektrony s jinymi
aktivnimi misty (Obrézek 7.A). Pienosu elektronit mezi polymernim filmem a roztokem se
ucastni pouze ta aktivni mista, vyskytujici se v tésné blizkosti rozhrani kapalina-film. Stejné
tak pfenos elektronii mezi samotnou elektrodou a filmem probihd pouze v tésné blizkosti.
Vysledny analyticky signal je tedy zavisly na poctu elektronti, které jsou ucinné premistény
elektronovymi pieskoky skrz polymerni film.

Redoxni polymery se nejCastéji syntetizuji pied depozici na elektrodu a to bud’
polykondenza¢ni reakci nebo adiéni polymeraci snejméné jednim redox aktivnim
monomerem.  Nejvétsi problém spociva v fizeni koncentrace a prostorového rozlozeni
aktivnich mist ve filmu. Toto omezeni lze odstranit pouzitim iontové-vyménnych polymerda.
Redoxni  polymery jsou Siroce pouzivany v bioelektrochemickych aplikacich,

napi. v amperometrickych biosenzorech a v bioelektrokatalyze [11, 13].

Polymerni film Roztok Polymerni film Roztok

Elektroda
L ]
o &
Elektroda
o 2

Obr. 7 Pienos signalu v redoxnim polymeru (A) a pfenos signalu v iontové-vyménném polymeru B [11].

2.4.2 lontové-vyménné polymery
Do této tfidy modifikatorti se fadi jakykoli polymer schopny vymény nativniho iontu
za vhodné nabity elektroaktivni iont. Takto vyménény iont slouzi jako pienasec elektronti

uvniti i na povrchu filmu (Obrazek 7.B).
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Imobilizaci vhodného iontoméni¢ového polymeru (napt. Nafionu) na povrchu elektrody
lze provést tfemi zpusoby: nakapanim, spin-coatingem nebo ponofenim do roztoku.
Déle nésleduje iontova vymeéna za iont s piislusnym nabojem.

Vyhodou je rychlejsi ptenos elektronli, nez u redoxnich polymert a koncentrace téchto
redoxnich mist lze snadno fidit vyménou ionti. Na druhou stranu je tento elektroaktivni iont

nachylny na vymyti z polymerniho filmu [11, 14].

2.4.3 Vodivé polymery

Tyto materialy obsahuji konjugované m-vazby, které usnadnuji vedeni elektronii pies
delokalizované vazby. Pifenos tedy probihd pohybem elektronii pies piekryvajici se
a neobsazené energetické hladiny.

Vodivost vétsiny polymerii se pohybuje vrozmezi 10 — 10?2 Qlcm™. Pro zvyseni
vodivosti je tak material ¢asto dopovan piidavkem pozitivniho nebo negativniho ndboje a to
pomoci chemickych ¢inidel nebo elektrochemickou reakci. Takto vzniknou nosic¢e naboje bud’
ve form¢ dér, nebo nadbyte¢nych elektrond.

Polymerace probihd pifimo na povrchu elektrody elektrochemickou reakci.
Elektropolymerace ma fadu vyhod: rychlost, snadné fizeni tloustky filmu, vysoka
reprodukovatelnost, snadné dopovani. Navic podminky polymerace jsou mirné, coz nabizi
moznosti zachyceni biologicky aktivnich molekul (napf. enzymu) pifi soucasném zachovani
jejich biologické aktivity. Proto jsou tyto polymery pouzivany K piipravé senzorti nejen

pro organickou a anorganickou analyzu, ale i v biologickém odvétvi [11, 15].

2.4.4 Nevodivé polymery

Nejsou zapojeny do pienosu elektronil, vytvari tedy jakousi bariéru a ¢astetné nebo
zcela pasivuji povrch elektrody. Jsou pouzivany k ptipravé molekularné rozliSujicich filmda.
K roztoku monomeru je pfidana rozliSujici molekula, kterda se béhem polymeracni reakce
zachyti ve vznikajici siti. Po ukonceni reakce je ze struktury odstranéna a zanechd za sebou

dutinky, které jsou komplementarni k rozlisujici molekule [11].

2.5 Biosenzory

Pod pojmem biosenzor, si mizeme ptedstavit jednoduché méfici zafizeni s rychlou
odezvou a vhodné imobilizovanou molekulou s biologickou aktivitou vici stanovovanému
analytu, na povrchu pouzitého ptevodniku. Diky rychlé¢ odezvé jsou biosenzory vhodné

pro méfeni biologickych nebo chemickych markert v Sirokém spektru praktickych aplikaci.
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Konstrukce prvnich biosenzorti zacala jiz ve druhé poloviné minulého stoleti, kdy Clark

a Lyons zkonstruovali prvni enzymaticky senzor pro detekci glukozy v krvi. Od té doby

ziskavaji biosenzory stale vétsi pozornost a to zejména diky své vysoké selektivité

a snadnému pouziti [16, 17].

2.5.1 Konstrukce bionsezoru

Biosenzory jsou pfistroje slozené ze dvou casti. Prvni ¢asti je biologickd molekula

neboli biorekognizaéni prvek, ktery zprostiedkovava selektivni biokatalyzu nebo specifickou

vazbu analytu. Biologicka molekula dokaze stanovovany analyt rozpoznat aZz na molekulové

arovni, coz zarucuje vysokou citlivost a specifi¢nost senzoru. Jako tento prvek lze pouzit

enzym (napt. glukézaoxidaza), protilatku,

mikroorganismus (napi. kvasinky) [16, 18].
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Obr. 8 Schéma biosenzor, upraveno podle [3].

F-CH SNIMAC
(PREVOD SIGNALU) JEHO ZPRACOVANI
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specificka reakce
(generovani signalu)

nukleovou kyselinu nebo buitkku popf.
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opticke

tepelne
hmotnostni
magneticke
elektrochemicke

Druhou ¢asti, na kterou je pevné vazan rozpoznavaci prvek, je fyzikalné-chemicky

prevodnik. Ten je schopen méfit signal generovany specifickou reakci. Schéma biosenzoru je

na obrazku 8.
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2.5.2 Déleni biosenzoru dle biologického elementu

Dle biorekognizacniho prvku lze senzory rozdé€lit na bioafinitni a biokatalytické.
Bioafinitni elementy selektivné reaguji s analytem. Nejtypictéjsim piikladem je stanoveni
protilatky specifickou reakci s antigenem a naopak. Do této skupiny se fadi i chromozomy,
usek DNA nebo malo rozsifené specifické receptory.

Biokatalytické elementy katalyzuji pfeménu stanovovaného analytu do jiné formy.
Produkt této pfemény je pak stanovovan. Nejvice rozSifenymi prvky jsou enzymy, lze
ale pouzit i celé bunky nebo tkan€. Do této skupiny patii jiz vySe zminovany Clarkav-
Lyonstiv senzor pro stanoveni glukozy v krvi za pouziti enzymu glukézaoxiddza. Tento

enzym katalyzuje pfeménu gluk6zy na glukonovou kyselinu (Obrazek 9) [16, 19].

glukonova

glukosa kyselina

I glukézaoxidaza

\ix e
membrana
q detektor
elektroda

Obr. 9 Schéma gluk6zového biosenzoru [19].

