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Anotace

Cilem této diplomové prace bylo studium elektrochemickych vlastnosti tisténych senzora
(SPE) s elektrochemicky deponovanou borem dopovanou diamantovou elektrodou (BDDE),
jejiz povrch byl modifikovan zlatymi nanocasticemi. Teoreticka Cast je zaméfena na historii
voltametrie, jeji princip a princip voltametrickych metod. Nasledujici kapitoly predstavuji
pracovni elektrody nejcastéji pouzivané ve voltametrii a charakterizuji BDDE vcetné prehledu
moznych modifikaci jejiho povrchu. Experimentalni ¢ast je pak zaméfena na studium
elektrochemickych vlastnosti testovanych senzort, konkrétné nemodifikované BDDE
v klasickém uspofadani nebo jako soucasti SPE, a tidténé senzory s povrchem BDDE
modifikovanym zlatymi nanocasticemi, a to fyzikalni ¢i elektrochemickou depozici. Dale byla
vyvinuta metoda stanoveni dopaminu s vyuzitim square-wave voltametrie, ktera byla

aplikovana pfi analyze dopaminu s vyuZzitim vSech testovanych senzort.
Klicova slova

Voltametrie, borem dopovana diamantova elektroda, tisténé senzory, modifikace, zlaté

nanocastice, elektrochemické vlastnosti, dopamin.
Annotation

The aim of this diploma thesis was to study the electrochemical properties of screen-printed
sensors (SPE) with electrochemically deposited boron-doped diamond electrode (BDDE), the
surface of which was modified with gold nanoparticles. The theoretical part is focused on the
history of voltammetry, its principle and the principle of voltammetric methods. The following
chapter summarizes the working electrodes most often used in voltammetry and characterize
the BDDE, including an overview of possible modifications of its surface. The experimental
part is focused on the study of electrochemical properties of tested sensors, namely unmodified
BDDE in a classical arrangement or as part of SPE, and printed sensors with BDDE modified
with gold nanoparticles, either by physical or electrochemical deposition. Furthermore, the
method of dopamine determination using square-wave voltammetry was developed, which was

applied in dopamine analysis using all tested sensors.
Key words

Voltammetry, boron-doped diamond electrode, screen-printed electrodes, modification, gold

nanoparticles, electrochemical properties, dopamine.
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1. Uvod

Vyvoj novych systémil pro analyzu biologicky aktivnich latek (BAC) a jejich metabolita,
dulezitych z hlediska l1ékarského, zemédé€lského, ekologického nebo potravinarského, je jednim
z nejdulezitéjSich trendt v moderni analytické chemii. V soucasnosti se pro tyto ucely obvykle
pouzivaji vysoce sofistikované, drahé, Casov€ naroéné a pracné spektrometrické a separacni
metody. Jejich vysoké investicni a provozni naklady vSak komplikuji jejich pouziti pro ucely
rozsahlého monitorovani a screeningu a ptipadné€ pro aplikace v terénu. Vzhledem k tomu, ze
fada téchto latek je elektroaktivnich, elektrochemické metody mohou byt dobrou alternativou.
Jejich hlavnimi vyhodami jsou levngj$i technika a nizké provozni naklady, jednoduchost
ovladani, pfenosnost a snadnd miniaturizace. Diky tomu lze elektrochemické metody vyuzivat
pro analyzy v terénu nebo k tzv. point-of-care testovani, umoziujicim analyzy , v misté péce‘
napiiklad pfimo v ordinacich 1ékafti pfi terapeutickém monitorovani hladiny 1éCiv a jejich
metabolitt v krvi/moci pacientt. Obecné tento pojem zahrnuje moznost analyzy v misté odbéru
vzorku bez nutnosti transportu do laboratofi (konkrétné v oblasti mediciny, toxikologie,
ochrany zivotniho prostfedi aj.). Tyto metody poskytuji vysledky velmi rychle a z velmi malého
objemu vzorku. Jde tedy o vyvoj jednoduchych senzori a jednoduchych metod, které

nevyzaduji obsluhu kvalifikovanym analytickym chemikem.

Tisténé senzory predstavuji jednoduché feSeni miniaturizace elektrochemické analyzy.
Vyhodou je predevSim moznost jednoduché a levné vyroby, kdy lze za kratkou dobu
vyprodukovat velké mnozstvi senzort libovolnych tvard a uspotadani elektrochemického
¢lanku, coz umoznuje jejich vyuziti jako jednorazovych senzoru. Dale je mozné provadét
analyzy ve velmi malych objemech vzorku (50-100 ul). Podminkou pro jednorazové senzory
je velmi dobra opakovatelnost jejich piipravy. Rozhodujici pro vybér tisténého senzoru pro
konkrétni aplikaci je vhodna pracovni elektroda. Dal§i moznosti, jak zvysit citlivost nebo
selektivitu elektrochemickych metod je modifikace povrchll bézn€ pouzivanych elektrod napf.
nanocasticemi kovu a jejich oxidt, uhlikovymi nanomaterialy, organickymi molekulami nebo

polymery, ¢i biomolekulami.

Predmétem této prace je studium elektrochemickych vlastnosti novych tisténych senzort
s elektrochemicky deponovanou borem dopovanou diamantovou elektrodou modifikovanou

zlatymi nanocasticemi a jejich aplikace pfi stanoveni neurotransmiteru dopaminu.
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2. Teoreticka cast

2.1. Voltametrie

Voltametrie patii mezi elektroanalytické metody a je zalozena na méfeni proudu v zavislosti na
potencialu vkladaném mezi pracovni a referentni elektrodu. Proudova odezva je zaloZena na
elektrodovych dé&ich zahrnujicich prfedevsim pfenos naboje mezi elektrodou a analyzovanou
latkou. Elektrochemicky ¢lanek se obvykle sklada z pracovni, pomocné a referentni elektrody
(Obrazek 2.1A), kdy proud protéka mezi pracovni a pomocnou elektrodou, zatimco potencial
je mé&fen mezi elektrodou pracovni a referentni. Toto uspofadani umoziuje presné meéteni
potencialu pracovni elektrody, protoze dochazi k eliminaci ztrat vkladaného napéti pfi
pruchodu proudu na odporu analyzovaného roztoku [1]. Elektrody jsou ponofeny do roztoku
zakladniho elektrolytu, ktery zajistuje vodivost prostfedi a umoziuje pruchod proudu. Do
roztoku muze byt pfiveden inertni plyn, ktery slouzi k odstranéni rozpusténého kysliku, ktery

by mohl rusit stanoveni (Obrazek 2.1B).

Obrdzek 2.1 Schéma 3-elektrodového zapojeni clanku (4), rediné usporddani elektrochemického clanku ve
voltametrické nadobce (B) [2]; A — ampérmetr, V — voltmeter, Ref— referentni elektroda, Work — pracovni
elektroda, Aux — pomocnd elektroda.

Voltametrie byla odvozena od polarografie, za jejiz objev ziskal vroce 1959 Jaroslav
Heyrovsky Nobelovu cenu. Rozdil mezi témito metodami je zejména v pouzité pracovni
elektrodé. Zatimco v polarografii se vyuzivala kapajici rtutova elektroda (DME, dropping
mercury electrode), kterd se béhem méfeni periodicky obnovuje, ve voltametrii se pouzivaji
stacionarni elektrody, které maji neménny povrch. To ma velkou vyhodu z hlediska manipulace
s elektrodami, ale soucasné muze dochazet k nezadouci pasivaci povrchu elektrody [2]. Obecné

plati, ze pracovni elektroda musi byt polarizovatelna, tedy ménit svij potencial v reakci na
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protékajici proud. Jako referentni elektrodu je mozné pouzit tzv. elektrodu II. druhu, ktera je
nepolarizovatelnd. Tyto elektrody maji konstantni potencial. Ten je obvykle znamy a neméni
se s prochazejicim proudem. NejCastéji se pouzivaji argentchloridova (Ag/AgCl/KCl(sat.))
nebo saturovand kalomelova elektroda (Hg/Hg2Clo/KCl(sat.)). Jako pomocné elektroda se

nejcasteji pouziva platinovy dratek a opét je nepolarizovatelna [3].

Oxidac¢ni a redukéni procesy, probihajici mezi pracovni elektrodou a méfenym roztokem, jsou

fizeny Faradayovym zdkonem (1) a mohou byt popsany Nernstovou rovnici (2):

oM

m= —, (1)
_ 0 E Cox

E = F°+2303 5 log 22 @)

kde m je mnozstvi pfemeénéné latky [g], O je prosly néboj [C], M je molekulova hmotnost
[g mol™'], z znaéi poget vyménénych elektronti potiebnych k reakci, /* je Faradayova konstanta
(96500 C mol™), £ je elektrodovy potencial [V], £° je standardni elektrodovy potencial [V],
Cox @ Cred znazoriuji koncentraci oxidované a redukované formy stanovovaného analytu
[mol L], R je univerzalni plynova konstanta (8,314 J K-! mol™!) a 7 je teplota v kelvinech

(teplota ve °C + 273,15).

Béhem meéfeni se na pracovni elektrodu vklada potencial, ktery se s Casem méni, obvykle
linearn€ stoupa nebo klesa, a sleduje se proudova odezva. Pokud je v roztoku pfitomna latka,
ktera se v daném rozsahu potencialt oxiduje nebo redukuje, dojde k depolarizaci pracovni
elektrody, tzn. Ze probéhne redoxni reakce, v systému dojde k vyméné elektroni a zacne
protékat proud. Vysledkem je zaznam zavislosti proudu na potencidlu (I-E kiivka), tzv.
voltametricka kfivka, resp. voltamogram. Vysledna proudova odezva je tvofena rdznymi

slozkami:

Nabijeci proud (I, kapacitni proud) se u staciondrnich elektrod prakticky blizi nule. U
kapajicich rtutovych elektrod je tfeba kazdou kapku nabit na pozadovany potencial. Dochazi
ke kontinualnimu prichodu nabijeciho proudu, ktery je funkci rychlosti vytvareni povrchu. Pro
nabiti rtuti na potfebny potencial je tfeba dodat urlity naboj, aby se vytvorila elektricka
dvojvrstva na rozhrani rtut-roztok. Tato dvojvrstva je tvofena z jedné vrstvy naboju na povrchu
kovové elektrody a z druhé vrstvy v roztoku v bezprostredni blizkosti elektrody. Naboje v této
vrstve jsou opacné nez naboje na povrchu elektrody. Ionty se mohou pfiblizit k elektrodé na

vzdalenost odpovidajici jejich rozmérum. Dvojvrstva na elektrodé se tak chova jako
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kondenzator, a proto je nutny urcity proud k nabiti kapky na pozadovany potencial. Rovnici (3)

pro vypocet nabijeciho proudu na kapajici rtut'ové elektrodé odvodil D. Ilkovi¢ v roce 1936 [4]:

_de _ p.dc
IC_dt_E dt’ 3)
E*=E —E,, 4)

kde O je prosly naboj, ¢ je doba kapky, £ je elektrodovy potencial odkazujici se na
elektrokapilarni nulu, ktery lze vypocitat ze vztahu (4), kde £ je potencial elektrody a Fn je
potencial elektrody bez naboje (ob€ hodnoty se vztahuji na stejnou referencni elektrodu), C je
integralni kapacita elektrody, ktera se méni s rustem kapky. Zavedenim specifické kapacity C’,
tj. kapacity na cm?, ziskame vztah (5), ze kterého vyplyva, ze okamzity nabijeci proud pfi
konstantnim potencidlu dosdhne maxima na za¢atku tvorby kapky a minima pii padu kapky [4].

i :E*'C,ﬂ:E'O,8SE*'C,'m2/3't_1/3’ (5)
¢ dt 3

kde ¢ je okamzity povrch kapajici rtutové elektrody (g = 0,85 - m?/3 - t2/3) a m je vytokova
rychlost.

Difuzni proud (14, faradaicky proud) je fizen pouze difuzi. Na stacionarnich elektrodach dochazi
predevsim k linearni difuzi, coz je spontanni proces vedouci k vyrovnani koncentraci ve smeéru
koncentracniho gradientu. Pokud se koncentratni gradient vyskytuje v roztoku, rozpusténa
latka se pohybuje z prostoru o vyS§si koncentraci do prostoru o nizsi koncentraci. Koncentrace
depolarizatoru klesa ve sméru kolmém k elektrodé v disledku elektrochemickych zmén na
elektrodé. /4, vyjadieny vztahem (6) je ur€en koncentracnim gradientem na povrchu elektrody,
ktery je zavisly na Case [4]:

dN Sc
lag=nFSi=2zFqD (5) | (6)

x=0

kde Z—IZ je poCet molu depolarizatoru, kterého dosahne elektroda za jednotku Casu a podléha

elektrochemické zmén€, g je povrch elektrody, x vzdalenost, D je diftizni koeficient, ktery

udava pocet molu latky, ktera projde difuzi jednotkovou plochou pii koncentracnim gradientu

Sc

za jednotku ¢asu (10°-10~° cm?s~!)a ( —

) je koncentra¢ni gradient. Kombinaci 2. Fickova
x=0

zakona, rovnice pro difuzi a konvekci a rovnice pro vypocet koncentra¢niho gradientu byla
odvozena IlkoviCova rovnice pro proud vedeny difuzi (9), kde ¢ je koncentrace v objemu
vzorku a ¢ je konstantni koncentrace na povrchu elektrody. Dalsimi upravami byla tato rovnice

ptevedena do tvaru (10) [4].
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Iy = 0,732nF (c — cg) - DV? - m?/3 - t1/6, (10)

Iy =nFqD

Kineticky proud (I) je pozorovan napt. pii tvorb€ redukovatelnych, resp. oxidovatelnych
elektroaktivnich cCastic v okoli elektrody z elektroinaktivni formy pfi daném potencialu.
Rychlost této reakce je fizena polarografickym proudem. Kineticky proud je Uumérny

koncentraci depolarizatoru a vyrazn¢ se zvysuje s narustem teploty [5].

Adsorpcni proud vzniké adsorpci depolarizatoru na povrch elektrody. Adsorpéni proudy jsou
pozorovany na I-E kiivkach, kdy se adsorpéni procesy projevuji samostatnou vlnou pfi
potencialech bud kladngjSich nebo zapornéjSich nez vlna pro redukci nebo oxidaci
neadsorbovanych sloucenin. V nékterych pfipadech muze adsorbovana vrstva branit dal§im
elektrodovym procesim. Adsorp¢ni proudy jsou nejcastéji pozorovany u organickych latek

s vysokou molekulovou hmotnosti [5].

Katalytické proudy vznikaji pridavkem latky pusobici jako katalyzator. Tato latka zpiisobi
posun v redukci depolarizatoru ke kladn€j§im potencialim nebo v piipadé oxidace
k zaporn€j§im hodnotam. NejbéznéjSim typem takové reakce je katalyticky vyvoj vodiku, ktery
predstavuje katalytické snizeni vodikového prepéti. Katalytické viny se vyznacuji nelinearni

zavislosti na koncentraci katalyzatoru, jsou funkci pH [5].
2.1.1. Voltametrické metody

2.1.1.1 Stejnosmérna voltametrie (DCV)

DCYV je zékladni voltametrickou metodou. Na elektrody se vklada potencial, ktery linearné
roste (anodicky) nebo klesa (katodicky) v zavislosti na Case. Piitomné elektroaktivni latky
v roztoku se bud’ oxiduji nebo redukuji. Vysledkem je polariza¢ni kiivka, jejiz tvar je uveden
na Obrazku 2.2 [6]. Polariza¢ni kiivka ma tvar viny. Jeji velikost a zaroveni 1 kvantitu udava
limitni difuzni proud (/iim), kvalitativnim tdajem je pualvinovy potencial £12. Pomoci DCV lze
stanovit organické 1 anorganické latky. Rozlisit 1ze latky, které se 1isi hodnotou £1/2 minimalné

0200 mV. Limity detekce (LOD) této metody se pohybuji v fadu 10~ mol L™! [6].
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Obrdzek 2.2 Voltametricka vina ziskand pomoci DCV [6]; I — proud, E — potencidl, 11, — limitni proud, E 1
— piilvinovy potencidl.

2.1.1.2 Cyklicka voltametrie (CV)

Pti cyklické voltametrii se vklada potencial, jehoz zavislost na ¢ase ma tvar trojuhelniku, tzn.
ze nejprve linearné roste a poté klesd nebo naopak. Kdyz potencial dosahne specifikované
hodnoty smeér se obrati a potencial se vrati na svou pocatecni hodnotu (Obrazek 2.3A). Pri
skenovani anodického proudu dochézi k nahromadéni reakéniho (oxida¢niho) produktu blizko
povrchu elektrody. Pii zpétném skenovani katodického proudu muze dochazet k redukci tohoto
produktu [7]. D& muze probihat i opa¢n€, kdy dochazi k redukci analyzované latky a poté
k nasledné oxidaci reduk¢niho produktu. Vysledkem je cyklicky voltamogram, jehoz tvar je
uveden na Obrazku 2.3B. Tato metoda se piili§ nevyuziva pro stanoveni latek, ale spiSe pii
studiu elektrochemického chovéni latek, reversibility systému nebo zkouméni oxidacnich

a reduk¢nich mechanismu.

3 3
b= o
g =)
=]
a.,
tas —» potencidl —»

Obrdzek 2.3 Zavislost potencidlu vkladaného na elektrody na case (A) a vysledny cyklicky voltamogram (B) [8]
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2.1.1.3 Diferenéné pulzni voltametrie (DPV)

DPYV je Siroce pouzivana elektrochemicka metoda pro stanoveni koncentrace oxidovatelnych
nebo redukovatelnych latek v roztoku. Tato metoda byla vyvinuta ve snaze eliminovat vliv
nabijeciho proudu a vyjadfit signal ve snadné&ji kvantifikovatelné form&. Tvar vkladaného
potencialu v zavislosti na Case je uveden na Obrazku 2.4A. Jedna se o pomalu rostouci rampu,
na kterou jsou vkladany malé napétové pulzy. Vysledny proud je odecitan ve dvou bodech
vzhledem ke kazdému malému pulzu, a to tésné pred vlozenim pulzu a tésné pred koncem pulzu
(Obrazek 2.4B). Udaje jsou vyjadieny jako rozdil mezi témito dvéma proudy &imz vznikne
DPV voltamogram, jehoz tvar je uveden na obrazku 2.4C [7]. Slouceniny, které se oxiduji nebo
redukuji pfi raznych potencialech se projevi jako samostatné piky, pokud se jejich oxida¢ni
potencialy 1i§i minimalné o S0 mV. Ve srovnani s DCV jsou rovnéz dosahovany niz§i hodnoty

LOD, konkrétné v fadu 10~ mol L~! [7].

8
av ] |
Eapp Tons i = 1_ el

t i E-:mp

Obrdzek 2.4 Zavislost vkladaného potencidlu na case (4), odecitani proudu ve dvou bodech: pred vioZenim

pulzu a na jeho konci (B) a vysledny DP voltamogram (C) [7].

2.1.1.4 Square wave voltametrie (SVW)

Tvar vkladaného potencialu u SWV je uveden na obrazku 2.5. SWV je metoda podobna DPV,
ale je u ni eliminovana relativné dlouha doba mezi pulzy. Podstatou potencidlové rampy je
sttidavé napéti modulované jako pravouhlé segmenty [9, 10]. Proud se vzorkuje na konci
pozitivniho segmentu jako doptedny proud a na zacatku nasledujiciho, opacné orientovaného
segmentu, jako zpétny proud. Provede se diference a ziskany konecny signal, diferen¢ni proud,
se pak registruje v zavislosti na potencidlu [11]. Vyslednd odezva ma tvar symetrického piku.

SWYV obvykle umoziiuje dosazeni o néco nizSich hodnot LOD nez vyse zminéna DPV [7].
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Obrdzek 2.5 Priibéh potencidlu vklddaného na elektrody pri SWV s vyznacenym vzorkovanim proudu (4) a
vysledny SW voltamogram (B) [7].

2.1.2. Pracovni elektrody ve voltametrii

Pracovni elektrody ve voltametrii maji stacionarni, nemeénny povrch. Vybér materialu zalezi na
potfebném vyuzitelném potencidlovém rozsahu, protoze kazdy material nabizi jiny. Pracovni
elektroda by méla poskytovat reprodukovatelné vysledky a velky pomér signal/Sum. Idealni
pracovni elektroda ma povrch z velmi Cistého kovu, nejcastéji se pouziva rtut’ a dalsi uslechtilé
kovy (platina, zlato, ruthenium aj.), nebo rizné formy uhliku. Pevné elektrody jsou obvykle

zapracované do inertniho materialu jako je teflon, sklo nebo epoxidova pryskyftice [12].

2.1.2.1 Rtutové elektrody

Rtut vykazuje velmi Siroky vyuzitelny potencidlovy rozsah, a to zejména v oblasti negativnich
potencialt, ma vysoké piepéti vodiku. Proto je vhodna zejména pro stanoveni redukovatelnych
latek. Rtutové elektrody poskytuji velmi dobte opakovatelné vysledky, protoze méteni probiha
na rtutové kapce, kterou lze v pribéhu méfeni nebo mezi jednotlivymi méfenimi
reprodukovateln€ obnovovat. DalSimi vyhodami je velmi hladky povrch rtuti, geometricka
plocha elektrody se rovna elektroaktivni, rtut’ tvoii amalgamy s fadou kovu, coz lze vyuzit
k nahromadéni, akumulaci analytu na povrchu elektrody [12]. Nevyhodou rtutovych elektrod
je anodické rozpousténi rtuti jiz pii relativné nizkych pozitivnich potencialech. Nedaji se proto
obvykle pouzit pro analyzu oxidovatelnych latek, tedy v oblasti pozitivnich potencialt. Dalsi
velkou nevyhodou je toxicita rtuti. Elementarni rtut’ je te¢kava tudiz se velmi snadno vypaiuje
a dostava se do prostiedi. Jeji toxicita pro Cloveka zavisi na reakci rtutnatého kationtu se
skupinami —SH v biomolekulach. Timto dochazi ke zméné propustnosti bunécnych membran
a poskozeni bunécnych enzymu. Rtut’ a jeji slouceniny mohou pusobit diky své toxicité akutni

1 chronické otravy, proto je velkym z&jmem eliminovat jeji pouziti a emisi do prostiedi [13].
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V polarografii se vyuzivala jiz zminéna DME (Obréazek 2.6b), jejiz vyhodou bylo zejména
pravidelné obnovovani rtutové kapky v prubéhu méfeni, které eliminovalo jakoukoli pasivaci
povrchu. Naopak nevyhodou byla velkd spotieba rtuti. Pro voltametrii se pouzivaji rtutové
elektrody s visici kapkou, jako je visici rtutova kapkova elektroda (HMDE, hanging mercury
drop electrode, Obrazek 2.6a) nebo staticka rtutova kapkova elektroda (SMDE, static mercury
drop electrode, Obrazek 2.6¢) nebo rtut'ové filmové elektrody (MFE, mercury film electrode).
HMDE se lisi od DME tim, ze se kapka rtuti neobnovuje behem experimentu, ale az po jeho
skonceni. To vede k vyznamnému snizeni spotteby rtuti, ale soucasné se zvysuje riziko pasivace
povrchu vlivem adsorpce. SMDE miize slouzit jako DME, kdy je jeji vyhodou kontrolovana
velikost kapky a fizené odkapavani v pfedem nastavenych intervalech. Na druhou stranu muze
byt aplikovana i jako HMDE. MFE se ptipravuji elektrochemicky vyloucenim tenké vrstvy rtuti
na uslechtily, vodivy a inertni substrat, kterym mohou byt kovy jako je zlato, stfibro, platina
a méd’, nebo uhlikové povrchy. MFE se daji pouzit pfi velmi nizkém potencialu, kde mohou

byt HMDE jiz mén¢ stabilni [12].
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Obrdzek 2.6 Schéma zdkladnich variant rtutovych elektrod: a) HMDE, b) DME, ¢) SMDE [14]
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2.1.2.2 Elektrody z uslechtilych kovu

Elektrody z uslechtilych kovi maji Sirokou vyuzitelnost v elektrochemii diky své inertnosti
a katalytickym schopnostem. Vzhledem k vysoké konduktivité a nizkému pozadi jsou tyto
elektrody Casto vyuzivané pro studium kinetické energie a stanoveni termodynamickych
vlastnosti [15]. Diky své vysoké vodivosti usnadniuji transport elektrond. Prvni elektrodou
pouzitou v elektroanalyze byla elektroda stiibrna, ktera mé ale velmi uzky potencialovy rozsah.
V soucasné dobe¢ jsou nejvice pouzivanymi elektrodami této skupiny elektrody ze zlata, platiny,
bismutu, paladia, ruthenia, mé&di a rhodia [16]. Poskytuji nizky Sum a maji vhodny povrch pro
elektrochemické reakce. Maji Siroky potencialovy rozsah a jsou vyuzitelné pro mnoho aplikaci.
Vyhodou je také jejich jednoduché konstrukce a snadné lesténi povrchu. Tyto elektrody je také
mozné modifikovat riznymi technikami za uCelem zlepSeni vlastnosti elektrod. Elektrody

z uslechtilych kovu se Casto pouzivaji ve formé kratkych dratka nebo diskovych elektrod [17].

Nevyhodou téchto elektrod je omezeni pouziti kvili nizkému prepéti vodiku. Nevyhodou je
i to, Zze dochazi k rozpousténi kova a vzniku vrstev jejich oxidd. Ve vodnych roztocich jsou
katodické rozsahy omezeny mezi —0,2 az —0,5 V v zavislosti na pH. Pii pouziti stripovacich
technik je tfeba zohlednit interakci materialu elektrody s kovy obsazenymi v analytu. Pro pevné
elektrody obecné plati velké riziko pasivace povrchu a s tim spojena nutnost Cisténi/regenerace

(mechanicka, elektrochemicka), coz vede k horsi opakovatelnosti méeteni [17].

Nejvice pouzivanymi elektrodami z uslechtilych kovi jsou elektrody z platiny a zlata. Maji
relativne velky anodicky rozsah a pfiznivou kinetiku pfenosu elektronti. Naopak v porovnani
se rtuti maji limitovany katodicky rozsah ve vodnych elektrolytech. Velkou platinovych
elektrod vynikajici odolnost proti korozi a vysoka katalyticka aktivita pro Sirokou skalu reakci,
ale jeji pouziti je omezeno pouze na kladné potencialy. Pouzivaji se pfedevsim pro stanoveni
obtizn¢ oxidovatelnych organickych latek. Zlaté elektrody jsou vice inertni nez elektrody
platinové, tudiz jsou méné nachylné k tvorbé stabilnich oxidd na povrchu. Nelze je vSak

pouzivat v elektrolytech obsahujicich chloridy, kde by dochazelo k oxidaci zlata [17].

Elektrody z ostatnich uslechtilych kovu jako je ruthenium, stiibro, méd’, nikl, kadmium, cin,
indium a bismut se pouzivaji pro specialni aplikace [17]. Napf. stfibro se pouziva jako substrat
pro rtutové filmy [18] a maze byt pouzito i jako elektroda pro stanoveni malo rozpustnych
slouCenin [19]. Elektrody s bismutovym filmem se ukézaly jako vhodna alternativa ke

rtutovym elektrodam pouzivanym pro rozpoustéci voltametrické techniky [20].

20



2.1.2.3 Uhlikové elektrody

Elektrod na bazi uhliku je velké mnozstvi. Jedna se pfedevsim o elektrody ze skelného uhliku
(GCE, glassy carbon electrode), grafitové elektrody, pyrolyticky uhlik, elektrody z uhlikové
pasty (CPE, carbon paste electrode) nebo rizné uhlikové nanomaterialy (nanocastice,
nanovlakna, nanotrubi¢ky aj.). Vlastnosti jednotlivych uhlikovych elektrod se mohou zna¢né
lisit. V ruznych formach mize mit uhlik velice rozdilnou vodivost, stabilitu, porozitu a tvrdost.
Naptiklad diamant je nejtvrdsi zndmou formou uhliku, zatimco grafit je nejmékéi. Uhlik ma
velmi vysokou povrchovou aktivitu, coz vysvétluje jeho nachylnost vic¢i organickym
slouceninam. Elektrody na bazi uhliku maji rizny vyuzitelny potencialovy rozsah. Potencialové
okno je obvykle v obou smérech Sirsi nez u kovovych elektrod. Uhlikové elektrody se hodi pro
analyzu velkého mnozstvi latek, jsou chemicky inertni, maji nizky Sum pozadi, jsou levné

a vhodné pro rizné aplikace [12].

Nevyhodou pevnych uhlikovych elektrod je opét velké riziko pasivace povrchu, tzv.
elektrodova pamét a Spatna obnovitelnost. Regenerace miize byt zajistovana elektrochemicky
nebo mechanickym le§ténim a brouSenim. Opakovatelnost méfeni je pak v porovnani se
rtutovymi elektrodami s dokonale obnovitelnou kapkou hordi. Vyjimkou jsou pastové
elektrody, které umoziuji vytlaceni a otfeni pouzité pasty, takze nasledujici méfeni probiha
opét na Cistém povrchu. Nevyhodou je rovnéz malé prepéti vodiku na uhlikovych elektrodach,
a tedy uzsi potencialovy rozsah v katodické oblasti. Naopak prepéti kysliku je vyS$si a na rozdil

od rtutovych elektrod jsou ty uhlikové vhodné pro sledovani zejména oxidacnich reakci [21].

2.1.2.4 Nové trendy v oblasti pracovnich elektrod

Jednim z hlavnich trendd ve vyzkumu v oblasti elektroanalytické chemie je vyvoj novych
elektrodovych materialg, jejich uprava a modifikace nebo vyvoj celych senzord a inovativnich
usporadani elektrochemickych cel. Cilem je zvySeni citlivosti a zejména selektivity stanoveni
biologicky aktivnich latek vyznamnych jak zhlediska ochrany zivotniho prostiedi, tak
z hlediska zdravi Clovéka (napt. 1éCiva, pesticidy, polutanty apod.). Velkou vyhodou
elektroanalytickych metod je moznost miniaturizace a vyuziti v prenosnych analyzatorech, coz
sméfuje k vyvoji tzv. point-of-care [22, 23] nastroju umoznujicich analyzy ,v misté péce
napiiklad pifimo v ordinacich 1ékait pfi terapeutickém monitorovani hladiny 1€Civ a jejich
metabolitt v krvi/moci pacientii. Obecné tento pojem zahrnuje moznost analyzy v misté odbéru

vzorku bez nutnosti transportu vzorkt do laboratofi (konkrétn€ v oblasti mediciny, toxikologie,
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ochrany zivotniho prostiedi aj.). V takovém pfipadé jde o vyvoj jednoduchych senzort

a Jjednoduchych metod, které nevyzaduji obsluhu kvalifikovanym analytickym chemikem.

Pro zlepSeni elektrochemickych vlastnosti vyse popsanych bézné€ pouzivanych pracovnich
elektrod 1ze vyuzit rizné modifikace jejich povrchtu. Povrch elektrody je obvykle modifikaci
obohacen o vodivy nebo polovodivy materidl. Cilem je zrychleni elektronovych reakci,
aktivace chemickych reakci na povrchu elektrody, zména transportnich vlastnosti na povrchu
elektrody a zajiSténi selektivity méfeni. Modifikace mohou byt realizovany chemisorpci,
kovalentni vazbou, nanasenim polymernich smési a filmu na povrch elektrody nebo smisenim
modifikujici latky a materialu elektrody [24]. NejCastéji se vyuzivaji nanoc¢astice kovu a jejich
oxidu [25], uhlikové nanomaterialy (nanovlakna, nanotrubicky) [26], rizné organické molekuly
a polymery [27], ale i biomolekuly jako enzymy nebo DNA pfi piipravé biosenzora [28, 29].

Vybér modifikace vzdy zalezi na kone¢né aplikaci elektrody.

Dal§im novym trendem v oblasti pracovnich elektrod jsou tisténé elektrody, resp. senzory (SPE,
screen-printed electrode) [30]. Ty se vyrabi pomoci sitotisku, coz je levna metoda pro
konstrukci senzord. Tisténé elektrody se zaCaly vyrabét zejména pro vyuziti pfi analyzach
mimo laboratof s vyuzitim pfenosnych terénnich analyzatori. SPE jsou pfipravovany pomoci
riznych inkoustii nanasenych na povrch PVC nebo keramického substratu. Volba inkoustu
zéalezi na kone¢ném pouziti senzoru. Pomoci sitotisku lze piipravit cely elektrodovy systém
— referen¢ni, pracovni i pomocnou elektrodu na jeden substrat (Obrazek 2.7) [31]. Vyhodou
SPE je zejména moznost levné vyroby velkého poctu senzora libovolnych tvarti a parametrt
jednotlivych elektrod, coz umoziuje jejich vyuziti jako jednorazovych senzord. Dale je mozné
provadét analyzy ve velmi malych objemech vzorku (50-100 pl), kdy lze kapnout kapku
roztoku pfimo na senzor. Podminkou pro jednordzové senzory je velmi dobra opakovatelnost
jejich piipravy. Problémem téchto elektrod na jedno pouziti je kalibrace a nasledna likvidace
[32]. Tisténé senzory nachazeji uplatnéni zejména v oblasti monitorovani Skodlivych latek
v zivotnim prostfedi [33, 34] nebo v medicinskych a diagnostickych aplikacich [32, 35].
Komer¢né vyuzivanymi tisténymi biosenzory jsou osobni glukometry, které vyuzivaji diabetici.
Tyto glukdzové biosenzory maji na svém povrchu enzym glukézooxidazu. Pracuji na principu
oxidace glukozy na glukonolakton a nasledné na kyselinu glukonovou. Kyslik rozpustény
v roztoku se redukuje na peroxid vodiku a nasleduje elektrochemické redukce na vodu nebo

oxidace na kyslik [35].
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Obrdzek 2.7. Tistény senzor (SPE) [36]

2.1.3. Borem dopovana diamantova elektroda

Historie diamantovych elektrod saha do roku 1983, kdy se o pfipravu diamantové elektrody
pokusili japonsti védci z Institutu fyzikalniho a chemického vyzkumu v Saitamé. Tato elektroda
méla Sirsi potencialové okno v katodické oblasti a niz§i Sum oproti skelnému uhliku. Vodiva
byla po iontové implantaci zinku [37]. Borem dopované diamantové elektrody (BDDE) byly
v oblasti elektroanalytické chemie predstaveny na pocatku devadesatych let dvacatého stoleti
[38, 39]. Samotny diamant se vyznacuje vysokou mechanickou a chemickou stabilitou. Je
vyborny prirodni izolator, proto se pro elektroanalytické vyuziti musi dopovat jinymi prvky,
nejcastéji borem. Uspotadani atomil v krystalické miizce diamantu je prostiednictvim sp’-
hybridizovanych orbitalt s dal§imi 4 atomy. Tvofi se tak pravidelné tetraedry [40]. V zavislosti
na koncentraci atomi dopantu se lisi morfologie, vodivost a elektrochemické vlastnosti
elektrodového materialu. Nejvétsi vyhodou borem dopované diamantové elektrody (BDDE) je
Siroké vyuzitelné potencialové okno (>3 V v prostredi 0,1M H2S0O4). Dale vykazuje maly proud
pozadi, maly Sum a vysoky pomér signal/Sum. Povrch BDD ma parafinicky charakter, takze
nedochdzi k adsorpci latek na povrchu, ¢imz jsou minimalizovany problémy s pasivaci

elektrody a lze je pouzit i v pratokovych systémech [41-43].

Elektrody s borem dopovanym diamantem (BDDE) se vyrab¢ji metodou chemické depozice
par (CVD, chemical vapor deposition) [44]. Nejbe&znéj$imi technikami CVD jsou techniky
asistované zhavenym vlaknem a mikrovinnym ohfevem. K depozici filmu se pouziva smés

metanu a vodiku, jako zdroj pro dopovani diamantu borem se pouziva diboran, trimethylbor
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nebo organické boritany v plynné fazi. Pouzivaji se 1 zdroje boru v pevné fazi jako je oxid
bority. Jako nosi¢ nejCastéji slouzi desticka z kfemiku, nékdy také molybden nebo wolfram.
Vznikaji polykrystalické filmy diamantu dopovaného borem [45, 46]. Dopovanim diamantu
vysokou koncentraci boru lze zvysit vodivost a ziskat tak polokovové chovani diamantu [47].
Obecné¢ lze fici, ze s rostoucim obsahem B v plynné fazi roste obsah B 1 v syntetizovaném
filmu. Obsah B v plynné fazi se vyjadifuje pomérem B/C. Pro ilustraci 1ze uvést piiklad, kdy
autofi uvadeji pro pomér B/C 1000 ppm koncentraci B v diamantovém filmu fadové 10%° cm 3
[48]. Podle koncentrace B 1ze BDD filmy rozdélit na polovodi¢ové s koncentraci v rozsahu

101-2x10% ¢m ™ a filmy s kovovou vodivosti s koncentraci od 1-3x10%° cm 3 [49].