2.5.3 Déleni biosenzori dle fyzikalné chemického prevodniku
Biologicky aktivni slozku 1ze monitorovat podle fady vlastnosti: spotfeba kysliku, tvorba
peroxidu vodiku, zmény koncentrace enzymu, absorpce, fluorescence, zmény pH, vodivosti

teploty nebo hmotnosti. Fyzikalné-chemické ptevodniky tak klasifikujeme (Obrazek 10):

e optické (fotometricke, fluorometrické, luminiscencni)

e kalorimetrické

e hmotnostni (piezoelektrické)

e elektrochemické (amperometrické, voltametrické, potenciometricke,

konduktometrické)
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Obr. 10 Déleni fyzikalné-chemickych pievodnikt, upraveno podle [16].

V piipad¢ optickych pfevodniki interaguje elektromagnetické zateni s chemickymi
latkami. Zdrojem tohoto zafeni muze byt laser, vybojky nebo lampy. Méfime intenzitu
absorpce popft. emise zatfeni jako nasledek biochemické reakce [20, 21].

Kalorimetrické pfevodniky zaznamenédvaji zménu teploty v pribéhu biochemickych
reakci. Jednd se nejCastéji o termistor, jehoz odpor je zavisly na teploté. Biosenzory
s takovymto typem pirevodniku maji omezené pouziti, protoze nelze presné fict, kolik tepla se
uvolnilo [20].

Pievodniky reagujici na zménu hmotnosti latky jsou hmotnostni neboli piezoelektrické.
Jedna se o pfirodni krystaly (napf. kiemen, turmalin, apod.), ktery kmita urcitou frekvenci.
Pokud se na povrch senzoru navaze stanovovana latka, dojde ke zméné rezonancni frekvence,
ktera je pfimo imérna hmotnosti navazané latky [22, 23].

NejstarSimi typy prevodnikil jsou elektrochemické. Diky nizkym nékladlim na poftizeni
a provoz a rychlou odezvou se dodnes fadi mezi nejvice vyuzivané prevodniky. Podle métici
techniky se dale déli na nejvice vyuzivané amperometrické (zavislost proudu na konstantnim
vlozeném potencialu), voltametrické (zavislost proudu na ménicim se napéti),
potenciometrické (méfeni rovnovazného napéti galvanického ¢lanku) a konduktometrické
(méteni vodivosti) [24].
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2.5.4 Biosenzory na béazi chitosanu a uhlikovych tiS§ténych elektrodach

V roce 2013 publikoval S. Jampasan a kol. vyzkum, v némz se zabyvali konstrukci
biosenzoru na bazi imobilizované peptidové nukleové Kkyseliny, znacené antrachinonem
a ukotvené na chitosanem modifikovaneé SPCE, pro selektivni detekci lidského papilomaviru
16 (HPV 16). Tento typ HPV se fadi mezi typy s vysokym rizikem a je pfi¢inou vzniku
rakoviny délozniho ¢ipku [25].

Dalsim uspé$nym pouzitim je SPCE modifikovana chitosanem, ZnO a uhlikovymi
nanotrubi¢kami, k simultannimu stanoveni noradrenalinu a serotoninu metodou CV a SWV.
Noradrenalin (NE) je dualezitym neurotransmiterem katecholaminu Vv centrélni nervove
soustavé savcil, jehoz poruchy zplsobuji roztrouSenou sklerdézu, tumory periferniho
nervového systému a Parkinsonovu chorobu. Serotonin (5-HT) je také neurotransmiterem
a Vv centralni nervové soustavé se ucastni procest, podilejicich se zejména na regulaci nélad
a spanku. Mnoho, jiz publikovanych vyzkumi ukazalo, ze nizka hladina NE a 5-HT souvisi
S depresemi, migrénou a uzkosti. Proto je zvlast’ dilezité, vyvinout rychly, citlivy a selektivni
senzor pro simultanni stanoveni NE a 5-HT. Kombinace SPCE, ZnO a uhlikovych
nanotrubic¢ek, rozptylenych v chitosanové membrané, poskytla senzor svelmi dobrou
citlivosti, stabilitou i selektivitou [26].

Za zminku urcité stoji 1 vyuziti chitosanem modifikované, komeré¢né vyuzivané¢ SPCE,
pro komplexni vySetfeni poskozeni DNA. Zjistovani poSkozeni je provadéno pomoci SWV,
CV a elektrochemické impedancni spektroskopie. Pii tomto stanoveni dochazi k interkalaci
redox aktivni molekuly nebo iontu do helixu DNA. Tato latka ve struktufe Sroubovice
vyvolava vysokou voltametrickou odezvu. V piipadé¢ velkého poskozeni DNA dojde
K vyraznému snizZeni signalu tohoto interkalatu [27].

V nedavno publikovaném vyzkumu, byla zaméfena pozornost na stanoveni indolu.
Indol je produktem rozkladu tryptofanu, vyskytujici se zejména ve stfevech. Studie z roku
2015 wukazuji, ze dysregulace indolu, jsou tzce spjaté s metabolickymi poruchami
(napt. diabetes mellitus). K jeho stanoveni se pouziva nékolik metod jako je naptiklad
plynova chromatografie, HPLC, UHPLC, ale vétSina téchto metod je draha a ¢asové narocna.
Resenim jsou elektrochemické techniky. Byl zkonstruovan senzor na bazi SPCE,
modifikované chitosanovou membranou s uhlikovymi nanotrubickami, ktery poskytuje

rychlou a citlivou odezvu [28].
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Amperometricky senzor na béazi SPCE, modifikované uhlikovymi nanotrubi¢kami
a monoaminooxidadzou imobilizovanou v chitosanu, byl pouzit ke stanoveni hladiny
antidepresiv (imipraminu, afobazolu) v krvi. Takto modifikovana SPCE dosahuje nejnizsich
detek¢nich limitd, ze vSech zkouSenych senzoru, a to az 3 nM [29].

Z farmaceutického odvétvi lze uvést jako priklad stanoveni izoniazidu. Tato latka se
fadi mezi tzv. antituberkolutika a pisobi bakteriocidné na Mycobacterium tuberculosis bacili,
ktera zpusobuje tuberkuldzu. Lze ji pouzit jak ve formé tablet, sirupii nebo intramuskularni
injekce. Bohuzel dlouhodobé uzivani izoniazidu vede az k epilepsii a jaternimu selhani
v disledku vzniku toxického metabolitu hydrazinu. Bézné uzivané analytické metody jako
napiiklad HPLC, kapilarni elektroforéza, spektroskopické techniky jsou ¢asové a ekonomicky
naro¢né. Elektrochemické metody tak pfindSeji vychodisko s pouzitim SPCE modifikované
chitosanovou membranou v niz jsou imobilizovany nanocastice zlata, potazené uhlikovymi
nanovlakny. Diky rychlym odezvadm lze tyto senzory pouzit pfi pratokové injekéni analyze
a minimalni spotiebé vzorku [30].

Dals$i vyznamnou casti je aplikace v potravinaistvi. Naptiklad elektrochemicky
imunosenzor, jehoz pracovni elektroda byla modifikovana vicevrstvymi uhlikovymi
nanotrubi¢kami a alginatem sodnym, které byly imobilizovany v karboxymethylchitosanu
k detekci patogenu Escherichia coli O157:H7 a Enterobacter sakazakii v potravinach
avodnich zdrojich. Jeden z nejnebezpecnéjsich sérotypu E. coli je sérotyp O157:H7,
zpusobujici zivot ohrozujici onemocnéni a to zejména u déti a starSich osob. E.sakazakii je
proti tomu méné¢ se vyskytujici patogen, avsak také zptisobuje velmi zavazné, zivot ohrozujici
onemocnéni jako je naptiklad meningitida novorozencti, nekrotizujici enterokolitida a sepse,
s imrtnosti az 80 %. Tento imunosenzor zajistuje rychlou a citlivou simultanni detekci téchto
patogent a tim i rychlé zajisténi uc¢inné 1écby [31].

V neposledni fad€ je také vyuziti v analyze Zivotniho prostifedi pro stanoveni tézkych
kovl. Protoze nejsou biologicky odbouratelné, tak piedstavuji hrozbu jak pro zivotni
prostiedi, tak pro lidské zdravi. Proto je monitorovani stopovych mnozstvi t€zkych kovu stale
provoz této analytické instrumentace je ekonomicky velmi naro¢ny. Vynikajici alternativou
jsou v tomto piipadé elektrochemické techniky, zejména rozpoustéci voltametrie s vyuzitim
rtutovych nebo bizmutovych filmovych elektrod. Z diivodu zabranéni prace s toxickou rtuti,

je mozné pouzit chitosanem modifikované SPCE [32].
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Dalsim vyuzitim pro screening Zivotniho prostiedi, je sledovani aromatickych sloucenin,
naptiklad uspé$né stanoveni 4-nitrofenolu ve vodé za pouziti SPCE modifikované ZnO
nanocasticemi imobilizovanymi v chitosanové membrané. 4-nitrofenol je silné drazdiva latka,
zpusobujici zanéty oc¢i, kiize a dychacich cest. Pii priniku do krve tvofi methemoglobin,
zpusobujici methemoglobinémii. Methemoglobin nema afinitu ke kysliku a nemtze proto
prenaset zadny kyslik do tkani, coz zplsobuje modrani kize a sliznic, zmatenost
az bezvédomi. Takto modifikovanou SPCE lze stanovit koncentraci 4-nitrofenolu v fadech
uM [33].
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3 Experimentalni Cast
3.1 Pouzité zarizeni a chemikalie
CHEMIKALIE

Latka Cistota Dodavatel
Oxid platicity p.a. Sigma
Oxid rhodity p.a. Sigma
Oxid paladnaty p.a. Sigma
Oxid rutheni¢ity p.a. Sigma
Oxid itidicity p.a. Sigma
Oxid manganicity p.a. Sigma
Chitosan izolovany z krabt (vysoko viskozitni) p.a. Sigma
Chitosan izolovany z krevet (nizko viskozitni) p.a. Sigma
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného p.a. Penta
Monohydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného p.a. Penta
Kyselina askorbova p.a. Penta
Kyselina mo¢ova p.a. Fisher Scientific
Hexakyanozeleznatan draselny p.a. Lachema
Glukoéza p.a. Lachema
Gluko6zaoxidaza (163400 jednotek/qg) p.a. Sigma
Kyselina octova 30% p.a. Penta
Peroxid vodiku 30% GR Merck
Chlorid draselny p.a. Metrohm
Uhlikovy inkoust puriss p.a. Gwent group
Pt [AAS standard] puriss p.a. Merck
Mn [AAS standard] puriss p.a. Merck

Pd [AAS standard] puriss p.a. Merck

Fe [AAS standard] puriss p.a. Merck

Ru [AAS standard] puriss p.a.  Merck

Rh [AAS standard] puriss p.a.  Merck
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ZARIZENI

Zatizeni Vyrobce
Analytické vahy ADB 600-C3 Kern Optics
PGSTAT 30 EcoChemie - Nizozemsko
Automatickeé pipety Eppendorf
Farradayova klec Metrohm
Magnetické michadlo IKA
pH metr lonoLab pH 720 Gemini BV
Piedvazky Kern Optics
SEM VEGA3 SBU TESCAN — Ceska Republika
SPCE DropSens

Orion High Technologies SL
SPCE s uhlikovymi nanotrubic¢kami Orion High Technologies SL
Ultrazvuk Bandelin SONOREX

3.2 Priprava zasobnich roztoki

Pro ptipravu fosfatového pufru byl pfipraven roztok Na;HPO4.12H,O o koncentraci
0,2M (roztok A) a roztok NaH2PO4.H20 o koncentraci 0,2M (roztok B). 1 | fosfatového pufru
o pH pfiblizné 7 byl pfipraven smichanim 305 ml roztoku A a 195 ml roztoku B. Objem byl
doplnén na 1 litr redestilovanou vodou a piesné pH zméfeno pH metrem.

K piipravé 0,1M zasobniho roztoku Ka[Fe(CN)s] bylo navazeno vypocéitané mnozstvi
chemikalie a rozpusténo v redestilované vodé. 0,001M roztok této soli byl piipraven ziedénim
zasobniho roztoku, ptidano 100 pl 0,1M standardniho roztoku KCI a doplnéno redestilovanou
vodou na vysledny objem 3ml.

Pro pfipravu roztokll peroxidu vodiku, bylo vypocitané mnozstvi 30% peroxidu
odpipetovano do zasobni banky a doplnéno roztokem pufru. Pripravené koncentrace peroxidu
byly 1 mg I a 20 mg I'%.

MnozZstvi potiebné pro piipravu roztoku kyseliny askorbové a koncentraci 1 mg I
a 50 mg I bylo odvaZeno na analytickych vahach a dopInéno redestilovanou vodou.

Roztok kyseliny mo&ové o koncentraci 50 mg I}, byl pfipraven navazenim vypocitaného

mnozstvi na analytickych vahach a toto mnozstvi rozpusténo v redestilované vode.
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3.3 Priprava roztoku chitosanu

K dispozici byly dva typy chitosanu. Chitosan izolovany z krabt a chitosan izolovany
z krevet. Hlavnim rozdilem mezi témito druhy je stupen deacetylace a tedy i molekulova
hmotnost. Z obou byly pfipraveny 1% roztoky Vv 1% kyseliné octové. Chitosan izolovany
z krevet, vytvoril tekuty roztok, se kterym se snadno pracovalo. Naproti tomu chitosan

izolovany z krabu, tvofil vysoce viskdzni roztok, se kterym se velmi $patné manipulovalo.

3.4 Priprava elektronovych mediatora

Vybrané oxidy kovi (PtO2, Rh2O3, PdO, RuOz, IrO2 a MnOy) byly navazeny
a smichany s uhlikovym inkoustem tak, aby jejich vysledna koncentrace byla 5% w/w. Takto
pfipravené smési byly ponechany v ultrazvuku asi po dobu 30 minut, aby doslo k lepsi

disperzi Castic.

3.5 Priprava modifikovanych SPCE

Modifikace byla provadéna tfemi zptsoby. U prvniho zpusobu byla na povrch pracovni
elektrody nanesena vrstva smési inkoustu a mediatoru, kterd byla nésledné prekryta 10 pl
chitosanu. U druhého zpiisobu, byl chitosan pfimo michan s ¢istym oxidem kovu a v dalSim
kroku bylo 10 pl této suspenze naneseno na pracovni elektrodu.

Takto byly pfipraveny celkem 4 sady elektrod. Pro kazdy typ modifikace a pro oba
chitosany. Takto modifikované SPCE byly charakterizovany cyklickou voltametrii
a chronoamperometrii.