Elektrochemickeé vlastnosti elektrod jsou silné ovlivnény sloZenim, resp. terminaci povrchu. Je
znamo, ze povrch diamantu je elektrochemicky oxidovéan v oblasti potencialu vyvoje kysliku
a vlastnosti elektrody se tak vyznamné méni. To je zplUsobeno preménou vodikem(H)-
terminovaného povrchu, ktery je puvodni z vyroby elektrody diky vodikovému prostiedi pii
CVD, na kyslikem(O)-terminovany povrch. Tomuto procesu oxidace se da zabranit
predupravou elektrody zahfivanim ve vakuové komote. To brani adsorpci vody, kontaminaci
povrchu elektrody, a tedy jeji oxidaci [50]. V elektroanalyze se Castéji vyuziva oxidovany, tedy
O-terminovany povrch, kdy se na povrchu BDD vyskytuji zejména etherové vazby C-OH, C=0
a (COOH) funk¢nich skupin. Nicméné€ H-terminovany povrch muze poskytovat vetsi

voltametrické odezvy pro nékteré organickée latky [49].

Pred samotnou predupravou povrchu BDDE je vhodné elektrodu ocistit v organickém
rozpoustédle (acetonitril, isopropanol) v ultrazvukové lazni po dobu alespori 5 minut. Poté
nasleduje samotnd anodicka nebo katodické pieduprava. Anodické pteduprava se provadi pii
potencialu vétsim nez +2,0 V nebo pii vysoké proudove hustot€, kdy je povrch BDDE obohacen
atomy kysliku, coz umoziuje stabilizovat povrchové vlastnosti elektrody. V ptipade katodické
predupravy se pouziva polarizace pifi potencidlu men§im nez —2,0 V nebo vysoka hustota
katodového proudu. Nektefi autoii pouzivaji pro predupravu povrchu BDDE cyklickou
voltametrii, kterd umoziuje stabilizovat jeji povrchové vlastnosti. Typicky se takova Uprava
provadi v pouzivaném zakladnim elektrolytu v §irokém rozsahu potenciala od —(2-1) V do +(2
-2,5) V [51-53]. Mechanicka preduprava lesténim je dals$i moznosti. Ta vede k vyssi rychlosti
anodovych procesu. Tento typ predipravy vSak neni stabilni v Case a proudova hustota
v nasledujicim cyklu je mensi nez v prvnim [54]. Dalsim zptisobem aktivace povrchu elektrody

je aktivace vodni parou [55].
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Diky svym vyjime¢nym elektrochemickym vlastnostem je vyuziti BDDE v elektroanalytické
chemii velmi rozsifené. Pouziva se napft. pii analyze organickych latek, analyze 1éCiv, analyze
environmentalnich polutant a dalSich [54, 56]. V konkrétnich aplikacich byla BDDE pouzita
napt. pii studiu elektrochemického chovani imunosupresiva rapamycinu [57], pfi stanoveni
tricyklického antidepresiva imipraminu v komercnich farmaceutickych formulacich [58] nebo
pro stanoveni B-adrenergnich agonistd, které se pouzivaji pii 1€¢b€ astmatu a nelegalné se
pouzivaji jako ptisady do krmiv pro zvirata [S9]. BDDE lze také vyuzit v biomedicinskych

aplikacich v t€lnich tekutinach napft. pro analyzy v moci nebo v krevni plazmé [60].

2.1.4. Modifikace borem dopovanych diamantovych elektrod

Soucasné pozadavky kladené na analytické metody jsou vedeny snahou o co nejlepsi citlivost
a selektivitu pouzivanych technik. Modifikace bézné pouzivanych pracovnich elektrod muze
byt jednim z perspektivnich smérd vyzkumu v oblasti elektroanalyzy. Je znamo nékolik
zpusobu modifikaci povrchu elektrod, napt. elektrochemicka, chemicka, fotochemicka nebo
fyzikélni [61]. Vazba organickych funkénich skupin nebo biomolekul a elektrochemicka
depozice kova nebo jejich oxidd jsou nejCastéji pouzivané postupy. Stejné jako u jinych
pracovnich elektrod Ize k modifikaci BDDE pouzit také rizné typy uhlikovych nanomateriald.
Vzhledem k biokompatibilit€ diamantu je rovnéz vyhodné jeho pouziti pro tzv. in vivo senzory.
Proto jsou BDDE také modifikovany ruznymi enzymy pro Iékaiské a diagnostické aplikace.
Prehled moznych postupi modifikace, pouzivanych modifikatorit a naslednych aplikaci

modifikovanych BDDE v elektroanalyze predstavuje prace [62].

Velmi pohodlnou a atraktivni technikou pro upravu povrchu elektrod je elektrodepozice kovi
nebo oxidd kovu. Elektrodepozice probiha v depozi¢nim roztoku a lze ovlivnit dobu depozice,
depozi¢ni potencial nebo koncentraci kovovych iontl v elektrolytu. Oproti elektrodepozici je
iontova implantace kovi komplikovany proces naroCny na instrumentaci a podminky, ale
vytvafi jednotnéjsi a trvanlivéjsi modifikaci elektrody kovovymi nanocasticemi (MeNP, Me
— prislusny kov) [63]. Dal§im zpusobem modifikace je fyzikalni depozice, ktera zahrnuje
kapkové liti, nandSeni sprejem, ponoteni, odstifedivé potahovani, sitotisk, napraSovani nebo
ozafovani iontovym a elektronovym paprskem. Pomoci jednotlivych metoda lze ziskat jiné
vlastnosti modifikovaného povrchu i jiné ceny [25]. Pro modifikaci povrchi BDDE se pouzivaji
kovy jako napft. zlato, paladium, méd’, zinek, cin, bismut, kobalt [25], nikl [64], platina [65]
nebo kombinace kova napf. platiny a cinu [66] nebo paladia a cinu [67]. Mezi konkrétni

ptiklady vyuziti modifikovanych BDDE patii napf. stanoveni Se*' s vyuzitim AuNP-BDDE
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[68] nebo stanoveni kadmia a olova s vyuzitim BiNP-BDDE [69]. Kombinace PtNP spolu
s hemoglobinem se pouziva k vyrobé akrylamidovych biosenzort [65]. Modifikace niklem byla
uspésné pouzita pii stanoveni tetracyklina [64] a kombinaci PtNP a SnNP 1ze pouzit pii oxidaci

ethanolu [66] stejné jako modifikaci pomoci paladia a cinu [67].

BDDE vykazuje vodivost sp’, ale jeho modifikaci slou¢eninami uhliku je mozné ziskat
kombinovanou vodivost sp® a sp*. Takova modifikaéni ¢inidla obvykle zahrnuji riizné alotropni
modifikace uhliku, konkrétné grafen, uhlikové nanotrubicky a dalsi uhlikové materialy [70, 71].
Uhlikové materialy vykazuji vynikajici vlastnosti, jako je velky povrch, vysoka elektricka
vodivost, mobilita elektrond pii pokojové teplote, flexibilita a mechanicka odolnost, diky
¢emuz jsou obzvlasté atraktivni v oblasti senzord. Prikladem vyuziti BDDE modifikovanych
grafenem je stanoveni pesticidi karbarylu a paraquatu [72] nebo kovovych iontd [73]. Casto se
k modifikaci elektrod vyuzivaji také vicesténné uhlikové nanotrubice (MWCNT, multiwall
carbon nanotube), konkrétné MWCNT/Nafion-BDDE byla vyuzita pro stanoveni 1éCiva
ciprofloxacinu nebo MWCNT/Tyrosinaza-BDDE [74] pro stanoveni bisfenolu A [75].

Dalsi moznosti modifikace je naneseni polymernich materialt a organickych molekul na povrch
BDDE. Existuje fada zpusobu, jak ziskat takto upravené elektrody. Napiiklad je mozné
inkorporovat vhodny modifikator do polymerniho filmu pokryvajiciho elektrodu. Lze vyuzit
kovalentni (chemickou) vazbu modifikatoru na povrchu elektrody. V tomto piipadé je dulezité
vybrat vhodnou funkéni skupinu pouzitého modifikatoru. Dalsi moznosti je fyzikalni adsorpce
nebo spontanni chemisorpce [76, 3]. Nejjednodussim piikladem wvyuziti polymeru je
modifikace BDDE Nafionem [77, 78]. Povrch BDDE lze také modifikovat elektropolymerizaci,
kdy modifikatorem muze byt napf. poly-L-arginin [79], poly-L-lysin [80] nebo polyanilin [81].
Konkrétnim piikladem je modifikace polyfenol-polyvinylchloridovou membranou, ktera
poskytuje stabilni a selektivni odezvu pro kadmium, olovo a nikl [82]. Dals§i moznosti je
aplikace polypyrolu, ktery tvoii kovalentni vazby s diamantem. Tato elektroda byla pouzita pro

stanoveni teofylinu [83].

BDDE je také velmi slibnym materialem pro konstrukci biosenzorti, kdy povrch BDDE je
modifikovan pomoci biomolekul, konkrétn&ji modifikace enzymy nebo DNA. Biomolekuly
mohou byt kovalentné vazany na povrchu elektrody. Bylo zjisténo, ze organické funkéni
skupiny, jako jsou aminoskupiny a karboxylové skupiny, zavedené kovalentni modifikaci
mohou slouzit k imobilizaci biomolekul, vCetné DNA a enzymd, na povrch diamantu [84].
Nejbéznéjsim enzymem pro piipravu biosenzori na bazi modifikovanych BDDE je
glukozooxidaza (GOx). Tyto biosenzory se vyuzivaji pro stanoveni glukozy [85, 86]. BDDE
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s imobilizovanou DNA byly pouzity jako biosenzory hybridizace [87, 88] nebo pfi analyze
latek poskozujicich DNA [89]. Dal§im z piikladii biosenzort je BDDE modifikovana enzymem

tyrozinazou. Tento senzor se pouziva pro detekci fenolickych latek [90].

2.2. Dopamin

Dopamin (4-(2-aminoethyl)benzen-1,2-diol [91], CAS: 51-61-6, DA), jehoz strukturni vzorec
je uvedeny na Obrazku 2.8, je neurotransmiter patfici do skupiny fenylethylenamint. Ve formé
hydrochloridu tvoti bezbarvé monocyklické krystaly [92]. Jeho kli€ovou roli neurotransmiteru

poprvé popsal v roce 1957 Arvid Carlsson, ktery za to v roce 2000 ziskal Nobelovu cenu [93].

HO

NH
HO 2

Obrdzek 2.8 Struktura Dopaminu [91]

Hlavni role DA spociva ve schopnosti uceni se, pamatovani si a ovlivnéni kognitivnich funkci
a motorického chovani. DA se vaze na dopaminové receptory Di, D2, D3, D4 a Ds, které
prenaseji jeho ucinek. Uvoliiuje se ve stfednim mozku v substantia nigra a jeho regulace

probiha v bazalnich gangliich. DA pusobi prostfednictvim tii hlavnich cest stfedniho mozku:

- dopaminergni cesty k dorsalnimu striatu,
- dopaminergni cesty k ventralnimu striatu,

- dopaminergni cesty k prefrontalnimu kortexu.

Pusobeni skrze tyto cesty ma velky vliv na lidské chovani. Prvni cesta ma vliv na motorické
chovani, druha na motivaci, u€eni a schopnost mit radost, coz muze vést k zavislostem na
latkach podporujicich tuto cestu. Treti cesta ovliviiuje pracovni pamét a kognitivni chovani,
v tomto piipadé dopamin puasobi pifes Di receptory. PoSkozeni vSech téchto cest vede

k duSevnim chorobam jako je schizofrenie, ADHD nebo Parkinsonova choroba [94].

Zjednodusené znazornéni spojeni téchto cest je uvedeno na Obrazku 2.9. Schizofrenie vznika
zvySenym mnozstvim DA, jedné se o poruchu druhé cesty stfedniho mozku tedy o poruchu
dopaminergni cesty k ventralnimu striatu. Schizofrenni G¢inky ma 1 latka amfetamin, pomoci
které byla vyvinuta 1écba schizofrenie za pouziti haloperidolu, ktery pasobi jako antagonista na

dopaminové receptory. ADHD je zplisobené §patnou regulaci DA. Cast&ji se toto onemocndni
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objevuje u déti nez u dospélych [95]. Parkinsonova choroba je neurodegenerativni onemocnéni,
které je zpusobeno smrti dopaminergnich neurona v substantia nigra, ¢imz vznika deficit DA.
Toto onemocnéni se projevuje nejcastéji u lidi od 55 let a vySe. Vysoké procento tohoto
onemocnéni vnikd dédicné. Symptomy této nemoci jsou ties v klidu, ztuhlost, pomalost,
poruchy feci apod. K 1é¢bé, respektive potlaceni symptomu se pouziva L-DOPA jako prekurzor

DA [95]. Dopamin ma také velky vliv na kardiovaskularni systém [96].

Prefrontalni kortex

_~ Dy Postsynapticky

I >——\<X — D5 Presynapticky
)\ ™ Dy Presynapticky ?

Nucleus Accumbens
{(ventralni striatum)

D, Postsynapticky

D, Pre- a postsynapticky
s 2 k/ \r
D, Presynapticky
DA

®5a°¢
< VTA

Glutamat
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Obrdzek 2.9 Zjednoduseny diagram nervové dréhy spojujici prefrontdlni kortex, nukleus accumbens a ventralni
tegmentdalni oblast (VTA). Na této drdze se podileji 3 neurotransmitery: DA, glutamdt, GABA. Pozitivni projevy
schizofrenie mohou byt redukovany antagonistou na postsynaptickych D receptorech v nukleus accumbens.
Negativni a kognitivni symptomy jsou spojeny se sniZenou funkci DA v prefrontdinim kortexu. Agonisté na D,
receptorech mohou zvySovat funkci glutamdtu a antagonisté D> a D3 receptorii miiZou také zvysit funkci
glutamatu inhibici GABA [97].

Presné a rychlé stanoveni DA je kliCové pro diagnostiku nejen vyse uvedenych onemocnéni.
Metod stanoveni DA je celd fada. Pouzity byly naptiklad enzymové testy [98], kapalinova
chromatografie a hmotnostni spektrometrie [99], kapilarni elektroforéza [100] nebo
spektrofotometrické metody [101]. Vlastni analyze vzdy pfedchazi proces predupravy vzorku,

coz znamena dalsi prodlouzeni doby analyzy a mozné zaneseni chyby.

Voltametrické metody predstavuji jednoduchou, rychlou, levnou a citlivou alternativu k vyse

uvedenym technikdm. Vzhledem k tomu, ze DA je elektrochemicky aktivni, mohou byt tyto
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metody pouzity pro jeho stanoveni. Mechanismus elektrochemické oxidace DA byl popsan
v literatufe [102] a je znazornén na Obrazku 2.10. Elektrochemicka oxidace DA ve vodném
prosttedi zahrnuje dva dvou-elektronové oxidacni procesy. V prvnim kroku vznika
dopaminochinon, ktery 1ze zpétné redukovat na dopamin. Deprotonaci dopaminochinonu pak
dojde k cykliza¢ni reakci a vznika 5,6-dihydroxyindolin, ktery je snaze oxidovatelny nez DA

a probiha opét dvou-elektronova oxidace za vzniku aminochromu [103].

HO 8]
SH* X
= —
; Ox, -
Dopamine Dopaminoguinone
E HO
zlg.f?um “IH O @
— = — —
Ox,
HO E 0O = M
Dopaminogquinone 5,6-dihydroxyindoline Aminochrome H

Obrdzek 2.10 Mechanismus elektrochemické oxidace dopaminu [102]

V literatuie byla popsana fada metod pro analyzu DA s vyuzitim raznych pracovnich elektrod.
Byla pouzita naptiklad elektroda ze skelného uhliku. Na Obrazku 2.11 jsou uvedeny cyklické
voltamogramy zaznamenané v zavislosti na pH. V kyselém prostiedi do pH 6 byl zaznamenan
pouze jeden redoxni par s anodickym pikem pfi potenciadlu +0,7 V a katodickym pikem pfi
potencidlu +0,2 V. V siln¢€ zésaditém vodném prostiedi (pH = 10-13) byly pozorovany 2
redoxni pary s oxida¢nimi piky pii +0,2 a0 V a redoxnimi pii —0,2 a —0,6 V [104]. Dalsi autofi
pouzili pro voltametrické stanoveni DA platinovou elektrodu modifikovanou deaktivovanym
polythiofenovym filmem [105], nebo pastovou uhlikovou elektrodu modifikovanou poly-
prolinem [106]. Elektrochemické studium DA je velmi Casté nejen pro jeho vyznam jako
neurotransmiteru, ale také proto, ze patif mezi zakladni redoxni markery pouzivané pro studium
elektrochemickych vlastnosti riznych elektrodovych materialti diky reverzibilni redoxni reakci

chinon/o-chinon [107].
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Obrdzek 2.9 Cyklické voltamogramy DA zaznamenané elektrodou ze skelného uhliku ve vodnych roztocich o pH
5@A),7(B),10(C), 11.6 (D), 124 (E) a 13 (F) [104].