Poslednim typem modifikace bylo michani chitosanu izolovaného z krevet s ionty kovt,
které jsou pouzivany jako standardy pro AAS a maji koncentraci 1g 1t (Pt, Mn, Pd, Fe, Ru,
Rh), aby vysledna koncentrace ¢inila 5% v/v. Tato sada elektrod byla charakterizovana
cyklickou voltametrii na peroxid vodiku. Signal poskytovaly pouze 3 elektrody a to elektrody
modifikované ionty manganu, rhodia a ruthenia. Ty byly dale charakterizovany
chronoamperometricky.

Vybrané konfigurace byly nafoceny na elektronovém mikroskopu VEGA3 SBU,

s urychlovacim napétim 5 kV a detektorem sekundarnich elektront.

3.6 Priprava glukozovych biosenzora
Smés vybranych medidtori a uhlikového inkoustu byla nanesena na cistou SPCE.

Biorekognizacni vrstva byla pfipravena rozpusténim 1 mg glukézaoxidazy (aktivita enzymu
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163400 jednotek/g) ve 20 ul 0,1M fosfatového pufru a k tomuto roztoku ptidano stejné
mnozstvi krevetového chitosanu. Tato smés byla davkovana na medidtorem modifikovanou
SPCE v objemu 10 pl [34, 35].

Stejné byla piipravena i biorekogniza¢ni vrstva na bazi Nafionu. 1 mg gluk6zaoxidazy

bylo rozpusténo ve 20 ul fosfatového pufru a ptidano ekvivaletni mnozstvi 1% Nafionu.

3.7 Cyklickéa voltametrie

Pfi voltametrickém meéfeni je pouzivan elektrochemicky clanek, ktery tvori
polarizovatelnd, pracovni elektroda, nepolarizovatelnd referentni elektroda a v ptipadé
tiielektrodového systému i pomocna elektroda. Na pracovni elektrodu je vkladan rostouci
potencial od pocate¢ni hodnoty E1 az do koncové Ez a naopak. Pfi zménach potencialu jsou
zaznamenavany zmény proudové odezvy.

Tento méfici cyklus lze jakkoliv libovolné opakovat a vysledkem je cyklicky
voltamogram (Obrézek 11). Osa x je pifedstavuje vkladany potencial (E), zatimco osa y
zaznamendva proudovou odezvu (I). Hlavnimi charakteristikami jsou anodicky proud
a potencial (la, Ea), ty odpovidaji oxidaci analytu a katodicky proud a potencial (Ik, Ex),
charakterizujici redukci analytu. Kvalitativni veli¢inou je potencial (Ea, Ek) v maximu piku,
jez je charakteristicky pro danou latku. Proud v maximu piku (Ia,lk) je kvantitativni veli¢inou

a je umérny koncentraci analytu v roztoku.
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Obr. 11 Ukézka cyklického voltamogramu.

Roztoky peroxidu vodiku o koncentraci 1 mg I, kyseliny modové o koncentraci
50 mg I a kyseliny askorbové o koncentraci 1 a 50 mg I, byly naneseny na SPCE v objemu

50 ul a méteny v rozsahu potencialu -0,3 V — 1 V, pfi rychlosti snimani 50 mV/s. Po celou
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dobu trvani méfeni, byl systém wuzavien ve Faradayové kleci k odstinéni ruSivych

elektrostatickych poli.

3.8 Chronoamperometrie

Chronoamperometrie je elektrochemickd metoda, pii niz sledujeme proudovou odezvu
v zavislosti na koncentraci stanovované latky v roztoku a pii skokové zméné potencialu,
vkladaném na pracovni elektrodu. Tento potencial byva nejcastéji stanoven vySe zmiiovanou
cyklickou voltametrii.

Vsechny elektrody byly ponofeny do 20 ml michaného roztoku fosfatového pufru o pH
ptiblizn¢ 7. Byl navolen konstantni potencial v rozsahu od 0 V — 0,8 V a ptidavany 100 pl,
standardni p¥idavky peroxidu vodiku o koncentraci 20 mg I1. Piidavkd bylo celkem 10
a kazdy dalsi byl pfidan az po ustaleni proudové odezvy. Vysledné chronoamperometrické
kiivky byly vyhodnoceny a ziskané hodnoty byly vyneseny do kalibra¢nich kiivek, jako

zavislost proudu na aktualni koncentraci peroxidu vodiku v roztoku.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Volba uhlikové elektrody

K dispozici byly 3 druhy SPCE. Prvni elektroda $panélské firmy Dropsens, dalsi dvé
znaCky Orion High Technologies, pficemz jedna z nich méla povrch pokryty vrstvou
uhlikovych nanotrubi¢ek. U téchto elektrod byly zméfeny cyklické voltamogramy

pro hexakyanozeleznatan draselny a ty pak vzajemné porovnany (Obrazek 12).

0,000012 -

0,000007 -

0,000002 -

09

A
.....

-0,000013

EV]

—DROPSENS —ORION —ORION S NANOTRUBICKAMA

Obr. 12 Cyklické voltamogramy pro elektrody zna¢ky Dropsens, Orion a Orion s uhlikovymi nanotrubi¢kami.

Nejlepsi je elektroda od firmy DropSens. V porovnani s dalsimi dvéma na ni dochazi
k rychlejsi oxidaci a zpétné redukci Zeleza. Rozdil potenciali maxim pikd je mensi
a proudova odezva je vétsi oproti elektrodam znacky Orion. Proto byly veskeré modifikace

a méfeni provadény pouze na elektrodach znacky DropSens.

4.2 Cyklicka voltametrie SPCE modifikovanych elektronovym

mediatorem
Mg¢teni bylo provedeno dle postupu uvedeného v kapitole 3.8. VSechny modifikované

elektrody poskytovaly nékolikasetkrat vyssi signal nez Cista SPCE. Na Obrazku 13 je
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srovnani ¢isté SPCE, elektrody modifikované RuOz, PdO a MnOx. Je patrné, Ze piitomnost
mediatoru prenosu elektront zvySuje proudové odezvy oxidace H2O2 a posouva pik k mensim

potencialim. Ostatni kovy nevykazovaly zvySenou odezvu na H20o.

Cyklicky voltamogram pro ¢istou SPCE a vybrané oxidy kovi
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-0,0008 -

EV]
—SPCE —Ru02 PdO —Mn0O2

Obr. 13 Cyklicky voltamogram pro ¢istou SPCE, SPCE modifikovanou RuO», PdO a MnO..

4.3 Cyklickéa voltametrie SPCE modifikovanych mediatorem a chitosanem

Elektrody byly modifikovany nékolika zpisoby, jak je uvedeno Vv kapitole 3.6.
Na Obrazcich 14-15, jsou zobrazeny vybrané mediatorem modifikované SPCE, piekryté 10
pl chitosanu izolovaného z krevet a krabli. Pro druhy typ modifikace byly oxidy kovl
rozmichany v chitosanu tak, aby jejich vysledna koncentrace byla stejna, jako pro predchozi
modifikace, kde se oxid rozmichéaval v uhlikovém inkoustu v koncentraci 5% w/v. Tyto
zaznamy jsou na obrézcich 16-17. Méfitka grafti byla stejna pro vSechny méfeni, aby byla
mozna rychld srovnani.