Vzhledem kvySe popsanym vyhodam predstavuje BDDE material, ktery byl v mnoha
publikacich rovnéz wvyuzit pro vyvoj senzoru pro stanoveni DA. Pfehled rdaznych
nemodifikovanych i modifikovanych BDDE, voltametrickych metod, matric, interferentt
i detekCnich limita metod popsanych v literatufe je uveden v Tabulce 2.1. Pro stanoveni DA
byly nejcastéji pouzity pulsni techniky (DPV a SWV) a analyza probihala v rizném prostiedi
o ruzném pH. Je ziejmé, ze BDDE poskytla vétSinou velmi nizky limit detekce. Rizné
modifikace povrchu BDDE zajistily zlepSeni selektivity stanoveni, to znamenda, ze DA bylo
mozné stanovit v piitomnosti riznych interferentl pfimo v biologickych vzorcich jako je lidské

sérum [108-115].
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Tabulka 2.1 Prehled parametrii metod vyuZivajicich riizné nemodifikované i modifikované BDDE pro stanoveni

dopaminu popsanych v literature.

elektroda metoda elektrolyt typ vzorku interferenty LOD Cit.
[mol L]

PBDDE/Ta DPV PBS (pH 7) sérum Vit. B6  6,0x10" [108]

Au/p/BDDE CV 0,1 mol L' HCIO:4 — — 6,0x107% [109]

CB-Nation/ SWV 0,0l mol L-'PBS sérum  AA UA 54x10°8 [110]
p-BDD

BDDE DPV  0,025molL' AB  sérum PA 1,910 [111]

18-BDD/Ta DPV PBS sérum MLT  1,0x1077 [112]

CPT-BDD MPA 0,05 mol L~ H,SO4  sérum, CYS  1,1x10°% [113]

-FIA fi¢ni voda

BDD-SnHCF CV 0,1 mol L"' KCl - —~ 8,0x107 [114]

Nafioo/MWCNT  DPV PBS sérum  5-HT, AA 1,0x107° [115]
-BDUNCD

Zkratky: 5-HT — serotonin, A4 — kyselina askorbovd, AB — amoniakdini pufr, AwpBDDE — pordzni BDDE
modifikovand zlatymi nanocdsticemi, BDD-SnHCEF — BDD modifikovany hexakyanoZelezitanem cinatym, CB-
Nafion/p-BDD — sazemi a Nafionem modifikovany porézni diamant dopovany borem, CPT-BDD — katodicky
predupraveny borem dopovany diamant, CYS — cysteamin, MLT — melatonin, Nafion/MWCNT-BDUNCD
— Nafionem dopované vicesténné uhlikové nanotrubice na borem dopovaném ultrananokrystalickém diamantu, PA

— paracetamol, PBDDFE/Ta — pordzni BDDE se substrdtem z Ta, PBS — fosfatovy pufi, UA — kyselina mocovd.

Dopamin, jakozto latka vyskytujici se v lidském organismu se v redlnych vzorcich bude
vyskytovat obvykle v ptitomnosti dalsich elektrochemicky aktivnich latek. Pfikladem muze byt
paracetamol (PA) v pfipad¢, ze pacient uziva analgetika tuto latku obsahujici. Bylo zji§téno, ze
PA muze mit neurodegenerativni u¢inek na DA, a proto je Casto potieba jejich stanoveni vedle
sebe [111]. Kyselina askorbova je pro ¢loveéka nezbytny vitamin a byla zkoumana pro prevenci
1é¢by bézného nachlazeni, dusevnich chorob, neplodnosti i rakoviny. I v tomto pripadé je tedy
dobré pocitat s pfitomnosti AA v redlnych biologickych vzorcich [116]. Stejné tak je tieba
pocitat pii vyvoji novych metod stanoveni DA s koexistenci kyseliny mocové (UA) [117].
Latek, které se mohou vyskytovat v biologickych vzorcich je celé fada, a proto je tfeba hledat
selektivni metody jejich stanoveni, resp. metody umoziujici stanoveni latek ve smesich. Jednou

z moznych cest je pravé modifikace povrchu elektrod, a tedy pfiprava selektivnich senzoru.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Pristrojové vybaveni

Pro voltametrické méteni byl pouzivan potenciostat Autolab PGSTAT 12 (Obrazek 3.1) od
firmy Metrohm (Nizozemi), ktery byl ovlddan pomoci softwaru Nova 2.1.5. V piipadé
tiielektrodového zapojeni byla pouzita pracovni elektroda zborem dopovaného diamantu
(Obrazek 3.2A, BDDE, BioLogic, France, pracovni plocha 7.07 mm? B/C 1000 ppm),
nasycena argentchloridova elektroda (Ag/AgCI/KCl(sat.)) slouzila jako referentni a platinovy
dratek byl pouzit jako pomocna elektroda (obé Monokrystaly, Turnov). Dale byly pouzivany
tisténé senzory s chemicky deponovanou BDDE (SP/BDDE) jako pracovni a pomocnou
elektrodou a Ag/AgCl quazi-referentni elektrodou (Obrazek 3.2B, Slovenskéd technicka
univerzita (STU) v Bratislave, skupina Dr. Vojse, pracovni plocha 7.07 mm?). Tyto elektrody
byly pfipraveny postupem popsanym v praci [118]. Testovany byly poprvé také SP/BDDE
modifikované zlatymi nanocasticemi (nAu-SP/BDDE) o rizné velikosti (n = 5, 15 a 50 nm)
a poréznimi nanocasticemi zlata (pAu-SP/BDDE), kdy modifikace byla realizovana fyzikalni
depozici Au snaslednym zihanim (STU). Pro porovnani byly pouzivany i1 SP/BDDE

modifikované zlatymi nanocasticemi elektrochemickou depozici (AuED-SP/BDDE).

Obrdzek 3.1 Potenciostat Autolab PGSTAT 12 od firmy Metrohm
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1cm

Obrdzek 3.2 1 — BDDE, BiolLogic a 2— SP/BDDE

K méfeni pH byl pouzivan pH-metr Fischer Scientific AB 150 (Fisher Scientific, Pardubice).
K navazovani latek a pro pfipravu roztoka byly pouzivany analytické vahy (Denver Instrument,
New York) a ultrazvukova lazen Bandelin SONOREX (Schalltec GmbH, Némecko).
K davkovani roztokii byly pouzivany automatické pipety Fisherbrand (Fisher Scientific,

Pardubice).

3.2. Pouzité chemikalie

Standardni roztok DA o koncentraci 1x10~ mol L™ byl pfipravovan navazenim 0,019 g
pevného hydrochloridu dopaminu (Sigma-Aldrich, Ceska republika) a byl rozpoustén ve
100 ml destilované vody v ultrazvukové lazni. Kvali nestalosti dopaminu na svétle byl roztok
uchovan v lednici bez pfistupu svétla a novy roztok byl ptipravovan kazdy 3. den. Jako zakladni
elektrolyt byl zpogatku pouzivan roztok KCl o koncentraci 0,1 mol L ™!, pfipraveny rozpusténim
pevného KCI (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha) v destilované vodé. Dale byl pouZivan
Brittonav-Robinsontv pufr (BRB) v rozmezi pH 3-8. Kysela slozka BRB byla pfipravena
smichanim H3PO., H3BO3 a CH3COOH na koncentraci 0,04 mol L', Roztoky jednotlivych
kyselin vznikly ziedénim 85 % HzPO4, 99 % CH3COOH a rozpusténim praskové H3;BOs
o &istoté p.a. (vie Ing. Petr Svec — PENTA, Praha). Zasadita slozka BRB byla piipravena
navazenim pevného NaOH (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha) a koncentrace roztoku byla
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0,2mol L'!. Pro studium elektrochemickych vlastnosti elektrod byly pouzivany roztoky
s komplexem Zeleza (K3[Fe(CN)s]) a ruthenia ([Ru(NH3)s]Cls) (oba Sigma-Aldrich, Ceska
republika) o koncentraci 2,5 mmol L, které byly ptipraveny v 0,1 mol L' KCI. Roztoky pro
interferen¢ni studii byly vzdy piipraveny navazenim pevné latky a rozpusténim v destilované
vod& v ultrazvukové lazni. Koncentrace zasobnich roztokli byla 1x10° mol L' Pro
interferen¢ni studie byly pouzity tyto latky: tyrosin (TYR), tryptofan (TRP) a paracetamol (PA)
(viechny Sigma-Aldrich, Ceska republika).

Pro Gisténi ti§ténych elektrod i BDDE byl pouzivan acetonitril (Ing. Petr Svec — PENTA,
Praha). K odstranéni zlatych nano¢astic byl pouzivan roztok kyanidu draselného (0,1 mol L,
Sigma-Aldrich, Ceska republika). Pro elektrochemickou depozici ti§ténych elektrod byl
pouzivan roztok HAuCls-4H20 (Sigma-Aldrich, Ceska republika) o koncentraci 1 mmol L'
v 0,1 mol L' H2804 (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha).

3.3. Pracovni postupy

3.3.1. Priprava pracovnich elektrod

BDDE byla vzdy na zacatku prace aktivovana 20 cyklickymi voltamogramy v rozsahu
potenciali —1500 mV az +2200 mV. Aktivace probihala v roztoku pouzivaného zakladniho
elektrolytu. Pfed pouzitim jakéhokoli tisténého senzoru byly kontakty ocistény s vyuzitim
mekké pryze. V pfipad€ pouziti SP/BDDE bez modifikace byla také provadéna aktivace
pomoci cyklickych voltamograml, ale bylo realizovano pouze 10 cykli, a to ve

stejném rozsahu potencialt jako u BDDE v klasickém usporadani.

Pti praci s nAu-SP/BDDE nebyla zarazena aktivace povrchu s vyuzitim cyklické voltametrie.
Senzor byl pred pouzitim oplachnut v acetonitrilu a na zacatku kazdého méteni byla vzdy 3x
zmeétena kiivka zakladniho elektrolytu, aby doSlo k ustaleni odezvy senzoru. Senzory bylo
mozné pouzivat opakovane, pokud neprobéhlo rozpousténi zlata pii vlozeni pfili§ pozitivnich

potencialt (> 400 mV).

Elektrochemickd depozice AuNPs na povrch SP/BDDE byla provadéna v roztoku
HAuCl4-4H20 o koncentraci 1 mmol L' v 0,1 mol L~! H,SO4 pii potencialu depozice (Fdep)
—200 mV a dobé& depozice (taep) S0 (ED1) a 100 (ED2) s. Depozice byla provadéna vzdy na
zacatku pracovniho dne na povrch oplachnuty acetonitrilem a takto pfipravené senzory byly
opét pouzivany opakovang, pokud byl dodrzovan maximalni potencial <400 mV. AuNPs byly

po skonéeni prace odstrafiovany z povrchu elektrody rozpousténim v roztoku 0,1 mol L' KCN

34



a poté byl senzor oplachnut acetonitrilem. Stejné jako v ptipadé nAu-SP/BDDE nebyla

zafazena aktivace povrchu, ale pouze 3 x opakované meéteni v zakladnim elektrolytu.

3.3.2. Studium elektrochemickych vlastnosti s vyuzitim cyklické voltametrie

Pro elektrochemickou charakterizaci testovanych senzort byla pouzita cyklicka voltametrie
a jako prvni redoxni marker slouzil komplex 2,5 mmol L ! Ks[Fe(CN)s] v roztoku 0,1 mol L
KCI. Na uvod bylo prométeno 10 cyklickych voltamogramu s vyuzitim BDDE a SP/BDDE.
Pro BDDE byl nastaven rozsah potenciall od (Fpos) —1000 do (Eobratw) +1500 mV a pro
SP/BDDE od —400 do +700 mV, rychlost polarizace (v) byla pro ob& elektrody 100 mV s .

Zavislosti na rychlosti polarizace byly pro oba senzory méfeny v rozsahu 25-500 mV s 1.

Dalgim pouzitym redoxnim systémem byl komplex 2,5 mmol L' [Ru(NH3)s]Cl3 rozpustény
také v roztoku 0,1 mol L' KCI. Byly realizovany stejné experimenty jako pro komplex Fe, ale
tentokrat i pro modifikované senzory. Parametry se opét lisily pro riizné senzory. Pro méteni
opakovanych cyklickych voltamogramd pii rychlosti polarizace 100 mV s ! byly nasledujici:
BDDE - Ep = —400 mV, Eoprar = 300 mV; SP/BDDE — Epos = —500 mV, Eobrars = 250 mV;
Au-SP/BDDE — Epoc =500 mV, Eopran = 250 mV. Ve stejnych rozsazich potenciala pak byly

méteny i cyklické voltamogramy v zavislosti na rychlosti polarizace (v = 25-500 mV s?).

Tretim pouzitym redoxnim systémem byl dopamin. Byly méfeny cyklické voltamogramy
10 umol L1 v prostfedi BRB (pH 5,5). Potencialovy rozsah byl nastaven nasledovng: BDDE
— Epot = =500 mV, Eprata = 1000 mV; SP/BDDE — Epos = 500 mV, Eobram = 1000 mV; Au-
SP/BDDE — Epot = =500 mV, Ecbrats = 400 mV. V piipadé opakovanych méfeni byla pouzita
rychlost polarizace 100 mV s ! a zavislost na rychlosti polarizace byla sledovana v rozsahu 25-
500 mV s™'. Pro AuED-SP/BDDE byly nékteré experimenty zopakovany pii niz§ich
rychlostech polarizace, konkrétné opakovana méfeni pti 5 mV s™! a zavislost na rychlosti

polarizace v rozsahu 5-50 mV s 1.

3.3.3. Stanoveni dopaminu s vyuzitim testovanych senzorti

Pro vyvoj metody stanoveni DA byly testovany diferen¢ni pulzni (DPV) a square wave (SWV)
voltametrie. Vhodnym zakladnim elektrolytem byl vybran BRB o pH 5,5. Na tvod byly
nastaveny nasledujici parametry: DPV — v =50 mV s\, viska pulzu = +50 mV a délka pulzu
=50 ms; SWV —v =50 mV s!, amplituda (A) = 50 mV a fiekvence (f) = 25 Hz. Diky vy33
proudové odezvé DA a vyssi citlivosti byla pro dalsi experimenty zvolena SWV a byly

optimalizovany jeji parametry: v=50mV s |, 4 =80 mV a f= 10 Hz. Optimalizovan4 metoda
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byla pouzita pro méfeni koncentracnich zavislosti DA na jednotlivych testovanych senzorech,
lisila se opét ve vyuzitych potencidlovych rozsazich (BDDE — FEpoc = 0 mV, konecny potencicl
(Fken) = 1500 mV; SP/BDDE — Epx = —500 mV, Fion = 700 mV; Au-SP/BDDE — Ep
=-500 mV, Ekon = 400 mV) a byly porovnany dosazené statistické¢ parametry. Pro AuED-
SP/BDDE byla méfeni pro porovnani opét realizovana také pii nizs$i hodnoté rychlosti

polarizace (v=5mV s™).
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4. Vysledky a diskuse

Cilem této prace bylo studium elektrochemickych vlastnosti tisténych senzort s chemicky
deponovanou borem dopovanou diamantovou elektrodou modifikovanou zlatymi
nanocasticemi (AuNPs) a jejich aplikace v elektroanalyze. Jako standard pro porovnani
elektrochemickych vlastnosti byla pouzivana nemodifikovanda BDDE v klasickém
tiielektrodovém usporadani ¢lanku s Ag/Ag/KCl(sat.) jako referentni elektrodou a platinovym
dratkem jako pomocnou elektrodou. Vzhledem k tomu, ze predmétem prace jsou zejména
ti§téné senzory, byla dale pro srovnani pouzivana nemodifikovana SP/BDDE [119], kde je
soucasti vedle pracovni a pomocné elektrody z BDD tzv. quazi-referentni Ag/AgCl elektroda.
Testovany byly dva typy tisténych senzori modifikovanych AuNPs. Konkrétné se jednalo
o SP/BDDE modifikované piimo pii vyrobe procesem fyzikalni depozice par a néslednym
zihanim. Schéma ptipravy takového tist€ného senzoru je uvedeno na Obrazku 4.1. Takto byly
pfipraveny senzory sraznou velikosti nanoc¢astic (5, 15 a 50 nm) a s poréznimi (p) Au
nanocasticemi. Na Obrazku 4.2 jsou pro ilustraci uvedeny obrazky povrchu nemodifikované
SP/BDDE a vybranych modifikovanych senzort ziskanych pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie (SEM). Dale byly testovany SP/BDDE modifikované elektrochemickou depozici
AuNPs z roztoku HAuCls-4H20 o koncentraci 1 mmol L™ v 0,1 mol L~ H2804, kdy byly na
zaCatku pouzivany 2 Casy depozice 50 a 100 s pii potencidlu —200 mV. Tyto podminky byly
prevzaty z literatury [120].

Modifikace zlatymi
nanocasticemi

Technologie sitotisku

Senzor
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| \ 1
| y ]
I 1
Chemickd ! Fyzikalni . Aplikace 1 Elchem. 1y
depozice : depozice Sthani 1 Apl}}(ace izolaéni :formovénl’ irlp;z\;;?
BDDE | ! par : stfibra ~wrstvy | ' RE P ‘
L — :] ’ i ' : |
(WE‘ CE} : h(RE, kontaktv) :
I ' ]
I \ 1
- = = - = - =l h_____________________l
Keramicky

material

Obrdzek 4.1 Proces vyroby SP/BDDE modifikovanych AuNPs; WE — pracovni elektroda, CE — pomocnd
elektroda, RE — referentni elektroda

4.1. Elektrochemicka charakterizace testovanych senzoru

Elektrochemické vlastnosti testovanych senzord byly nejprve zkoumany pomoci CV. Jako

redoxni systémy pro charakterizaci pracovnich elektrod byly pouzity Kiz[Fe(CN)s],
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[Ru(NH3)6]Cl3 a dopamin (DA). [Ru(NHz3)6]Cl3 patii do skupiny tzv. , outer-sphere” redoxnich
markera (reakce jsou fizené mechanismem vnéjsi sféry), pro né€z plati, ze elektron je pfenasen
rychle skrz monovrstvu rozpoustédla a reaktanty, meziprodukty ani produkty reakce nevykazuji
silné interakce s povrchem elektrody. Pfenos elektronu neni ovlivnén materidlem elektrody,
resp. jeho kvalitou. Na druhou stranu K3[Fe(CN)s] (v piipadé sp? uhlikovych a kovovych
elektrod patii mezi ,,outer-sphere markery) a DA patii do skupiny ,,inner-sphere* redoxnich
markerd. Reaktanty, meziprodukty a/nebo produkty reakce silné interaguji s povrchem
elektrody, na ktery jsou Casto ptfimo adsorbovany. Prenos elektronu je siln€¢ ovlivnén stavem
elektrodového povrchu — materidlem elektrody. Reakce bézici ,inner-sphere” mechanismem
jsou zpravidla méné reversibilni nez ,outer-sphere” reakce [107]. Vzhledem k tomu, ze
vSechny pouzité pracovni elektrody mely stejnou velikost pracovniho povrchu (geometrickou
plochu) o praiméru 3 mm, veskeré ziskané vysledky jsou prezentovany v jednotkach proudu

a nebylo nutné je prevadét na proudové hustoty.

100mm STU_FEI &
X 100,000 5,00 SE SEM WD 5, 4mm

Obrdzek 4.2 SEM zdznamy povrchu nemodifikované SP/BDDE (4), SP/BDDE modifikované nanocdsticemi
o velikosti 5 nm (5Au-SP/BDDE, B), 15 nm (15Au-SP/BDDE, C) a poréznimi AuNPs (pAu-SP/BDDE, D).
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4.1.1. Elektrochemické vlastnosti BDDE a SP/BDDE — [Fe(CN)e]4/3-

Na uvod experimentalni ¢asti prace byly porovnany zakladni elektrochemické vlastnosti
nemodifikovanych senzorti, konkrétné BDDE v klasickém uspotadani elektrochemického
¢lanku a SP/BDDE, svyuzitim [Fe(CN)s]*®". Nejprve bylo zméfeno 10 cyklickych
voltamogrami komplexu Fe (2,5 mmol L~! [Fe(CN)s]*”*~ v roztoku 0,1 mol L~ KC1) na BDDE
a SP/BDDE pii rychlosti polarizace 100 mV s™!. V celém nasledujicim textu prace budou ve
vSech obrazcich kfivky zaznamenané na riznych elektrodach a odpovidajici zavislosti
rozliSovany barevne€. Pro BDDE bude vzdy pouzita ¢erna barva a pro SP/BDDE modra. Na
Obrazku 4.3 jsou uvedeny ziskané voltamogramy, z nichz vyplyva, ze méfeni je pro obé
usporadani velmi dobie opakovatelné. Parametry téchto kiivek jsou shrnuty v Tabulce 1.
Prestoze byl pomér vysky anodického (/pa) a katodického (/yc) piku pro oba senzory roven 1,
s vyuzitim SP/BDDE byly ziskany vyss§i proudové signaly. Vyznamny rozdil byl zejména
v rozdilu potenciali anodického a katodického piku (AEp), ktery byl mnohem mensi pro
SP/BDDE (121 mV) oproti BDDE (642,7 mV). Tento vysledek sv&d¢i o velmi dobrych
elektrochemickych vlastnostech tisténého senzoru. Velké rozdily mohou byt zptusobeny tim, ze

komplex Zeleza patfi mezi redoxni markery citlivé na kvalitu povrchu elektrody.

35000
g BDDE
51000 L SP/BDDE
7000
7000
-21000
-35000 ' ' ' 1
1000 -500 0 500 1000 1500

E [mV]

Obrdzek 4.3 10 opakovanych cyklickych voltamogramit [Fe(CN)s]*?~ zaznamenanych na BDDE (Cerné kiivky)
a SP/BDDE (modré kiivky); elektrolyt — 0,1 mol L™ KCI, ¢([Fe(CN)sJ*%7) = 2,5 mmol L™, v = 100 mV s7..
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Tabulka 1 Parametry cyklickych voltamogramit redoxniho markeru [Fe(CN)s]* " zaznamenanych na BDDE a
SP/BDDE (elektrolyt — 0,1 mol L™ KCI, v = 100 mV s, ¢([Fe(CN)s]* ") = 2,5 mmol L™7).

]pa ]pc Epa Epc AEp
Elektroda Tpal/ e
[nA] [nA] [mV] [mV] [mV]
BDDE 20 797 -20 574 1,01 575,56 -67,14 642,70
SP/BDDE 27 053 =26 752 1,01 198,21 77,21 121,00

V nasledujicim kroku byly zméfeny cyklické voltamogramy [Fe(CN)s]* "3~ v zavislosti na
rychlosti polarizace. Rozsah pouzitych rychlosti polarizace byl 25-500 mV. Namérfené kiivky
jsou uvedeny na Obrazku 4.4, v jehoz popisku jsou uvedeny i konkrétni podminky méteni. Je
vidét, ze vyska piku vzdy rostla s rostouci rychlosti polarizace, ale tento nartst nebyl linearni,
coz je dokumentovano zavislostmi /, na rychlosti polarizace vynesenymi na Obrazku 4.5A pro
oba testované senzory. Naopak zavislosti /, na druhé odmocning rychlosti polarizace rostly
linearn€¢ (Obrazek 4.5B), coz sveédei o difuzné fizené elektrodové reakci. V Tabulce 2 jsou

uvedeny smeérnice rovnic odpovidajicich témto zavislostem.

__60000 __60000
< <
£ BODE £ SP/BDDE
30000 30000
0 0
-30000 -30000
-60000 . : . . -60000
-1000  -500 0 500 1000 1500 1000 -500 0 500 1000 1500
E [mV] E [mV]

Obrdzek 4.4 Cyklické voltamogramy [Fe(CN)s]*™*~ zaznamenané na BDDE (A) a SP/BDDE (B) v zavislosti na
rychlosti polarizace; elektrolyt — 0,1 mol L™ KCI, ¢(|[Fe(CN)]*°7) = 2,5 mmol L™, v = 25-500 mV 57~

Z uvedenych méfeni byla vypoctena rovn€z hodnota zdanlivé rychlostni konstanty pfenosu
naboje (k’app) podle Nicholsona [121]. Pouzita byla méFeni pro rychlost polarizace 100 mV s,

odpovidajici potencidlovy rozdil AE, a rovnice (11):
l/) = yakoapp/\/ 7-[a'Do > (1 1)
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kde v je pomér difuznich koeficienti oxidacni a redukéni formy (podle literatury [122] se Dox
a Dred rovnaji, pro [Fe(CN)s]* "~ 7,6x107° cm?s), « je koeficient prenosu naboje, a = nFv/RT
(kde n je poCet vymeéniovanych elektront, v je rychlost polarizace, ' je Faradayova konstanta,
Rjeplynova konstanta, 7'je teplota), v je definovano rovnici (11) a vyjadiuje miru reversibility,
resp. ireversibility elektrodové reakce. V piipade velkych hodnot AE, byl pro vyhodnoceni
parametru y pouZzit postup popsany v praci [47]. Z Tabulky 2 vyplyva, ze pro SP/BDDE byla
vypoétena o 3 fady vy$si hodnota £ v porovnani s klasickou BDDE, coz opét potvrzuje velmi
dobré elektrochemické vlastnosti tiStén¢ho senzoru. Velké rozdily jsou opét dany inner-sphere

charakterem [Fe(CN)s]* 73~ redoxniho systému.

Tabulka 2 Statistické parametry zavislosti vysky pikit na odmocniné z rychlosti polarizace a zdanlivé rychlosmi
konstanty prenosu ndboje (Kuy) ziskané pro BDDE a SP/BDDE pro [Fe(CN)g] >~ (elektrolyt — 0,1 mol L'
KCLv=100mV s, c([Fe(CN)s]*?) = 2,5 mmol LY.

Elektroda Smérnice Smémice (katodickd) — AE, 7 Boupp
(anodicka) DA mV] [mV] [em s ']
[nA smV ']

BDDE (1522421) —(1747+13) 642,70 1,62x10%  1,56x107

SP/BDDE (1640+46) —(1658+51) 121,00 0,136 131x107

* rychlost polarizace 100 mV s~

Ze vsech doposud uvedenych obrazka voltametrickych kfivek vyplyva, ze potencialy piku
[Fe(CN)s]* "~ zaznamenanych na SP/BDDE jsou posunuty k méné pozitivnim potencialim ve
srovnani s BDDE. Na zakladé experimentti dokumentovanych na Obrazku 4.6 bylo potvrzeno,
ze potencialovy posun je zpusoben pouzitou quazi-referentni elektrodou. Na Obrazku 4.6A jsou
uvedeny cyklické voltamogramy [Fe(CN)s]*"* zaznamenané na BDDE v klasickém
usporadani ¢lanku s Ag/AgCl/KCl(sat.) referentni elektrodou (Cerna kiivka) a na SP/BDDE
(modré kiivka), kde je pozorovan zminény posun potencialu. Poté byla k ti§ténému senzoru
pfipojena externi referentni elektroda stejné jako v piipad€ mereni s BDDE a byla zaznamenana
oranzova ktivka. Z obrazku je ziejmé, ze potencialovy posun byl vyménou referentni elektrody

eliminovan. Zapojeni externi pomocné elektrody se na zaznamu nijak neprojevilo.
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Z popsanych experimentti vyplyva, ze BDDE i SP/BDDE poskytuji dobfe opakovatelné signaly
pro Fe komplex a dé€je na obou elektrodach jsou tizeny difuzi. Z uvedenych rozdilt potenciala
anodického a katodického piku ale vyplyva, ze pti pouziti SP/BDDE byla sledovana reakce
reverzibilngjsi nez v ptipadé BDDE. Navic je také ziejmé, ze proudové signaly na BDDE jsou
niz§i. Lepsi elektrochemické vlastnosti SP/BDDE potvrzuje i mnohem vys$§i hodnota & app,

ktera sveéd¢i o rychlej§im prfenosu naboje v ptipadé tohoto senzoru v porovnani s BDDE.
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Obrdzek 4.5 Zavisiosti vysky pikit [Fe(CN)s]* >~ na rychlosti polarizace (4) a odmocniné z rychlosti polarizace
(B) ziskané na BDDE a SP/BDDE; elektrolyt — 0,1 mol L™ KCI, ¢([Fe(CN)s]**7) = 2,5 mmol L', v = 25-
500 mV s
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Obrdzek 4.6 Cyklické voltamogramy [Fe(CN)sJ**~ (4) a [Ru(NH3)sJ*"*" (B) zaznamenané na BDDE
a SP/BDDE s interni, resp. externi referentni a pomocnou elektrodou; elektrolyt — 0,1 mol L™ KCI,
c([Fe(CN)s]* %) = 2.5 mmol L™, c(JRu(NH3)sJ**") = 2,5 mmol L™, v = 100 mV 5.
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4.1.2. Elektrochemické vlastnosti testovanych senzori — [Ru(NH3)s]?*/3*

V dal§im kroku byly porovnavany elektrochemické vlastnosti BDDE opét v klasickém
tiielektrodovém usporadani, SP/BDDE a Au-SP/BDDE senzori nejprve pomoci outer-sphere
redoxniho markeru [Ru(NHz)]*"*". Au-SP/BDDE senzort bylo testovano $est. Tfi senzory
modifikované zlatymi nanocasticemi o velikosti 5, 15 a 50 nm (5Au-SP/BDDE, 15Au-
SP/BDDE, 50Au-SP/BDDE), senzor modifikovany poréznimi nanoc¢ésticemi zlata (pAu-
SP/BDDE) a dva senzory modifikované elektrochemickou depozici zlata za podminek
popsanych v experimentalni Casti, kdy doba depozice byla 50 a 100 s (AuED1-SP/BDDE,
AuED2-SP/BDDE). Nejprve bylo opét zmeéteno 10 cyklickych voltamogrami komplexu Ru
(2,5 mmol L' [Ru(NH3)s]*>"*" v roztoku 0,1 mol L~ KCl). Kfivky zaznamenané s vyuZitim
Au-SP/BDDE jsou rozliSeny riznymi odstiny zelené barvy, pAu-SP/BDDE odpovida barva
zluta a AuED-SP/BDDE ¢{ervena. Na Obrazku 4.7 jsou uvedeny ziskané cyklické
voltamogramy. Je zfejmé, ze meéfeni pro vSechna uspotadani je velmi dobfe opakovatelné.
Parametry kiivek jsou uvedeny v Tabulce 3, ze které lze vycist, ze vySky pikl jsou podobné
pro vSechny senzory, poméry vysek katodického a anodického piku se ve vétsiné piipadua blizi
1 a rozdily katodickych a anodickych potencialt se blizi teoretické hodnoté 59 mV pro
jednoelektronovou reversibilni reakci. Malé rozdily jsou déany outer-sphere charakterem

sledované reakce. Lze tedy fici, ze vSechny elektrody maji dobré elektrochemické vlastnosti.

Tabulka 3 Paramelry cyklickych voltamogramii redoxntho markeru [Ru(NH3)sJ*>*; elektrolyt — 0,1 mol L™ KClI,
v =100mV s, c([Ru(NH3)sJ**") = 2,5 mmol L.

I Ioe Epa Ew  AE,
Elektroda Lo/ I

[nA mm~2] [nA mm™] [mV] [mV] [mV]
BDDE 34 597 35647 0,97 549 -7889 7340
SP/BDDE 35186 31947 1,10 -184,48 25589 71,41
5Au-SP/BDDE 33 033 37014 0,89 -—18845 —269,78 81,33
15Au-SP/BDDE 32 409 37502 0,86 —184.48 265,81 81,33
50 Au-SP/BDDE 33207 36608 0,91 —18448 263,82 79,34
pAu-SP/BDDE 33258 26654 1,26 -186,46 —259,86 73,40
AuED1-SP/BDDE 33518 30057 1,12 186,46 259,89 73,40
AuED2-SP/BDDE 35370 29088 1,22 186,46 257,87 71,41
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Obrdzek 4.7 10 opakovanych cyklickych voltamogramii [Ru(NHs)s]? " zaznamenanych na vSech testovanych
senzorech; elektrolyt — 0,1 mol L™ KCI, ¢([Ru(NH3)s]>*") = 2,5 mmol L™, v = 100 mV" s7..
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Na Obrazku 4.8 jsou srovnany vzdy 10. voltamogramy zaznamenané na vSech testovanych
senzorech. Opét byl pozorovan posun potencialt k zaporn€j§im hodnotam v piipadé tisténych
senzorl. Stejn€ jako v pripadé komplexu Fe bylo experimentalné ovéreno (Obrazek 4.6B), ze
po zapojeni externi Ag/AgCl/KCl(sat.) referentni elektrody k SPE byl tento posun eliminovan.
Dale je z Obrazku 4.8 vidét, ze Au-SP/BDDE senzory poskytuji vétsi katodicky pik a mohly

by byt vhodnéjsi pro sledovani redukénich reakei.

60000
3 G0 —SP/BDDE 5Au-SP/BDDE
= —15Au-SP/BDDE —50Au-SP/BDDE
pAu-SP/BDDE —AuED1-SP/BDDE
30000 F —AuED2-SP/BDDE =~ —BDDE
/\
0
-30000
-60000 : . :
-500 -300 -100 100 300
E [mV]

Obrdzek 4.8 Cyklické voltamogramy [Ru(NH3)s?**" zaznamenané na vech testovanych senzorech; elekirolyt
— 0,1 mol L7 KCl, ¢(fRu(NH3)s]?*?") = 2,5 mmol L™, v = 100 mV s,

Cyklické voltamogramy komplexu [Ru(NH3)s]*"3"

zaznamenané v zavislosti na rychlosti
polarizace jsou uvedeny na Obrazku 4.9. Rychlost polarizace byla méneéna v rozsahu 25
—500 mV s~!. Z obrazku je zfejmé, ze vyska piku srychlosti polarizace rostla u vsech
testovanych senzort, jak ale ukazuje Obrazek 4.10A, nartst nebyl linearni. Naopak vynesené
zavislosti vySky piku na druhé odmocnin€ zrychlosti polarizace mé& pro vSechny senzory
prubéh linearni, jak ukazuje Obrazek 4.10B a korelacni koeficienty v Tabulce 4. Z téchto
zavislosti 1ze tedy usuzovat, ze d&je na jednotlivych elektrodach jsou fizeny 1 v tomto ptipade
difuzi, coz potvrzuji hodnoty smeérnic odpovidajicich logaritmickych zavislosti uvedené

v Tabulce 5, které se ve vSech ptipadech blizi teoretické hodnot€ 0,5 pro difuzné fizenou reakei.
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Obrdazek 4.9 Cyklické voltamogramy [Ru(NH3)s]?>" zaznamenané na vsech testovanych senzorech v zavislosti
na rychlosti polarizace; elektrolyt — 0,1 mol L™ KCI, c(J[Ru(NH3)s[* ") = 2,5 mmol L1, v = 25-500 mV' s,
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Obrdzek 4.10 Zavislosti vysky pikii [Ru(NHs)s* > na rychlosti polarizace (A) a odmocniné z rychlosti
polarizace (B) ziskané na vSech testovanych senzorech; elektrolyt — 0,1 mol L' KCI, c(f[Ru(NH3)s]> ")

=25mmol L1, v =25-500 mV s
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Tabulka 4 Statistické parametry zavislosti I, na v'’> a hodnoty Iuyy ziskané pro [Ru(NHsz)s[F 3" (elektrolyt — 0,1

mol L™ KCL v = 100 mV s7!, c([Ru(NH3)sJ***") = 2,5 mmol L™), “rychiost polarizace 100 mV s\,

Elektroda Smérnice Smérnice AE," /4 Kapp
(anodick4) (katodicka) [mV] [cm s 1]
[nA smV 1] [nA mV 1]
BDDE 3259412 —(3566.2044.0) _ 73.40 0251 2.49<10°
SP/BDDE 3751425 _(3447+£14) 7141 0258 2.56x10°
5Au-SP/BDDE 3013412 —(2904+30) 8133 0227 225x10°3
15Au-SP/BDDE 4004433 —(2869+29) 8133 0227 225x10°3
50 Au-SP/BDDE 4026451 _(2967£17) 7934 0233  231x107
pAu-SP/BDDE 333624 _(0862+12) 7340 0251 2.49x10°
AuED1-SP/BDDE 3220412 _(3171249.5) 7340 0251 2.49x10°
AuED2-SP/BDDE 3421421 _(323330) 7141 0258 2.56x10°

Tabulka 5 Statistické parametry logaritmickych zavislosti vysky piku [Ru(NH3)s]? " na rychlosti polarizace pro
vSechny testované senzory (elekirolyt — 0,1 mol L™ KCI, v = 100 mV 577, ¢(f[Ru(NH3)sJ* ") = 2,5 mmol L™).