Z kiivek jde vidét, ze jako nejlepsi konfigurace pro budouci pouziti se jevi elektrody
modifikované oxidem kovu, rozmichaném v uhlikovém inkoustu a piekrytém vrstvou
chitosanu izolovaného z krevet. Chitosan izolovany z krabt kvuli své viskozité vytvofil
na povrchu pracovni elektrody membranu, kterd castecné utlumila prenos elektronti

a disledkem toho nedoslo k tak vysokému narGstu proudu jako u chitosanu izolovaného
33



z krevet. V ptipadé druhé modifikace dochazelo ke sloupavéani chitosanové membrany

spole¢né s natiSténou elektrodou z povrchu substratu.

Cyklicky voltamogram pro elektrody modifikované krevetovym
chitosanem
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Obr. 14 Cyklicky voltamogram pro -elektrody
modifikované mediatorem a piekryté vrstvou

chitosanu izolovaného z krevet.

Cyklicky voltamogram pro elektrody modifikované vybranymi
oxidy kovii, rozmichanymi v krevetovém chitosanu
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Obr. 16 Cyklicky voltamogram pro elektrody
modifikované  medidtorem  rozmichanym v

chitosanu izolovaném z krevet.

Cyklicky voltamogram pro elektrody modifikované krabovym
chitosanem
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CyKklicky voltamogram pro elektrody modifikované vybranymi
oxidy kovii, rozmichanymi v krabovém chitosanu
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Obr. 15 Cyklicky voltamogram pro elektrody
modifikované mediatorem a piekryté vrstvou

chitosanu izolovaného z krabu.

Obr. 17 Cyklicky voltamogram pro elektrody
modifikované  medidtorem  rozmichanym v

chitosanu izolovaném z krabu.
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4.4 Chronoamperometrie modifikovanych elektrod

Pro zjisténi citlivosti elektrody bylo provedeno chronoamperometrické métfeni peroxidu
vodiku dle postupu uvedeném v kapitole 3.8. V prvnim kroku bylo méfeni provedeno
na SPCE modifikovanych pouze medidtorem a vdruhém kroku na elektrodach

modifikovanych mediatorem a krevetovym chitosanem.

4.4.1 Elektrody s PtO;

V grafu 1 je zobrazena zavislost proudu na koncentraci H20. pro elektrodu
modifikovanou PtO> a na grafu 2 pro elektrodu modifikovanou PtO/chitosan. Veskeré data
byly ziskany z chronoamperometrickych kiivek uvedenych na obrazku 18 a 19.

Nejvyssi proudové odezvy je dosazeno pii potencidlu 0,6 V u elektrody bez chitosanu
ato 68,1 pA. Pro potencidly vrozsahu 0,1 — 0,6 V je velikost proudové odezvy vétsi
u elektrod modifikovanych pouze PtO». Elektroda PtO>/chitosan poskytuje v tomto rozsahu
témet 2x niz$i odezvy. To je pravdépodobné zpisobeno chitosanovou membranou, kterad
V tomto piipadé utlumuje pienos elektroni. Ve vysSich potencidlech uz Ize vidét zaSuméni
kiivky. U elektrody modifikované PtO./chitosan je pfi potencidlu 0,6 V vidét vyrazna
proudova S$picka. To muze byt zpisobeno nadavkovanim H20; blizko elektrody nebo
k neocekavanym napét'ovym rusenim v proudove siti.

Pro potencialy 0,7 Va 0,8 V jsou proudové odezvy téméi shodné. Pii 0,7 V je
pro elektrodu sPtO, proudova odezva 51,3 pA a pro PtO2/chitosan 51,2 pA. Pii
0,8 V pro elektrodu s PtO> 61,0 pA a elektrodu s PtO2/chitosan 60,8 pA. V takto vysokych
potencialech se ale projevuji interference, proto se snazime najit takovou modifikaci, ktera

bude poskytovat co nejvyssi odezvu pti co nejniz§im potencialu.
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Obr. 18 Chronoamperometrické kiivky H2O2 pro elektrodu modifikovanou PtO; pii riznych potencialech
detekce.
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Fig. 1 Zavislost proudu na koncentraci H,O, pro elektrodu modifikovanou PtO; pii riznych potencidlech
detekce.
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PtO,/chitosan
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Obr. 19 Chronoamperometrické kiivky H.O, pro elektrodu modifikovanou PtO/chitosan pii riznych
potencialech detekce.
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Fig. 2 Zavislost proudu na koncentraci H,O, pro elektrodu modifikovanou PtOj/chitosan pfi ruznych
potencialech detekce.
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4.4.2 Elektrody s Rh2O3

Pro elektrody modifikované Rh,O3 (Graf 3) a Rh2Os/chitosan (Graf 4) jsou v nizsich
potencialech vyssi odezvy pro elektrody bez chitosanu. Tyto rozdily vSak pro zvySujici se
potencialy Kklesaji a vrozmezi 0,3 V — 0,5 V se hodnoty proudu pohybuji v rozmezi
od 16,2 pnA do 39,2 pA pro RhO3 a 14,8 pA az 38,6 pA pro RhoOs/chitosan. Nejvyssi
odezvy se dosazeno pro 0,8 V Rh203 a to 104 pA. Stejné jako v ptipadé¢ elektrod s PtO2 jsou
chronoamperometrické kiivky pro elektrodu s Rh2O3 znaéné zaSuméné. U elektrody

s Rh2Os/chitosan se zaSuméni neprojevuje ani pii vyssich potencialech.
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Obr. 20 Chronoamperometrické kiivky H»O, pro elektrodu modifikovanou Rh,Os pfi riznych potencialech
detekce.
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Fig. 3 Zavislost proudu na koncentraci pro elektrodu modifikovanou Rh;O3 pti riznych potencialech detekce.

0,00011

9E-05

7E-05

S5E-05

1[A]

3E-05 1

1E-05

Rh,0O4/chitosan

-1E-05

-3E-05

150 200 250 300 350 400 450

Cas [sek]

—ov —0,1v. —0,2v —0,3Vv —0,4v —0,5vV —0,6V —0,7Vv —0,8V

500

Obr. 21 Chronoamperometrické ktivky H»O, pro elektrodu modifikovanou Rh;Os/chitosan pii riznych

potencialech detekce.
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Rh,O,/chitosan
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Fig. 4 Zavislost proudu na koncentraci H.O, pro elektrodu modifikovanou Rh;Os/chitosan pii rtznych
potencialech detekce.

4.4.3 Elektrody s PdO

Elektrody modifikované PdO (Graf 5) a PdO/chitosan (Graf 6) mély nejnizsi odezvy
ze vSech pevnych mediatorti prenosu elektronti. PdO/chitosan maji stejn¢ jako v piipade
Rh20g3/chitosan nizs§i odezvy nez elektrody bez chitosanu. Pfi potencialu 0 V pro elektrodu
bez chitosanu, lze pozorovat proudy v katodické casti a je mozné, ze mediator pii tomto
potencialu mize redukovat HoO2. Nejvyssi odezvy bylo dosahnuto pii 0,8 V pro PdO a to

159 pA. Pro PdO/chitosan se proudové odezvy ve vyssich potencidlech témét shoduyi.
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Obr. 22 Chronoamperometrické kiivky H»O, pro elektrodu modifikovanou PdO pii riznych potencialech

detekce.
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Fig. 5 Zavislost proudu na koncentraci H2O; pro elektrodu modifikovanou PdO pfi riznych potencialech

detekce.
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Obr. 23 Chronoamperometrické kiivky H»O. pro elektrodu modifikovanou PdO/chitosan fi riznych
potencialech detekce.