Elektroda Ip Smérnice Usek r
[nA s mVﬁl] [nA]
BDDE a 0,48+9,54x107* 3,58+2,24x1073 0,9999
k 0,50+1,15x1073 3,56+2,70x1073 0,9999
SP/BDDE a 0,53+2,84x1073 3,50+6,60x1073 0,9997
k 0,52+1,88x107° 3,46+4,40x1073 0,9999
5Au-SP/BDDE a 0,5242,04x1073 3,53+4,79x1073 0,9999
k 0,42+1,27x1073 3,73+2,97x1073 0,9999
15Au-SP/BDDE a 0,53+3,57x107 3,51+8,37x1073 0,9996
k 0,41+9,52x107* 3,7642,23x107°  0,9999
50Au-SP/BDDE a 0,5245,97x107 3,53+1,40x1072  0,9988
k 0,42+1,10x1073 3,72+2,59x1073 0,9999
pAu-SP/BDDE a 0,50+3,01x1073 3,25+7,05x1073 0,9997
k 0,54+1,68x107° 3,35+3,94x1073 0,9999
AuED1-SP/BDDE a 0,49+1,59x107 3,54+3,73x1073 0,9999
k 0,52+1,50x1073 3,45+3,52x1073 0,9999
AuED2-SP/BDDE 0,49+2.41x1073 3,56+5,66x1073 0,9998
k 0,5245,39x107 3,45+1,26x1072  0,9989
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Stejné jako pro komplex Fe byly i pro [Ru(NHz)s]*7** vypoéteny hodnoty zdanlivé rychlostni
konstanty a vysledky jsou uvedeny v Tabulce 4. Je zfejmé, ze pro vSechny testované senzory
byly ziskany velice podobné hodnoty (2,31x1073-2,56x107 cm s 1), coz je pravdépodobné dano
outer-sphere charakterem tohoto redoxniho systému. Ze ziskanych vysledku lze fici, ze v§echny
elektrody vykazuji dobré elektrochemické vlastnosti, poskytuji dobfe opakovatelné reversibilni

signaly pro Ru komplex.

4.1.3. Elektrochemické vlastnosti testovanych senzorti — dopamin

Nasledujici experimenty byly zaméfeny na studium elektrochemickych vlastnosti vSech
testovanych senzord s vyuzitim dopaminu (DA), ktery patii mezi inner-sphere redoxni systémy
diky reverzibilni dvou-elektronové redoxni reakci chinon/o-chinon, ktera byla popséana
v teoretické Casti prace. Na Obrazku 4.11 jsou uvedeny opakované cyklické voltamogramy
dopaminu (10 umol L) v prosttedi BRB (pH 5,5) pro viechny testované senzory. Je vidét, ze
na vSech senzorech kromé& pAu-SP/BDDE poskytl DA za danych podminek dobie
vyhodnotitelny oxidac¢ni a odpovidajici redukéni signéal. Zaznamenané kiivky byly velmi dobte
opakovatelné. Na pAu-SP/BDDE nebyly pozorovany zadné vyznamné signaly odpovidajici
oxidaci a zpétné redukci DA. Na Obrazku 4.12 jsou pro srovnani uvedeny cyklické
voltamogramy dopaminu zaznamenané na vSech testovanych senzorech. Je vidét, ze zejména
tisténé senzory modifikované zlatymi nanocasticemi fyzikalni depozici poskytuji vyssi
proudové odezvy DA. Vlivem quazi-referentni elektrody jsou pulvinové potencialy dopaminu
na vSech SPE posunuty k zaporné&j$im hodnotam potenciald. Z parametrd téchto kiivek
uvedenych v Tabulce 6 vyplyva, ze nejmensi potencidlovy rozdil anodického a katodického
piku DA byl ziskan pro 15Au-SP/BDDE s rozdilem potencialt 60,43 mV. Obecne¢ 1ze shrnout,
ze na senzorech modifikovanych AuNPs poskytoval DA mnohem reverzibilngjsi reakci (4.
mensi AFLp) v porovnani s nemodifikovanou BDDE stejn€ jako SP/BDDE. Pomér vySek
anodického a katodického piku se pro vétSinu testovanych senzorti pohyboval kolem hodnoty

1,5, tzn. ze vyska anodického piku byla vétsi nez katodického.
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Obrdzek 4.11 10 opakovanych cyklickych voltamogramii dopaminu zaznamenanych na vsech testovanych
senzorech; elektrolyt — BRB (pH 5,3); ¢(DA) = 10 umol L™, v = 100 mV s7.
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Tabulka 6 Parametry cyklickych voltamogramii redoxniho markeru dopaminu; elektrolyt — BRB (pH 5,5),
v =100mV s, c¢(DA) = 10 umol L™,

]pa ]pC Epa Epc AEp
Elektroda Toa/Ipc
[nA mm™2] [nA mm™?] [mV] [mV] [mV]
BDDE 207,70 ~138,20 1,50 66635 3555 630,80
SP/BDDE 196,24 -189.21 1,04 31921 -17626 49547
5Au-SP/BDDE 349 44 219,25 1,59 17,09 5341 70,50
15Au-SP/BDDE 347,96 278,47 1,25 702 5341 60,43
50 Au-SP/BDDE 204,46 —144.43 1,42 27,16 —63.48 90,64
pAu-SP/BDDE - - - - - -
AuED1-SP/BDDE 218,04 ~155,28 1,40 37,23 —63.48 100,71
AuED2-SP/BDDE 192,26 -119,55 1,61 47,23 -103,76 150,99
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Obrdzek 4.12 Cyklické voltamogramy dopaminu zaznamenané na vSech testovanych senzorech, elektrolyt — BRB
(pH 5,3), ¢(DA) = 10 umol L™, v =100 mV" s7L.
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V nasledujicim kroku byl opét zkouman vliv rychlosti polarizace na vysku, tvar a polohu pika
DA. Rozsah pouzitych rychlosti polarizace byl od 25 do 200 mV s™!. Cyklické voltamogramy
zaznamenané na jednotlivych testovanych senzorech s vyjimkou pAu-SP/BDDE, na niz nebyly
za danych podminek zaznamenany zadné piky DA, jsou uvedeny na Obrazku 4.13. Z ngj je
videét, ze piky DA rostly s rostouci rychlosti polarizace, coz dokumentuje Obrazek 4.14A, kde
jsou vynesené zavislosti /, na v. Linearni prubé&h téchto zavislosti potvrzuji i hodnoty
korela¢nich koeficientd uvedené v Tabulce 7 spolu se smérnicemi rovnic piislu§nych zavislosti
pro anodicky a katodicky signal DA. Stejné tak vynesené zavislosti vySek pikd na druhé
odmocniné z rychlosti polarizace, které jsou uvedeny na Obrazku 4.14B maji linearni prubé&h.
Parametry téchto zavislosti jsou uvedeny v Tabulce 8. Lze tedy fici, ze sledované déje
probihajici na elektrodach jsou ovlivnény jak difuzi, tak adsorpci. Tyto zavéry byly potvrzeny
rovnéz vynesenim odpovidajicich logaritmickych zavislosti, jejichz parametry jsou shrnuty
v Tabulce 9. Hodnoty smémice se ve vét§iné piipadu sice blizi teoretické hodnoté 0,5 pro
difuzné ftizenou elektrodovou reakci, ale v nékterych piipadech se spiSe pohybuji mezi
hodnotami 0,5 (pro difuzi) a 1 (pro adsorpci). V pfipadé dopaminu tedy lze predpokladat

difuzné fizenou elektrodovou reakci s moznym vlivem adsorpce.

Tabulka 7 Statistické parametry zavislosti vysky pikii na rychlosti polarizace ziskané pro vsechny testované
senzory pro dopamin; elektrolyt — BRB (pH 5,5), v = 100 mV s™1, ¢(DA) = 10 umol L™,

Elektroda Smérnice (anodickd) Smérnice (katodicka) r r
[nA smV ] [nA mV 1] (anodicky) (katodicky)

BDDE 0,96+7,85x1072 —(0,82+7,25x10 %) 0,9774 0,9736
SP/BDDE 1,13+£4,95x10°2 ~(1,1149,58x10°2) 0,9933 0,9749
5Au-SP/BDDE 2.25+7,85x10°2 ~(1,42+7,38x10°2) 0,9958 0,9907
15Au-SP/BDDE 2,50+5,20x10°2 ~(1,89+5,79x10°2) 0,9985 0,9967
50Au-SP/BDDE 1,35+£6,24x1072 ~(1,25+7,73x10°%) 0,9926 0,9869
pAu-SP/BDDE = = = =

AuED1-SP/BDDE 1,41£4,93x10°2 —(0,98+5,51x10°2) 0,9958 0,9891
AuED2-SP/BDDE 1,24+4,04x1072 ~(0,99+9,42x10°2) 0,9963 0,9699
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Obrdzek 4.13 Cyklické voltamogramy dopaminu zaznamenané na vSech testovanych senzorech v zavislosti na
rychlosti polarizace; elektrolyt — BRB (pH 5,5), c¢(DA) = 10 umol L™, v = 25-200 mV s7..
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Obrdzek 4.14 Zavislosti vysky pikii dopaminu na rychlosti polarizace (4) a odmocniné z rychlosti polarizace (B)
ziskané na vSech testovanych senzorech; elektrolyt — BRB (pH 3,5), ¢(DA) = 10 umol L, v = 25-200 mV s~
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Tabulka 8 Statistické parametry zavislosti vysky pikii na odmocniné z rychlosti polarizace ziskané pro vsechmny
testované senzory pro dopamin; elektrolyt — BRB (pH 5,5), v = 100 mV s~ !, ¢(DA) = 10 umol L™

Elektroda Smérnice (anodickd) Smérnice (katodicka) r r
[nAsmV '] [nA mV '] (anodicky) (katodicky)

BDDE 14,09+0,28 —(14,20+0,29) 0,9958 0,9949
SP/BDDE 10,88+0,21 —(16,26+0,49) 0,9925 0,9954
5Au-SP/BDDE 42.76£1,07 —(47,27%1,97) 0,9981 0,9801
15Au-SP/BDDE 41,3840,63 —(48,37+1,72) 0,881 0,9941
50Au-SP/BDDE 20,6240,27 ~(31,77£1,03) 0,9794 0,9575
pAu-SP/BDDE = = = =

AuED1-SP/BDDE 22.93+0,50 —(25,76+0,77) 0,9864 0,9898
AuED2-SP/BDDE 17,4040,65 —(20,54+0,52) 0,9908 0,9413

Tabulka 9 Statistické parametry logaritmickych zavislosti vWsky piku dopaminu na rychlosti polarizace

(log(I,) log(v)); elektrolyt — BRB (pH 5,5), v = 100 mV 571, ¢(D4) = 10 umol L~

Elektroda Ip Smérnice Usek r
[nA smV ] [nA]
BDDE a 0,45+6,97x107 1,29+1,39x1072 00,9992
k 0,67+2,75x1072 0,7245,48x1072  0,9941
SP/BDDE a 0,46+7,12x1073 1,15+1,42x1072 00,9992
k 0,624+2,02x1072 0,9144,03x1072  0,9963
5Au-SP/BDDE a 0,64+7,96x107 1,23+1,59x1072  0,9995
k 0,72+1,34x1072 1,08+2,67x1072  0,9988
15Au-SP/BDDE a 0,6249,61x107 1,30+1,92x1072 00,9992
k 0,71+1,17x1072 1,12+2.33x1072 00,9990
50Au-SP/BDDE a 0,52+4,34x1073 1,24+8,65%107  0,9998
k 0,6249,85x107 1,18+1,96x1072  0,9991
pAu-SP/BDDE a - - -
k _ _ _
AuED1-SP/BDDE a 0,58+7,66x107 1,13+1,53x1072 00,9994
k 0,60+1,17x1072 1,14+2.33x1072 00,9987
AuED2-SP/BDDE 0,64+1,58x1072 0,85+3,15x1072  0,9979
k 0,56+1,27x1072 1,15+2,53x1072 00,9982
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Zavérem lze fici, ze 1 v pfipadé analyzy DA poskytuji testované senzory velmi dobré
a opakovatelné vysledky, a maji tedy dobré elektrochemické vlastnosti. Vyjimkou je pAu-
SP/BDDE, kde nebyl za danych podminek zaznamenany anodicky ani katodicky pik dopaminu.
Z této sady experimentl na zakladé rozdila potenciala, vysek pikd a pomera vysek pika pak
nejlépe vychazeji modifikované senzory SAu-SP/BDDE a 15Au-SP/BDDE. Sledované reakce
byly fizeny difuzi s moznym vlivem adsorpce. Vzhledem ke Spatnym vysledkiim ziskanym pro

pAu-SP/BDDE byl prozatim tento senzor z dalSich experimentl a studii vyfazen.

4.2. Optimalizace podminek stanoveni dopaminu s vyuzitim BDDE

Na Obrazku 4.15 je uveden cyklicky voltamogram dopaminu (10 pmol L) zaznamenany na
BDDE v prostiedi BRB o pH 5,5, a to pii rychlosti polarizace 100 mV s~!. Jak jiz bylo uvedeno
vyse, DA poskytuje na BDDE jeden dobfe vyvinuty oxida¢ni signal kolem potencialu +670 mV
a pii zpétném skenu odpovidajici redukéni pik pii potencidlu +40 mV. Na zakladé€ rozdilu
potencialli mezi maximy oxidac¢niho a redukéniho piku (A, = 630 mV) lze fici, ze se jedna

o quazi-reverzibilni reakci. Z obrazku vyplyva, ze opakovatelnost méteni je velmi dobra.
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Obrdzek 4.15 10 opakovanych cyklickych voltamogramii DA zaznamenanych na BDDE, elektrolyt — BRB
(pH 5,5), ¢(DA) = 10 umol L=, v = 100 mV s7.
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4.2.1. Voltametrické chovani dopaminu v zavislosti na pH

Slozeni zakladniho elektrolytu a zejména hodnota pH vyznamné ovliviiuje elektrochemické

chovani studovanych latek. Z tohoto divodu bylo v nasledujicim kroku sledovano chovani DA

v zavislosti na pH na BDDE. Byla sledovana zéavislost vysky, tvaru a polohy piku na pH

prostiedi. Jako zakladni elektrolyt byl pouzit BRB v rozmezi pH 3-8. Koncentrace DA pro tyto

experimenty byla 10 umol L ! a pouZitou metodou byla CV. Na Obrazku 4.16A jsou uvedeny

nametené voltametrickée kiivky a na Obrazku 4.16B vynesena zéavislost vy§ky anodického piku

DA na pH.
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Obrdzek 4.16 Cyklické voltamogramy DA zaznamenané na BDDE v zavislosti na pH (A) a zavislost vysky

oxidacniho ptku na pH (B); elektrolyt BRB (pH 3-8), ¢(DA) = 10 umol L™, v = 100 mV s7..

58



Z téchto obrazku je ziejmé, ze nejlépe vyvinuty oxidacni pik poskytl DA na BDDE ve slabé
kyselém prostiedi (3-6). Pii hodnot& pH 6 zacal byt na zaznamu patrny druhy oxidacni signal
DA kolem potencialu +1250 mV, ktery byl s rostoucim pH lépe vyvinuty. To odpovida

mechanismu oxidace DA popsanému v literatute [103] a uvedenému na Obrazku 2.10.

4.2.2. Vyvoj metody stanoveni dopaminu

Pro vyvo] metody stanoveni DA byly na zac¢atku testovany diferencni pulzni (DPV) a square
wave voltametrie (SWV). Tyto metody byly vybrany pfedev§im kvili jejich citlivosti. Pro
analytické ucely byl diky lepsi vyhodnotitelnosti zvolen prvni oxidacni signal DA a prvni krok
byl zaméfen na volbu vhodného pH zékladniho elektrolytu. Byly zméfeny voltamogramy
10 pmol L' DA v prostiedi BRB o pH 3-8 pomoci obou testovanych metod. Na Obrazku 4.17A
jsou uvedeny zaznamenané DP voltamogramy a na Obrazku 4.17B je vynesena odpovidajici
zavislost vysky piku DA na pH. SW voltamogramy opét s vynesenou zavislosti vysky piku na
pH jsou uvedeny na Obrazku 4.17C, resp. 4.17D. Z obrazka vyplyva, ze vyska i poloha
oxidaéniho piku DA je zavisla na pH zakladniho elektrolytu. S rostouci hodnotou pH se pik
posouva smérem k méné pozitivnim potencialum, coz svéd¢i o snaz§im prabéhu elektrodové
reakce. Nejvyssi proudova odezva byla pozorovana v slabé kyselém prostiedi. Pro stanoveni
DA byl jako vhodné prostiedi zvolen BRB o pH 5,5, protoze pik byl dostatecné vysoky

a soucasn¢ se toto prostiedi blizi fyziologickému.

Pro porovnani metod DPV a SWV byly pomoci BDDE zméteny koncentra¢ni zavislosti DA
v rozsahu 2-10 pumol L' a byly vyneseny zavislosti vysky piku na koncentraci. Vysledné
voltametrické kiivky jsou uvedeny na Obrazku 4.18A. Je ziejmé, ze SWV poskytuje vyrazné
vys$si proudové odezvy v porovnani s DPV. Tuto skute¢nost potvrzuji i koncentracni zavislosti
vynesen¢ na Obrazku 4.18B. Hodnota smé&rnice (18,53+0,11) pro zévislost zaznamenanou
s vyuzitim SWV (rovnice (12)) je dvojnasobna oproti hodnoté (9,74+7,75x1072) ziskané pro
DPV (rovnice (13)). Z téchto divodu byla pro stanoveni DA vybrana jako vhodné&jsi metoda
SWV.

I,[nA] = (18,53 + 0,11) c[umol L] — (4,74 + 0,76),7 = 0,9999 (12)

I,[nA] = (9,741 + 0,078) c[umol L] — (2,29 £ 0,51),7 = 0,9999 (13)
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Obrdzek 4.17 DP voltamogramy DA zaznamenané na BDDE v zavislosti na pH (4) a odpovidajici zavislost I, na
pH (B); SWvoltamogramy DA zaznamenané v zavislosti na pH (C) a odpovidajici zavislost I, na pH (D),
elektrolyt — BRB (pH 3-8), ¢(DA) = 10 umol L™, DPV: v = 50 mV s7%, vy$ka pulzu = +50 mV, doba pulzu

=50ms; SWV: v =50mV s, amplituda = 50 mV, f= 25 Hz.
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Obrdzek 4.18 Porovnadni DP a SW voltametrickych kiivek DA zaznamenanych na BDDE v zdvislosti na
koncentraci (4) a odpovidajici zavislosti I, na ¢(DA); elektrolyt — BRB (pH 5,5), ¢(DA) = 2-10 umol L1, DPV:
v =30mV 57, vyska pulzu = +50 mV, doba pulzu = 50 ms;, SWV:v = 50 mV s7, amplituda = 50 mV, f= 25 Hz.