PdO/chitosan

1,80E-04 -

1,60E-04 -

1,40E-04 -

1,20E-04

1,00E-04 -

I{A]

8,00E-05 -

6,00E-05 -

4,00E-05 -

2,00E-05 -

0,00E+00 - : . T : : )
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
¢ [mg/1]

=0V =0,V ®=0,2V m®03V m(04V =05V =06V m0,7V m0,8V

Fig. 6 Zavislost proudu na koncentraci H;O; pro elektrodu modifikovanou PdO/chitosan pii raznych
potencialech detekce.
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4.4.4 Elektrody s IrO;

Elektrody IrO> (Graf 7) a IrO/chitosan (Graf 8) jsou srovnatelné s elektrodami
Rh203, R203/chitosan. Stejné jako v pfipadé rhodia bylo nejvyssi odezvy dosazeno u 0,8 V
pro IrO2 ato 113 pA (Rh203 dosahovalo 104 pA). Ale stejné jako u Rh2O3 se vyssi proudové

odezvy projevovaly az pii vyssich potencialech, kde se stejné tak projevuji i interferenty.
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Obr. 24 Chronoamperometrické kiivky H2O> pro elektrodu modifikovanou IrO, pfi riznych potencidlech
detekce.
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Fig. 7 Zavislost proudu na koncentraci H.O, pro elektrodu modifikovanou IrO; pfi rtznych potencidlech
detekce.
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Obr. 25 Chronoamperometrické kiivky HO, pro elektrodu modifikovanou IrOy/chitosan pii riznych
potencialech detekce.

44



IrO,/chitosan

1,80E-04 -

1,60E-04 -

1,40E-04

1,20E-04

1,00E-04 -

IA]

8,00E-05 -

6,00E-05 -

4,00E-05 -

2,00E-05 -

0,00E+00 - . T T T T )
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1

¢ [mg/1]

®0,1V ®m0,2v m03V m04V mO5V =06V =07V =08V

Fig. 8 Zavislost proudu na koncentraci H,O, pro elektrodu modifikovanou IrOz/chitosan pii riznych
potencidlech detekce.

4.4.5 Elektrody s RuO;

Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno pro elektrody modifikované RuO2, RuO2/chitosan,
MnO2 a MnO2/chitosan. Proudové odezvy RuO: v nizkych potencidlech jsou srovnatelné
pro odezvy elektrod modifikovanych PtO2 ve vysokych potencialech. Pro 0,1 V RuO:
dosahovala proudova odezva 57 pA. Elektroda s RuO2 ma vyssi odezvy nez RuOg/chitosan.
Ve vysokych potencialech je opét patrné zna¢né zasumeéni kiivky pro elektrodu bez chitosanu.
Pro elektrodu s chitosanovou membranou k zaSuméni kiivky nedochazi a jde snadno sledovat
vSech deset piidavkti H20,. Oproti tomu, MnO, a MnOa/chitosan maji odezvy pifi vSech

potencialech srovnatelné.
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Obr. 26 Chronoamperometrické kiivky HO, pro elektrodu modifikovanou RuO, pfi riznych potencidlech
detekce.
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Fig. 9 Zavislost proudu na koncentraci H,O, pro elektrodu modifikovanou RuO; pti riznych potencialech
detekce.
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Obr. 27 Chronoamperometrické kiivky HO, pro elektrodu modifikovanou RuOg/chitosan pii riznych
potenciélech detekce.
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Fig. 10 Zavislost proudu na koncentraci H.O, pro elektrodu modifikovanou RuO,/chitosan pfi riznych
potencialech detekce.
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4.4.6 Elektrody s MnO>

Nejvyssi proudové odezvy bylo dosazeno u elektrody s chitosanovou membranou.
Zatimco u vSech uvedenych elektrod chitosanovda membrana utlumila proudovy pfirtstek,
v piipadé MnO: je nejvyssi odezva 69,3 pA pro elektrodu s chitosanem (elektroda bez
chitosanu 67,4 pA). Stejné jako elektrody s RuOz, i v tomto piipadé byly proudové odezvy
pomérné vysoké, 1 v nizky potencidlech. Na zdznamech amperometrickych kiivek Ize vidét,
ze elektroda bez chitosanu je zasuména uz pii potencialu 0,6 V. Navic pii 0,8 V lze vidét
vyraznou proudovou Spicku.

S pfitomnosti chitosanu se Sum ztraci, kiivky jsou lépe CitelnéjSi a pfi potencialu

0 V pozorujeme proud v katodické oblasti, piesné jako u PdO.
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Obr. 28 Chronoamperometrické kiivky H»O, pro elektrodu modifikovanou MnO; pfi riznych potencialech
detekce.
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Fig. 11 Zavislost proudu na koncentraci H,O, pro elektrodu modifikovanou MnO; pfi rliznych potencidlech

detekce.
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Obr. 29 Chronoamperometrické kiivky HO, pro elektrodu modifikovanou MnOy/chitosan pii riznych

potencialech detekce.
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Fig. 12 Zavislost proudu na koncentraci H.O, pro elektrodu modifikovanou MnOg/chitosan pii ruznych
potencialech detekce.

4.4.7 Uhlikova tiSténa elektroda

Pro srovnani bylo provedeno méfeni i na ¢isté SPCE a SPCE s chitosanem. Chitosan
vyrazn¢ urychluje pienos elektroni a zvySuje proudové odezvy. Pii 0,1 V je
pro SPCE/chitosan odezva 202x vét§i nez pro Cistou SPCE. Pro vyssi potencidly jsou pak

odezvy srovnatelné s ostatnimi modifikovanymi elektrodami.
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Obr. 30 Chronoamperometrické kiivky H202 pro ¢istou SPCE pii riznych potencidlech detekce.
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Fig. 13 Zavislost proudu na koncentraci H;O; pro ¢istou SPCE pfi riiznych potencialech detekce.
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Obr. 31 Chronoamperometrické kiivky H.O, pro SPCE modifikovanou chitosanem pfi riznych potencialech
detekce.
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Fig. 14 Zavislost proudu na koncentraci H;O2 pro ¢istou SPCE modifikovanou chitosanem pii rtznych
potencialech detekce.
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4.4.8 Srovnani citlivosti modifikovanych elektrod p#i raznych potencialech
detekce
Pro lepsi srovnani jsou proudové odezvy elektrod pro potencidly v rozsahu 0,1V —
0,5V zobrazeny na grafech 15 — 19. Jsou zobrazeny pouze linearni regrese, experimentalni
body jsou vynechdny pro vétsi piehlednost. NejvétSich smérnic dosahovaly elektrody pii
potencialu 0,5 V, proto bylo dale pracovano pouze s timto potencialem. Na zakladé téchto

vyhodnoceni byly vybrany k dal$imu studiu elektrody s mediatory RuO2 a MnOa.
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Fig. 15 Srovnani proudovych odezev modifikovanych elektrod v zavislosti na koncentraci H,O, pro potenciél
0,1V.
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Fig. 16 Srovnani proudovych odezev modifikovanych elektrod v zavislosti na koncentraci H,O, pro potenciél

0,2 V.
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Fig. 17 Srovnani proudovych odezev modifikovanych elektrod v zavislosti na koncentraci H,O, pro potenciél

0,3V.