V ramci vyvoje metody stanoveni DA byly optimalizovany zakladni parametry SWV jako
rychlost polarizace, amplituda (4) a frekvence (f). Méteni probihalo vzdy v prostfedi BRB (pH
5,5) a koncentrace DA byla 5 umol L!. Prvnim testovanym parametrem byla rychlost
polarizace. Na Obrazku 4.19 jsou uvedeny SW voltamogramy zaznamenan¢ v rozsahu rychlosti

10-100 mV s !, kdy ostatni parametry byly udrzovany konstantni (4 = 50 mV, f = 25 Hz).
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Z voltamogramu i vlozené zavislosti vySky piku na rychlosti polarizace (Obr. 4.19B) je
evidentni, ze vyska piku s rostouci rychlosti rostla. Jako nejvhodnéjsi byla zvolena rychlost

50 mV s !, protoze pti dalsim zvySovani rychlosti se jiz nartst proudové odezvy zpomalil.
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Obrdzek 4.19 SW voltamogramy DA zaznamenané na BDDE v zavislosti na rychlosti polarizace (4) a
odpovidajici zavislost I, na v (B); elektrolyt — BRB (pH 3,5), ¢(DA) =5 pmol L, v = 10-100 mV 571, 4 = 50 mV/,
f=25Hz

Dal8im optimalizovanym parametrem byla amplituda. Jeji hodnota byla ménéna v rozsahu od
10 do 100 mV (v=50mV s}, =25 Hz). Na Obrazku 4.20A jsou uvedeny SW voltamogramy
zaznamenané na BDDE v zavislosti na amplitudé pulzu a Obrazek 4.20B predstavuje
odpovidajici zavislost vysky piku na amplitudé. Z obrazku je vidét, ze vyska piku nartstala
s rostouci hodnotou amplitudy, soucasné¢ ale dochazelo také k rozsifovani piku, coz zhorsuje

jeho vyhodnotitelnost. Pro dalsi méfeni byla zvolena hodnota amplitudy 80 mV.
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Obrdzek 4.20 SW voltamogramy DA zaznamenané na BDDE v zavislosti na amplitudé (4) a odpovidajici
zavislost I, na A (B); elektrolyt — BRB (pH 5,5), ¢(DA) =5 umol LLv=50mV st A=10-100mV, f= 25 Hz.

Poslednim krokem optimalizace bylo ur€eni vhodné frekvence. Ta byla testovana v rozsahu 5-
50 Hz (v = 50 mV s!, 4 = 80 mV). Na Obrazku 4.21A jsou znizornény ziskané SW
voltamogramy a na Obrazku 4.21B je vynesena zavislost vysky piku na frekvenci. V tomto
ptipade se vyska piku DA pfili§ nemeénila, ale s rostouct frekvenci dochazelo k jeho rozsirovani.
Proto byla pro dalsi méteni vybrana jako optimalni hodnota frekvence 10 Hz. Optimalizované

parametry SWYV jsou shrnuty v Tabulce 10.

Tabulka 10 Optimalizované parametry SWV pro stanoveni DA s vyuZitim BDDE.

Parametr BDDE
v[mV s 50
A [mV] 80
f[Hz] 10
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Obrdzek 4.21 SW voltamogramy DA zaznamenané na BDDE v zavislosti na frekvenci (4) a odpovidajici
zavislost I, na [ (B); elektrolyt — BRB (pH 5,5), ¢(DA4) = 10 umol LLv=50mVs’ A=80mV, f=5-50Hz.

Vyvinuta metoda byla pouzita pfi analyze modelovych roztoki DA, kdy byla zméfena
koncentracni zévislosti DA s vyuzitim SWV s optimalizovanymi parametry v kombinaci
s BDDE v klasickém usporadani elektrochemického ¢lanku. Na Obrazku 4.22A jsou uvedeny
SW voltamogramy zaznamenané v celém vyuzitelném koncentra¢nim rozsahu (LDR), ktery
byl ziskan v rozmezi od 0,2 do 286 umol L', Zaroveii na Obrazku 4.22B je uvedena zavislost
vysky piku na koncentraci, ktera je linearni a muze byt popsana nasledujici rovnici (14)
s pfisluSnym korelacnim koeficientem. Na zaveér této Casti prace byl vypocten detekéni limit

(LOD) pro stanoveni DA s vyuzitim BDDE, jehoz hodnota je 0,141 pmol L.

I,[nA] = (25,53 + 0,13) c[umol L] + (7,41 + 1,20), 7 = 0,9998 (14)



?6000 C A g B
-} =
""'5000 B 3200 f
4000 | 0 -
0 150 300

¢ [umol L]

3000

2000

1000

0 300 600 900 1200 1500
E [mV]

Obrdzek 4.22 SW voltamogramy DA zaznamenané na BDDE v zavislosti na koncentraci (4) a odpovidajici
zavislost I, na ¢(DA) (B); elektrolyt — BRB (pH 3,5), ¢(DA) = 0,2-286 umol L™, v =50 mV s7,, 4 = 80 mV,
f=10Hz

4.3. Aplikace modifikovanych senzoru pfi analyze dopaminu

4.3.1. Vyuzitelny potencialovy rozsah modifikovanych senzoru

Vzhledem k tomu, Ze zlato je mozné elektrochemicky oxidovat a poté zpétné redukovat, je tieba
pred vlastni aplikaci senzori modifikovanych zlatymi nanocCasticemi urit vyuzitelny
potencialovy rozsah v anodické oblasti. Proto byl zméfen cyklicky voltamogram v roztoku
zlata, ktery byl v této praci vyuzivan pfi elektrochemické modifikaci povrchu elektrod AuNPs,
konkrétné v roztoku 1 mmol L' HAuCls4H20 v 0,1 mol L~! H28O4 a to s vyuzitim BDDE
1 SP/BDDE. Z Obrazku 4.23 je vidét, ze Au vyloucené redukci na povrchu elektrody se pfi
zpétném skenu oxiduje/rozpousti (pik 3 (BDDE), resp. 3° (SP/BDDE)) zpét do roztoku.
Potencial rozpousteéni se lisi v zavislosti na pouzité elektrode, kdy na tiSténych senzorech je
posunut k méné pozitivnim potencialim vlivem pouzité quazi-referentni elektrody. Z toho
vyplyva, Ze 1 potencialové okno tisténych senzort modifikovanych zlatymi nanocasticemi je

posunuto ve stejném sméru a je tedy omezeno u méné pozitivnich potenciali v porovnani
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s modifikovanou BDDE. Kone¢ny potencial (£kon) byl proto u Au-SP/BDDE nastaven vzdy na

hodnotu maximalné +400 mV.
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Obrazek 4.23 Cyklické voltamogramy zaznamenané na BDDE a SP/BDDE v roztoku 1 mmol L™ HAuCly4H:0
v O,1mol LT H-SOyu v =100mV s

4.3.2. Koncentraéni zavislosti dopaminu pfi optimalizovanych podminkach

Vyvinuta metoda byla pouzita pro zméfeni koncentracnich zavislosti DA na vSech testovanych
senzorech. Pro porovnani parametrii jednotlivych elektrod byl vyuzit rozsah koncentraci 1-
15 umol L', Méfeni probihala v prosttedi BRB o pH 5,5 a pouzitou metodou byla SWV
s optimalizovanymi parametry. Na nasledujicich obrazcich jsou wuvedeny naméirené
voltametrické kiivky vzdy spolu s vynesenou koncentracni zavislosti. Na Obrazku 4.24 jsou
uvedeny kiivky pro nemodifikované BDDE a SP/BDDE. Obrazek 4.25 zaznamenéava
voltamogramy pro fyzikalni depozici modifikované elektrody s riznou velikosti AuNPs (5Au-
SP/BDDE, 15Au-SP/BDDE a S0Au-SP/BDDE) a Obrazek 4.26 predstavuje voltametrické
ktivky ziskané svyuzitim senzoru s elektrochemicky deponovanymi AuNPs (AuEDI-
SP/BDDE a AuED2-SP/BDDE). Na Obrazku 4.27 jsou pro lepsi porovnani uvedeny
koncentracni zavislosti pro vSechny testované senzory.
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Obrdzek 4.24 SW voltamogramy DA zaznamenané na BDDE (4) a SP/BDDE (C) v zavislosti na koncentraci
(kvivky po odectu zdkladniho elektrolytu) a odpovidajici zavislosti I, na ¢ (B, D); elektrolyt — BRB (pH 3,5),
c(DA) = 1-15 umol L™, v=50mV s, A =80mV, = 10 Hz.
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Obrdzek 4.25 SW voltamogramy DA zaznamenané na Au-SP/BDDE senzorech (4, C, E) v zavislosti na
koncentraci (kFivky po odectu zdkladniho elektrolytu) a odpovidajici zavislosti I, na ¢ (B, D, F); elektrolyt — BRB
(pH 5,5), ¢(DA) = 1-15 umol L™, v =50mV s, A =80mV, = 10 Hz.
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Obrdzek 4.26 SW voltamogramy DA zaznamenané na AuED-SP/BDDE senzorech (4, C) v zavislosti na
koncentraci (kFivky po odectu zdkladniho elektrolytu) a odpovidajici zavislosti I, na ¢ (B, D), elektrolyt — BRB
(pH 5,3), ¢(DA) = 1-15 umol L7, v =50 mV s7t, A = 80mV, f = 10 Hz.
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Obrdzek 4.27 Koncentracni zavislosti ziskané pro viechny testované senzory; elektrolyt — BRB (pH 5,5),
c(DA) = 1-15 umol L™, v =50mV s/, A = 80mV, f= 10 Hz.

Z uvedenych obrazka je vidét, Zze vyska piku DA na vSech testovanych elektrodach ve zvoleném
rozsahu koncentraci rostla a tento nartst byl linearni, coz dokumentuji zavislosti /, na ¢ vlozené
v jednotlivych obrazcich. Z Obrazku 4.27 je vSak zieymé, ze se vyznamné lisila citlivost
jednotlivych typta pouzitych senzort. Statistické parametry ziskanych koncentra¢nich zavislosti
1 korelacni koeficienty jsou uvedené v Tabulce 11. Nejvyssi proudovou odezvu DA poskytuji
ti§téné senzory modifikované zlatem fyzikalni depozici, zejména SAu-SP/BDDE a 15Au-
SP/BDDE. Tyto elektrody rovnéz vykazuji nejvyssi citlivost, ktera je dana hodnotou smérnice
(172,1£1,5 pro 15Au-SP/BDDE) koncentracnich zavislosti. Na druhou stranu byla u téchto
senzorll pozorovana vyrazné vet§i hodnota useku a horsi korela¢ni koeficient. To vedlo ve
vysledku k vys§im vypoctenym hodnotdm LOD v porovnani s nemodifikovanymi senzory.
Niz8i hodnoty proudové odezvy a soucasné nizsi citlivost poskytly senzory s elektrochemicky
deponovanymi AuNPs. Citlivost téchto senzoru ale byla stale vice nez 2x vy$si nez v piipadé
nemodifikovanych BDDE a SP/BDDE. Korela¢ni koeficienty koncentranich zavislosti

1 hodnoty LOD ziskané pro tyto senzory byly srovnatelné s nemodifikovanymi elektrodami.
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Obecné Ize shrnout, Ze senzory modifikované zlatymi nanocasticemi jsou pro DA citliveéj$i nez

elektrody nemodifikované.

Tabulka 11 Statistické parametry zavislosti vysky piku na koncentraci DA ziskané na vSech testovanych senzorech;
elektrolyt — BRB (pH 5,5), c(DA) = 1-15 umol L™, v = 50 mV s, A = 80mV, f = 10 Hz.

Elektroda Smérnice Usek r LOD
[nA L pmol'] [nA] [mol L]
BDDE 25.53%0,13 7412 0,9998 0,14
SP/BDDE 25.91£0,17 —(12,9+1,5) 0,9997 0,17
5Au-SP/BDDE 147,8+3,1 133427 0,9969 0,57
15Au-SP/BDDE 172,1£1,5 148+13 0,9985 0,23
50 Au-SP/BDDE 127,1£1,9 116+17 0,9984 0,41
AuED1-SP/BDDE 54,60+0,33 4,743.0 0,9997 0,16
AuED2-SP/BDDE 60,70+0,57 18.4+5,1 0,9994 0,25

Nasledné¢ byla testovana opakovatelnost meéfeni na tisténych senzorech po jedné
elektrochemické depozici AuNPs na povrchu. Nejprve byla na AuED1-SP/BDDE 1 AuED2-
SP/BDDE provedena v jednom dni 3 opakovand méfeni koncentracnich zavislosti ve stejném
rozsahu a za stejnych podminek jako v pfedchozich experimentech. Nasledujici den byly tyto
koncentracni zavislosti zmétrené znova, a to bez jakékoli regenerace nebo nové modifikace
povrchu. Ziskané koncentrani zavislosti jsou uvedeny na Obrazku 4.28 a odpovidajici
statistické parametry shrnuje Tabulka 12. Je zfejmé, Ze méteni provedend na AuED1-SP/BDDE
v jeden den poskytly velmi dobfe opakovatelné vysledky a nedochazelo k poklesu odezvy
elektrody ani hodnoty smérnice odpovidajici rovnice ptimky. V ptipadé AuDE2-SP/BDDE se
smérnice zaznamenanych zavislosti postupné snizovala, dochazelo tedy k poklesu citlivosti
meéteni a povrch pravdépodobné byl méné stabilni. Druhy den poskytly oba senzory vysledky
s vyrazn€ nizsi proudovou odezvou a nizs§i hodnotou smeérnice pro stejnou koncentracni
zavislost. Z toho vyplyva, ze tyto senzory je vhodné nové modifikovat zlatymi nanocasticemi
vzdy pred zaatkem experimentu. V piipadé¢ AuED1-SP/BDDE pak bylo mozné pouzivat tento
senzor béhem jednoho dne opakované s dobrou opakovatelnosti dosazenych vysledkd, ¢ehoz

bylo vyuzito v dalSich experimentech. Podobné studie byly realizovany i pro nAu-SP/BDDE
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arovn€z byl pozorovan pokles odezvy v zavislosti na ¢ase a mnozstvi odvedenych méfeni.

Moznost obnovy povrchu je v§ak na rozdil od AuED-SP/BDDE zna¢né€ omezena.
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Obrdzek 4.28 Opakované koncentracni zavislosti DA zaznamenané na AuED1-SP/BDDE (4) a AuED2-
SP/BDDE (B); elektrolyt — BRB (pH 5,5), ¢(DA) = 1-15 umol L™, v = 50mV s, A = 80 mV, f= 10 Hz.
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Tabulka 12 Statistické parametry zavislosti vysky piku na koncentraci DA ziskané pri opakovaném méveni na
AuFEDI1-SP/BDDE a AuED2-SP/BDDE; elektrolyt — BRB (pH 5,5), c(DA4) = 1-15 uymol L7, v =350mV 57,
A=80mV, f=10Hz

Smérnice Usek r
[nA L pmol'] [nA]

AuEDI1-SP/BDDE

1. mé&feni 55.58+0.55 15.8+5.0 0,9993
2. méfeni 52,54+0,57 18.8+5,1 0,9992
3. mé&feni 54,60+0,33 47+3.0 0,9997
4. mé&feni 36,03+0,30 9,142.7 0,9995
AuED2-SP/BDDE

1. méfeni 60,70+0,57 18,451 0,9994
2. méfeni 51,27+0.81 25,5473 0,9983
3. mé&feni 46,45%0,63 26.4+57 0,9987
4. mé&feni 29.39+0,24 7,922 0,9995

4.3.3. Meéfreni pfi nizkych rychlostech polarizace

Na zaklade provedené literarni reSerSe bylo zjisténo, ze pii méfeni s elektrodami se
strukturovanym povrchem muiize hrat velkou roli pouzita rychlost polarizace. Pfi malych
rychlostech polarizace mohou byt vyuzita vSechna elektroaktivni centra vCetné téch uvnitt
strukturovaného materialu, ktera se pfi vysSich rychlostech do probihajicich redoxnich reakci
nezapoji [123]. Proto byl v nasledujicich experimentech testovan vliv nizkych rychlosti
polarizace na tvar a vySku voltametrickych signald DA. Pouzita byla vzhledem k lepSim
doposud ziskanym vysledkim AuEDI1-SP/BDDE. Nejprve bylo zméfeno 10 cyklickych
voltamogrami DA v prostiedi BRB o pH 5,5 pfi rychlosti polarizace S mV s™!. Na Obrazku
4.29 je vidét, ze diky pomalej$i rychlosti polarizace maji CV voltamogramy lepsi tvar, piky
jsou lépe vyvinuté v porovnani s Obr. 4.11. O lepsi reversibilit€¢ systému sveéd¢i hodnota
pomeéru Ipo/Ipc (1,1), ktera se blizi teoretické hodnoté 1 a v porovnani s hodnotami v Tabulce 6
pro vyssi rychlosti je vyrazn€ mensi. Rozdil potencialti AE, (38,13 mV) je pfi aplikaci nizsi
rychlosti polarizace opét vyrazn€ mensi v porovnani s hodnotou z Tabulky 6 a svéd¢i o vlivu

kinetiky na sledovanou reakci.
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Obrdzek 4.29 Opakované cyklické voltamogramy DA zaznamenané na AuED1-SP/BDDE; elektrolyt — BRB (pH

5,5), ¢(DA) = 10 umol L, v = 5 mV/ s7%.

Dale byly zaznamenany cyklické voltamogramy DA v zévislosti na rychlosti polarizace.

Kiivky jsou uvedeny na Obrazku 4.30. Rozsah rychlosti polarizace byl 5-50 mV s!. Je vidét,

ze vySka anodického i katodického piku rostla s rostouci rychlosti polarizace, ale tento nartst

nebyl zcela linearni, i kdyz se linearnimu prubéhu blizil (Obrazek 4.31A). Soucasné byly

vyneseny také zavislosti vySek piki na odmocnin€ z rychlosti polarizace (Obrazek 4.31B)

a odpovidajici logaritmické zavislosti, které linearni jsou (rovnice (15, 16) pro zavislosti /pa

alx na v'? a (17, 18) pro logaritmické zavislosti log (Zpax) na log (v)). Difuzné fizenou

elektrodovou reakci potvrzuji hodnoty smérnic uvedenych logaritmickych zavislosti, které se

blizi teoretické hodnoté 0,5.
I,[nA] = (28,14 + 1,29) (v[mV s™*])¥/2 + (13,72 + 6,55),r = 0,9948
I,[nA] = —(28,91 £ 1,30) (w[mV s™'])¥/% + (3,02 £ 6,61),r = 0,9949
log(I,[nA]) = (0,45 + 0,017) log(v[mV s™]) + (1,57 + 0,023),r = 0,9962

log(I,[nA]) = (0,49 + 0,028) log(v[mV s™]) + (1,47 + 0,037),7 = 0,9922
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Obrdzek 4.30 Cyklické voltamogramy DA zaznamenané na Aul’D 1-SP/BDDE v zavislosti na rychlosti
polarizace; elektrolyt — BRB (pH 5,5), c(DA) = 10 umol L™, v = 5-50 mV 571,

Poslednim experimentem s vyuzitim nizkych rychlosti polarizace bylo proméfeni koncentracni
zavislosti pro DA pomoci SWV s optimalizovanymi parametry amplitudou a frekvenci, ale pfi
rychlosti polarizace 5 mV s!. Ziskané SW voltametrické kiivky pro koncentraci DA v rozsahu
1-10 pmol L ! jsou uvedeny na Obrazku 4.32A a vynesena koncentra¢ni zavislost na Obrazku
432B. Je evidentni, ze 1 vtomto piipad¢ byla ziskdna linearni koncentrani zavislost.
V porovnani s vysledky dosazenymi pro AuED1-SP/BDDE pii vyS$si rychlosti polarizace
(50 mV s) bylo po jejim sniZeni dosazeno mnohem vyssi citlivosti pro stanoveni DA. Tuto
skuteCnost dokumentuje Obrazek 4.33, kde je k zavislostem uvedenym pro vSechny testované
senzory na Obrazku 4.27 ptridana koncentracni zavislost ziskand na AuED1-SP/BDDE prii
rychlosti polarizace 5 mV s~!, ktera mlize byt popsana rovnici (19) s piislusnym korela¢nim
koeficientem. Hodnota smérnice této zavislosti (190,42+1,97) je 3,5x vys§i nez v pripade
vysSich rychlosti pro stejny senzor a co je dilezité, je vyssi také nez smérnice ziskana pro 15Au-

SP/BDDE (Tabulka 11).

I,[nA] = (190,42 + 1,97) c[umol L] + (35,47 £ 11,03),r = 0,9996 (19)
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Obrdzek 4.31 Zavislosti vysky pikii dopaminu na rychlosti polarizace (4) a odmocniné z rychlosti polarizace (B)
ziskané na AuED I-SP/BDDE pri nizsich rychlostech polarizace; elektrolyt — BRB (pH 5,5), ¢(DA)
= 10umol L™, v =550 mV s,
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Obrdzek 4.32 SW voltamogramy DA zaznamenané na AuEED 1-SP/BDDE v zavislosti na koncentraci (po odectu
zdkladniho elektrolvtu) (A) a odpovidajici zavislost vysky piku na koncentraci (B); elektrolyt — BRB (pH 5,5),
c(DA) = 1-10 umol L, v =5mV s, A=80mV, f= 10 Hz.

Je ziejmé, ze diky sniZeni rychlosti polarizace v piipadé tisténych senzoru s elektrochemicky
modifikovanym povrchem jsou ziskané vysledky srovnatelné nebo lepsi, nez pro 15Au-
SP/BDDE senzor. V neposledni fad€ je tfeba zminit, ze u senzori modifikovanych fyzikalni
depozici se efekt niz§i rychlosti polarizace neprojevil a ke zlepSeni citlivosti nedoslo. Moznym
vysvétlenim je to, ze velikost nanocastic zlata po elektrochemické depozici je mensi nez po
fyzikalni depozici a povrch elektrody je tak vice strukturovany, elektroaktivni centra jsou hiie
dostupna, jak je vidét na Obrazku 4.34, a vliv rychlosti polarizace je tak u téchto elektrod
vyznamnéj$i. Vzhledem ktémto vysledkim se tak tiSt€né senzory s elektrochemicky
deponovanymi nanocasticemi Au zdaji byt pro dalsi vyuziti perspektivnéj§i nez senzory
s fyzikaln€ deponovanymi AuNPs, protoze citlivost je po optimalizaci podminek srovnatelna

a vyhodou je moznost kazdodenni regenerace povrchu, resp. opakované depozice nanocastic.
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Obrdzek 4.33 Koncentracni zavislosti DA ziskané pro vSechny testované senzory (Obr. 4.27) s pFidanou
zavislosti ziskanou na AuED1-SP/BDDE pri nizké rychlosti polarizace; elektrolyt — BRB (pH 5,5), ¢(DA) = 1-
10umol L1, A=80mV, f=10Hz, v =50mV s a5mVs' (AuEDI-SP/BDDE).

: < i §° SR\
8.0 kV VEGA3 TESCAN
View field: 10.4 pm Det: SE 2 pm
SEM MAG: 20.0 kx |Date(m/dly): 04/01/22 SEM MAG: 20.0 kx |Date(m/dly): 04/01/22

Obrdzek 4.34 SEM zdznamy povrchu 504u-SP/BDDE a AuED-SP/BDDE.
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4.4. Simultanni stanoveni dopaminu a vybranych bioaktivnich latek

Posledni kapitola byla zaméfena na moznosti stanoveni dopaminu vedle dalSich biologicky
aktivnich latek, které se mohou v praxi vyskytovat ve stejnych vzorcich. Méfeni probihalo
s vyuzitim SWV s optimalizovanymi podminkami v prostfedi BRB o pH 5,5. Jako potencialni

interferenty byly studovany tyrosin (TYR), tryptofan (TRP) a paracetamol (PA).

Na Obrazku 4.35 jsou uvedeny SW voltametrické kfivky DA zaznamenané na BDDE
a SP/BDDE pted a po pfidavku TRP (Obrazek 4.35A,C) a TYR (Obrazek 4.35B, D).
Koncentrace vech latek v roztoku byla 10 pmol L™'. Pro TRP a TYR byly zaznamenany piky
pii potencialech o 300-500 mV pozitivnéji, nez byla proudova odezva DA, a byly dostatecné
oddélené pro ptfipadné stanoveni. Zatimco TRP poskytoval pii stejné koncentraci piiblizné
trojnasobnou proudovou odezvu nez DA, vyska piki TYR a DA byla srovnatelna. S vyuzitim
senzord modifikovanych zlatymi nanocasticemi nebylo mozné zaznamenat piky TRP a TYR,
protoze jejich oxidace probiha mimo vyuzitelné potencialové okno (£, > 400 mV). Na druhou

stranu tak ale ani jejich pfitomnost nerusi stanoveni DA na téchto senzorech.
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Obrdzek 4.35 SW voltamogramy DA zaznamenané na BDDE po pridavku TRP (4) a TYR (B) a na SP/BDDE
rovnéz po pridavku TRP (C) a TYR (D) (kFivky po odectu zdkladniho elektrolytu); elektrolyt — BRB (pH 5,5),
c(DA) = 10 umol L7, c(interferent) = 10 umol L, A =80 mV, f= 10 Hz, v =50 mV/ s7..
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Jako ptiklad moznosti stanoveni uvedenych latek vedle sebe byl zvolen TRP. Byly zmé&feny
koncentra¢ni zavislosti DA v pfitomnosti TRP a naopak s vyuzitim DBBE i SP/BDDE. Pouzity
koncentraéni rozsah byl v rozmezi 1-10 umol L' a koncentrace druhé latky byla konstantni
(5 umol L1). Na Obrazku 4.36 jsou uvedeny koncentraéni zavislosti pro DA a TRP ziskané na
BDDE. Z vlozenych zavislosti je vidét, ze /, roste pro ob¢ latky linearné. Zavislosti pro TRP
a DA lze popsat rovnicemi (20) a (21). Stejné experimenty s TRP byly provedeny i na
SP/BDDE (Obrazek 4.37). 1 v tomto ptipadé¢ byly piky DA a TRP dobte oddélitelné a rostly

v zavislosti na koncentraci linearné (rovnice 22 (TPR) a 23 (DA)).

I,[nA] = (51,14 + 0,15) c[umol L™11 - (3,66 £ 0,92),r = 0,9999 (20)
I,[nA] = (22,19 + 0,12) c[umol L] + (0,47 + 0,74),r = 0,9999 1)
I,[nA] = (64,10 + 0,18) c[umol L] + (3,94 + 1,10),r = 0,9999 (22)
I,[nA] = (26,53 + 0,15) c[umol L] + (0,78 + 0,91),r = 0,9999 (23)

Jako ptiklad aplikace, kde je vyhodné pouzit senzory modifikované zlatymi nanoc¢asticemi lze
uvést stanoveni DA vedle paracetamolu (PA), pro které byly pouzity AuED1-SP/BDDE
a AuED2-SP/BDDE. Na Obrazku 4.38A jsou uvedeny kiivky pro DA v pfitomnosti PA
zaznamenané na AuED2-SP/BDDE (10 umol L1). Je vidét, ze piky DA a PA jsou dobie
oddélené. Rozdil potencialt pika obou latek se pohybuje kolem 400 mV, coz je dostatecné pro
jejich stanoveni ve smési. Pro srovnani je uveden rovnéz Obrazek 4.38B, kde byly zméfené
totozné SW voltamogramy pro DA a PA na nemodifikované BDDE. Z obrazku je vidét, Ze na
nemodifikovanych elektrodach tyto dvé latky nelze rozlisit, po pfidavku PA do roztoku

obsahujiciho DA doslo k nartstu pavodniho piku odpovidajiciho oxidaci DA.

I vtomto piipad¢ byly zmétfeny koncentracni zévislosti DA v pfitomnosti PA a obracen¢ a
zaznamenané SW voltamogramy jsou uvedeny na Obrazku 4.39. V tomto pfipadé€ byl pouzit
AuEDI1-SP/BDDE s ohledem na lepsi elektrochemické vlastnosti a stabilitu povrchu.
V prostiedi BRB o pH 5,5 byly zmé&feny koncentraéni zavislosti v rozsahu 1-10 pmol L pro
obé& latky. Koncentrace druhé latky byla konstantni (5 umol L™!). Z obrazku je vidét, ze adkoliv
PA poskytuje za danych podminek vyrazné mensi proudovou odezvu oproti DA, lze tyto latky
pomoci senzoru modifikovaného AuNPs stanovit vedle sebe. Ob& koncentracni zavislosti jsou

linearni, a 1ze je popsat rovnicemi (24) pro PA a (25) pro DA.
I,[nA] = (20,11 £+ 0,66) c[umol L] + (13,02 + 4,08), r = 0,9952 (24)

I,[nA] = (131,40 + 0,47) c[umol L] — (11,1 £ 2,9),7 = 0,9999 25)
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Obrdzek 4.36 SW voltamogramy koncentracni zavislosti TRP v pritomnosti DA (4) a odpovidajici zavislost I, na
c(TRP) (B), SW voltamogramy koncentracni zavislosti DA v pritomnosti TRP (C) a odpovidajici zavislost I, na
¢(DA) (D) zaznamenané na BDDE (kFivky po odectu zdkladniho elektrolytu); elektrolyt — BRB (pH 5,5), ¢(DA)

=5 umol L7(A, B) a 1-10 umol L™ (C, D), ¢(TRP) = 1-10 umol L7!(A, B) a 5 umol L7/(C, D), A = 80 mV,
f=10Hz,v=50mV s
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Obrdzek 4.37 SW voltamogramy koncentracni zavislosti TRP v pritomnosti DA (4) a odpovidajici zavislost I, na
c(TRP) (B), SW voltamogramy koncentracni zavislosti DA v pritomnosti TRP (C) a odpovidajici zavislost I, na
¢(DA) (D) zaznamenané na SP/BDDE (kvivky po odectu zdkladniho elektrolytu); elektrolyt — BRB (pH 5,5),
c(DA) = 5 umol L71(A, B) a 1-10 umol L7 (C, D), ¢(TRP) = 1-10 umol L7'(A, B) a 5 umol L7/(C, D), A = 80 mV,
f=10Hz, v=50mV s
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Obrdzek 4.38 SW voltamogramy DA zaznamenané na AuED2-SP/BDDE (A) a BDDE (B) po pridavku PA;

1500

elektrolyt — BRB (pH 5,5), ¢(DA) = 10 umol L, ¢(PA) = 10 yumol L™, A =80mV, f= 10 Hz, v =50 mV s7..
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Obrdzek 4.39 SW voltamogramy koncentracni zavislosti PA v pritomnosti DA (4) a odpovidajici zavislost I, na
c(PA) (B), SW voltamogramy koncentracni zavislosti DA v pritomnosti PA (C) a odpovidajici zavislost I, na
¢(DA) (B)zaznamenané na AuED 1-SP/BDDE (kvivky po odectu zdkladniho elektrolytu); elektrolyt — BRB (pH
3,5), ¢(DA) = 5 umol L(4, B) a 1-10 umol L™ (C. D), ¢(PA) = 1-10 umol L7'(A, B) a 5 umol L7(C, D),
A=80mV, f=10Hz, v=5mlV s
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5. Zaver

Cilem této diplomové prace bylo studium elektrochemickych vlastnosti tisténych senzora
s elektrochemicky deponovanou borem dopovanou diamantovou elektrodou modifikovanou

zlatymi nanocasticemi a jejich aplikace pfi stanoveni dopaminu.

Nejprve byly porovnany elektrochemické vlastnosti nemodifikovanych senzort, konkrétné
BDDE v klasickém tfielektrodovém uspotradani elektrochemického ¢lanku a nového SP/BDDE
senzoru. Pfi praci s SP/BDDE byl zaznamenan vyznamny posun potencialt pika, resp. celého
vyuzitelného potencialového rozsahu, k méné pozitivnim potencialim oproti BDDE. Bylo
potvrzeno, ze tento efekt je zpusoben pouzitou quazi-referentni elektrodou a tyka se vSech
pouzitych tisténych senzort. Testovani nemodifikovanych elektrod probihalo pomoci cyklické
voltametrie reversibilniho redoxniho systému [Fe(CN)s]**~ a SP/BDDE poskytoval ve viech

zkoumanych parametrech lepsi vysledky, nez BDDE.

Nasledovalo studium elektrochemickych vlastnosti senzori modifikovanych zlatymi
nanocasticemi. Byly testovany tii SPEs s povrchem BDDE modifikovanym AuNPs fyzikalni
depozici, které se liSily velikosti nanocastic (SAu-SP/BDDE, 15Au-SP/BDDE, 50Au-
SP/BDDE), jeden senzor s poréznimi AuNPs (pAu-SP/BDDE) a dva senzory po modifikaci
elektrochemickou depozici, které se liSily Casem depozice (AuEDI1-SP/BDDE a AuED2-
SP/BDDE). K testovani byly jako redoxni markery zvoleny Ru(NH3)s]*"*" a dopamin. Na
zakladé zmétenych cyklickych voltamogramu bylo zjiS§téno, Zze modifikace povrchu BDDE
zlepSuje elektrochemické vlastnosti elektrod, zejména pak reversibilitu sledovanych reakci.
V piipad€ pAu-SP/BDDE nebyly naméfeny vyznamné signaly dopaminu, ktery byl v dalsi asti

prace vyuzit jako modelovy analyt. Proto byl tento senzor z dalSich testt vytazen.

V dalsi ¢asti prace byla vyvinuta metoda stanoveni dopaminu s vyuzitim BDDE a byly
optimalizovany podminky SWV. Navrzena metoda byla poté aplikovana pfi analyze dopaminu
s vyuzitim vSech testovanych senzord, byly proméfené koncentrani zavislosti ve stejném
rozsahu a vypocteny zakladni statistické parametry. Opét se ukazalo, ze modifikované senzory
poskytuji lepsi vysledky, kdy zejména citlivost byla napt. pro 15Au-SP/BDDE témeért 7x vyssi
nez pro nemodifikované elektrody. Ukdzalo se také, ze v pripadé strukturovaného povrchu je
tteba vzit vuvahu vyznamny vliv rychlosti polarizace. Ten se projevil u senzoru
s elektrochemicky modifikovanou BDDE, kterd ma na povrchu mnohem mens$i nano¢éstice Au
s hust&jsim pokrytim. Pii aplikaci nizkych rychlosti polarizace doslo k nékolikandsobnému

zvySeni citlivosti té€chto senzori oproti puvodnim vysledkim pfi vySSich rychlostech
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a dosazené vysledky byly srovnatelné s t€émi pro 15Au-SP/BDDE, ktera vykazovala nejlepsi
statistické parametry ze sady senzoru s fyzikaln€¢ deponovanymi Casticemi Au. Vyhodou
AuED-SP/BDDE je moznost kazdodenni regenerace povrchu, resp. opakované depozice

nanodcastic, coz v piipadé fyzikalni depozice neni mozné.

Vyznamnym piinosem modifikace povrchu elektrody muze byt také zvySeni selektivity
stanoveni. V ramci této prace se ukazalo, ze s vyuzitim nemodifikovanych BDDE a SP/BDDE
1ze stanovit dopamin vedle tyrosinu a tryptofanu, naopak zlatymi nanocasticemi modifikované
AuED-SP/BDDE senzory umoznili simultdnni stanoveni dopaminu a paracetamolu, které na

Cistém diamantovém povrchu neni mozné, protoze signaly obou latek nelze rozlisit.
Na zaver lze tedy fici, ze cile této diplomové prace byly splnény. Bylo zjisténo, ze modifikace
povrchu BDDE =zlatymi nanocésticemi vede ke zlepSeni né&kterych elektrochemickych

vlastnosti senzort (napf. citlivost, selektivita), coz muze byt vyuzito pii konkrétnich

elektroanalytickych aplikacich.
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