55



1[A]

9,00E-05

8,00E-05

7,00E-05

6,00E-05

5,00E-05

4,00E-05

3,00E-05

2,00E-05

1,00E-05

0,00E+00

= = =« PtO2/chitosan
« = = - [rO2/chitosan

0,4V

Rh203
MnO2

= = =« Rh203/chitosan = = = = PdO/chitosan

= = = « RuO2/chitosan

= = =« MnO2/chitosan = = = - SPCE/chitosan PtO2
PdO RuO2 Iro2
SPCE

0,8 0,9

Fig. 18 Srovnani proudovych odezev modifikovanych elektrod v zavislosti na koncentraci H,O, pro potenciél

04V.
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Fig. 19 Srovnani proudovych odezev modifikovanych elektrod v zavislosti na koncentraci H»O, pro potenciél

05V.
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4.4.9 Elektrody modifikované ionty kovii

V piipadé elektrod modifikovanych ionty Ru, Rh a Mn nedochazelo k zadnym

vyraznym odezvam. Ani jedna z vySe zminénych elektrod nedosahovala citlivosti elektrod

modifikovanych oxidem kovu, rozmichanym v uhlikovém inkoustu. Na obrazcich 32-34 jsou

zaznamy méfeni, ale dale s timto typem modifikace nebylo pracovano.
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Obr. 32 Chronoamperometrické kiivky H.O. pro
elektrodu modifikovanou iontem Rh v chitosanové

membrang.
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Fig. 20 Zavislost proudu na koncentraci H,O, pro
elektrodu modifikovanou iontem Rh v chitosanové

membrang.
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Obr. 33 Chronoamperometrické kiivky H2O, pro
elektrodu modifikovanou iontem Ru v chitosanové
membrang.
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Fig. 21 Zavislost proudu na koncentraci H,O, pro
elektrodu modifikovanou iontem Ru v chitosanové
membrang.
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Obr. 34 Chronoamperometrické kiivky H2O pro
elektrodu modifikovanou iontem Mn v chitosanové
membrang.

4.5 Chronoamperometricka detekce glukozy
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Fig. 22 Zavislost proudu na koncentraci H,O; pro
elektrodu modifikovanou ionte Mn v chitosanové

membrané.

K detekci glukdzy v roztoku byly pfipraveny biosenzory dle postupu uvedeného

Vv kapitole 3.7. Pro v§echny biosenzory byly zaroven prométeny i hlavni interferenty (kyselina

askorbova, kyselina mocova) pii potencidlu 0,5 V. Ani v jednom z pfipada tyto kyseliny

nerusily stanoveni. V tabulce 2 jsou uvedeny smérnice kiivek pro zavislost proudu

na koncentraci glukdzy, vychazejici z grafu 23.

Tab. 2 Smérnice pro vybrané konfigurace glukdzovych biosenzord.

Biosenzor Smérnice [A.mg™ 1]
RuO2/chitosan/GOx 8.10°
MnO_/chitosan/GOx 4.10°®
RuO2/Nafion/GOx 6.10°
MnO2/Nafion/GOx 7.10°

59




Mediator/membrana/GOx
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Fig. 23 Zavislost proudu na koncentraci glukozy pro vybrané biosenzory pti potencialu 0,5 V.

Nejvétsi smérnici a tudiz nejvétsi citlivosti bylo dosaZeno v ptipadé SPCE
modifikované RuO. a piekryté chitosanovou membranou. TéméF shodné citlivosti bylo
dosazeno i u MnO2 s Nafionovou membranou. S rostouci koncentraci, ale pfestava byt narust
linedrni. Koncentrace glukdzy se pohybuje v rozmezi pfiblizn& 0,5 — 4 mg I, coz odpovida
koncentraci ptiblizné 0,3 — 0,7 mM. Chronoamperomerické zaznamy vsech biosenzorl jsou

na obréazcich 35-38.
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Biosenzor RuO,/chitosan/GOx
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Obr. 35 Chronoamperometrické kiivky biosenzoru RuO»/chitosan/GOx pro glukézu a interferenty.
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Obr. 36 Chronoamperometrické kiivky biosenzoru MnQO2/chitosan/GOx pro glukézu a interferenty.
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Biosenzor RuO,/Nafion/GOx
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Obr. 37 Chronoamperometrické kiivky biosenzoru RuO»/Nafion/GOx pro glukézu a interferenty.
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Obr. 38 Chronoamperometrické kiivky biosenzoru MnO/Nafion/GOx pro glukdzu a interferenty.
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4.6 Stanoveni stability membrany

Pro urCeni stability biorekogniza¢ni vrstvy bylo provedeno méieni stability. Stejny
biosenzor byl vystaven nékolika, po sobé jdoucim kalibraénim méfenim gluk6zy. VSechny
chornoamperometrické kiivky byly vzajemné porovnany. Z obrazku 39 jde vidét, ze pti
prvnich dvou méfenich je kiivka Kalibrace zna¢né zaSuména. Pfi tfetim az Sestém méfeni lze
snadno rozpoznat vSech deset piidavki glukozy. To je nejspiSe zpisobeno tim, Ze chitosanova
membrana musi nejdiive nabobtnat ve vodném prostfedi. Proto byly vSechny pouzité
chitosanové biosenzory ptfed méfenim ponechdny 10 minut ve fosfitovém pufru. Ale se
zvySujicim poctem méfeni muzeme vidét, ze se proudovd odezva snizuje. To mize byt
zpiisobeno vymyvanim GOx z membrany. Posledni dvé méfeni nelze skrz Sum odecitat.

Biosenzor s chitosanovou membranou lze pouZit, po pfedchozim nabobtnani, nejvyse

pro 4 méfeni.
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Fig. 24 Zavislost proudu na koncentraci gluk6zy pro stanoveni stability chitosanové membrany pii 0,5 V.

Tab. 3 Smérnice opakovanych méfeni pro chitosanovou membranu.

Méieni  Smérnice [A mg?t ]  Méfeni Smérnice [A mg? I']

1. 5.10° 5. 5.10°
2 7.10° 6 3.10°
3. 7.10°® 7. NELZE ODECIST
4 5.10° 8 NELZE ODECIST

V ptipadé Nafionové membrany nedochazi v zadném z piipadi k vyraznému
zaSuméni kiivky. Oproti chitosanovému senzoru ani nedochazi k vyraznému poklesu
proudovych odezev. U vSech osmi méfeni nedochazi k vymyvani GOx z membrany.

Nafionové biosenzory lze tedy pouzit pro n€kolikandsobné méteni, aniz by dochazelo

k poskozeni biorekogniza¢ni vrstvy.
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Tab. 4 Smérnice opakovanych méfeni pro Nafionovou membranu

Méfeni  Smérnice [A mg™tI?] Méfeni  Smérnice [A mg? I'}]

1. 8.10°° 5. 1.10°
2. 8.10°® 6. 6.10°
3. 8.10°® 7. 7.10°
4. 9.10°® 8. 7.10°

4.7 Snimky povrchi modifikovanych elektrod ze SEM

Modifikovany povrch pracovni elektrody byl snimén skenovacim elektronovym
mikroskopem, pii budicim napéti 5 kV a detektorem sekundarnim elektront.

Na obrazku 41 je povrch ¢ist¢é SPCE v piiblizeni 500 (levy snimek) a 2000 (pravy
snimek). Lze vidét typickou strukturu polymerniho inkoustu s rovhomémné dispergovanymi

uhlikovymi ¢asticemi.

i 3 g gRar . Wetr =N T
SEM HV: 5.0 kV WD: 15.61 m’m 7 i i i 3A3 SEM HV: 5.0 kV WD: 15.68 mm |
View field: 415 pm Det: SE View field: 104 pm Det: SE 20 pm
SEM MAG: 500 x  Date(m/dly): 05/03/18 SEM MAG: 2.00 kx |Date(m/dly): 05/03/18

Obr. 41 Povrch ¢isté SPCE pii zvétseni 500 (vlevo) a 2000 (vpravo).

Povrch modifikovany RuO: v uhlikovém inkoustu uz je morfologicky odlisny. Kvili
ru¢ni modifikaci neni vrstva tak jednolita jako v piipadé ¢isté SPCE a tvofi ¢lenity, nerovny
povrch. Uhlikové ¢astice jsou obnazenéjsi a disperze RuO2 neni rovnomérna. To Ize nejlépe
vidét na obrazku 42 vlevo, pii pfiblizeni 500. RuO2 jde vidét jako svétlejsi shluky castic
(Obrazek 43, zvétseno 5000krat).
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15.0kv | 1 11.95 mm | | WD: 12.00 mm
View field: 415 pm Det: SE 100 pm View field: 104 pm Det: SE
SEM MAG: 500 x |Date(m/dly): 05/03/18 SEM MAG: 2.00 kx |Date(m/dly): 05/03/18

SEMHV: 50KV |  WD: 12.00 mm | 3 SEMHV:50kV | WD: 11.99 mm i |
View field: 41.5 pm Det: SE 10 pm View field: 41.5 pym Det: SE 10 pm
SEM MAG: 5.00 kx  Date(m/dly): 05/03/18 SEM MAG: 5.00 kx |Date(m/dly): 05/03/18

Obr. 43 SPCE modifikovana RuO,. Snimano pii zvétseni 5000. RuO; jako svétlejsi Castice.

Chitosanova vrstva tvoii bud’to souvisly povlak nebo Supiny, které tak mohou odkryvat
elektrodu pod ni. Nejlépe viditelné na obrazku 45 pii zvétseni 2000.

Vysledny vzhled chitosanové membrany je ovlivnén hlavné ¢lenitosti povrchu pod nim
a mnozstvim naneseného chitosanu. V ramci této diplomové prace jsem veskeré modifikace

provadéla ru¢né. To v prvnim piipadé zplisobilo nedokonalou disperzi mediatoru do celého
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objemu uhlikového inkoustu a v druhém piipadé nerovnou vrstvu. Pokud by byla modifikace

wewvr

provadéna pied sitotiskovym procesem, tak by vysledna vrstva byla jednolitéjsi, kompaktnéjsi
a pravdépodobné by nedochazelo k popraskani chitosanového filmu.
Povrch konfigurace RuO2/chitosan/GOx (Obrazek 46) se od ptedchoziho pfipadu témét

nelisi.

| s e 5 B o 5 -
SEM HV: 5.0 kV WD: 12.16 mm SEM KV WD: 12.20 mm L1l | SEM HV: 5.0 kv WD: 12.14 mm L1l |
View fleid: 1.04 mm Det: SE 200 pm View field: 415 ym Det: SE 100 pm View fiold: 415 ym Det: SE 100 pm
SEM MAG: 200 x _ Date(midly): 05/03/18 SEM MAG: 500 x _ Date(midly): 05/03/18 SEM MAG: 500 x _ Date(midly): 05/03/18

’ € - x " N por ik 2
SEM HV: 5.0 kV WD: 12.23 mm SEM HV: 5.0 kV WD: 12.21 mm
View field: 104 pm Det: SE View field: 104 ym Det: SE 20 pm
SEM MAG: 2.00 kx Date(m/dly): 05/03/18 SEM MAG: 2.00 kx |Date(m/dly): 05/03/18

Obr. 45 Chitosanova vrstva na dvou riznych mistech pfi zvétseni 2000.
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2. 2 * ) \ SIS \ - : X L <y \k\; 7
SEM HV: 5.0 kv WD: 12.44 mm | SEM HV: 5.0 kV WD: 12.37 mm | | SEM HV: 5.0 kV wo:t242mm | |00 VEGA3 TESCAN
View fleld: 1.04 mm Det: SE 200 pm View fleld: 415 um Det: SE 100 pm View fleid: 104 pm Det: SE 20pm
SEM MAG: 200 x | Date(m/dly): 05/03118 SEM MAG: 500 x _ Date(m/dly): 0503118 SEM MAG: 2.00 kx | Date(midly): 05/03118

Obr. 46 Bionsenzor RuO,/chitosan/GOx. Zvétseno 200x (vlevo), 500x (uprostied) a 2000x (vpravo).
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S5 Zavér

V rdmci této prace byly zkouméany ruzné konfigurace uhlikovych tisténych elektrod,
oxidii kovli a iontl kova jako mediatoru elektronového prenosu a chitosanovych membran,
K piipravé enzymovych biosenzori s oxiddzami. Pro pfipravu membrany se ukazal jako
nejvhodnéjsi chitosan o nizké molekulové hmotnosti izolovany z krevet. Chitosan izolovany
z krabu tvofil velmi viskdzni roztok, se kterym se velmi $patné manipulovalo, a tvofil tuhou
membranu zpusobujici Gtlum proudové odezvy. Nejlepsim typem modifikace je pracovni
elektroda modifikovana oxidem kovu rozmichanym v uhlikovém inkoustu. Modifikace, kdy
byl pevny mediator rozptylen v chitosanu, vykazovala nékolikanasobné niz$i proudové
odezvy nez v predchozim piipadé. Velmi Casto se cela vrstva chitosanové membréany
sloupavala, spolecné s natiSténou pracovni elektrodou z povrchu podkladové desticky. Stejné
tak byly zaznamenany malé proudové odezvy i pro modifikaci iontem kovu piimo
v chitosanu.

Nejlepsim mediatorem pienosu elektronti je RuO2 a MnO,. Velmi zajimavé je, Ze
ve vSech studovanych ptipadech byla citlivost elektrody vyssi pro konfiguraci bez chitosanu.
Pouze v pfipadé MnO: bylo dosazeno vyssi proudové odezvy pro elektrodu s chitosanovou
membranou. Tyto medidtory pak byly pouzity ke konstrukci enzymovych biosenzort
s glukézaoxidazou. Jako nejlepsi se ukazala konfigurace RuO2/chitosan/GOXx, kterd je 2x
citlivéjsi nez MnO./chitosan/GOx. V porovnani s Nafionovym senzorem je citlivost
srovnatelna. Ani v jednom ze studovanych piipadid nebyla stanoveni rusena vybranymi
interferenty — kyselinou askorbovou a mocovou. Nafion vsak vykazuje vétsi stabilitu
membrany pii opakovanych métenich. V piipadé chitosanu nejspise dochazi k vymyvani GOx

Z membrany a tak ke snizovani citlivosti senzoru.
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